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RESUMEN

Cuerpos de agua superficiales vienen siendo receptores de vertimientos industriales a gran escala
con metales toxicos, esta contaminacion representa y origina riesgo para el ser humano, animales
y bienes naturales, por lo cual se da la necesidad de remediar estos ambientes; es por esto que en
el presente trabajo se ha evaluado la remocién de plomo, aluminio, magnesio, manganeso, cobre,
cromo y zinc presentes en una solucion stock de 100 ml, de la cual fueron obtenidas diferentes
disoluciones con el objetivo de tener una gama de muestras con diferentes concentraciones de
contaminantes. En este caso el agente bioldgico utilizado es la levadura Saccharomyces
cerevisiae obtenida en una tienda local.

la metodologia experimental fue llevada a cabo en dos etapas, siendo la primera de ellas analizar
cuantitativamente la remocion de metales por medio de Espectroscopia de Absorcion Atémica, en
la cual se prepararon dos muestras donde cada una de ellas fueron puestas en contacto con el
microorganismo durante 23 horas a 130 rpm y con diferentes concentraciones. Por otro lado, la
segunda etapa de la metodologia busca cambios en la superficie de la membrana celular luego del
proceso de remocion, esta vez por medio del método de microscopia electronica de barrido
(SEM), el cual es realizado posteriormente de preparar cuatro muestras con concentraciones
diferentes de metales toxicos y aplicar el proceso biolégico puesto en marcha en condiciones
aerobias a 50 rpm y a una temperatura de 37°C por 72 horas.

Lo anterior demuestra que el agente biologico presenta potencial para la remocion de Pb (111,
(VI) en soluciones acuosas, sin embargo es de gran importancia aclarar que el bioproceso
ejercido por la levadura con el propoésito de disminuir las concentraciones de los contaminantes
se efectud por medio de diferentes mecanismos de interaccion entre la levadura y los iones de las
soluciones.

Palabras clave: Vertimientos industriales — Remediacion — Contaminacion — Remocion —
Metales Tdxicos — Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

Surface water bodies are being receptors of large scale industrial dumping with toxic metals, this
pollution represents and creates risk for human beings, animals and natural goods, which gives
the need to remedy these environments; This is why the present work has evaluated the removal
of lead, aluminum, magnesium, manganese, copper, chromium and zinc present in a stock
solution of 100 ml, from which different solutions were obtained in order to have a range Of
samples with different concentrations of contaminants. In this case the biological agent used is
the yeast Saccharomyces cerevisiae obtained from a local store.

The experimental methodology was carried out in two stages, the first of which was to
quantitatively analyze the removal of metals by means of Atomic Absorption Spectroscopy, in
which two samples were prepared where each of them was put in contact with the microorganism
during 23 hours at 130 rpm and with different concentrations. On the other hand, the second stage
of the methodology looks for changes in the surface of the cell membrane after the removal
process, this time by means of the scanning electron microscopy (SEM) method, which is done
later to prepare four samples with Different concentrations of toxic metals and apply the
biological process started under aerobic conditions at 50 rpm and at a temperature of 37 ° C for
72 hours.

This demonstrates that the biological agent has potential for the removal of Pb (II), (VI) in
aqueous solutions, however it is of great importance to clarify that the bioprocess exerted by the
yeast in order to reduce the concentrations of the contaminants Effected by means of different
mechanisms of interaction between the yeast and the ions of the solutions.

Keywords: Industrial dumping - Remediation - Pollution - Removal - Toxic Metals -
Saccharomyces cerevisiae.



1. REMOCION DE METALES TOXICOS EN AGUAS RESIDUALES CON LA
LEVADURA DEL PAN

Estudios actuales y diversas investigaciones involucradas con biorremediacion, han demostrado
el crecimiento de diferentes especies de levaduras en ambientes y entornos altamente
contaminados y en presencia de metales toxicos. Esta variedad de microorganismos poseen
caracteristicas morfoldgicas, metabolicas y fisiologicas (Cooksey, 1993), que implican una
elevada tolerancia a distintos metales toxicos. Es por esta increible adaptacion bioldgica que estas
levaduras serian buenas candidatas para ser utilizadas en procesos de tratamiento biolégico para
depurar compuestos nocivos, en este caso para tratar el agua residual no domestica, siendo de
gran interés ambiental e industrial.

