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RESUMEN
En el presente trabajo se tiene como objetivo medir la capacidad de bioadsorcién de
Saccharomyces cerevisiae (levadura comercial) para la remocion del Pb. En el proceso de
bioadsorcion se evaluaron parametros como pH (2.5, 5.1 y 6.6), el tiempo de contacto (5, 30,
120 y 300 minutos) y diferentes concentraciones de Pb (5, 10, 15y 20 ppm). La investigacién
consistio en determinar la cinética de crecimiento de la levadura para conocer cuanta cantidad
de levadura (bioadsorbente) usar en el agua con plomo. La lectura sobre la concentracion de
plomo se realiz6 en el equipo de Espectroscopia de Adsorcion Atomica (EAA). Para obtener
la retencion maxima del metal (Qmax) se usé el modelo isotérmico de Langmuir a una
temperatura ambiente donde se obtuvo un valor de 7.89 mg de Pb/g de levadura. La
concentracion que mayor porcentaje de bioadsorcion presentd fue en 5 ppm, en el cual se
removidé un 96.4% a un pH de 5.1 y un tiempo de 120 minutos. Se concluyé que la levadura
tiene una alta capacidad de bioadsorcion de Pb, sin embargo, cuando se supera los 15 ppm de

plomo en el agua baja la tasa de remocion.

PALABRAS CLAVES: Bioadsorbente, Bioadsorbato, Levadura, Concentracion,

Eficiencia
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ABSTRACT
The present work aims to measure the bioadsorption capacity of Saccharomyces cerevisiae
(commercial yeast) for Pb removal. In the bioadsorption process, parameters such as pH (2.5,
5.1 and 6.6), contact time (5, 30, 120 and 300 minutes) and different Pb concentrations (5, 10,
15 and 20 ppm) were evaluated. The research consisted in determining the growth kinetics of
the yeast to know how much yeast (bioadsorbent) to use in the leaded water. The reading of
the lead concentration was done in the Atomic Adsorption Spectroscopy (AAS) equipment. To
obtain the maximum retention of the metal (Qmax) the isothermal model of Langmuir was used
at a room temperature where a value of 7.89 mg Pb/g of yeast was obtained. The concentration
with the highest percentage of bioadsorption was 5 ppm, in which 96.4% was removed at a pH
of 5.1 and a time of 120 minutes. It was concluded that the yeast has a high capacity of Pb
bioadsorption, however, when it exceeds 15 ppm of lead in the water, the removal rate

decreases.

KEY WORDS: Bioadsorbent, Bioadsorbate, Yeast, Concentration, Efficiency
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1. INTRODUCCION
A partir de la década de los 20’ la principal industria de la contaminacion de plomo fue
la automotriz por las naftas (tetraetilo y tetrametilo de plomo). Las afectaciones que estas
industrias producen alteran a los efluentes de agua, convirtiéndose en un foco de contaminacién
dado a su alta propagacion hacia los demas recursos (Burger y Roman, 2010; Novillo y Vélez,

2015).

El plomo (Pb) al ser consumido en altas concentraciones puede llegar a tener graves
afectaciones en la salud humana, desde un dolor de estémago hasta caer en coma o incluso

causar la muerte (Cruz, 2020).

En la actualidad existen varios métodos de remocion de plomo de los efluentes que son
manejados en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR). Para cumplir con la norma
establecida, estas aguas deben pasar por un tratamiento terciario como 0SMosis inversa,
precipitacion quimica, entre otras; estos métodos de descontaminacion pueden llegar a tener
precios muy elevados debido a su alta inversion. Es por esto que se ha planteado diferentes
alternativas para tratar estas aguas contaminadas con plomo a través del uso de biomasa viva o
muerta, siendo esta metodologia una de las mas viables debido a su bajo costo (Moreno y

Ramos, 2018).

La bioadsorcién o biosorcidn, usan matrices inorganicas u organicas siendo muy
convenientes al usarlo como bioadsorbentes. Los bioadsorbentes vienen dados por sus grupos
funcionales activos, debido a que tienen una gran afinidad con los grupos: amino, fosfato,
sulfhidricos y carboxilos; esto otorga al bioadsorbente una afinidad para retener a un ion
metéalico en diferentes diluciones hasta la saturacion del mismo (Palacios y Villalobos, 2007).

Para unas condiciones éptimas de la bioadsorcién, el proceso trabaja bajo un pH, diferentes



concentraciones y diferentes tiempos de contacto (bioadsorbente/metal) (Novillo y Vélez,

2015; Ordofiez, 2017; Verdugo, 2017).

La presente investigacion va a evaluar la capacidad de bioadsorcién de Saccharomyces
cerevisiae para la remocion de plomo debido a que se demostré a traves de registros
documentales que la levadura puede llegar a tener una gran afinidad fisico-quimicas por este
metal, lo cual puede elevar la posibilidad de bioadsorcién y demostrar una alternativa valida
para tratar los efluentes de agua contaminadas por Pb y a la par fomentar el cuidado de los

recursos hidricos.

También se centra en encontrar una alternativa eficaz para la descontaminacion de
aguas con presencia de plomo debido a que en los ultimos afios se han reportado que los
principales depdsitos de plomo se han encontrado en aguas subterrdneas como en aguas
superficiales (rios, lagos y lagunas), siendo la mineria una de las principales contribuyentes
para la contaminacion teniendo como un efecto directo la afectacion a la salud humana vy al

medio ambiente a corto, mediano y largo.

A concentraciones medias y altas de plomo en el medio ambiente tiende a alterar la
flora y fauna de los rios, lagos o lagunas, teniendo como efecto la muerte de la biodiversidad
de la zona (Covarrubias y Pefia, 2017; Erdstegui, 2009). En el caso de la salud humana puede
Ilegar a tener repercusiones como dafio al cerebro, rifiones e interferir la produccion de los
glébulos rojos que llevan el oxigeno en la sangre, también se debe tener en cuenta la edad que
el individuo puede tener, debido a que los nifios pueden llegar a retener hasta 10 veces mas

plomo que un adulto (Cruz, 2020; Guerrero et al., 2019).

Se desea aprovechar la biomasa (levadura), ya que tienen una alta adaptabilidad al

medio y retencion de los metales, por ello se ha prestado especial atencion a la bioadsorcion de



metales, principalmente porque la biomasa fungica se produce como un subproducto de varios

fermentos industriales (Cafiizares, 2000; Urrutia y Beatriz, 2019).

También tiene una gran ventaja sobre los otros tipos de tratamientos, como dice

Izquierdo (2010) tenemos:

e Tiene una gran eficiencia en aguas residuales.
e Es una tecnologia econémica debido a que no se necesitan reactivos muy costosos.
e Puede facilitar la recuperacion de metales.

e Frente a la precipitacién no produce barro quimico.

Es importante realizar una investigacion para determinar el potencial de la
Saccharomyces cerevisiae para utilizarlo en procesos de descontaminacion de agua y asi poder

ser incorporadas en las plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR).



2.1.

2.2.

2. OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar la capacidad de bioadsorcion de Saccharomyces cerevisiae para la remocion
de plomo.
Objetivos Especificos
Determinar el pH 6ptimo y el tiempo 6ptimo para la bioadsorcion de plomo.
Determinar la capacidad de bioadsorcion de Saccharomyces cerevisiae en agua
sintética a diferentes concentraciones de plomo.

Determinar la eficiencia de bioadsorcién de plomo generada por Saccharomyces

cerevisiae



3. MARCO TEORICO

3.1. Plomo

El plomo tiene como ndmero atdmico 82, el cual se encuentra en el grupo 14 (1V A) de
la tabla periddica, con un peso atomico de 207,2 y con una valencia quimica de +2 y +4; es
relativamente resistente al acido sulfarico y clorhidrico, pero se disuelve con lentitud en el
acido nitrico. Tiene una densidad relativa o gravedad especifica de 11.4 g/cm3 a 16 °C; su
punto de fusion es de 328.4 °C y el de ebullicion es de 1726 °C; es aproximadamente 11,5

veces mas denso que el agua (Cabrera, 2017; Urrutia y Beatriz, 2019).

El plomo no tiene ningin valor bioldgico, por ello no es necesario para el
funcionamiento de los seres vivos, pero tiene una gran utilidad a nivel industrial por su
resistencia a la corrosion. Este metal puede ser encontrado en la soldadura, cubierta de los
cables, como el recubrimiento de los automdviles, productos compuestos por antidetonantes
para la gasolina, baterias, ceramicas y pinturas. Por ser un compuesto téxico para el humano
este metal esta restringido en varios paises y la utilizacién del mismo en los ultimos afios se ha

visto limitado, incluso en ciertos lugares es prohibido por completo (Urrutia y Beatriz, 2019).

La contaminacion del Pb hacia el medio ambiente puede llegar a ser téxico, debido a
que puede penetrar muy facilmente las células de las plantas provocar diferentes afecciones
como: la inhibicién de la actividad enzimatica, desequilibrio hidrico y se altera la
permeabilidad de la membrana celular; incluso las altas concentraciones de plomo en las

plantas pueden generar la muerte de las mismas (Urrutia y Beatriz, 2019).

3.2.  Afectaciones en el Ambiente
Los metales son persistentes, es decir, no pueden ser creados o degradados, ni mediante
procesos bioldgicos ni antropogénicamente. Al momento de entrar en los diferentes

ecosistemas estos llegan a alterar a través de procesos biogeoquimicos y se distribuyen entre si



por la cadena tréfica hasta llegar al ser humano que es considerado como el ‘méaximo
depredador’. La principal forma en que el Pb llega a contaminar al medio ambiente es a través
del agua, ya sea por el riego en los cultivos o el agua potable. También los juguetes pueden

llegar a contener cantidades pequefias de plomo (Guerrero et al., 2019; Reyes et al., 2016).

Las afectaciones al medio ambiente se vienen dando por los cambios actuales de la
sociedad provocando mayor explotacién de los yacimientos de plomo, producto de esto se ha
generado un impacto directo al ambiente. Una de las principales industrias de extraccion del
plomo son las mineras, las cuales constituyen en gran parte a la contaminacion del ambiente,
debido a los procesos de extraccién, separacion, fundicion, etc. (Castro, n.d.; Covarrubias y
Pefia, 2017; Coyago y Bonilla, 2016; Er6stegui, 2009; Floréz y Coste, 2006; Rosas, Rodriguez,

y Villalobos, 2007).

En Latinoamérica un 85% de la contaminacién viene dado por la combustion y
trasformacion de metales, por ejemplo: la trasformacion del tetraetilo de plomo, el cual
proviene de los combustibles provocando alteraciones a las plantas, produce una degradacion
en los suelos, en los rios afecta a toda la flora y fauna de los ecosistemas. Si no se realiza un
analisis fisico-quimico estos metales pueden pasar desapercibidos y producir dafios

irreversibles para el medio ambiente a largo plazo (Erostegui, 2009).

La difusion del plomo en el ambiente puede distribuirse en el aire, suelo y agua de la

siguiente forma:

v’ Aire

La principal fuente de Pb en el aire viene dada por la combustion de la gasolina, la cual
contiene ciertos aditivos de plomo. La concentracion a la cual se esta expuesto viene dada por
la distancia de la fuente de contaminacion, es decir, entre mas cerca al contaminante las

concentraciones en el organismo serdn mas altas. Segun datos histéricos el plomo en el medio



ambiente viene dado por un rango de 75 a 85% de las combustiones de los vehiculos, el resto
se encuentra enmarcado por lo que son industrias quimicas, mineras, procesos de fundicién,
incineracién de desechos, fabricacion de baterias. En la atmosfera el plomo lo podemos
encontrar de forma organica e inorganica siendo la mayor parte particulas menores a 1

micrémetro de didmetro (Limo, 2003).
v Suelo

El suelo es el recurso que mas se ve afectado, debido a la capacidad que tiene para
retener los contaminantes que llegan por aire y agua. Una vez incorporado el contaminante
depende de varios factores para que este se pueda propagar, como por ejemplo del pH, materia

organica, carbonatos, tipo de suelo, humedad, etc. (Galan y Romero, 2008).

