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Resumen: En este estudio se evaluó el efecto de las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), inmovilizadas en un soporte
de alginato de sodio, sobre la concentración de plomo (Pb2+),
cromo (Cr4+) y cobre (Cu2+) presentes en una matriz acuosa
sintética. La concentración de carbohidratos totales más alta
en EPS fue de 42.72 ± 0.17 ug/L de la cepa E6. Las
perlas inmovilizadas con EPS tuvieron valores de humedad
crecientes en dependencia del aumento de la concentración.
La mayor remoción de los contaminantes se consiguió con
el EPS obtenido de la cepa M2-3, de concentración 15%
(remoción= 98.97% Pb2+, 98.05% Cr4+ y 97.25% Cu2+) y una
capacidad de adsorción del metal pesado de 0.240 mg/g (PS)
para Pb2+, 0.237 mg/g (PS) Cr4+ y 0.471 mg/g (PS) Cu2+.
Estos hallazgos demuestran el gran potencial de las perlas con
EPS inmovilizados, para su utilización como biosorbente en el
tratamiento de aguas contaminadas con metales pesados.

Palabras clave: Exopolisacáridos, inmovilización, biosorción,
contaminantes.

Abstract: In this study, the effect of extracellular polymeric
substances (EPS), immobilized on a sodium alginate support, on
the concentration of lead (Pb2+), chromium (Cr4+) and copper
(Cu2+) present in a synthetic aqueous matrix was evaluated.
e highest total carbohydrate concentration in EPS was 42.72
± 0.17 ug/L of the E6 strain. e EPS immobilized beads
had increasing moisture values as a function of increasing
concentration. e highest removal of contaminants was
achieved with the EPS obtained from the strain M2-3, with a
concentration of 15% (removal = 98.97% Pb2+, 98.05% Cr4+

and 97.25% Cu2+) and an adsorption capacity of the heavy metal
of 0.240 mg / g (PS) for Pb2+, 0.237 mg/g (PS) Cr4+ and 0.471
mg/g (PS) Cu2+. ese findings demonstrate the great potential
of the beads with immobilized EPS, for their use as a biosorbent
in the treatment of water contaminated with heavy metals.

Keywords: Exopolysaccharides, immobilization, biosorption,
pollutants.
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Introducción

En esta rápida era de industrialización, la contaminación acumulada por metales pesados es una preocupación
mundial (Bradl, 2005). Los metales pesados son liberados al medio ambiente por diversas industrias, incluidas
la minería, las aguas residuales, el acabado de superficies, el petróleo, la pintura, etc. (Lombardi, Peri, &
Guerrero, 2010).

Los metales pesados no son degradables y se acumulan en los organismos vivos, pasando a lo largo de la
cadena alimentaria (Tchounwou, Yedjou, Patlolla & Sutton, 2012), en pequeñas concentraciones pueden
causar graves enfermedades y desórdenes en el organismo (Chuah, Jumasiah, Azni, Katayon, & Choong,
2005), daños en el ambiente, especialmente en la fauna y ecosistemas acuáticos (Bohli, Ouederni, Fiol, &
Villaescusa, 2015). El arsénico, cadmio, cromo, plomo y mercurio son los principales metales pesados de
importancia para la salud pública (Watt, et al., 2000).

Estudios mencionan que la contaminación por metales pesados en aguas dulces, como es el caso del río
Portoviejo (Delgado & Mieles, 2011), se debe a que vulcanizadoras, lubricadoras, gasolineras, cercanas a este,
no tienen ningún tipo de cuidado al verter las aguas residuales procedentes de sus procesos, directamente a
las redes de distribución de agua fluvial.

Para la remoción de estos iones en solución, se han implementado métodos físicos, químicos y
convencionales, como intercambio iónico, ósmosis inversa, precipitación química, extracción química y
tratamiento electroquímico (Concórdio, Reis, & Freitas, 2020). Sin embargo, tienen algunos inconvenientes,
como la implementación a gran escala, la generación de subproductos indeseables, los altos costos y la
ineficiencia para tratar efluentes contaminados con bajas concentraciones de metales (Mehta & Gaur, 2005).

