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RESUMEN

Se estudian dos de las posibles aplicaciones que ofrecen las zeolitas en sistemas
acuicolas: adsorcion de amonio y accidén microbicida. Para ello se utilizan tres productos
zeoliticos: una variedad natural cubana (NZ), otras dos intercambiando sus cationes la

anterior con iones Na* (AZ) y Zn*t (ZZ), respectivamente. Antes de su uso se les somete
a andlisis quimico y estudian la composicion mineraldgica mediante DRX.
Se mide la capacidad de retencion de amonio de los productos NZ y AZ, asi como la

desorcién de Zn%* que el agua de mar ocasiona sobre ZZ. Ademas, se llevan a cabo
estudios microbioldgicos para determinar la dosis minima inhibitoria de ZZ y su espectro
microbicida.

SUMMARY

Two of the possibilities offered by zeolites in marine aquacultural systems have been
studied: ammoniun adsorption and microbicidal action. Three zeolitic products were

used: a naturally occurring zeolite from Cuba (NZ); another exchanged with Na* ions

(AZ); and the third exchanged with Zn** ions (ZZ). Before use, a chemical analysis of
then was carried out and their mineralogical composition were determined by XDR.

The capacity for ammonia retention af the zeolites NZ and AZ, and desorption of Zn**
undergone by ZZ in contact with seawater, were measured. In addition, microbiological
studies were undertaken to determine the minimun inhibitory dose of ZZ and its
microbicidal spectrum.

INTRODUCCION

En relacion con la produccion y eliminacién de amonio en sistemas acuicolas (1), el
Grupo de Investigacion Zeolitas-Acuicultura de la Universidad de Cadiz, ha desarrollado
trabajos previos con zeolitas, y sintetizado productos de naturaleza zeolitica (2 y 3).
También ha estudiado la intervencion de estos productos en determinados procesos
bioldgicos, tal como el cultivo de microalgas marinas (4).

Por otra parte, en trabajos llevados a cabo en el Laboratorio de Ingenieria de Zeolitas de
la Universidad de La Habana, se ha demostrado la versatilidad de las zeolitas naturales en
las numerosas aplicaciones que proporcionan sus propiedades. Por ejemplo, substratos de
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suelos pobres para cultivos de plantas (5), tratamiento de subproductos procedentes la
hidrometalurgia del cobre, conteniendo altos niveles de amonio, niquel y cobalto (6); y,
recientemente, el desarrollo de principios zeoliticos activos (PZAs) para la produccién de
productos medicinales (7).

El objetivo de este trabajo se ha centrado en las posibilidades acuicolas de tres PZAs:
zeolita natural purificada (NZ); la forma sddica de esta NZ (AZ); y la forma zincica al

someter NZ a un intercambio catiénico con Zn** (ZZ). De especial interés para su
utilizacién en granjas acuicolas, es el comportamiento de los PZAs en la eliminacién de
amonio. Rodriguez (8) ha confirmado en estudios cinéticos y termodindmicos, la alta

selectividad de NZ con respecto a la retencién de NH4*, presentando una capacidad de

cambio total de 2,04 meq NH,"/g. Estos resultados han aconsejado el desarrollo de dicha
aplicacion.

Por varios autores (9 y 10) han sido demostrada las propiedades fungicidas y
microbicidas de zeolitas conteniendo iones de metales pesados, entre los que se encuentra

el Zn?*. La efectividad del amplio espectro microbicida de ZZ ha hecho posible el
desarrollo de métodos de purificacion de aguas de bebida para el consumo humano (11).
También, su capacidad microbicida es muy ttil para la preservacion de las especies
cultivadas en granjas marinas.

En el presente trabajo presentamos resultados obtenidos en la colaboracion desarrollada
entre los dos citados Grupos de zeolitas. Muestras de PZAs obtenidos en el Laboratorio
de La Habana, han sido caracterizados por ambos Grupos. Posteriormente se han llevado
a cabo evaluaciones preliminares para determinar su utilizacién como mantenedores de
condiciones ideales en sistemas de cultivos marinos, y en las del transporte de peces.