Una vez que el plomo ya se encuentra en el suelo es absorbido facilmente por las plantas
ya que se suele establecer o colocar en las raices en donde se encuentra su mayor porcentaje de
plomo, también es absorbido por el tallo y hojas, pero ya en menores cantidades (Galan y

Romero, 2008).

Segun Barrio (2017) existen tres procesos que se dan cuando el metal llega al suelo, los

cuales son:

e Transporte: la dispersion, la difusion molecular, volatilizacion.
e Retencidn: adsorcidn, intercambio iénico, precipitacion quimica.

e Transformacion: mineralizacion, humificacion.

Como resultado de estos tres procesos, se puede especificar de que esto conlleva a un
potencial problema a la salud publica por la ingesta de los vegetales que estuvieron expuestos
a suelos contaminados, animales que por medio de la ingesta de las plantas estos se vean

contaminados con los mismos y los seres humanos por el consumo tanto de vegetales y



animales que en estos el metal se suele alojar en las visceras y muasculo (Peldez, Bustamante,

y Gomez, 2016).

La contaminacién en los suelos puede darse de dos formas enddgena y exdgena. La
enddgena se refiriere a que la propia naturaleza lo produce ‘roca madre’ mientras que la
exdgena ya son por actividades antropicas ‘provocadas por el ser humano’ pero en estas
actividades las concentraciones del metal suelen ser mas elevadas que las enddgenas (Roca,

2012).

La mayor concentracion de plomo se obtendra a mayores profundidades mas cercanas
al foco de contaminacion, también si estos suelos no tienen una proteccion natural (arbustos,
arboles, cesped o hierba) su porcentaje de contaminacion sera mayor. La toxicidad de un
contaminante dependera de las caracteristicas del entorno en el que se encuentre (Puga et al.,

2008; Roca, 2012).

Por lo general la contaminacién del plomo al suelo suelen ser impactos negativos

directos e indirectos.

Directos:

e Disminucion de la actividad enzimatica.
e Disminucién del crecimiento de la planta.

e Modificacion en las composiciones de los productos.

Indirectos:

e Contaminacion de aguas subterraneas y superficiales.
e Disminucidn de los nutrientes a largo plazo.
e Disminucion de la fertilidad del suelo.

e Cambios en la estructura del suelo.



v' Agua

El agua posee cantidades de plomo, en areas donde el agua no se ha visto afectada por
alguna actividad antrdpica puede tener cantidades bajas de plomo (1 microgramo/litro), en
ciertos rios se ha llegado a encontrar alrededor de 8 microgramos/litro, en aguas oceanicas las
concentraciones de plomo ya suelen ser casi indetectables, pero debe estar en un rango de entre
0.05 a 0.4 microgramos/litro y en aguas subterrdneas con una concentracion de entre 0.03 a

0.06 microgramos/litro (Limo, 2003).

Segun Erostegui (2009) es inevitable el contacto con agua contaminada debido a que la
gente necesita tomar agua, bafarse, etc., en estos casos no sirve hervir el agua, ya que eso solo
ayuda a eliminar toda vida microbiana y la principal prevencion seria la identificacion de los
efluentes contaminados y en el caso de sitios ya contaminados proceder a remediarlos para su

proxima ocupacion.

3.3.  Efectos en la Salud Humana

El plomo tiene propiedades las cuales tiene una gran facilidad para relacionarse con
proteinas que poseen grupos amina, fosfato, sulfhidricos y carboxilos, por ello la intoxicacion
con plomo puede afectar a los diferentes sistemas del cuerpo, también tiene una facilidad para
penetrar al sistema nervioso central provocando alteraciones neuroldgicas o conductuales.
También se ha demostrado que los nifios/as tienden a absorber 5 0 10 veces méas el metal que

un adulto esto produce un gran riesgo para la salud infantes (Guerrero et al., 2019).

Por medio de las vias respiratorias el plomo puede entrar con gran facilidad al cuerpo
y ser absorbido por el organismo y permanecer durante mucho tiempo debido a que no existe
una forma en que se pueda degradar y por ser altamente toxico tiene bastantes repercusiones

para las personas que lo inhalen (Guerrero et al., 2019; Limo, 2003).



Una vez dentro del cuerpo humano, el plomo se deposita en los rifiones (94% en adultos
y 73% en nifios), higado, huesos y en los dientes y con una ingesta de diez microgramos por
decilitro de sangre (10 pg/dL) esto debe ser tratado inmediatamente para evitar las alteraciones
neuroldgicas y de conducta. Incluso con menos cantidad, pero por un tiempo mas prolongado
(28 a 36 dias) se puede tener las mismas complicaciones (Guerrero et al., 2019; Limo, 2003;

Mcfarland y Dozier n.d.; OMS, 2019; Poma, 2008).

Segun Cruz (2020); Guerrero et al. (2019) para que se dé una mayor absorcién en el
organismo puede depender de algunos factores como, por ejemplo: entre mas joven es el
intestino absorbe mas plomo entre 5 a 10 veces mas también cuando se tiene deficiencia de

calcio, hierro y zinc.

Cuando se tiene un porcentaje alto a la exposicion y absorcion del plomo,
principalmente va a afectar al cerebro y al sistema nervioso central lo cual puede llegar a
producir la muerte ‘en concentraciones elevadas’ en el caso de que las personas que puedan
recuperarse a esas condiciones van a tener ciertas secuelas como retraso mental, déficit de
atencion y alteraciones en el comportamiento. En nifios con una ingesta ya de 5 pg/dL puede
tener repercusiones en el coeficiente intelectual de los nifios y dificultades de aprendizajes.
Esto puede deberse a que los nifios son mas susceptibles en relacion con su masa y con la

ingesta de tierra ‘relaciéon mano boca’ (Guerrero et al., 2019; OMS, 2019).

De acuerdo a Cruz (2020) los principales sintomas en nifios y adultos suelen ser los

siguientes:
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Tabla 1

Sintomas en nifios y adultos

Nifios Adultos
e Irritabilidad e Hipertension arterial
e Pérdida de apetito e Dolor muscular
e Fatiga e Migrafias
e Dolores abdominales y e Dolor en la parte del abdomen
vomito e Propenso a esterilidad.

Pérdida auditiva
e Convulsiones

e Dificultad de aprendizaje
Nota. Morales Andrés (2020)

Los efectos méas preocupantes de intoxicacion por plomo ocurren cuando se tiene un
nivel > 70 pg/dL debido a que esto ya es considerado un riesgo alto, segun estudios se demostrd
que por cada 10 pg/dL el cociente intelectual disminuye entre 5 a 7 puntos en nifios. En casos
ya crénicos en adultos, por ejemplo, la encefalopatia debe superar los 460 pg/dL o entre un
rango de 50 a 125 pg/dL puede ocasionar disminucion de libido, actividad visual motora,
memoria, etc. (Guerrero et al., 2019; Mcfarland & Dozier, n.d.; Poma, 2008). Para tener una
idea mas clara de los problemas que puede conllevar la exposicion del plomo se lo puede

clasificar en 4 etapas que son muy baja, leve, moderada, alta (Tabla 2).
Tabla 2

Signos y sintomas de exposicién continua al plomo

Exposicion muy baja Exposicion leve Exposicion Exposicion alta
moderada

Disminucion de Fatiga leve, Fatiga general, Paralisis,

memoria, irritabilidad, letargia, dificultad de encefalopatia (puede

aprendizaje, cociente molestias concentracion, causar convulsiones,

de inteligencia, abdominales cansancio muscular, alteracion de la

habilidad verbal, dolor abdominal conciencia, coma y

atencion, difuso, vomito, muerte), colicos

pronunciacion y pérdida de peso intermitentes y
Severos
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audicion. Signos de
hiperactividad.

Nota. Morales Andrés (2020)

3.4.  Biorremediacion

Existen varias técnicas y métodos para la remediacion de los recursos acuéticos, suelo
y aire, pero por su complejidad suelen ser muy costosos y con un alto indice de contaminacion
ambiental. Por medio de la biorremediacidn se empiezan a realizar estudios donde la utilizacion
de hongos demostraron tener una eficiencia muy alta para la adsorcion de los metales pesados
todo esto gracias a su pared celular la cual contiene diversos componentes quelantes (Urrutia

y Beatriz, 2019).

El término biorremediacion viene dado desde la década de los 80°, el cual se centra en
la biorremediacion basada en la capacidad de los organismos para degradar o absorber
naturalmente ciertos contaminantes nocivos para el medio ambiente; el sistema biolégico mas

utilizado son los microorganismos o las plantas. (Garzon, Rodriguez, y Hernandez, 2017).

“Para comprender la utilizacion de la biorremediacion se debe mirar como la
humanidad fue dando una mirada hacia el control o mitigacion de la contaminacién, hasta llegar
a la utilizacion de esta técnica como alternativa ambientalmente limpia” (Rincén, 2004, p. 6).
La aplicacion de los sistemas bioldgicos como microorganismos, plantas, hongos entre otros
ayuda a remediar o reducir la contaminacién que naturalmente no se pueden degradar. Para que

los sistemas bioldgicos tengan su mayor eficiencia deben encontrarse en condiciones dptimas.

Conforme a Rosas et al. (2007) para que la biorremediacion tenga éxito debe contar de

las siguientes caracteristicas:

e Los organismos deben presentar las suficientes actividades catabdlicos para degradar

el compuesto en tiempos razonables.
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e Los contaminantes deben estar aptos para el microorganismo.
e Tener buenas condiciones ambientales para su perfecto desarrollo.

e Diferencia en los costos con otras tecnologias usadas.

La biorremediacién puede ser considerada como una tecnologia amigable para el
ambiente, ya que no necesita agentes externos para su funcionamiento, pero pueden presentarse
inconvenientes como la biodegradacion incompleta con ello “puede generar intermediarios
metabdlicos inaceptables, con un poder contaminante similar o incluso superior al producto de

partida” (Rosas et al., 2007, p. 29).

Se debe hacer hincapié en los tiempos y monitoreos continuos para tener una alta
eficiencia en la remediacion de agua, por lo tanto, existe una gran variedad de contaminantes
que pueden ser removidos del agua entre ellos estan; los compuestos del petroleo, pesticidas,
herbicidas, metales pesados, etc., lo cual demuestra que la biorremediacién es una gran
alternativa para la eliminacion de sustancias toxicas y la prevencion de la contaminacion al

ambiente (Mufioz, 2007).