En consecuencia, la biotecnología ambiental se centra en desarrollar alternativas novedosas
(Ahmaruzzaman, 2011), uno de los métodos más prometedores es la biosorción de metales pesados, que
utiliza microorganismos vivos o muertos, o productos de su metabolismo, como los polímeros (Biswas, et
al., 2020).

Investigaciones han demostrado que numerosos exopolisacáridos (EPS) secretados por diferentes
microorganismos son eficaces para adsorber metales pesados, tales como, Zn+2, Pb+2, Ni+2, Cu+2, Cd+2,
Co+2, Hg+2, de sistemas acuosos (Morillo et al., 2008; Salahizadeh & Shojaosadati, 2003).

Las sustancias poliméricas extracelulares son biopolímeros y se definen como exopolisacáridos de origen
biológico que participan en la formación de agregados microbianos. Generalmente la composición de los EPS
es heterogénea ( Wingender, Neu, & Flemming, 1999). Esta variación en su composición se puede atribuir a
varios factores, incluido el tipo de cultivo, la fase de crecimiento, el método de extracción y las herramientas
analíticas utilizadas (Nielsen & Jahn, 1999).

La capacidad del EPS para adsorber cationes metálicos se debe a la presencia de grupos funcionales cargados
negativamente (grupos carboxilo, fosforilo e hidroxilo) (Concórdio & Freitas, 2019) en las estructuras de
estas macromoléculas, que pueden establecer interacciones electrostáticas y unirse al ion metálico cargado
positivamente (Gupta & Diwan, 2017).
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Algunos de los EPS bacterianos comerciales reportados con la anionicidad requerida son alginato
(Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandii) (Czaczyk & Myszka, 2007), gellan (Sphingomona
spaucimobilis) (Freitas et al., 2009), hialuronano (Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella multocida,
Streptococci cepas atenuadas) (Freitas, Alves & Reis, 2011), xantana (Pseudomonas campescto oleovorans)
(Freitas et al., 2011), fucopol (Enterobacter A47) (Öner, 2013).

El gel de polisacárido y las perlas de alginato se han aplicado ampliamente para inmovilizar diversos
microorganismos y enzimas (Arıca, Arpa, Ergene, Bayramog˘lu, & Genç, 2003). El alginato es un polisacárido
natural compuesto de ácido a-L-gulurónico y ácido b-D-manurónico unidos por un α β 1 Importar imagen
4 enlaces (Percival, 1979).

También se sabe que estos polímeros se unen fuertemente a los iones metálicos (Hu et al., 2007). El
atrapamiento de células microbianas en este soporte de polímeros también podría mejorar el rendimiento
de las células microbianas y la capacidad de adsorción del sistema biosorbente para iones de metales pesados
(Yan & Viraraghavan, 2001).

El objetivo principal de esta investigación fue evaluar el efecto de las sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) inmovilizadas en un soporte de alginato de sodio, sobre la concentración de los metales pesados, Pb
+2, Cr+4 y Cu+2 presentes en una matriz acuosa sintética.

Metodología

Obtención de bacterias y preparación del medio de cultivo

Se recolectaron 3 muestras de agua de purga de los sedimentadores de la Planta Potabilizadora en la ciudad
de Jipijapa de la provincia de Manabí y 1 muestra del agua de captación hacia la planta. A partir de estas
muestras se realizaron aislamientos de bacterias, utilizando como medios de cultivo; DifcoTM Nutrient
Broth y BactoTM Agar, el proceso de incubación se realizó a 37°C por 48 horas, condiciones favorables para
el crecimiento (Tortora, Funke, & Case, 2007).

Los cultivos bacterianos se seleccionaron en base a las colonias mucoides (Bala, Yan, Tyagi, & Surampalli,
2010) y la tinción con violeta cristalino (Cain, Hanks, Weis, Bottoms, & Lawson, 2009). Luego, estas
bacterias se purificaron (tres rayas repetidas en la superficie del agar), finalmente los cultivos bacterianos
purificados se conservaron en la forma de existencias de glicerol (25% p/v) a -20 °C (Gorman & Adley, 2004).
Las cepas fueron codificadas con “E” las provenientes del agua de entrada y con “M” provenientes de los
sedimentadores de la planta.