En investigaciones realizadas en los ultimos afos, dedicadas al estudio de las nuevas
biotecnologias se ha demostrado que las levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae son
capaces de acumular cationes tales como cobre, niquel, manganeso, zinc, cadmio y cobalto, y
tienen una mayor capacidad acumuladora de metales en comparacion con ciertas bacterias,
hongos y levaduras (Norris & Kelly, 1977). Dicha especie se utiliza ampliamente en la
fabricacion de alimentos y bebidas, siendo fécil de cultivar en un medio barato. También es un
subproducto y se puede obtener en gran cantidad como residuo de la industria de fermentacion, y
se manipula facilmente a nivel molecular (Wang & Chen, 2006).

2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Diversos ecosistemas acuaticos son perturbados constantemente con la acumulacién de desechos
y vertimientos generados por actividades industriales, como son: la extraccion minera, la
transformacion y tratamiento de los cueros, el refinamiento de productos mineros, produccion de
pinturas y galvanizacion (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético, 2009). Los
efluentes generados por dichas actividades industriales, que en sus procesos requieren grandes
volimenes de compuestos, reactivos, sustancias y demas, presentan grandes concentraciones de
metales téxicos como Cobre (Cu*®), Zinc (Zn*®), Plomo (Pb*>*%), Cadmio (Cd*®), Cromo
(Cr*#*3*%) Niquel (Ni*>**), Mercurio (Hg™?), Cobalto (Co***3), entre otros. La contaminacion
influye directamente en el medio ambiente, ocasionando impactos de gravedad ilimitada
impidiendo que los procesos naturales de autodepuracion sean eficientes y se alteren las
caracteristicas del cuerpo receptor del agua residual (Bermddez, et al., 2011).

Los microorganismos como las levaduras realizan procesos biolégicos de degradacion o
bioacumulacion, y es por ello que pueden contribuir en la reduccion de los niveles de
contaminacion en el agua residual, antes de que entre en contacto con el ambiente y en sus
diferentes sistemas ecoldgicos; ya que la presencia de estos residuos liquidos eco-toxicos afectan



y representan riesgos graves en la calidad de vida del ser humano y el medio natural (Thomann,
1998).

Desde los inicios y primeros avances de implementacion de Saccharomyces cerevisiae como
agente biorremediante, las investigaciones se han enfocado en la evaluacion de la capacidad de
bioadsorcion y bioabsorcidén de metales toxicos en soluciones acuosas, en diferentes condiciones
de pH y temperatura, para encontrar las condiciones 6ptimas de remocion de iones contaminantes
en cuerpos de agua (Wang & Chen, 2006).

En un estudio publicado por la revista colombiana de Biotecnologia hecho en América Latina, se
indago, trabajo y demostrd la eficiencia de adsorcion de Plomo en un ecosistema acuatico lentico.
Este cuerpo de agua presentaba constante contaminacion por metales pesados debido a
actividades mineras. Los autores analizaron dos concentraciones de Saccharomyces cerevisiae,
dispersas en una disolucion de plomo con una concentracion inicial conocida, y realizaron
mediciones de la concentracion remanente del plomo en tres diferentes intervalos de tiempo. El
estudio muestra que Saccharomyces Cerevisiae tiene un elevado potencial para la bioadsorcion
de plomo (Roque, 2009) y es una alternativa optima a los tratamientos o agentes bioldgicos
convencionales, entre los cuales se encuentran; algas marinas (Sargassum natans, Caulerpa spp),
bacterias (Bacillus subtilis) y hongos (Rhizopus arrhizus) (Saikaew W. et al, 2009).

Los resultados reportados por Roque (2009) muestran a las levaduras como un agente bioldgico
atil en términos de minimizacion y mitigacién de dafios a ecosistemas estratégicos como lo son
los cuerpos de agua tanto superficiales como subterrdneos, ya que estos ultimos reciben
innumerables afluentes de caracter residual que minimizan su aprovechamiento y disponibilidad,
ademas generan un gran impacto a las especies bioldgicas que dependen de este recurso.

Estd demostrado que la falta de inspeccion, vigilancia y control a la hora de verificar los
requisitos y las condiciones minimas optimas establecidas para generar un vertimiento y su
irresponsable disposicion final han ocasionado la afectacion y contaminacién directa al suelo, a
cuerpos de agua superficial, y subterranea; por tal razon, en este trabajo se pretende potenciar la
estrategia bioldgica de las levaduras, mas exactamente de la especie Saccharomyces cerevisiae,
para tratar efluentes industriales con el fin de minimizar el impacto ambiental y para que los
ecosistemas consigan amortiguar eficazmente los contaminantes y sus relaciones de equilibrio
permanezcan en orden.