Segun Rincén (2004) existen dos técnicas de biorremediacion:

e in-situ: Acelera el proceso de degradacion natural de la biodegradacién al proporcionar
oxigeno y nutrientes a la pluma contaminante durante mucho tiempo.
e ex-situ: Se basa en la extraccién y transporte de una muestra contaminada para ser
tratada en laboratorio en condiciones controladas, esta suele ser mucho més costosa.
3.4.1. Micorremediacién
Es considerada como una técnica de la biorremediacion in situ, la cual involucra una
gran variedad de microorganismos, sobre todo los hongos. La velocidad que estos tienen para
adaptarse a un medio es féacil y su rendimiento al momento de absorber los compuestos toxicos

es muy crucial para su éxito (Ramirez et al., 2014).
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La micorremediacion se refiere a toda clase de biodegradacion a partir de hongos
debido a que estos pueden llegar a degradar ciertos quimicos que tienen cierta afectacion para
el medio ambiente, todo esto por su eficiencia al degradar moléculas organicas y su facilidad
que tienen para bioacumular los metales utilizdndolos para su crecimiento mediante su
metabolismo. Los hongos tienen capacidades bioguimicas y bioldgicas las cuales son cruciales
para degradar los compuestos organicos y reducir las afectaciones sobre el medio ambiente, ya
sea por modificarlos quimicamente o al intervenir en su biodisponibilidad, “se ha establecido
que la micorremediacién también es util para el tratamiento de bifenilos policlorados, dioxinas,
residuos de destileria, pesticidas, fenoles, cloro fenoles y colorantes sintéticos, a través de
mecanismos de biotransformacion y mineralizacion” (Pefia, 2017, p. 30). También tienen una
alta capacidad de formar redes miceliales extendidas y el uso de los metales como un sustrato
para el crecimiento del mismo, por ello los hongos son perfectos para los procesos de

biorremediacion (Urrutia y Beatriz, 2019).

De acuerdo con Pefia (2017) la micorremediacion presenta ciertas ventajas como

también sus desventajas.

Las principales ventajas del uso de los hongos son los siguientes: son fuertemente
competentes en metabolismo y bioacumulacién, tiene mayores tolerancias a
concentraciones considerablemente altas de contaminantes, su productividad no se ve
inhibido a concentraciones altas de contaminantes, las propiedades extracelulares de
sus enzimas (Lacasa, LiP, MnP) lo hacen méas degradable a las bacterias y el cuerpo
estd compuesto por hifas por lo cual tiene un diametro menor que las raices de las

plantas, por lo que la penetracion de hongos en el sustrato es mayor.

Mientras que las desventajas de los hongos son los siguientes: Debido a la

competencia con otros microorganismos, pueden surgir dificultades en el cultivo y la
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produccion, debido a la demanda de alimentos, la inoculacién de micelio sobre el
sustrato dificultard su crecimiento, no existen tantos estudios sobre sus rutas

metabdlicas. (p. 53)

A escala de laboratorio se ha demostrado que la micorremediacion indica una eficacia
de la remocion de los contaminantes toxicos en tiempos de semanas a meses como tenemos a
las moléculas aromaticas las cuales tienen un alto peso molecular e incluso también compuestos
que forma parte de los insecticidas siento estos para un microorganismo dificiles de remover o

absorber (Singh, 2006).

3.4.2. Bioadsorcion

Es un proceso fisicoquimico, de quelacion, intercambio iénico, adsorcion fisica, micro
precipitacion y complejos de coordinacion donde un contaminante es retenido por un material
de origen natural estos cominmente suelen ser los hongos, bacterias, algas y levaduras. Los
cuales son considerados como bioadsorbentes, ya que concentran en su pared celular o en sus
tejidos inertes ciertos metales presentes en disoluciones acuosas. Los hongos se pueden
encontrar en forma viva, muerta o inactiva (Bandile y Woodford, 2015; Cafiizares, 2000; Reyes

etal., 2016).

Para recuperar el plomo que se encuentra en soluciones acuosas, hay que tomar en
cuenta las concentraciones méaximas tolerables por el microorganismo de igual forma en las
condiciones a las que deben estar como, por ejemplo: los nutrientes, pH y temperatura. Todo
esto para que el bioadsorbente tenga un correcto funcionamiento en la remocion del plomo
(Bandile y Woodford, 2015; Cafizares, 2000; Gonzélez et al., 2010; Izquierdo, 2010; Romera

et al., 2007; Tamayo, Cardona, y Bedoya, 2010).

En el proceso de bioadsorcion se tienen dos fases, la primera que seria la parte solida y

la segunda parte liquida, es decir el bioadsorbente y bioadsorbato que frecuentemente es el
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agua. El proceso que se lleva a cabo consiste en que el bioadsorbente se siente atraido por el
bioadsorbato hasta que exista un equilibrio entre las dos partes, esto viene dado por la cantidad
que el bioadsorbente que pueda soportar hasta retenerlo al adsorbato disuelto (Cabrera, 2017;

Srivastava, Agrawal, y Mondal, 2015).

La bioadsorcién es una tecnologia alternativa para remover los contaminantes de las
soluciones acuosas a la par también es un proceso muy eficiente, de bajo costo, ya que permite
recuperar el metal que se encuentra localizado en la solucion y tiene un bajo rendimiento
energético. (Cabrera, 2017; Cafiizares, 2000; Gonzéalez et al., 2010; Medellin et al., 2017;

Srivastava, Agrawal, y Mondal, 2015).

Las células de Saccharomyces cerevisiae llegan a presentar una humedad de entre el 75
al 85% en sus paredes celulares, es decir que el peso seco de estas células se encuentra entre
15 a 25% muy parecidas a las células vegetales. Las células de la Saccharomyces cerevisiae
tienen un grosor de 150 a 200 nm en su pared celular, pero esto dependera de la edad que tenga
la célula la cual estd compuesta por polisacaridos, lipidos y proteinas (Altamirano, 2013;

Bandile y Woodford, 2015; Dimas et al., 2013; Pauro Roque et al., 2009).

Uno de los modelos méas usados para determinar datos cuantitativos es el método de
Langmuir, el cual permite conocer la capacidad méxima de remocién del metal y también la
constante de equilibrio entre el bioadsorbente (biomasa) con el bioadsorbato (liquido). Esta es
una herramienta primordial para determinar qué cantidad de biomasa que se necesita para

remover cierta cantidad de contaminante (Romera et al., 2007).

3.5. Determinacion del Plomo
En la actualidad existen varios modelos para la determinacion del plomo, uno de los

principales son las isotermas de bioadsorcion estas se aplican en sistemas de solido-liquido
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basandose en modelos termodinamicos semiempiricos de la parte bioadsorbente y del fluido

de un solo componente (Garcia, 2014).

3.5.1. Isotermas de Equilibrio

Representan la relacion entre el adsorbato con un adsorbente, estas son capaces de
detallar dos caracteristicas principales: superficie (heterogénea u homogénea) y la construccion
de una capa (monocapa y multicapa), todo dependerad de su comportamiento al momento de
unirse una con la otra, por este motivo se toman las concentraciones iniciales y finales de cada
ensayo, existen una infinidad de modelos matematicos capaces de determinar estas
concentraciones pero las mas acertadas en el campo investigativo son los desarrollados por

Langmuir y por Freundlich (Novillo y Vélez, 2015; Ordofiez, 2017).
Ecuacion 1
Calculo tasa de bioadsorbente del metal

__(ci—ce)v
T Xo

1)

Donde:

q = Tasa de adsorcion del metal (mg metal/g sorbente).

e (i = Concentracion inicial del metal en solucion (mg/l).

e (e = Concentracion final del metal (en equilibrio) en solucién (mg/l).
e Xo = Cantidad de biosorbente agregado (Q).

e IV =Volumen de la solucion (L).

3.5.2. Isoterma de Langmuir
Es uno de los primeros modelos matematicos tedricos, el cual describe la adsorcién de
moléculas o iones por parte de un compuesto adsorbente, los datos obtenidos vienen dados por

el equilibrio entre superficies homogéneas (lugares definidos y la energia de adsorcién). La
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ecuacion se dio principalmente de la derivada de consideraciones cinéticas, mas adelante se
dedujo de consideraciones termodinamicas y de estadistica mecanica. Este modelo considera
que: (1) la mayor adsorcion se produce en superficies homogéneas, (2) la adsorcion se presenta
en una monocapa, es decir que una molécula de adsorbato ocupa un lugar especifico en el
adsorbente (liquido-so6lido) una vez que cada molécula ocupa su lugar el sistema se satura 'y (3)
no se efectda algun tipo de interaccion entre las moléculas que han sido adsorbidas (Cabrera
Andrade, 2017; Campos Medina, 2008; Garcia, 2014; Herrejon Figueroa y Limén Rodriguez,

2008; Mufioz, 2007).

La ecuacién se presenta a continuacion:
Ecuacion 2
Isoterma de Langmuir

_ Qmax*Ce*b
1+(b=C,) (2)

Donde:

e q = Cantidad de sorbato adsorbido por unidad de masa de adsorbente (mg/g)

e (, = Concentracion final de adsorbato en la disolucion en equilibrio (mg/L)

e b = Constante relacionada con la afinidad del biosorbente por los iones del metal,
siendo b la ordenada y su reciproco la tasa maxima de retencion del metal

e  Q..qax = Maxima cantidad de adsorbato retenida por 1g de bioadsorbente.

“Para la isoterma de Langmuir se puede linealizar la ecuacion graficando 1/Q vs 1/Ce
(realizdndose una regresion lineal con lo que se obtiene la ecuacion y = mx + b),

obteniéndose la siguiente relacion” (Novillo y Vélez, 2015, p.28).
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Ecuacion 3

Forma lineal de Langmuir

X S S 3)

q - Qmax (Qmax) b E

La isoterma puede ser evaluada a partir de un factor adimensional este siendo RL

(Ordofiez, 2017).
Ecuacion 4

Factor adimensional de la isoterma de Langmuir

RL = — (4)

= 1+b*Ci
RL indica:
e RL = 0 sistema isotérmico irreversible.
e 0 < RL < 1 sistema isotérmico favorable, siendo R = 1 lineal
e RL > 1 desfavorable, debido a que se observa que la sorcion del metal no es

significativa.

3.5.3. Isoterma de Freundlich

Es un modelo empirico basado en una representacion matematica de adsorcion de un
adsorbato con un adsorbente (liquido-sélido) estas dan la formacion de varias capas en
superficies no homogéneas. Nos permite representar toda superficie irregular, se establece que
al momento de la adsorcion del adsorbato los primeros en posicionarse son los que tienen
enlaces fuertes y al aumentar los lugares ocupados los enlaces se debilitan (Cabrera Andrade,

2017; Garcia, 2014; Herrejon Figueroa y Limon Rodriguez, 2008).
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Esta representada a continuacion:
Ecuacién 5

Isoterma de Freundlich

Qe == =KpxC" (5)

Donde:

e g, = Cantidad de sorbato adsorbido por unidad de masa de adsorbente (mg/g).
e x = Cantidad de sorbato adsorbido en el equilibrio (mg).

e m = Cantidad de adsorbente (g).

e (, = Concentracion final de adsorbato en la disolucion en equilibrio (mg/L).

e n = intensidad de sorcion.

e Ky = medida de la capacidad de adsorcion (Constante de Freundlich).

“Kry m son parametros caracteristicos del sistema y se obtienen facilmente de la

regresion lineal del in(q,) frente a In(C,), donde g, es la cantidad adsorbida en la superficie

del sélido y C.es la concentracion en fase liquida” (Garcia, 2014, p. 22).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefo de Investigacion

La siguiente investigacion es de caracter cuantitativo debido a que se trabajo con
diferentes parametros (pH, concentracion del metal y tiempos de contacto) para poder
determinar la mejor bioadsorcion que tiene la levadura con respecto al metal. También es de
un carécter descriptivo, ya que se puede establecer la conducta del bioadsorbente con respecto

a los parametros establecidos.

4.2.  Adquisicion del Bioadsorbente
Se trabajo6 con Saccharomyces cerevisiae mejor conocida como la levadura de pan, esta
viene en un bloque de 5 kg, en el cual se procuré revisar la fecha establecida de produccion

para evitar cualquier alternacién de los datos.

4.3.  Activacioén del Bioadsorbente (Levadura)
4.3.1. Preparacion de los Instrumentos

Se esterilizo todo material en el equipo de autoclave (Figura 1) el cual trabaja a una
temperatura de esterilizacion de 121 °C por un tiempo de 15 minutos y a una presion de

esterilizacion de 0.15 MPa o0 1.8 kgf/cm?.

