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1.1- El agua v el medio ambiente

El agua cubre aproximadamente el 70 % de la superficie del planeta Tierra y esta
presente en todos los espacios del medio ambiente (atmosfera, geosfera, biosfera e
hidrosfera), ocupando un volumen total de 1.384 millones de Km® de los cuales el 97,4
% se encuentra en los océanos y solo el 2,6 % en forma de agua dulce. La mayor parte
de este agua dulce estd contenida en los glaciares (27,8 x 10° Km®), las aguas
subterraneas (8,3 x 10° Km®), las aguas de superficie (rios y lagos) (225.000 Km®), la
atmosfera (12.700 Km®) y los seres vivos (400 Km®) (Dajoz, 2002).

Los ecosistemas de agua dulce se pueden dividir en dos categorias: los ambientes
l6ticos en los que el agua corre, como es el caso de los rios, y los ambientes 1énticos
caracterizados porque el agua estd en calma, como es el caso de lagos y lagunas o,
incluso, los embalses. La conexion entre ambos ambientes podria encontrarse en los rios
de curso muy lento y en sus brazos muertos. Los ecosistemas de agua salada estan
constituidos por mares y océanos los cuales ocupan mas del doble de la superficie de las

tierras emergidas, siendo la profundidad media de los océanos de 3800 m (Dajoz, 2002).

El agua de la superficie del planeta no se encuentra en un estado de reposo, sino que
estd en continuo movimiento constituyendo el medio por el que los elementos quimicos
y otros materiales viajan a través del ecosistema permitiendo, asi, la persistencia de la
vida sobre la tierra. Este movimiento, que es denominado “ciclo del agua” (Figura 1),
comienza con la condensacion del vapor que circula por la atmoésfera y retorna a la
tierra en forma de precipitacion. Una parte del agua que cae sobre el suelo terrestre
queda retenida entre los poros de la tierra, debido a las fuerzas de capilaridad, pasando
de nuevo a la atmdsfera, directamente, por evaporacion o bien a través de las plantas,
mediante transpiracion. Otra parte, se infiltra en profundidad hasta llegar a la capa
fredtica quedando recogida como agua subterranea y pudiendo salir a las fuentes y
riachuelos o ser extraida por el hombre para sus actividades; luego, es liberada a los
rios. El agua que cae sobre los nucleos urbanos no se infiltra sino que es canalizada a
través de acequias y canales hasta los rios. Desde los sistemas acuaticos el agua se
evapora de nuevo pasando a la atmdsfera y cerrando el ciclo (Margalef, 1991; Smith &

Smith, 2000).
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Figura 1.- Ciclo del agua a escala local. Se muestran las principales vias de circulacion del agua.

La importancia del agua en el ecosistema radica en su efectividad como medio de
transporte de energia y materia entre las diferentes esferas del medio ambiente.
Destacan, por ejemplo, la lixiviacion de componentes solubles de minerales, el
transporte de nutrientes en las plantas o el transporte de la energia solar que, al ser
absorbida en los océanos, puede llegar, en forma de calor latente, desde regiones

tropicales a zonas mas frias generandose, asi, tormentas masivas.

La materia viva estd fuertemente hidratada (en el caso del ser humano el agua es el
principal componente) constituyendo el 70 % del peso total al nacer y el 60 % en edad
adulta. De la totalidad del agua en el organismo, el 60 %, aproximadamente, esta en el
interior de las células (agua intracelular) y el resto es el agua que circula por los vasos

sanguineos y linfaticos y la que bafia los tejidos (agua extracelular) (Margalef, 1991).

La mayor parte de las reacciones quimicas imprescindibles para la vida se dan entre
sustancias disueltas en medio acuoso, como es el caso de las reacciones de
metabolismo. En las reacciones de catabolismo las células del organismo oxidan los
nutrientes produciendo energia y liberando CO, y H,0; esta agua producida es
denominada agua metabdlica y es aprovechada por muchos animales adaptados a

condiciones de escasez de la misma (Margalef, 1991).
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El equilibrio hidrico de un organismo estd estrechamente relacionado con su equilibrio
térmico siendo dificil explicar el uno sin el otro. El sudor, por ejemplo, es un
mecanismo por el cual algunos animales reducen su calor corporal generado por la
liberacién de energia en el metabolismo durante una actividad intensa. Este calor es
empleado en el proceso de evaporacion del agua contenida en el sudor, sin aumento de
temperatura, al ser asimilado en forma de calor latente de vaporizacion (Smith & Smith,

2000).

El agua, ademéds de imprescindible para el ser humano como parte de la alimentacion,
también es usada por éste para multiples usos. En la pequefia y gran industria, se usa
para producir energia, riego, refrigeracion, lavado, como disolvente y como materia

prima.

1.2.- Los metales pesados

El término “metales pesados” es empleado de forma genérica para definir a un conjunto
de elementos quimicos a los cuales se les atribuye diferentes efectos de contaminacion,
toxicidad y/o ecotoxicidad. A pesar de que existen diversas definiciones en la
bibliografia para estos elementos en base a su densidad o masa atomica, hasta el
presente no existe una definicion generalmente aceptada, que provenga de alguna
sociedad cientifica u organismo referente de alto nivel; no obstante, algunas fuentes
bibliograficas consideran metales pesados no sélo a distintos elementos tales como los
propios metales (excepto alcalinos y alcalino-térreos), sino también a los semimetales v,
en ocasiones, a algunos de sus compuestos o, incluso, algiin no metal. De forma comun,
se suele considerar metales pesados a los siguientes: aluminio, arsénico (semimetal),
bario, berilio, cadmio, cobalto, cobre, cromo, estafo, hierro, manganeso, mercurio,
molibdeno, niquel, plata, plomo, selenio (no metal), talio, vanadio y zinc (Hawkes,

1997, Duffus, 2002).

El término “metales pesados” en el contexto de la ecologia, habitualmente, se relaciona
con la contaminacion del medio ambiente y con la toxicidad que provocan en los seres
vivos. No obstante, es necesario aclarar que, ademds, de su efecto negativo, en
determinados casos, juegan un papel imprescindible para la vida. A continuacion, se

recoge una serie de efectos que, tienen los metales pesados con los que se ha trabajado
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en esta Tesis sobre los seres vivos (Margalef, 1991; Barcelo et al., 1992; Dajoz, 2002;
Sancho et al., 2003):

Cadmio

» Este metal, dada su elevada toxicidad, no se ha encontrado en ninguna forma de

vida conocida.

Cobre

» Forma parte de los pigmentos respiratorios de moluscos y crustaceos.

» Las larvas Veliger de las ostras necesitan cobre para fijarse al sustrato.

» Determinados organismos, como los lamelibranqueos, acumulan cobre
haciéndoles toxicos si se destinan al consumo.

» Participa en procesos enzimaticos de las plantas, principalmente en la formacion
de la clorofila.

» La carencia de cobre provoca necrosis en el apice de las hojas jovenes o clorosis.

Niquel

» Tiene un papel fundamental en los seres humanos interviniendo en procesos
tales como la regulacion de la presion arterial, el aumento de la accion de la insulina y el

crecimiento, entre otros.

Zinc

» Los organismos acuaticos toman activamente zinc; no obstante, es toxico a
ciertas concentraciones; por ejemplo a 4-6 mg/L es fatal para Sa/mo gairdneri. Por otro
lado Polytoma, Euglenas y algunas larvas de insecto resisten altas concentraciones de

este elemento.

» En plantas, la carencia de este elemento da lugar a enfermedades tales como la

clorosis, retardo en el crecimiento o dafios en floracion y fructificacion.
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Asimismo, los metales pesados tienen un papel fundamental en la economia al ser
usados ampliamente por diferentes industrias como materia prima. A continuacion, se
recopilan los principales usos y aplicaciones a los que se destinan dichos cinco metales

(A. Ramirez, 2002; Sancho et al., 2003):

Cadmio

» Esutilizado como pigmento en la fabricacion de diferentes tipos de pinturas.

» Es un componente fundamental en la fabricacion de determinados tipos de pilas
y baterias.

» El telururo de cadmio es un material semiconductor que es utilizado para la

fabricacion de células fotovoltaicas como alternativa al silicio.

Cobre

» Debido a sus excelentes propiedades como conductor de la electricidad, casi el
50 % del consumo mundial es para este propdsito.

» Es un excelente conductor térmico por lo que, también, es empleado en la
fabricacion de vasijas y tuberias de intercambio térmico.

» Un 30 % del cobre se emplea en la fabricacion de aleaciones, principalmente el
bronce. Ademas, debido a su gran resistencia a la corrosion, es empleado en la industria
quimica, alimentaria, automovilistica, naval y de equipos de medida.

» En la construccion se emplea en la fabricacion de tuberias y recubrimientos.

También se utiliza en la fabricacion de pigmentos metalicos y de fungicidas.

Niquel

» El 60 % de la produccion mundial, es utilizada en la fabricacion de aceros
inoxidables, otras aleaciones y recubrimientos.

» Los sectores de la industria en los que se usa el niquel son: construccion
mecanica, del automovil, quimica, electronica, construccion, petrolera, aeroespacial,

moneda y sales del metal.
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Plomo

» El principal uso es en la fabricacion de baterias para la automocion. No obstante,
tiene gran importancia en la industria de pinturas, en la fabricacion de tubos para
conducciones de agua, en el recubrimiento de cables y en la produccion de aleaciones
de plomo como metal de soldadura. Ademads, también se emplea como aditivo de
maquinabilidad para aceros y latones, en la fabricacion de perdigones, en el equilibrado
de ruedas, lastres, protectores frente a radiactividad, etc.

» De forma tradicional, este metal se ha utilizado para aumentar el octanaje de la
gasolina, aunque hoy en dia este uso esta en regresion dada la gran contaminacién que

produce.

Zinc

» Principalmente, es utilizado para la galvanizacién y recubrimiento del acero. El
resto de la produccion es empleada en la fabricacion de aleaciones, como latones y
bronces, pigmentos de pinturas y productos quimicos

» De la totalidad de la producciéon mundial, que es de 5 millones de toneladas
anuales, el 45 % es destinado, en funcidén de sus usos finales, a la construccion, al
transporte (25 %), a la maquinaria y equipo (11 %), a infraestructuras publicas (10 %) y

a la construccion de baterias eléctricas y otros usos (9 % restante).

1.3.- La contaminacion

1.3.1.- Contaminacion del ecosistema

El ecosistema puede ser definido como el conjunto de las condiciones del ambiente, de
los organismos y de sus propias interrelaciones. No es posible la vida de un organismo
de forma aislada al depender de otros organismos, asi como de las condiciones que se

dan a su alrededor, denominando a este conjunto complejo ecologico (Capo, 2002).

Un ecosistema puede equipararse a un ser vivo con equilibrio biologico, el cual puede
estar amenazado por la irrupcion no habitual de factores propiamente bioldgicos,

quimicos y/o fisicos. El término polucion haria referencia a esa irrupcion de factores en
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el entorno capaces de afectar a las condiciones del biotopo. La polucion puede afectar,
por tanto, al equilibrio de un sistema ecologico alterando los mecanismos defensivos
tanto del biotopo como de su biocenosis. Asimismo, el término polucidon puede ser
interpretado desde el punto de vista legal, el cual haria referencia a que un medio
determinado se considere inapropiado para un determinado uso (Margalef, 1991; Capd,

2002).

La ecotoxicologia es la ciencia encargada de estudiar la polucion, su origen, evolucion e
interacciones con las moléculas que integran dinamicamente los ecosistemas, y sus
acciones y efectos sobre los seres vivos que forman estos ecosistemas. Los estudios

ecotoxicologicos se componen de tres secuencias (Capo, 2002):

» La eliminacion del contaminante, su formacion, factores que influyen en su
difusion, etc.

» Ingreso de los contaminantes en el medio bioldgico.

» Calificacion y cuantificacion de los efectos patologicos entre los seres vivos y

sus ecosistemas.

La polucion suele asimilarse a la actividad humana, llegando a confundirse industria y
polucion; no obstante, no todas las industrias son contaminantes. También existe
polucion de origen natural, como tormentas de arena, erupciones volcanicas, etc. (Capo,

2002).

Por tanto, por contaminante se entiende toda sustancia presente en una concentracion
mayor de lo habitual, teniendo efectos perjudiciales sobre el medio ambiente. Algunos
de estos contaminantes causan solo desviaciones en la composicion normal del medio
ambiente, pero otros pueden modificarlo drasticamente. Atendiendo a su naturaleza
quimica, los contaminantes se suelen agrupar segin sea la fuente de contaminacion, el

medio receptor o el impacto ambiental causado (Tabla 1) (Capo, 2002).
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Tabla 1.- Clasificacion de los contaminantes.

Segun su fuente de procedencia

Agricultura y ganaderia

Biocidas, CHs, NH;, H,S, N,O, NOs, HPO,",
compuestos organicos volatiles (COV), purinas

Generadoras de electricidad

CO, CO,, NO, SO, UOX, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH)

Transporte HC, CO, CO,, NO,, SO, PAH, COV, dioxinas,
peroxi acetil nitratos (PAN), O3, Pb

Mineria SOy, NOy, CO, CO,, CN', aguas acidas

Metalurgia COV, aguas 4cidas, disolventes

Industria quimica y electronica

COV, CN, disolventes, demanda quimica de
oxigeno (DQO), CO, CO,, NOy, SOy, cloro fluoro
carbonos (CFC), H,S, NO,’, SO;*

Tratamiento de residuos

CO,, CH4, SOx NO,, dioxinas, COV, bifenilos
policlorinados (PCB), DQO, PAH.

Fuentes naturales (erupciones
volcanicas e incendios forestales)

Hidrocarburos (HC), COV, CO, CO,, NOy, N0,
H,S, NH;, CH4, CH3Cl, HCI

Segiin medio receptor

Contaminantes atmosféricos
(Compuestos volatiles)

CO, CO,, NOy, SOy, Os, PAN, NH;, HCI, CFC,
CH., N,O, C.H,Cl, (=1 6 2), CH;Br

Contaminantes urbanos

CO, CO,, NOy, SOy, O3, HC, COV, PAH, dioxinas,
Pb, HCl

Contaminantes en interiores

CO, NOy, SOy, O3, COV, asbestos

Contaminantes del agua (disueltos
0 en suspension)

CH;Hg', detergentes, CN", HPO4~, H,PO,, NO;3,
NO;’, biocidas, SO32', HS’, aguas 4cidas y bésicas

Contaminantes marinos (disueltos
0 en suspension)

HC, tributilo de estafio (TBT), COVs (DDT, PCB,
etc), PAH, HPO,*, H,PO4", NO3y

Contaminantes del suelo

CH;3Hg', biocidas, HC, NOs;, COVs, PAH, Na’,
vertidos acidos

Segun los impactos ambientales o

casionados

Efecto invernadero

CO,, CH4, CFC, hidro cloro fluoro carbonos
(HCFC), O3, N,O, CH;Cl, CCly

Acidificacioén (incluidas lluvias
acidas)

SO,, NO,, HCI, NH,"

Destruccion del ozono
estratosférico

CFC, CCly, halones, N,O

Formacion de “somog” en centros
urbanos e industriales

NOy, SOy, HC, O3, Pb, CO, PAN, COV, PAH

Eutrofizacion

NO5, NH, ", POs”, DQO

Toxicidad humana

NH,", CO, Br, CN’, PO,”, NO,, NO5, SO,, NO;,
COV, biocidas, PAH

Ecotoxicidad (abarca a los
contaminantes que presentan
efectos negativos en los
ecosistemas acuaticos y terrestres)

COV, PAH, biocidas
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Dentro de la contaminacion de los ecosistemas terrestre, atmosférico e hidrico, se

encuentran diferencias significativas (Capo, 2002):

a) Contaminacion terrestre

Son varios los factores que influyen en el deterioro del suelo:

» Sistemas de utilizacion inadecuados.
» Estado y situacion previa del suelo.
» Conlflictos socio-economicos: incendios, incorporacion de biocidas, metales

pesados, plasticos, etc.

b) Contaminacion atmosférica

Los contamiantes aéreos pueden encontrarse en forma de gas y de particulas solidas y

liquidas. Estan sujetos a fendémenos estocasticos y meteoroldgicos (impredecibles).

¢) Contaminacion hidrica

El agua puede contener dos formas de sustancias contaminantes: disueltas y en
suspension. Actualmente, las condiciones para la calidad del agua van encaminadas a su
potabilidad, asi como a salvaguardar el equilibrio ecolégico. Dentro de los
contaminantes acuaticos mds importantes del agua cabe destacar los detergentes
sintéticos y los metales, dada la facilidad que tienen algunas especies para

concentrarlos.

La fragilidad del medio acuético deriva principalmente de su elevado poder disolvente
para una gran gama de productos de deshecho, asi como de su gran poder de transporte
para la evacuacion de materiales de muy diversa indole, tanto en estado so6lido como

liquido o gaseoso, bien sea en suspension, disolucion o flotacion.

Las consecuencias de la degradacion del medio acudtico se manifiestan

fundamentalmente de dos formas: pérdida de la calidad intrinseca o natural y la
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disminucién o agotamiento de los recursos. Los resultados son semejantes puesto que

en ambos casos pueden provocar un déficit de los caudales disponibles.

1.3.2.- Contaminacion por metales pesados

Una forma de polucion quimica consiste en la aportacion de metales pesados al
ecosistema procedentes, principalmente, de vertidos industriales y de explotaciones

mineras.

Los metales pesados mas toxicos son cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo y
zinc. La importancia de este tipo de toxicos radica en la tendencia a ser acumulados y
concentrados por las distintas especies, siendo mas peligrosos a medida que se asciende
en la cadena evolutiva hacia el hombre (Margalef, 1991; Capd, 2002). En la Tabla 2 se
muestran los efectos negativos de diferentes metales pesados en la salud humana

(MOPU, 1982; Forster et al., 1997).

En el caso del medio acuatico, los metales pesados se encuentran entre los
contaminantes mas preocupantes debido a que son extrafos a este tipo de ecosistema,
provocando dafios en los organismos mas sensibles tales como la inhibicion de la
fotosintesis en el fitoplancton, la inhibicién del crecimiento y desarrollo del zooplancton
y de los primeros estadios de desarrollo de otras formas de vida. Asimismo, los metales
pesados se combinan con hidrocarburos procedentes de vertidos de petroleo agravando
la accion de estos ultimos. Bajo la influencia de la contaminacion por metales pesados
solamente son capaces de sobrevivir organismos particularmente resistentes como, por
ejemplo, algunas diatomeas, euglenales y cloroficeas (Margalef, 1991; Smith & Smith,

2000).

1.3.3.- Legislacion

Desde la existencia de epidemias provocadas por los metales pesados, se hizo necesaria
la elaboracion de leyes por parte de las autoridades competentes, para asegurar la

proteccion contra la contaminacion del suministro publico y privado del agua.
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En la Unién Europea la contaminacion del medio acudtico por sustancias toxicas,
incluyendo metales pesados, estuvo controlada mediante la directiva 76/464/CEE del 4
de Mayo de 1976, la cual definia dos tipos de contaminantes divididos en dos listas: la
lista I (o lista negra), que englobaba a aquellos compuestos altamente toxicos,
persistentes y bioacumulativos, tales como el mercurio, plomo y cadmio, cuya
eliminacion debe ser prioritaria; y la lista II (o lista verde), que englobaba a aquellos
compuestos perjudiciales para el medio ambiente, pero en menor grado que los

anteriores, como por ejemplo el cromo, cobre, niquel y zinc.

Tabla 2.- Efecto negativo de los metales pesados en la salud humana.

Metal Pesado
Contaminante

Efectos en la salud humana

Fiebre, prurito, altragias, trastornos en el sistema nervioso central
As (adormecimiento, temblores, paralisis de pies), nauseas, vomitos,
diarrea, heptomagalia e ictericia

Dolor de cabeza, vértigo, irritabilidad, alteraciones gastrointestinales,
vomitos, dolor abdominal, dolor de pecho intenso, deficiencia
respiratoria, hemoptisis, fiebre, transpiracion profusa, prostacion,
pneumonitis, edema pulmonar, rinofaringitis, epistaxis, ulceraciones
y atrofias muconasales, anospéticas, anemia, fibrosis y enfisema
pulmonar

Trastornos gastrointestinales (anorexia, nduseas, gastritis
hipertréfica, tlcera duodenal y colitis), pulmonares (dolor en el

Cr pecho, bronquitis, pneumonitis quimica, cromitosis, carcinoma
broncogénico de pulmodn), en piel (ilceras en manos, ufias y
articulaciones, dermatitis chrome holes) y 0jos (conjuntivitis)
Rigidez, disartria, disfagia, temblor, falta de coordinacion,

Cu movimientos correoatetdicos y ataxia, insuficiencia hepatica,
afecciones oculares (anillo de Kayser-Fleischer)

Trastornos gastrointestinales (aumento de la salivacion, estomatitis,
gingivitis, anorexia, nauseas, vomitos y diarrea), respiratorios

Hg (rinitis, anosmia, tos y fiebre), en piel (lesiones vesiculares y
papulares eritomatosas) y oculares (mercurialentis y constriccion de
los campos visuales)

Palidez, debilidad, pérdida de peso, lasitud, malnutricion, trastornos
en el sistema nervioso central (perturbaciones visuales, dolor de
cabeza, vértigo, nerviosismo, depresion, insomnio, hemorragias

Cd

Pb retinianas, neuritis del nervio dptico), gastrointestinales (sabor
metalico, aumento de salivacion, ribete de burlon, piorrea, anorexia,
nauseas, vomitos, estrefiimiento, colico abdominal)

Afecciones gastrointestinales (irritacion con fiebre, nauseas,
7n vomitos, diarrea, dolor abdominal, sabor metalico en la boca),

respiratorios (garganta seca, tos, dolor en el torax, edema pulmonar)
coronarios (taquicardia, hipertension)
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La directiva anterior fue actualizada por la politica del agua de la Union Europea, con la
directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y el Consejo del 23 de Octubre de 2000.
Esta directiva exigia la adopcion de medidas, a nivel comunitario, con el fin de controlar
la contaminacioén del medio acuético, por parte de compuestos que presentan un riesgo
significativo, con el fin de garantizar, en un plazo de veinte afios, la interrupcion o
supresion gradual de los vertidos, emisiones o pérdidas de los mismos, asi como la
reduccion en el caso de los menos toxicos. No obstante, puede haber variaciones entre

los paises en cuanto a los valores limite de emision de contaminantes.

La tultima actualizacion de la directiva 76/464/CEE viene recogida en la directiva
2006/11/CE del Parlamento Europeo y del Consejo del 15 de Febrero de 2006. En esta
nueva directiva se refleja la necesidad de eliminar la contaminacion causada por los
vertidos de sustancias de la lista I reduciendo, asimismo, la procedente de productos de

la lista II. En esta directiva se incluyen las siguientes consideraciones:

Todo vertido efectuado en aguas, tanto continentales como de mar, que puedan contener
alguna sustancia de la lista I, requerird una autorizacion expedida por la autoridad
competente. Esta autorizacion, que tendrd un periodo de validez limitado, fijara las
normas de emision, teniendo en cuenta la concentracion y cantidad maxima de una
sustancia admisible en los vertidos. Cuando el autor del vertido declare que le es
imposible cumplir las normas de emisiéon, o en el caso de comprobarse esta

imposibilidad por parte de la autoridad competente, la autorizacion sera denegada.

La reduccion de la contaminacion de aguas por las sustancias de la lista II seré llevada a
cabo mediante el establecimiento, por parte de los estados miembros, de programas que
incluirdn la normativa de calidad medioambiental, disposiciones especificas o relativas
a la composicion y al empleo de sustancias, grupo de sustancias o productos, teniéndose
en cuenta también los progresos técnicos mas recientes econdémicamente viables. Todo
vertido que pueda contener una sustancia de la lista II requerird también una
autorizaciobn previa cuya normativa estard sujeta a las normas de calidad

medioambiental establecidas en estos programas.
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1.3.4.- Remediacion de la contaminacion por metales pesados

El tratamiento de las aguas residuales tiene una doble finalidad; por un lado, cumplir la

legislacion vigente y, por otro, siempre que sea posible, reutilizar dichas aguas.

Los tratamientos de aguas residuales estdn basados en procesos de separacion mediante
los cuales, a partir de una mezcla de sustancias, se obtendrian dos o mas productos de
composicion distinta. El proceso de separacion destinado al tratamiento de un agua
residual puede variar en funcidon del metal contaminante y de la concentracion del

mismo.
Desde el punto de vista de la naturaleza del proceso de tratamiento, se pueden distinguir
métodos fisico-quimicos, utilizados de forma tradicional, y métodos biolégicos, como

alternativa a los primeros.

a) Métodos fisico-quimicos

Son métodos de separacion basados en las diferentes propiedades fisicas o quimicas de
los componentes de la disolucion a tratar. Convencionalmente, los métodos utilizados
para la descontaminacion de aguas residuales con metales pesados, incluyen alguno de
los siguientes procesos: precipitacion quimica, filtracién, sedimentacion, flotacion,
cementacion, 0smosis inversa, electrodialisis, dialisis, resinas de intercambio idnico,
adsorcioén en carbono activo, extraccion con disolventes, dilucion y recuperacion por

vapor. A continuacion, se detallan brevemente algunos de estos procesos.

Precipitacion quimica

Es la técnica mas ampliamente utilizada para la recuperacion metélica. Este proceso esta
condicionado por el pH, la concentracion metalica y los aniones presentes en el agua a
tratar. E1 método consiste en la adicion de un reactivo i6nico a la disolucién metalica,
con el fin de que se combine con el cation metalico formando un compuesto insoluble.
La limitacion principal de este proceso es la gran cantidad de lodos que se generan, de
los cuales es econdmicamente inviable la recuperacion de los metales (Poncet, 1996;

Ballester et al., 2003; Volesky, 2003).
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Separacion de solidos

Tras los procesos de floculacion, los so6lidos en suspension se deben separar de la
corriente residual con técnicas como sedimentacion, flotacion, centrifugacion o
filtracion. Estas técnicas se suelen usar de forma combinada con el fin de optimizar los
procesos, incluyendo las siguientes etapas: 1) Sedimentacion o flotacion, 2)

clarificacion de la corriente obtenida y 3) deshidratacion del solido obtenido.

Cementacion

Es uno de los métodos mas comunes para precipitar un metal a partir de una disolucion.
El proceso se basa en la transferencia de electrones de un metal hacia otro como
consecuencia de su diferente actividad electroquimica. De esta forma, a una disolucién
de un metal, se afiade otro metal cuyo potencial electrénico es de menor valor, por lo
que actuara de donador de electrones desplazando por precipitacion al metal

originalmente disuelto.

Osmosis inversa

Consiste en forzar el paso del agua a través de una membrana semipermeable de acetato
de celulosa o poliamida porosa, la cual permite el paso Gnicamente de dicho agua
aumentando, por tanto, la concentracion metalica en el compartimiento previo a la

membrana (Manahan, 1994).

Electrodialisis

Es un proceso de separacion que consiste en aplicar una corriente eléctrica continua a
través de una masa de agua dividida en varios compartimentos verticales por medio de
membranas alternativamente permeables para cationes y aniones, de tal forma que los
cationes migran hacia el catodo y los aniones hacia el d&nodo concentrandose ambos

tipos de iones en su compartimiento especifico (Manahan, 1994).
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Intercambio idnico

Este proceso consiste en la sustitucion de los iones de un material insoluble (resina) por
iones de una especie metalica en disolucion. Los intercambiadores de iones operan,
generalmente, en columnas de lecho compacto de flujo descendente. La resina, una vez
agotada, se lava a contracorriente para eliminar los solidos atrapados siendo,
posteriormente, regenerada con un acido o una base fuertes, segin si son resinas de

intercambio catidénico o anidnico, respectivamente.

Este proceso tiene una limitacién importante ya que los lechos se obturan por los
solidos suspendidos en los fluidos a tratar, asi como por el crecimiento bacteriano,
disminuyendo la capacidad de carga (Manahan, 1994). Asimismo, a pesar de que es un
proceso muy efectivo, no es valido para tratar grandes volumenes debido a su alto coste

(Volesky, 2003).

Adsorcion

Consiste en un fendmeno superficial que tiene lugar entre una fase fluida y otra sélida.
En este proceso se distinguen dos elementos: la especie adsorbida o adsorbato y la
sustancia sélida o adsorbente. Un buen adsorbente debera tener una adecuada relacion
superficie/volumen, siendo el carbono activo el mas usado en la actualidad. Este
proceso contempla las etapas de: carga del soluto, lavado y descarga o elusion, donde el
material se regenera para el siguiente ciclo. Su limitacion es el elevado coste tanto para
su obtencidon como para su regeneracion periodica, dada la gran cantidad de energia que

consumen estos procesos (Ballester et al., 2003).

Extraccion con disolventes

Este método consiste en la transferencia, selectiva y eficaz, de determinadas especies

ionicas presentes en disolucion acuosa a un disolvente organico.

El proceso se lleva a cabo mezclando la disolucion acuosa, conteniendo el metal de
interés, con un disolvente orgéanico, el cual contiene un determinado reactivo. El metal

de interés reaccionaria con ese reactivo formando un compuesto quimico que es mas
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soluble en la fase organica quedando, por tanto, en ésta. Para recuperar el metal
extraido, se mezcla la fase organica cargada con el metal con una nueva fase acuosa
cuya composicion es capaz de destruir el compuesto quimico formado por el metal y el
reactivo, pasando dicho metal a la fase acuosa en forma pura y concentrada (Ballester et

al., 2003).

b) Métodos bioldgicos

A pesar de que los métodos fisico-quimicos han sido los mas utilizados en las ultimas
décadas para la separacion de metales pesados, tienen multiples desventajas. La
principal de ellas es la gran producciéon de lodos, por lo que transforman la
contaminacion del agua en otro problema asociado con la eliminacion de los deshechos
solidos generados. Asimismo, estos métodos resultan poco efectivos o muy caros a
concentraciones metalicas bajas (0-100 mg/L) siendo todavia algunos metales, a estas

concentraciones, extremadamente toxicos para el medio ambiente.

Recientemente, el uso de materiales biologicos (biomasas) ha abierto nuevas
expectativas para el tratamiento de las aguas residuales, ya sea el objetivo la eliminacion
de metales contaminantes o la recuperacion de metales valiosos de las mismas
(Volesky, 1990). El estudio de la aplicabilidad de estos métodos bioldgicos tendria
como finalidad el evitar los problemas ambientales, economicos y técnicos, asociados al
uso de métodos fisico-quimicos. Entre los métodos bioldgicos mas conocidos se pueden

distinguir dos grupos:

El primero estaria formado por aquellos métodos basados en la actividad bioldgica de
los organismos que componen la biomasa siendo necesario, por tanto, el uso de
organismos con vida, asi como el uso de condiciones de manejo que aseguren la misma.
En este grupo se incluyen la bioacumulacion, la biomineralizacion, la biotransformacion

y la quimiosorcion mediada por microorganismos.

El segundo grupo estaria formado por los métodos que son independientes de la
actividad bioldgica pudiendo, por tanto, emplearse biomasa muerta con la ventaja de
poder suprimir la metodologia necesaria para mantenerla viva. En este grupo se incluye,

principalmente, la bioadsorcion.



Introducciéon -18 -

A continuacion, se detalla mas ampliamente cada uno de estos métodos.

Bioacumulacién

Es un mecanismo celular basado en un sistema de transporte de membrana mediante el
cual el metal pesado es incorporado a la célula con un cierto gasto de energia (aprox. 63
KJ/mol). Una vez en el citoplasma, el metal puede ser secuestrado por proteinas ricas en
grupos sulthidrilos, denominadas metalotioneinas, o bien ser englobado en una vacuola
(Lovley, 2000; Vullo, 2003). La limitacion de este mecanismo es la baja tolerancia del
microorganismo a altas concentraciones metalicas. Asimismo, el rendimiento de la
bioacumulacion es relativamente pequefio; generalmente, se bioacumula una cantidad

inferior al 0,5 % del peso seco de la biomasa (Macaskie, 1990).

Biomineralizacién

Mediante este mecanismo determinados microorganismos son capaces de precipitar
metales pesados en forma de carbonatos o hidroxidos. Suele estar basado en una bomba
que expulsa el metal toxico a costa de incorporar protones, creando asi una
alcalinizacién en la superficie celular que provoca la precipitacion del metal. Otro
mecanismo posible es la precipitacion de metales como resultado de alguna actividad
enzimadtica, en forma de sulfuros o fosfatos (Wang et al., 1997; Gadd, 2000; Lovley,
2000; Sharma et al., 2000; Vullo, 2003).

Biotransformacion

Involucra un cambio en la naturaleza quimica del metal pesado, principalmente en su
estado de oxidacion o metilacion, el cual da como resultado compuestos poco solubles
en el agua o incluso volatiles. El ejemplo mas claro es la biotransformacion del
mercurio por Pseudomonas aeruginosa la cual es capaz de reducir el cation Hg*" a Hg’

(Lovley, 2000; Srinath et al., 2002; Vullo, 2003).
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Quimiosorcién mediada por microorganismos

Este proceso consiste en una serie de reacciones, llevadas a cabo por microorganismos,
encaminadas a la formacion de un deposito primario, que actia como ntcleo de
cristalizacion, con la subsecuente deposicion del metal de interés, promoviendo y

acelerando asi el mecanismo de mineralizacion (Lovley, 2000; Vullo, 2003).

Bioadsorcién

Se trata de un tipo particular del proceso de adsorcion comentado anteriormente, con la
particularidad que en este caso el material adsorbente es de origen biolégico, por lo que,
dada la complejidad de estos materiales, el proceso de recuperacion metélica puede ser
mas complicado que la adsorcion sobre materiales no bioldgicos como carbon activo o

resinas de intercambio (Volesky, 2003).

El proceso de bioadsorcion, en los tltimois afios, ha sido ampliamente estudiado en la
biorremediacion de efluentes contaminados con diversos metales pesados. Consiste en
la fijacion de metales pesados que se encuentran en disolucidon acuosa sobre la
superficie de una determinada biomasa. Esta fijacién puede ser como adsorcion fisica, la
cual es debida a fuerzas de atraccion débiles como las de Van der Waals, como
adsorcion quimica, debido al establecimiento de enlaces que implican intercambio de
electrones y, por ultimo, como intercambio de cationes, que se da entre los iones
metalicos y los iones o protones de los grupos funcionales de la superficie de la
biomasa. Este proceso es independiente de la actividad metabdlica, lo que permite
minimizar costes al no requerir la adicion de nutrientes al sistema (Rossi, 1990; Vullo,
2003). Este proceso por ser central en el desarrollo de esta Memoria, serd descrito en

profundidad en el siguiente apartado.

1.4.- Bioadsorcion

Puede ser considerada como una alternativa viable a los métodos fisico-quimicos
utilizados en la actualidad para la recuperacion o eliminacién de metales pesados
disueltos en efluentes liquidos. Su principal atractivo, desde el punto de vista industrial,

es su escaso coste debido a la gran abundancia, facil obtencion y bajo precio del
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material bioadsorbente. Asimismo, la aplicacion de este proceso permite evitar los
problemas secundarios asociados a los métodos habituales como son, por ejemplo, la
generacion de grandes cantidades de lodos toxicos. Por ultimo hay que destacar que la
bioadsorcion es muy efectiva en el tratamiento de concentraciones metalicas de rango
inferior a 100 mg/L, donde la aplicacion de los métodos fisico-quimicos no es técnica y

econdmicamente factible (Volesky, 2003).

En los siguientes apartados se describira el estado actual de la bioadsorcion teniendo en

cuenta los aspectos fundamentales de proceso.

1.4.1.- Biomasas utilizadas

La biomasa tiene un origen muy diverso, pudiendo ser organismos unicelulares o
pluricelulares, compuestos celulares o incluso extractos de seres vivos, siendo las
bacterias, hongos y algas los principales organismos estudiados (Rossi, 1990; Hamdy,
2000; Volesky, 2003; Romera et al., 2006) los cuales, generalmente, son utilizados en
estado puro o uniespecifico. En la Tabla 3 se recoge informacion sobre distintos tipos de

biomasas que han sido empleadas por diferentes investigadores.

En cuanto a su estado bioldgico, la biomasa puede ser utilizada en estado vivo o muerto
(en la Tabla 3 también se muestra este dato). No obstante, la biomasa muerta es la mas
adecuada para el proceso de bioadsorcion debido, principalmente, a la mayor capacidad
de recuperacion metalica que posee con respecto a la viva, tal y como se refleja en
estudios realizados con ciertos hongos como Aspergillus niger (Kapoor et al., 1999) o
Polyporus versicolor (Satiroglu et al., 2002). Esta ventaja puede deberse a la ausencia
de mecanismos lentos de transporte activo de iones (Kuyucak & Volesky, 1988), a la
gran resistencia a metales toxicos o a condiciones adversas de experimentacion (Hu et
al., 1996; Yetis et al., 2000), asi como a una mayor porosidad en la biomasa muerta, que
facilita el acceso de los metales pesados al interior de la misma. Asimismo, la
manipulacion mas fécil de este tipo de biomasas, sumado al hecho de no ser necesario el
aporte de nutrientes y a la posibilidad de regenerarla mediante tratamientos
relativamente simples, aumentan su aceptacion para este tipo de estudios en detrimento

de las biomasas vivas (Hu et al., 1996; Mehta & Gaur, 2005).
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Tabla 3.- Algunas biomasas estudiadas en la bibliografia.