2.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

La creciente industrializacidén en nuestro pais, ha generado un incremento en los vertimientos con
carga de metales toxicos a fuentes hidricas naturales, alterando las caracteristicas necesarias para
la vida en estos cuerpos de agua. Es preocupante la bioacumulacion de metales téxicos en
distintas especies biologicas ya que entrarian en las cadenas tréficas y podrian hacer parte de los
alimentos que los seres humanos consumimos. Lo anterior tiene un impacto en la salud humana y
en la supervivencia de algunas especies de fauna y flora, conllevando a un deterioro acelerado de
la salud humana y el medio ambiente. Los residuos generados por las industrias estan
contaminados con metales toxicos que luego son desviados y/o descargados en complejos
abidticos, lo que lleva a la contaminacion y deterioro del suelo, el aire y las aguas superficiales y
subterraneas (Butter et al., 1996).

Una de las principales preocupaciones ligadas a los procesos donde se utilizan compuestos
nocivos, por ejemplo el Cromo, proveniente de la industria curtiembre, es el uso de técnicas de
produccion que disminuyan la contaminacion residual, sea solida o liquida y encontrar las
posibles formas de removerlo.

En estos efluentes, el Cr puede encontrarse como hexavalente Cr®* (en forma de ion Cromato
CrO42; o de ion dicromato (Cr,07) ?; 0 como trivalente Cr®* | este Gltimo es mas estable y 1.000
veces menos toxico que el Cr®*) (Porras, 2010). Es importante manifestar que los efectos toxicos
de Cr®", conocido cancerigeno, se manifiestan de forma crénica y aguda en las personas en las
personas que hayan estado en contacto directo; y sus sintomas, dada la intoxicacion son
problemas renales, gastrointestinales, del higado, del rifién, de la glandula tiroides y la medula
Osea; y esta demostrado que la velocidad corporal de eliminacion es muy lenta (Porras, 2010).

Actualmente existen diversos procesos tecnoldgicos y bioldgicos de biorremediacion de metales
toxicos que varian en su complejidad y adquisicion entre estos encontramos la levadura
Saccharomyces cerevisiae siendo una fuente economica favorable de biomasa expuesta y
manipulada para la eliminacion de metales pesados y toxicos en aguas residuales, cuerpos de
agua receptores o sumideros como el suelo. Varios investigadores comprobaron que
Saccharomyces cereviciae es capaz de acumular metales toxicos tales como Cu*?, Cd*?, Pbh*?,
Zn*?, Cr##*% y Ni*? (Glazer & Nikaido, 1995), (Wilhelmi & Duncan, 1995), (Soares & Soares,
2012).

Es por tal razon que este sistema bioldgico de remediacion ofrece una solucién practica y viable
en términos econdémicos, ambientales y de mejoramiento continuo de los procesos, permitiendo ir
mas alla y ejercer una produccion sostenible y responsable a fin de cumplir con la legislacion
ambiental.

Otra técnica de remocién de metales son los Biomateriales (flora microbiana, algas, plantas,
biomasa residual, productos agroindustriales o algunos biopolimeros). Estos basados también en
la afinidad que presentan sus componentes celulares, ligado a los iones metélicos (Porras, 2010).
Esta es una técnica competitiva en el tratamiento de efluentes industriales, y al mismo tiempo un
sistema bioldgico sostenible que trae multiples ventajas, ya que permiten el secuestro de metales,
tratamientos fisicoquimicos sencillos y de bajo costo, la reutilizacion de biomasa y el agua
(Tovar, Ortiz & Jaraba, 2015).



3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la remocion de metales toxicos presentes en un efluente sintético, por parte de la
levadura Saccharomyces cerevisiae.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener una solucion stock con carga de metales toxicos en concentraciones del mismo
orden de magnitud que un efluente residual.

Cuantificar la remocién de metales toxicos presentes en el agua utilizando como agente
bioldgico la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Encontrar cambios estructurales en la levadura S. cerevisiae resultado de la remocién de
metales toxicos.