Figura 1

Autoclave

Nota. Morales Andrés (2020)
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Para conocer la cinética de crecimiento de la levadura se utilizé dos metodologias:

conteo en cajas petri y conteo por camara neubauer.

4.3.2. Conteo en Cajas Petri

e Preparacion del medio para la siembra en cajas Petri.

Para establecer el medio adecuado para el crecimiento de la levadura, se utilizé un Agar
de Papa Dextrosa (PDA) dentro de las descripciones se establecia que por cada litro de agua
destilada se necesita 39 g de PDA. Para lo cual se usé una ‘hot plate’ para homogeneizar todo
el medio y despues ser llevado a autoclavar para garantizar su uso en las cajas Petri. (Figura 2)

Figura 2

Medio de cultivo

Nota. Morales Andrés (2020)

Se coloco6 25 ml del PDA en las cajas petri, las cuales fueron llevadas a un refrigerador
envueltos en papel aluminio y fundas ziploc (Figura 3) esto se hizo para mantener la asepsia

en el medio de cultivo.
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Figura 3

Medio de cultivo ya preparado

Nota. Morales Andrés (2020)

e Preparacion de la levadura.
La preparacion de la levadura consistié en colocar 1 g de levadura por 100 ml de
solucion de sacarosa (C12H22011) al 10%, la cual fue llevada a un ‘hot plate’ para que esta se
homogeneice y tener una agitacion constante (Figura 4) a una velocidad de 3 rpm por todo el

procedimiento.

Figura 4

Preparacion de la levadura

Nota. Morales Andrés (2020)
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e Método de dilucion.

Figura 5

Esquema de la preparacion de la dilucién

Nota. Morales Andrés (2020)

Por medio del método de dilucion se buscé establecer el crecimiento que tuvo la
levadura en un tiempo de 300 minutos con intervalos de 30 minutos entre cada una, siguiendo
el esquema de la preparacién de la dilucién (Figura 5) se obtuvo lo siguiente:

A. Solucién al 10%.

B. Para activar la levadura, consistio en colocar 1 g de levadura en 100 ml de la
solucion.

C. Un “Boeco Germany” el cual contiene 99 ml de agua autoclavada y se coloco 1 ml
de la levadura activada.

D. En cada tubo de ensayo se coloc 9 ml de agua autoclavada a la cual se tomé 1 ml
de la solucidn que se encuentra en el “Boeco Germany™.

E. Cajas petri con un medio de cultivo, en esta se coloco 0.1 ml de la solucion de los
tubos de ensayo.

Para tener un dato estadistico valido se debe hacer 3 siembras por cada dilucion hecha.

e Siembra en cajas petri.
Para evitar cualquier contaminacion en el medio se establecié un ambiente aséptico lo

cual consistio en: esterilizar el asa digralsky, area a utilizar y tener prendido el mechero. La
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técnica utilizada consistio en colocar 0.1 ml de la solucién del tubo de ensayo en la caja petri
y dispersarle con el asa digralsky por el medio de cultivo (Figura 6), una vez acabo se debe
esterilizar el asa digralsky en la llama del mechero eso para evitar que exista algin

microorganismo para la siguiente siembra.

Figura 6

Siembra de levadura en caja petri

Nota. Morales Andrés (2020)
e Incubacion.
Las cajas petri fueron etiquetadas (Figura 7) para luego ser colocadas en una incubadora
en un orden adecuado por un lapso de 48 horas a 25 °C (Figura 8).

Figura 7

Etiquetado de las cajas petri

Nota. Morales Andrés (2020)
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Figura 8

Colocacioén de las cajas petri en la incubadora

Nota. Morales Andrés (2020)

e Conteo de las colonias de las levaduras.

Una vez pasado el tiempo de reposo necesario para el crecimiento de las colonias de
levaduras se procedio al conteo de cada una (Figura 9) con el fin de establecer la cinética de

crecimiento.

e Caélculo de levaduras por método de cajas petri.
El célculo de células de levaduras totales por caja petri viene dada por la siguiente

ecuacion.

Ecuacion 6

Formula para el calculo de levaduras por caja petri
# células = (# de células contadas * facto de dilucion) (6)
4.3.3. Conteo por Camara Neubauer
Para proceder al conteo por la camara neubauer se aplico el mismo método de dilucion
aplicado en el conteo por caja petri (Figura 9). Se consiguid las cantidades necesarias a utilizar,
la diferencia de este conteo es que este método no necesita incubacion, sino que este se puede

aplicar inmediatamente.
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e Preparacion de la camara neubauer.

Se conocieron cudles eran las dimensiones de los cuadrantes de la camara neubauer

para tener un correcto conteo de las células considerable a la muestra (Figura 10).

Figura 9

Camara neubauer

mi\ﬁ Cémara Neubauer B _1mm

A Canal transversal

lﬁ

.\‘

Nota. Morales Andrés (2020)

Se procedio con el conteo de las levaduras para lo cual se utiliz6 20 ul de cada dilucién
con la micropipeta y se coloco en la camara neubauer junto con esta una gota de azul de
metileno para identificar las células de levadura, antes de ser colocado en el microscopio se

cubrid la muestra con él cubreobjetos (Figura 10) y se procedié a contar las células.

Figura 10

Cémara neubauer en el microscopio

P

Nota. Morales Andrés (2020)
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e Conteo de levaduras.

En el conteo de levaduras se realizé de forma diagonal (Figura 11) esto para tener una

representacion cuantitativa mas exacta de las células que se encuentran en la camara neubauer.

Figura 11

Metodologia de conteo en camara neubauer

Nota. Morales Andrés (2020)

e Calculo de las levaduras en la camara neubauer.

Para conocer el numero de células se establecié por la féormula general (Ecuacion 7) la

cual expresa en células/mm?.
Ecuacion 7

Formula general para el conteo en camara neubauer

# de células = (# células contadas) * (factor de diluciéon) * ( - ) (7

Factor de volumen

Figura 12

Cuadrantes de la camara neubauer

Nota. Guajardo (2014)
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Donde:
- Factor de volumen
(Imm * 1mm) = 1 mm? de cada cuadro azul
(1 mm? = 4 cuadrados) = 4 mm?
(4 mm2de area total de recuento * 0.1 mm de profundidad) = 0.4 mm3 volumen

4.4. Preparacion del Equipo de Espectroscopia de Adsorcion Atomica.

Se uso el equipo de espectroscopia de absorcion atomica (EAA) (Figura 13) con el
método en llama para poder realizar todos los ensayos previstos para determinar la capacidad

de bioadsorcién del metal a partir de la levadura.

Figura 13

Equipo de espectroscopia de absorcion atémica

Nota. Morales Andrés (2020)

Antes de utilizar el equipo se debia cumplir con ciertos requerimientos: una ventilacion
adecuada, ya que al utilizar el método en llama esta generaba demasiado calor dentro del cuarto
poniendo en riesgo lo que este a su alrededor, se establecid los gases a utilizar para la deteccion
del plomo (Pb) en el agua, un compresor y un generador de energia independiente.

Cumpliendo con todos los requerimientos necesarios se procedio a utilizar el equipo de
espectroscopia de adsorcion atémica, la cual tenia su propio programa para su funcionamiento,
se especifico la lampara a usar, tipos de longitudes de onda, corriente, entre otras mas. Para su
correcto funcionamiento esta debio ser calentada entre 15 a 20 minutos antes de su uso.
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4.5. Calibracion del Plomo

Se establecio la curva de calibracion de plomo a partir de una estandar certificada de
plomo, las concentraciones a usar fueron de 5, 10, 15 y 20 ppm por medio de la siguiente
férmula (Ecuacion 8).
Ecuacion 8

Concentracion y equilibrio quimico

GV =GV, (8)

Para lograr la curva de calibracion, se establecieron las concentraciones estandares de
plomo, las cuales debieron ser colocadas en el equipo de espectroscopia de adsorcion atdmica
para llevar a cabo los procedimientos necesarios, se tomo en cuenta que la longitud de onda a
usar la cual fue de 217 nm, esto se debe a que las concentraciones se encontraban entre el rango
de 2,5 a 20 pg/ml. Se programd al equipo de espectroscopia de adsorcion atdbmica para poder
realizar tres repeticiones por cada estandar para tener un dato estadistico méas acertado al real,
es decir, para poder conseguir una curva de calibracion lo méas cercano al valor neto y asi

conseguir la funcion lineal la cual viene dado por la siguiente (Ecuacion 9).
Ecuacion 9
Funcidn de la recta

y=mx+b 9)

4.6. Realizacion de los Ensayos

Se trabajé un agua sintética a una concentracién de 1000 ppm de Pb, para lo cual se
procedi6 a preparar la solucion madre a partir del Nitrato de Plomo (Pb (NOs),). Para poder
conseguir la solucién madre se tuvo que disolver 1.598 g de nitrato de plomo en una solucion

de &cido nitrico (HNO3) 1 + 1, una vez ya homogénea la solucion se le afiade 10 ml de HNO3
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concentrado. Y esta solucion se tuvo que diluirse en agua destilada hasta los 1000 ml en un

balén aforado.

A partir de la solucion madre se realizaran diferentes concentraciones siguiendo la
ecuacion 8, consiguiendo concentraciones de 5, 10, 15 y 20 mg/L. Una vez establecido las
concentraciones se las dividio en 3 diferentes matraces Erlenmeyer con un volumen de 300 ml
en cada uno (esto se realizé por las 4 diferentes concentraciones), para cada matraz Erlenmeyer
se establecieron 3 diferentes pH que son: 2.5 — 5.1 — 6.6, los cuales se pudieron conseguir a

partir de:

e Hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M, este fue utilizado como base para poder incrementar
el pH de las soluciones.
¢ Acido clorhidrico (HCI) 0.1 M, este fue utilizado como &cido para poder disminuir el

pH de las soluciones.

Ya preparado los matraces con el pH indicado se coloco 3 g de levadura, este dato de
obtuvo de la cinética de crecimiento. En cada matraz Erlenmeyer se establecieron tres
diferentes repeticiones y de cada repeticidn se hicieron tres ensayos. Todos los matraces fueron
colocados en un ‘hot plate’ para tener una agitacion continua hasta lograr los tiempos
establecidos para la toma de muestras que fueron a los 5, 30, 120 y 300 minutos, esto puede

ser mejor observado en la Figura 14. Con esto se logro establecer un total de 576 ensayos.
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Figura 14

Esquema de los ensayos
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Nota. Morales Andrés (2020)
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4.7. Muestreo de los Ensayos

Los ensayos después de cumplir con el tiempo preestablecido se colocé 25 ml en tubos
eppendorf los cuales fueron llevados a la centrifugadora por un tiempo de 15 minutos a 3540
rpm para que la levadura pueda quedar al fondo del tubo (Figura 15) y esta no llegue a afectar

al equipo de espectroscopia de adsorcion atomica al momento de la toma de datos.

Figura 15

Decantacion de la levadura

Nota. Morales Andrés (2020)

Los ensayos ya centrifugados fueron llevados al equipo de espectroscopia de adsorcion
atomica para ser analizados, se tomé directamente de los tubos eppendorf debido a que el
requerimiento del equipo lo permitia, todos los tubos fueron debidamente etiquetados para
distinguir la muerta y el pH en el cual eran manejados.