Estado

Biomasa Metales estudiados c o Inmovilizacién Referencia bibliografica
bioldégico
Algas
(Kuyucak & Volesky, 1989;
Chong & Volesky, 1995; De
. Carvalho et al., 1995; Chong &
\Ascophyllum nodosum Cd, Co, Cu, Pb, Zn Muerta Libre Volesky, 1996: Fourest &
Volesky, 1997; Lodeiro et al.,
2005)
(Matheickal et al., 1999;
. . Matheickal & Yu, 1999; Yu &
\Durvillaea potatorum Cd, Cu, Pb Muerta Libre Kacwsarn, 1999: Figueira ot al.,
2000)
(Gardea-Torresdey et al., 1990;
Laminaria japonica Al, Au, Cd, Cu, Pb, Zn Muerta Libre Fourest & Volesky, 1997;
Figueira et al., 2000)
Padina sp. Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Muerta Libre %gz;vsam’ 2002; Sheng et al.,
Rhizoclonium Zn Muerta Inmovilizada (Crist et al., 1994)
(Davis et al., 2000; Davis et al.,
2003; Cruz et al., 2004; Davis et
Saragassum sp. Cd, Cu, Ni, Pb, Zn Muerta Ambos al., 2004; Kalyani et al., 2004;
Sheng et al., 2004 Padilha et al.,
2005)
Bacterias
Bacillus sp. Cr, Cu, Fe, Pb Muerta Inmovilizada (Brierley & Brierley, 1993)
Oscillatoria angustissima Co, Cu, Zn Muerta Inmovilizada (Mohapatra & Gupta, 2005)
|Pseudomona aeruginosa Cu, Ni, U Ambos Libre (Sar et al., 1999; Hu et al., 1996)
Sphaerotilus natans Cd, Cu, Pb Muerta Libre (Pagnanelli et al., 2004)
Spirulina platenses Cd Muerta Inmovilizada (Rangsayatorn et al., 2004)
Streptomyces rimosus Zn Muerta Ambos (Ddour et al., 1999; Mameri et
al., 1999)
. . . . (Ruiz-Manriquez et al., 1998;
Thiobacillus ferrooxidans Cu, Zn Muerta Libre Celaya et al., 2000)
Hongos filamentosos
) . . . (Kapoor & Viraraghavan, 1998;
Aspergillus niger Cd, Cu, Ni, Pb Ambos Libre Kapoor et al., 1999)
\Aspergillus oryzae Cd, Cu, Pb, Zn Muerta Ambos ;I;Iulalglggc Huang, 1996; Yin et
\Mucor rouxii Cd, Ni, Pb, Zn Muerta Libre (D.OW & Rubery, 1977 ; Yan &
Viraraghavan, 2000)
(Fourest et al., 1994; Puranik &
\Penicillium chrysogenum Ag, Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn [Muerta Libre Paknikar, 1999; Deng & Ting,
2005
\Polyporus versicolor Cd, Hg, Zn Ambos Libre (Satiroglu et al., 2002)
241 . (Fourest et al., 1994; Yin et al.,
Rhizopus arrhizus Ag, Am™, Cd, Cu, Ni, Pb, |y p o Ambos 1999; Liao et al., 2004; Naja et
Zn
al., 2005)
Levaduras
(Brady et al., 1994; Lu &
.. Ag, Au, Cd, Co, Cr, Cu, Wilkins, 1996; Bingol et al.,
Saccharomyces cerevisiae Fe. Hg, Ni, Pb, Zn Muerta Ambos 2004; Goksungur et al., 2005
Lin et al., 2005)
Saccharomycetes pombe Cd Muerta Inmovilizada (Lin & Lin, 2005)
Plantas
\Amaranthus spinosus Sr Muerta Ambos (Chen, 1997)
. . . (Reddad et al., 2002; Gerente et
Beta vulgaris Cu, Ni, Pb Muerta Libre al., 2004)
C. Sphagnum Cd, Cr, Cu, Ni, Pb Muerta Libre (Gardea-Torresdey et al., 2004)
Cicer arientinum Cu, Ni, Pb, Zn Muerta Ambos (Saeed et al., 2005)
\Hemidesmus indicus Cr, Pb, Zn Muerta Ambos (Sekhar et al., 2004)
Medicago sativa Cd, Cr, Cu, Ni, Pb Muerta Libre (Tiemann et al., 2002; Gardea-

Torresdey et al., 2004)
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Por otro lado, las biomasas pueden ser utilizadas de dos maneras diferentes: libres, en
forma de suspensiones dentro de soluciones metalicas y con agitacion, o inmovilizadas,
sobre algun tipo de soporte. La Tabla 3 también refleja estudios llevados a cabo bajo
ambas condiciones. La utilizacion de un tipo u otro de biomasa depende principalmente
del tipo de escala que se esté utilizando. De este modo, para ensayos de laboratorio, se
utiliza de forma preferente, debido a la simplicidad del proceso, biomasa libre en
reactores tipo batch con agitacion donde, una vez finalizado el proceso, la biomasa
cargada de metal es separada del efluente mediante técnicas de filtracion o
centrifugacion. No obstante, si se trabaja a mayor escala, con mayores volumenes de
efluentes contaminados, las técnicas de centrifugacion o filtracion no son las mas
adecuadas; en su lugar, se tiende a utilizar sistemas con biomasas inmovilizadas,
generalmente en reactores de lecho fijo con flujo continuo del efluente contaminado,

siendo frecuente el empleo de columnas (Mehta & Gaur, 2005).

Las plantas, a pesar de no haber sido tan utilizadas en ensayos de bioadsorcion, también
se presentan con un gran potencial de uso como material bioadsorbente debido
principalmente a su gran abundancia (Chen, 1997; Sekhar et al., 2004; Pagnanelli et al.,
2005; Saeed et al., 2005), asi comoa su bajo coste y facil disponibilidad (Lister & Line,
2001; Reddad et al., 2002; Gerente et al., 2004). En este sentido, diversos estudios de
bioadsorcion con plantas como, por ejemplo, los realizados con Medicago sativa
(Tiemann et al., 2002), Fontinalis antipyretica (Martins et al., 2004) o Cicer arientinum
(Saeed et al., 2005) han demostrado una gran eficacia en la recuperacion de metales

pesados.

Desde el punto de vista fisico-quimico, las biomasas vegetales, tanto algas como
plantas, estan formadas por células que forman tejidos uniéndose entre si a través de la
lamina media de la pared celular (Figura 2), no existiendo, como en el caso de los
tejidos animales, espacio intercelular (Nultsch, 1966; Cassens, 1980; Raven et al., 1991;
Strasburger, 1994; Berg, 1997; Moore et al., 1998; Rost et al., 1998; Raven et al., 1999;
Mauseth, 2003).
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Figura 2.- Microfotografia de tejido vegetal.

Una célula vegetal tipica (Figura 3) esta compuesta por nucleo, organulos celulares,
membrana plasmatica y pared celular. De todos estos elementos constitutivos, el que
mayor importancia representa para la bioadsorcion es la pared celular, tanto desde el
punto de vista cuantitativo como cualitativo. En el primer caso, por suponer un 80% del
peso total de la biomasa, del cual un 25 - 30 % corresponde a celulosas, un 15-25 % a
hemicelulosas un 35 % a pectinas y un 5-10 % a proteinas (extensinas y lectinas); en el
segundo caso, debido a que en ella se situan la mayoria de los grupos funcionales con

capacidad de fijar cationes metalicos.

Con el fin de comprender la naturaleza y origen de dichos grupos funcionales, es
necesario analizar la composicion quimica y estructural de la pared celular, la cual
estaria constituida principalmente por una fase fibrilar o esqueleto y una fase amorfa o
matriz (Esau, 1972; Dyson, 1977; Fahn, 1978; Sheeler & Bianchi, 1980; Esau, 1982;
Mauseth, 1988; De Robertis et al., 1996). Estas dos fases estdn intimamente unidas

dando lugar a una estructura de gran resistencia (Figura 4).


http://soko.com.ar/Biologia/celula/quimicos/Proteinas.htm
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Figura 3.- Célula vegetal.

Figura 4.- Estructura quimica de la pared celular.

Fase fibrilar o esqueleto

Esta formada por un entramado de diversas fibras que constituyen el esqueleto de la

estructura. En este entramado, es posible distinguir dos tipos de elementos (Figura 5):

» Micela: consta de unas 40 moléculas de celulosa dispuestas paralelamente y
unidas entre si por puentes de hidrégeno. Los grupos funcionales que mayoritariamente

se encuentran en esta molécula son hidroxilos (-OH).
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» Microfibrillas: finos filamentos (formados de micelas) de unos 10 a 25 nm de

longitud.

Fibrillas de
celuloga

Pared celular

Fibrilla de
celulosa

H li'ﬂ L= Fa [ ZH LHOH

A X —n — . o

o B o=ae wl k'S '-?---":.{n W F=

M Aabg ul E\_O/ ol AN ke 4T
H [ H [T |

Ha CHOH
- & a2
i

CHOH LHOH LHOH H b

Malécula de celulosa (polimers de glucesa con enlaces & 1-4)

Figura 5.- Fase fibrilar o esqueleto.

Fase amorfa o matriz:

Su funcién principal es la de mantener unido el entramado de la fase fibrilar,
aumentando la resistencia mecdnica del mismo. Estd formada por las siguientes

moléculas:

» Hemicelulosas: revisten las fibrillas de celulosa y cristalizan con ella,

uniéndolas. Los grupos funcionales serian los mismos que en el caso de la celulosa.

» Compuestos pécticos (Figura 6): estan formados por moléculas de acido péctico
unidas entre si mediante puentes de Ca™". En este compuesto se destacan los hidroxilos
(-OH), carboxilos (-COOH), metoxilos (-COOCH;) y carboxilatos de calcio

(-COOCa), como grupos funcionales.

00H 00H D0OH 00H 00H
o 1] 1] o o
1] o 1] o 1] D/
- OH 0OH OH OH OH
OH OH OH OH OH

Figura 6.- Cadena tipica de un compuesto péctico.
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» Proteinas: son ricas en los aminodcidos serina e hidroxiprolina y estan ligadas
con azucares como arabinosa, glucosa y galactosa. Se cree que dichas glucoproteinas
act@ian como elementos estructurales porque forman cadenas que pueden ligar entre si
otros componentes. Como grupos funcionales, se destacan los grupos hidroxilos (-OH)
correspondientes a estos dos aminoacidos y grupos ceto (=0). Los grupos carboxilicos
(-COOH) y aminos (-NHj3), dada la estructura de la cadena de proteina, tinicamente se
encontrarian en los extremos de €sta por lo que su papel no seria importante para la

bioadsorcion desde el punto de vista cuantitativo (Figura 7).

1|: 00 ﬁ
H3*'N-C-H c—0°
cH;
+
OH HzN
OH
Serina Hidroxiprolina

H © H H 0O H & H H 0©
I e .
HaN——G——C——0H HH fI; C—OH ™ H—C—C—H T G—OH

Enlace peptidico

Figura?7.- Principales aminodcidos constituyentes de las proteinas de la pared y la formacion del enlace

peptidico, forma en la que se encuentran los aminodcidos enlazados dentro de la proteina.

1.4.2.- Metales pesados utilizados

En la bibliografia se reflejan distintos trabajos con una amplia variedad de metales
pesados a los que se les ha aplicado esta técnica (Tabla 3). Los criterios seguidos a la
hora de elegir uno o varios metales en un estudio concreto pueden ser diferentes, siendo
la toxicidad de un metal, su presencia en una industria concreta o su interés econdémico,
los principales. Cadmio, cobre, niquel, plomo y zinc han sido los metales mas
estudiados en la bibliografia debido, posiblemente, a que son los que con mayor

frecuencia aparecen contaminando los efluentes industriales.
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1.4.3.- Isotermas de adsorcidén

Con el fin de poder cuantificar el proceso de adsorcion, se recurre al calculo de los
parametros de capacidad de adsorcion y afinidad de la biomasa por un determinado
metal, mediante el ajuste de los datos experimentales a una isoterma de adsorcion. La
isoterma de adsorcion puede definirse como la relacion de equilibrio entre la
concentracion del adsorbato en la fase fluida y la concentracion de particulas de
adsorbente, a una temperatura determinada (Aksu et al, 1997). De entre todas las
isotermas de adsorcion existentes, las mas referenciadas en la bibliografia han sido los
modelos de Langmuir y de Freundlich, ambos con base teodrica diferente tal y como se

describe a continuacion.

Langmuir

Es el tnico modelo que permite obtener las constantes necesarias, para definir los
equilibrios quimicos entre el metal y la biomasa. Estd basado en los siguientes
supuestos (Webster et al., 1997; Cruz et al., 2004; Goksungur et al., 2005; Gulnaz et al.,
2005; Han et al., 2005; Mehta & Gaur, 2005):

» Antes del contacto con el adsorbato, todos los centros activos en la superficie del
adsorbente se encuentran libres.

» Todos los centros activos tienen idéntica capacidad de adsorcidon, no existiendo
variacion por la presencia de otros adsorbatos en centros vecinos.

» Cada adsorbato se une exclusivamente a un tinico centro activo.

» Laadsorcion se limita a una sola capa.

El modelo de Langmuir puede ser representado de la forma siguiente:

q max CC 4 q max b C@
= (6] =
““k+C Y
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siendo:

qe: capacidad de adsorcion de la biomasa en el equilibrio (mg 6 mmol metal/g de
biomasa).

(max: capacidad maxima de recuperacion metalica por parte de la biomasa (mg 6 mmol
metal/g de biomasa).

C.: concentracion metalica en el equilibrio (mg 6 mmol metal/L).

K: constante de Langmuir, equivalente a la inversa de la constante de equilibrio b (mg
6 mmol metal/L). El valor de esta constante equivale a la concentracion de metal a la
cual el valor de q. es exactamente la mitad que el de la qm.x. Mide, por tanto, la afinidad

entre el metal y la biomasa, de forma inversamente proporcional.

La ecuacion de Langmuir puede ser linealizada de la siguiente forma con el fin de

facilitar su representacion grafica:

¢

d.

Representando frente a C., a partir de la pendiente de la recta obtenida se conoceria

el valor de la qmax y a partir de la ordenada en el origen se obtendria el de la K.

A su vez, la capacidad de adsorcion q. se determina en los experimentos de

bioadsorcion de la forma siguiente:

_ V(CO _Ce)
qe - B

siendo:
V: volumen de disolucion (L).

Cy: concentracion metalica inicial (mg 6 mmol metal/L).

B: concentracion de biomasa (g biomasa/L).



Introducciéon -29 -

Freundlich

Es un modelo matematico empirico el cual supone que no existe saturacion del
adsorbente, por lo que no hay un valor limite para C.. También considera que cada
centro activo puede tener diferente capacidad de adsorcion, asi como que el proceso
puede tener lugar en varias capas (Webster et al., 1997; Goksungur et al., 2005; Gulnaz
et al., 2005; Han et al., 2005; Mehta & Gaur, 2005). La expresion de éste modelo es la

siguiente:
q=K..C/™ [4]

donde K. es la constante de Freundlich, relacionada con la capacidad de adsorcion de la

biomasa, y (1/n) indica la intensidad de adsorcion.

Esta expresion puede ser transformada en la ecuacion de una linea recta tomando

logaritmos:

logq =logK, +llogCe [5]
n

. . . 1
La pendiente de la recta obtenida al representar logq frente a logCe, equivaldria a — y
n

el corte con el eje de ordenadas a logKe.

En la Tabla 4 se recopilan las capacidades de adsorcion maximas (Qm.x) de diversas
biomasas, para los metales Cd, Cu, Ni, Pb y Zn. En general, se puede apreciar como las
especies de algas presentan una considerable capacidad de recuperar metales pesados,
tal y como defienden diversos autores (Rey-Castro et al., 2004; Sheng et al., 2004;
Lodeiro et al., 2005; Mehta & Gaur, 2005; Romera et al., 2006). Por tanto, este grupo es
una alternativa de gran peso frente a los hongos y bacterias tradicionalmente mas
utilizados en los estudios de bioadsorcién (Romera et al., 2006). El conocimiento de las
capacidades de recuperacion de un determinado metal por diferentes biomasas es de
vital importancia a la hora de disefiar un proceso de bioadsorcion, con el fin de elegir la
biomasa mas adecuada para tal fin en funcion del metal que se quiera recuperar de un

efluente.
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Tabla 4.- Capacidad de adsorcion metdlica de algunas biomasas de la siguiente naturaleza: algas (a),

bacterias (b), hongos filamentosos (h), levaduras (1) y plantas (p).

Especie (n(llm/g) Referencia Especie (n(llm/g) Referencia
Cadmio IPlomo
(Vijayaraghavan et al.,
\Anabaena nodosum (a) 0,8100 2005) \Durvillaea potatorum (a) _[1,6000 (Matheickal & Yu, 1999)
\Ascophyllum nodosum (a) 0,7500 (Chong & Volesky, 1995) |Ecklonia radiata (a) 1,3600 (Mehta & Gaur, 2005)
Ceramium rubrum (a) 0,0700 (Mehta & Gaur, 2005) \Padina sp. (a) 1,2500 (Sheng et al., 2004)
Durvillaea potatorum (a) 1,1200 (Yu & Kaewsarn, 1999)  Sargassum fluitans (a) 1,0600 (Fourest & Volesky, 1996)
Pilaella littoralis (a) 0,4300 (Neide et al., 2002) ISaragassum vulgaris (a)  [1,2000 (Raize et al., 2004)
Sargassum muticum (a) 0,7300 (Lodeiro et al., 2005) Bacillus sp. (b) 0,9130 (Brierley & Brierley, 1993)
Pseudomonas putida (b) 0,0359 (Harel et al., 1998) \Sphaerotilus natans (b) 0,6500 Pagnanelli et al., 2004)
IStreptoverticillium
Sphaerotilus natans (b) 0,0600 |(Pagnanelli et al., 2004)  [cinnamoneum (b) 0,1836  |(Puranik & Paknikar, 1997)
(Kapoor & Viraraghavan,
Spirulina platensis (b) 0,6310 (Rangsayatorn et al., 2004) |Aspergillus niger (h) 0,0109 1998)
\Aspergillus niger (h) 0,0117 (Kapoor et al., 1999) Mucor rouxii (h) 0,0828 (Yan & Viraraghavan, 2000)
(Yan & Viraraghavan, \Penicillium chrysogenum
Mucor rouxii (h) 0,0617  |2000) (h) 0,9855  |(Deng & Ting, 2005)
Polyporus versicolor (h) 0,8007 (Satiroglu et al., 2002) IRhizopus arrhizus (h) 0,6100 (Yin et al., 1999)
ISaccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae (1) [0,0623 (Goksungur et al., 2005) () 0,0386 (Goksungur et al., 2005)
Saccharomycetes pombe (1) [2,0552 (Lin & Lin, 2005) Cicer arientinum (p) 0,2414 Saeed et al., 2005)
Cicer arientinum (p) 0,3558 (Saeed et al., 2005) \Hemidesmus indicus (p) _ |0,4348 (Sekhar et al., 2004)
(Gardea-Torresdey et al.,
Fontinalis antipyretica (p) 0,2491 (Martins et al., 2004) \Palma petiolar (p) 0,0551 2004)
(Gardea-Torresdey et al.,
Olea europea (p) 0,0130 (Pagnanelli et al., 2005)  [Solanum eleagnifolium (p) 10,1541 2004)
Cobre Zinc
\A. nodosum (a) 0,9900 (Kaewsarn, 2002) \Rhizoclonium (a) 0,5300 (Crist et al., 1994)
\Ascophyllum nodosum (a) 0,4600 (Mehta & Gaur, 2005) \Saragassum sp. (a) 0,5000 (Sheng et al., 2004)
D. potatorum (a) 1,3000 (Kaewsarn, 2002) Ulva lactuca (a) 0,9600 (Webster et al., 1997)
Oscillatoria angustissima
Gracillaria (a) 0,5900 (Sheng et al., 2004) (b) 0,1300 (Mohapatra & Gupta, 2005)
Pilaella littoralis (a) 0,8500 (Neide et al., 2002) IStreptomyces rimosus (b) [0,0444 (Ddour et al., 1999)
Thiobacillus ferrooxidans
Enterobacter cloaceae (b) 0,1039 (Iyer et al., 2005) (b) 0,1490 (Celaya et al., 2000)
(Mohapatra & Gupta,
Oscillatoria angustissima (b) (0,0031 2005) WMucor rouxii (h) 0,0748 (Yan & Viraraghavan, 2000)
Sphaerotilus natans (b) 0,1800 (Pagnanelli et al., 2004)  |Polyporus versicolor (h)  [0,8275 (Satiroglu et al., 2002)
ISaccharomyces cerevisiae
\Aspergillus oryzae (h) 0,0700  |(Kaewsarn, 2002) () 0,0694  |(Lu & Wilkins, 1996)
Penicillium chrysogenum (h) |1,4478 (Deng & Ting, 2005) Cicer arientinum (p) 0,5171 Saeed et al., 2005)
Streptomyces coelicolor (h)  [0,6609  [(Ozturk et al., 2004)
P. aeruginosa (1) 0,3000 (Kaewsarn, 2002)
C. vulgaris (p) 0,6700 (Kaewsarn, 2002)
Canadian Spaghnum Peat (Gardea-Torresdey et al.,
Moss (p) 0,2534  |2004)
Olea europea (p) 0,0830 (Pagnanelli et al., 2005)
Niquel
C. vulgaris (a) 0,1700 (Mehta & Gaur, 2005)
Gracillaria sp. (a) 0,2726 (Kalyani et al., 2004)
Gracillaria (a) 0,2800 (Sheng et al., 2004)
Saragassum vulgaris (a) 0,9500 (Raize et al., 2004)
(Vijayaraghavan et al.,
Ulva reticulata (a) 0,7104  |2005)
Pseudomona aeruginosa (b)  [2,0698  |(Sar et al., 1999)
(Kapoor & Viraraghavan,
\Aspergillus niger (h) 0,0298 1998)
Penicillium chrysogenum (h) 10,9370  |(Deng & Ting, 2005)
Streptomyces coelicolor (h)  |0,1891 (Ozturk et al., 2004)
Cicer arientinum (p) 0,3332 (Saeed et al., 2005)
Sphagnum moss peat (p) 0,1567 (Kalyani et al., 2004)




Introducciéon -31-

1.4.4.- Mecanismos implicados en el proceso de bioadsorcién

Los mecanismos de union del metal a la biomasa pueden ser de naturaleza tanto fisica
como quimica. Al ser los que con mayor frecuencia tienen lugar en los procesos de

bioadsorcion (Volesky, 2003) se destacan los siguientes:

Intercambio id6nico: es una reacciéon quimica reversible en la cual un i6n de la
disolucién se intercambia por otro i6n del mismo signo, que se encuentra unido a la
superficie de la biomasa. Es el mecanismo predominante en la bioadsorcion metalica

por algas (Volesky, 2003).

Adsorcion: es un término amplio que contempla la unioén de los iones a la superficie de
la biomasa. Esta union puede ser llevada a cabo a través de fendmenos fisicos (no-
especificos), tales como atraccion electrostatica, o quimicos (especificos), tales como

reacciones de complejacion o quelacion.

Microprecipitacion: tiene lugar cuando la solubilidad del metal alcanza su valor limite.
Esto puede tener lugar en condiciones locales, como en la superficie del bioadsorbente o
en su interior y no necesariamente en el conjunto de la disolucion. Estas condiciones
pueden ser creadas por desviaciones locales en las condiciones fisico-quimicas, como el
aumento del pH. Los microprecipitados de metal, se depositarian sobre la superficie de

la biomasa.

Existen diferentes técnicas analiticas, que aplicadas al proceso de bioadsorcion,
permiten obtener una gran informacion sobre los mecanismos exactos que intervienen
en el mismo. Tener un conocimiento amplio de estos mecanismos contribuye a la
creacion de una base sélida para el disefio de los procesos de bioadsorcion, permitiendo
la obtencion de resultados Optimos. Entre las técnicas analiticas mads utiles para este

propdsito es posible destacar las siguientes:



Introducciéon -32-

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Mediante este tipo de microscopia es posible obtener informacion sobre la morfologica
de la muestra, asi como de sus caracteristicas superficiales. La aplicacién concreta de
esta técnica en el campo de la bioadsorcion tiene diferentes objetivos. En determinados
estudios, este tipo de microscopia es utilizada con el fin de obtener informacion sobre el
mecanismo de captacion del metal, ya que permite detectar la localizacion exacta de
¢éste en la biomasa (Kuyucak & Volesky, 1988; Kuyucak & Volesky, 1989). Otros
estudios estarian dirigidos a estudiar los cambios morfoldgicos, producidos en la misma,
tras la adsorcion del metal (Raize et al., 2004). Por ultimo, se destaca un tercer tipo de
estudios encaminados a la observacion de la morfologia de la biomasa, principalmente
en lo que se refiere a su grado de porosidad y area, factores que influyen positivamente

en la capacidad de adsorcion (Yu et al., 2001; Deng & Ting, 2005; Zhou et al., 2005).

Difraccion de rayos X

En el campo especifico de la bioadsorcion, esta técnica tiene cierta relevancia en el
estudio del proceso de unién del metal a la biomasa, tal y como se describe en los
estudios de captacion de cobalto por Ascophyllum nodosum (Kuyucak & Volesky,
1989), o en la recuperacion de plomo en forma de precipitados sobre una biomasa de

origen celulésico (Zhou et al., 2005).

Espectroscopia de infrarrojos (FTIR)

En la bibliografia se encuentran diversos estudios realizados con esta técnica, los cuales
estan encaminados a la determinacion de los grupos funcionales de la biomasa,
responsables de la fijacion del metal. Mediante esta técnica se han detectado grupos
como los hidroxilo en celulosas, proteinas y compuestos pécticos, que presentan
absorcion a 3400 cm™ (Pretsch et al., 2001; Romero-Gonzalez et al., 2001; Synytsya et
al., 2003; Pagnanelli et al., 2004; Sheng et al., 2004); grupos alcano, que absorben a
2800 cm’! (Pretsch et al., 2001; Romero-Gonzalez et al., 2001; Sheng et al., 2004);
grupos carboxilicos y derivados, tales como carboxilatos y metoxilos, presentes en
sustancias pécticas, que absorben entre 1200 y 1700 cm™ (Mameri et al., 1999; Pretsch

et al., 2001; Romero-Gonzalez et al., 2001; Synytsya et al., 2003; Pagnanelli et al.,
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2004; Raize et al.,, 2004; Sheng et al., 2004); o éteres de celulosas y compuestos
pécticos cuya absorbancia se detectaria sobre los 1100 cm™ (Pretsch et al., 2001;

Romero-Gonzélez et al., 2001; Synytsya et al., 2003).

Valoracién acido base

Las técnicas de valoracion han sido frecuentemente utilizadas por diferentes autores
para carcterizar las propiedades de acidez-basicidad de los gupos funcionales presentes
en la biomasa. La determinacién de las constantes de acidez de equlibrios como el
siguiente:
HB S H + B K, =m [6]
[/B]
pueden cuantificar este comportamiento. Una herramienta sencilla para este propdsito se

tiene en la ecuacion de Henderdon-Hasselbach (Rossotti and Rossotti, 1965) que

permite relacionar el grado de disociacion acida con el valor de pH.

En este sentido, mediante esta técnica, se han detectado grupos funcionales tales como
grupos carboxilicos (pK, = 3,7) (Romero-Gonzalez et al., 2001; Reddad et al., 2002;
Veglio et al., 2002); grupos sulfonados (pK, = 8,2) (Fourest & Volesky, 1996; Figueira
et al., 2000; Liu & Fang, 2002); grupos fosforico (pK, = 47); grupos amino (pK, = 9,8)
o grupos hidroxilo (pK, = 11) (Liu & Fang, 2002).

1.4.5.- Sistemas multimetalicos

En un intento de aproximacién a las condiciones reales de contaminacioén de aguas por
metales pesados, en las que rara vez una especie metalica se encuentra en estado puro
(Mehta & Gaur, 2005), la bibliografia recoge algunos trabajos con dos o mas metales.
En dichos trabajos, se estudia la influencia que ejerce, en la capacidad de adsorcion de
la biomasa por un metal, la presencia en la misma disolucion de otro u otros metales, asi
como la afinidad relativa de la biomasa por cada uno de ellos. No obstante, la cantidad
de estudios de bioadsorcion publicados relativos a sitemas multimetalicos es

comparativamente menor que la de los llevados a cabo en sistemas monometalicos
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(Romera et al., 2006). En la Tabla 5 se muestran diversos trabajos publicados con

sistemas bimetalicos y trimetalicos.

Tabla 5.- Sistemas multimetalicos estudiados en la bibliografia.

Biomasa

Sistemas multimetalicos estudiados

Referencia

Pasta de Papel

Cd-Cu, Cd-Pb, Cd-Zn, Cu-Pb, Cu-Zn
y Pb-Zn

(Lister & Line, 2001)

Sphaerotilus natans

Cd-Pb, Cu-Cd y Cu-Pb

(Pagnanelli et al.,
2004)

Chryseomonas luteola

Cd-Co

(Ozdemir et al., 2005)

Cicer arientinum

Pb-Cd, Pb-Cu, Pb-Ni y Pb-Zn

(Saeed et al., 2005)

Olea europea

Cu-Cd

(Pagnanelli et al.,

2005)
Sargassum La-Eu-Yb (Diniz & Volesky,
polycystum 2005)
Biomasa vegetal Cd-Cu (Lezcano et al., 2001)
heterogénea

Fucus spiralis

Cd-Cu, Cd-Ni, Cd-Ni-Cu, Cd-Pb, Cd-
Zn, Cu-Pb, Ni-Cu, Ni-Pb, Ni-Zn y
Zn-Cu, Zn-Pb

(Romera, 2008)

En sistemas en los que estan presentes en la disolucion mas de un metal, la forma mas
apropiada de trabajar es ajustar los datos experimentales a un modelo que genere ciertos
pardmetros y con los que se pueda cuantificar dicho sistema. No obstante, la
documentacion sobre modelizacion en sistemas multimetalicos es escasa siendo
relativamente frecuente el uso de un modelo de Langmuir que supone un equilibrio

entre la biomasa y cada uno de los metales:

BM
B +M, S BM, b, = [E;][Ml]] [7]
1
B+M, S BM, b, = [Egj\;j] [8]
B+M, 5 BM, b, = [Egﬁ\lj ]] [9]
Siendo by, by, ..., b, las correspondientes constantes de equilibrio de dichas reacciones.
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Para un sistema con n metales, las expresiones matematicas del modelo son las
siguientes (Chong & Volesky, 1995; Chong & Volesky, 1996; Loaec et al., 1997; Sung
Lee & Volesky, 1999; Yu & Kaewsarn, 1999; Pagnanelli et al., 2004; Mehta & Gaur,
2005):

.b,.Ce(M,))

q.(M,)= Ao [10]
1+b,.Ce(M,)+b,.Ce(M,)+...+b_ .Ce(M,)
.b, .Ce(M
qe(M2)= qmax 2 ( 2) [11]
1+b,.Ce(M,)+b,.Ce(M,)+...+b_ .Ce(M,)
.b_.Ce(M
qe(Mn)= qmax n ( n) [12]
1+b,.Ce(M,)+b,.Ce(M,)+...+b, .Ce(M,)
donde:

qe(My), qe(M2), ..., qe(My): son las capacidades de adsorcion de la biomasa para cada
uno de los metales (mg 6 mmol de metal/g biomasa). Indican la cantidad de centros

activos de la biomasa ocupados por el metal My, o el metal My, ..., o el metal M;,.
(max: capacidad maxima de recuperacion metalica por parte de la biomasa (mg ¢ mmol
metal/g de biomasa). Indica la cantidad de centros activos que se encuentran en la

superficie del adsorbente.

C.(M,), C(My), ..., Ce(M,) : concentraciones de cada uno de los metales en el

equilibrio (mg 6 mmol metal/L).

1.4.6.- Desorcidn v reutilizacion de la biomasa

Una vez estudiado el proceso de adsorcidn, interesa también estudiar la forma de
recuperar el metal previamente adsorbido, sobre todo, si se trata de un metal valioso, asi
como la posibilidad de reutilizaciéon de la biomasa en posteriores procesos de

bioadsorcion. Esta circunstancia tiene una gran importancia, para el desarrollo a nivel
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industrial de la tecnologia de bioadsorcion (Jalai-Rad et al., 2004), al permitir reducir

costes de produccion y disminuir el impacto ambiental (Lister & Line, 2001).

Los procesos de desorcion y, por tanto, de recuperacion del metal estdn basados en
diversos mecanismos como la complejacion o quelacion del metal adsorbido (Gardea-
Torresdey et al., 2004), o el intercambio catiénico (Kapoor et al., 1999; Gardea-
Torresdey et al., 2004). En la bibliografia, se recogen algunos estudios de desorcion
empleando compuestos quimicos de distinta naturaleza, tales como acidos, bases, sales

o quelantes metalicos. En la Tabla 6 se presentan algunos compuestos quimicos

utilizados como agentes desorbentes.

Tabla 6.- Agentes desorbentes mas utilizados recogidos en la bibliografia.

Agente Agente

desorbente | Concentracién Referencia desorbente | Concentracion Referencia
Acido nitrico  0,IM (Puranik & Paknikar, 1997)  [HC1 M (Jalai-Rad et al., 2004)
Acido
nitrilotriacético |0,001M (Lister & Line, 2001) HCOOH IM (Jalai-Rad et al., 2004)
CaCl, 0,IM (Kapoor et al., 1999) HNO, 0,01M (Jalai-Rad et al., 2004)
CaCl, M (Jalai-Rad et al., 2004) HNO; 0,01M (Chojnacka et al., 2005)
CaCly+ H,O, [0,0005-0,002M |(Ahuja et al., 1999) IHNO; 0,05N (Kapoor et al., 1999)
CaCl,+ HCI pH3 (Vijayaraghavan et al., 2005) |[HNO; 0,IM (Jalai-Rad et al., 2004)
CaCO; 0,01M (Lister & Line, 2001) IHNO; 0,1M (Chojnacka et al., 2005)
CH;COOH IM (Jalai-Rad et al., 2004) IHNO; 0,1M (Sekhar et al., 2004)
CHCOOH 0,IN (Li et al., 2004) IHNO; IM (Jalai-Rad et al., 2004)
Citrato sodico [0,1M (Puranik & Paknikar, 1997)  |[HNO; M (Chojnacka et al., 2005)
Cloruro
potasico 0,IM (Puranik & Paknikar, 1997) |KOH 0,IM (Jalai-Rad et al., 2004)
EDTA 0,0005-0;01M  |(Ahuja et al., 1999) IKOH 0,5M (Jalai-Rad et al., 2004)
EDTA 0,001M (Crist et al., 1994) IKOH IM (Jalai-Rad et al., 2004)
EDTA 0,01M (Vijayaraghavan et al., 2005) MgSO, 0,IN (Kapoor et al., 1999)
EDTA 0,1M (Jalai-Rad et al., 2004) INa,CO4 0,1M (Puranik & Paknikar, 1997)
EDTA 0,1IM (Chojnacka et al., 2005) Na,CO; 0,00075-0,002M  |(Ahuja et al., 1999)
EDTA Saturada (Liao et al., 2004) INa,COs 0,01M (Lister & Line, 2001)
H,S0, 0,05M (Puranik & Paknikar, 1997)  [Na,COs 0,IM (Sekhar et al., 2004)
H,SO, 0,01-0,IN (Ahuja et al., 1999) Na,COs 0,1M (Kamala et al., 2005)
H,S0, 0,IN (Lister & Line, 2001) Na,COs 0,IN (Kapoor et al., 1999)
H,SO, M (Jalai-Rad et al., 2004) INaCl 0,2M (Kamala et al., 2005)
HCI 0,1M (Puranik & Paknikar, 1997) [NaHCO; 0,1M (Puranik & Paknikar, 1997)
HCl 0,01 (Satiroglu et al., 2002) INaHCO; 0,0075-0,01M (Ahuja et al., 1999)
HCI 0,01-0,IN (Ahuja et al., 1999) INaHCO, 0,IN (Kapoor et al., 1999)
HCl 0,1IM (Sekhar et al., 2004) NaHCO; 0,IN (Li et al., 2004)
HCI 0,IM (Saeed et al., 2005) INaOH 0,05M (Kamala et al., 2005)
HCl 0,1IM (Lin & Lin, 2005) INaOH 0,1M (Jalai-Rad et al., 2004)
HCI 0,IN (Li et al., 2004) INaOH 0,IM (Sekhar et al., 2004)
HCI 0,IN (Rangsayatorn et al., 2004)  [NaOH 0,IN (Li et al., 2004)
HC1 0,5M (Deng & Bai, 2004) INaOH 0,5M (Deng & Bai, 2004)
HCI 0,5M (Lin & Lin, 2005) INaOH 0,5M (Jalai-Rad et al., 2004)
HCl 0,5M (Deng & Ting, 2005) INaOH M (Jalai-Rad et al., 2004)
HC1 1,0M (Lin & Lin, 2005) INH4C1 0,IN (Kapoor et al., 1999)

Tampon

HCI 1,5M (Lin & Lin, 2005) citrato 0,2M pH 3-5 (Ahuja et al., 1999)
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1.4.7.- Pretratamiento de la biomasa

El principal objetivo del pretratamiento de la biomasa es conseguir un aumento en la
capacidad de recuperacion metéalica de la misma. Este proceso consiste frecuentemente
en someter a la biomasa a un tratamiento quimico, de forma previa a ser usada en los

ensayos de bioadsorcion.

En la bibliografia aparecen numerosos estudios de pretratamiento con diferentes
compuestos quimicos cuya finalidad es la de conocer su accion sobre la biomasa, asi
como su influencia en la variacion de la capacidad de adsorcion de ésta. Los
compuestos quimicos mds utilizados han sido acidos (HCI, H,SO4, HNO;, HCIO,),
bases (NaOH, Na,COs3;, NaHCO3; NH4OH), sales (CaCl,, Na,HPO4 NaCl), detergentes
(jabones, SDS, Triton x 100), compuestos organicos (acetona, dimetil sulfoxido, etanol,
formaldehido, metanol), enzimas (lipasa, lisozima, fosfatasa alcalina), quelantes
metalicos (EDTA) y agua destilada. Asimismo, se ha estudiado el efecto adicional de la
temperatura como posible accion pretratante. En la Tabla 7 se recogen los reactivos mas

utilizados, la biomasa objeto de pretratamiento y la cita bibliografica correspondiente.

Diferentes estudios bibliograficos muestran un gran incremento de la capacidad de
recuperacion metdlica, inducida por la accion de diferentes bases, en bacterias, hongos y
plantas. Cabe destacar los buenos resultados obtenidos con la utilizaciéon de NaOH en el
pretratamiento de Thiobacillus ferrooxidans (Ruiz-Manriquez et al., 1998; Celaya et al.,
2000), Streptomyces rimosus (Mameri et al., 1999), Aspergillus niger (Kapoor et al.,
1999) y pasta de papel (Lister & Line, 2001).

Asimismo, se han obtenido incrementos considerables en la capacidad de adsorcion con
la utilizacion de compuestos organicos en algas, bacterias y hongos, destacandose los
resultados obtenidos con Ecklonia sp. pretratada con benceno y acetona (Park et al.,
2005), Aspergillus niger con formaldehido, dimetil sulféxido y etanol (Kapoor &

Viraraghavan, 1998) o Pseudomonas aeruginosa con acetona (Hu et al., 1996).
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Tabla 7.- Tipos de pretratamientos recopilados de la bibliografia.

Agente pretratante Biomasa Referencia Bibliografica
(NH,),S,05 Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
(NH,4),S,05 Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
Acetona Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
Acetona Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

Acido acético Aspergillus niger (Chen, 1997)

Acido O-fosforico Aspergillus niger (Chen, 1997)

C,H,0, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
C,H,0, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
C,HsSO Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
C,HsSO Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
Ca(NOs), Varias especies (Lu & Wilkins, 1996)
CaCl, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
CaCl, Durvillaea potatorum (Galun et al., 1986)
Detergente Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
Detergente Lavadora | Aspergillus niger (Chen, 1997)

Dietil ether Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
Dimetil sulfoxido Aspergillus niger (Chen, 1997)

Dimetil sulfoxido Penicillium digitatum (Huang & Huang, 1996)
Dioxane Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
Etanol Aspergillus niger (Chen, 1997)

Etanol Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

Eter Aspergillus niger (Chen, 1997)
Formaldehido Ascophylum nodosum (Puranik & Paknikar, 1999)
Formaldehido Aspergillus niger (Chen, 1997)

Fosfatasa Alcalina Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
H,0 Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
H,0, Aspergillus niger (Chen, 1997)

H,0, Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
H,S0, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
H,SO, Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

H;PO, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)

HCI Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

HC1 Laurencia obtusa (Sung Lee & Volesky, 1999)
HCIO, Rhizopus oryzae (Brierley & Brierley, 1993)
HCIO, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
HNO; Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
HNO; Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

KOH Streptomyces rimosus (Ruiz-Manriquez et al., 1998)
Lipasa Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
Lisozima Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)
Metanol Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)
Na,CO; Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
Na,HPO, Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
NaCl Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
NaHCO; Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
NaOH Mucor rouxii (Celaya et al., 2000)
NaOH Saccharomyces cerevisiae | (Chong & Volesky, 1996)
NaOH Thiobacillus ferrooxidans | (Hamdy, 2000)

NH,OH Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)
Persulfato amoénico | Aspergillus niger (Chen, 1997)

SDS Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)
Tolueno Pseudomona aeruginosa | (Yin et al., 1999)

Triton x 100 Pseudomonas aeruginosa | (De Carvalho et al., 1995)

-38 -

En el caso del pretratamiento con acidos, se han obtenido resultados positivos con algas,

bacterias, hongos y plantas. Pueden destacarse ciertos estudios realizados con
Aspergillus oryzae, pretratado con HCIO4 (Huang & Huang, 1996), y pasta de papel,

pretratada con H,SO4 (Lister & Line, 2001). No obstante, existe un nimero bastante
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considerable de estudios en los que, por el contrario, se ha registrado una clara
disminucién en la capacidad de recuperacion metalica de la biomasa, atribuible al
pretratamiento con agentes acidos, en algas, bacterias, hongos y plantas. Existen varias
explicaciones para este efecto negativo, como la competencia por los centros activos de
la biomasa, que ejercen los protones residuales del pretratamiento con los cationes
metalicos (Ahuja et al., 1999), o la disminucion de la electronegatividad en la superficie
de la biomasa, por accion de los protones del pretratamiento acido, dando como

consecuencia una disminucién de centros activos (Yan & Viraraghavan, 2000).