4, JUSTIFICACION Y DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

4.1. JUSTIFICACION

Los procesos industriales liberan subproductos al ambiente en diversas formas y estados, una de
ellas es el agua residual contaminada o con presencia considerable de compuestos riesgosos y con
metales toxicos que llegan a diferentes cuerpos de agua (que actian como sumideros o receptores
permanentes de residuos) y alteran las caracteristicas naturales del ecosistema. Algunos metales
toxicos son bioacumulables y se fijan en tejidos vegetales y animales, por ello pueden ser
perjudiciales para la salud humana, y el desarrollo de diferentes especies de fauna y flora
(Volesky & Holan, 1995).

Los costos de los tratamientos de remocion de metales son un factor limitante para la
implementacidn de estos en las pequefias y grandes industrias, por consecuencia estos efluentes
no son tratados convirtiéndose en vertimientos puntuales con alta carga contaminante. Por tal
razon existe la necesidad de incorporar tratamientos a bajo costo, eficientes, que garanticen el
cumplimiento de la normatividad. Vinculado a esto es importante el uso de microorganismos que
degraden compuestos nocivos y transformen su estructura quimica en sustancias menos
contaminantes.

Por consiguiente, este trabajo de investigacion busca analizar el potencial que tiene la levadura
Saccharomyces cerevisiae para bioremediar el agua de un efluente sintético preparado con
diferentes concentraciones de metales toxicos, con concentraciones en un orden de magnitud
similar a un efluente natural en el que usualmente se vierten residuos industriales y en donde se
analiza la viabilidad de la implementacién de un tratamiento bioldgico como alternativa a los
tratamientos convencionales.

4.2. DELIMITACION

Este proyecto de investigacion se enfoca en la determinacion del potencial que tiene la levadura
Saccharomyces cerevisiae para remover los siguientes metales toxicos presentes en un efluente
sintético; cobre, zinc, plomo, magnesio, cromo, manganeso Yy aluminio. Analizando la viabilidad
de agente biorremediador en el tratamiento de aguas contaminadas con metales toxicos como
una alternativa a los métodos convencionales.



5. MARCO DE REFERENCIA DE LA INVESTIGACION

5.1. MARCO TEORICO

5.1.1. Biorremediacion

Se define como Biorremediacion al proceso de limpieza biolégica que ejercen diversos
organismos, sean bacterias, hongos, levaduras o especies vegetales, en ambientes naturales
contaminados o perturbados por actividades antropicas (Glazer & Nikaido, 2007). La variedad de
sistemas de biorecuperacion que degradan, convierten, eliminan o disminuyen la toxicidad de
contaminantes organicos o inorganicos a través de la actividad bioldgica natural es con frecuencia
dominadas por bacterias, las cuales tienen la capacidad para degradar un amplio espectro de
contaminantes ambientales (Glazer & Nikaido, 2007).

Las actividades economicas principales hacen uso diario de miles de compuestos organicos e
inorganicos, que se introducen ya sea accidental o intencional, directa o indirectamente en el
suelo y las aguas tanto subterraneas como superficiales, trayendo impactos muchas veces
irreversibles a las condiciones y estructuras principales de los ecosistemas. Es por tal motivo que
se utiliza el potencial metabdlico de los microorganismos para transformar contaminantes
organicos en compuestos mas simples poco o nada contaminantes, y, por tanto, se pueden utilizar
para limpiar terrenos o aguas contaminadas (Glazer & Nikaido, 2007), (Machado et al. 2009).

Los procesos de biorremediacion tienen multiples ventajas, entre las que se encuentran su bajo
costo, poca perturbacién al medio ambiente, efectividad en los tratamientos biolégicos, tiempo
corto, amplia aplicabilidad en diversos escenarios ambientales, se pueden tratar aguas
subterraneas, superficiales, cuerpos de agua loticos y lenticos, o suelos saturados e insaturados
(Mulas, 2001).

Gracias a la gran variedad y flexibilidad de esta nueva metodologia basada en el metabolismo de
los diversos agentes bioldgicos ya mencionados, se logran tratamientos de alto rigor técnico de
manera espontanea o dirigida, que pueden ejecutarse en condiciones aerobias o anaerobias y
pueden emplearse organismos autoctonos del sitio contaminado o incorporar organismos
foraneos, o puede realizarse in situ o ex situ (en el sitio contaminado — fuera del sitio
contaminado, respectivamente) (Mulas, 2001).