A continuacién, se los procedio a analizar en el equipo de espectroscopia de adsorcion
atomica (Figura 16), para conocer el tiempo entre muestras se establecié una muestra blanca
(agua destilada) y ver en cuanto tiempo cambia la llama de color azul a un color amarillo, el
tiempo establecido para cada ensayo fue de 10 segundo, en el equipo de espectroscopia de
adsorcion atdmica se programo para hacer tres repeticiones para cada matraz Erlenmeyer de

los diferentes pH.
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Figura 16

Ensayos en el equipo de espectroscopia de adsorcién atomica

Nota. Morales Andrés (2020)
4.8. Conteo de Células Viables

Para establecer las células viables de levaduras se procedié con el método de dilucion
como se observa en la figura 5, cuando las células de levadura se llegan a tefiir por el azul de
metileno, esto quiere decir que estan muertas (células no viables) mientras que las que no se
tifien estan vivas (células viables) (Figura 17) de igual forma se us6 la camara neubauer para
el conteo de las mismas.

Figura 17

Células viables y no viables

Nota. Morales Andrés (2020)
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4.9.  Calculo de las Isotermas de Bioadsorcion

Para el calculo de la isoterma de bioadsorcion se llevd a cabo por el método de
Langmuir (ecuacion 2), este método muestra la cantidad de remocién por unidad de masa del
bioadsorbente, la cual se le conoce como ‘Qmax’ para esto se utilizo la cantidad inicial y final
de plomo en la muestra agua sintética y la cantidad de bioadsorbente necesario. Se us6 una
correlacion lineal para obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion por cada

tiempo y pH establecidos. También con la ecuacion 3 se obtuvo el ‘Qmax’ y la constante ‘b’.

4.10. Calculo del Porcentaje de Bioadsorcion
Para conocer el porcentaje de bioadsorcién de muestras se necesitd la concentracion
inicial y la final de los ensayos, la cual se aplico en la ecuaciéon 10 y asi se obtuvieron los

porcentajes Optimos de bioadsorcién de plomo por cada tiempo y pH establecidos.

Ecuacién 10
Calculo de la eficiencia de bioadsorcion

[CPby]—[CPDy]

CEB = [CPDy]

100 (10)

Donde:

e [CPb,] = Concentracion inicial de plomo

e [CPb;] = Concentracion final de plomo
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4.11.

Tabla 3

Materiales

Mariales, reactivos y equipos

Reactivos

Materiales

Equipos

Azul de metileno
HCI

Estandar de plomo
NaOH

Boeco

Tubos de ensayo
Cubreobjetos
Caja de puntas de
pipetas

Pipetas

Gradilla

Pro pipeta

Vaso precipitador
Espatula

Imanes agitadores
Agitador
Portaobjetos
Vidrio reloj
Balon aforado
Matraz

Asa digralsky

Autoclave

Hot plate

Camara neubauer
Microscopio
Balanza
Espectroscopia de
absorcion atémica

Nota. Morales Andrés (2020)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Se realiz6 un analisis estadistico experimental para la determinacion del pH y tiempos
Optimos para cada concentracion. El proceso estadistico se llevé a cabo en el programa
STATGRAPHICS. En la investigacion se analizo tres factores que son: tiempo de contacto,
pH y concentracion; los cuales fueron representados graficamente para una mejor

interpretacion de los datos.

5.1.  Cinética de Crecimiento de la Saccharomyces cerevisiae

Se determind la cinética de crecimiento de la Saccharomyces cerevisiae a partir de la
Tabla 4 y Tabla 5 en las cuales se obtuvieron comportamientos similares de esta manera se
determind cuanta levadura se utilizaria para la biosorcion del plomo. También se conoci¢ el
namero de generaciones a partir de la ecuacion 11, la velocidad de crecimiento a partir de la

ecuacion 12 y el tiempo de generacion a partir de la ecuacion 13.
Ecuacion 11
NUmero de generaciones

_ LogN—-LogNo
- Log?2 (11)

Donde:

e 1 = numero de generaciones.
Ecuacién 12

Velocidad de crecimiento
k= - (12)
Donde:
e k =velocidad de crecimiento.
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e t = tiempo en horas.

Ecuacion 13

Tiempo de generacion

Donde:

e t = tiempo en horas.
e 1 = numero de generaciones.
5.1.1. Céamara Neubauer
Una vez concluido el procedimiento en la camara neubauer se determind que en el
tiempo de 180 minutos (Figura 18) la levadura llegaba a su mayor crecimiento y después de
este tiempo iba disminuyendo, esto puede darse por el motivo de que sus nutrientes se fueron
agotando, a esto se lo conoce como la fase de declinacién o muerte de la levadura, es decir, que

la poblacidn de la levadura va a disminuir hasta una pequefia fraccion de células mas resistentes

(Tortora, Funke, y Case, 2007).

Tabla 4

Cinética de crecimiento en la cAmara neubauer

(13)

Tiempo Células Log Numerode  Velocidad Tiempo de
generaciones de generacion
crecimiento
por hora
0 247500 5,39
30 185000 5,27
60 192500 5,28
90 202500 531
120 295000 5,47
150 380000 5,58 0,797 0,266 3,76

180 430000 5,63
210 355000 5,55
240 352500 5,55
270 252500 5,40

38



300 117500 5,07
Nota. Morales Andrés (2020)

Figura 18

Curva de crecimiento de la levadura por cAmara neubauer

CINETICA DE CRECIMIENTO DE LEVADURA

Camara neubauer

Tiempo
Nota. Morales Andrés (2020)
5.1.2. Caja Petri

Una vez concluido el procedimiento de conteo por caja petri se determind que en el
tiempo de 150 minutos (Figura 19) la levadura llegaba a su mayor crecimiento y después de
este tiempo iba disminuyendo, esto puede darse por el motivo de que sus nutrientes se fueron

agotando (Tortora, Funke, y Case, 2007).
Tabla 5

Cinética de crecimiento por caja petri

Tiempo UFC Log Numerode  Velocidad Tiempo de
generaciones de generacion
por tiempo  crecimiento

por hora
0 116333 5,07
30 85000 4,93
60 100000 5,00
90 105333 5,02
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120 146000 5,16
150 174333 5,24 0,584 0,233 4,28
180 158667 5,20
210 155000 5,19
240 139333 5,14
270 66667 4,82

300 55333 4,74
Nota. Morales Andrés (2020)

Figura 19

Curva de crecimiento de la levadura en cajas petri

CINETICA DE CRECIMIENTO DE LEVADURA
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Nota. Morales Andrés (2020)
5.2. Determinacion la Curva de Calibracién de Plomo

Para determinar la curva de calibracién se procedid a conocer los pardmetros
principales del equipo de espectroscopia de adsorcion atémica (EAA) para el plomo de acuerdo
con Antanasopoulos (n.d.); Baird et al. (2013) son: una longitud de onda (wavelength) de 217
nm, un periodo de muestreo (sampling period) de 200 ms, ancho de la hendidura (slit width)
de 1.0 nm para trabajar a una longitud de onda de 217 nm, corriente de la lampara (lamp
current) de 5 mA, voltaje PTM de 285.68 V segun la necesidad de la lampara, el gas acetileno

debe estar a una presion de -8 psi (-0.54 atm), el gas nitroso a una presion de 10 psi (0.68 atm)
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y el caudal de gas combustible se us6 en 1.5 esto fue para conseguir una llama azul lo cual

indicaba que se estaba usando mas el acetileno que el nitroso.

Una vez determinadas las 3 repeticiones por concentracién se pudo determinar la
ecuacion de la recta, la cual es y = 0.035x + 0.108; con esta ecuacion se conocio que el
coeficiente de correlacion (r?) fue de un 0.984 (Figura 20).

Figura 20

Grafica de la curva de calibracion del plomo
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Nota. Morales Andrés (2020)
5.3.  Determinacion de Tiempo y pH Optimo para la Bioadsorcion del Plomo
En el ensayo se realizé a una concentracion de 5 ppm de plomo (Anexo G) para lo cual

se vario el parametro de pH siendo usados los valores de 2.5, 5.1y 6.6.
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Figura 21

Bioadsorcion en concentracion de 5 ppm

Efecto de pH en la remocidn del plomo
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Nota. Morales Andrés (2020)

Como se ve en la figura 21 a una concentracion de 5 ppm de plomo se tiene que en un
pH 2.5 la mejor concentracion en el tiempo de 5 minutos en la cual se llega a reducir la
concentracion hasta un 2 ppm de plomo y a partir de ese tiempo la levadura se satura lo cual
provoca un crecimiento en la curva del pH 2.5 (Rosas et al., 2007). En un pH 5.1 la mejor
remocién del metal se dio en el tiempo de 300 minutos Ilegando la concentracion a un valor de
0.18 ppm de plomo, en este pH no se registrd ninguna saturacion de la levadura. En un pH 6.6
la mejor remocidn del metal se registr6 en el minuto 30 llegando a una concentracion de 0.46
ppm de plomo a partir de este tiempo la levadura se llega a saturar lo cual provoca que en vez
de darse la biosorcién del metal este empieza a liberar el mismo que ya se adsorbi6 (Moreno y

Ramos, 2018).

En el ensayo se realiz6 a una concentracién de 10 ppm de plomo (Anexo H) para lo

cual se varié el parametro de pH siendo usados los valores de 2.5, 5.1y 6.6.
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Figura 22

Bioadsorcion en concentracion de 10 ppm

Efecto de pH en la remocion del plomo
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Nota. Morales Andrés (2020)

Como se muestra en la figura 22 a una concentracion de 10 ppm de plomo en un pH
2.5 se tiene que la mejor remocion que se llego a dar fue en el minuto 300 en el cual la
concentracion final fue de 4.42 ppm de plomo. En un pH 5.1 se tiene una mejor concentracion
en el tiempo de 300 minutos llegando la concentracion a un valor de 2.41 ppm de plomo
presente en el agua, en esta grafica se puede observar que existe una pequefia alza en la
concentracion, esto se debe a que la levadura se estaba adaptando al medio para después rendir
con eficiencia necesaria (Moreno y Ramos, 2018). En un pH 6.6 la mejor remocion que se
detecto fue en el minuto 300 la cual su concentracion final fue de 2.06 ppm de plomo presentes
en el agua.

En el ensayo se realizo a una concentracion de 15 ppm de plomo (Anexo I) para lo cual

se vario el parametro de pH siendo usados los valores de 2.5, 5.1y 6.6.
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Figura 23

Bioadsorcion en concentracion de 15 ppm
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Como se muestra en la figura 23 a una concentracion de 15 ppm inicial de plomo en un
pH 2.5 se muestra que el procedimiento si estéa siendo valido, pero no tiene su efecto necesario,
también se puede observar que el tiempo con mayor remocion de plomo se tuvo en los primeros
5 minutos llegando a una concentracion de 11.75 ppm de plomo. En un pH 5.1 se determind
que el mejor tiempo de remocidn se tuvo en el minuto 5 en el cual la concentracién final de
este ensayo fue de 7.65 ppm de plomo. En un pH 6.6 se determind que el mejor tiempo fue a
los 5 minutos con un valor final de la concentracion de plomo de 1.94 ppm. En todos los
ensayos que estan dentro de la concentracion inicial de 15 ppm se puede determinar que a partir
de minuto 5 la levadura se llega a saturar levemente (Moreno y Ramos, 2018).

En el ensayo se realizo a una concentracion de 20 ppm de plomo (Anexo J) para lo cual

se vario el parametro de pH siendo usados los valores de 2.5, 5.1y 6.6
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Figura 24

Bioadsorcion en concentracion de 20 ppm

Efecto de pH en la remocion del plomo
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En la figura 24 se llega a demostrar que en una concentracion inicial de 20 ppm de
plomo en el agua con un pH 2.5 el mejor tiempo de remocidn del metal se dio en el minuto 300
consiguiendo asi una concentracion final de 14.98 ppm de plomo en el agua. En un pH 5.1 se
determind que el mejor tiempo de remocion del metal se dio en los primeros 5 minutos
consiguiendo asi una concentracion de 4.14 ppm de plomo, al final de este ensayo se pudo
observar que la concentracion final de este se llega a 5.73 ppm lo cual esta demostrando que
se llega a saturar levemente (Moreno y Ramos, 2018).