La utilizacion de determinadas sales en algas y hongos, también ha demostrado una
considerable eficacia, como es el caso de los estudios realizados con Ecklonia sp.
pretratada con NaCl y CaCl, (Park et al., 2005) o Rhizopus arrhizus, Mucor miehei y

Penicillium chrysogenum pretratados con CaCl, (Fourest et al., 1994).

La accion previa del calor ha mostrado también efectos positivos, como en el caso de las
bacterias Streptoverticillium cinnamoneum (Puranik & Paknikar, 1997) y Ocimum

basilicum (Melo & D’Souza, 2004), ambas sometidas a H,O hirviendo.

Otros agentes quimicos menos estudiados han sido los detergentes, con los que se ha
reportado algin efecto positivo en el pretratamiento de Aspergillus niger con un
detergente comercial de lavadora (Kapoor & Viraraghavan, 1998). El uso de enzimas
quelantes y agua destilada han mostrado incrementos muy leves o incluso efectos

negativos en la capacidad de recuperacion metalica de la biomasa.

La accién de los distintos métodos de pretratamiento sobre la biomasa, referidos en la

bibliografia, en general puede concretarse en una o varias de las siguientes actuaciones:

» Limpieza de la biomasa con el fin de eliminar las impurezas ajenas a ella cuya
presencia bloquea o dificulta el acceso de los cationes a los centros activos. Asimismo,
dichas impurezas disminuyen la cantidad de metal adsorbido por unidad de biomasa al
ocupar un cierto volumen y carecer de capacidad de adsorcidon. Esta accion puede ser
realizada por acidos, bases, compuestos organicos y detergentes (Galun et al., 1986;

Huang & Huang, 1996; Puranik & Paknikar, 1997; Kapoor & Viraraghavan, 1998).
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» Modificacion quimica de la biomasa. Este tipo de accion es un método mas
drastico ya que pretende alterar la composicion propia de la biomasa modificando
determinados compuestos o extrayendo materia de la misma (Chen, 1997; Satiroglu et

al., 2002). Esto puede ser conseguido de dos formas diferentes:

- Por la accion de detergentes, compuestos organicos, bases y calor. Consiste en la
extraccion de materia de la biomasa eliminando aquellos compuestos de la misma que
bien bloquean o dificultan el acceso del cation a los centros activos (Kuyucak &
Volesky, 1989; Muraleedharan & Venkobachar, 1990; Brady et al., 1994; Puranik &
Paknikar, 1997; Kapoor & Viraraghavan, 1998; Ruiz-Manriquez et al., 1998; Ddour et
al., 1999; Mameri et al., 1999; Sung Lee & Volesky, 1999; Figueira et al., 2000) o bien
favorecen la precipitacion del metal (Chong & Volesky, 1995).

- A través de la transformacion quimica de determinados compuestos de la biomasa,
tales como proteinas, ésteres, polisacaridos o quitina, dando lugar a la generacion de
nuevos centros activos. Esta accion puede ser conseguida mediante la utilizacion de
acidos, compuestos organicos, detergente o calor (Kuyucak & Volesky, 1989;
Muraleedharan & Venkobachar, 1990; Brady et al., 1994; Puranik & Paknikar, 1997;
Kapoor & Viraraghavan, 1998; Ruiz-Manriquez et al., 1998; Ddour et al., 1999;
Mameri et al., 1999; Sung Lee & Volesky, 1999; Figueira et al., 2000).

» Me¢étodos encaminados a mejorar el proceso de union con el metal en el centro
activo. El objetivo no es el alterar el numero de centros activos ni el acceso a los
mismos, sino el de aumentar la eficacia de unién entre el cation metélico y el centro
activo facilitando el intercambio cationico o modificando la carga de los grupos
funcionales. Dentro de este tipo de métodos, se distinguen diferentes formas de

actuacion tales como:

- Mejorar el proceso de intercambio catidnico, el cual se basa en la propiedad de
determinados cationes, tales como el sodio o el calcio, que al estar unidos a los centros
activos favorecen la adsorcion de los cationes metalicos al ser intercambiados con los
primeros. De esta manera, se concede una mayor ventaja a los cationes metalicos con
respecto a los protones con los que compiten por el mismo centro activo. La fijacion de

estos cationes de intercambio en la biomasa puede ser conseguida por la accion de bases
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o sales (Fourest et al., 1994; Ddour et al., 1999; Mameri et al., 1999; Yetis et al., 2000;
Satiroglu et al., 2002).

- Asimismo, en la bibliografia se recogen otros efectos del pretratamiento basados en la
mejora de la unidén con el metal, tales como la formacion de enlaces electrostaticos
(Puranik & Paknikar, 1997); modificacion de la carga total de superficie (Puranik &
Paknikar, 1997; Yetis et al., 2000; Satiroglu et al., 2002); incremento de grupos con
carga negativa tales como fosfatos, carboxilos o grupos nitrogenados (Yetis et al.,
2000); y activacion de centros activos adicionales en la superficie, tales como fosfatos,
monoésteres, azucares o fosfolipidos, mediante ajuste del pH (Fourest et al., 1994).
Estos efectos se han conseguido mediante el pretratamiento con acidos, bases y

compuestos organicos.

» Por ultimo, es conveniente mencionar un tipo de pretratamientos cuyo objetivo
no es el de aumentar la capacidad de adsorcion de la biomasa, sino el de aumentar su
estabilidad estructural. La finalidad de estas actuaciones es la de prepar la biomasa
que va a ser sometida a determinados procesos de bioadsorcion, especialmente
abrasivos con la misma como son los llevados a cabo en reactores de flujo continuo.
Esta modificacion es llevada a cabo principalmente con determinados compuestos
organicos, generalmente aldehidos (formaldehido), que provocan el entrecruzamiento de
la biomasa el cual consiste en la formacion de puentes covalentes entre grupos
funcionales de la misma (Galun et al., 1986; Jalai-Rad et al., 2004). Otros compuestos
también usados para aumentar la estabilidad de la biomasa, aunque con menor
frecuencia, son determinados acidos (Huang & Huang, 1996) y sales (Matheickal et al.,

1999).

En la literatura también se mencionan las diferentes técnicas analiticas utilizadas con la
finalidad de conocer la accidon exacta llevada a cabo por el agente pretratante sobre la

biomasa. Las més frecuentes son las siguientes:

Microscopia electrénica de barrido (SEM). Esta técnica, aplicada al estudio del
pretratamiento de la biomasa, permite identificar los cambios morfologicos de la
superficie de la biomasa tras el pretratamiento con respecto a la biomasa sin pretratar.

En determinados estudios, se muestra como la biomasa presenta una mayor porosidad
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en su superficie tras la accion del agente pretratante lo que daria lugar a una mejor
accesibilidad del metal a zonas internas de la biomasa — de otro modo inaccesibles —
aumentandose, por tanto, el nimero de centros activos disponibles, lo cual se traduce en

una mayor capacidad de adsorcion metalica (Yu et al., 2001).

Espectroscopia de infrarrojos (FTIR). Mediante esta técnica es posible estudiar si se
produce variacion o no en los grupos funcionales de la superficie de la biomasa durante
el pretratamiento. La identificacion de los grupos funcionales tiene una elevada
importancia ya que constituyen los centros activos de adsorcidon, por lo que cualquier
modificacion en los mismos puede implicar cambios en la capacidad para recuperar
metales. En la bibliografia aparecen, con frecuencia, estudios donde se aplica esta
técnica, como aquellos realizados con Streptomyces rimosus (Ddour et al., 1999) en los
que tras el pretratamiento con NaOH se observa una modificacion de los grupos
funcionales carboxilo contenidos en la biomasa original, dando lugar a grupos

carboxilato de sodio a través de la reaccion:

R-COOH + NaOH & R-COONa + H,O [13]

La ventaja de la presencia de los grupos carboxilatos frente a la de los carboxilos es que
los primeros facilitan la fijacién del metal al poder intercambiarse con el Na" del
carboxilato. Otro estudio muestra también la formacion de nuevos grupos funcionales
como aminos, hidroxilos o iminos, en la superficie de Penicillium chrysogenum tras el

pretratamiento con polietilenimina (Deng & Ting, 2005).

1.5.- Justificacion del trabajo

1.5.1.- Objetivo

Una vez analizado, en lineas generales, el estado actual de la investigacion realizada en
el area de bioadsorcion, queda patente la existencia de diversos aspectos menos
estudiados tales como, por ejemplo, la utilizacion de biomasas heterogéneas en lugar de
biomasas uniespecificas. En este caso, aunque puede haber ligeras variaciones en la
composicion entre diferentes tomas de muestra las cuales, a su vez, pueden dar lugar a

pequefas variaciones en los resultados, indudablemente se amplia el abanico de
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biomasas que potencialmente pueden ser usadas como bioadsorbentes. Otros aspectos
relativamente poco estudiados, segun la bibliografia, han sido los sistemas
multimetalicos a pesar de ser lo mas habitual en efluentes industriales. Por Gltimo, en el
caso del pretratamiento de la biomasa, a pesar que en la bibliografia se recogen
multiples estudios encaminados a aumentar la capacidad de adsorcion de las biomasas,
son muy escasos los estudios enfocados a conocer en profundidad la accion exacta que

el agente pretratante realiza sobre la biomasa.

La presente Tesis Doctoral tiene como finalidad cubrir, en lo posible, estos aspectos
menos frecuentes en las citas bibliogréaficas, lo que permitira dar un paso mas hacia una
posible aplicacion industrial del proceso de bioadsorcion. En concreto los objetivos

perseguidos han sido los siguientes:

» Seleccion de una biomasa con la mejor capacidad de recuperacion metélica, a
partir de un conjunto de biomasas residuales y heterogéneas recogidas en la Comunidad
de Madrid. La importancia de que la biomasa sea de origen residual radica, por un lado,
en obtener material bioadsorbente a bajo (o nulo) coste econdémico y, por otro lado, en
contribuir a la disminucion del impacto ambiental producido por este tipo de residuos en

la naturaleza fomentando su reciclaje.

» Caracterizacion del comportamiento adsorbente de la biomasa elegida
estudiando las condiciones Optimas de ensayo en cuanto al valor de pH, concentracion
de biomasa iddnea y tiempo de contacto entre la biomasa y la disolucion del metal. En
este sentido, se cuantificard su capacidad de adsorcion tanto en sistemas monometéalicos
como en bimetalicos, con los metales que mas frecuentemente contaminan los efluentes
industriales (Cd, Cu, Ni, Pb y Zn), a través del trazado de las isotermas de adsorcién y
del ajuste de los datos experimentales a modelos matematicos, principalmente el de
Langmuir. Se utilizaran las técnicas analiticas FTIR y valoracion acido-base con el fin
de obtener toda la informacion posible sobre el proceso de fijacién del metal en la
biomasa a nivel molecular. De forma complementaria, también se estudiara una segunda
partida de biomasa, con el fin de detectar posibles variaciones en la composicion de la
misma que pudieran influir en su comportamiento bioadsorbente, con respecto a la

primera muestra. De este modo, se podria descartar la posible variabilidad de la misma.
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» Una vez estudiado el funcionamiento de la biomasa seleccionada, con el fin de
analizar en una primera aproximacién su posible utilizacién industrial, se procedera a
valorar la posibilidad de recuperacion de los metales adsorbidos, asi como la viabilidad

de la biomasa para ser reutilizada en posteriores ensayos de bioadsorcion.

» Por ultimo, se pretendera mejorar la capacidad de adsorcion de la biomasa
mediante su pretratamiento con diferentes agentes quimicos. La posibilidad de lograr un
aumento en la capacidad de adsorcidon otorgaria ventajas econdmicas en su uso
industrial al reducir los costes derivados de un mejor aprovechamiento de la biomasa,
asi como el reducir costes en almacenaje, transporte y construccion de reactores, al
necesitarse volimenes menores de ésta para obtener la misma capacidad de
recuperacion metalica. En este apartado del trabajo, se pondra un especial interés en el
conocimiento de la accion de los agentes pretratantes sobre la biomasa, con el fin de
determinar los cambios ocurridos en la misma que expliquen el aumento o no en la
capacidad de recuperacion metalica. Para esto ultimo, se utilizaran también las técnicas

analiticas FTIR, SEM y valoracion acido-base.

1.5.2.- Plan de trabajo

La planificacion de la investigacion fue la siguiente:

1) En primer lugar se procedera a la recopilacion de varias biomasas de origen residual
generadas en la Comunidad de Madrid, con el fin de analizar su capacidad
bioadsorbente. Aquella biomasa que muestre una mayor capacidad de recuperacion
metalica sera la elegida para realizar la mayor parte de la investigacion incluida en esta

Tesis Doctoral.

2) Una vez seleccionada la biomasa, se procedera a la determinacion de las condiciones
optimas de bioadsorcion para cada metal (Cd, Cu, Ni Pb y Zn). Para este fin se estudiara
la influencia de los parametros que, en mayor medida, afecten o condicionen el proceso

de bioadsorcion:
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» Influencia del pH. Su importancia radica en que los protones presentes en la
disolucion pueden competir con los cationes metalicos por los mismos centros activos

de la biomasa condicionando, por tanto, la cantidad de metal recuperado.

> Influencia de la concentraciéon de biomasa con el fin de determinar la

concentracion que permita una mayor capacidad de recuperacion metélica.

» Cinética de adsorcion para conocer el tiempo de contacto metal-biomasa

necesario para completarse el proceso de bioadsorcion, esto es, alcanzar el equilibrio.

3) Aplicando estas condiciones Optimas, se determinardn las isotermas de adsorcion
sometiendo a la biomasa a diferentes ensayos de bioadsorcion, con diferentes metales en
sistemas monometalicos, lo que supondra manejar distintas concentraciones iniciales de
cada uno de ellos. La aplicacion de modelos matematicos, como el de Langmuir,
permitird cuantificar la capacidad méaxima de adsorciéon de la biomasa asi como su
afinidad por los diferentes cationes metalicos. Este estudio sera el que se repita con la

segunda partida de biomasa, con el fin de valorar el grado de similitud de ambas.

4) Asimismo, también se procedera a la caracterizacion a nivel molecular de la biomasa
utilizando:  infrarrojos  (FTIR) y  valoracion  4acido-base,  encaminados,
fundamentalmente, a determinar los grupos funcionales de la biomasa que intervienen
en el proceso de bioadsorcion. FTIR es una técnica que también puede detectar el metal

enlazado a los correspondientes grupos funcionales.

5) Posteriormente a la experimentacion con sistemas monometalicos, se procedera a
estudiar el comportamiento de la biomasa en sistemas bimetéalicos con el objeto de
analizar la posible competencia que se pueda establecer entre los metales por los centros

activos de la biomasa. Este planteamiento supondra:

» Estudiar la cinética de adsorcion de la biomasa con el fin de verificar el tiempo

necesario para que el proceso de bioadsorcion alcance el equilibrio.

» Realizar ensayos de adsorcion con disoluciones en las que esten presentes dos

metales. Combinando adecuadamente los valores de concentracion de ambos, se
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procedera al trazado de las correspondientes isotermas de adsorcion y al ajuste de los
datos experimentales a los modelos matematicos especificos de sistemas bimetalicos,
con el fin de cuantificar el proceso de bioadsorcion con la determinacion de los

correspondientes parametros de equilibrio.

6) Una vez estudiado el proceso de adsorcidon de cada uno de los metales sobre la
biomasa, se analizara la posibilidad de recuperacion del valor metalico adsorbido, asi
como la reutilizacion de la biomasa. Esta parte del trabajo experimental supondra

acometer dos etapas de forma consecutiva:

» Estudiar el efecto de una serie de reactivos quimicos sobre la biomasa
previamente cargada de metal, con el fin de evaluar la capacidad de cada uno de ellos
como agente desorbente, tomando como criterio compartido la cantidad de metal

liberado.

» Estudiar la posibilidad de reutilizar la biomasa tras un ciclo de bioadsorcion-
desorcion con cada agente desorbente estudiado. La capacidad de recuperacion metalica
de la biomasa previamente utilizada, seria directamente proporcional a la cantidad de
centros activos liberados por el metal desorbido e inversamente proporcional a los

dafios que el proceso de desorcion haya causado en dicha biomasa.

7) Por ultimo, tras conocer la capacidad de adsorcion de la biomasa, se intentard
aumentar la misma a través del pretratamiento de la biomasa. Este apartado se

desarrollara de acuerdo a las siguientes etapas:

» Estudio de la accion de diferentes compuestos quimicos sobre la biomasa para
seleccionar aquellos con los que se consiga un mayor aumento en la capacidad de

adsorcion.

» Optimizacion del proceso de pretratamiento con los compuestos quimicos
seleccionados. Se determinard la concentracion Optima de los agentes pretratantes
estudiandose, ademads, el efecto del lavado de la biomasa de forma posterior a la

aplicacion de dicho pretratamiento.
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» Cuantificacion de la biomasa perdida en el proceso de pretratamiento con el fin

de determinar el rendimiento neto de la misma.

» Caracterizacion cuantitativa de la biomasa pretratada con el correspondiente
trazado de las isotermas de adsorcion y la aplicacion del modelo matematico de
Langmuir para comparar los resultados obtenidos con relacion a los hallados

anteriormente para la biomasa sin pretratar.

> Caracterizacion molecular de la biomasa pretratada mediante las técnicas
analiticas de valoracion acido-base, SEM y FTIR con el fin de conocer la accién del
agente pretratante sobre la biomasa, asi como los cambios en la misma responsables del

posible aumento en la capacidad de recuperacion metalica.



2.- MATERIALES Y METODOS
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2.1- Biomasa

La eleccion de la biomasa se realiz6 tratando de encontrar en ésta funciones de
heterogeneidad, en cuanto a su composicion especifica, asi como tener un origen
residual. De acuerdo con estos dos criterios, se procedid a la seleccion de una serie de
biomasas, potencialmente utilizables dentro de la Comunidad de Madrid, las cuales
podian dividirse en dos grupos: biomasas obtenidas de ecosistemas eutrofizados y hojas

procedentes de arboles caducifolios.

Los ecosistemas eutrofizados se ocasionan por un aporte masivo de nutrientes, como
nitratos o fosfatos, a un ecosistema acudtico. Estos nutrientes provocan un importante
desarrollo de los organismos fotosintéticos promoviendo, a su vez, un crecimiento
masivo de organismos herbivoros aerobios. Estos ultimos organismos, al consumir
rapidamente el oxigeno disuelto en el agua generan un medio anaerdbico incompatible

con la vida de organismos que precisan del oxigeno para su metabolismo.

De entre los ecosistemas eutrofizados, se eligieron tres localizaciones diferentes de

recogida de muestras:

El Pardo (Madrid)

La recogida se realizd el 28/05/1999 tomando una muestra de biomasa del rio
Manzanares an su paso por El Pardo. El anélisis microbioldgico de esta biomasa (Tabla
8) puso de manifiesto una gran abundancia del alga clorofita Spirogyra sp. junto con
una cantidad despreciable de algas unicelulares tales como diatomeas, algas cianoficeas

y algas del género Scenedesmus sp.

Tabla 8.- Composicion de la biomasa obtenida en el rio Manzanares.

Cantidad (g) en 100 g de

Especie biomasa
Spirogyra sp. 97,90
Cianobacterias 0,70
Diatomeas 0,70

Scenedesmus sp. 0,70
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Casa de campo (Madrid)

La biomasa se tomo el 28/05/1999 en el arroyo Merques a su paso por la zona “Siete
Hermanas” de la citada Casa de Campo. De su composicion (Tabla 9) se puede apreciar
una elevada proporcion de las algas clorofitas Cladophora sp. y Ulothrix sp. Asimismo,
se identific6, aunque en menor proporcion, el alga clorédfita Spirogyra sp., hojas de

Platanus orientalis y una pequefia cantidad de diatomeas y cianobacterias.

Tabla 9.- Composicion de la biomasa obtenida en la Casa de campo.

Cantidad (g) en 100 g de
Especie biomasa
Cladophora sp. 66,70
Ulothrix sp. 20,00
Spirogyra sp. 8,00
Platanus orientalis 5,00
Cianobacterias 0,20
Diatomeas 0,10

Centro de Investigacion Forestal (CIFOR) (Madrid)

La biomasa fue tomada del fondo de una balsa de riego ubicada en el CIFOR, en dos
momentos diferentes con un ano de diferencia entre ambas tomas (28/05/1999 y
12/05/2000). El motivo fue determinar posibles variaciones tanto en su composicion
como en los resultados experimentales de adsorcion. Ambas biomasas presentaron una
gran heterogeneidad en su composicion (Tabla 10), destacando mayoritariamente las

siguientes especies:

» Algas cloréfitas: Cladophora sp., Oedogonium sp., Scenedesmus sp., Spirogyra

sp., Micrasterias sp.

> Plantas caducifolias: Acer negundo, Aesculus hippocastanum, Bambusia sp.,

Eichhornia crassipes, Hedera elix, Ilex sp., Ligustrum sp., Platanus hispanica, Ulmus

sp. 'y Vinca sp.

> Bacterias fotosintéticas: Cianobacterias.
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» Protistas: Diatomeas, Euglena sp.

La diferencia sustancial entre ambas recogidas fue que en la primera aparecié una
cantidad importante de especies de algas pertenecientes a los géneros Oedogonium,
Cladophora y Spirogyra, que no fueron detectadas en la segunda recogida. La aparicion
de estas especies supuso un valor notablemente mas elevado de la relacion

algas/plantas, de la primera recogida con respecto a la segunda.

Tabla 10.- Composicion de la biomasa obtenida en el CIFOR.

Cantidad (g) en Cantidad (g) en
100 g de biomasa | 100 g de biomasa
Especie (1* Recogida) (2" Recogida)

Oedogonium sp. 26,93 -
Eichhornia crassipes 25,00 53,50
Cladophora sp. 20,18 -
Spirogyra sp. 13,52 -
Aesculus hippocastanum 6,94 24,70
Platanus orientalis 3,80 11,21
Acer negundo 1,27 5,40
Diatomeas 0,47 1,51
Scenedesmus sp. 0,47 1,51
Cianobacterias 0,31 1,01
Micrasterias sp. 0,31 -
Hedera elix 0,20 -
Euglena sp. 0,16 0,50
Ulmus sp. 0,12 0,31
Ligustrum sp. 0,11 0,27
Vinca sp. 0,10 -
Bambusia sp. 0,08 0,01

llex sp. 0,03 0,07

Las hojas de arboles caducifolios fueron recogidas el 20/11/1999, en la Ciudad
Universitaria de la Universidad Complutense de Madrid, y eran pertenecientes a las
especies arboreas Platanus hispanica y Populus alba, en proporciones practicamente
idénticas. Se pensé en la posibilidad de empleo de este tipo de biomasa debido a que
constituye un residuo abundante en otofio al tratarse de especies arboreas caducifolias y,
por tanto, de fécil disponibilidad y muy econdmica. Asimismo, se le podria dar a dicha

biomasa una aplicacion alternativa a la habitual del compostaje.
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Todas las biomasas se sometieron al mismo procesado previo a su utilizacion en los
experimentos de bioadsorcidn, consistente en un secado en estufa a 60 °C hasta peso
constante, triturado mediante un molino Fritsch modelo Pulverisette 6 y tamizado con el

fin de obtener un tamafo de particula < 0,1 mm.

2.2.- Disoluciones metalicas

El desarrollo experimental se realizé utilizando como punto de partida disoluciones
madre de 1000 mg/L de Cd*", Cu*", Ni *, Pb*" y Zn*", obtenidas a partir de los
siguientes reactivos quimicos de calidad analitica: CdSO4 x 8/3 H,O , CuSO4 x 5H;0,
NiSO4 x 7H,0, Pb(NO3), y ZnSO4 x 4H,0, respectivamente.

Para la realizacion de los experimentos correspondientes a los sistemas bimetalicos, con
el fin de evitar la precipitacion del plomo en medio sulfato, todas las disoluciones
metalicas se prepararon a partir de los correspondientes nitratos, también de calidad

analitica.

El valor de pH, segun el experimento a realizar, fue ajustado con H>SO, diluido (0,1 %
en volumen), en el caso de que las soluciones metalicas fueran preparadas a partir de las
sales sulfatadas y HNOs diluido (0,3 % en volumen), para aquellas derivadas del
empleo de nitratos. Como reactivo bésico se us6 NaOH a una concentracion de 1 g/L,

en todos los casos.

2.3.- Sistematica de experimentacion

La experimentacion se llevo a cabo segin la metodologia siguiente:

2.3.1.- Caracterizacién quimica de la biomasa

Para determinar la cantidad de cada metal que contenia la biomasa original, ésta se
sometio a un tratamiento caustico con el fin de asegurar su disolucién total, haciendo
posible de este modo su determinacidon por espectrofotometria de absorcidon atomica.
Para ello, se prepar6 una disolucion de 50 mL de 4cido sulfurico al 50 % en volumen, a

la que se anadi6 0,5 g de biomasa; de esta forma, la concentraciéon de biomasa en el
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medio fue de 10 g/L.. La mezcla se mantuvo en agitacion (placa magnética) durante una
hora para, posteriormente, proceder a la separacion de la biomasa y el sobrenadante

mediante centrifugacion a 3.000 rpm durante 3 min.

2.3.2.- Estudio de los factores que afectan al proceso de bioadsorcién

Los ensayos de bioadsorcion se realizaron a temperatura constante en erlenmeyers de
100 mL, en los cuales se situd la biomasa y la disolucion metélica, en volumen y
proporciones adecuados a cada ensayo. Estos erlenmeyers fueron mantenidos en
agitacion en placa multiple Selecta modelo Multimatic 5S, hasta la finalizacion del
proceso de bioadsorcion. Una vez concluido el ensayo se tomaron, mediante
micropipeta automatica, muestras de 5 mL de la mezcla resultante las cuales se
centrifugaron, con una centrifuga Eppendorf modelo 5804, a 3.000 rpm durante 3
minutos, para separar la disolucién metalica de la biomasa. Finalmente, se procedio a la
medida del pH, con la ayuda de un pHmetro Crison, modelo 2001, y al andlisis de la
concentracion metdlica del sobrenadante mediante espectrofotometria de absorcion
atomica, utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer, modelo 1100B, con atomizador
de llama aire-acetileno y una lampara de catodo hueco con argén a baja presion como

fuente de radiacion primaria.

Para el estudio de la influencia del pH en la capacidad de bioadsorcion, se trabajo con
distintos valores de pH, todos ellos dentro del rango de solubilidad de la especie
metalica. Este rango de solubilidad se fij6 mediante el siguiente calculo matematico del
pH de precipitacion del correspondiente hidroxido:

ks
Me(OH), S Me*" + 20H [14]

siendo ks la constante de solubilidad del hidréxido Me(OH)s.

Por tanto:

2 -12
- [Me“"][OH"] (5]
[Me(OH); ]
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Al ser Me(OH), un compuesto solido, su actividad es igual a 1, por tanto, la ecuacién

[15] puede simplificarse de la siguiente forma:
ks = [Me*"][OHT? [16]

Sustituyendo el producto iénico del agua, K,, = [OH][H;0'] = 10", en la ecuacion

anterior se llega a:

2+ -28
L _ M ]10

© M0 7

Tomando logaritmos se obtiene la ecuacion [18] que fue la utilizada para el célculo del

pH de solubilidad del metal, en funcién de su concentracion en la disolucion:

log[Me2+ ]+ Pk,

pH =14- [18]

En la Tabla 11 se muestran valores de ks y de pH de precipitacion para los hidréxidos de

los metales con los que se ha trabajado, a concentraciones de 10 y 150 mg/L.

Tabla 11.- Valores de k; y de pH de precipitacion.

Compuesto ks pH precipitacion | pH precipitacion
(10 mg/L) (150 mg/L)
Cd(OH), [537.107" 8,89 8,30
Cu(OH), [4,90.107 6,37 5,78
Ni(OH), [5,54.10"° 8,40 7,81
Pb(OH), [1,40.107 6,10 5,51
Zn(OH), [7,68.10" 7,97 7,38

En funcién de este estudio y con el fin de determinar el valor de pH optimo de
adsorcion, se utilizaron cuatro valores de pH con cada metal, inferiores obviamente a
los valores correspondientes de precipitacion. Los valores elegidos fueron: 2, 4, 6 y 8
parael Cd; 1,5,3,4ySparael Cu; 1,5,3,5y 7parael Ni;2,4,5y 6 parael Pby 1,5,
3,5y 7 para el Zn;. Asi pues, se prepararon para cada metal cuatro disoluciones con 50
mg/L de concentracion metalica y 50 mL de volumen, ajustando previamente el pH a
los valores antes indicados. La concentracion de biomasa usada en estos ensayos fue de

0,5 g/L. El seguimiento de los ensayos se realizo mediante toma de alicuotas de la



Materiales y métodos -55-

suspension a diferentes tiempos (0,5, 1,5, 3,5, 8 y 30 minutos), las cuales se analizaron

como ya se indicé anteriormente.

Para determinar la concentraciéon de biomasa de trabajo mas adecuada, se realizaron
diferentes ensayos de bioadsorcion utilizando cuatro concentraciones de biomasa (0,5,
1,2y 3 g/L) con cada uno de los cinco metales usando, en este caso, una concentracion
metalica de 10 mg/L, en todos los casos. Los valores de pH inicial fueron los fijados en

el estudio anterior.

También se procedié al estudio de la cinética del proceso de bioadsorcion con el
primer objetivo de determinar el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio; dicho
estudio se abordo realizando diversos ensayos de bioadsorcidon con concentraciones
metalicas de 10, 25, 50, 100 y 150 mg/L para cada uno de los cinco metales. Se trabajo
con los valores 6ptimos de pH y concentracion de biomasa obtenidos en los estudios
descritos anteriormente. En el transcurso del ensayo de bioadsorcion fueron tomadas
muestras de 5 ml cada una, a distintos tiempos de contacto de la disolucién metélica con
la biomasa: 0 (concentracion metdlica inicial), 0,5; 1,5; 3,5; 8; 30 y 120 minutos.
Finalmente, las muestras se centrifugaron y se determind el pH y su concentracion

metalica (mediante espectrofotometria de absorcion atomica).

2.3.3.- Isotermas de adsorcién

El estudio del proceso de bioadsorcion en sistemas monometalicos se completd con el
trazado de las isotermas de adsorcion, las cuales se determinaron en las condiciones
experimentales fijadas a partir del estudio anterior y variando la concentracién metalica
entre 10 y 150 mg/L. Todo ello con el fin de cuantificar el fendmeno de adsorcion con
la determinacién de los correspondientes pardmetros de equilibrio, por lo que los
resultados experimentales se procesaron mediante los modelos matemdticos de

Langmuir y Freundlich.

2.3.4.- Sistemas bimetalicos

En sistemas con dos especies metalicas en disolucion, también se realiz6 de forma

previa el correspondiente estudio de la cinética de bioadsorcion. Para ello, se estudiaron
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los sistemas bimetalicos Cu-Cd, Cu-Pb y Pb-Cd, elegidos en base a la alta frecuencia
con la que el Cd, Cu y Pb aparecen en efluentes industriales, asi como por su elevada
toxicidad para el medio ambiente. Se utilizaron concentraciones idénticas de ambos
metales de 10 y de 150 mg/L, respectivamente, para cada sistema. El volumen total de
disolucion bimetalica fue de 50 mL, la concentracion de biomasa 0,5 g/L y el pH inicial
de 4 para el sistema Cu-Cd y 4.5 para los sistemas Cu-Pb y Pb-Cd. En el transcurso del
proceso de bioadsorcion tomaron muestras a distintos tiempos: 0, 5, 10, 30 60, 120 y
1440 minutos, las cuales fueron clarificadas mediante centrifugacion; el sobrenadante

fue analizado mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

El trazado de las isotermas de adsorcion fue llevado a cabo poniendo en contacto la
biomasa con disoluciones que contenian dos metales, cuyas concentraciones fueron 0,
10, 25, 50, 100 y 150 mg/L, estableciéndose distintas series de tal forma que se fijaba la
concentracion del primer metal en uno de los valores indicados y se hacia variar la del
segundo dentro del mismo intervalo. Se utilizaron los mismos valores de pH y de
concentracion de biomasa que en el estudio cinético previo. Los ensayos fueron
llevados a cabo con agitacion magnética durante 120 minutos. Las muestras, una vez
tomadas y clarificadas mediante centrifugaciéon para separar la biomasa del

sobrenadante, fueron analizadas mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

La competencia establecida entre los dos metales que intervienen en cada sistema de
bioadsorcion, por los puntos de adsorcion de la biomasa, ha podido cuantificarse gracias
al ajuste de los datos experimentales al modelo de Langmuir para sistemas bimetalicos.
Dichas constantes, junto con la capacidad maxima de adsorcion de la biomasa, se

determinaron con el software informatico MATLAB 5.1.

2.3.5.- Recuperacion del metal adsorbido

Con el objeto de analizar la posibilidad de reutilizacion de la biomasa en ciclos
sucesivos de carga y descarga, se trabajo experimentalmente del modo siguiente:

Carga: En esta primera etapa, se procedio a retener sobre la biomasa una cierta cantidad
de cada metal. Para ello, en cada caso, se utilizé un volumen de disoluciéon de 400 mL
con una concentracion inicial de 100 mg/L y con el valor de pH 6ptimo de cada metal.

Se anadieron 0,2 g de biomasa manteniendo el sistema en agitacion durante 120
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minutos con el objeto de dar tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio. A
continuacion, la biomasa se recuperd mediante filtrado y se secd en estufa a 60 °C
durante 12 h. Por ultimo, en el filtrado, se determiné la concentracion metalica mediante

espectrofotometria de absorcion atomica.

Descarga: Una vez obtenida la biomasa cargada, ésta se someti6 a la accion del agente
eluyente con objeto de romper la unidon biomasa-metal, usdndose para ello una
disolucion de HCI a pH 3, o bien otra de NaHCO; a una concentracion 0.1 N. La
concentracion de la biomasa fue de 0,5 g/, manteniéndose suspendida en la disolucion
eluyente con agitacion magnética durante 120 min. Con el fin de estudiar la cinética del
proceso de desorcién, se tomaron muestras de 5 mL durante el desarrollo del
experimento, a los tiempos 0 (concentraciéon metalica inicial), 5, 30, 60 y 120; tras la
centrifugacion de las mismas, se determinaron en el sobrenadante los correspondientes
valores de pH y concentracion metalica. Finalmente, la biomasa fue recuperada

mediante filtrado y se seco en estufa a 60 °C durante 12 h.

2.3.6.- Pretratamiento de la biomasa

Una de las prioridades del presente estudio fue intentar mejorar la capacidad de
recuperacion metalica de la biomasa, para lo cual se ensay6 la accion sobre ella de
distintos agentes quimicos. Los reactivos seleccionados para este estudio fueron los
siguientes: CaCl,, NaHCO3;, NaOH y Na,COs, todos ellos a una concentracion de 0,2
M; también se usaron etanol al 95 % y formaldehido al 6 % y, por ultimo, un
detergente de nombre comercial Tween 80 a una concentracion de 5 g/L. La
concentracion de la biomasa se fijo en un valor de 5 g/L y el volumen de la disolucién
en 60 mL. La reaccion de pretratamiento fue llevada a cabo con agitacion magnética
durante un tiempo de 120 min, al cabo del cual se recupero la biomasa de la disolucion
pretratante mediante centrifugacion. A partir de esta recuperacion y para cada agente
pretratante, la biomasa se dividi6 en dos partes: una de ellas, se dejo tal cual
procediendo a su secado en estufa a 60 °C hasta peso constante, y la otra, se sometio a 3
lavados sucesivos con 40 mL de H,O destilada cada uno, durante 30 min y con
agitacion magnética. Posteriormente, la biomasa lavada se recuperé mediante

centrifugacion y se sec6 en estufa a 60 °C hasta peso constante.
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Una vez realizado el pretratramiento de la biomasa con los diferentes reactivos, seguida
o no de lavado, se realizaron diferentes ensayos de bioadsorcion con el mismo
procedimiento descrito para la biomasa sin pretratar: se experimentd con los cinco
metales Cu, Cd, Ni, Pb y Zn, a una concentraciéon de 150 mg/L, el valor de pH inicial
fue el optimo obtenido con la biomasa sin pretratar: 4 para Cdy Cuy 5 para Ni, Pb'y

Zn; la concentracion de biomasa en estos ensayos también fue de 0,5 g/L.

Una vez seleccionados aquellos agentes capaces de incrementar la capacidad de
adsorcion en la biomasa, se llevo a cabo un estudio complementario procediendo, en
primer lugar, a la determinacion de la concentracién Optima del reactivo en el
pretratamiento de la biomasa. Para ello, se ensayaron cuatro concentraciones distintas:
0,075; 0,2 y 0,5 M para todos ellos, ademas de 1 M para el NaOH y concentraciones de
saturacion para los otros dos reactivos (0,82 M para el NaHCO; y 0,67 M para el
NayCOs). A su vez, los métodos de pretratamiento se llevaron a cabo con lavado
posterior a la accion del agente pretratante o sin ¢l. Los ensayos de bioadsorcion

posteriores fueron realizados de forma idéntica que en casos anteriores.

2.3.7.- Técnicas analiticas

a) Valoracion acido-base

Este estudio tuvo como objetivo la determinaciéon de la constante de acidez de la
biomasa (k,) la cual, a su vez, condiciona su comportamiento en funcion del valor de
pH. El conocimiento del valor de esta constante de acidez permite determinar el grupo o
grupos funcionales mds importantes que estan presentes en la biomasa, los cuales son

centros activos potenciales de bioadsorcion.

Mediante este estudio fueron analizadas tanto las biomasas pretratadas segin la
metodologia anterior como la biomasa sin pretratar. Para esto, se suspendieron 0,1 g de
biomasa en 100 mL de H,O destilada, manteniéndose la mezcla en agitacion en placa
magnética. El pH inicial se fij6 en 3 mediante la adicion de una disolucién de HCl al 0,1
% para asegurar el estado totalmente protonado de los grupos funcionales de la biomasa.

A partir de este valor inicial de pH, se procedi6 a valorar mediante adicion de sucesivas
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alicuotas de 0,1 mL de una disolucion de NaOH 0,1 M, midiendo el valor de pH

resultante tras cada adicion.

b) Microscopia electronica de barrido v microandlisis elemental

EL objetivo fundamental fue identificar los cambios morfoldgicos sufridos por la
biomasa durante el pretratamiento, asi como intentar identificar los puntos de su
superficie en los que se hubiera podido producir el anclaje del metal. Para ello, se
analizaron mediante esta técnica diferentes muestras de biomasa sin pretratar o
pretratadas con NaOH 1 M segun la metodologia explicada anteriormente, seguidas o
no de lavado con H,O destilada y sometidas o no a procesos de bioadsorcion con Cd y
Pb realizados en las condiciones experimentales anteriormente indicadas. Mas

concretamente, se estudiaron las siguientes posibilidades:

Biomasa sin pretratar.