Extracción de sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Para la extracción de EPS, se adoptó el método realizado por Maddela et al., (2018). Se preparó un medio de
cultivo utilizando una solución de 50 ml de caldo nutriente (DifcoTM Nutrient Broth) con 2,5% de glucosa,
se agregó 100 µL de suspensión bacteriana y se incubó en agitación (110-115 rpm) durante 48 horas a 30°C.
El medio fue centrifugado por 10 min a 3500 rpm y 4°C. Se desechó el sobrenadante (productos microbianos
solubles) y se recogió el pellet (células con EPS). Al pellet se le añadió una solución de NaCl al 0,05% y se
sometió a baño maría por 30 min a 60°C. Se realizó un segundo centrifugado a 5000 rpm a 4°C por 10 min,
se separó el sobrenadante (suspensión de EPS) y se desechó el residuo (células sin EPS). Este procedimiento
se realizó para las 9 muestras de suspensión bacteriana. Finalmente se almacenaron a -20°C.
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Caracterización de EPS

Se determinó el contenido de carbohidratos totales de EPS por el método del ácido fenol-sulfúrico (Dubois,
Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956). A 1 mL de EPS se añadió 1 mL de fenol (5%) y 5 mL de ácido
sulfúrico (96%), luego se dejó en reposo por 10 min, se agitó y se colocó durante 20 min en un baño de
agua a temperatura ambiente para el desarrollo de color, este procedimiento se realizó para las 9 muestras. La
concentración de EPS fue evaluada en un Espectrofotómetro UV-VIS a 450 nm.

Inmovilización de EPS con perlas de alginato de calcio

Las perlas de EPS-alginato se formularon según la técnica utilizada por Ozdemir et al., (2005), ajustando
la concentración de los componentes, se colocaron varias concentraciones de EPS (5%,10%,15%) y 2% de
mezcla de alginato de sodio gota a gota con la ayuda de una jeringa en una solución de Ca (NO3)2 al 5% a
4ºC. Las perlas de alginato se dejaron en reposo por 24 horas, posteriormente se recogieron cuidadosamente,
se lavaron con agua destilada y se pesaron.

Preparación de la matriz acuosa sintética

Se preparó una solución sintética de plomo, cromo y cobre, utilizando Nitrato Plumboso (Pb(NO3)2) 2mg/
L, Dicromato de Potasio (K2Cr2O7) 2mg/L y Sulfato Cúprico (CuSO4.5H2O) 4mg/L respectivamente. El
experimento se realizó con soluciones sintéticas para 5L de agua destilada con un pH 6 según lo recomendado
por Mohammed (2012).

Adsorción de EPS sobre contaminantes

Se realizaron estudios de adsorción por lotes con perlas de alginato de calcio a diferentes concentraciones de
EPS, en 500mL de agua contaminada con agitación constante por 60min. Las perlas se midieron en estufa
a 105⁰C hasta un peso constante (APHA, 2005). Estos valores de peso seco se emplearon para calcular la
capacidad de adsorción del metal. Los contaminantes fueron evaluados al finalizar el proceso de adsorción
mediante espectrofotómetro UV-Vis.

Resultados

Obtención de cepas microbianas y caracterización de EPS

A partir de las 4 muestras recolectadas se aislaron 9 cepas de microorganismos (Figura 1). Molecularmente en
diversos estudios se han identificado bacterias gram negativas; comúnmente Pseudomonas (Bala et al., 2010)
y gram positivas de la especie Bacillus, aisladas de aguas residuales municipales (Maddela et al., 2018). De las
cepas microbianas se extrajeron EPS, cuya

concentración de polisacáridos (carbohidratos totales) mostraron diversos valores, la cepa E6 presentó la
mayor concentración; 42.72 ±0.17 ug/L, la cepa E1 una concentración media; 37.61 ±0.36 ug/L, y la cepa
M2-3 una concentración baja; 19,54 ±0.19 ug/L.
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FIGURA 1
Concentración de carbohidratos totales en EPS en cepas aisladas (E1, E4, E5, E6;
agua de Entrada / M1-4, M2-1, M2-3, M3-3, M3-5; muestras de sedimentadores)

El estudio realizado por Kumari et al., (2017), demostró que el EPS producido por P. aeruginosa N6P6
tuvo una concentración de carbohidratos de 957 ug/mL. Por otro lado, Ozdemir et al., (2005), reportó
una concentración de carbohidratos de 33% en el EPS producido por Chryseomonas luteola TEM05. Las
variaciones en la composición de los polisacáridos dependen en gran medida del tipo y la cantidad de fuente
de carbono disponible, los factores de estrés abiótico como la temperatura y el pH y la fase de crecimiento de
la bacteria durante la cual se produce la síntesis (Czaczyk & Myszka, 2017; Sheng, Yu & Li, 2010).