En un pH 6.6 el mejor tiempo de remocion del metal se dio en los 5 minutos con una
concentracion de 1.43 ppm de plomo en el agua, pero a partir de este tiempo la levadura se

llega a saturar levemente elevando este valor a 5.67 ppm de plomo.

5.4.  Establecer la Eficiencia de Bioadsorcion del Plomo por Saccharomyces cerevisiae
Para conocer la eficiencia que tiene la levadura para la bioadsorcion del plomo en el

agua se analiz6 individualmente segin las concentraciones establecidas, el procedimiento

45



llevado a cabo consistié en conocer el porcentaje de remocidn segun la ecuacion 10 con lo cual

se obtuvieron los siguientes resultados:

Para el pH de 2.5 (Tabla 6) en diferentes tiempos y concentraciones, se obtuvieron los

siguientes resultados:
Tabla 6

Eficiencia de la bioadsorcién en pH 2.5

Tiempo Concentracion Porcentaje
(ppm) de
biosorcién
5 5 60,07
10 25,63
15 21,67
20 14,43
30 5 54,47
10 26,27
15 19,91
20 12,53
120 5 47,07
10 48,77
15 20,36
20 20,18
300 5 58,47
10 55,80
15 17,84
20 25,10

Nota. Morales Andrés (2020)
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Para el pH de 5.1 (Tabla 7) en diferentes tiempos y concentraciones, se obtuvieron los

siguientes resultados:
Tabla 7

Eficiencia de la bioadsorcion en pH 5.1

Tiempo Concentracion Porcentaje

(ppm) de
biosorcion

5 5 84,93
10 51,27

15 49,02

20 79,32

30 5 95,60
10 46,83

15 46,60

20 63,62

120 5 96,40
10 66,60

15 45,00

20 65,33

300 5 96,40
10 75,90

15 44,51

20 71,33

Nota. Morales Andrés (2020)
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Para el pH de 6.6 (Tabla 8) en diferentes tiempos y concentraciones, se obtuvieron los

siguientes resultados:
Tabla 8

Eficiencia de la bioadsorcion en pH 6.6

Tiempo Concentracion Porcentaje

(ppm) de
biosorcion

5 5 77,93
10 52,93

15 87,04

20 92,85

30 5 90,73
10 53,63

15 68,33

20 83,82

120 5 85,67
10 70,87

15 66,60

20 74,58

300 5 50,67
10 79,43

15 65,02

20 71,67

Nota.: Morales Andrés (2020)

5.4.1. Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para el porcentaje de biosorcion del plomo por medio
de la levadura (Saccharomyces cerevisiae). Se utilizé el programa STATGRAPHICS para
obtener el analisis de varianza ANOVA. El disefio experimental se considero tres factores,
tiempo de contacto, concentracion y pH, denominados A, B y C respectivamente; siendo la

variable de respuesta el porcentaje de biosorcion.
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Las ecuaciones utilizadas para el Andlisis de Varianza se especifican en la Tabla 9

(Morales, 2020).
Tabla 9

Anélisis de Varianza para el experimento de 3 factores

Fuente Suma de GL Cuadrado F Valor de P
cuadrados  (Grados de Medio
libertad)
Efecto A SCA a-1 CMA CMA/CME P(F>Fo)
Efecto B SCB b-1 CMB CMB/CME P(F>Fo)
Efecto C SCC c-1 CMC CMC/CME P(F>Fo)
Efecto AB SCAB (a-1) (b-1) CMAB CMAB/CME  P(F>Fo)
Efecto AC SCAC (a-1) (c-1) CMAC CMAC/CME  P(F>Fo)
Efecto BC SCBC (b-1) (c-1) CMBC CMBC/CME P(F>Fo)
Residuos SCE abc (n-1) CME
TOTAL SCT abcn-1

(CORREGIDO)
Nota. Morales (2020)

Donde:

2
Suma de cuadrados del efecto A (SCA) = Y7, % - %2

2
e Suma de cuadrados del efecto B (SCB) = Z?zl Zin - %2

v

cn

e Suma de cuadrados del efecto C (SCC) = }.5_,

v2
N

2
e Suma de cuadrados del efecto Ay B (SCAB) = »%; Z?zl 1% - %2 — SCA—SCB

2
e Suma de cuadrados del efecto Ay C (SCAC) = 2%, Xf=1 % _ %2 — SCA - SCC

n

2
e Suma de cuadrados del efecto By C (SCBC) = Z?le,C(:lY;" — %2 — SCB — ScCC

YZ

e Suma de cuadrados totales (SCT) = X%, X.2_; Yoy Xk Vi — "

e Suma de cuadrados del error (SCE) = SCT — SCA — SCB — SCC — SCAB — SCAC —

SCBC
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e Total, de observaciones del experimento N = abcn

e Cuadrados medios CM = %

e Estadistico Fisher F = <44
CME

Donde:

Y = Suma de todas las observaciones

Y; = Suma de todas las observaciones del tratamiento i — Efecto A

Y; = Suma de todas las observaciones del tratamiento j — Efecto B

e Y, = Suma de todas las observaciones del tratamiento k — Efecto C

Y, = Suma global de todas las observaciones

e n = numero de replicas

5.4.1.1. ANOVA para la Determinacion de la Eficiencia de Bioadsorcion.

En este procedimiento, se realizd un analisis de varianza de varios factores sobre el
porcentaje de biosorcion. Se realizaron varias pruebas y graficos para determinar qué factores
tenian un impacto estadisticamente significativo en el porcentaje de biosorcién. También se
evalla la importancia de la interaccion entre los factores. La Prueba F en la tabla de analisis de
varianza (Tabla 10) pudo permitir identificar los factores significativos. La grafica de

interacciones ayudo a interpretar los efectos significativos.

Los resultados obtenidos del analisis de varianza (ANOVA) para la determinacion el
predominio los factores A, B 'y C en variable de respuesta del porcentaje de biosorcién se

muestra en la Tabla 10

Tabla 10

Analisis de Varianza para Porcentaje de biosorcion
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Fuente Suma de GL Cuadrado F Valor-P

cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tiempo 379,76 3 126,587 2,71 0,0487
B: Concentracion 15985,2 3 5328,41 113,89 0,0000
C: pH 45314,9 2 22657,4 484,3 0,0000
INTERACCIONES
AB 6560,02 9 728,891 15,58 0,0000
AC 1735,86 6 289,311 6,18 0,0000
BC 10915,5 6 1819,25 38,89 0,0000
RESIDUOS 5333,38 114 46,784
TOTAL (CORREGIDO) 86224,7 143

Nota. Morales Andrés (2020)

Puesto que los valores-P para el Tiempo (A), Concentracion (B) y pH (C) son menores
que 0.05, podemos determinar que estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre porcentaje de biosorcion con un 95,0% de nivel de confianza, es decir, los tres parametros
si intervienen en la remocion del metal. Para las interacciones AB, AC y BC, el valor de p es
menores a 0.05, es decir que las interacciones tienen un efecto directo sobre el porcentaje de

bioadsorcion del plomo. (STATGRAPHICS, 2006)

En el gréfico 25 se establecieron las concentraciones de 5ppm, 10ppm, 15ppmy 20ppm
y los tiempos se denominaron como 1, 2, 3y 4 siendo estas 5 min, 30 min, 120 min y 300 min
respectivamente. Se puede observar que el efecto es relativamente fuerte del tiempo sobre el
porcentaje de biosorcion del plomo, la concentracién mas elevada se refleja en la concentracion
de 5 ppm a un tiempo de 30 minutos, mientras que la concentracion 10 ppm el efecto deseado
es mas prolongado. Para la concentracién de 15 ppm tiene una pendiente negativa, es decir que

tiene un efecto negativo el tiempo sobre la concentracion (Walpole et al., 2012).
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Figura 25
Gréfico de interacciones AB

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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En el grafico 26 se establecio un pH de 2.5, 5.1y 6.6 y los tiempos se denominaron
como 1, 2, 3y 4 siendo estas 5 min, 30 min, 120 min y 300 min respectivamente. Se puede
observar que el efecto es relativamente fuerte del tiempo sobre el porcentaje de biosorcién del
plomo, el pH 6.6 tiene la mayor bioadsorcion en el tiempo de 5 minutos, pero esta va a tender
a una pendiente negativa, es decir, que con el pasar del tiempo el pH 6.6 pierde su eficiencia
sobre el porcentaje de biosorcion del plomo, mientras que el pH 5.1 tiene un efecto méas
prolongado para obtener el mayor porcentaje de biosorcion del plomo por la levadura (Walpole

etal., 2012).
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Figura 26

Grafico de interacciones AC

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
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En la figura 27 se establecio un pH de 2.5, 5.1 y 6.6 y las concentraciones se las
denominaron como 1, 2, 3 y 4 siendo estas 5ppm, 10ppm, 15ppm y 20ppm respectivamente.
Se puede observar que el efecto es relativamente fuerte de la concentracion sobre el porcentaje
de biosorcion del plomo, el pH 6.6 tiene una interaccion prolongada donde su mejor porcentaje
de biosorcion del plomo se da en la concentracion 20 ppm, en el pH 5.1 se tiene una pendiente
negativa en las tres primeras concentracion y una pendiente positiva al llegar a la Gltima
concentracion, es decir, que el mayor porcentaje de biosorcion del plomo en un pH 5.1 se va a
dar en la cuarta concentracion, mientras que para el pH 2.5 se tiene una pendiente negativa, es
decir, que en ninguna concentracion del metal va a tener un porcentaje de biosorcién alto

(Walpole et al., 2012).
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Figura 27

Grafico de interacciones BC
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55. Determinar Isoterma de Bioadsorcion
5.5.1. Isoterma de Langmuir
Para evaluar la cinética de bioadsorcion se trabajé con una cantidad de 3 g de levadura

(bioadsorbente) a diferentes concentraciones y variando el pH, los cuales fueron 2.5,5.1y 6.6.

Una vez concluida la obtencién de datos para conocer la cinética de bioadsorcion fue
necesario conocer los valores de Qmax (capacidad de adsorcion) y b (coeficiente de afinidad)
estos datos se los obtiene al hacer una comparacion entre la ecuacion 3y la ecuacion 9. Los
datos fueron trabajados individualmente, es decir, se trabajo para un tiempo final y un pH
especifico. Con esto se llegaron a obtener 3 diferentes graficas y tablas de las cuales se

determina la que tiene un mejor rendimiento.

También a partir de los datos obtenidos se puede conocer el factor adimensional (RL)
el cual indica que cuando un valor es igual a 0 el sistema isotérmico es irreversible, cuando
esta en un valor entre 0 a 1 el sistema isotérmico es favorable y cuando el RL es superior a 1

el sistema isotérmico no es favorable, siendo esto que la adsorcidn del metal no es significativa.
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° pH 2.5

En la tabla 11 se puede observar que el RL para el ensayo donde el tiempo es 300

minutos y el pH 2.5 est4 en un valor entre 0 y 1 siendo el méximo de 0.0756 y el minimo de

0.0200, con esto se demuestra que los valores se encuentran dentro del rango de captacion de

metales es favorables segun Uria et al., (2008).