Biomasa sin pretratar + bioadsorcion Pb.

Biomasa pretratada con NaOH 1 M (sin lavado posterior).

Biomasa pretratada con NaOH 1 M (sin lavado posterior) + bioadsorcion Pb.

Biomasa pretratada con NaOH 1 M (sin lavado posterior) + bioadsorcion Cd.

V V.V V V VY

Biomasa pretratada con NaOH 1 M + lavado posterior con H,O destilada.

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M + lavado posterior con H,O destilada +
bioadsorcion Pb.

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M + lavado posterior con H,O destilada +

bioadsorcion Cd.
La preparacion de dichas muestras de biomasa, se concretd en el recubrimiento de las
mismas con una fina capa de oro, para hacerlas conductoras; posteriormente, se

analizaron con un microscopio electronico de barrido JEOL modelo JSM-6400.

¢) Espectroscopia de infrarrojos

Con el fin de estudiar la accion del pretratamiento quimico sobre la biomasa original, se

analizaron mediante esta técnica tanto la biomasa original como las pretratadas con
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NaHCOs;, Na,CO3; y NaOH, con o sin lavado posterior y en las condiciones Optimas

determinadas anteriormente.

Esta técnica también permite profundizar en el estudio del mecanismo de union del
metal a la biomasa por ser capaz de identificar los grupos funcionales responsables de
dicha union. Con este objetivo, se analizd la biomasa, pretratada y sin pretratar, tanto
con metal adsorbido (obtenida a partir de ensayos de bioadsorcion con Cd, Cu, Ni, Pb o

Zn en las condiciones descritas) como sin metal adsorbido.

La caracterizacion de las biomasas mediante esta técnica fue llevada a cabo utilizando
pastillas preparadas con 100 mg de bromuro potasico y 2 mg de biomasa. Se emple6 un
espectrofotometro MIDAC Prospect-IR que permitio obtener los correspondientes
espectros de transmitancia en funcion de las longitudes de onda comprendidas entre 500
y 4.000 cm™, con una resolucion de 4 cm™. La correccion de la linea base asi como la
identificacion de las bandas fueron realizadas mediante la aplicacion informatica

OMNIC E.S.P. de Nicolet.

d) Difraccién de rayos X

Finalmente, la técnica de difraccion de rayos X fue utilizada con el fin de detectar la
posible presencia de precipitados metalicos con estructura cristalina sobre la biomasa.
Este estudio analitico se centrd en el empleo de biomasas tratadas con NaOH y cargadas

con Pb y Cd bajo las siguientes condiciones experimentales:

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M + lavado posterior con H,O destilada +
bioadsorcion Cd.

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M + lavado posterior con H,O destilada +
bioadsorcion Pb.

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M (sin lavado posterior) + bioadsorcion Cd.

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M (sin lavado posterior) + bioadsorcion Pb.
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La difracciéon de rayos X normal (6-20) se realizo con un difractémetro Philips X" PERT
MPD de alta tension. Las fases presentes se identificaron con el programa automatico
PC-PDF win, que incluye una base de datos actualizada con fichas de multitud

sustancias cristalinas.



3.- RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1.- Estudio comparativo de la capacidad de adsorcion de cuatro biomasas

residuales

La finalidad de este trabajo experimental previo fue seleccionar entre las cuatro
biomasas elegidas, aquella con mejor capacidad de adsorcidon para asi ser utilizada en

los diferentes estudios que componen la presente investigacion.

Con el fin de llevar a cabo esta seleccion, se realizaron dos ensayos de bioadsorcion con
cada uno de los metales (Cd, Cu, Ni, Pb y Zn) uno con una concentracion metalica de
10 mg/L y otro con una concentracién de 150 mg/L. El pH inicial fue 4 para Cd, Cuy
Pb, y 5 para Ni y Zn; la biomasa se utiliz6é a una concentracién de 1 g/L. Estos valores
de pH y concentracion de biomasa fueron los que habitualmente han venido siendo los
mas adecuados en este tipo de estudios con dichos metales (Hammaini, 1999). La

capacidad de adsorcion se calculd experimentalmente mediante la ecuacion [3].

En la Tabla 12 se observa como la biomasa que mayor cantidad de metal recupero, por
unidad de masa, fue la recogida en la balsa de riego del Centro de Investigacion Forestal
(CIFOR), seguida de la obtenida en el arroyo Meaques (Casa de Campo), despues las
hojas de arboles caducifolios recogidas en la Universidad Complutense de Madrid
(UCM) vy, por ultimo, la procedente del rio Manzanares (El Pardo). En base a estos

resultados, se selecciono la biomasa obtenida en el CIFOR para sucesivos estudios.

Tabla 12.- Capacidad de adsorcion q (mmol metal/g biomasa) de diferentes biomasas

a concentracion metdlica inicial de 10 mg/L y 150 mg/L.

CIFOR Casa de Campo UCM El Pardo
10 150 10 150 10 150 10 150
mg/L | mg/L | mg/L | mg/LL | mg/L | mg/L | mg/LL | mg/L
Cd 0,071 0,267 0,068 0,222 0,048 0,150 0,012 0,067
Cu 0,142 0,504 0,134 0,393 0,079 0,157 0,044 0,110
Ni 0,126 0,341 0,158 0,290 0,044 0,073 0,044 0,153
Pb 0,043 0,405 0,043 0,347 0,043 0,267 0,039 0,159
Zn 0,147 0,306 0,135 0,229 0,067 0,102 0,061 0,229

Paralelamente, se determinod el contenido metalico de la biomasa seleccionada en su

estado original (natural), dado que la presencia en ella de ciertos elementos metalicos
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podria causar algun tipo de interaccion no deseada en posteriores estudios. Para ello se
realizd un ataque caustico de la biomasa que permitiera su disolucion; se procedid
experimentalmente como ya se indico en el apartado 2.3.1.; los resultados se muestran

en la Tabla 13.

Tabla 13.- Andlisis del contenido metdlico de la biomasa original.

Elemento | mmol/g de biomasa
Ca 0,247
Fe 0,034
Zn 0,001
Cu 6,30.10™
Pb 2,41.10"
Ni 1,70.10™
Cd 8,90.107

Los datos pusieron de manifiesto una concentracion significativa de calcio, elemento
que forma parte de la fase amorfa o matriz de la pared celular de las células vegetales.
El calcio, desde el punto de vista de la bioadsorcidn, jugaria un papel importante al
poder intervenir en procesos de intercambio catidnico, favoreciendo la union del metal a
la biomasa, tal y como sugieren Fourest y colaboradosres (Fourest et al., 1994).
También, se detectd una pequeiia cantidad de hierro, elemento que, por el contrario,
podria competir con los cationes metalicos por los mismos centros activos de la biomasa
en el proceso de bioadsorcion. Por otra parte, los elementos objeto de este estudio (Cd,
Cu, Ni, Pb y Zn) también fueron detectados, aunque en cantidades practicamente

despreciables.

3.2.- Factores que influyen en la bioadsorcion

De forma previa al trazado de las isotermas se determinaron las condiciones mas
adecuadas de bioadsorcidon para cada uno de los cinco metales objeto de estudio. Se
evalu6 la influencia de pardmetros determinantes en este proceso: el pH, la

concentracion de biomasa y el tiempo de contacto entre el metal y la biomasa.
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3.2.1.- Influencia del pH

El pH influye en los procesos de bioadsorcion en dos sentidos diferentes; por un lado,
alterando la solubilidad y distribucion de las especies del i6n metalico en disolucién vy,
por otro, modificando el nimero de enlaces disponibles en la superficie de la biomasa,
que se protonan o desprotonan en funcién del valor de pH y del pK, de la misma

(Romero-Gonzalez et al., 2001; Lodeiro et al., 2005).

Para ello, se ensayaron los cuatro valores de pH para cada uno de los cinco metales
indicados anteriormente, elegidos dentro del rango de solubilidad de cada especie
metalica, en funcion de los datos mostrados en la Tabla 11 y en las condiciones ya

descritas en el apartado 2.3.2.

La influencia del pH en la capacidad de adsorcion de la biomasa es un factor que ha
sido ampliamente estudiado por un gran niumero de autores como Kapoor et al., 1999;
Matheickal & Yu, 1999; Sar et al., 1999; Yin et al., 1999; Yetis et al., 2000; Romero-
Gonzalez et al., 2001; Satiroglu et al., 2002; Cruz et al., 2004; Martins et al., 2004;
Sheng et al., 2004; Chojnacka, 2005; Diniz & Volesky, 2005 y Mehta & Gaur, 2005
entre otros. De sus trabajos se deduce que a valores de pH bajos, generalmente menores
de 2, la bioadsorcion de cationes metalicos por parte de la biomasa es practicamente
nula. Ello es debido a que los protones presentes en el medio se unen fuertemente a los
grupos funcionales de la misma, principalmente carboxilos y sulfatos, impidiendo el
anclaje de los cationes por inhibicion competitiva. Asimismo, los protones unidos a la
biomasa le confieren una carga neta positiva provocando fuerzas de repulsion que
afectarian a la union con los cationes metalicos. Por encima de este valor de pH, la
capacidad de adsorcion tiende a aumentar debido a la desprotonacion gradual de la
superficie de la biomasa, haciéndose mas elevado, por tanto, el nimero de grupos
funcionales con carga negativa, los cuales pasarian a estar disponibles para la unién con
el metal. A partir de un determinado valor de pH, la capacidad de adsorcion tiende a
disminuir debido a la formacién de otros iones mas complejos del metal (MeOH"), los
cuales dificultan la adsorcién por su mayor volumen y su menor carga con respecto al

metal en disolucion.
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Segun la Figura 8, en donde se muestran los resultados experimentales obtenidos, se
comprueba que la biomasa presentd6 un comportamiento similar al descrito
anteriormente, ya que en todos los casos existid, partiendo de valores de pH bajos, una
clara tendencia al aumento de la capacidad de adsorcion (q) con el aumento de esta
variable. Ello fue posiblemente debido a que a medida que aumentaba el pH de la
disolucion la biomasa tendia a desprotonarse con el consecuente desplazamiento hacia
la derecha del equilibrio [6], provocando una mayor atraccidon de los cationes metalicos
por los ligandos con carga negativa (Matheickal et al., 1999; Yu & Kaewsarn, 1999; Yu
et al., 2001; Gulnaz et al., 2005; Han et al., 2005; Lin & Lin, 2005; Saeed et al., 2005).
De la misma forma, también se observd como tras alcanzar un valor de pH de adsorcion
optimo (4 para Cuy Cd y 5 para el Zn, Pb y Ni) el valor de q tendi6 a disminuir
ligeramente debido, posiblemente, a la hidrolisis de los cationes metalicos provocando
la formacion de cationes bésicos que son mas dificilmente adsorbibles por la biomasa
(Romero-Gonzalez et al., 2001; Lodeiro et al., 2005). Los valores anteriores de pH

fueron los utilizados en los sucesivos experimentos de bioadsorcion.
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—e— Cd Cu —A— Ni —m— Pb ——7Zn

Figura 8.- Influencia del pH en la capacidad de adsorcion.

La Figura 9 representa la evolucion de los distintos valores de pH registrados frente al
tiempo para los cinco metales y cada uno de los valores de pH inicial estudiados. En
todos los casos, para valores de pH inicial menores de 2, no se observaron variaciones
de pH significativas a lo largo del tiempo debido bien a la gran cantidad de protones en
el medio, bien a dafos producidos en la biomasa por la elevada acidez. Con valores de

pH inicial comprendidos entre 3 y 5, se observé una tendencia al aumento de esta
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variable con respecto al tiempo, con lo cual en este rango la biomasa se comportdé como
un aceptor de protones. A valores de pH superiores a 6, la biomasa tendi6 a acidificar el
medio, por lo que a estos valores de pH se comporté como un donador de protones.
Todo ello claramente también se justifica con el desplazamiento del equilibrio [6]
motivado por los cambios de pH: si éste es bajo, el desplazamiento a la izquierda del
mismo provocaria un aumento del valor de esta variable; por el contrario, si la biomasa
se sitlia en un medio con un elevado valor de pH el citado equilibrio se desplazaria hacia
la derecha con la consecuente acidificacion del mismo (Matheickal & Yu, 1999; Veglio

et al., 2002; Lodeiro et al., 2005).

3.2.2.- Influencia de la concentracion de biomasa

Se analiz¢ la influencia de la concentracion de biomasa en la recuperacion metalica con
el fin de determinar el valor mas adecuado para ser empleado en los diferentes ensayos
de bioadsorcion. Para llevarlo a cabo, se realizaron cuatro ensayos de bioadsorcion a
diferentes concentraciones de biomasa (0,5, 1, 2 y 3 g/L) para cada uno de los cinco

metales empleados, a una concentracién metalica de 10 mg/L.

A la hora de determinar la concentracion 6ptima de biomasa para ser empleada en un
proceso de bioadsorcion es fundamental el coste econdmico y la disponibilidad de la
misma. Si la biomasa tiene un bajo costo y gran disponibilidad, lo més razonable seria
seleccionar aquella concentracion con la que se consiga una mayor cantidad neta de
metal recuperado del medio (Donmez et al., 1999; Gupta et al., 2001). Mientras que si
se trata de un material caro o de dificil obtencion, conviene utilizar la minima
concentracion que permita recuperar la mayor cantidad de metal por gramo de biomasa

(q) (Holan et al., 1993; Dénmez et al., 1999; Davis et al., 2000).

La Figura 10 muestra la influencia de la concentracion de biomasa sobre la cantidad de
metal recuperada por unidad de dicha biomasa (q). Es posible observar una clara
disminucién de la capacidad de adsorcion a medida que aumentaba la concentracion de
la biomasa. Estos resultados son acordes con los obtenidos por diversos autores tales
como Ruiz-Manriquez et al., 1998; Sekhar et al., 2004; Gong et al., 2005 y Han et al.,
2005. Este comportamiento se debe, principalmente, a que elevadas concentraciones de

biomasa en el medio dan lugar a interacciones electrostaticas entre las células,
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formandose aglomerados que por efecto pantalla disminuyen el niimero de centros
activos disponibles para el metal (Ruiz-Manriquez et al., 1998; Gong et al., 2005; Mehta
& Gaur, 2005).
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Figura 10.- Influencia de la concentracion de la biomasa en la capacidad de adsorcion.

En la Figura 11 se representa la influencia de la concentraciéon de biomasa en la
cantidad neta de metal recuperado, expresada en tanto por ciento de recuperacion. Los
resultados muestran como un aumento en la concentracion de biomasa, supusieron un
aumento en el porcentaje de metal recuperado. Este aumento fue menor cuanto mayor
era la concentracion metélica, llegando a alcanzarse un determinado valor por encima
del cual no fue posible conseguir una mayor recuperacion metéalica. No obstante, las
diferencias encontradas fueron minimas a partir de 1 g/L. Resultados similares han sido
obtenidos por diversos autores tales como Lister & Line, 2001; Kalyani et al., 2004;

Sekhar et al., 2004; Gong et al., 2005 y Kamala et al., 2005.

A pesar de que la biomasa utilizada es barata y abundante, se optd por utilizar en los
sucesivos experimentos la concentracion de 0.5 g/L, que es con la que se logré una
mayor efectividad, es decir, una mayor recuperacion de metal por gramo de adsorbente.
Esta eleccion tuvo una doble justificacion: en primer lugar, los resultados indican que
concentraciones mayores de 0.5 g/l no supusieron aumentos considerables en la
cantidad neta de metal recuperado en relacion a concentraciones mas altas y, en segundo

lugar, altas concentraciones de biomasa tienden a secuestrar gran cantidad de protones



Resultados y discusion -70 -

del medio elevando, en gran medida, el pH lo cual comprometeria la solubilidad del

metal.
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Figura 11.- Influencia de la concentracion de la biomasa en el porcentaje de metal recuperado.

3.2.3.- Cinética de adsorcién

El estudio de la cinética de adsorcion tiene una doble finalidad. En primer lugar, permite
obtener informacion sobre el comportamiento de la bioadsorcidon con respecto al tiempo
a través del andlisis de la variacion del pH y de la concentracion metélica; asimismo,
también es posible calcular el tiempo necesario para que el proceso de bioadsorcion se

complete, es decir, se alcance el estado de equilibrio.

Para llevar a cabo dicha valoracidn cinética, se realizaron ensayos de bioadsorcion con
los parametros de pH y concentracion de biomasa fijados anteriormente. Se realizaron
ensayos con cada uno de los cinco metales a concentraciones iniciales de 10, 25, 50, 100
y 150 mg/L para cada uno de ellos. En el transcurso del proceso fueron tomadas
alicuotas de 5 mL, a diferentes tiempos (0, 0,5, 1,5, 3,5, 8, 30 y 120 minutos), para,
seguidamente, ser sometidas a centrifugacion y analisis de pH y concentracion metalica

mediante la metodologia anteriormente descrita.

Son muchos los autores que han estudiado la cinética de adsorcion de forma previa y
complementaria a otros estudios relacionados con la bioadsorciéon metalica. En la

mayoria de los casos, la bioadsorcion se revela como un proceso bastante rapido que se
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da en la superficie celular y de forma independiente al metabolismo (Ozturk et al., 2004;
Herrero et al., 2005). La velocidad de adsorcion es una cualidad importante en dicho
proceso, sobre todo al trabajar con reactores de flujo continuo, lo que permite reducir el
volumen de los mismos (Herrero et al., 2005). En general, la velocidad de adsorcién

esta condicionada por los siguientes factores:

» Condiciones experimentales: principalmente la agitacion (Veglio et al., 2002).

» Bioadsorbente: tipo de biomasa (cantidad y naturaleza de los centros activos),
estado fisioldgico (activa o inactiva, libre o inmovilizada) y propiedades estructurales
(desarrollo superficial, esto es, porosidad y/o tamafio de particula, morfologia, etc)

(Jalai-Rad et al., 2004; Rangsayatorn et al., 2004; Diniz & Volesky, 2005).

» Metal: difusividad del metal en el bioadsorbente, competencia con otros iones
metalicos por los mismos centros activos y concentracion metalica en disolucion (Lu &
Wilkins, 1996; Jalai-Rad et al., 2004; Rangsayatorn et al., 2004; Diniz & Volesky,
2005).

En la Figura 12 se muestra la evolucion de la concentracion metélica en funcién del
tiempo. En ella es posible observar como el proceso de bioadsorcion es bastante rapido
y alrededor del 80 % del metal fue recuperado durante los 8 primeros minutos de
experimentacion, alcanzandose el equilibrio a los 30 minutos. Estos resultados son
acordes a los obtenidos en diversos estudios previos (Reddad et al., 2002; Deng & Bai,
2004; Martins et al., 2004; Chojnacka et al., 2005; Goksungur et al., 2005; Seki et al.,
2005) en los que se refleja como la mayor parte del proceso de bioadsorcion tiene lugar

en los primeros 15 minutos de contacto biomasa-disolucion metalica.

La Figura 13 muestra la variacion del pH con respecto al tiempo. Se comprueba como
los valores aumentaron de forma simultdnea a la disminucion de la concentracion de
metal en el medio y mas acentuadamente en aquellos metales en los que el pH inicial
era menor. Este hecho puede ser 16gico si se tiene en cuenta que los protones poseen el
mismo mecanismo de unidén a los centros activos de la biomasa que los cationes
metalicos en disolucion (Matheickal et al., 1999; Yu & Kaewsarn, 1999; Yu et al.,
2001; Gulnaz et al., 2005; Han et al., 2005; Lin & Lin, 2005; Saeed et al., 2005). La
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Figura 12.- Evolucion de la concentracion metalica respecto al tiempo.
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Figura 13.- Evolucion del pH respecto al tiempo.
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biomasa con centros activos libres incorpora, de forma paralela, los cationes metalicos y

los protones, lo que hace aumentar el pH del medio.

La gran rapidez con la que se dio el proceso de bioadsorcion estaria justificada porque
éste ocurre principalmente en la superficie del bioadsorbente (Herrero et al., 2005;
Kamala et al., 2005), ademas, porque la fijacion del metal se lleva a cabo a través de
reacciones rapidas y reversibles, que tienen lugar en ausencia del metabolismo (Cruz et

al., 2004; Pagnanelli et al., 2004).

3.3.- Isotermas de adsorcion

Mediante el trazado de las isotermas de adsorcion se busco, por un lado, determinar
como la capacidad de adsorcion de la biomasa se ve influenciada por la concentracion
de metal en disolucion y, ademas, coémo cuantificar el proceso mediante la aplicacion de
los modelos matematicos de Langmuir y Freundlich, que permiten obtener los
parametros de adsorcion. Dichos modelos, como ya se dijo, han sido los més utilizados
en la interpretacion de este tipo procesos tal y como se refleja en numerosos trabajos
bibliograficos (Chojnacka, 2005; Deng & Ting, 2005; Goksungur et al., 2005; Gulnaz et
al., 2005; Han et al., 2005; Herrero et al., 2005; Kamala et al., 2005; Lodeiro et al.,
2005; Mehta & Gaur, 2005 y Saeed et al., 2005).

En este apartado se estudiaron las biomasas de la balsa de riego, procedentes de la
primera y segunda recogida, con el fin de comparar los resultados entre ambas y

determinar el grado de similitud en su comportamiento bioadsorbente.

Con los parametros de pH y concentracion de biomasa fijados en los estudios anteriores,
se realizaron cinco ensayos de bioadsorcidon para cada uno de los cinco metales objeto
de estudio, variando su concentracion metalica inicial (10, 25, 50, 100 6 150 mg/L). El

tiempo de experimentacion se fijo en 120 minutos.

Para realizar el trazado de las isotermas, se calculd la capacidad de adsorcion (q)
correspondiente a cada uno de los ensayos mediante la ecuacion [3] y los resultados se
representaron frente a la concentracion metalica de equilibrio C. En las Figuras 14 y 15

se muestran, respectivamente, las isotermas de adsorcion correspondientes a la primera
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y a la segunda recogida de la biomasa procedente de la balsa de riego. Se observa un
aumento de la concentracion de metal en equilibrio en el medio (C.) a la vez que
aumenta la capacidad de adsorcion (q) hasta un valor limite, el cual corresponde a la
saturacion de todos los puntos de unidon para el metal en la superficie de la biomasa
(qmax)- Este valor limite es la cantidad méxima de metal que puede ser recuperado por la
biomasa. Es posible observar como a valores muy pequefios de C., pequefias
variaciones suponen grandes variaciones en el valor de q, mientras que a valores

grandes de C., las variaciones tienen poca influencia sobre la capacidad de adsorcion.

q (mmol/g)
o
w

0,2 1
0,1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
C. (mmoliL)
—eo—Cd Cu—A—N —8—Pb ——7n

Figura 14.- Isotermas de adsorcion para la primera recogida de biomasa.
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Figura 15.- Isotermas de adsorcion para la segunda recogida de biomasa.



Resultados y discusion - 76 -

Para la determinacién de los parametros que cuantifican el proceso de adsorcion, se
recurrid a los modelos matematicos de Langmuir y Freundlich en su forma lineal
(ecuaciones [2] y [5] respectivamente). De este modo, los resultados experimentales, al
representarse en forma de lineas rectas, también permitieron valorar el grado de ajuste a

uno u otro modelo mediante regresion lineal.

En las Figuras 16 y 17 se muestran las isotermas de Langmuir y en las Figuras 18 y 19,
aparecen las isotermas de Freundlich, correspondientes a la primera y segunda recogida
de biomasa, respectivamente. Los valores de las constantes relativas a ambos modelos,
asi como el coeficiente de regresion lineal (R?), que mide el grado de ajuste de los datos
al modelo en cuestion, se recopilan en las Tablas 14 y 15. Los coeficientes de regresion
mostrados en dichas tablas revelan siempre un valor mayor para el modelo de Langmuir
lo que, a su vez, indica que los resultados experimentales correspondientes a las dos
biomasas tuvieron un mayor grado de ajuste que al de Freundlich. Estos resultados
parecen indicar (Puranik & Paknikar, 1997; Satiroglu et al., 2002; Goksungur et al.,
2005; Saeed et al., 2005) que el proceso de bioadsorcion: 1) se da en forma de
monocapa; 2) existe homogeneidad en cuanto al tipo y afinidad del metal por los
centros activos; 3) los iones adsorbidos no afectan al proceso de adsorcion de otros
iones en otros centros activos vecinos; y 4) es posible la saturacion de la biomasa por

parte del metal.

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
C, (mmoliL)

®Cd <Cu AN ®EPb+Zn

Figura 16.- Isotermas de adsorcion de Langmuir para la primera recogida de biomasa.
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Figura 17.- Isotermas de adsorcion de Langmuir para la segunda recogida de biomasa.

Tabla 14.- Constantes de Langmuir.

Elemento Cd Cu Ni Pb Zn

12 28 12 22 12 22 12 22 12 22
rec. rec. rec. rec. rec. rec. rec. rec. rec. rec.

(max (mmol/g 0,290 | 0,207 | 0,508 | 0,446 | 0,388 | 0,381 | 0,388 | 0,445 | 0,393 | 0,388
biomasa)

K (mmol/L) 0,0551 0,019 | 0,067 | 0,079 | 0,141 | 0,141 | 0,003 | 0,005 | 0,116 | 0,067
R’ 0,993 0,982 0,996 | 0,994 | 0,991 | 0,991 | 1,000 | 0,999 | 0,996 | 1.000
-6 -5 -4 -3 -2 P

log q

log C,

®Cd <CuAaNEPo+2Zn

Figura 18.- Isotermas de adsorcion de Freundlich para la primera recogida de biomasa.
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Figura 19.- Isotermas de adsorcion de Freundlich para la segunda recogida de biomasa.

Tabla 15.- Constantes de Freundlich.

Elemento Cd Cu Ni Pb Zn

1? 2 1? 2 1? 2 17 27 1? 2

rec. | rec. | rec | rec. | rec | rec. | rec | rec. | rec | rec.

K. (mmol/g | 0,576 0,517 (0,719 0,675 | 0,606 | 0,606 | 0,707 | 0,746 | 0,621 | 0,634

biomasa)
1/n 0,188(0,143]0,196(0,213|0,169]0,169(0,125]0,137(0,174|0,175
R’ 0,955(0,60210,897(0,85910,979(0,9791 0,986 0,981 0,929 0,868

En cualquier caso, si se comparan los pardmetros que cuantifican los niveles de
adsorcion con ambos modelos, puede llegarse a la misma conclusion en relacion a la
capacidad adsorbente de la biomasa. Es decir, con respecto a los valores de qmax del
modelo de Langmuir, salvo pequefias diferencias, los metales Cu y Pb fueron los que se
adsorbieron en mayor medida; el que claramente se retuvo sobre la biomasa en menor
cantidad fue el Cd; el Zn y el Ni tuvieron un comportamiento intermedio. Ese mismo
orden es el que se establece cuando el criterio comparativo es la capacidad de adsorcion
dada por el pardmetro K. del modelo de Freundlinch: Pb ~ Cu > Zn ~ Ni > Cd. En
definitiva, aunque el modelo de Langmuir sea el mas adecuado para la interpretacion de
los datos experimentales, por un mejor ajuste de éstos a aquél, el de Freundlinch evalia
de forma semejante el caracter bioadsorbente de las biomasas analizadas (notese que
aunque éste ultimo haya presentado un ajuste inferior al de Langmuir, los valores de R?,

en cualquier caso, fueron también altos).

Para justificar la secuencia anterior en los niveles de adsorcidon bien podrian utilizarse

los valores de electronegatividad de los diferentes cationes metéalicos (Sheng et al.,
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2007). De hecho, cuanto mas alta es la electronegatividad de un i6n mayor es la
atraccion por sus electrones y mas fuerte va a ser la atraccion por la carga negativa de
los ligandos de la biomasa. De los cinco metales ensayados el Pb y el Cu son los que
tienen mayor electronegatividad (2,33 y 1,91 respectivamente) y también son los que en
mayor cantidad se adsorbieron. Los otros tres metales Cd, Ni y Zn, que poseen valores
de electronegatividad menores (1,69, 1,7 y 1,65, respectivamente), se adsorbieron en
menor medida; pero de ellos, el Cd es el mas voluminoso por lo que parece l6gico que

haya sido con el que menores niveles de adsorcion se hayan alcanzado.

Cuando se estudian los valores de K del modelo de Langmuir, es decir, la afinidad de la
biomasa por el metal, se constata que existe un cierto paralelismo con los valores de
gmax €n la mayoria de los metales. Recuérdese que la biomasa manifiesta una mayor
afinidad por el metal cuanto menor es este parametro, por ser K la inversa de la
constante de equilibrio en la interaccion biomasa-metal. Asi pues, la afinidad de la
biomasa por el Cu y el Pb seria muy semejante y claramente mayor que la mostrada por
el Niy el Zn. El Cd, en este sentido, podria tener un comportamiento diferente; es decir,
con este metal, a pesar de tener una elevada afinidad de la biomasa por ¢él, los niveles de
adsorcion fueron bajos. La explicacion para este comportamiento aparentemente
andémalo puede deberse a la existencia para el cadmio de pocos sitios activos en la pared
celular afines a ¢él, pero con una baja energia de activacion, de modo que el metal a
bajas concentraciones es bioadsorbido con facilidad, pero llega enseguida a la
concentracion de saturacion por lo que la biomasa ya no puede continuar
bioadsorbiéndolo (Hashim & Chu, 2004). Todo ello estaria confirmando que para
determinar la efectividad de un bioadsorbente no solo es necesario evaluar su capacidad
de adsorcion (qmax) Sino que es conveniente tener en cuenta también el valor de K (o su
inversa b). Un valor bajo de K, como en este caso ocurre con el cadmio, estaria
indicando que se trata de un bioadsorbente muy eficaz para dicho metal, especialmente

a concentraciones bajas del mismo en la disolucion.

Otro dato a destacar es que si se analizan globalmente los parametros de este modelo
matematico de Langmuir para las biomasas de ambas recogidas puede comprobarse que
tienen un comportamiento muy similar y, en general, el orden establecido tanto en la
capacidad maxima de adsorcidon (gmax) como en la afinidad de ambas biomasas por los

distintos metales (K) fue bastante parecido. No obstante, si se analiza su composicion
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(Tabla 10) parece que presentan diferencias importantes, aunque tales diferencias
pueden no ser tan significativas si se evaluan globalmente las distintas especies

presentes en cada biomasa desde el punto de vista de su comportamiento bioadsorbente.

Compruébese que en la biomasa de la primera recogida, el 96,37 % de su masa estaba
constituida por diferentes algas verdes o clorofitas y plantas caducifolias (60,63 % y
35,74 %, respectivamente); en la segunda recogida, practicamente el 90 % de su peso lo
constituian plantas caducifolias. Por otro lado, si se analizan los constituyentes basicos
de las paredes celulares de unas y otras, puede comprobarse que en ellas estdn presentes
compuestos poliméricos bastante similares entre si. En lo que se refiere a las algas
verdes, sus paredes celulares son ricas en carbohidratos celuldsicos, también son
abundantes en proteinas que, a su vez, se unen a los polisacaridos formando
glicoproteinas; estos compuestos contienen diversos grupos funcionales que
potencialmente pueden estar implicados en procesos de bioadsorcion (amino, carboxilo,
sulfato, hidroxilo, etc.). En lo que se refiere a la composicion de la pared celular vegetal,
en la Introduccion de esta Memoria, se ha puesto de manifiesto que también sus
componentes mayoritarios son carbohidratos (principalmente celulosa) y proteinas
estructurales. De hecho, las algas verdes son las que presentan un mayor niumero de
caracteres comparativos con los embridfitos (plantas terrestres) y derivan del mismo

linaje ancestral que los briofitos y plantas vasculares (Graham & Wilcox, 2000).

Asi pues, es de esperar que no haya diferencias significativas en el comportamiento del
bioadsorbente de unas y otras y, por consiguiente, parece logico que los niveles de
adsorcion de la biomasa de ambas recogidas hayan sido similares. Esta circunstancia
hace pensar que las biomas que se vayan generando en el Centro de Investigacion
Forestal (CIFOR) no son cambiantes, al menos desde el punto de vista de la
bioadsorcion, por lo que no se estarian cometiendo errores importantes si se generalizan
los resultados a posteriores recogidas. Por esta razon se eligio, de las dos recogidas
estudiadas, la primera por ser de la que mayor cantidad se disponia. Asi pues, en todos
los estudios realizados con posterioridad se emple6 la biomasa correspondiente a dicha

primera recogida.
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3.4.- Caracterizacion de los centros activos de bioadsorcion

El objetivo es profundizar en el conocimiento del proceso de unién del metal a la
biomasa, el cual parte del conocimiento de sus grupos funcionales, que, a su vez,
constituyen los centros activos de bioadsorcion. Han sido numerosos los grupos
funcionales que se han descrito como potenciales centros activos de bioadsorcion; de
entre ellos destacan los grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilo, sulfidrilo, tioeter,
sulfonatos, amina, imina, amida, imidazol, fosfonato y fosfodiester (Volesky, 2003). Por
su parte, de las diferentes técnicas analiticas que son empleadas en la identificacion de
estos grupos funcionales, se seleccionaron las técnicas de espectroscopia de infrarrojo
mediante transformada de Fourier (FTIR) (Gulnaz et al., 2005; Lodeiro et al., 2005;
Park et al., 2005) y la de valoracién acido-base (Deng & Ting, 2005; Herrero et al.,
2005; Pagnanelli et al., 2005) debido a la amplia disponibilidad de referencias sobre las

mismas, lo cual facilita enormemente la interpretacion de los resultados.

3.4.1.- Analisis por espectroscopia de infrarrojo mediante transformada de Fourier

(FTIR)

La principal aplicacion de la espectroscopia infrarroja es la determinacion de
compuestos orgédnicos debido a su capacidad de adsorber energia electromagnética en la
region infrarroja del espectro, circunstancia que con otro tipo de compuestos no se da

con tanta facilidad; por ejemplo, con los de naturaleza inorganica.

La radiacion infrarroja no tiene suficiente energia para ocasionar la excitacion de los
electrones, no obstante da lugar a que los atomos y grupos de dtomos vibren como
diminutos resortes alrededor de los enlaces covalentes que los conectan. Cuando los
atomos vibran pueden hacerlo a ciertas frecuencias; debido a esto, los dtomos unidos
por este tipo de enlaces tienen niveles de energia vibratoria especificos. La excitacion
ocurre cuando el compuesto adsorbe radiacion infrarroja en una determinada energia, o
sea, de una longitud de onda o frecuencia especifica, lo cual se traduce en picos o
bandas de adsorcion en un espectro. La frecuencia de una vibracidon y, por tanto, su
localizacién en el espectro suele estar relacionada con la masa de los atomos enlazados
y la relativa rigidez del enlace; los enlaces multiples son mas rigidos que los dobles y

éstos, a su vez, mas rigidos que los sencillos. Por su parte, la intensidad de la absorcion
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depende de la repeticion de un grupo concreto y de la polaridad del enlace; el mas

polarizado da mayor intensidad en la absorcion.

Para la determinacion del tipo de enlace quimico entre los a&tomos (grupos funcionales)
de una molécula suele hacerse uso de una correlacion entre éstos y las frecuencias en
cm™ a las que es previsible la aparicion de las bandas de adsorcion de cada uno de ellos,
sin olvidar que los enlaces proximos puedan modificarlas ligeramente. Esta técnica es,
por tanto, una valiosa herramienta que permite obtener una buena informacion
estructural de la biomasa utilizada en los procesos de adsorcion, permitiendo detectar
los grupos funcionales presentes en la misma y responsables de la fijacion metalica, asi

como cudles de ellos participan directamente de la union con el metal (Volesky, 2003).

En primer lugar, mediante este procedimiento analitico, se obtuvo el espectro de
infrarrojos de la biomasa original, el cual se representa en la Figura 20, pudiendo

detectarse en €l los siguientes picos o bandas de adsorcion:

> 3400 cm™: Banda de tension correspondiente a los grupos hidroxilo (-OH) de
celulosas, proteinas y compuestos pécticos (Pretsch et al., 2001; Romero-Gonzélez et
al., 2001; Synytsya et al., 2003; Pagnanelli et al., 2004; Sheng et al., 2004).

> 2900-2800 cm™: Banda de tension del enlace —C-H de los grupos alcano, es
frecuente su desdoblamiento en mas de un pico debido al alargamiento simétrico o
asimétrico del enlace C-H (Pretsch et al., 2001; Romero-Gonzalez et al., 2001; Sheng et
al., 2004).

> 1200-1700 cm™: Grupos carboxilicos (-COOH) o derivados, como carboxilatos
(-COONa, -COO0Ca) o metoxilos (-COOCHj;). Esta banda estaria realmente desdoblada
en una serie de picos; uno de ellos, sobre los 1600 cm™ el cual hace referencia a la parte
—C=0 y otro sobre los 1400 cm™ que hace referencia al radical (-OH, -ONa, -OCa 6 —
OCHj3). Con un menor tamafio de este segundo pico habria una mayor relacion
carboxilo/carboxilato, mientras que con un tamafio mayor la proporcion de carboxilatos
aumentaria en relacion a la de carboxilos. Estos grupos se encontrarian principalmente
en los compuestos pécticos de la matriz (Mameri et al., 1999; Pretsch et al., 2001;
Romero-Gonzalez et al., 2001; Synytsya et al., 2003; Pagnanelli et al., 2004; Raize et
al., 2004; Sheng et al., 2004).
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> 1100 cm™: Tension en el enlace C-O frecuentemente del grupo éter (—C-O-C-) y
del C-OH. Estos grupos funcionales es frecuente encontrarlos en los enlaces de union
entre las unidades de las cadenas de celulosas o compuestos pécticos (Pretsch et al.,
2001; Romero-Gonzalez et al., 2001; Synytsya et al., 2003) .

> 876 cm™: Débil banda de tensiéon asignada también a los grupos carboxilo
(Pretsch et al., 2001; Raize et al., 2004).

> 700-500 cm™: Grupos alqueno (C=C-H) o Ar-H, este wltimo, sobre todo, muy

abundante em las cadenas de celulosa (Pretsch er al., 1998).

{Biomarazh Aretratr

N mbers @Em-T

Figura 20.- Espectro de Infrarrojo de la biomasa original.

Una vez caracterizada la biomasa con la determinacion de los grupos funcionales
presentes en ella, se procedio a estudiar, mediante esta misma técnica, su unioén con el
metal con objeto de identificar cuales de los grupos funcionales pudieran estar
implicados en dicha unién. Para ello, se empled biomasa con metal adsorbido obtenida a
partir de ensayos de bioadsorcién en los que se adoptaron las siguientes condiciones
experimentales: 150 mg/g de concentracion metalica inicial (Cd, Cu, Ni, Pb y Zn), 0,5
g/L de biomasa original, es decir, sin ningun tipo de pretratamiento y un pH inicial de 4
para el Cd y el Cu y de 5 para Ni, Pb y Zn. Los ensayos se llevaron a cabo con la
metodologia habitual y manteniendo la biomasa suspendida en la correspondiente
disolucion durante 2 horas, con agitacion magnética. De esta manera, se dispuso de
muestras de biomasa cargadas con cada uno de los metales estudiados, las cuales se

separaron de la disolucion mediante filtracion; posteriormente, fueron secadas en estufa

a 60 °C durante 24 horas.