Obtención de perlas de alginato con EPS inmovilizados

Las perlas PE6 con una concentración de 5% EPS presentó un peso húmedo de 34.400 ± 0.035g y un peso
seco de 4.290 ± 0.021g. Para el caso de la concentración de 10%, 38.609 ± 0.036g con un peso seco de 4.275
± 0.044g y para las de 15%, 40.504 ± 0.058g con un peso seco de 4.177 ± 0.031g. En el caso del blanco
(perlas sin EPS), 30.707 ± 0.053g, y un peso seco de 4.075 ± 0.041g. La humedad de las perlas PE6 aumentó
en dependencia de la concentración de EPS, alcanzando la mayor humedad (93.254%), retención de EPS
(33.904%), con la concentración de 15%, y una pérdida de EPS de 5.086% (Tabla 1).

Las perlas PE1 con una concentración de 5% EPS, presentó un peso húmedo de 33.806 ± 0.059g y un peso
seco de 4.223 ± 0.044g. Para el caso de la concentración de 10%, 37.800 ± 0.057g con un peso seco de 4.191 ±
0.014g y para las de 15%, 41.910. ± 0.046g con un peso seco de 4.174 ± 0.028g. La humedad de las perlas PE1
aumentó en dependencia de la concentración de EPS, alcanzando la mayor humedad (93.821%) y pérdida de
EPS (3.537%) con la concentración de 15%, mayor retención de EPS (33.261%) con la concentración de 5%.

Las perlas PM2-3 con una concentración de 5% EPS, presentó un peso húmedo de 34.143 ± 0.039g y un
peso seco de 4.263 ± 0.012g. Para el caso de la concentración de 10%, 38.609 ± 0.044g con un peso seco
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de 4.248 ± 0.047g y para las de 15%, 42.012 ± 0.021g con un peso seco de 4.132 ± 0.017g. La humedad
de las perlas PM2-3 aumentó en dependencia de la concentración de EPS, alcanzando la mayor humedad
(93.535 %) y pérdida de EPS (3.554%) con la concentración de 15%, mayor retención de EPS (33.094%)
con la concentración de 5%.

TABLA 1
Peso de las perlas de alginato con diferentes concentraciones de EPS

Efecto de EPS inmovilizados en perlas de alginato sobre contaminantes

Los iones de Pb2+ con una concentración inicial de 2mg/L fueron mayormente adsorbidos por las perlas
con EPS obtenidos de la cepa M2-3 a una concentración de 15% (Figura 2), la cual presentó una adsorción
del metal pesado de 0.240 ± 0.002 mg/g (PS) (Remoción=98,97%), Para el caso de la concentración de 10%
se obtuvo una remoción de 98.16%, y para las de 5% una de 96.95%. En el caso del blanco (perlas sin EPS),
la remoción fue del 85.67%.

Estos resultados se pueden comparar con los de Kumari et al. (2017), quienes obtuvieron en perlas de
alginato con EPS una adsorción de Pb2+ de 416,67 mg g-1 y perlas de alginato sin EPS de 120,48 mg g-1,
usando concentraciones del metal de 100-600 mg L-1.
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FIGURA 2
Efecto de la concentración de EPS inmovilizados en perlas de
alginato sobre la capacidad de adsorción y remoción de Pb2+

El tratamiento con perlas inmovilizadas, PE6, PE1 y PM2-3, obtuvieron concentraciones finales de Pb2+
(0.132- 0.020 mg/L) aceptados dentro de la Norma Ambiental Ecuatoriana (TULSMA) para cuerpos de
agua dulce (0.2mg/L) y alcantarillado público (0.5mg/L). También se encuentran dentro de la Norma Oficial
Mexicana (NOM 001 SEMARNAT1996) para cuerpos de agua (0.2mg/L). En el caso del blanco (perlas sin
EPS), los valores en la concentración final (0.286 mg/L) son aceptados por la Norma Ambiental Ecuatoriana
(TULSMA) para alcantarillado público.