MATERIAL Y METODOS

Los tres productos zeoliticos que se ensayan han sido obtenidos de zeolita natural
procedente del depdsito de Tasajeras en la provincia de Santa Clara (Cuba). La forma
purificada de NZ fue producida sometiendo una fraccién de menos de 0,8 mm a
tratamiento en lecho fluidizado. Por variacion de la velocidad de flujo del agua se origina
la separacién de distintas fases minerales. De este modo se eliminan arcillas, cuarzo,
feldespato, 6xidos de hierro y otras particulas extrafias, obteniéndose un material en el
que mds del 70% esta formado por clinoptilolita-heulantita + mordenita.

Las formas sédicas y zincicas se obtienen por intercambio catiénico de NZ con
disoluciones 0,1 M de NaCl y de ZnSOy, 7TH,0 de calidad XXII USP, a temperatura de

ebullicion y reflujo de 4 horas. El tiempo en cada ocasion es variable hasta obtener la
saturacion. Las muestras se analizan, previa disolucion en dcido fluorhidrico, por
espectrometria de absorcion atémica.

Los estudios de difraccion por rayos X permiten evaluar los cambios estructurales o
transformaciones aparecidas en cada muestra después del tratamiento. El proceso
computacional tedrico de los DRX estdndares fue hecho por el Método Rietveld con
programa FULL-PROF de CEA-CRNS. Los datos de las distancias de enlaces entre los
atomos que constituyen la estructura cristalina de la clinoptilolita-heulandita, son los
obtenidos por Alberti (12). Se determina la composicion de las fases de cada PAZ, junto
con su cristalinidad.

Se lleva a cabo también evaluacion de la capacidad de cambio amodnico de los productos



NZ y AZ por elucién en columna a temperatura de 25°C, de 6 litros de disolucién NH,4Cl
1 M, arazon de 1 litro/hora. Las zeolitas saturadas de amonio se lavan con agua

desionizada y con etanol, y secan a 60°C para la eliminacién de éste. Puestas de nuevo en
la columna, se les hace pasar disolucion de NaCl 1 M, para desplazar al amonio, el cual
es medido espectrofotométricamente.

Ademads, se estudian las capacidades de retencion amonica en condiciones similares a
aquellas existentes en sistemas marinos. Para ello, 1 gramo de cada PZA, a su tamafio
original de menos de 0,8 mm de grano, se suspenden en 100 ml de disolucion

conteniendo 10 ppm de NH,*(NH4Cl) en agua de mar (3,5% de salinidad). Se agitan
durante 48 horas, a 20°C, midiendo las concentraciones amonicas iniciales y finales

mediante el método espectrofotométrico del indofenol (13). En andlogas condiciones se
experimenta con disoluciones en agua destilada.

Por otra parte, la zeolita ZZ se somete a un proceso de desorcion del ion Zn**,
suspendiendo 0,5 g en 100 ml de agua de mar, a 20°C, con agitacién durante 48 horas.

Periddicamente se van midiendo espectrofotométricamente (14) las cantidades de Zn*t
desorbidas. También se estudia dicha desorcion cuando se utiliza agua doméstica de 59 4

ppm (CaZ* + Mg2+) de dureza, a su paso por una columna de 6 x 2,5 cm, conteniendo 20
g de ZZ, con flujos de 25 y de 80 ml/minuto. En los eluidos se miden las concentraciones

de Ca?*,K*, Mg?* Naty Zn?*.

Los estudios microbioldgicos se llevan a cabo para determinar las dosis minimas de
niveles inhibitorios y el espectro microbicida de ZZ. Se usan 35 diferentes tipos
microbianos, Gram+ y Gram-, junto con levaduras, en un medio de cultivo con agar (15).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los anélisis quimicos se muestran en la Tabla I. Puede observarse que

NZ es una clinoptilolita-heulandita natural calcica. El cambio idnico con Na* y con Zn?*
se produce después de cuatro horas de tratamiento hidrotérmico. La concentracion que se
obtiene de estos cationes son ptimos para los objetivos que se proponen de eliminacién

de bajas concentraciones de NH,, y de desprendimiento de Zn** en el medio marino.