En el caso de que el metal se fije a la biomasa intercambiandose por protones, liberados

a la disolucion por parte de los grupos funcionales y, dado que el enlace que se
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establece entre el metal y el grupo funcional puede ser mas débil que el establecido
entre el grupo funcional y el hidrogeno, la energia necesaria para excitar al primero
seria menor que la necesaria para excitar al segundo. Por esta razon, el pico del espectro
de infrarrojos correspondiente al grupo funcional unido al metal se presentaria
desplazado a la derecha con respecto al del grupo funcional original, es decir, hacia
zonas con menor longitud de onda. De este modo, con el fin de determinar que grupo
funcional es el responsable de la union con un determinado metal, bastaria con
comparar el espectro de la biomasa sin el metal adsorbido con el de la biomasa con el
metal adsorbido, verificando qué pico o picos han sufrido el citado desplazamiento
(Fourest & Volesky, 1996; Mameri et al., 1999; Pretsch et al., 2001; Deng & Bai, 2004;
Raize et al., 2004; Sheng et al., 2004).

En la Figura 21 se muestran los espectros de infrarrojos de la biomasa cargada de Cd,
Cu, Ni, Pb y Zn junto con el de la biomasa original. Se observa como tras la unién del
metal, existe un cierto desplazamiento hacia la derecha en los picos que corresponden a
la banda de tension de los grupos carboxilos (-C=0 y -C=0OH), lo que confirmaria la
participacion preferente de estos grupos funcionales en la union con el metal. De hecho,
son distintos los autores que han apuntado con frecuencia la implicacion de estos grupos
en en la captacion metalica por diversas biomasas ( Foerst & Volesky, 1996; Kapoor,

1997, Dodhi et al., 2006; Pradhan et al., 2007).

En el caso de la banda correspondiente a los grupos —OH, también se observa una cierta
modificacién que pudiera estar relacionada con la implicacion de este grupo funcional
en fendmenos de microprecipitacion del metal sobre la biomasa (Pradhan et al., 2007).
Por otra parte, las ligeras diferencias detectadas en la zona del espectro relativa a los
enlaces C-H no hacen pensar que sean debidas al fenomeno de bioadsorcion ya que se
trata de una union mayoritaria en las moléculas organicas, lo que podria justificarse
debido a multiples posibles estados vibratorios en el grupo de los alcanos, por lo que
estos cambios en el espectro no aportarian en si informacion a este estudio. En el caso
de los picos correspondientes a los grupos éster (-C-O-C-), no se observan
desplazamientos significativos por lo que podria pensarse que no intervienen

directamente en el proceso de adsorcion metélica.
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con metal adsorbido (Cd, Cu, Ni,Pb y Zn).
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3.4.2.- Valoracion acido-base de la biomasa

Es sabido que la determinacion del comportamiento dcido-base de una biomasa puede
aportar informacion muy valiosa en relacion con el mecanismo de captacion de los
cationes metalicos por parte de ésta, ya que permite valorar la posibilidad de
intercambio entre los protones liberados por ella y los cationes metélicos presentes en
disolucion. Todo ello esta relacionado con la disociacion 4cida progresiva de los grupos
funcionales y, por tanto, de sus constantes de ionizacidon. En funcidn de éstas ultimas se

pueden distinguir tres tipos de comportamiento acido (Naja & Mustin, 2005):

» Grupos acidos fuertes: atribuidos a la presencia de una importante disociacion a

pH <4, tales como los grupos fosfonico y sulfonato.

» Grupos acidos débiles: entre los que puede destacarse el grupo carboxilo y

algunos grupos proteinicos, disociables entre pH 4 y 7, aproximadamente.

» Grupos acidos muy débiles: tales como los grupos fenolicos y amino, disociables

soloapH > 7.

A tenor de los resultados precedentes obtenidos por espectrocopia de infrarrojo, con los
que se constatd una participacion importante de los grupos carboxilo en el cardcter
bioadsorbente de la biomasa, seria razonable, asociar a ésta propiedades de acido débil,
por lo que podria ser valorada mediante una base. La disociacion tipica de un acido

débil en disolucion se puede expresar de acuerdo con la reaccion [6] ya planteada

anteriormente:
K.
HB S H + B [6]

La constante de equilibrio de esta reaccion se relaciona con el pH por la ecuacion de
Henderson-Hasselbach, a partir de la cual se puede calcular el pK, a través de los

valores de pH, tal y como se muestra en el desarrollo siguiente:
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k, :%;T]:logka zlog%+log[H*] [19]

- log[H+ ] =—logk, +log [[fﬂ;]] [20]

pH = pk_ +log [B_] Ecuacién de Henderson-Hasselbach [21]
© 7 |HB]

De este modo, cuando la concentracion de la biomasa desprotonada (B") es igual a la de
la protonada (HB), lo que se entiende por punto de semiequivalencia, su cociente seria
igual a la unidad, por lo que es posible afirmar que el pK, coincide con el pH en dicho
punto. No obstante, habria que calcular, en primer lugar, el punto de equivalencia que se
situa en el punto de inflexion de la curva, a partir del cual ya se puede conocer el punto
de semiequivalencia, que corresponde a la posicion en la curva en la cual el volumen de
valorante es la mitad que el del punto de equivalencia. El pH correspondiente a este

punto de semiequivalencia coincidiria en valor numérico con el del pKa.

En la Figura 22 se recoge la curva de valoracion de la biomasa en fresco, es decir sin
haber realizado sobre ella ningun tipo de pretratamiento. Puede observarse como fue la
evolucion del pH al ir afiadiendo alicuotas de NaOH 0,1 M sobre 0,1 g de biomasa
suspendida en agua destilada a pH 3. En dicha figura también aparece el valor que iba
teniendo la pendiente de la curva de valoracion obtenida. Dado que el punto de
inflexion de ésta y, por consiguiente, el punto de equivalencia de la biomasa se
corresponde con el valor de maxima pendiente (conseguido, en este caso, para un
volumen de valorante gastado de 2 mL), la Figura 22 deja claro que dicho punto de
equivalencia se situaba en un valor de pH de 8,45. El punto de semiequivalencia se
lograria, por tanto, con la mitad de volumen de valorante, que en este caso seria de 1
mL. El pH en este punto de semiequivalencia, present6 un valor aproximadamente igual

a 3,75, ese seria también el valor de pKa.
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Figura 22.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa

Diversos estudios bibliograficos (Romero-Gonzalez et al., 2001; Reddad et al., 2002;
Veglio et al., 2002) han reportado que el pK, de los grupos carboxilicos se situa en
torno a 3,7, dicho valor es totalmente coincidente con el pK, determinado
experimentalmente en este trabajo, por lo que parece ldgico pensar que la biomasa
utilizada contaria mayoritariamente con dicho grupo funcional. Este dato esta en la linea
de lo publicado frecuentemente en relacion con la composicion de biomasas de origen
vegetal (Fourest & Volesky, 1996; Davis et al., 2000; Figueira et al., 2000), en donde se
indica que la presencia de grupos carboxilos es frecuente, principalmente, como parte de
las sustancias pécticas, tal y como se recoge en estudios realizados con extractos
vegetales como la pulpa de remolacha azucarera (Reddad et al., 2002; Gerente et al.,

2004) o los alginatos (Romero-Gonzalez et al., 2001; Veglio et al., 2002).

3.5.- Sistemas bimetalicos

La mayoria de los trabajos publicados en el campo de bioadsorcion recogen estudios
con sistemas de una sola especie metalica (Chong & Volesky, 1996; Yu & Kaewsarn,
1999); sin embargo, las aguas residuales industriales, generalmente, contienen varias
especies metalicas en disolucion (Chong & Volesky, 1996; Yu & Kaewsarn, 1999;
Gardea-Torresdey et al., 2004; Pagnanelli et al., 2004; Mehta & Gaur, 2005) por lo que
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es importante también conocer el comportamiento de la bioadsorcion en sistemas
multimetalicos, con el fin de aumentar el grado de acercamiento a las condiciones reales
facilitando, de este modo, futuras aplicaciones industriales. No obstante, el estudio de la
evaluacion, interpretacion y representacion de un sistema en el cual interviene mas de
una especie metalica es mas complejo que en el caso de los sistemas monometalicos
(Sung Lee & Volesky, 1999; Hammaini et al., 2003; Gardea-Torresdey et al., 2004;
Volesky, 2003; Mehta & Gaur, 2005) debido, principalmente, a los fenomenos de
competencia que se dan entre los metales que se encuentran en disolucion por los
mismos centros activos de adsorcion de la biomasa. Estos fendmenos de competencia, a
su vez, dependen de factores tales como la quimica del metal, el pH de la disolucidn, la
naturaleza de los sitios de union, la diversidad de las especies quimicas, la
concentracion de los iones metélicos o la selectividad de la biomasa por una especie u

otra (Gardea-Torresdey et al., 2004).

En el trabajo presente se ha llevado a cabo una aproximacion al estudio de este tipo de
situaciones mas complejas abordando la experimentacion con sistemas bimetalicos. Los
casos analizados han sido: Cu-Pb, resultante de combinar entre si los dos metales que
mejores niveles de adsorcion presentaron en sistemas monometalicos, y Cu-Cd y Pb-Cd,
al combinar cada uno de los metales anteriores con el Cd, que fue el que peor fijacion
tuvo sobre la biomasa aunque si manifestara buena afinidad por ella. En cualquier caso,
la presencia de estos metales es frecuente en efluentes industriales, ademas de tratarse
de metales con elevada toxicidad, especialmente Cd y Pb (Sénchez et al., 1999;

Hammaini et al., 2003).

El estudio se abord6 en dos etapas. La primera tuvo como objetivo evaluar la cinética de
bioadsorcion y cuando se alcanza el equilibrio. La segunda etapa, con el fin de poder
cuantificar el proceso, se centrd en el trazado de las correspondientes isotermas de
adsorcion y en la obtencidon de las respectivas constantes mediante la aplicacion del

modelo matematico de Langmuir.
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3.5.1.- Cinética de adsorcion

El estudio de la cinética de adsorcion se abordd empleando una concentracion de
biomasa de 0,5 g/L, la cual se puso en contacto con la disolucién bimetélica a un pH de
4 para el sistema Cu-Cd y de 4.5 para los sistemas Cu-Pb y Pb-Cd, por ser este tltimo
un valor intermedio entre los fijados para ambos metales en sistemas monometalicos.
Para cada sistema bimetalico se realizaron dos ensayos: uno con 10 mg/L y el otro con
150 mg/L de cada especie intentando cubrir tanto el rango de bajas como el de altas
concentraciones. El proceso se llevd a cabo mediante agitacion magnética tomandose
muestras a diderentes tiempos (0, 5, 10, 30 60, 120 y 1440 minutos). El sobrenadante en
cada muestra se separ6 de la biomasa mediante centrifugacion y en ¢él fue analizado el

pH y la concentracion metélica de la forma habitual.

En las Figuras 23 y 24 se muestra la cinética de adsorcion, para los tres sistemas
bimetalicos estudiados, expresada como el porcentaje de cada metal recuperado a lo
largo del proceso respecto al tiempo. Se observa, en general, como la bioadsorcion en
sistemas bimetalicos fue sensiblemente mas lenta que en sistemas monometalicos
necesitdndose, en algunos casos, tiempos mas largos para alcanzarse el equilibrio. Estos
resultados son acordes a los obtenidos por Ozdemir (Ozdemir et al., 2005) con
Chryseomonas luteola en la captacion simultanea de Co y Cd, cuyos estudios de
bioadsorcidon precisaron prolongar el proceso hasta los 120 minutos para que pudiera
completarse, siendo este tiempo bastante mayor que el necesario para alcanzar el
equilibrio en la adsorcion de ambos metales por separado. Estas diferencias pueden ser
debidas a que en el caso de disoluciones monometalicas no existen fenomenos de
competencia. En cualquier caso, ésto se hizo mds patente para concentraciones mas
bajas; cuando la concentracion metélica inicial era mayor (Figura 24) la cinética de
adsorcion parece acelerarse, posiblemente debido al mayor gradiente de concentracion

establecido en el sistema.
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Figura 23.- Cinética de adsorcion en los sistemas bimetalicos Cu-Cd, Cu-Pb y Pb-Cd.

Concentracion inicial de 10 mg/L para ambos metales.
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Figura 24.- Cinética de adsorcion en los sistemas bimetalicos Cu-Cd, Cu-Pb y Pb-Cd.

Concentracion inicial de 150 mgIL para ambos metales.

3.5.2.- Isotermas de adsorcién

Tal y como se comentd anteriormente, el andlisis de los sistemas bimetalicos esta
basado en el estudio del comportamiento competitivo entre las especies metalicas
presentes en la disolucion (Loaec et al., 1997; Sung Lee & Volesky, 1999; Mehta &
Gaur, 2005). Con este objeto, en este apartado, se evaltia de forma tanto cualitativa
como cuantitativa, el proceso de bioadsorcion de los sistemas bimetalicos indicados

anteriormente.
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La experimentacion se llevd a cabo poniendo en contacto la biomasa con disoluciones
en las que las concentraciones de cada metal fueron todas las combinaciones posibles
entre 0, 10, 25, 50, 100 y 150 mg/L, realizandose por tanto 30 ensayos distintos para
cada sistema bimetalico. El pH inicial también fue 4 para el sistema Cu-Cd y 4,5 para
los sistemas Cu-Pb y Pb-Cd, y se emple6 una concentracion de biomasa de 0,5 g/L. Los
ensayos se llevaron a cabo mediante agitacion magnética durante 120 minutos, al cabo
de los cuales, se aislo el sobrenadante mediante centrifugacion y, posteriormente, en las

muestras se analiz6 el pH y la concentracion metélica.

El anélisis de los resultados en estudios de este tipo puede abordarse de tres formas
diferentes (Chong & Volesky, 1995; Sung Lee & Volesky, 1999; Hammaini et al.,
2002; Hammaini et al., 2003; Volesky, 2003):

» Ajustando los resultados experimentales a isotermas bidimensionales, como en
el caso de los sistemas monometalicos, donde cada isoterma representaria las diferentes
capacidades de adsorcion del primer metal, en funcion de la concentracion de equilibrio
del mismo, para una concentracion fija del segundo metal. De esta forma, se obtendria
una isoterma por cada concentracion del segundo metal. La ventaja de este método
radica principalmente en su sencillez de representacion permitiendo evaluar de forma
cualitativa la influencia de un metal sobre el otro; no obstante, su principal

inconveniente es el de no permitir un analisis cuantitativo de dicha competencia.

» Ajustando los datos experimentales a superficies tridimensionales, en base a un
sistema de tres ejes, en el cual los ejes X e Y representan las concentraciones de
equilibrio de los dos metales y el eje Z la capacidad de adsorcion de uno de los dos
metales o de la suma de ambos. La representacion tridimensional se realizaria
interpolando entre los resultados experimentales. Este método, aun siendo una forma
mas correcta de representacion que la del caso anterior (Chong & Volesky, 1995),
presenta el inconveniente de mostrar, en ocasiones, superficies irregulares, las cuales
podrian no representar con veracidad el comportamiento del sistema bimetalico (Chong
& Volesky, 1995; Sung Lee & Volesky, 1999); asimismo, al igual que en el caso de la
representaciones bidimensionales, la informacion mostrada es exclusivamente

cualitativa.
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» Ajustando los datos experimentales a un modelo matematico. Este método, a
diferencia de los anteriores, si permite obtener informacidn cuantitativa del proceso de
bioadsorcion en sistemas bimetalicos. De entre todos los modelos matematicos para
sistemas bimetélicos descritos en la bibliografia, el modelo de Langmuir de tipo binario
ha sido el mas utilizado debido a que, ain siendo el mas sencillo de todos, permite
obtener buenos resultados con la misma fiabilidad que los otros, ademas de ser el tinico
que permite determinar la constante de equilibrio en la interaccion biomasa-metal, dada
por el valor de b o, en su defecto, por el de su inversa (K). Por este motivo, de las tres
posibilidades de andlisis planteadas, ésta fue la utilizada en este trabajo (Chong &

Volesky, 1996; Sung Lee & Volesky, 1999).

Mas concretamente, el modelo binario usado es una simplificacion del modelo de
Langmuir para sistemas multimetalicos descrito previamente con las ecuaciones [10],
[11] y [12]; supone el establecimiento, en este caso, de un equilibrio entre los dos
metales presentes en la disolucion (M; y M) con las especies resultantes de la adsorcion
de los mismos (BM; y BM,) por parte de la biomasa (B) (Sanchez et al., 1999;
Hammaini et al., 2003; Volesky, 2003):

Bl[M
B+M;, S BM, KlzﬁzM blzL [22]
k,  [BM,] K,
Bl[M
B+ M, S BM, Kzzkizw bzzi [23]
k, [BM,] K,

El modelo binario de Langmuir, planteandolo en funcion del parametro K, o inversa de

la concentracion de equilibrio, se concreta en las siguientes expresiones:

qmax Ce(Ml)

4. M )= ——— [24]
1+ K—Ce(Ml) +K—Ce(M2)

1 2
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qmax Ce(Mz)

a.(M;)= - [25)
1+K7CC(M1)+K7CC(M2)

1 2

El parametro K representa, por tanto, de forma inversamente proporcional, la afinidad
de la biomasa por uno de los dos metales presentes en la disolucioén. Es decir, un valor
alto de K para el metal M, (K,) frente a M; (K;) significaria que el bioadsorbente tiene
mayor afinidad por el Gltimo que por el primero debido a que los altos valores de K
estan asociados con un valor también alto de la cantidad de metal desorbida en relacion

con la adsorbida.

En la Tabla 16 se recopilan los valores de las constantes de Langmuir correspondientes
a los tres sistemas estudiados, obtenidos mediante la aplicacion informatica Matlab 5.1.
La capacidad maxima de adsorcion de la biomasa, qm., permanecid practicamente
constante en los tres sistemas con un valor en torno a 0,5 milimoles de catidén adsorbido
por gramo de biomasa. Este hecho estaria indicando que el ntimero total de lugares
activos presentes en la biomasa, disponibles para el metal, es fijo e independiente de las

disoluciones con las que se esté trabajando (Romera, 2008).

Analizando el valor de los parametros de afinidad K, y K,, se verifica que en el sistema
bimetalico Cu-Cd existi6 una mayor afinidad de la biomasa por el Cu que la mostrada
por el Cd, en una proporcion aproximadamente cinco veces mayor por parte del primero
con respecto al segundo. En el sistema Pb-Cu, se aprecia como la biomasa manifestd
una afinidad aproximadamente tres veces mayor por el Pb que por el Cu. Por ultimo, en
el sistema Cd-Pb, la biomasa presentd una afinidad aproximadamente cinco veces
mayor por el Pb que por el Cd. Analizando globalmente los resultados de K de los tres
sistemas, se constata que el Pb fue el metal por el que la biomasa presentd mayor

afinidad, seguido del Cu y, por ultimo, el Cd.

Estudios realizados por otros autores (Sheng et al., 2007) con estos mismos tres metales,
también en sistemas binarios, y el alga marina Sargassum sp. han aportado resultados
muy parecidos estableciendo una secuencia de afinidades semejante. En cualquier caso,

los resultados aqui obtenidos revelan un claro paralelismo con los registrados en los
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sistemas monometalicos correspondientes, sobre todo en lo que se refiere al Pb, que fue
el metal con el valor de K mas bajo de los cinco estudiados (Tabla 14). Sin embargo,
aunque en sistemas monometalicos la biomasa present6 por el Cu y el Cd una afinidad
parecida, en los bimetéalicos parece establecerse una cierta preferencia por el Cu frente
al Cd. Este mismo hecho se ha podido poner de manifiesto al estudiar la bioadsorcion
con otras biomasas (Romera, 2008). Mas concretamente, con Fucus spiralis se
encontraron afinidades para Cu y Cd muy parecidas en sistemas monometalicos y, sin
embargo, al pasar a bimetalicos la afinidad por el cobre fue sensiblemente mayor que
por el cadmio. En este caso, por un lado, la diferente electronegatividad de ambos iones
(mayor para el cobre) y, por otro, el diferente tamafio id0nico (mayor para el cadmio),

bien pudieran ser las causas que justificaran estos hechos.

Tabla 16.- Valores de las constantes de Langmuir para los tres sistemas bimetalicos estudiados.

Sistema | K; (mmol/L) | K; (mmol/L) | qmax (mmol/g)
Cu-Cd Cu: 0.066 Cd: 0.340 0.474
Pb-Cu Pb: 0.001 Cu: 0.004 0.452
Cd-Pb Cd: 0.340 Pb: 0.066 0.474

A continuacion, se discuten de forma individualizada los resultados obtenidos con cada

uno de los tres sistemas bimetalicos.

Sistema Cd-Cu

La Figura 25 muestra la competencia entre los metales Cd y Cu por los centros activos
de la biomasa. Estas isotermas revelan un gran descenso en la capacidad de adsorcion
de Cd en presencia de cantidades crecientes de Cu (Figura 25b), mientras que, por el
contrario, los niveles de adsorcion de Cu (Figura 25a) siguieron siendo altos incluso
para altos valores de concentracion de Cd. Esta mayor preferencia de la biomasa por el
Cu, se corresponde con los resultados del andlisis cuantitativo anteriormente planteado,
los cuales revelaron una mayor afinidad de la biomasa por el Cu que por el Cd, tal y
como mostraron los respectivos valores de K. En el caso de la capacidad de adsorcion
para los dos metales de forma simultanea (Figura 25c), ésta llegd a un valor constante
de forma independiente de la concentracion de uno u otro metal, como era de esperar

segun los valores de max obtenidos.
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En la Figura 26 se representan una serie de cortes transversales de cada una de las
superficies representadas en la Figura 25. Dichos cortes de isoconcentraciéon se han
realizado, en todos los casos, a dos valores diferentes. Asi por ejemplo, en la Figura 26a
se muestra como fue la adsorcién del Cu cuando el Cd estaba también presente en la
disolucion a dos concentraciones distintas; la Figura 26b revela cémo variaba la
adsorcion de Cd al crecer la concentracion de Cu; y en ambas figuras se visualizan
sendos cortes a la superficie de adsorcion Cd+Cu a dos concentraciones de Cd y otras
dos de Cu, respectivamente. Las graficas bidimensionales resultantes permiten evaluar
con mayor rigurosidad la influencia de un metal sobre la capacidad de adsorcion del
otro; con ellas, se constata como la presencia de cantidades crecientes de Cu ejercen una
influencia bastante negativa sobre la capacidad de adsorcion del Cd (Figura 26b),
mientras que la adsorcién del Cu, por el contrario, no se ve tan influenciada por la
presencia de Cd (Figura 26a). En el caso de la capacidad de adsorcion simultdnea de
ambos metales, se observa claramente como ésta permanece constante de forma

independiente de la concentracion de cada metal.

Sistema Cu-Pb

En la isoterma correspondiente a este sistema (Figura 27), se pone de manifiesto una
influencia bastante similar del Pb en la adsorcion del Cu, que del Cu en la adsorcion del
Pb. No obstante, si se analiza con detalle, se comprueba como parece mas marcado el
descenso de la adsorcion de Pb a concentraciones crecientes de Cu (Figura 27b) que el
de la adsorcion de Cu al aumentar la concentracion de Pb (Figura 27a). A tenor de los
valores de afinidad registrados para ambos metales (Kpp, = 0.01 y K¢, = 0.004), seria el
Pb el que habria de tener un mas marcado efecto en la adsorcion de Cu que al contrario
aunque, en realidad, dichos valores de K, al ser tan bajos, estan reflejando una buena, y
no muy diferente, afinidad por ambos. La Figura 27c revela como la biomasa se saturd
rapidamente con la adsorcion de ambos metales de forma simultdnea, al igual que
ocurri6 en el sistema anteriormente estudiado. Estos mismos resultados se confirman

con los cortes de isoconcentracion de la Figura 28.
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Sistema Pb-Cd

En la Figura 29 se observa como el Pb ejercio una influencia bastante negativa sobre la
capacidad de adsorcion del Cd, el cual llegd a situarse en valores cercanos a cero a
concentraciones moderadamente elevadas de Pb. Por el contrario, el efecto ejercido por
el Cd sobre la capacidad de adsorcion del Pb fue practicamente despreciable. Este
comportamiento se corrobora con los resultados del andlisis cuantitativo anterior, los
cuales revelaron una mucho més marcada afinidad de la biomasa por el Pb en relacion
al Cd al presentar éste un valor de K mucho mas elevado que el del Pb. La grafica que
muestra la capacidad de adsorcion simultanea de los dos metales indica, al igual que en
los casos anteriores, un valor constante de ésta de forma independiente a la

concentracion de ambos metales.

Los cortes de isoconcentracion (Figura 30) confirman nuevamente lo observado en las
isotermas tridimensionales. Asi, la capacidad de adsorcion del Cd se ve bastante
influida por la presencia del Pb, incluso a concentraciones bajas de éste, mientras que a
concentraciones elevadas de Cd, la capacidad de adsorciéon del Pb desciende solo

ligeramente.

Analizando todos estos resultados de forma global es posible plantear los siguientes

comentarios adicionales:

En todos los casos, se observa como concentraciones crecientes de un metal implican,
en mayor o menor medida, una menor capacidad de adsorcion del otro metal presente en
disolucion debido a que ambos metales compiten por los mismos centros activos del

bioadsorbente (Chong & Volesky, 1995; Loaec et al., 1997).

Se corrobora el orden de afinidades de la biomasa detectado para los tres metales: Pb >
Cu > Cd. Una mayor afinidad de un metal con respecto a otro puede estar provocada por
una energia de activacion menor o por una mayor fuerza de anclaje al centro activo, o
porque el mecanismo de anclaje sea diferente. Algunos autores como Chong y Volesky
(Chong & Volesky, 1996) consideran que la afinidad puede estar relacionada con
caracteres o propiedades especificas de cada metal. En este sentido, el comportamiento

parece depender del radio i6nico (a menor radio, mayor facilidad de acoplamiento en el
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centro activo y, por tanto, mayor afinidad) o de la densidad de carga en el cation (a
mayor densidad de carga, mayor atraccion electrostatica, por lo que habra mayor

afinidad).

La cantidad total de metal adsorbido, obtenida sumando las capacidades de adsorcion de
los dos metales presentes en la disolucion, tiende, en los tres casos estudiados, a un
valor maximo y constante, en este caso entorno a 0,5 mmol/g, lo que confirmaria la
hipdtesis de Langmuir que considera que el nimero de centros activos disponibles en la
biomasa es fijo y permanece constante a lo largo de su superficie, pudiendo cada metal

unirse a cualquiera de ellos (Chong & Volesky, 1995; Loaec et al., 1997).

3.6.- Desorcion

Una vez caracterizado el comportamiento de una determinada biomasa como
bioadsorbente es importante estudiar el modo de recuperar el metal adsorbido, asi como
la posibilidad de reutilizar dicha biomasa para nuevos procesos de bioadsorcion. Este
estudio permite realizar una aproximacion a los requerimientos necesarios para posibles
aplicaciones industriales, en las cuales puede requerirse o bien la recuperacion del metal
adsorbido, en el caso de tratarse de metales valiosos, o la reutilizacion de la biomasa en
siguientes ciclos de adsorcion y desorcion, en el caso de que la biomasa sea cara, de
complicada obtencion o de dificil sustitucion, como en el caso de reactores de flujo
continuo. En definitiva, la recuperacion del metal adsorbido y la capacidad de
reutilizacion de la biomasa permiten minimizar costes en los procesos industriales
disminuyendo, también, el impacto ambiental causado por los residuos generados en
estos procesos (Lister & Line, 2001; Mehta & Gaur, 2005; Vijayaraghavan et al., 2005).
Una alternativa para la recuperacién del metal puro es la incineracion de la biomasa

cargada de metal.
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La bibliografia recoge un gran nimero de trabajos con agentes desorbentes siendo
principalmente los &acidos, minerales u orgéanicos, los que mayor capacidad para
desorber el metal suelen presentar (Huang et al., 1998; Davis et al., 2000). No obstante,
el agente desorbente deberia reunir cuatro requisitos basicos con el fin de ser viable en
el disefio de un sistema de depuracion de aguas residuales. Estos requisitos son: 1) que
posea una elevada eficacia en la elucion del metal desde la biomasa; 2) que los dafos
que provoque a la misma sean nulos o minimos con el fin de poder reutilizarla en
sucesivos ciclos; 3) que sea poco contaminante; y, por ultimo, 4) que sea barato (Davis
et al., 2000; Gardea-Torresdey et al., 2004; Chojnacka et al., 2005; Mehta & Gaur,
2005).

Los mecanismos para lograr la desorcion del metal suelen ser basicamente tres (Huang

et al., 1998; Gardea-Torresdey et al., 2004):

» Precipitacion del metal adsorbido mediante la formaciéon de compuestos
insolubles, productos de la reaccion con el agente desorbente. Un ejemplo de reactivo

que puede actuar de esta forma es el H;S.

» Complejacion del metal adsorbido mediante la reacciéon con compuestos que
poseen pares de electrones disponibles para compartir con el cation metélico. Agentes
desorbentes que siguen este mecanismo de actuacién son, por ejemplo, NaHCO;,

N3.2CO3 y EDTA.

» Intercambio catidonico. Este mecanismo suele presentar buenos rendimientos; su
mecanismo de actuacién consiste en intercambiar un cation, procedente del agente
desorbente, por el metal adsorbido. Los agentes desorbentes mas utilizados que

presentan este mecanismo son HCI, H,SO4y NaOH.

Para el presente estudio, se seleccionaron dos tipos de agentes eluyentes: uno acido
(HCD) y otro salino complejante (NaHCO3;), ambos ampliamente estudiados en la

bibliografia y de coste relativamente bajo.

Tal como se indico en el apartado de Materiales y métodos, la experimentacion se llevo

a cabo, en ambos casos, acometiendo en primer lugar la etapa de carga o de
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bioadsorcion con cada uno de los cinco metales en las condiciones alli indicadas. La
cantidad de metal retenido por la biomasa se calculd en base a la diferencia de
concentracion en la disolucion desde su valor inicial (100 mg/L) al valor final tras dicha

etapa de carga.

Una vez obtenida la biomasa cargada con cada uno de los metales estudiados, ésta se
sometid a la accion de los agentes eluyentes (HCL a pH 3 o NaHCO; a una
concentracion 0,1 N), fijdndose la concentracion de biomasa en 0,5 g/L. La suspension
resultante se mantuvo en agitacion durante 120 min, tomando muestras a diferentes
tiempos (0, 5, 30, 60 y 120 minutos) para llevar a cabo el seguimiento de la cinética de
desorcion mediante el andlisis de la concentracion metalica y del pH. Finalmente, la
biomasa se recuperd por centrifugacion y se seco en estufa a 60 °C durante 12 horas.
Esta biomasa fue reutilizada en un nuevo ciclo de adsorcidn-desorcion, idéntico al

primero.

3.6.1.- El acido clorhidrico como desorbente

En primer lugar, se estudid la cinética de desorcion con el fin de obtener informacion
sobre la variacion de la concentracion metalica y del pH, respecto al tiempo,
permitiendo, asimismo, conocer el tiempo necesario para completarse el proceso, es
decir, alcanzar el equilibrio lo que, a su vez, haria posible el calculo del porcentaje de

metal recuperado.

En la Figura 31 se muestra la cinética de elucion con HCI cuantificada en funcion de la
cantidad de metal liberado. Se observa como el proceso de desorcion, al igual que
ocurria con el de bioadsorcion, se produjo de forma rapida, liberandose mas del 80 %
del metal retenido sobre la biomasa en los cinco primeros minutos. Durante el proceso
de desorcion, se observd también un aumento de pH paralelo a la liberacion metalica
(Figura 32); este hecho indicaria que durante el proceso se estaba produciendo un
intercambio entre los cationes metéalicos adsorbidos y los protones procedentes del
agente desorbente tal y como la bibliografia recoge en relaciéon al mecanismo de
desorcion propuesto para el HCl (Huang et al., 1998; Gardea-Torresdey et al., 2004;
Mehta & Gaur, 2005).
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Figura 31.- Cinética del proceso de desorcion con HCI para los cinco metales.
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Figura 32.- Variacion del pH en funcion del tiempo en la desorcion con HCI.

Se valord, a continuacion, la posibilidad de reutilizacion de la biomasa en nuevos ciclos

de adsorcion-desorcion.

En la Figura 33 se muestra la cantidad de metal que permanecio retenido en la biomasa
al final de cada etapa de adsorcion o desorcidon. Estos datos fueron calculados en
funcién de los cambios de concentracion de metal en el medio, ya sea de la disolucion
metalica inicial en la etapa de carga, o de la disolucion 4&cida en la etapa de elucion. En
esta figura se aprecia como el HCIl tuvo una marcada efectividad como agente
desorbente (Desorcion I), obteniéndose valores de recuperacion metalica del 100 % para
el Zn, del 94,7 % para el Ni, del 85,7 % para el Cd, del 66,7 % para el Cu y del 63,2 %

para el Pb. Estos resultados estan en la linea con los obtenidos por otros autores
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(Mattuschka et al., 1993; Puranik & Paknikar, 1997; Davis et al., 2000; Lin & Lin, 2005
y Saeed et al., 2005), los cuales verificaron también la elevada eficacia del HCI como
agente desorbente. No obstante, a la hora de reutilizar la biomasa en un nuevo ensayo de
bioadsorcion (Adsorcion II), se observo una clara disminucion en la eficacia de ésta
puesto que en ningln caso se consigui6 retener las cantidades que de cada metal se

recuperaron en la etapa de adsorcidon del primer ciclo (Adsorcion I).

El descenso de la capacidad de captacion del bioadsorbente tras la desorcion puede
deberse a varios factores entre los que destacan dafios en su estructura y en sus centros
activos, provocados por la accion del agente desorbente, o bloqueo de dichos lugares de
anclaje debido a que el eluyente no ha sido lo suficientemente efectivo, por lo que en la
nueva etapa de adsorcion se dispone de un menor niimero de ellos (Puranik & Paknikar,
1997; Davis et al., 2000; Rangsayatorn et al., 2004; Sekhar et al., 2004; Lin & Lin,
2005; Vijayaraghavan et al., 2005).
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Figura 33.- Metal retenido en la biomasa tras las distintas etapas de adsorcion y desorcion.

3.6.2.- El bicarbonato sédico como desorbente

El estudio de la cinética de desorciéon con NaHCO; (Figura 34) puso de manifiesto que
aunque se tratd6 de un proceso relativamente rapido, consiguiéndose valores de
recuperacion superiores al 80 % dentro de los 30 primeros minutos, no lo fue tanto
como con el empleo de HCl. Asimismo, al igual que en el caso precedente, se registro

un aumento de pH en el medio de forma paralela a la desorcion del metal (Figura 35) el
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cual, en este caso, no parece que sea debido a un intercambio catidnico, ya que se trata
de una sal de &cido débil, por lo que su disociacion en medio acuoso tiene caracter

basico debido a los siguientes equilibrios:

NaHCO; S Na' + HCOs [26]

HCO; + HbLO S H,CO; + OH [27]

lo que implicitamente supone un cierto consumo de protones. Esto justificaria el ligero
aumento del pH puesto de manifiesto en la Figura 35. Por otro lado, los aniones
bicarbonato presentes en el medio, al tener pares de electrones disponibles, tienen la
posibilidad de retirar los cationes metdlicos adsorbidos sobre la biomasa,

complejandolos (Puranik & Paknikar, 1997; Gardea-Torresdey et al., 2004).

0,12
g
°
E A A
g L3 A
o
e
o
[
2
® -
@ —
=
‘ ‘ = ‘ : 9
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)
—e— Cadmio Cobre —&— Niquel —— Plomo —+— Zinc

Figura 34.- Cinética del proceso de desorcion con NaHCOj para los cinco metales.
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En la Figura 36 se recoge la cantidad de metal que quedé adsorbida al final de cada
etapa de adsorcion o desorcion. La eficacia del NaHCO; como agente desorbente fue
relativamente baja ya que, a excepcion del Cu y Ni cuyas recuperaciones fueron de un
76,7 % y un 65,7 %, respectivamente, el resto de metales se desorbieron en cantidades
bastante inferiores, obteniéndose unos valores de 16,7 % para el Zn, de 11,4 % para el

Pb y de 1,4 % para el Cd.
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Figura 36.- Metal retenido en la biomasa tras las distintas etapas de adsorcion y desorcion.

No obstante, a pesar de que en este primer proceso de desorcion (Desorcion 1), el metal
fue recuperado con una no muy alta eficacia, la reutilizacion de la biomasa resultante

(Adsorcion 1II), en un segundo ciclo de bioadsorcion, reveld6 que mejoraba
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significativamente la capacidad adsorbente de la biomasa y como la recuperacion
metélica fue superior incluso a la de la etapa de carga del primer ciclo (Adsorcion I)
quedando, por tanto, la biomasa con mayor carga metalica. La explicacion a este hecho
debe ser que el NaHCO; ha producido determinadas modificaciones quimicas en la
biomasa que finalmente provocaron dicho aumento en la capacidad de adsorcion de la
misma. Un hecho semejante también ha sido constatado por Yan & Viraraghavan
(2000) quienes comprobaron como la accion de NaHCO3 sobre Mucor rouxii se tradujo
en unos niveles de adsorcion mas altos. Dichos autores consideraron que el citado
aumento podia ser atribuido a la limpieza de impurezas en la superficie de la biomasa, a

la ruptura de la pared celular o a la generacion de nuevos centros activos de adsorcion.

Estos resultados aconsejaron que se llevara a cabo un andlisis detallado de la posible
modificacion ejercida sobre la biomasa con este reactivo. En cualquier caso, se penso en

la posibilidad de que este mismo efecto también pudiera ejercerlo algiin otro compuesto.

No obstante, retomando el andlisis de la Figura 36, se comprueba que tras someter a la
biomasa a una segunda etapa de desorcion (Desorcion II), en idénticas condiciones que
las utilizadas en la primera, se observa como los rendimientos de desorcion fueron
incluso menores que los registrados en el primer ciclo. Los porcentajes de metal
desorbido, con respecto al total existente en la biomasa, tras el segundo ciclo de
bioadsorcion fueron: de 53,8 % para el Cu, 17,5 % para el Ni, 9,3 % para el Zn, 3,0 %
para el Pb y finalmente un 0,3 % para el Cd.

En la Figura 37 se resume como descendieron los rendimientos del proceso de
desorcion del primer al segundo ciclo. Ambos resultados estan referidos, evidentemente,
a la cantidad de metal retenido en la biomasa antes de cada etapa de desorcion, de tal
modo que el porcentaje de metal desorbido en el segundo ciclo haria referencia a la
cantidad de metal incorporado a la biomasa en la segunda etapa de carga (Adsorcion II)
sumada a la que permanecio retenida tras el primer ciclo adsorcién-desorcion, aunque,
logicamente, las cantidades de metal sobre la biomasa al abordar las respectivas etapas
de desorcion fueron diferentes. Se puede apreciar como el rendimiento de desorcion fue
claramente superior en el primer ciclo que en el segundo debido, posiblemente, a la

mayor carga metalica presente en la biomasa tras el segundo ciclo de bioadsorcion.
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Figura 37.- Porcentaje del metal desorbido con NaHCOj3, en cada ciclo.