Los iones de Cr4+ con una concentración inicial de 2mg/L, fueron mayormente adsorbidos por las perlas
con EPS obtenidos de la cepa M2-3 a una concentración de 15% (Figura 3), la cual presentó una adsorción
del metal pesado de 0.237 ± 0.003 mg/g (PS) (Remoción=98,05%), Para el caso de la concentración de 10%
se obtuvo una remoción de 96.35%, y para las de 5% una de 92.70%. En el caso del blanco (perlas sin EPS),
la remoción fue del 84.85%.

Estos resultados se pueden comparar con los de Anurag et al. (2007), quienes obtuvieron un máximo de
iones adsorbidos de Cr4+ de 238 mg/g de perlas de alginato de calcio, con una eficacia de remoción del 86%,
usando concentraciones del metal de 25-200 mg/L.

El tratamiento con perlas inmovilizadas, PE6, PE1 y PM2-3, obtuvieron concentraciones finales de Cr4+
(0.171- 0.039 mg/L) aceptados dentro de la Norma Ambiental Ecuatoriana (TULSMA) para cuerpos de
agua dulce (0.5mg/L) y alcantarillado público (0.5mg/L). También se encuentran dentro de la Norma Oficial
Mexicana (NOM 001 SEMARNAT1996) para cuerpos de agua (0.5mg/L). En el caso del blanco (perlas sin
EPS), los valores en la concentración final (0.303mg/L) son aceptados por la Norma Ambiental Ecuatoriana
(TULSMA) para cuerpos de agua dulce y alcantarillado público; y por la Norma Oficial Mexicana (NOM
001 SEMARNAT1996) para cuerpos de agua.
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FIGURA 3
Efecto de la concentración de EPS inmovilizados en perlas de
alginato sobre la capacidad de adsorción y remoción de Cr4+

Los iones de Cu2+ con una concentración inicial de 4mg/L fueron mayormente adsorbidos por las perlas
con EPS obtenidos de la cepa M2-3 a una concentración de 15% (Figura 4), la cual presentó una adsorción
del metal pesado de 0.471 ± 0.006 mg/g (PS) (Remoción=97,25%), Para el caso de la concentración de 10%
se obtuvo una remoción de 94.26%, y para las de 5% una de 92.00%. En el caso del blanco (perlas sin EPS),
la remoción fue del 83.25%.
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FIGURA 4
Efecto de la concentración de EPS inmovilizados en perlas de
alginato sobre la capacidad de adsorción y remoción de Cu2+

Estos resultados se pueden comparar con los de Ozdemir et al. (2005), quienes obtuvieron una adsorción
de 1,989 mmol de Cu2+/g de peso seco de EPS inmovilizado con alginato, mientras que las perlas de alginato
sola, una eficiencia de 1,505 mmol de Cu2+/g de peso seco, utilizando concentraciones iniciales del metal
de 0.39-4.72 mM.

El tratamiento con perlas inmovilizadas, PE6, PE1 y PM2-3, obtuvieron concentraciones finales de Cu2+
(0.34- 0.11 mg/L) aceptados dentro de la Norma Ambiental Ecuatoriana (TULSMA) para cuerpos de
agua dulce (1mg/L) y alcantarillado público (1mg/L). También se encuentran dentro de la Norma Oficial
Mexicana (NOM 001 SEMARNAT1996) para cuerpos de

agua (4mg/L). En el caso del blanco (perlas sin EPS), los valores en la concentración final (0.67mg/L)
son aceptados por la Norma Ambiental Ecuatoriana (TULSMA) para cuerpos de agua dulce y alcantarillado
público; y por la Norma Oficial Mexicana (NOM 001 SEMARNAT1996) para cuerpos de agua.