TABLA I: Composicién quimica (%) de los PAZs

PAZ CaO | Fe,O3 | K0 NaO | MgO SiO, AL O5 ZnO
NZ 3.32 1.82 1.12 1.45 0.71 63.27 11.78 -
AZ 1.36 1.79 1.04 425 0.66 66.33 11.83 -
77 1.57 1.97 1.28 1.06 0.23 65.12 1221 2.66

Los andlisis de rayos X realizados a cada muestra prueban que no ha habido
transformaciones de fases durante el tratamiento hidrotermal. Las diferencias de las
muestras AZ y ZZ con respecto a NZ, estan originadas por la incorporacion de los iones

Naty Zn** a la estructura zeolitica. La composicion de las fases, determinadas por
experimentos usando muestras estdndares (16) y por refinamiento computacional,
muestran una diferencia del orden del 10% (Tabla II). Estas diferencias podrian ser



debidas al hecho de que las estructuras cristalinas de la clinoptilolita-heulandita y del
feldespato poseen lineas muy juntas entre si, y necesitan correccién adecuada para
separarlas.

Ademas, Mir (17) ha comprobado que el tratamiento térmico a altas temperaturas

(>450°C) de clinoptilolita-heulandita natural, las transforma en albita o en anortita,
dependiendo de su composicion quimica. El proceso tiene lugar si el crecimiento de la
fase feldespato se produce a expensas de la fase zeolitica.

TABLA II: Composicién de fases minerales determinadas por DRX, usando muestras estindar y refinamiento
computacional por el método Rietveld (cr = refinamiento computacional)

Fase mineral NZ NZ(rc) AZ AZ(rc) 177 7.7 (xrc)
Clinoptilolita- 64.00 54.20 65.00 40.93 68.00 38.97
heulandita

Mordenita 11.00 1091 10.00 13.63 10.00 10.57
Cuarzo 5.00 502 6.00 6.55 6.00 6.68
Albita 20.00 29.86 19.00 39.89 16.00 43.79

La Tabla III muestra las retenciones de amonio (X.1073 meq/gramo de zeolita) en agua de
mar de 3,5% de salinidad y en agua destilada, respectivamente, utilizando dos
concentraciones diferentes de amonio (5 y 10 ppm) y dos diferentes dosis de zeolitas (10

y 20 g/1). También se indican las concentraciones finales de equilibrio (C.1073 meq/l) en
cada caso.

TABLA III: Retenciones de amonio (X)(xlO'3 meq/gr zeolita) y concentraciones finales de equilibrio (C y C.10'3),
en agua destilada y en agua de mar, con diferentes concentraciones amonicas iniciales y diferentes dosis de zeolitas.

NZ AZ 77

Muestras

C X C X C X
Agua de mar
10 ppm NH,4* y 20 gr zeolita/l - - 9.3 39 9.3 39
5 ppm NH, ' y 10 gr zeolita/l 44 1.7 44 1.7 4.8 0.8
Agua destilada
10 ppm NH,4* y 10 gr zeolita/l 39 394 33 44.5 3.6 42.6

Pueden observarse muy bajos niveles de retencién de amonio en agua de mar, lo que esta
en concordancia con resultados obtenidos en experimentos anteriores llevados a cabo con
otras zeolitas. La cantidad de amonio retenida representa no mas del 3% de la total
capacidad de cambio amoénico de las respectivas zeolitas. Para rebajar la concentracién
amonica final seria preciso la utilizacion de grandes dosis zeoliticas.

Sin embargo, deberé consignarse, que bajo las condiciones en que hemos experimentado,
NZ y AZ presentan una capacidad de cambio aménico mucho mayor que ZZ, en el caso
de disoluciones con 5 ppm inicial. El hecho de que el nimero de miliequivalentes
cambiados de amonio sea el doble para las citadas dos zeolitas, puede ser debido a la
selectividad de cada zeolita para los iones marinos que entran en competicion bajo las



condiciones experimentales. Son las siguientes:

e Ca®*-NH,* - Na* para NZ
e Na* - NH," para AZ
e Zn?*-NH,* - Na* para ZZ

De todos modos, la alta concentracién con que se presentan los iones Na™ y K* en el agua
del mar los hacen preferente en su retencion zeolitica frente al amonio, cuya
concentracion en cualquier caso, muy escasa (8).