Dependiendo la especie empleada y tipo de substrato, es necesario mantener condiciones optimas
de pH, oxigenacién, temperatura, agitacion y aporte de nutrientes para que el microorganismo se
adapte y ejerza sus funciones bioldgicas, para garantizar que el resultado de la remediacion sea el
esperado (Chen & Wang, 2007).

La levadura Saccharomyces cerevisiae pertenece al grupo Ascomycota, la mayor subdivision de
los hongos, que contiene unas 15.000 especies (Glazer & Nikaido, 2007). Las cepas
Saccharomyces cerevisiae usualmente crecen en la superficie de las uvas y otras plantas ricas en
azUcar y estos organismos unicelulares se multiplican por gemacion (Glazer & Nikaido, 2007), se
sabe que las poblaciones de S. cerevisiae son utilizadas ampliamente en la fermentacion de



ciertas cervezas y vinos, en la produccién de levadura de panaderia, y en muchas aplicaciones
biotecnoldgicas. EI microorganismo empleado para remover metales toxicos provenientes de
aguas residuales industriales que llegan a cuerpos de agua superficiales es Saccharomyces
cerevisiae. Esta levadura se produce facilmente, en grandes cantidades y su costo de produccion
es inferior al de las bacterias cosechadas y/o aisladas, ademas no presentan problemas de salud
publica (Glazer & Nikaido, 2007), por ello, en el desarrollo de este trabajo se escogid este
microorganismo como agente biorremediador.

Otras levaduras estudiadas en el ambito de la biorremediacidn son las pertenecientes al género
Candida y Pichia, capaces de crecer con hidrocarburos como Unico proveedor de carbono
(Agencia de Noticias UN, 2016).

5.1.2. Tipos de Biorremediacion
5.1.2.1. Fitorremediacion

Este bioproceso implica el uso de plantas en ambientes contaminados como aire, suelo y agua;
constituye una estrategia optima debido a la capacidad de algunas especies vegetales de absorber,
acumular y tolerar altas concentraciones de contaminantes como metales pesados, compuestos
radioactivos y organicos (Mufioz & Carrillo, 2007).

5.1.2.2. Degradacion enzimatica

La degradacion enzimatica consiste en el empleo de enzimas en el sitio contaminado con el fin de
degradar sustancias nocivas, estas enzimas se obtienen bajo condiciones de laboratorio a partir de
bacterias que las producen naturalmente o en condiciones sintéticas modificadas genéticamente
(Di & Vicién, 2010).

5.1.3. Metales Téxicos

Comun y ampliamente se ha hecho uso del término de Metal Pesado, refiriéndose a los
compuestos y/o elementos quimicos que son toxicos, que tienen caracteristicas de peligrosidad y
que representan riesgos para la salud de todo organismo vivo, pero es una forma casual o no muy
técnica de nombrarlos.

Esta terminologia de metales pesados se utiliza ligadamente para citar el efecto de la
contaminacion y la toxicidad que pueden llegar a tener algunos elementos quimicos; al hablar de
Pesado en el uso convencional implica alta densidad y Metal se refiere al elemento puro 0 una
aleacion de los elementos metalicos (Duffus, 2002).

La presente investigacion se enfoca en los metales toxicos, donde se deja atras toda definicion de
densidad, peso atobmico o molecular; de acuerdo con lo anterior los metales tdxicos son los
elementos (no sélo los metales) comunmente utilizados en las actividades industriales y en
general toxico para los organismos vivos, incluso a bajas concentraciones y/o en trazas, donde se
incluye As, Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni, Se, Zn (Chojnacka, 2009). Hay metales conocidos que
representan una funcion perjudicial en los organismos vivos, estos riesgos se ejercen a través de
inhibicidon de la enzima o de la activacion, el dafio de los 6rganos subcelulares, propiedades
cancerigenas y los muchos efectos nocivos para la salud humana sobre los rifiones, el sistema



nervioso, el sistema endocrino, la reproduccion, y el sistema respiratorio (Chojnacka, 2009). Una
cosa si es clara y es que los elementos mas toxicos (Hg, Pb y Cd) son los mismos que
principalmente son utilizados por la industria (Hodgson, 2004).

Es idéneo tener en cuenta que existe otro grupo de metales que son necesarios para el buen
funcionamiento de un organismo, en pequefias cantidades (Cu, Zn, Mn y Mg); pero asi mismo en
niveles elevados (Au, Ag, Pb, Cr y Cd) son altamente tdxicos para las células vivas(Chojnacka,
2009), (Gadd & Griffiths, 1978).