Los resultados de este estudio demuestran que, a mayor concentración de EPS, mayor fue la capacidad de
adsorción del metal pesado. Sin embargo, Wei et al. (2016) mencionan que, al aumentar la concentración
inicial del metal, la eficiencia de eliminación puede disminuir cuando la concentración de EPS exceda
el nivel óptimo. Realizar una cinética de adsorción de metal pesado, incrementando su concentración
inicial, permitirá probar la capacidad de retención o tiempo de saturación de las perlas con EPS durante el
tratamiento.

Los EPS, producto de las cepas E1, E6 y M2-3, aislados de aguas purgas obtenidos del proceso de
potabilización de agua, mostraron valores bajos en la concentración de polisacáridos (carbohidratos totales),
sin embargo, resultaron ser capaces de adsorber metales pesados, en comparación con el EPS utilizado en el
estudio de Kumari et al. (2017), que fue obtenido de una bacteria marina, con una concentración muy alta
de polisacáridos. Puesto que, los EPS presentan en sus macromoléculas distintos grupos funcionales (amino,
carboxílico, sulidrilo y fosfato), hacen que difieran en su afinidad y especificidad para la unión de metales,
por lo tanto, se podrían lograr resultados diferentes dependiendo de las características del EPS. Realizar
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un estudio más profundo sobre las propiedades funcionales del EPS, permitirá una mejor comprensión del
mecanismo de adsorción del mismo.

Los valores de remoción obtenidos en este estudio a escala de laboratorio sugieren que los EPS
inmovilizados en perlas de alginato, podrían ser adecuado para el desarrollo de procesos sostenibles y
amigables con el medio ambiente para la remoción de plomo, cromo y cobre en aguas contaminadas. Realizar
experimentos, utilizando aguas residuales industriales para la obtención de EPS son una opción viable como
tratamiento de biorremediación.

Conclusiones

De los EPS de microorganismos útiles en los procesos de biorremediación tenemos a la cepa E6 que presentó
la mayor concentración de polisacáridos (carbohidratos totales) con un 42.72 ±0.17 ug/L, la cepa E1 una
concentración media de 37.61 ±0.36 ug/L, y la cepa M2-3 obtuvo la concentración más baja; 19,54 ±0.19
ug/L.

En el ensayo de concentración del biosorbente se estableció que 15% seria el óptimo para la remoción de
los contaminantes presentes en una matriz acuosa sintética. Comprobando que, a mayor concentración del
biosorbente mayor será la capacidad de remoción.

Para los tratamientos con y sin EPS inmovilizados hubo diferencia significativa demostrando que los
tratamientos que poseen EPS (E6, E1, M2-3) tiene una mayor capacidad de remoción a diferencia del que
no tiene (Blanco).

Los datos experimentales de adsorción de Pb2+, Cr4+, y Cu2+, con el tratamiento de sustancias
poliméricas extracelulares inmovilizadas en un soporte de alginato se ajustaron favorablemente. La mayor
capacidad de reducción de los contaminantes utilizando EPS la obtuvo la cepa M2-3 con una concentración
máxima de remoción del 98.97% de Pb2+, 98.05% de Cr4+ y 97.25% de Cu2+. Una capacidad de adsorción
de 0.240 mg/g (PS) para el Pb2+, 0.237 mg/g (PS) para el Cr4+ y 0.471 mg/g (PS) para el Cu2+.

El porcentaje de remoción es indiferente de la concentración de carbohidratos totales que presente una
cepa microbiana, como es el caso de la cepa E6 que presentó una mayor concentración (42.71 μg/L) de
carbohidratos totales, sin embargo, su porcentaje de remoción (97.58% Pb2+, 96.75% Cr4+ y 95.75%
de Cu2+), no fue significativo en comparación con la cepa M2-3 de concentración (19.39 μg/L) de
carbohidratos totales.

La biosorción de metales pesados con EPS inmovilizados en perlas de alginato es una de las técnicas
más novedosas dentro de la biotecnología, la cual resulta más eficiente a comparación de otros métodos
convencionales, obteniendo valores aceptables en sus concentraciones finales, los cuales se encuentran dentro
de la Norma Ambiental Ecuatoriana (TULSMA) para cuerpos de agua dulce y alcantarillado público.
También están dentro de la Norma Oficial Mexicana (NOM 001 SEMARNAT1996) para cuerpos de agua.
Por lo tanto, este tratamiento se podría emplear para procesos de biorremediación.
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