Por ultimo, en términos generales, comparando ambos agentes desorbentes, se ha
comprobado como la eficacia en la desorcion metalica fue claramente superior con el
empleo de HCI que con el de NaHCO;3, lo que se deduce de la Figura 38, en donde se
representan las diferentes cantidades que de cada metal se desorbieron con ambos
reactivos tras el primer ciclo. La justificacion puede encontrarse en el diferente
mecanismo de actuacion de cada uno de los agentes eluyentes: intercambio i6nico en el
caso del HCl y complejacion en el de NaHCO; (Gardea-Torresdey et al., 2004). No
obstante, el HCI, al ser un 4cido fuerte, pudo provocar una serie de dafios en la biomasa
que hicieron que ésta viera muy mermada su capacidad adsorbente, algo que no ocurri6
con el NaHCOs, reactivo que, por el contrario, provocd una mejora significativa en los
niveles de adsorcion de la biomasa. Estas diferencias se hacen palpables con la Figura
39, comprobandose como los niveles de captacion metalica de la biomasa tratada con
NaHCOj fueron significativamente mas altos. En una posible aplicacion industrial, en la
que se persiguiese la reutilizaciéon de la biomasa en sucesivos ciclos, seria logico
decantarse por la utilizacion del NaHCO; como agente eluyente antes que por el HCI,
aunque loégicamente habria que intentar mejorar su efectividad. Mientras que si lo que se
persigue es conseguir la mayor recuperacion posible del metal adsorbido sin tener que

reutilizar la biomasa, el agente mas adecuado, de entre estos dos, seria el HCI.

Asimismo, la figura 38 permite establecer ciertas diferencias entre los niveles de
desorcion de los distintos metales con los dos reactivos utilizados. En el caso del HCI,

aun observandose que la cantidad desorbida de cada metal no fue la misma, no se
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registraron diferencias tan significativas como en el caso de la desorcion con NaHCO:s.
Estos hechos también podrian justificarse de acuerdo con el diferente mecanismo de
desorcion de uno y otro. Mientras que el intercambio i6nico que se produce empleando
HCI parece ser mds o menos independiente del cation metalico intercambiado, los
complejos formados con cada uno de los cationes y el anion bicarbonato no parece que
tengan estabilidades parecidas. En general, los complejos de cobre y niquel son bastante
estables y ésta puede ser la causa por la que este metal se haya desorbido en mayor
proporcion. Asi pues, es posible que cuanta mayor estabilidad tenga el complejo

formado mayor sean los niveles de desorcion alcanzados.
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3.7.- Pretratamiento de la biomasa

Una vez conocido el comportamiento como material bioadsorbente de la biomasa en su
estado original, se pretendid averiguar si era posible aumentar su capacidad de
adsorcion tratdndola con diferentes agentes quimicos. Si se tuviera esta posibilidad se
podria ampliar el espectro de las posibles aplicaciones industriales (Yin et al., 1999) ya
que ello permitiria optimizar el proceso de adsorcidon y por consiguiente un mayor
aprovechamiento de la biomasa al poder alcanzar una mayor recuperacion metalica con

un menor volumen de aquella.

La bibliografia ofrece una gran diversidad de trabajos en los cuales se informa que, a
veces, es posible conseguir un aumento significativo de la capacidad de adsorcion de
diferentes biomasas, al ser sometidas a diversos tratamientos con ciertos agentes
quimicos (Brierley & Brierley, 1993; Hu et al., 1996; Huang & Huang, 1996; Kapoor &
Viraraghavan, 1998; Ddour et al., 1999; Kapoor et al., 1999; Celaya et al., 2000; Lister
& Line, 2001). Ademas, en un gran porcentaje de estos trabajos, se somete a la biomasa
a lavados con agua destilada de forma previa o posterior al pretratamiento con el agente
quimico. La finalidad de este lavado es, por un lado, la de eliminar de la biomasa el
exceso del reactivo pretratante que pudiera haber quedado retenido, el cual podria
interferir en el posterior proceso de bioadsorcion al bloquear los centros activos; esto es
frecuente en el caso de ciertos cationes que quedan anclados a dichos centros activos
estableciéndose una competencia entre ellos y los cationes metalicos (Matheickal & Yu,
1999; Kaewsarn, 2002; Diniz & Volesky, 2005; Pagnanelli et al., 2005). Por otro lado,
también se pretende, a veces, eliminar de la biomasa el exceso de iones OH™ cuando en
el pretratamiento se han utilizado agentes alcalinos minimizando, de este modo, el
riesgo de precipitacion metéalica por efecto del aumento del pH en los procesos de
bioadsorcion. Por ultimo, en ocasiones, lo que se pretende es eliminar restos de otros
compuestos que simplemente bloquean fisicamente los centros activos de la biomasa
(Kapoor & Viraraghavan, 1998; Ruiz-Manriquez et al., 1998; Celaya et al., 2000; Yan
& Viraraghavan, 2000; Yetis et al., 2000).

El primer objetivo de la investigacion realizada fue elegir, de entre una serie de agentes
quimicos que la literatura presenta como efectivos, ¢l o los mas adecuados para la

biomasa con la que se estaba trabajando estudiando, también, las mejores condiciones
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para su aplicacion; es decir, aquellos con los que el rendimiento del proceso de
bioadsorcion fuera el mas favorable. Posteriormente, mediante la aplicacion de
diferentes técnicas analiticas, se procedi6 a la valoracion de los diferentes cambios que
pudieran haberse producido en la biomasa por accion del pretratamiento, con el fin de

profundizar en el estudio del mecanismo del proceso.

3.7.1.- Eleccidn de los agentes pretratantes

Se llevod a cabo una revision bibliografica exhaustiva que ayudara en la seleccion de los
agentes pretratantes que mostraran una mayor efectividad en la mejora de la capacidad
de adsorcion de la biomasa. Los seleccionados fueron los siguientes: CaCl,, NaHCOs3,
etanol, NaOH, Na,COs, formaldehido y un aceite hidrogenado, es decir dispersable en

agua, conocido comercialmente como Tween 80.

Con el fin de valorar la efectividad de cada uno de ellos y conocer, en una primera
aproximacion, su posible efecto, se acondiciond la biomasa utilizandolos en las
condiciones mas habitualmente reportadas por la bibliografia: CaCl,, NaHCOs3, NaOH y
Na,COj5 en concentraciones de 0,2 M; el etanol fue usado al 95 %, el formaldehido al 6
% y el Tween 80 a una concentracion de 5 g/L, segun el protocolo de tratamiento

descrito en el apartado 2.3.6. de la presente Memoria.

Por otro lado, también se pretendi6 analizar el posible efecto que pudiera tener el exceso
de reactivo pretratante, una vez acondicionada la biomasa; para ello, ésta se sometid, o
no, a una serie de lavados sucesivos siguiendo la secuencia que también se indica en
dicho apartado. Posteriormente, se realizaron diversos ensayos de bioadsorcion en las
siguientes condiciones de trabajo: 0,5 g/l de biomasa, 150 mg/L de concentracion
metélica y un valor de pH de 4, para Cuy Cd, y de 5, para Ni, Pb y Zn, con agitacion
magnética durante 120 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se recuperé mediante
centrifugacion y en ¢l se analizo6 el pH y la concentracién metalica con el fin de conocer

los correspondientes valores de equilibrio.

La Tabla 17 y la Figura 40 muestran las variaciones encontradas en la capacidad de
adsorcion de la biomasa pretratada con respecto a la original. En el caso de la biomasa

sin lavado posterior, los resultados revelan que fueron tres los reactivos que claramente
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produjeron una mejora significativa en el comportamiento biadsorbente de la biomasa:
Na,COs;, NaHCO3 y NaOH. En el caso del primero, el porcentaje de aumento en la
capacidad de adsorcion de todos los metales, salvo el Ni, fue superior al 100 %,
llegando incluso al 195 % para el Pb. Con NaOH también se consiguieron aumentos
significativos, pero fue con el Pb con el unico con el que se consiguid superar el 100 %
de aumento. El bicarbonato sodico fue, de los tres, el menos efectivo; salvo para el Zn,
el resto de los metales fueron captados por la biomasa en mayor porcentaje, y también el
Pb fue con el que se consiguié la mayor mejora. El resto de los reactivos utilizados o

fueron contraproducentes o provocaron ligeras mejoras solo para algunos metales.

Tabla 17.- Porcentaje de variacion de la capacidad de adsorcion de la biomasa, con respecto a la

original, tras el pretratamiento con los diferentes reactivos, seguido o no de lavado.

Sin lavado posterior

Pb Cd Ni Cu Zn
CaCl, 5 -25 -18 -19 22
NaHCOs3 73 50 22 12,49 0
Etanol 35 -25 -10 -13 -19
NaOH 145 50 54 69 33
Na,CO; 195 100 54 119 133
Formaldehido 10 0 -18 -25 -19
Tween 80 11 25 6 -25 22

Con lavado posterior

Pb Cd Ni Cu Zn

CaCl, 20 0 -18 -19 22
NaHCO; 31 25 -25 -38 0

Etanol 16 0 -18 -25 -19
NaOH 60 25 36 0 0
Na,CO; 55 25 -9 6 33

Formaldehido 12 0 -35 -31 -19

Tween 80 17 25 -26 -31 -19
Lavado H,O 16 0 -9 -25 0
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En los resultados obtenidos con las biomasas sometidas a lavado posterior al
pretratamiento, se aprecio, al igual que en el caso anterior, como los mayores
incrementos en la capacidad de adsorcion fueron obtenidos con Na,COs;, NaOH y
NaHCOj3, aunque estos incrementos fueron mas moderados que en el caso de la biomasa
sin lavar. Con el resto de agentes pretratantes, o bien no se mejor6 o, por el contrario, se
produjo un descenso moderado en la capacidad de adsorcidon. Sin embargo, en algunos
casos hubo ligeras mejoras en el redimiento de recuperacion con relacion a las
conseguidas con biomasa sin lavado posterior al pretratamiento, aunque en otros la

biomasa vié mermada su capacidad de adsorcion.

Notese que tanto en la Tabla 17 como en las representaciones de la Figura 40 se han
incorporado los datos relativos a la biomasa que, sin haber realizado con ella ningin
tipo de pretratamiento, fue también sometida al mismo protocolo de lavado. Puede
comprobarse como, en este caso, el Pb fue el tnico con el que se consiguié un nivel de

adsorcion mas elevado que el obtenido con la biomasa original.

En base a estos resultados, se seleccionaron Na,CO3;, NaHCO; y NaOH como reactivos
de pretratamiento para seguir profundizando en su estudio al ser con los que se
obtuvieron los aumentos mas significativos en la capacidad de adsorcion de la biomasa.
Estos resultados estan en la linea con los obtenidos en anteriores estudios realizados por
Yan & Viraraghavan (2000), quienes lograron incrementos significativos en la
capacidad para recuperar metales, por parte del hongo Mucor rouxii al ser pretratado

con estos mismos tres reactivos.

3.7.2.- Optimizacion del pretratamiento

Una vez efectuada la seleccion de los agentes pretratantes, el siguiente paso fue
determinar la influencia de algunas variables que pudieran contribuir a que dicha mejora
fuera mas notoria. Se comenz6 estudiando el efecto de la concentracion del reactivo

utilizado.
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(5), formaldehido (6), tween 80 (7), lavado H>O (8) y biomasa sin pretratar (9).
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Para ello, la biomasa se acondiciond segin la metodologia indicada anteriormente,
utilizandose cuatro concentraciones diferentes de cada reactivo: 0,075 M; 0,2 M; 0,5 M
para todos ellos, ademas de 1 M para el NaOH y concentraciones de saturacion para los
otros dos (0,82 M en el caso de NaHCO; y 0,67 M para el Na,CO3). En esta ocasion,
también, para cada biomasa pretratada con cada uno de estos agentes y con cada
concentracion de los mismos, se separd una fraccion para someterla a lavado posterior
segin el mismo protocolo seguido anteriormente por lo que, también, se trabajé con
lavado y sin lavado posterior al pretratamiento. El resto de las condiciones

experimentales fueron idénticas a las empleadas en el apartado anterior.

En las Figuras 41, 42 y 43 se representan los resultados obtenidos en cuanto a la
capacidad de adsorcion (q) de las biomasas resultantes del pretratamiento, seguidas o no
de lavado, con NaHCO;, Na,CO; y NaOH respectivamente, y en las diferentes
concentraciones estudiadas. Asimismo, en estas figuras aparece, a modo de referencia,
la capacidad de adsorcion de la biomasa sin pretratar (Sin Pret.) y la de la biomasa que
sin haber sido pretratada fue sometida al mismo protocolo de lavado (0 N). Del analisis

de estas figuras se desprende lo siguiente.

En los resultados correspondientes a la biomasa sin lavado posterior al pretratamiento se
aprecia, en general, un aumento paulatino en la capacidad de adsorcion a medida que
aumentaba la concentracion del reactivo pretratante, obteniéndose los valores mas altos
de recuperacion metalica con las concentraciones mas altas estudiadas. La tnica
excepcion se did en el caso de la recuperacion del Pb por parte de la biomasa pretratada
con NaOH (Figura 43), con la cual el valor maximo de adsorcién se consiguiod

utilizando una concentraciéon de 0,5 M.

Si ahora se analizan los resultados obtenidos con la biomasa sometida a lavado posterior
al pretratamiento, se comprueba que, en lineas generales, anuque el valor de q se vid
afectado de diferente forma segiin el metal y el tipo y concentraciéon del agente
pretratante, los niveles de adsorcion fueron significativamente mas reducidos que los
obtenidos cuando no se hizo el lavado con posterioridad al pretratamiento de la
biomasa. Del mismo modo, aunque en algunos casos los aumentos de la capacidad de

adsorcion registrados fueron méas o menos proporcionales al aumento de la
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concentracion del agente pretratante, en general, el lavado condujo a que los niveles de
adsorcion obtenidos fueran muy parecidos, independientemente de la concentracion del

reactivo de pretratamiento utilizado.

Si se fija la atencion en los resultados conseguidos con la biomasa pretratada con
NaHCOs y lavada (Figura 41), se observa como en el caso de Cd, Cu, Ni y Pb, salvo
algunas ligeras fluctuaciones, sobre todo con Cu y Ni, hubo solo ligeros incrementos en
la capacidad de adsorciébn con el aumento de la concentracion del pretratante,
obteniéndose, generalmente, el valor mas elevado con las concentraciones mas altas. En
el caso del Zn, la capacidad de adsorcion permanecid invariable, con respecto a la

biomasa sin pretratar, de forma independiente a la concentracion de pretratamiento.

En el caso de la biomasa pretratada con Na,COs y lavada (Figura 42), se comprueba
como para los metales Cd, Cu, Pb y Zn existi6é un incremento mas o menos regular en el
valor de q a medida que aumentaba la concentracién del reactivo, aunque con Pb se
aprecio un ligero descenso en el nivel de captacion por parte de la biomasa para el valor
mas alto de concentracion del pretratante. La capacidad de adsorcion en el caso del Ni

no experiment6 variacion significativa con las diferentes concentraciones de Na,COs.

Por ultimo, para la biomasa pretratada con NaOH y también lavada posteriormente
(Figura 43), se obtuvieron resultados en la linea de los hallados con NaHCOs: para el
Cd, Cu, Ni y Pb los aumentos de la capacidad de adsorcion fueron creciendo al
aumentar también la concentracion del reactivo de pretratamiento. Del mismo modo, en
el caso del Zn, su capacidad de adsorcion no se vid afectada por este tipo de

pretratamiento.

El valor de pH es una variable que puede ayudar mucho en la interpretacion de los datos
obtenidos con el pretratamiento de la biomasa. Por este motivo, también se hizo un
segumiento completo del valor de esta variable en cada uno de los experimentos
realizados. Los resultados obtenidos aparecen en las Figuras 44, 45 y 46, en donde se
muestran los valores de pH de equilibrio y, por tanto, medidos al final de cada ensayo
de bioadsorcion. En estas graficas, se representran también los valores de pH de

precipitacion de cada especie metalica; dichos valores estarian indicando la posibilidad



Resultados y discusion - 121 -

de que los metales estudiados hayan podido hidrolizarse y, por tanto, permanecer o no
en disolucion segun las condiciones de equilibrio alcanzadas. Estos valores fueron
obtenidos con la ayuda de la concentracion metalica de equilibrio conseguida en cada
ensayo, medida experimentalmente, y de la constante de solubilidad de cada especie
metalica, empleando la ecuacion [18]. La finalidad de este estudio fue determinar si, en
los distintos ensayos de bioadsorcion, los diferentes valores de pH de equilibrio
hubieron superado el pH maximo de solubilidad metalica, lo que estaria indicando que

el metal pudo haber precipitado en forma de hidréxido.

Analizando, en primer lugar, las graficas correspondientes a la biomasa pretratada sin
lavado posterior (Figuras 44 a 46), se observa como con todos los metales el pH de
equilibrio aument6 de forma paralela a la concentracion del agente pretratante, llegando
a igualar al de solubilidad con Cu, Zn y Ni y superandolo ampliamente en el caso del
Pb, especialmente con las concentraciones mas altas del reactivo pretratante.
Unicamente con el Cd y para todas las concentraciones del reactivo pretratante, se
obtuvieron valores de pH de equilibrio situados dentro del rango de solubilidad, es

decir, sensiblemente inferiores a los de precipitacion del metal.

Por otro lado, los valores de pH de equilibrio que se registraron en el caso del Cd, Cu,
Ni y Zn fueron muy semejantes con los tres agentes pretratantes utilizados. Estos
resultados parecen indicar que el motivo que provoco el aumento de pH en los ensayos
de bioadsorcion no se deberia al aumento en la densidad de grupos OH’, que
procedentes del agente pretatante permanecieron asociados a la biomasa tras el
pretratamiento; de haber sido asi, de acuerdo con la gran diferencia de alcalinidad que
presentan los tres agentes pretratantes, lo esperable habria sido también una diferencia
en el pH de equilibrio, acorde a dicha alcalinidad, esto es, mayor en el caso del reactivo
mas alcalino. La justificacion, por tanto, podria encontrarse en las propiedades acido-
base de la biomasa estudiadas en el apartado 3.4. Alli se constatd que la biomasa se
comportaba como un acido débil situandose su pK, en torno a 3,75, por lo que, de este
modo, a valores de pH superiores a dicho valor, la biomasa liberaria protones al medio
(Romero-Gonzélez et al., 2001; Lodeiro et al., 2005). Esto hace pensar que, con los
valores de pH alcanzados en los procesos de pretratamiento con estos agentes (8,4; 11y

13 para NaHCO3, Na,COs3 y NaOH, respectivamente), a pesar de ser diferentes entre si,
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habrian sido en los tres casos suficientemente basicos para desprotonar totalmente los
centros activos de la biomasa. Estos centros activos desprotonados podrian haber sido
los responsables de la subida del pH en los procesos de bioadsorcion al incorporar, de

forma paralela a los cationes metalicos, la misma cantidad de protones del medio.

En el caso del Pb, el valor de pH de equilibrio en ensayos de bioadsorcion con biomasas
pretratadas con Na,CO3; y NaOH fueron similares entre si y superiores al obtenido con
biomasas pretratadas con NaHCOs;. Estos resultados inducen a pensar en una posible
precipitacion del metal, mas favorable en el caso de los dos primeros, al superar mas
claramente el pH de solubilidad. En este caso, los protones, al tener una competencia
menor con el Pb, debido a la posible precipitacion del mismo, habrian sido captados en
mayor proporcion por la biomasa aumentando asi el pH de equilibrio de forma mas

significativa.

En las graficas de pH correspondientes a la biomasa pretratada con lavado posterior, se
observa como los valores de pH de equilibrio fueron, en todos los casos, menores que
los obtenidos con las biomasas sin lavado posterior al pretratamiento debido,
posiblemente, a una protonacion parcial de la biomasa durante las etapas de lavado,
permaneciendo también por debajo del pH de precipitacion metélica y reflejando, al
igual que en el caso anterior, los mismos valores de pH con independencia del agente
pretratante utilizado. En el caso del Pb recuperado por la biomasa cuando ésta se
acondicion6 con Na,CO; (Figura 45) y NaOH (Figura 46), se observa como los valores

del pH de equilibrio se aproximaron mucho a los correspondientes de precipitacion.

Valorando globalmente los resultados obtenidos, seria posible plantear las siguientes

ideas:

» Los ensayos de bioadsorcion, utilizando biomasas pretratadas con NaHCO:s,
Na,CO; y NaOH, permiten obtener un aumento significativo en la capacidad de
bioadsorcion metalica con respecto a la biomasa sin pretratar. Este aumento es mas

acentuado con biomasas sin lavado posterior al pretratamiento, que con aquellas a las
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que se les aplico dicho lavado. En la Tabla 18 se recopila el porcentaje de incremento
maximo logrado para cada metal y con cada tipo de pretratamiento indicandose,
asimismo, la concentraciéon de reactivo pretratante con la que se consiguié dicho

incremento.

» Son de destacar, en el caso de la biomasa sin lavado posterior al pretratamiento,
los notorios incrementos en la capacidad de adsorcion logrados con Na,COs saturado
para el Cu (469 %), Cd (450 %) y Zn (433 %). En el caso del Pb y el Ni también se
lograron incrementos considerables en la capacidad de adsorcidon con los tres agentes
pretratantes estudiados, aunque estos incrementos fueron de menor magnitud que en los
anteriores. Conviene recordar que, de acuerdo con el estudio previo relativo a la
influencia del pH (apartado 3.2.1.), en los ensayos de bioadsorcioén llevados a cabo,
tanto con el Cd como con el Cu, el pH inicial se fijo en un valor de 4, en lugar de 5
como con el resto de los metales. En ese mismo apartado también se dejo constancia del
efecto negativo que los valores bajos de pH del medio ejercen sobre la bioadsorcion de
los cationes metdlicos debido a fendémenos de competencia entre éstos y los protones
por los mismos centros activos de la biomasa. En base a estas cuestiones, parece logico
pensar que cualquier mecanismo influido por el pretratramiento, encaminado a
favorecer la union del metal a los centros activos, favoreciera, de forma mas marcada, a
aquellos cationes cuyos procesos de bioadsorciéon hayan sido llevados a cabo con un

menor pH inicial, como fue el caso del Cd y del Cu.

Por otro lado, diversos autores (Ddour et al., 1999; Mameri et al., 1999 y Satiroglu et
al., 2002) defienden que una de las actuaciones posibles del pretratamiento con
compuestos alcalinos como los aqui utilizados, la cual podria dar una explicacion logica
a estos resultados, seria la de fijar cationes sodio en los centros activos de la biomasa
susceptibles al intercambio catidonico, los cuales favorecerian la unioén de los iones
metalicos. Esta misma razon explicaria también el hecho de que estos tres metales (Cd,
Cu y Zn) se hayan adsorbido mejor sobre biomasas pretratadas con Na,COs, al haber un

mayor aporte de sodio que con los otros reactivos pretratantes.

En el caso del Zn, a pesar de que su pH inicial fue fijado en un valor de 5, al igual que

con Ni y Pb, la razén por la que mostré un incremento en los niveles de adsorcion tan
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alto, similar al de los dos primeros (Cd y Cu), pudo deberse a que, al poseer un menor
valor de electronegatividad, estaria en desventaja con relacion al resto de cationes
metalicos, frente a la competencia ejercida por la misma concentraciéon de protones,
viéndose sensiblemente favorecido, al igual que en los dos casos anteriores, por el

efecto del pretratamiento.

Por otro lado, la mejora sustancial en la capacidad de adsorcidon que, en general, fue
conseguida con el pretratamiento podria ser debida, también, a otras modificaciones
quimicas en moléculas de la superficie de la biomasa, que darian como resultado un
aumento en la porosidad permitiendo, de este modo, el acceso del metal a zonas internas

o bien la generacion de nuevos centros activos (Mameri et al., 1999; Sung Lee &

Volesky, 1999).

» Con la biomasa sometida a lavado tras el pretratamiento, se obtuvieron
incrementos en la capacidad de adsorcidon considerablemente menores que en el caso de
la biomasa sin lavado lo cual, posiblemente, sea debido a una cierta reversion de la
accion del pretratamiento. Por un lado, debida a la nueva protonacion de algunos grupos
funcionales que tras el pretratamiento conservaron su forma de 4cido conjugado. O bien,
por la liberacion de iones sodio que, anclados en grupos funcionales con carga negativa,
hayan sido sustituidos por protones en el lavado. De cualquier manera, con este tipo de
biomasa, se obtuvieron, en algunos casos, incrementos significativos en la capacidad de
adsorcion superandose el 60 % para el Zn y el Pb, aunque no parece que se haya puesto
de manifiesto un efecto claro ni en cuanto al agente pretratante ni en cuanto al metal
adsorbido. La justificacion a este hecho, muy previsiblemete, haya que encontrarla en la
idea anteriormente planteada, es decir, en que con el lavado se haya perdido el efecto

positivo conseguido con el pretratamiento previo.

» El analisis de los valores de pH de equilibrio, principalmente con el empleo de
biomasas pretratadas sin lavado posterior, puso de manifiesto que hubo una gran
proximidad con los de precipitacién metélica, incluso, en algunos casos, éstos superaron
ampliamente el valor méximo de solubilidad. Este hecho hizo necesario un estudio
complementario que, apoyado en el empleo de determinadas técnicas analiticas, ayudara

a comprobar la existencia, o no, de precipitados metalicos sobre la biomasa.
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Figura 41.- Capacidad de adsorcion de la biomasa pretratada con diferentes concentraciones de

NaHCO,, seguida o no de lavado.
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Pretratamiento sin lavado: Cd

Pretratamiento con lavado: Cd
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Figura 42.- Capacidad de adsorcion de la biomasa pretratada con diferentes concentraciones de

Na,COs, seguida o no de lavado.
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Pretratamiento sin lavado: Cd

Pretratamiento con lavado: Cd
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Figura 43.- Capacidad de adsorcion de la biomasa pretratada con diferentes concentraciones de NaOH,

seguida o no de lavado.
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Figura 44.- pH de equilibrio en los ensayos de bioadsorcion, en funcion de la concentracion de

pretratamiento con NaHCO;. Comparativa con el pH de solubilidad metélica.



Resultados y discusion

-129 -

Pretratamiento sin lavado: Cd

10

@0----0----0----¢----9
6 —

0,075 M

pH

Sin Pret. 02M 05M 0,67M

Concentracién de Na,CO;

= = @- - pH maximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento con lavado: Cd

10
] ®---0---0---0---0---0
I
o
6 P
4

Sin Pret. oM 0,075M 02M 05M 067M

Concentracion de Na,CO3

- - - - pH maximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento sin lavado: Cu

0,075 M

Sin Pret. 0,2M 05M 0,67M

Concentraciéon de Na,CO;

= = - - pH méaximo de solubilidad = pH de equilibrio

Pretratamiento con lavado: Cu

6---0---0

o---0

Sin Pret. oM 0,075M 02M 05M 067M

Concentracién de Na,CO;

- = @~ - pH méaximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento sin lavado: Ni

Sin Pret. 0,075 M 02M 05M 0,67 M

Concentracién de Na,CO;

- - - - pH méaximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento con lavado: Ni

10
81 @---@---@---"@---0---0
T
o
6 4
4
SinPret. 0M 0,075M 0,2M 05M 0,67M

Concentracién de Na,CO;

- - - - pH maximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento sin lavado: Pb

-0 ---0

Sin Pret. 0,075 M 02M 05M 0,67 M

Concentracion de Na,CO3

= = - - pH méaximo de solubilidad = pH de equilibrio

Pretratamiento con lavado: Pb

10
8
I
=%
6 1 . - - . - - - -
4
Sin Pret. oM 0,075M 02M 05M 0,67 M

Concentracién de Na,CO;

- - - - pH maximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento sin lavado: Zn

Sin Pret.  0,075M 02M 05M 0,67M

Concentraciéon de Na,CO5

= = @- - pH maximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Pretratamiento con lavado: Zn

Sin Pret. oM 0,075M 02M 05M 067M

Concentracion de Na,CO;

- = @~ - pH méaximo de solubilidad ——#——pH de equilibrio

Figura 45.- pH de equilibrio en los ensayos de bioadsorcion, en funcion de la concentracion de

pretratamiento con Na,CO;. Comparativa con el pH de solubilidad metélica.
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Figura 46.- pH de equilibrio en los ensayos de bioadsorcion, en funcion de la concentracion de

pretratamiento con NaOH. Comparativa con el pH de solubilidad metélica.



Resultados y discusion

- 131 -

Tabla 18.- Aumento, en %, de la capacidad de adsorcion de la biomasa, con respecto a la original, tras

el pretratamiento con NaHCO3;, Na,COj; 6 NaOH, seguido o no de lavado. Entre paréntesis se indica la

concentracion minima del agente necesaria para lograr dicha variacion.

Sin lavado posterior

Cu Zn Cd Pb Ni
219 % 133 % 175 % 234 % 156 %
NaHCO;
(Sat.) (Sat.) (Sat.) (Sat.) (Sat)
469 % 433 % 450 % 220 % 200 %
N32CO3
(Sat.) (Sat.) (Sat.) (0,5 M) (Sat.)
294 % 200 % 350 % 250 % 209 %
NaOH
aM | AM) | M) | (©05M) | (1M
Con lavado posterior
Cu Zn Cd Pb Ni
6 % 0% 25% 38 % 45 %
NaHCO;
(Sat.) [(0,075M)| (0,2 M) (Sat.) (Sat.)
19 % 67 % 25% 65 % 0%
NazCO3
(Sat.) (0,5M) | (0,075 M) (0,5M) (Sat.)
6 % 0% 50 % 65 % 55 %
NaOH
(1M) [(0,075M)| (0,5M) (0,075 M) (1 M)

3.7.3.- Deteccion de posibles precipitados metalicos originados por el pretratamiento

Tras verificar, en el apartado anterior, una notable mejora en la capacidad de adsorcion

metalica por parte de la biomasa al ser sometida a diversos métodos de pretratamiento,

todos ellos de naturaleza alcalina, se hizo necesaria la aplicacion de la técnica analitica

que permitiera comprobar si la eliminacion del metal de la disolucién por parte de la

biomasa hubiera podido transcurrir inducida por fendmenos de microprecipitacion

motivados, asu vez, por un aumento de la alcalinidad en la superficie de ésta. Para ello,

se recurri6 al andlisis por difraccion de rayos X, que al permitir detectar compuestos

cristalinos presentes en la muestra podria contribuir a localizar posibles productos de

precipitacion del metal.
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Se seleccionaron las siguientes muestras:

» Biomasa pretratada con NaOH 1 M, sin lavado posterior y Cd 150 mg/L.
» Biomasa pretratada con NaOH 1 M, con lavado posterior y Cd 150 mg/L.
» Biomasa pretratada con NaOH 1 M, sin lavado posterior y Pb 150 mg/L.
» Biomasa pretratada con NaOH 1 M, con lavado posterior y Pb 150 mg/L.

La razoén por la cual se eligieron muestras procedentes de ensayos de bioadsorcion con
biomasas pretratadas con NaOH fue porque con estas biomasas se registraron mayores
valores de pH y, por tanto, la precipitacion metalica podria haber estado mas favorecida.
A su vez, los metales seleccionados para estos ensayos fueron: por un lado el Pb, debido
a que con este metal se registraron, en los ensayos de bioadsorcion, los valores de pH de
equilibrio mas altos con respecto al pH maximo de solubilidad; por otro lado, se eligio
el Cd debido a que, al contrario que en el caso del Pb, con este metal se registraron los
valores de pH de equilibrio mas bajos y, por tanto, nunca llegaron ni siquiera a
aproximarse al valor de pH méximo de solubilidad. De esta forma, los resultados
obtenidos con estos dos metales podrian ser extrapolables al resto. Asimismo, se tuvo en
cuenta la posibilidad de analizar biomasas que hubieran sido, o no, lavadas tras el
pretratamiento. Por ultimo, la concentracion metalica utilizada para la preparacion de
las muestras fue de 150 mg/L, la mas alta de todas las ensayadas con el objeto de
favorecer la posible precipitacion metdlica en el caso de que ésta hubiera de producirse.
Las muestras de biomasa se tomaron al final de cada experimento de bioadsorcion,

mediante filtracion, para retener junto con la biomasa todos los precipitados existentes.

En las Figuras 47 y 48 se muestran los difractogramas correspondientes a las biomasas
que no fueron lavadas posteriormente al pretratamiento seguidas de adsorcion de Pb y
Cd, respectivamente. El difractograma de la primera, puso de manifiesto la existencia de
Si0, y de los siguientes carbonatos de plomo: 2PbCO;Pb(OH),, PbCO; vy
Pb;3(CO,)2(OH),; mientras que en la segunda, ademas del correspondiente carbonato

metalico (CdCOs), también se registro la presencia de cuarzo (SiO,).

En las Figuras 49 y 50 se muestran los difractogramas correspondientes a las biomasas
pretratadas con NaOH 1 M, seguidas de lavado posterior, con adsorcién de Pb y Cd,

respectivamente. El difractograma correspondiente a la primera de las dos indica que los
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elementos cristalinos que estaban presentes en la misma fueron cuarzo (Si0O;) y albita
(Na(AlSi30g)). En la biomasa con Cd también fue identificada en el difractograma la
presencia de cuarzo; ademas, en este caso, se detectd otro silicoaluminato que, como la
albita, pertenece a la familia de los feldespatos sodico-célcicos, también conocidos

como plaglioclasas, con la siguiente estequiometria: (Na,Ca)Al(Si,Al);Ogs. Estos

silicatos son muy comunes entre las rocas igneas.

2100
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(b) PbCO,
(¢)Pb,(CO,),(OH),
(d) sio,

100

Intensidad (u.a.)

20 (grados)

Figura 47.- Difractograma correspondiente a la biomasa pretratada con NaOH 1M, sin lavado posterior

v adsorcion de Pb.
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Figura 48.- Difractograma correspondiente a la biomasa pretratada con NaOH 1M, sin lavado posterior

y adsorcion de Cd.
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Figura 49.- Difractograma correspondiente a la biomasa pretratada con NaOH IM, con lavado

posterior y adsorcion de Pb.
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Figura 50.- Difractograma correspondiente a la biomasa pretratada con NaOH 1M, con lavado

posterior y adsorcion de Cd.

Del andlisis global de los registros de difraccion de rayos X anteriores, se pueden

realizar los siguientes comentarios.

En primer lugar, la presencia de los compuestos silicatados detectados en las muestras
analizadas (cuarzo y feldespatos) podria deberse, simplemente, al arrastre de particulas
de este tipo en la recogida de la biomasa. Como se ha indicado anteriormente, se trata de
formas minerales muy frecuentes por pertenecer a las rocas igneas que, a su vez,

suponen mas del 90 % en la composicion de la corteza terrestre, por lo que son muy
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comunes en habitats naturales como la balsa de riego en donde se recogioé la biomasa.
Estos compuestos serian meros contaminantes que, al ser muy insolubles y totalmente
inertes en las disoluciones metalicas con las que se ha trabajado, es l6gico pensar que su

presencia no haya interferido en los procesos de bioadsorcion.

Por otro lado, la presencia de compuestos carbonatados, derivados del metal utilizado en
cada caso, inicamente fue detectada en las muestras de biomasa sin lavado posterior al
pretratamiento; por el contrario, en las biomasas sometidas a lavado dichos compuestos
no aparecieron. Esto estaria indicando que, de alguna manera, la alcalinidad remanente
en la superficie de la biomasa, cuando ésta no fue sometida a lavado posterior al
pretratamiento, habria inducido a la formacion de microprecipitados del metal. Por el
contrario, esta circunstancia no se produjo al lavar la biomasa. Algunos autores
(Volesky, 2003) defienden esta hipdtesis indicando que el aumento del pH no tiene
porque implicar una precipitacion masiva en el seno de la disolucion metalica; seria, por
el contrario, la alcalinidad de la superficie de la biomasa la que actuaria como centro de
nucleacion de microprecipitados; de hecho, éste es uno de los mecanismos propuesto
con frecuencia para justificar los posibles métodos de anclaje del metal sobre la biomasa
en los procesos de bioadsorcion. Ademas, siempre la nucleacion de precipitados en el
seno de una disolucidn transcurre con una cinética mas favorable si ésta se produce
sobre la superficie de un solido. En este caso, la propia biomasa podria haber actuado
como centro preferente para dicha nucleacion, muy previsiblemente debido a un
descenso en la energia de activaciébn que siempre es necesario vencer para que el
precipitado comience a formarse. Por otro lado, el mayor gradiente de alcalinidad hacia
la biomasa habria contribuido también favorablemente en la formacion del precipitado.
Sin embargo, la biomasa que fue sometida al protocolo de lavados tras el pretratamiento
no conservo la citada alcalinidad superficial, lo que justifica que, en dichas
circunstancias, no se detectaran tales microprecipitados. Evidentemente, en este ultimo
caso, debieron de prevalecer otros mecanismos de bioadsorcion como, por ejemplo, el

intercambio i6nico, circunstancia que mas adelante se analizara.

En definitiva, los analisis de difraccion de rayos X permitieron justificar el
comportamiento tan diferente, puesto de manifiesto en el apartado anterior, que tuvo la

biomasa de ser lavada, o no, después de aplicado el pretratamiento.
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Asimismo, también los resultados del analisis por difraccion de rayos X fueron
diferentes al trabajar con Pb o con Cd y biomasa no lavada. Recuérdese que en el caso
del primero el valor de pH a lo largo del proceso de bioadsorcién superd al de
precipitacion del metal, sin embargo, en el caso del segundo este fendémeno no se
produjo. Esta circunstancia también se ha visto reflejada en la naturaleza de los
compuestos que de ambos metales se han detectado sobre la biomasa (Figuras 47 y 48).
Mientras que en el caso del plomo fueron carbonatos basicos o hidroxi-carbonatos del
metal, en el del cadmio el tnico compuesto que aparecio6 fue el carbonato simple. Estos
resultados se corresponden con los respectivos valores de pH de equilibrio alcanzados
en los correspondientes ensayos de bioadsorcidon y, como es logico deducir, con el

plomo se produjo la formacion de hidroxidos y con el cadmio €sta no ocurrio.

Resultados similares han sido publicados por Zhou y colaboradores (Zhou et al., 2005),
quienes, también mediante el empleo de la técnica de difraccion de rayos X, detectaron
sobre la biomasa la presencia de precipitados de plomo en forma de hidréxidos y
carbonatos. Dichos autores justificaron este hecho debido al aumento del pH del medio
en el proceso de bioadsorcion. En ese mismo trabajo, ademads, se sugiere que los
carbonatos metalicos pudieron haberse formado mediante reaccion entre los hidroxidos
metalicos - forma habitual de precipitacion metalica debido al aumento de la alcalinidad
del medio - y el CO, que procedente de la atmodsfera se haya solubilizado en la
disolucion. En cualquier caso, estos carbonatos metalicos presentan una insolubilidad
incluso mayor que la de los hidroxidos correspondientes. Este mismo fenémeno podria
justificar los resultados obtenidos en el presente trabajo con el plomo. En el caso del
cadmio, al no haberse producido su correspondiente hidroxido por microprecipitacion
sobre la biomasa, por no haberse superado el correspondiente valor de pH, el tnico

compuesto que en tales circunstancias pudo generarse fue el carbonato simple.

3.7.4.- Cuantificacion de la biomasa perdida en el pretratamiento

Cuando se lleva a cabo el pretratamiento de una biomasa es frecuente que se produzcan
pérdidas de ésta ocasionadas, frecuentemente, por la ruptura de determinadas moléculas
de la misma, generalmente polimeros de celulosa, debido a la accion del propio agente

pretratante (Park et al., 2005). Estos cambios ocasionados en la biomasa podrian tener,
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por un lado, un efecto positivo ya que al aumentar la porosidad de la superficie
facilitarian la permeabilidad de la disolucion hacia zonas internas de la misma, entrando
en contacto el metal con nuevos centros activos que, de otro modo, estarian inaccesibles
(Sung Lee & Volesky, 1999; Figueira et al., 2000). Asimismo, podrian tener un efecto
negativo al poder reducir la estabilidad operacional de la biomasa (Park et al., 2005) o,
incluso, dafar los centros activos existentes (Rangsayatorn et al., 2004). Por otro lado,
el porcentaje de aumento en la capacidad de adsorcion de la biomasa, logrado por el
efecto del pretratamiento, podria verse contrarrestado por el porcentaje de biomasa
perdida (Yan & Viraraghavan, 2000). En base a este planteamiento, se hizo necesario
tener en cuenta también estos posibles efectos negativos del pretratamiento a la hora de

valorar la efectividad del mismo.