La biodisponibilidad y presencia en la tierra de los metales toxicos y de los demas elementos
quimicos es y ha sido muy alta, y han permanecido y permaneceran constantes (Hodgson, 2004).
Dichos elementos se encuentran en la naturaleza, repartidos en el componente abidtico en rocas,
minerales, suelo, el agua y en el aire; en niveles bajos, de forma natural y en forma dispersa
(Hodgson, 2004).

He aqui la base de la problemética medioambiental dada con la acelerada industrializacion y las
actividades antropicas que han sufrido los sistemas naturales. La explotacion, utilizacion y
movilizacion de estos depositos naturales de metales ha llevado a que la disponibilidad de los
mismos sea por mucho mas alta en el medio ambiente y el contacto entre los elementos toxicos
descritos anteriormente y los organismos vivos sea cada vez mas facil y propenso.

Una de las principales formas de dispersion de los metales toxicos que se presenta esta dada por
las actividades industriales, tales como la mineria y la metalurgia y son muy utilizadas por la
agricultura y la medicina (Chojnacka, 2009). El resultado no es de extrafiar y al mismo tiempo es
indeseable, los metales toxicos comenzaron a condicionar y desequilibrar los ciclos en diversos
ecosistemas dado las concentraciones tan elevadas entre los componentes bidticos y abidticos y
también en la cadena trofica donde el punto clave estd concentrando en la parte superior, es decir,
los consumidores y con frecuencia en el cuerpo humano (Hodgson, 2004). Debido a que es
imposible degradar metales toxicos por nuestra cuenta y a sus propiedades bioacumulables.

5.1.4. Biosorcién

La captacion de los iones metalicos se puede dar por medio de dos modos o fases. El primer
modo de absorcién es independiente de la actividad metabdlica celular e implica la union de
iones metélicos a la pared celular y se da gracias a que S. cerevisiae contiene grupos fosfato,
amino, carboxilo e hidroxilo en su pared celular, los cuales son los responsables de la remocion
de metales toxicos por medio de un enlace quimico con los iones metalicos estos se conoce como
fase pasiva (Ozer & Ozer, 2003). El segundo modo de captacion de iones metalicos es mucho
mas lento y se pueden acumular una gran cantidad de iones denominado fase activa este proceso
se cree implica la internalizacion de cationes en la célula, atreves de la membrana celular
permitiendo la captacion intracelular (Ozer & Ozer, 2003), (Huang & Morehart, 1990).

Investigaciones de Norris & Kelly, 1977; identifican una relacion del pH en el proceso de
biosorcién planteado que a un pH alto, los componentes de la pared celular y el estado i6nico de
los ligandos sera tal como para promover una reaccion con los cationes metalicos. Por el
contrario a un pH bajo, la carga total en la superficie celular sera positivo, e inhibira la reaccion
con los cationes cargados positivamente.



Por lo cual a pH bajo, los ligandos de la pared celular estan estrechamente asociados con los
iones hidronio (H30)" y restringen el enlace con los cationes metalicos como resultado de la
fuerza de repulsion. A pH mas alto, los iones positivos divalentes son apropiados para interactuar
con los grupos cargados negativamente en la biomasa, por otro lado la pared celular de S.
cerevisiae se compone en su mayoria de una capa de proteina y polisacaridos, que puede causar
una carga a través de la disociacion de grupos ionizables de los aminoacidos; que se caracterizan
por presentar un grupo amino y un grupo carboxilo asociados a un carbono, estos dos grupos se
pueden ionizar en un medio acuoso y pueden actuar como &cidos o bases como respuesta al pH,
por ende la carga de los aminoacidos y asi mismo de la capa proteinica de S. cerevisiae varia en
funcion del pH. El estado ionico de los ligandos promovera la reaccion con los iones metalicos
cargados positivamente (Mason, 1996).