Tabla 11

Parametros de aplicacion para el método lineal Langmuir para un tiempo 300 y pH 2.5

Masa (g) Concentracion Concentracion Concentracion Langmuir RL
inicial Ci de equilibrio  de adsorcion 1/Ce 1/q
(mg/1) Ce (mg/l) Q (mg/g)
3 5 2,08 0,292 0,481 3,42 0,0756
3 10 4,42 0,558 0,226 1,79 0,0393
3 15 12,32 0,268 0,081 3,73 0,0265
3 20 14,98 0,502 0,067 1,99 0,0200

Nota. Morales Andrés (2020)

Una vez ya obtenido los valores se procedio a realizar la grafica donde el 1/Ce para el
eje de las abscisas y 1/q para el eje de las ordenadas (Figura 28), para la cual se realizd una
regresion lineal y se obtuvieron que la recta de la pendiente era de 1.3511 y una intercepcion
de 2.4463, con estos datos la Qméax da un valor de 0.4088 mg de Pb/g levadura y un valor de
la constante b de 1.8106; de igual forma se obtuvo un coeficiente de correlacion (r?) de 0.0694,
es decir, que la isoterma de Langmuir para el caso de este ensayo no se ajusta como un modelo

favorable lo cual refleja un bajo rendimiento en el tratamiento.
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Figura 28

Isoterma de Langmuir para un tiempo de 300 miny pH 2.5

pPH1=25 4
i
@ .
o
[ap}
g

0 |-
N
< - L]
o~

I I I I

0.1 0.2 0.3 0.4

Nota. Morales Andrés (2020)

. pH 5.1

300 minutos

En la tabla 12 se puede observar que el RL para el ensayo donde el tiempo es 300

minutos y el pH 5.1 estd en un valor entre 0 y 1 siendo el maximo de 0.1514 y el minimo de

0.0427, con esto se demuestra que los valores se encuentran dentro del rango de captacion de

metales es favorables segun Uria et al., (2008)

Tabla 12

Parametros de aplicacion para el método lineal Langmuir para un tiempo 300 y pH 5.1

Masa Concentracio

(9) n inicial Ci
(mg/l)
3 5
3 10
3 15
3 20

Concentracio

n de

equilibrio Ce

(mg/1)
0,18
2,41
8,32
5,73

Concentracio

n de
adsorcion Q
(mg/g)
0,482
0,759
0,668
1,427

Langmuir
1/Ce 1/q
5,56 2,07
0,41 1,32
0,12 1,50
0,17 0,70

RL

0,1514
0,0819
0,0561
0,0427

Nota. Morales Andrés (2020)
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Una vez ya obtenido los valores se procedid a realizar la grafica donde el 1/Ce para el
eje de las abscisas y 1/q para el eje de las ordenadas (Figura 29), para la cual se realizé una
regresion lineal y se obtuvieron que la recta de la pendiente era de 0.1702 y una intercepcién
de 1.1309, con estos datos la Qmax da un valor de 7.8843 mg de Pb/g levadura y un valor de
la constante b de 6.6445; de igual forma se obtuvo un coeficiente de correlacion (r?) de 0.6414,
es decir, que la isoterma de Langmuir para el caso de este ensayo se logra ajustar, ya que el
modelo puede llegar a ser favorable por lo cual refleja un rendimiento mediano-alto en el

tratamiento.

Figura 29

Isoterma de Langmuir para un tiempo de 300 miny pH 5.1
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e pHG6.6

En la tabla 13 se puede observar que el RL para el ensayo donde el tiempo es 300
minutos y el pH 6.6 est4 en un valor entre 0 y 1 siendo el méximo de 0.4983 y el minimo de
0.1989, con esto se demuestra que los valores se encuentran dentro del rango de captacion de

metales es favorables segun Uria et al., (2008).

57



Tabla 13

Parametros de aplicacion para el método lineal Langmuir para un tiempo 300 y pH 6.6

Masa (g) Concentracion Concentracion Concentracion

inicial Ci de equilibrio  de adsorcion
(mg/l) Ce (mg/l) Q (mg/g)
3 5 2,47 0,253
3 10 2,06 0,794
3 15 5,25 0,975
3 20 5,67 1,433

Langmuir
1/Ce 1/q
0,40 3,95
0,49 1,26
0,19 1,03
0,18 0,70

RL

0,4983
0,3318
0,2487
0,1989

Nota. Morales Andrés (2020)

Una vez ya obtenido los valores se procedio a realizar la grafica donde el 1/Ce para el

eje de las abscisas y 1/q para el eje de las ordenadas (Figura 30), para la cual se realizé una

regresion lineal y se obtuvieron que la recta de la pendiente era de 4.8761 y una intercepcion

de 0.2014, con estos datos la Qmax da un valor de 4.9652 mg de Pb/g levadura y un valor de

la constante b de 0.0413; de igual forma se obtuvo un coeficiente de correlacion (r?) de 0.6541.

Figura 30

Isoterma de Langmuir para un tiempo de 300 miny pH 6.6
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5.6. Establecer el Namero de Células Viables
Una vez terminados los ensayos de los tiempos de 5, 30, 120 y 300 minutos se procedio
al conteo de las células viables (Figura 17) por medio de la cAmara neubauer; obteniendo los

siguientes resultados:

En el Anexo K se puede observar el nimero de células viables al finalizar el ensayo en
el tiempo de 5 minutos. En la Figura 31 se puede determinar que, en las concentraciones de 5,
10, 15y 20 ppm el mayor numero de células viables se ve reflejado en un pH de 2.5; en el pH
de 5.1 donde se obtiene el mayor nimero de células viables son en las concentraciones de 15
y 20 ppm. Mientras que el pH 6.6 el mayor nimero de células viables se ve reflejado a una

concentracion de 5 ppm.

Figura 31

Células viables en un tiempo de 5 minutos
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En el Anexo L se puede observar el nimero de células viables al finalizar el ensayo en
el tiempo de 30 minutos. En la Figura 32 se puede determinar que, el pH de 2.5 tiene un

comportamiento decreciente y creciente, es decir, que entre las concentraciones de 5y 10 ppm
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existe una disminucién de namero de células mientas que en la concentracion de 15y 20 ppm
se observa un crecimiento de células. El pH de 5.1 tiene un comportamiento ascendente entre
las concentraciones de 5 ppm a 15 ppm en el cual consigue su mayor nimero de células viables,
mientras que en la concentracion de 20 ppm existe una disminucién de células viables. En el
pH de 6.6 en todo el tratamiento tiene un comportamiento ascendente en el nimero de células

viables alcanzando su mayor nimero en la concentracién de 20 ppm.

Figura 32

Células viables en un tiempo de 30 minutos
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En el Anexo M se puede observar el nimero de células viables al finalizar el ensayo en
el tiempo de 120 minutos. En la Figura 33 se puede determinar que, el pH de 2.5 tiene un
comportamiento ascendente y descendente, es decir, que entre las concentraciones de 5y 10
ppm existe una disminucion de namero de celulas viables, mientas que para la concentracion
de 15 ppm existe un aumento y luego en el de 20 ppm se disminuye. En el pH de 5.1 entre la
concentracion de 5y 10 ppm existe una disminucion leve de nimero de células viables mientras
que para la concentracion de 15 ppm se observa un incremento de células viables para después

disminuir en la concentracion de 20 ppm. En el pH 6.6 se tiene que entre las concentraciones
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de 5y 10 ppm existe una disminucion casi total de células viables, pero a partir de esa
concentracion su crecimiento es elevado al punto de llegar en la concentracion de 20 ppm a

igualar al nimero de células viables del pH de 5.1

Figura 33

Células viables en un tiempo de 120 minutos
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En el Anexo N se puede observar el nimero de células viables al finalizar el ensayo en
el tiempo de 300 minutos. En la Figura 34 se puede determinar que, en el pH de 2.5 tiene un
comportamiento ascendente y descendente, es decir, que entre las concentraciones de 5y 10
ppm existe una disminucion de namero de células viables, mientas que para la concentracion
de 15 ppm existe un aumento y luego en el de 20 ppm se disminuye. En el pH de 5.1 tiene un
comportamiento ascendente durante todo el tratamiento aplicado obteniendo el mayor nimero
de células viables en la concentracion de 20 ppm. En el pH de 6.6 entre las concentraciones de
5y 10 ppm se tiene una disminucién leve de numero de células viables, mientras que en las
concentraciones de 15y 20 ppm existe un incremento obteniendo su mayor numero de celulas

viables en la concentracién final.
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Figura 34

Células viables en un tiempo de 300 minutos
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5.7. Discusion
Al igual que otros trabajos realizados con levadura, Se demostré que la Saccharomyces

cerevisiae tiene la capacidad de remover el plomo de un agua contaminada.

Al comparar los resultados con otros autores se pudo determinar que un parametro
fundamental para que la biosorcidén con Saccharomyces cerevisiae es el pH. Segn Milagros y
Maria (2016); Moreno y Ramos (2018) al momento de llevarse a cabo la biosorcion del metal,
este parametro afecta directamente a los sitios funcionales (carboxilos, aminas, fosfatos,
sulfatos e hidroxilos) de la biomasa, es decir, afecta a la solubilidad de los metales por la
interaccion de los cationes metalicos y a su vez esta union llega a ser muy sensible tanto asi
que solo variando el pH este puede ir de un 0% a un 100% de rendimiento. Se trabaj6 con un
pH de un rango de 2.5 a 6.6 esto se realizé para demostrar que a pH bajos (1.5 a 4) solo es
favorecida por los aniones, mientras que para los pH superiores al 4.5 son favorecidos cationes,

es decir, que la mayor biosorcion del plomo se debe dar a pH superior al 4.5 esto se da por la
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competencia que existe entre los iones intercambiables por los centros activos ionizables.
(Séenz, 2004) El mejor rendimiento se obtuvo en un pH de 5.1 llegando hasta un valor del
96.4% en un tiempo de 120 minutos en una concentracion de 5 ppm, y asi coincide con lo
reportado por Infante (2014); Milagros y Maria (2016); Moreno y Ramos (2018); Parvathi et

al. (2007); Pauro Roque et al. (2009)

A concentraciones elevadas la levadura disminuye su capacidad de biosorcion, esto se
debe segln Rosas et al. (2007) a que la concentracion penetr6 al citoplasma y reaccionaron con
los grupos -OH y -SH de los aminoacidos de las proteinas y enzimas inactivandolas provocando
la inhibicion, lo cual ocasiona una disminucién en la capacidad de remocion. Por lo tanto, en
la Figura 24 y 25 se puedo observar que a partir del minuto 5 estas se saturaron provocando un
efecto contrario a lo que se buscaba, es decir, la concentracion que ya fue adsorbida por el

biosorbente empieza a liberarse.

A un pH de 5.1 el plomo es un cation divalente el cual puede relacionarse con los
diferentes grupos funcionales negativos de la pared celular de la Saccharomyces cerevisiae en
la cual se encontr6 una capacidad bioadsorcién de 7.8843 mg de Pb/g levadura, la cual es una
mayor cantidad obtenida por Infante (2014) ya que en este estudio se obtuvo una cantidad de
6.52 mg Pb/g de levadura. Pero podemos determinar que el valor logrado se acerca mas al valor
obtenido por Skountzou et al. (2003) donde obtuvieron 8.9 mg de Pb/g de levadura; asimismo
en la investigacion realizada por Skountzou et al. (2003) obtuvieron una eficiencia del 71.8%
para el Pb siendo esta un menor porcentaje de rendimiento demostrado en este trabajo en la

que se llegd a un valor de 96.4%.
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6.1.

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La levadura (Saccharomyces cerevisiae) presenta un alto rendimiento al adsorber
iones metalicos de Plomo a escala de laboratorio.

El pH es el factor que mas influencia tiene sobre la biosorcidn del metal; en el caso
del bioadsorbente de levadura, el pH dptimo en soluciones acuosas para el plomo es
de 5.1 alcanzando un rendimiento de 96.4%.