En la Figura 51 se muestra el porcentaje en peso de biomasa recuperada, con relacion a
la cantidad de biomasa de partida, tras el pretratamiento con los tres agentes pretratantes
estudiados y en funcion de la concentracion de los mismos. En primer lugar, se puede
apreciar como el porcentaje de biomasa recuperada con lavado posterior al
pretratamiento fue inferior al de la biomasa sin lavado, posiblemente debido a la
eliminacion de determinadas sustancias hidrosolubles presentes en la biomasa original.
Por otro lado, los resultados parecen indicar que el porcentaje de recuperacion
disminuy6 a medida que incrementaba la concentracion del agente pretratante, asi como
la basicidad del mismo, de tal forma que con NaOH se obtuvo una pérdida de peso
maxima del 31 %, mientras que con Na,CO; y NaHCO; las pérdidas maximas fueron
del 19 % y del 15 %, respectivamente. Resultados similares han sido obtenidos por
otros autores (Yan & Viraraghavan, 2000) trabajando con Mucor rouxii; en esta
ocasion, la biomasa suftri6 pérdidas de peso de entre el 1 y el 29 %, al ser pretratada con

los mismos reactivos.

Asimismo, la Figura 51 recoge también el porcentaje de biomasa recuperado al haber
sido sometida Unicamente a los ciclos de lavado; puede comprobarse que, en este caso,
la cantidad de biomasa perdida se situd entorno al 14 %. Este porcentaje hace referencia
a la liberacion de las sustancias hidrosolubles presentes en la biomasa original. Este
dato podria tomarse como referencia en la valoracion de las pérdidas de biomasa que se
registraron con los diferentes pretratamientos lo cual, a su vez, seria un indicador de los

dafios producidos en la biomasa en estos procesos. De este modo, parece razonable
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comprobar como tanto con NaHCO; como con Na,COj; se hayan producido dafios
minimos en la biomasa, ligeramente superiores con el segundo, por tratarse de reactivos
menos agresivos que NaOH. Este ejercié un dafio méas severo, principalmente a las
concentraciones mas altas (donde se registraron los porcentajes de recuperacion de
biomasa mas bajos) debido, presumiblemente, a su mayor reactividad con respecto a la

de los otros dos reactivos.

En el caso de la biomasa sin lavado posterior al pretratamiento, las pérdidas fueron
significativamente menores. Las pérdidas del material hidrosoluble de la biomasa pudo
compensarse con la fijacion de los iones sodio en los centros activos de la misma y/o a
la retencion sobre ella de restos del agente pretratante. En algunos casos, principalmente
con concentraciones altas de NaCOs, el peso de la biomasa recuperada fue mayor que el
de la biomasa de partida, muy previsiblemente debido a que, para este reactivo, al haber
habido una mayor disponibilidad de iones sodio que con los otros dos, también haya

sido mayor la posibilidad de retencioén de dichos iones sodio.

3.7.5.- Isotermas de adsorcién

Una vez seleccionados los reactivos pretratantes que madas hicieron aumentar la
capacidad de adsorcion de la biomasa, asi como, las condiciones optimas de utilizacion
de los mismos se pretendid caracterizar, de forma cuantitativa, a las biomasas
resultantes del pretratamiento con dichos reactivos, mediante el trazado de las
respectivas isotermas de adsorcion y la aplicacion de los modelos matematicos de

Langmuir y Freundlich.

Para este estudio se eligieron las biomasas sometidas, previamente, a la accion de
NaHCOs, Na,CO; y NaOH, con lavado posterior. En este apartado se decidi6 no incluir
a las biomasas pretratadas sin lavado posterior, dado que, aunque fueron aquellas con
las que se lograron los mayores niveles de eliminacion de metal del medio soluble, no
se tuvo la seguridad de haber determinado cual fue la cantidad exacta de metal
realmente bioadsorbido por la biomasa, al poder haber existido fenémenos de
precipitacion metalica, tal y como revelaron los valores de pH de equilibrio y los

resultados del andlisis por difraccion de rayos X.
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Figura 51.- Rendimiento de recuperacion de biomasa tras el pretratamiento con NaHCOj3, Na,CO; y

NaOH, seguido o no de lavado.
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El trabajo realizado en este sentido se concretd en la realizacion de dos series de
experimentos. En primer lugar, se obtuvieron las isotermas y se calcularon los
correspondientes parametros de adsorcion segin los modelos de Langmuir y de
Freundlich, para las biomasas pretratadas en las condiciones con las que se alcanzaron
los niveles de adsorcion mas altos con cada metal (determinadas en el apartado 3.7.2):
Na,COj; saturado y 0,5 M para Cu y Zn, respectivamente, y NaOH 0,5 M y 1 M para el
Cd y Ni, respectivamente. En el caso del Pb, al haber obtenido el mismo incremento en
la adsorcion tanto con Na,COs 0,5 M como con NaOH 0,075 M, se escogid éste ultimo

caso por requerirse una menor concentracion de reactivo pretratante.

En un segundo lugar, dado que en ese mismo apartado pudo constatarse una cierta
tendencia general al aumento de la capacidad de adsorcion con el aumento de la
concentracion del agente pretratante, se ensayaron, también, las biomasas obtenidas con
las mayores concentraciones de los tres reactivos elegidos, con el fin de establecer las
diferencias que pudiera haber en el comportamiento bioadsorbente en relacion al de la
biomasa sin pretratamiento y, ademas, tener la posibilidad de comparar los resultados
obtenidos en este caso con relacion a los de la serie anterior. Las biomasas analizadas,
por lo tanto, fueron las pretratadas con NaOH 1 M, NaHCO; y Na,CO; ambos a

saturacion, con todos los metales.

En la Figura 52, se muestran las isotermas de adsorcion que se obtuvieron para cada
metal con las biomasas pretratadas en las condiciones mas favorables. En todos los
casos, se observa como el comportamiento de estas biomasas fue similar al de la
biomasa sin pretratar (Figura 14), existiendo una primera etapa, en la cual a medida que
aumentaba la concentracion de equilibrio de metal (C.) la capacidad de adsorcion (q)
también aument6 muy rapidamente. En una segunda etapa, al empezar a saturarse la
biomasa, el aumento de q se hizo menos sensible con el aumento de dicha
concentracion, hasta alcanzar un valor limite (qmax); sin embargo, y como era de esperar,
dichos valores limite de la capacidad de adsorcion alcanzados en este caso (Figura 52)

fueron mas elevados que los que se alcanzaron con la biomasa original (Figura 14).

Por otro lado, en las Figuras 53 y 54 se muestran los ajustes correspondientes de los
datos experimentales a los modelos matematicos de Langmuir y de Freundlich,

respectivamente. En la Tabla 19 se recogen los valores de los parametros respectivos a
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ambos modelos. En un primer andlisis de dichos valores, se aprecia que, en este caso
también, los coeficientes de regresion revelaron, con todos los metales, un mayor ajuste
al modelo de Langmuir que al de Freundlich, lo cual, tal y como se comentd en el
apartado 3.3, implicaria que los supuestos del primer modelo son los que han
prevalecido en el proceso; esto, principalmente, implica que la adsorcidn se restringe a
la parte mas superficial de la biomasa en donde hay un niimero limitado de centros de
union, por lo que fue posible que la biomasa llegara a saturarse alcanzando un valor
limite en los niveles de captacion metalica lo que, efectivamente, se constata en el

trazado de las isotermas de la figura 52.

Asi mismo, si se comparan los respectivos valores de qmax, obtenidos mediante el
modelo de Langmuir, de estas biomasas con los de la biomasa sin pretratar (Tabla 14) ,
se puede llegar a las mismas conclusiones que las que se plantearon en el apartado 3.7.2,
confirmandose, de este modo, un incremento en la capacidad de adsorcion de la
biomasa, al ser sometida al pretratamiento. Concretamente, los incrementos en la
capacidad de adsorcion registrados fueron: 52% para el Cd, 19% para el Cu, 51% para
el Ni, 64% para el Pb y 70% para el Zn. No obstante, conviene recordar que en los
experimentos realizados cuando se realizd el pretratamiento siempre se utilizaron
disoluciones metalicas con la misma concentracion (150 mg/L); en este caso, el trazado
de las isotermas de adsorcion con cada metal ha supuestoevaluar la influencia de dicha
concentracion metélica, lo que ha llevado al célculo de qmax que es el pardmetro mas
correcto para poder comprobar la mejora qye haya podido experimentar la biomasa en
sus niveles de adsorcion. En cualquier caso, como aqui se ha podido comprobar, los
resultados que reflejaban esa mejora cuando solamente se utiliz6 como dato
comparativo el de la concentracion metalica de 150 mg/L eran perfectamente vélidos,
precisamente por tratarse de un valor de concentracion relativamente alto y, por tanto,

préoximo al que conseguiria la saturacion de la biomasa.
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Tabla 19.- Constantes de Langmuir y de Freundlich para las biomasas pretratadas, seguidas de lavado,
en las condiciones mas favorables para cada metal.

Langmuir Freundlich
qmax K Ke
(mmol/g) (mmol/L) R’ (mmol/g) 1/n R’
Cd 0,440 0,024 1,000 0,736 0,234 0,924
Cu 0,603 0,016 1,000 0,801 0,143 0,792
Ni 0,586 0,106 0,993 0,740 0,187 0,960
Pb 0,638 0,003 0,999 0,871 0,115 0,857
Zn 0,666 0,150 0,998 0,768 0,248 0,986

Por otro lado, a pesar que las biomasas pretratadas presentaron una mayor capacidad de
adsorcion con respecto a la biomasa sin pretratar, conservaron el mismo
comportamiento en cuanto a su afinidad por los diferentes metales. Segun defienden
algunos autores (Horsfall & Ayebaemi, 2004; Wang & Chen, 2006 y Wepener et al.,
20006), la capacidad de union de un catiéon a la biomasa, se ve favorecida, en gran
medida, por la electronegatividad del i6n metéalico, de tal modo que a mayor
electronegatividad, mas fuerte serd el anclaje del mismo en el centro activo. En este
caso, los mas electronegativos son Cu (1,91) y Pb (2,33), y ambos presentaron una
capacidad de adsorcion maxima (qmax) alta y, logicamente, mayor que la de la biomasa
original (Tabla 14). Con el Ni y el Zn, a pesar de tener valores de electronegatividad
relativamente bajos (1,7 y 1,65, respectivamente), se registré un mayor incremento en la
capacidad de adsorcion que el resto de metales, llegando a mostrar valores de qmax
similares a los del Cu y Pb. La justificacidon a este incremento, podria estar basada en el
pequetio tamafio de estos dos metales, dado que, tal como algunos autores defienden
(Atkinson et al., 1998 y Abia & Asuquo, 2006), cuanto menor radio i6nico presenta un
determinado cation, mejor sera su difusion a través de los poros del bioadsorbente,
favoreciéndose, de este modo, su acceso a centros activos mas internos. Este
comportamiento parece apoyar la hipotesis planteada en capitulos anteriores, en el
sentido de que una de las posibles modificaciones sufridas por la biomasa en el
pretratamiento podria ser el aumento de la porosidad en la superficie de ésta, lo que
provocaria un aumento en sus niveles de adsorcion al dejar accesibles nuevos centros

activos.

Por otro lado, el Cd atn teniendo una electronegatividad muy parecida a la del Niy Zn

(1,69) fue el que mas bajo valor de qmax presentd tras el pretratamiento de la biomasa
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circunstancia que, ademas, también se dio con la biomasa sin pretratar (Tabla 14). En
este caso, también, el mayor tamafno del Cd (0.97 A) puede justificar que el nivel de
adsorcion conseguido con €l fuera inferior al de los otros dos metales (0.74 A para
ambos), a pesar de presentar valores de electronegatividad muy parecidos, por presentar

mas dificultades para difundir hacia los centros activos.

En lo que se refiere a los valores de las respectivas constantes de afinidad biomasa-
metal (K), éstos fueron muy similares a los obtenidos con la biomasa original, lo cual
parece indicar que la accion del pretratamiento, no radicaria en favorecer la union del
metal al centro activo. Recuérdese que, en esta ocasidn, se trabajo Unicamente con
biomasas lavadas tras el pretratamiento; por otro lado, también se ha indicado
anteriormente que el efecto del lavado pudo invertir la accion del agente pretratante al
liberar iones sodio, que favorecerian el intercambio i6nico con los cationes metalicos,
fijados sobre los centros activos de la biomasa. Al eliminarse éstos, la la afinidad de los
centros activos por los metales seria la misma que la que mostraban antes del
pretratamiento. Por lo tanto, cabria pensar que el aumento en la capacidad de adsorcion
verificada, sea debida, inicamente, a un aumento en el nimero de centros activos en la
biomasa, provocado por el aumento de la porosidad de la misma. No obstante, mas
adelante se presentan otros resultados obtenidos mediante el empleo de diversas
técnicas de analisis que ayudaron a profundizar en el estudio del mecanismo de
adsorcion, lo que contribuyo a esclarecer la accion que los reactivos de pretratamiento
hayan podido provocar en la biomasa.

Para el modelo de Freundlich, a pesar de que los datos experimentales presentaron un
peor ajuste que al de Langmuir, aquél también aportaria una informacion similar a la
deducida con éste. Los valores del parametro K obtenidos mediante este modelo (Tabla
19), también indicaron que el Pb y el Cu fueron los metales que se recuperaron en
mayor cantidad por parte de la biomasa, mientras que el Cd seria el metal adsorbido en

menor proporcion. Ni y Zn presentaron niveles de adsorcion intermedios.

En las Figuras 55, 58 y 61 se muestran las isotermas de adsorcion correspondientes a las
biomasas pretratadas con NaHCO; y Na,COs, saturados y con NaOH 1 M,
respectivamente. En todas ellas, es posible observar el mismo comportamiento
mostrado por las biomasas pretratadas en las condiciones mas favorables (Figura 52) y

por la biomasa sin pretratar (Figura 14), existiendo una fase de aumento rapido de la
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capacidad de adsorcion en funcion de la concentracion de equilibrio seguida de una fase
de saturacion. En las Figuras 56, 59 y 62, se muestran las correspondientes isotermas
obtenidas a partir del tratamiento de los datos experimentales con el modelo matematico
de Langmuir y en las Figuras 57, 60 y 63 se muestran las obtenidas con el de
Freundlich, para estas mismas biomasas. Los valores de los correspondientes

parametros, se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20.- Constantes de Langmuir y Freundlich para las biomasas pretratadas, con NaHCOj; y Na,COj;
saturados y NaOH IM, con lavado posterior.

Langmuir Freundlich
Cd (qmax K Ke
(mmol/g) | (mmol/L) R’ (mmol/g) 1/n R’
NaHCO; (Sat.) 0,284 0,033 1,000 0,586 0,172 | 0,891
Na,COj; (Sat.) 0,361 0,042 0,995 0,650 0,202 | 0,960
NaOH (1M) 0,361 0,010 1,000 0,685 0,192 | 0,862
Langmuir Freundlich
Cu (max K Ke
(mmol/g) | (mmol/L) | R®* | (mmol/g) | 1/n R’
NaHCO; (Sat.) 0,542 0,022 1,000 0,760 0,147 | 0,913
Na,CO; (Sat.) 0,603 0,016 1,000 0,801 0,143 | 0,792
NaOH (1M) 0,536 0,037 0,998 0,749 0,124 | 0,754
Langmuir Freundlich
Ni (qmax K Ke
(mmol/g) | (mmol/L) R’ (mmol/g) 1/n R?
NaHCO; (Sat.) 0,565 0,165 0,994 0,706 0,197 | 0,975
Na,CO; (Sat.) 0,422 0,028 0,996 0,670 0,121 | 0,882
NaOH (1M) 0,586 0,106 0,993 0,740 0,187 | 0,960
Langmuir Freundlich
Pb (max K K.
(mmol/g) | (mmol/L) R’ (mmol/g) 1/n R’
NaHCOj; (Sat.) 0,538 0,003 1,000 0,926 0,260 | 0,766
Na,COj; (Sat.) 0,609 0,003 0,999 1,002 0,284 | 0,704
NaOH (1M) 0,633 0,010 0,993 0,955 0,262 | 0,895
Langmuir Freundlich
Zn (max K Ke
(mmol/g) | (mmol/L) | R® | (mmol/g) | 1/n R’
NaHCOj; (Sat.) 0,473 0,126 0,997 0,668 0,166 | 0,998
Na,CO; (Sat.) 0,554 0,075 1,000 0,733 0,209 | 0,904
NaOH (1M) 0,463 0,067 0,998 0,683 0,146 | 0,919
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Analizando en primer lugar los coeficientes de correlacion obtenidos con ambos
modelos, se comprueba, al igual que en el caso anterior, como el modelo de Langmuir
fue el que mejor se ajustd a los datos experimentales. A partir de los correspondientes
valores de gmax calculados seglin este modelo es posible constatar un comportamiento
similar al del caso anterior, siendo el Pb y el Cu los metales que mejor se adsorbieron,
mientras que el Cd fue el peor adsorbido; Ni y Zn, en este caso también, mostraron
valores de adsorcion intermedios. Comparando, a su vez, estos datos con los de qmax de
la biomasa sin pretratamiento (Tabla 14) se comprueba que existieron ciertas mejoras en
los niveles de adsorcion, lo cual, posiblemente, sea debido también al aumento de la
porosidad de la biomasa permitiendo mas facilmente la difusién de todos los metales a
los grupos funcionales mas internos, inaccesibles si no hubiera sido por el
pretratamiento aplicado. Por otro lado, si el estudio comparativo se hace con relacion a
los valores de qma.x Obtenidos con biomasas pretratadas en las condiciones mas
favorables (Tabla 19), se constata que en este ultimo caso, como era de esperar, los
valores de dicho parametro, en general, fueron mas altos. En concreto, para Pb y Cu los
resultados obtenidos con las concentraciones de los reactivos pretratantes mas altas
tenderian a igualar los resultados obtenidos con las concentraciones mas favorables,
mientras que con otros metales la capacidad de adsorcion disminuiria, sobre todo en el
caso del Cd y del Zn, lo cual, posiblemente, se deba a una destruccion progresiva de los

centros activos, a medida que aumento la concentracion de los agentes pretratantes.

Por su parte, las constantes de afinidad K, salvo pequenas diferencias, sobre todo en el
caso de la bioadsorcion del Ni con biomasa pretratada con Na,COs, indican que el orden
de afinidad establecido fue el mismo que el observado en los casos anteriores: Pb > Cu

~Cd>Zn> Ni.

El modelo de Freundlich, a pesar del mas bajo grado de ajuste mostrado para estas
biomasas, también confirmaria lo indicado por el de Langmuir, comprobandose que Pb
y Cu, serian los metales para los cuales las biomasas mostraron una mayor capacidad de
adsorcion, seguidos del Ni y del Zn, y siendo el Cd el metal adsorbido en menor

proporcion.
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Figura 55.- Isotermas correspondientes a la biomasa pretratada con NaHCOj; saturado, con lavado

posterior.
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Figura 56.- Isotermas de Langmuir correspondientes a la biomasa pretratada con NaHCO; saturado,
con lavado posterior.
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Figura 57.- Isotermas de Freundlich correspondientes a la biomasa pretratada con NaHCO; saturado,
con lavado posterior.
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Figura 58.- Isotermas correspondientes a la biomasa pretratada con Na,COj saturado, con lavado
posterior.
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Figura 59.- Isotermas de Langmuir correspondientes a la biomasa pretratada con Na,COj; saturado,
con lavado posterior.
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Figura 60.- Isotermas de Freundlich correspondientes a la biomasa pretratada con Na,COj; saturado,
con lavado posterior.
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Figura 61.- Isotermas correspondientes a la biomasa pretratada con NaOH IM, con lavado posterior.
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Figura 62.- Isotermas de Langmuir correspondientes a la biomasa pretratada con NaOH IM, con lavado

posterior.
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Figura 63.- Isotermas de Freundlich correspondientes a la biomasa pretratada con NaOH IM, con

lavado posterior.
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3.7.6.- Caracterizacion de la biomasa pretratada

Se realizd un estudio, mediante la utilizacion de diferentes técnicas analiticas, para

determinar las modificaciones producidas en la biomasa durante el pretratamiento.

Con los resultados que se han ido mostrando en apartados anteriores, también se han ido
indicando distintas posibilidades en cuanto a la accion ejercida por los reactivos
utilizados en el pretratamiento. Por esta razodn, la investigacion que se discute a
continuacioén tuvo como finalidad esclarecer el mecanismo de fijacion metalica sobre la

biomasa, lo que supuso llevar a cabo una caracterizacion exhaustiva de la misma.

» En primer lugar, se trato de comprobar si, durante el pretratamiento de la
biomasa, se generaron nuevos centros activos diferentes a los ya existentes que pudieran
parcicipar en la captacion del metal. Para ello, se usaron, fundamentalmente, las mismas
técnicas analiticas utilizadas previamente en la caracterizacion de la biomasa original, es

decir: radiacion infrarroja (FTIR) y valoracion acido-base.

» En segundo lugar, se estudio el papel que podrian tener los cationes sodio,
incorporados al sistema por los propios agentes pretratantes, como iones de intercambio
en la fijacion del metal. Este trabajo se llevo a cabo en tres etapas: con la primera de
ellas, se pretendid valorar la fijacion de los iones sodio sobre la biomasa utilizando el
analisis por radiacion infrarroja y la determinacion elemental; posteriormente, se intento
comprobar si realmente se producia el intercambio entre el sodio prefijado y el metal; y,
por ultimo, se valor6 el efecto del lavado. En estos dos ultimos casos FTIR fue la

técnica utilizada fundamentalmente.

» Por ultimo, también se pretendid determinar si existid variacion en el
comportamiento de los centros activos presentes en las biomasas pretratadas, con
respecto a la biomasa original, mediante la valoracion acido-base. Una vez detectadas
dichas posibles variaciones, se tratd de determinar, mediante microscopia electronica de

barrido (SEM) y FTIR, las causas de las mismas.
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a) Anadlisis por espectroscopia de infrarrojo mediante transformada de Fourier (FTIR)

Como se planted anteriormente, los grupos funcionales de las moléculas que
constituyen la superficie de la biomasa juegan un papel primordial en la bioadsorcion al
ser los encargados de fijar los cationes metalicos mediante el establecimiento de
distintos enlaces. Por este motivo, se hizo necesario un estudio encaminado a
determinar si la accion de los diferentes tipos de pretratamiento tuvo como consecuencia
la generacién o no de grupos funcionales diferentes a los detectados en la biomasa

original.

En la Figura 64 se muestran los espectros de infrarrojo de las biomasas pretratadas con
NaHCO3 y Na2CO3 saturados y NaOH 1 M, en los tres casos sin lavado posterior. En
estos espectros es posible identificar los siguientes picos: 3406-3423 cm-1 (banda de
tension de los grupos hidroxilo, -OH), 2923-2924 cm-1 (tension del enlace —C-H,
grupos alcano), 1422-1638 cm-1 (grupos carboxilicos), 1036-1082 cm-1 (tension del
enlace C-O en los grupos éter), 876-879 cm-1 (grupos carboxilo -COOHO) y 443-469
cm-1 (grupos alqueno o ArH). Estas mismas bandas de absorcion fueron también
detectadas en la biomasa sin pretratar por lo que, en principio, se podria descartar la
generacion con el pretratamiento de grupos funcionales de diferente naturaleza a los que
aparecieron en la biomasa original. Tales resultados indicarian que fueron los mismos
grupos funcionales los que tendrian la responsabilidad en la fijacion de cationes

metalicos.

Por otro lado, con estos espectros es posible observar como, en todos los casos, el pico
situado en la zona de los 1400 cm™', correspondiente a los grupos carboxilo, presentd
un aumento considerable en su intensidad con respecto al mostrado en la biomasa sin
pretratar, de forma mas significativa en el caso de la biomasa pretratada con Na,COs;
este aumento también se observé en el pico situado en los 879 cm™, especialmente con
la biomasa pretratada con Na,COj; y en menor proporcidon cuando el pretratamiento se
realiz6 con NaOH; cuando el reactivo pretratante fue NaCOs, no hubo alteracion
significativa. Tal como se comentd en el apartado 3.4, un aumento en la intensidad de
adsorcion de un determinado pico estaria condicionado por dos factores: por la
repeticion del grupo funcional responsable del mismo o por un aumento en la polaridad

en el enlace. En este caso, parece 16gico pensar que el aumento en la intensidad sea
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debido a esto ultimo ya que, dadas las caracteristicas de los reactivos pretratantes
utilizados, haya sido muy probable la fijacion de iones sodio en tales grupos carboxilo
debido a que el enlace formado entre el oxigeno y este metal estaria mas polarizado que
el establecido entre el oxigeno y el hidrégeno. En el caso de la biomasa pretratada con
Na,COs, el mayor aumento detectado en ambos picos seria consecuencia de un mayor
aporte de iones sodio por contener doble proporcion de €stos en cada molécula. En
cualquier caso, este aumento de intensidad de ambas bandas también podria deberse al
primer factor, esto es, a que por efecto del pretratamiento se hayan liberado nuevos
grupos carboxilo, anteriormente inaccesibles, en la biomasa. Con relacion a los otros
dos casos, hubo una mayor alteracion de las bandas de los grupos carboxilos con la
biomasa pretratada con NaOH que con la acondicionada con NaHCOj3; la causa también
radicaria en la mayor concentracion de los iones sodio en el medio pretratante, en el
primer caso, debido, por un lado, a la mayor concentracion del reactivo utilizada y, por

otro, a la disociacion total del NaOH y solamente parcial en el NaHCOs;.

La fijacién de los cationes sodio en los grupos carboxilo seria consecuencia de las
propiedades de 4cido débil de dichos grupos funcionales en medio acuoso, pudiendo
reaccionar con diferentes bases, como es el caso de los tres reactivos pretratantes
utilizados (NaHCO3, Na,CO3; y NaOH) dando lugar a las correspondientes sales o
carboxilatos. Estas reacciones de neutralizacion se llevarian a cabo mediante sustitucion
nucleéfila del protén del grupo carboxilo (-COOH) por el Na™ procedente del agente
pretratante (Morrison & Boyd, 1990; Solomons & Graham, 1999) de acuerdo con las

siguientes reacciones:

RCOOH + NaHCO; & RCOONa + H,O + CO, [28]
2RCOOH + Na,CO3; S 2RCOONa + H,O + CO; [29]
RCOOH + NaOH S RCOONa + H,O [30]

Una vez verificada la alteracion producida en la biomasa por efecto del pretratamiento,
se pretendio averiguar cual era el mecanismo de fijacion del metal sobre ella. Con esta
finalidad fueron analizadas, mediante la presente técnica, muestras de biomasa

pretratada con NaOH 1 M, sin lavado posterior; se eligié dicho reactivo por aportar una
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significativa cantidad de iones sodio y por ser el de mayor basicidad de los tres y, por lo
tanto, el que pudiera tener una mayor capacidad de reaccion con los centros activos de
la biomasa. A su vez, los metales seleccionados para estudiar su fijacion sobre la
biomasa fueron el Pb y el Cd; la puesta en contacto entre ambos se llevdo a cabo
utilizando disoluciones con una concentracion metalica de 150 mg/L. El hecho de
seleccionar estos dos metales se debid a que fue con ellos con los que se obtuvo el
mayor y el menor valor de la gmax, respectivamente, en la mayoria de las biomasas
estudiadas, con y sin pretratamiento. De esta forma, los resultados obtenidos podrian ser

extrapolados al resto de los casos anteriormente estudiados.
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Figura 64.- Espectros de infrarrojo de la biomasa original y de la biomasa pretratada con NaHCOj;

(Sat.), Na,COj; (Sat.) y NaOH 1M, sin lavado posterior.
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En la Figura 65 se muestran los espectros de infrarrojo correspondientes a la biomasa
sometida a dicho pretratamiento, con y sin Cd o Pb y, también, sin dichos metales. La
union del catidn metalico al grupo funcional, se haria a través de un enlace mas débil
que el que se establece entre el grupo funcional y el hidrogeno necesitdndose, por tanto,
en el primer caso, una menor energia de excitacion lo que, a su vez, se traduciria en un
desplazamiento del pico correspondiente a dicho grupo funcional hacia zonas de menor
longitud de onda del espectro de infrarrojo. En el caso de la biomasa pretratada con
NaOH I M, con Cd y Pb adsorbidos, se comprueba un claro desplazamiento de los
picos correspondientes a los grupos carboxilo (tanto en los situados en torno a los 1604-
1638 cm™ y 1422-1444 cm™, como en el situado en torno a los 876-879 cm™) hacia
zonas de menor energia, apareciendo en longitudes de onda menores (1576 cm™, 1349
cm™ y 834-850 cm', respectivamente) lo cual indicaria la implicacion de dichos grupos
funcionales en la fijacion de ambos metales. Otras bandas que también experimentaron
un cierto desplazamiento hacia zonas de menor longitud de onda fueron, al igual que
ocurrio en el caso de la biomasa original, las relativas a los grupos hidroxilo y al enlace
C-H o alcano. Como ya se coment6 en aquella ocasion, en el caso de los primeros, el
desplazamiento podia ser debido a fendmenos de microprecipitacion; pero el del enlace
C-H, dada su frecuente presencia en las moléculas orgénicas, su desplazamiento pudo
ser reflejo de multiples estados vibratorios que no guardan relacion con el fenomeno de
adsorcion. Por ultimo, en el caso de los picos correspondientes a los grupos éter, no se
observaron desplazamientos significativos que pudiesen indicar la union del metal en

los mismos.

Asimismo, en esta misma figura, es posible observar, de forma paralela al
desplazamiento de los picos de los grupos responsables de la fijacion del metal, una
disminucion en la intensidad de los mismos, lo cual podria indicar la implicacion en el
proceso del sodio prefijado en dichos grupos funcionales. Numerosos autores (Fourest
et al., 1994; Ddour et al., 1999; Mameri et al., 1999; Yetis et al., 2000 y Satiroglu et al.,
2002) han constatado la importancia que tienen determinados metales ligeros, tales
como el Ca*" y el Na', al actuar como cationes de intercambio favoreciendo, de este
modo, la fijacion del metal a la biomasa. La justificacion de este efecto favorecedor
puede encontrarse al profundizar en el conocimiento de los factores que determinan la

fijaciéon de un determinado catiébn metalico en el centro activo, dado que a mayor



Resultados y discusion - 155 -

afinidad por el centro activo mayor capacidad tendrd para desplazar al cation de

intercambio. Estos factores serian principalmente los siguientes:
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Figura 65.- Espectros de infrarrojo de la biomasa pretratada con NaOH 1M sin lavado posterior, sin

metal y con metal (Cd y Pb).

» La valencia del cation. Como norma general, el estado de oxidacion del metal

influye de forma positiva en la unién con el grupo funcional, de tal forma que los
cationes trivalentes serian mas fuertemente adsorbidos que los divalentes y éstos, a su

vez, mas que los monovalentes (Rodriguez & Rodriguez, 2000; Sanchez, 2004).

» El radio iénico. Influye tanto en la facilidad para la difusion del cation hasta el

grupo funcional, como en el acoplamiento en el mismo (Wepener et al., 2004; Horsfall

& Spiff, 2005; Wang & Chen, 2006; Sheng et al., 2007).
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» La clectronegatividad. Determina la fuerza de atraccion que ejerce un

determinado atomo sobre los electrones de otro. De esta forma, cuanto mayor sea la
electronegatividad de un determinado cation, mas fuerte sera el enlace establecido con

el grupo funcional (Wepener et al., 2004; Wang & Chen, 2006).

» La concentracion del i6n. Segun la ley de accion de masas, cuanto mayor sea la

concentracion de un determinado catiéon en el medio, mas alto serd el gradiente de
concentracion y, por tanto, la tendencia a unirse al grupo funcional, y menor serd su

probabilidad de separarse del mismo (Rodriguez & Rodriguez, 2000).

Asi pues, en general, los iones sodio de los grupos carboxilo presentes en la biomasa
podrian intercambiarse, preferentemente, tanto por iones cadmio como por iones plomo,
puesto que en ambos casos su valencia es mayor que la de aquel, asi como su
electronegatividad (1,69; 2,33 y 0,9, respectivamente). Por otro lado, los gradientes de
concentracion también favorecieron el acercamiento de los iones cadmio y plomo hacia
la biomasa; sin embargo, la difusion del sodio lo seria en sentido inverso. Estos tres
factores justificarian, en conjunto, un efecto positivo en el intercambio idnico sodio-
cadmio y sodio-plomo, aunque el efecto estérico relativo al tamafio, en principio,

pareceria ser favorable al primero.

Sin embargo, en el campo de la hidrogeoquimica, cuando se plantea el estudio de la
captacion de iones presentes en un medio acuoso por parte de suelos arcillosos es sabido
que, a igual carga ionica, el radio del 16n hidratado determina la fuerza de adsorcion,
siendo mas fuertemente retenidos los de menor radio. Asimismo, hay que tener en
cuenta que la hidratacion es directamente proporcinal a la carga del ion e inversamente
proporcional al radio i6nico; es decir, si un ion es pequeiio, se rodea de gran cantidad de
moléculas de agua y su radio efectivo aumenta debido a su elevada entalpia de
hidratacion. Bajo este punto de vista, el sodio, cuyo radio i6nico es 0,95 A, podria tener
un radio hidratado ligeramente mayor que el del cadmio (0,97 A) y atin mayor que el
del plomo (1,21 A); por este motivo, seria también razonable que el cadmio y, sobre

todo, el plomo se intercambiaran favorablemente con el sodio.

Por ultimo, también se valoré6 mediante FTIR la influencia del lavado en la biomasa

pretratada con NaHCO;, Na,CO; y NaOH, por lo que en las Figuras 66, 67 y 68
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aparecen los correspondientes espectros de las biomasas sometidas a la accion de cada
uno de los tres reactivos, con y sin lavado posterior al pretratamiento. Lo mas relevante
que se observo en todos los casos fue una importante disminucion de la intensidad de
los picos situados en la zona de los 1400 cm™ y en la de 876-879 cm™'; ambas bandas de
absorcion, tal y como se indicd anteriormente, corresponderian a estados de tension de
los grupos carboxilo. Dicho cambio podria significar que los cationes sodio fijados en
ellos durante el pretratamiento, de acuerdo con las reacciones [28], [29] y [30], fueron
nuevamente sustituidos por protones durante el lavado, siendo este intercambio
favorecido por la asuencia de los primeros en el medio, tal como se comentd en parrafos
anteriores. De este modo, el hidrogeno fijado al formar enlaces menos polarizados que
el sodio con el oxigeno, en los citados grupos funcionales de la biomasa, provocaria una
disminucién de la intensidad de los correspondientes picos en el espectro de infrarrojo.
Por otro lado, también se observa como esta disminucion en la intensidad de ambas
bandas de absorcion parece ser incluso menor que la detectada en la biomasa original, lo
que haria suponer que el efecto del lavado podria haber provocado, de forma paralela a
la eliminacion del sodio, ademas, la eliminacion de parte del calcio, que ya fue
detectado en la biomasa original cuando se analizaron los metales presentes en ella
(apartado 3.1), el cual podria asociarse a los compuestos pécticos de la misma (Figueira

et al., 2000).
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Figura 66.- Espectros de infrarrojo de la biomasa pretratada con NaHCOj; (Sat.) sin lavado posterior y

con lavado.
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Figura 67.- Espectros de infrarrojo de la biomasa pretratada con Na,COj; (Sat.) sin lavado posterior y

con lavado.
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b) Valoracién acido-base

De acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior, parece claro que, al
igual que ocurrié con la biomasa sin pretratar, en la pretratada los grupos funcionales
que, de forma mayoritaria, podrian ser responsables de la fijacién del metal serian los
grupos carboxilo. Por ello, en este caso también se procedid a la realizacién de las
correspondientes valoraciones acido-base de la biomasa sometida al pretratamiento

siguiendo el mismo protocolo que en el apartado 3.4.

En las Figuras 69, 70 y 71 se recogen, respectivamente, las curvas de valoracion
correspondientes a las biomasas pretratadas con NaHCO;, Na,CO; y NaOH, a las
concentraciones mas altas de las estudiadas en apartados anteriores. Lo primero que
parece apreciarse es la existencia de dos maximos en la representacion de los valores de
la pendiente, es decir, dos puntos de inflexion en las curvas de valoracion lo que estaria
indicando que la biomasa presentd, en los tres casos, dos puntos de equivalencia
diferentes, si bien el segundo fue bastante mas intenso que el primero. La Tabla 19
recoge los datos mas significativos de las correspondientes curvas de valoracion, es
decir, el volumen de valorante y el pH de cada punto de equivalencia, ademas del pK,
asociado a cada uno de ellos. Recuérdese que este Ultimo se obtiene a partir de la mitad

de los voliimenes anteriores.

Tabla 19.- Valores significativos de las curvas de valoracion de la biomasa pretratada, sin lavado.

Puntos de equivalencia

Reactivo pKa
Volumen de valorante (mL) pH
NaHCO; 1,40 2,90 4,72 | 8,12 | 3,48 | 4,83
Na,CO; 1,70 2,60 5,30 | 8,16 | 3,62 | 4,30
NaOH 2,40 3,80 5,20 | 8,73 | 3,63 | 4,40
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pH Final
Pendiente

Vol(mL) NaOH 0,1M
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Figura 69.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con NaHCOj (sat.), sin lavado.
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Figura 70.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con Na,COj (sat.), sin lavado.
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Figura 71.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con NaOH 1 M, sin lavado.
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Si se comparan estos datos con los relativos a la curva de valoracion de la biomasa sin
pretratar (Figura 22), puede observarse que hubo un ligero aumento en cuanto al
volumen de valorante consumido en el punto de equivalencia mas significativo, lo que

supuso que, en estos casos, se obtuvieran valores de pK, superiores.

Por otro lado, podria esperarse un comportamiento diferente de la biomasa pretratada
frente al reactivo valorante puesto que, de acuerdo con los resultados que han ido
exponiéndose a lo largo de la presente memoria, los protones de los grupos carboxilo
habrian sido sustituidos por iones sodio; en ese caso, lo que se estaria valorando ahora
serian los correspondientes grupos carboxilatos que, en principio, no tendrian por qué
tener caracteristicas acidas. Sin embargo, por los resultados de las valoraciones
realizadas, la biomasa pretratada siguid teniendo dicho comportamiento. La
justificacion a esta circunstancia, aparentemente andémala, se podria encontrar en el
hecho de que, cuando se comenz6 cada experimento de valoracion, a la biomasa se la
situo en una disolucion cuyo pH era de 3, por lo que los protones de la misma pudieron
sustituir a los iones sodio de los carboxilatos convirtiéndolos nuevamente en

carboxilicos, por lo que la biomasa tendria otra vez comportamiento de acido débil.

En cualquier caso, el pretratamiento pudo dejar expuestos nuevos grupos funcionales,
por lo que el volumen del reactivo valorante parece 16gico que fuera mayor; esta misma
hipotesis ha sido planteada en la literatura (Galun et al., 1986; Chen, 1997; Kapoor &
Viraraghavan, 1998; Ddour et al., 1999; Satiroglu et al., 2002; Tiemann et al., 2002) lo
que, a su vez, contribuiria a justificar el aumento de la capacidad de adsorcion de la

biomasa pretratada.