En agua destilada, por el contrario, se ha visto que le retencién amoénica de los productos
que estudiamos es mucho mayor; del mismo orden que la de otras zeolitas que hemos
experimentado en trabajos anteriores.

Por otra parte hay que hacer constar que la concentracion amonica no es el unico
parametro perjudicial que hay que tener en cuenta en el cultivo y en el transporte de
peces, sino que existen factores biologicos que hay que tener muy en cuenta (17) y que
pueden ser controlados por las propiedades microbicidas de ZZ.

La Tabla IV muestra los resultados de la desorcién de iones Zn* procedentes de ZZ en
contacto con agua de mar. El aumento de la presencia de este cation en la disolucion ha
sido estudiada a lo largo de 24 horas, alcanzando 56.0 ppm al cabo de dicho tiempo. El

intercambio de Zn®* en la zeolita tiene lugar fundamentalmente por su sustitucién por
iones Na*, catién para el que la clinoptilolita presenta una alta selectividad (8, 18).

TABLA IV: Concentracién (ppm) de iones Zn** procedentes de ZZ en agua de mar.

Tiempo (h) 1 2 5 8 12 24
Concentraciones 18 24 37 46 51 56

La concentracion que se alcanza de ZnZ* al cabo de 24 horas, equivale al 70,5% del
contenido original de este cation en ZZ. Este valor es mucho mayor que el los niveles
ordinarios de este metal que han sido necesarios (<10 ppm) en estudios llevados a cabo
con aguas potables contaminadas, con 59,4 mg de dureza, para obtener suficiente eficacia
microbicida en la purificacion de dichas aguas. En estas aguas duras, el desprendimiento

de Zn>* proveniente de ZZ, se debe al intercambio que tiene lugar con iones Ca®*, para
los que la clinoptilolita tiene menos preferencia que para Na™ pero mas que para Zn3*.

Las concentraciones que se alcanzan de Zn** en agua de mar con ZZ deben ser
cuidadosamente consideradas con objeto de aprovechar sus propiedades microbicidas en
el transporte de especies marinas, o en el de la conservacion de acuarios. En estos se
estima que la dosis inhibitoria minima puede ser de menos del 1%.

En la Tabla V se observa como en las condiciones dindmicas experimentadas, y para la
composicion inicial de iones en ciertas aguas domésticas potables, la participacion la

Ca®* es claramente fundamental en el proceso del desplazamiento del Zn** procedente

del ZZ microbicida. Otra observacion es que el aumento de concentracion de Na* en las
mencionadas aguas sobre sus niveles originales, se debe a que han sido sustituidos en la

estructura zeolitica por iones Ca%*. Al mismo tiempo, se confirma que K*y Mg2+ no
participan en el intercambio, dado que sus concentraciones permanecen constantes



durante el estudio.

La participacion del sodio durante los primeros 40 minutos del proceso de cambio 16nico
en ZZ que estamos comentando, es el resultado de la introduccion de los iones Zn** en

los lugares mas accesibles de la estructura zeolitica, a expensas de los Ca®*, durante el
proceso de preparacion de ZZ a partir de la zeolita natural NZ.

TABLA V: Cinética de la sustitucién de iones de ZZ en agua potable con una dureza de 59.4 ppm y un flujo de 25
ml/min. Concentraciones de cationes en diferentes momentos

Tiempo 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ca2t 51 40 45 46 47 48 49 49 50
Na*t 18 24 21 20 19 18 17 16 16
Mg2* 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Zn2t 0 7 4 3 3 2 3 4 4
K* 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Como puede ser observado en la Tabla I, la concentracion de calcio disminuye en un
1,75% en las transformaciones a AZ y a ZZ, mientras que el sodio lo hace s6lo en un

0,39%. Mas tarde, el intercambio inicial de iones Ca?* en ZZ desplaza a los mds

accesible iones Na™, a los que los iones Zn?* no tenfan capacidad para desplazar
inicialmente.