En cuanto al tiempo 6ptimo de la biosorcion de plomo, se determiné que el mayor
rendimiento se registro en el minuto 120 al usar 1 g de biomasa por 100 ml de agua
sintética.

La levadura (Saccharomyces cerevisiae) tiene una adsorcion maxima (Qmax) de
7.8843 mg de Pb/g levadura mediante el modelo de Langmuir con la constante ‘b’
de 6.6445.

El estudio determina que a partir de una concentracién de 15 ppm después de los 5
minutos, la levadura se llega a saturar.

La levadura puede ser considerada como una alternativa viable debido a su alto
rendimiento de biosorcion, por lo cual puede ser usada como un tratamiento para

descontaminar aguas que contengan plomo.

64



6.2.

Recomendaciones

Realizar el mismo estudio aplicado utilizando descargas industriales con la presencia
del metal utilizado.

Ejecutar el estudio a escala piloto para determinar su eficiencia y ver la factibilidad de
aplicarlo en una industria.

Se recomienda hacer estudios tomando en cuenta también el pardmetro de temperatura
y variando el mismo para determinar si influye en la biosorcion de plomo.

Realizar un analisis econdmico del proceso para determinar si es factible la utilizacion

de la levadura en la descontaminacion de aguas que contengan plomo.
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ANEXO A

Unidades formadoras de colonia

8. ANEXOS

Tiempo

0

30

60

90

120

150

180

210

Dilucion

10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)

Numero de caja petri

#1
69
60
17
29
78
100
14
38
25

80
22
86

15
130
49
100
41

135
124
89
39

211
130
29
25

146
385
54
38

285
100
85

#2
150
48
49
48
13
87
15
48
14
23
100
40
27
6
8
83
29
20
46
12
168
145
33
37

180
93
139
19

150
82
90
20
10

123
80
16

#3
130
34
70
26
7
68
10
25
32
12
120
26
41
4
22
103
89
30
36
13
135
164
56
22

132
110
58
16

180
199
50
19

S7
194
48

Promedio

116
47
45
34
33
85
13
37
24
15

100
29
51

5
15

105
56
50
41
11

146

144
59
33

174
111
75
20

159
222
65
26

155
125
50
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10 (-6)
10 (-7)
240 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
270 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
300 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)

19

220
210
23
17

98
27
35

109
51
38
17

(o3}

88
110
58
26

40
45
89

32
46
29
13

19
4

110

85
49
14

62
32
20
10

25
49
14
15

15
3
139
135
43
19

67
35
48

55
49
27
15

Nota. Morales Andrés (2020)
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ANEXO B

Conteo de nimero de células por camara neubauer

Tiempo Dilucion P1V P2V P3V P4V Total #de
células
0 10 (-3) 4 25 5 20 54 135000
10 (-4) 7 5 - 5 17 42500

10 (-5) 1 2 - 1 4 10000

10 (-6) 2 3 - 1 6 15000

10 (-7) 1 - 1 1 3 7500
30 10 (-3) 1 40 5 12 58 145000
10 (-4) 1 7 4 3 15 37500

10 (-5) 2 1 - 1 4 10000

10(6) 1 5 1 4 11 27500

10 (-7) 1 2 - 2 5 12500
60 10 (-3) 1 30 5 25 61 152500
10 (-4) 1 2 - 3 6 15000

10 (-5) 1 - 1 3 5 12500

10 (-6) 7 - 6 6 19 47500

10 (-7) 3 1 3 2 9 22500
90 10 (-3) 6 22 6 30 64 160000
10 (-4) 3 2 4 7 16 40000

10 (-5) 2 1 3 1 7 17500

10 (-6) 1 - 1 2 4 10000

10 (-7) - 3 2 5 10 25000
120 10 (-3) 3 31 9 23 66 165000
10 (-4) 1 3 11 3 18 45000

10 (-5) - 2 2 6 10 25000

10 (-6) 1 10 1 5 17 42500

10 (-7) - 2 1 3 6 15000
150 10 (-3) 6 30 7 29 72 180000
10 (-4) 4 8 5 2 19 47500

10 (-5) 2 7 1 3 13 32500

10 (-6) 2 - - 7 9 22500

10 (-7) 1 2 1 1 5 12500
180 10 (-3) 2 40 6 54 102 255000
10 (-4) 4 5 3 6 18 45000

10 (-5) 4 1 1 6 12 30000

10 (-6) 7 - 1 3 11 27500

10 (-7) 3 - 1 - 4 10000
210 10 (-3) 4 31 4 33 72 180000
10 (-4) 1 4 3 27 35 87500

10 (-5) 3 6 2 4 15 37500

10 (-6) 2 1 1 2 6 15000

10 (-7) 1 3 2 - 6 15000
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240 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
270 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)
300 10 (-3)
10 (-4)
10 (-5)
10 (-6)
10 (-7)

O N

WOl A, NOoO PRk, O BN WDN

NPFP,PWPRRWEFELEWODN

1 N

= W

o1

29

[EY

N O© DN DN

61
22

13
14
51

10
15

47
12
10
22
11

152500
55000
5000
32500
35000
127500
22500
25000
37500
10000
117500
30000
25000
55000
27500

Nota. Morales Andrés (2020)
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ANEXO C

Total de porcentajes de bioadsorcién en pH 2.5

Tiempo Concentracion % de remocion % de remocion por
(ppm) c/u promedio

5 S) 57,20 60,07
61,80
61,20
10 24,60 25,63
26,00
26,30
15 21,53 21,67
21,93
21,53
20 14,00 14,43
14,85
14,45
30 5 53,20 54,47
54,20
56,00
10 28,30 26,27
25,10
25,40
15 19,60 19,91
20,73
19,40
20 12,45 12,53
12,15
13,00
120 5 43,40 47,07
52,00
45,80
10 45,10 48,77
54,60
46,60
15 19,60 20,36
19,40
22,07
20 22,85 20,18
20,55
17,15
300 5 56,00 58,47
62,20
57,20
10 60,00 55,80
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50,30
57,10

15 19,40 17,84
17,73
16,40

20 23,85 25,10
24,15
27,30

Nota. Morales Andrés (2020)
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ANEXO D

Total de porcentajes de bioadsorcién en pH 5.1

Tiempo Concentracion % de remocion % de remocion por
(ppm) c/u promedio

5 S) 81,20 84,93
83,40
90,20
10 48,90 51,27
56,00
48,90
15 48,20 49,02
52,60
46,27
20 80,70 79,32
78,70
78,55
30 5 97,80 95,60
94,80
94,20
10 45,10 46,83
45,40
50,00
15 45,53 46,60
50,27
44,00
20 68,85 63,62
61,15
60,85
120 5 93,80 96,40
98,80
96,60
10 72,90 66,60
60,00
66,90
15 46,47 45,00
46,27
42,27
20 70,85 65,33
69,30
55,85
300 5 97,80 96,40
96,00
95,40
10 66,90 75,90
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81,40
79,40

15 42,07 44,51
52,40
39,07

20 83,85 71,33
64,30
65,85

Nota. Morales Andrés (2020)
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ANEXO E

Total de porcentajes de bioadsorcién en pH 6.6

Tiempo Concentracion % de remocion % de remocion por
(ppm) c/u promedio

5 S) 80,00 77,93
73,80
80,00
10 51,70 52,93
52,50
54,60
15 88,00 87,04
93,53
79,60
20 94,15 92,85
95,70
88,70
30 5 97,80 90,73
85,20
89,20
10 52,30 53,63
52,60
56,00
15 73,13 68,33
67,27
64,60
20 93,15 83,82
72,85
85,45
120 5 88,00 85,67
82,80
86,20
10 78,90 70,87
67,40
66,30
15 71,60 66,60
63,07
65,13
20 60,15 74,58
77,15
86,45
300 5 53,20 50,67
44,00
54,80
10 86,30 79,43
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75,70
76,30

15 67,60 65,02
63,27
64,20

20 83,70 71,67
74,30
57,00
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ANEXO F

Gréfica de la toma de muestra de la calibracion de plomo
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ANEXO G

Bioadsorcion de plomo en concentracion de 5 ppm

Tiempo  Concentracion Tipo
de plomo

0 5 pH25

0 5 pH5.1

0 5 pH6.6

5 200 pH25

5 0,75 pH5.1

5 1,10 pH6.6
30 2,28 pH25
30 0,22 pH5.1
30 0,46 pH6.6
120 265 pH25
120 0,18 pH5.1
120 0,72 pH6.6
300 2,08 pH25
300 0,18 pH5.1
300 247 pH6.6

Nota. Morales Andrés (2020)
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ANEXO H

Bioadsorcion de plomo en concentracion de 10 ppm

Tiempo  Concentracion Tipo

de plomo
0 10 pH 2.5
0 10 pH 5.1
0 10 pH 6.6
5 7,44 pH 2.5
5 4,87 pH5.1
5 4,71 pH 6.6
30 7,37 pH 2.5
30 5,32 pH 5.1
30 4,64 pH 6.6
120 5,12 pH 2.5
120 3,34 pH5.1
120 2,91 pH 6.6
300 4,42 pH 2.5
300 2,41 pH 5.1
300 2,06 pH 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)

ANEXO |

Bioadsorcion de plomo en concentracion de 15 ppm

Tiempo  Concentracion Tipo

de plomo
0 15 pH 2.5
0 15 pH 5.1
0 15 pH 6.6
5 11,75 pH 2.5
5 7,65 pH 5.1
5 1,94 pH 6.6
30 12,01 pH 2.5
30 8,01 pH 5.1
30 4,75 pH 6.6
120 11,95 pH 2.5
120 8,25 pH 5.1
120 5,01 pH 6.6
300 12,32 pH 2.5
300 8,32 pH 5.1
300 5,25 pH 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)



ANEXO J

Bioadsorcion de plomo en concentracion de 20 ppm

Tiempo  Concentracion Tipo

de plomo
0 20 pH 2.5
0 20 pH 5.1
0 20 pH 6.6
5 17,11 pH 2.5
5 4,14 pH 5.1
5 1,43 pH 6.6
30 17,49 pH 2.5
30 7,28 pH 5.1
30 3,24 pH 6.6
120 15,96 pH 2.5
120 6,93 pH 5.1
120 5,08 pH 6.6
300 14,98 pH 2.5
300 5,73 pH 5.1
300 5,67 pH 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)

ANEXO K

Namero de células viables en un tiempo de 5 minutos

Concentraciéon ~ NUmero pH
de células

5 82500 2.5
12500 5.1

57500 6.6

10 32500 2.5
15000 5.1

27500 6.6

15 87500 2.5
60000 5.1

25000 6.6

20 62500 2.5
55000 5.1

40000 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)



ANEXO L

Namero de células viables en un tiempo de 30 minutos

Concentracion  Numero pH
de células

5 72500 2.5
12500 5.1

17500 6.6

10 22500 2.5
25000 51

30000 6.6

15 37500 2.5
47500 5.1

30000 6.6

20 45000 2.5
22500 51

40000 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)

ANEXO M

Numero de células viables en un tiempo de 120 minutos

Concentraciéon  Numero Tipo
de células
5 85000 2.5
20000 5.1
27500 6.6
10 12500 2.5
15000 51
10000 6.6
15 60000 2.5
55000 5.1
30000 6.6
20 37500 2.5
47500 51
45000 6.6
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ANEXO N

NUamero de células viables en un tiempo de 300 minutos

Concentracion  Numero pH
de células

5 100000 2.5
10000 5.1

37500 6.6

10 10000 2.5
15000 51

35000 6.6

15 75000 2.5
67500 5.1

37500 6.6

20 30000 2.5
72500 51

50000 6.6

Nota. Morales Andrés (2020)
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