En cuanto a los puntos de equivalencia que parecen detectarse a valores de pH
inferiores, también podrian corresponder a grupos carboxilicos, de acuerdo con lo
postulado por algunos autores (Romero-Gonzalez et al., 2001; Reddad et al., 2002 y
Veglio et al., 2002) que asignaron mas de un punto de equivalencia a estos grupos, lo
cual seria debido a la existencia de una cierta heterogeneidad del entorno quimico a lo

largo de la cadena péctica en la que se encuentra distribuido dicho grupo.
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En las Figuras 72, 73 y 74 se muestran, respectivamente, las curvas de valoracion
correspondientes a las biomasas pretratadas con NaHCO;, Na,CO3; y NaOH, también
con las concentraciones mas elevadas y con lavado posterior. Los datos relativos a las

mismas aparecen en la Tabla 20.

Lo primero que puede comentarse de estas curvas es que nuevamente se constata la
existencia de un solo punto de equivalencia, al igual que ocurria con la biomasa original
(Figura 22); este hecho confirmaria lo ya apuntado en ocasiones anteriores, esto es, el
lavado provoco una reversion de los cambios ocasionados en el pretratamiento y, por
tanto, la eliminacién total de los iones sodio. Otro dato que merece la pena resaltar es
que, en el caso de la biomasas pretratadas y lavadas, los volumenes de reactivo
valorante gastados en los correspondientes puntos de equivalencia fueron menores que
los encontrados con las biomasas pretratadas y sin lavado, e incluso también menores
que el empleado hasta la equivalencia con la biomasa original; esto podria estar
relacionado con la pérdida de peso detectada en este tipo de biomasas, que ya fue
cuantificada en el apartado 3.7.4, entendiéndose, por tanto, que en la fraccion de
biomasa perdida por el efecto del lavado existiria una cierta cantidad de centros activos

asociados, los cuales habrian sido, también, eliminados.

Tabla 20-. Valores significativos de las curvas de valoracion de la biomasa pretratada con lavado.

Punto de equivalencia

Reactivo | Volumen de pKa
valorante (mL) r

NaHCOs3 1,50 8,04 | 3,75

Na,COs 1,80 8,72 | 3,79

NaOH 1,30 8,32 | 3,88

En definitiva, estos resultados obtenidos con todas las biomasas analizadas parecen
apoyar la hipétesis que se ha ido defendiendo anteriormente en el sentido de que fueron
los grupos carboxilo los directamente implicados en el fendmeno de bioadsorcion, tanto

con la biomasa original como con la biomasa sometida a pretratamiento.
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Figura 72.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con NaHCO3 (sat.), con lavado.
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Figura 73.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con Na2CO3 (sat.), con lavado.

12 -

pH Final
Pendiente

N *x
Y‘X_X_X-)?(X \*‘X'**.)K

0,0 05 1,0 1,5 2,0
Vol(mL) NaOH 0,1M

—&— Curva Titulacién - - - X- - - Pendiente

Figura 74.- Curva de valoracion dcido-base de la biomasa pretratada con NaOH (1M), con lavado.
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¢) Determinacién mediante SEM de posibles cambios morfoldgicos en la superficie de

la biomasa

Diversos autores se han valido de imagenes, tomadas mediante SEM, para detectar
cambios estructurales en las biomasas producidos por el efecto del pretratamiento. Cabe
destacar los resultados obtenidos por Yu y colaboradores (Yu et al., 2001), con biomasa
procedente de extractos de pulpa de Eucalipto, la cual, tras ser sometida a la accion de
HCI, presentd mayor porosidad y, por tanto, una mayor area especifica. Deng y Ting
(Deng & Ting, 2005) analizaron también, mediante SEM, los mismos parametros de
porosidad y area especifica en Penicillium chrysogenum, pretratado con polietilenamina
y glutaraldehido, no encontrando, en este caso, variaciones significativas en ellos con

respecto a la biomasa sin pretratar.

Por otro lado, la literatura también propone determinados cambios producidos en
biomasas sometidas a agentes pretratantes de naturaleza alcalina. En este sentido, se ha
postulado que su efecto podria radicar en la destruccion de diversas moléculas tales
como polisacaridos (Ruiz-Manriquez et al., 1998; Yan & Viraraghavan, 2000; Yetis et
al., 2000; Park et al., 2005), proteinas (Galun et al., 1986; Yan & Viraraghavan, 2000;
Tiemann et al., 2002), compuestos pécticos (Hu et al., 1996; Park et al., 2005) y lipidos
(Ddour et al., 1999; Yan & Viraraghavan, 2000). Este ataque traeria como consecuencia
la ruptura de la pared celular permitiendo, de este modo, la permeabilidad de los
cationes metalicos hacia zonas internas de la biomasa (Mameri et al., 1999; Yan &

Viraraghavan, 2000).

En el apartado 3.7.4, se pudieron cuantificar ciertas pérdidas de peso en la biomasa
producidas bien por efecto del lavado sobre la biomasa original o bien a causa del
pretratamiento, seguido o no de lavado. Asimismo, se comprobd como estas pérdidas
aumentaban con el incremento de la concentracion del reactivo pretratante y con el
lavado, especialmente en el caso del empleo de NaOH. Estos hechos harian pensar que
la transformacion de la biomasa durante el pretratamiento transcurriria en dos etapas: en
una primera, el reactivo pretratante podria haber destruido determinadas moléculas de la
superficie, arrancando algunos componentes de la biomasa, los cuales serian eliminados

por la accién del lavado en una segunda etapa. Es de esperar, por tanto, que todo ello
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pudiera dejar tras de si un considerable aumento de la porosidad superficial y, de este

modo, favorecer la permeabilidad de los cationes metélicos.

Para confirmar esta hipdtesis, se recurrid al empleo de la microscopia electronica de
barrido (SEM), técnica que, al permitir obtener imagenes con gran aumento y resolucion
de la superficie de la biomasa, podria ratificar los posibles cambios producidos por la
accion del pretratamiento en su morfologia. Las muestras seleccionadas fueron tanto de
biomasa original como de la pretratada con NaHCOs;, Na,CO; y NaOH, a las
concentraciones mas altas de las estudiadas. En todos los casos, se observaron, también,
las biomasas sometidas a lavado tras el pretratamiento con el fin de determinar su
contribucion en las posibles transformaciones. Las imagenes fueron tomadas a 1000,
5000 y 15000 aumentos; de este modo, se podia tener una idea global del nivel de
porosidad superficial, con las imagenes tomadas a menor nimero de aumentos, asi
como del detalle y tamafio de los poros, en el caso de las imagenes tomadas a mayores

aumentos.

En la Figura 64 se muestran las micrografias correspondientes tanto a la biomasa
original sin lavado (imégenes a, b y ¢) como las de la sometida al protocolo de lavado
(imagenes d, e y f). Si se analizan, en primer lugar, las imagenes de la biomasa sin
lavado, se observa como ésta aparece bastante fragmentada, lo cual podria ser fruto del
procesado previo de secado, triturado y tamizado realizado tras la recoleccion. No
obstante, si se observa la superficie de los distintos fragmentos, se comprueba que ésta
carecia, casi por completo, de porosidad por lo que se entiende que dicha superficie
constituiria, en si misma, una barrera para la permeabilidad de los cationes hacia el
interior. Por tanto, parece 16gico pensar que practicamente la totalidad de la retencién
metalica se concretaria en la superficie mas externa. Por otro lado, en el caso de la
biomasa sometida a lavado posterior (imagenes d, e y f), se puede apreciar como, al
igual que en el caso anterior, la superficie aparecidé con un nivel minimo de porosidad,
asimismo, es posible comprobar también como sus fragmentos aparecian mas limpios
habiendo desaparecido, en gran medida, el detritus superficial que se apreciaba sobre la
superficie de la biomasa sin lavar. Estas micrografias indicarian, por lo tanto, que el
lavado de la biomasa no habria provocado dafios estructurales en la misma y que la
pérdida de peso detectada tras el lavado, se deberia, inicamente, a la eliminacion de las

microparticulas depositadas sobre los fragmentos de la biomasa.
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En la Figura 65 se muestran las micrografias correspondientes a la biomasa pretratada
con NaHCO:s, sin lavado posterior (imagenes a, b y ¢) o con ¢l (imagenes d, e y f). En el
primer caso, se aprecia un ligero ataque con relacion a la biomasa original, el cual se
traduciria en una mayor irregularidad superficial y en la aparicion de pequefios
fragmentos arrancados de la superficie, que desaparecerian mayoritariamente por el
efecto del lavado dejando, tras de si, un considerable nimero de microporos de 1 um de
didmetro, aproximadamente. En el caso de la biomasa pretratada con Na,CO; (Figura
66) y con NaOH (Figura 67), se constata un comportamiento similar al observado en el
caso de NaHCOs; de igual modo, se comprueba como con el pretratamiento se erosiond
la superficie de la biomasa lo que provoco el desprendimiento de ciertos fragmentos de
la misma que serian eliminados por el lavado. No obstante, es posible observar como el
grado de deterioro superficial provocado con los tres reactivos no fue el mismo; en este
sentido, la biomasa pretratada con Na,COj; parece mas atacada que la acondicionada
con NaHCO;, observandose grietas y oquedades de considerable tamafio. Del mismo
modo, la biomasa sometida a la accion de NaOH parece ser la que presentd mayor
nimero de dafios estructurales; las micrografias de la Figura 67 ilustran como la
irregularidad de su superficie es muy acusada, a la vez que se constata la existencia no
ya de porosidad sino de grandes cavidades que penetran hacia el interior. Estas
diferencias justificarian, claramente, por un lado, las diferentes pérdidas de peso
registradas tras el pretratamiento y el lavado, mayores con la biomasa pretratada con
Na,CO; y NaOH (especialmente con esta tltima) que con la pretratada con NaHCO; y,

por otro, los diferentes niveles de adsorcion alcanzados.

Por otro lado, a pesar de que la porosidad generada por NaOH fue muy superior a la
generada por Na,COs, conviene recordar que los incrementos en los niveles de
adsorcion obtenidos con biomasas tratadas con ambos reactivos fueron muy similares.
Esto podria deberse a que con el primero, a pesar de facilitar en mayor medida que el
segundo la difusion del metal hacia zonas internas de la biomasa por la creacion de un
mayor nimero de cavidades, también produjo una mayor alteraciéon de la superficie
externa lo cual, muy probablemente, afectaria a los centros activos mas externos, tal

como han defendido algunos autores (Ddour et al., 1999; Park et al., 2005)

Por tultimo, se debe comentar que sobre la superficie de las biomasas pretratadas con

NaHCO; y Na,COs, sin lavado posterior (Figuras 65-c y 66-c), se aprecian pequefias
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particulas facetadas que bien pudieran ser de naturaleza cristalina, siendo probable que
se hayan formado debido a fendémenos de cristalizacién de ambos reactivos. Esta podria
ser una de las razones por las que se registraron porcentajes de recuperacion en peso de
biomasa superiores al 100 % en el apartado 3.7.4. Una vez lavada la biomasa, dichas
particulas podrian haberse redisuelto por efecto del lavado. Esta circunstancia hizo que
no pudieran visualizarse en las imagenes correspondientes a este ultimo caso (Figuras

65 £y 66 f).

d) Microanalisis elemental

Una vez constatada la importancia del intercambio catidnico en la fijacion del metal
sobre la biomasa, asi como, el efecto favorecedor que determinados metales ligeros
podrian ejercer sobre la captacion de algunos metales pesados, se pretendié profundizar
mas en el estudio de estos procesos con la ayuda del microandlisis por dispersion de
energias de rayos X (EDS), lo que permitiria obtener una mejor aproximacién al

mecanismo de adsorcion tras el pretratamiento de la biomasa.

Para llevar a cabo el estudio, en la eleccion de las muestras a analizar se sigui6 el mismo
criterio que en casos anteriores; es decir, se selecciond, una vez mads, la biomasa
pretratada con NaOH 1 M, con y sin lavado posterior. Del mismo modo, los metales
ensayados fueron también el Cd y el Pb, y los experimentos de bioadsorciéon lo fueron
en las condiciones habituales, con disoluciones metalicas cuya concentracion fue de 150

mg/L.

Mediante el empleo de esta técnica analitica es posible la determinacion de la
composicion elemental en una zona muy concreta de la biomasa, lo que permite detectar
las posibles diferencias habidas en ésta segtn el proceso de pretratamiento aplicado y la
posterior captacion metdlica producida. Todo ello se traduciria en diferentes
redistribuciones de atomos, segun el caso, motivadas, a su vez, por las correspondientes
reacciones quimicas ocurridas durante estos procesos. Asimismo, una ventaja adicional
que ofrece esta técnica es que puede brindar la posibilidad de determinar, de un modo

semicuantitativo, el porcentaje en peso relativo de cada elemento detectado.
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Figura 64.- Micrografias correspondientes a la biomasa sin pretratar, sin lavado (a, b, ¢) y con lavado

(d, e, f), obtenidas a 1000, 5000y 15000 aumentos, respectivamente.
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Figura 65.- Micrografias correspondientes a la biomasa pretratada con NaHCO;, sin lavado (a, b, ¢) y

con lavado (d, e, f), obtenidas a 1000, 5000 y 15000 aumentos, respectivamente.
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Figura 66.- Micrografias correspondientes a la biomasa pretratada con Na,CO;, sin lavado (a, b, ¢) y

con lavado (d, e, f), obtenidas a 1000, 5000 y 15000 aumentos, respectivamente.
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Figura 67.- Micrografias correspondientes a la biomasa pretratada con NaOH sin lavado (a, b, ¢) y con

lavado (d, e, f), obtenidas a 1000, 5000 y 15000 aumentos, respectivamente.
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Dada la gran heterogeneidad en composicion de las muestras a estudiar (ver apartado
2.1) y con el fin de tener una idea global de la composicion atémica de la muestra
analizada, se fueron realizando varios andlisis en puntos equidistantes entre si para,

definitivamente, tomar el valor medio de todos ellos.

En la Figura 68 se muestran los elementos detectados sobre la biomasa original, asi
como su correspondiente porcentaje en peso. De la misma forma, en las Figuras 69 y
70 se representan los respectivos porcentajes de los elementos detectados en la biomasa

pretratada con NaOH 1 M sin lavado posterior y con dicho lavado, respectivamente.

Ca Fe Cu Zn Na
1,3% 0.0%

Pb

0,0% cd

0,4% 0,0%

60,8%

Figura 68.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa original.

Cu Zn Na Pb

0,0%
0,7% 0,4% 11,6% ° cd

Fe
0,4%
Ca
2,1% C
K 44,4%
0,3%

371%

Figura 69.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH 1 M, sin

lavado posterior.
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Fe Cu Zn Na

Pb
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K 0,0%
0,0%

Si
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0
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61,4%

Figura 70.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH 1M y

lavado posterior.

Atendiendo a su posible procedencia, los elementos identificados podrian clasificarse en

tres grupos diferentes:

» Elementos constituyentes de la biomasa. Al tener ésta un origen bioldgico, los

elementos principales que la constituyen son el carbono, el oxigeno y el hidrogeno; no
obstante, éste ultimo elemento no pudo ser identificado mediante la técnica analitica
utilizada debido a su bajo peso molecular. Asimismo, también se detectaron otros
elementos, presentes en menor proporcion que los anteriores, pero con un gran
significado biologico; estos elementos, a su vez, es posible dividirlos en dos grupos: por
un lado, se podria aludir a los elementos considerados como macronutrientes tales como
Ca, Fe y K, que los organismos vegetales necesitan en cantidades elevadas (>20 mg/L)
para mantenerse con vida; por otro lado, estarian los elementos micronutrientes, entre
los que se encuentran Cu y Zn, los cuales son también esenciales para la vida pero en
menor cantidad (< 0,5 mg/L). A continuacion, se describe, de forma més detallada, la

implicacion de cada uno de ellos en la biomasa (Strasburguer et al., 2003):

Ca: Tiene como funcion principal la de ser componente estructural de las paredes
celulares al formar sales con determinados componentes &acidos de la misma,
generalmente, compuestos pécticos. La concentracion de este elemento, en su forma
libre, suele ser pequena tanto en el citoplasma como en los cloroplastos y relativamente

alta en apoplastos y vacuolas. El calcio excedente se almacena en la célula,
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generalmente, en forma de fiato, oxcelato o carbonato, compuestos que, debido a su

baja solubilidad, evitan la recirculacion y, por consiguiente, su eliminacion.

Cu: Se encuentra, habitualmente, en organismos vegetales en una concentracion
aproximada entre 3 y 10 pug/g de peso seco, formando parte de varias enzimas, tales
como oxidasa del acido ascorbico, superoxido dismutasa, citocromo oxidasa, fenolasa,
lacasa y fenol oxidasa, asi como también integrando sustancias redox como la
plastocianina. En las vias conductoras de las plantas, casi siempre, aparece ligado a

aminoacidos.

Fe: Forma parte de una serie de compuestos importantes de la célula tales como los
citocromos y también los grupos prostéticos de enzimas, como la catalasa y la

peroxidasa. Asimismo, es un componente esencial de la ferredoxina.

K: Es el tnico cation monovalente que es esencial para todas las plantas. Sus funciones
principales son la de actuar como cofactor en reacciones enzimaticas y como agente
osmotico. Al poseer una afinidad relativamente baja, debe estar presente en una

concentracion elevada para ejercer su accion como cofactor.
Zn: Es un componente de mas de 60 enzimas, como la alcohol deshidrogenasa,
anhidrasa del 4cido carbonico, superéxido dismutasa y, ademads, es cofactor de otras

enzimas. También ejerce funcion estructural en los ribosomas.

» Elementos procedentes del agente pretratante. Dado que el agente pretratante

utilizado para este estudio fue el hidroxido sédico, los elementos procedentes del mismo

fueron el sodio y el oxigeno.

» Por ultimo, otro elemento que se detectd en la biomasa, fue el silicio. Su
presencia se justificaria por una posible contaminacion de la biomasa con compuestos
silicatados presentes en la zona de recoleccion, lo que ya fue confirmado anteriormente
cuando se presentaron los resultados obtenidos en el analisis por difraccion de rayos X

(apartado 3.7.3).
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En primer lugar, si se analizan los datos recogidos en las Figuras 68 y 69, relativos a la
biomasa original y a la acondicionada con NaOH, sin lavado posterior al pretratamiento,

se podrian constatar los siguientes hechos:

La diferencia mas importante que se observa con los resultados que aparecen en estas
figuras seria, segun el caso, la ausencia del sodio o su presencia en una proporcion
relativamente elevada. Lo cual parece confirmar, una vez mas, la fijacion de este
elemento en los grupos funcionales de la biomasa, con el pretratamiento de ésta, de

acuerdo, en este caso, con la reaccion [30].

Por otro lado, se observa también un cierto aumento, una vez efectuado el
pretratamiento, en la cantidad de calcio; dado que este elemento no formé parte del
agente pretratante, dicho aumento podria justificarse con la ruptura de las paredes
celulares por el efecto del reactivo pretratante. Esta circunstancia ya se pudo constatar
en el apartado anterior, con la ayuda de las distintas micrografias obtenidas mediante
SEM. La bibliografia (Puranik & Paknikar, 1997; Kapoor & Viraraghavan, 1998; Ddour
et al., 1999; Park et al., 2005) apunta que una de las posibles consecuencias del
pretratamiento seria la extraccion de materia de la biomasa, con lo que se pondrian al
descubierto nuevos centros activos que, de otro modo, serian inaccesibles. De esta
forma, parece evidente que, por el efecto del pretratamiento, al romperse las paredes
celulares de la biomasa se pongan al descubierto nuevos compuestos pécticos presentes
en el interior de la misma los cuales, como ya se coment6 anteriormente, se encontrarian
asociados a una considerable cantidad de atomos de calcio fijados en sus grupos

carboxilo.

Ya se dijo, también, en parrafos atras, que el carbono y el oxigeno tendrian que ser los
elementos mas abundantes en la biomasa; el carbono procederia exclusivamente de la
propia biomasa, mientras que el oxigeno podria proceder, ademas, del agente
pretratante. De este modo, seria interesante estudiar la proporcion relativa de estos dos
elementos, antes y después del pretratamiento. Lo que claramente parece constatarse es
una notoria disminucion en la relacion C/O de la biomasa pretratada con NaOH y sin
lavado en relacion a la original; considerando que la cantidad de carbono seria
constante, esta diferenca podria corroborar la presencia de una cierta cantidad del agente

pretratante sobre biomasa.
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Por 1ultimo, en el caso del Cu, Fe, K y Zn, salvo pequenas diferencias de detalle, sus

porcentajes no parecen haberse visto afectados por el efecto del pretratamiento.

En el caso de la biomasa con lavado posterior al pretratamiento (Figura 70), se observa,
en primer lugar, como el K y el Na tendieron a desaparecer por el efecto del lavado,
mientras que no parece que hubiera pérdidas de otros elementos como Ca, Cu, Fe y Zn.
Incluso con Ca, Cu y Zn parece que hubo un cierto aumento en la proporcion detectada
en relacion con la biomasa original. Este hecho podria estar condicionado por dos
factores; en primer lugar, al tratarse éstos ultimos de cationes divalentes, presentarian
una afinidad por los centros activos de la biomasa relativamente mas elevada que la del
Ky la del Na, lo que podria hacer mas dificil su eliminacion por el efecto del lavado
(Rodriguez & Rodriguez, 2000; Sanchez, 2004). Por otro lado, el aumento en la
proporcion detectada con Ca, Cu y Zn podria estar relacionado, a su vez, con un
aumento en la porosidad de la superficie de la biomasa, la cual pondria al descubierto
zonas internas de la misma que antes se encontraban ocultas. Esta mayor permeabilidad
podria estar mas favorecida por el efecto del lavado, al eliminarse con éste los pequefios
fragmentos de biomasa extraidos en el pretratamiento los cuales podrian bloquear los
poros generados durante el mismo. El carbono y oxigeno, por su parte, volverian a tener
una proporcion similar a la detectada en la biomasa original, lo cual se justificaria con la

eliminacion de los posibles restos del reactivo presentes tras el pretratamiento.

En las Figuras 71 y 72 se muestran, respectivamente, los resultados correspondientes a
las biomasas pretratadas, sin lavado, con adsorcion de Cd y Pb. Con estas graficas se
observaria, en relacion a la de la Figura 69, una clara disminucion de los contenidos de
Ca, K y Nay, de forma paralela, la fijacion de Cd o Pb. Este hecho podria confirmar la
importancia de la participacion de estos elementos en la fijacion del metal al actuar
como cationes de intercambio (Ddour et al., 1999; Figueira et al., 2000). La proporcion
del resto de elementos no pareci6 alterarse significativamente tras la fijacion del metal,
lo cual haria suponer que no jugarian un papel importante en el proceso de

bioadsorcidn.
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Figura 71.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH 1M sin

lavado posterior y con Cd.
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Figura 72.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH IM sin

lavado posterior y con Pb.

En el caso de la biomasa que fue lavada tras el pretratamiento, con adsorcion de Cd y Pb
(Figuras 73 y 74, respectivamente), cuando se comparan sus resultados con los de la
correspondiente sin metal bioadsorbido (Figura 70), lo que primero se aprecia es una
clara disminucion de la proporcion de Ca. Conviene recordar que en la biomasa
sometida a lavado tras el pretratamiento (Figura 70), el K y Na habrian sido eliminados
por el efecto de dicho lavado, por lo que parece logico suponer que, en este caso, sea el
Ca el que haya participado mayoritariamente en el intercambio catidnico. Del mismo
modo, se constata que al haber menor cantidad de cationes ligeros para ser
intercambiados en la biomasa, la proporcion de metal fijado haya sido también menor

que en el caso de la biomasa sin pretratar (Figuras 71 y 72). Por otro lado, el aumento
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en la capacidad de adsorcién que fue detectado en la biomasa pretratada, con lavado
posterior, sobre la biomasa sin pretratar pudo ser debido a la exposicién de nuevos
grupos carboxilos pertenecientes a compuestos pécticos procedentes del interior de la
pared celular, tal como se menciond en parrafos anteriores. Estos grupos carboxilo
liberados se encontrarian mas saturados de cationes calcio que los presentes en el
exterior de la misma. Por otro lado, el calcio presente en estas moléculas, al tener mayor
afinidad por los centros activos que el sodio, debido, principalmente, a su doble
valencia, seria peor desplazado por los protones del medio que este ultimo, pudiendo
otorgar asi una mayor ventaja al metal en la fijacién sobre el centro activo. De este
modo, a pesar de existir sobre la biomasa una cantidad de centros activos ligeramente
menor que sobre la biomasa original, tal como se constatd mediante las respectivas
valoraciones 4acido-base, los centros activos presentes en la primera, al estar mas
saturados de iones calcio, podrian fijar una cantidad neta de metal superior a los de la

biomasa sin pretratar.

Na

0 Pb
5 00% cd

Fe
0,5%
Ca
0,9%
C
52,8%

00% g
4,4%
o)

25,9%

Figura 73.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH IM con

lavado posterior y con Cd.
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Figura 74.- Porcentaje en peso de los elementos detectados en la biomasa pretratada con NaOH IM con

lavado posterior y con Pb.
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» La biomasa que mayor cantidad de metal recuper6 y, por tanto, la seleccioneda
para la experimentacion posterior fue la recogida en la balsa de riego del Centro de
Investigacion Forestal (CIFOR) formada, esencialmente, por diferentes algas verdes o
clorofitas y plantas caducifolias (60,63 % y 35,74 %, respectivamente). Le siguieron en
efectividad la obtenida en el arroyo Meaques (Casa de Campo), las hojas de arboles
caducifolios recogidas en la Universidad Complutense de Madrid (UCM) y, por ultimo,

la procedente del rio Manzanares (El Pardo).

» El ataque catistico de la biomasa, puso de manifiesto una concentracion
significativa de calcio, elemento que forma parte de la fase amorfa o matriz de la pared
celular de las células vegetales. También, se detectd una pequenia cantidad de hierro,
elemento que, por el contrario, podria competir con los cationes metdlicos por los
mismos centros activos de la biomasa. Los elementos objeto de este estudio (Cd, Cu,
Ni, Pb y Zn) también fueron detectados, aunque en cantidades practicamente

despreciables.

» El pH se mostr6 como un factor altamente influyente en la bioadsorcion, debido
a la competencia establecida entre los protones y los cationes metalicos por los mismos
centros activos de la biomasa. Por este motivo, la capacidad de adsorcion tendid a
aumentar conforme aumento el valor de pH inicial hasta un valor 6ptimo (4 para Cu 'y
Cd, y 5 para el Zn, Pb y Ni), a partir del cual dicha capacidad tendié a disminuir
ligeramente debido a la hidrélisis de los cationes metalicos, provocando la formacion de

cationes basicos que son mas dificilmente adsorbibles por la biomasa.

» Con valores de pH inicial comprendidos entre 3 y 5, se observo una tendencia al
aumento de esta variable con respecto al tiempo, con lo cual en este rango la biomasa se
comporté como un aceptor de protones. A valores de pH superiores a 6, la biomasa
tendid a acidificar el medio por lo que se comportd como un dador de protones. Para
valores de pH inicial menores de 2, no se observaron variaciones de pH significativas a
lo largo del tiempo debido bien a la gran cantidad de protones en el medio o bien a

dafios producidos en la biomasa por la elevada acidez.

» El aumento de la concentracion de biomasa influyd negativamente en su

capacidad de adsorciéon debido a interacciones electrostaticas entre las células,
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lograndose la mayor capacidad de adsorciéon con concentraciones de 0,5 g/L. Sin
embargo, la concentracion de biomasa influyd positivamente en la cantidad neta de
metal recuperado. Atendiendo al primer criterio, la concentracion de biomasa

seleccionada fue de 0,5 g/L.

» El estudio de la cinética de adsorcion puso de manifiesto la rapidez del proceso,
al tener lugar, principalmente, en la superficie de la biomasa y ser, ademas,
independiente del metabolismo, recuperdndose alrededor del 80 % del metal durante los
8 primeros minutos de experimentacion y alcanzéndose el equilibrio a los 30 minutos.
Asimismo, se verifico que los valores de pH aumentaron de forma simultinea a la
disminuciéon de la concentracion de metal en el medio y mas acentuadamente en
aquellos metales en los que el pH inicial era menor, debido a los fendmenos de
competencia entre los protones y los cationes metalicos por los mismos centros activos

de la biomasa.

» El trazado de las isotermas de adsorcion determind un comportamiento similar
para todos los metales, tendiéndose a alcanzar un valor limite en la capacidad de
adsorcion con el aumento de la concentracion metalica en equilibrio. En todos los casos,
se constatd un mayor grado de ajuste al modelo matematico de Langmuir que al de
Freundlich. Mediante los paradmetros obtenidos con dichos modelos, se determind el
orden de los metales ensayados en cuanto a la capacidad de adsorcion, el cual fue: Cu ~
Pb > Ni ~ Zn > Cd y el de afinidad biomasa-metal: Pb > Cd ~ Cu > Ni ~ Zn. Las
biomasas procedentes del CIFOR y de distintas recogidas mostraron un comportamiento
similar debido a su gran similaridad en cuanto a los compuestos poliméricos que forman

parte de las paredes celulares de sus células.

» El analisis mediante FTIR de la biomasa original puso de manifiesto la presencia
de los siguientes grupos funcionales: grupos hidroxilo (3400 cm™), grupos alcano
(2900-2800 cm™), grupos carboxilicos o derivados (1200-1700 cm™ 'y 876 cm™),
grupos éter o alcoholes (1100 cm™) y grupos alqueno o aromaticos (700-500 cm™). Tras
la adsorcion del Cd, Cu, Ni, Pb y Zn, se produjo un desplazamiento significativo hacia
la derecha del espectro, es decir de menor energia, de los picos correspondientes a los
grupos carboxilicos, lo que indicaria la participacion preferente de éstos en la union con

el metal.
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» Mediante la valoracion acido-base de la biomasa, se determind que su pK,
presentaba un valor aproximado de 3,75, el cual se corresponderia con el de los grupos
carboxilicos, lo que vendria a indicar que éstos se encontrarian presentes, de forma

mayoritaria, en la misma.

» La cinética de bioadsorcion, llevada a cabo con los sistemas bimetalicos Cu-Pb,
Cu-Cd y Pb-Cd, revelo que este proceso fue sensiblemente mas lento que el realizado en
sistemas monometalicos, alcanzandose el equilibrio a los 120 minutos, lo cual es debido
a la fuerte competencia ejercida entre los cationes metalicos por los mismos centros
activos. Asimismo, esta cinética se influenci6 de forma positiva por la concentracion
metalica debido al mayor gradiente de concentracion establecido en el sistema a

concentraciones altas.

» El orden de afinidades de la biomasa por los tres metales, en sistemas
bimetalicos, fue: Pb > Cu > Cd. Esto revel6 un claro paralelismo con lo determinado en

sistemas monometalicos

> La cantidad total de metal adsorbido tendid, en los tres casos estudiados, a un
valor mdximo y constante, en torno a 0,5 mmol/g, confirmando, asi, la hipotesis de
Langmuir que considera que el nimero de centros activos disponibles en la biomasa es
fijo y permanece constante a lo largo de su superficie, pudiendo cada metal unirse a

cualquiera de ellos.

» EL proceso de desorcion, al igual que ocurria con el de bioadsorcion, se produjo
de forma répida, liberandose mas del 80 % del metal retenido sobre la biomasa en los
cinco primeros minutos, mediante el uso de HCI como agente desorbente, y en los

primeros 30 minutos con NaHCO:s.

» El HCI tuvo una marcada efectividad como agente desorbente obteniéndose
valores de recuperacion metalica, en el primer ciclo de desorcion, del 100 % para el Zn,
del 94,7 % para el Ni, del 85,7 % para el Cd, del 66,7 % para el Cu 'y del 63,2 % para el
Pb. El aumento del pH, de forma paralela a la liberacion del metal, puso de manifiesto
que este proceso tuvo lugar mediante un intercambio con los protones porcedentes del

medio acido. La reutilizaciéon de la biomasa reveld una clara disminucion de su
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capacidad de adsorcion, debido a posibles dafios en sus centros activos o a un bloqueo

de los mismos.

» La eficacia del NaHCO; como agente desorbente fue menor que la del HCI,
obteniendose los siguientes porcentajes de recuperacion metalica en el primer ciclo de
desorcion: Cd 1,4 %, Cu 76,7 %, N1 65,7 %, Pb 11,4 % y Zn 16,7 %. El mecanismo de
actuacion propuesto en este caso fue la complejacion de los cationes metalicos por los
aniones bicarbonato procedentes del agente desorbente. La reutilizacion de la biomasa
en un segundo ciclo de bioadsorcidén puso de manifiesto un incremento en la capacidad
de recuperacion metélica, incluso superior al mostrado en el primer ciclo, debido a
ciertas modificaciones quimicas provocadas en la biomasa por la accion del NaHCO;.
Por ultimo, al someter la biomasa a un segundo ciclo de desorcion, se aprecié un menor
rendimiento con respecto al primero muy posiblemente debido a la mayor carga

metalica presente en la biomasa.

» El pretratamiento de la biomasa con Na,CO3;, NaHCO; y NaOH revel6 un claro
aumento en su capacidad de adsorcion, siendo este aumento de menor magnitud en

biomasas sometidas a lavado posterior a dicho pretratamiento.

» La concentracion del agente pretratante influyd positivamente en la capacidad de
adsorcion de la biomasa obteniendose, en el caso de la biomasa sin lavado posterior, los
mayores incrementos con la mayor concentracion de los tres reactivos pretratantes. En
el caso de la biomasa sometida a lavado posterior, el incremento méximo se consiguio a
menores concentraciones, permaneciendo estos valores constantes con concentraciones
superiores. En este ultimo caso, las condiciones Optimas de pretratamiento para cada
metal fueron las siguientes: Na,COj; saturado 0 0,5 M para el Cu y Zn, respectivamente,

NaOH 0,5 M y 1 M para el Cd y Ni, respectivamente, y NaOH 0,075 M para el Pb.

» Los mayores incrementos obtenidos con la biomasa, sin lavado posterior al
pretratamiento, fueron: Cu 469 %, Cd 450 % y Zn 433 % con Na,COs 'y Pb 250 % y Ni
209 % con NaOH. Por su parte, mediante la utilizacion de la biomasa con lavado

posterior al pretratamiento se lograron los siguientes incrementos maximos: Zn 67 %,
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Pb 65 %, Ni 55 %, Cd 50 % y 19 Cu %, obtenidos con las condiciones Optimas

indicadas en el parrafo anterior.

» Los valores de pH de equilibrio que se registraron en los procesos de
bioadsorcion con biomasas pretratadas, sin lavado posterior, fueron, para cada metal,
muy semejantes con los tres agentes pretratantes utilizados, a pesar de la diferente
alcalinidad de los mimos; esto puso de manifiesto que el pH de pretratamiento
alcanzado con los tres agentes fue suficiente para desprotonar totalmente a la biomasa.
Estos grupos desprotonados también fueron los causantes del aumento de pH, con
respecto a la biomasa sin pretratar, al poder capturar una mayor cantidad de protones del
medio. En el caso de la biomasa sometida a lavado posterior al pretratamiento, los
valores de pH de equilibrio fueron menores debido a la protonacion parcial de los

mismos durante el lavado.

» Los analisis de difraccion de rayos X pusieron de manifiesto la existencia de
posibles precipitados metélicos, aunque Unicamente en el caso de las biomasas sin
lavado posterior al pretratamiento. La formacion de estos precipitados podria haber sido
inducida por la alcalinidad de la superficie de la biomasa la cual actuaria como centro
de nucleacion de microprecipitados; de hecho, éste es uno de los mecanismos

habitualmente propuestos para justificar el anclaje del metal en la biomasa.

» El pretratamiento de la biomasa supuso pérdidas de peso de la misma, debido a
la eliminacion de determinadas sustancias hidrosolubles presentes en la biomasa
original. Asimismo, la cantidad de biomasa recuperada disminuyé a medida que
incrementaba la concentracion del agente pretratante, asi como la basicidad del mismo.
En el caso de la biomasa sin lavado posterior al pretratamiento, el porcentaje de
biomasa recuperada fue superior al de la sometida a dicho lavado, debido a que las
pérdidas de material soluble fueron compensadas con la fijacion de los iones sodio en
los centros activos de la misma y/o a la retencion sobre ella de restos del agente

pretratante.

» La biomasa pretratada, con lavado posterior, mostr6 un mejor ajuste al modelo
matematico de Langmuir que al de Freundlich. Mediante el primer modelo, se verifico,

en el caso de las biomasas pretratadas en condiciones optimas y lavado posterior, el
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siguiente orden de adsorcion: Cu ~ Ni ~ Pb ~ Zn > Cd. Con la biomasa pretratadas, a las
concentraciones mas altas de las estudiadas con los tres agentes, el orden de adsorcion
fue el siguiente: Pb ~ Cu > Ni ~ Zn > Cd. Con estas ultimas biomasas, no se
consiguieron niveles de adsorcion superiores a los logrados con la biomasa pretratada en
condiciones O6ptimas debido, posiblemente, a dafios causados en la biomasa por el efecto

del propio pretratamiento.

» Mediante FTIR se detecto, tras el pretratamiento de la biomasa, seguido o no de
lavado, la presencia de los mismos grupos funcionales encontrados en la biomasa
original, por lo que los grupos carboxilo podrian tener, también en este caso, el papel
prioritario en la fijacion de los cationes metélicos. Asimismo, mediante esta misma
técnica analitica, se pudo constatar la fijacion de sodio en los grupos carboxilicos de la
biomasa sin lavado posterior al pretratamiento, asi como su posterior intercambio por
los correspondientes cationes metalicos. En el caso de la biomasa con lavado posterior
al pretratamiento, se pudo verificar la eliminacion del sodio prefijado por el efecto de

dicho lavado.

» La valoracion acido-base de la biomasa confirmé que los grupos carboxilicos
fueron los mayoritariamente presentes en la biomasa. Por otro lado, el volumen de
valorante que se utilizé para lograr el punto de equivalencia fue mayor en el caso de la
biomasa sin lavado posterior al pretratamiento que en la biomasa sin pretratar, lo cual
indicaria la generacion de nuevos grupos funcionales por la accioén del pretratamiento.
Por el contrario, en el caso de la biomasa con lavado posterior al pretratamiento, el
volumen de valorante fue menor que el de la biomasa sin pretratar, lo que implicaria una
eliminacion de grupos funcionales, por la disoluciéon de los pequefios fragmentos

extraidos durante el pretratamiento.

» Las micrografias obtenidas mediante SEM revelaron como, tras el
pretratamiento, existid una cierta destruccion de la biomasa siendo ésta de mayor
magnitud cuanto mayor fue la alcalinidad del agente pretratante utilizado, dando como
consecuencia un aumento en la porosidad superficial. Asimismo, se pudo observar que
el lavado de la biomasa implico, en todos los casos, la eliminacion de los pequefios

fragmentos extraidos por la accion del pretratamiento.
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» Mediante microandlisis elemental se detecto, al igual que con FTIR, la aparicion
de sodio tras el pretratamiento de la biomasa, poniendo de manifiesto la importancia de
este elemento como cation de intercambio. Asimismo, se constatd también su
eliminacion en el caso de la biomasa lavada. Por otro lado, tras el pretratamiento, se
verifico un cierto aumento en la cantidad de calcio, el cual podria provenir de
compuestos pécticos, presentes en el interior de la pared celular, que habrian sido
expuestos tras la ruptura de la misma por la accion del pretratamiento. El calcio, al igual
que el sodio, parecid participar en los procesos de intercambio con el metal siendo su
implicacion mdas importante en el caso de la biomasa con lavado posterior al

pretratamiento, debido a la alta resistencia de este elemento a dicho lavado.
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