Después de 40 minutos finaliza el cambio Ca%* --> Na™*, mientras que desde entonces
continiia el intercambio de Zn>*. Por otra parte, el grado de intercambio puede ser
establecido mediante la velocidad de flujo que se imponga. Mediante la citada condicion
de 25 ml/min, se alcanza una elucién de Zn?* equivalente al 1,3% del contenido original
de este ion en ZZ. Este desprendimiento es mucho menor que el que se alcanza en agua
de mar, en donde la alta concentracién de Na* sumada a la mayor selectividad de la

clinoptilolita para este ion, determinan mayor desprendimiento de Zn**.

En la Tabla VI se muestran los resultados llevados a cabo sobre las dosis minimas
inhibitorias de ZZ para 35 tipos microbianos. Es de notar que para dosis por encima del
10% de ZZ se consigue una inhibicidn total de los tipos ensayados. Ademads, una
letalidad efectiva se alcanza al cabo de 12 horas de contacto de ZZ con el medio de
cultivo (Tabla VII).

TABLA VI: Dosis letales del principio zeolitico activo ZZ, con indicacién del nimero de
colonias presentes.

Dosis 0 1 5 10 15
Colonias 100 90 62 0 0

TABLA VII: Conducta de la dosis letal (10%) de ZZ, en funcién del tiempo.

Horas 0 6 12 24 30

Colonias 100 94 62 0 0




La Tabla VIII muestra la sensibilidad microbiana determinada con la dosis letal de 10%
77.. Puede verse que un gran nimero de los tipos ensayados son sensibles a la presencia
de ZZ _en el medio de cultivo. Los estudios se llevados a cabo con productos medicinales
que usan ZZ como principio activo confirman la efectividad de este producto zeolitico
como antiséptico de amplio espectro, para animales y personas.

El estudio de esta sensibilidad microbiana fue llevado a cabo usando los tipos de
microbios mds frecuentemente implicados en la salud de las especies marinas.

TABLA VIII: Sensibilidad microbiana de ZZ

Tipo de microbio ensayado Sensibilidad

Arizona 173-6734 -

Arizona 67341 +

Bacillus cereus +

Bacillus subtilis ATCC 6633 -

Candida albicans BSG 002 +
Candida albicans BSG 003 +
Candida albicans BSG 007 +
Citrobacter freundii ATCC 2090 +
Citrobacter freundii BSG 032 +
Enterobacter aerogenes BSG 023 +
Escherichia coli 44 +
Escherichia coli ATCC 25922 +
Escherichia coli ATCC 25922 +
Klebsiella pneumoniae BSG 032 +
Klebsiella pneumoniae ISA +

Klebsiella pneumoniae BSG 034 -

Proteus mirabalis BSG 013 +

Proteus rettgeri ATCC 1407 -

Proteus vulgaris ATCC 13315 +
Proteus vulgaris BSG 015 +
Providencia ISA 21 +
Pseudomonas aeruginosa +

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27857 -

Salmonella anatum BSG 012 +

Salmonella typhimurium ATCC 14628 +

Salmonella typhimurium BSG 030 +




Serratia marcenscens ATCC 8100 -

Serratia marcenscens BSG 033 +

Shigella flexneri ATCC 12027 -

Shigella flexneri BSG 009 -

Shigella sonnei ATCC 75921 +
Staphylococcus aureus BSG 031 +
Staphylococcus epidermis BSG 021 +

Streptococcus cloacae ATCC 23355 -

Streptococcus freundii BSG 036 +

CONCLUSIONES

Este estudio ha permitido comprobar la posibilidad del empleo de los llamados principios
zeoliticos activos, preparados a partir de clinoptilolita-heulandita natural cubana, en
procesos de eliminacion de amonio en agua de mar, obteniendo resultados comparable
con aquellos obtenidos previamente con productos zeoliticos sintéticos.

La sensibilidad microbiana observada en el principio zeolitico activo ZZ en aguas

domésticas duras y los valores de las concentraciones de Zn%* obtenidos con aguas de
mar, permiten predecir que el efecto microbiano de dicho ZZ sera de gran utilidad en
sistemas marinos.
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