5.1.5. Quelacion

Este mecanismo de remocion de metales implica inmovilizar iones metalicos con el soporte de
ligandos de bajo peso molecular para asi obtener un compuesto o molécula quimicamente estable;
Una gran variedad de moléculas organicas son capaces de formar complejos con los metales. Se
conocen como compuestos de Quelacion, cuando un i6n metélico se combina con un donador de
electrones se dice que la sustancia que se forma es un compuesto complejo. Si la sustancia que se
combina con el metal contiene dos 0 mas grupos donadores de tal manera que cuando forman uno
0 mas anillos, entonces la estructura resultante es un compuesto quelado o quelato y al donador se
le denomina agente quelante. Los enlaces de par de electrones entre el metal y el agente donador
que forma el complejo, puede ser esencialmente i6nicos o covalentes dependiendo de los atomos
que intervienen en el proceso. Entre los metales sensibles a la formacion de quelatos se
encuentran aquellos que tienen significado bioquimico, que son oligoelementos como Fe, Co, Cu,
Zn, etc., y esenciales para las funciones metabolicas de la célula (Santos, 1959).

5.1.6. Bioacumulacion

Se basa en la absorcion de iones metélicos mediante procesos metabdlicos de células de biomasa
vivas. Esta bioacumulacién se manifiesta en dos etapas, en la primera etapa se lleva a cabo la
biosorcion que es un proceso rapido; en la segunda etapa ocurre el transporte del ion metalico al
interior de la célula siendo un proceso lento. (Chojnack, 2010).

Este mecanismo celular involucra un sistema de transporte de membrana que internaliza al metal
pesado presente en el entorno celular con gasto de energia. Una vez incorporado el metal pesado
al citoplasma, este es secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos sulfhidrilos
Ilamados metalotioleinas (Lovley, 2000).

5.1.7. Biomineralizacion

Los microorganismos son capaces de precipitar metales mediante un mecanismo de resistencia
codificado en plasmidos. Este mecanismo aparece por el funcionamiento de una bomba que
expulsa el metal toxico presente en el citoplasma hacia el exterior de la célula, produciendo una
alcalinizacién en la superficie celular externa, conllevando el proceso de precipitacion del metal
pesado. Otra forma de precipitacion de metales es la formacion de sulfuros o fosfatos como
resultado de alguna actividad enzimatica celular (Gadd, 2000).



5.1.9. Factores que afectan el proceso de biorremediacion

El andlisis de los factores que influyen en este proceso es de gran envergadura e importancia, los
factores que deben considerarse en estos bioprocesos son: el tipo y naturaleza de la biomasa, la
concentracion inicial de soluto, concentracion de la biomasa y los factores fisicoquimicos
(temperatura, pH, fuerza ionica). El proceso de biorremediacion puede ocurrir con frecuencia en
las siguientes condiciones: 1. En un cierto intervalo la temperatura puede tener un efecto negativo
0 positivo; 2. ElI pH de la solucion influye en la especiacion y la solubilidad quimica de los
metales, actividad de los grupos funcionales de la biomasa y la competencia de iones metélicos
en la union a sitios activos; 3. En soluciones diluidas, la concentracion de la biomasa influye en
la capacidad de la biorremediacion; 4. En soluciones con diferentes especies metalicas existe una
competencia entre los metales por ocupar sitios activos (Oliveira et al., 2011), (Hlihor, 2011).



6. MARCO CONCEPTUAL

Aguas continentales. Cuerpos de agua que se encuentran en tierra firme, sin influencia
marina. Se localizan en las tierras emergidas, ya sea en forma de aguas superficiales o
aguas subterraneas (Decreto 3930 de 2010).

Aguas Residuales no Domesticas — ARNnD. son las procedentes de las actividades
industriales, comerciales o de servicios distintas a las que constituyen aguas residuales
domeésticas — ARD (Resolucion 0631 de 2015).

Biorremediacion. Es una tecnologia que utiliza el potencial metabolico de los
microorganismos fundamentalmente bacterias, hongos y levaduras, para trasformar y
degradar, contaminantes organicos e inorganicos en compuestos mas simples poco o nada
contaminantes.

Caracterizacion de las aguas residuales. Determinacion de la cantidad y caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas de las aguas residuales.

Carga contaminante. Es el producto de la concentracion masica promedio de una
sustancia por el caudal volumétrico promedio del liquido que la contiene determinado en
el mismo sitio; en un vertimiento se expresa en kilogramos por dia (kg/d) (Decreto 3930
de 2010).

Contaminacion del agua. Es la alteracién de sus caracteristicas organolépticas, fisicas,
quimicas, radiactivas y microbioldgicas, como resultado de las actividades humanas o
procesos naturales, que producen o pueden producir rechazo, enfermedad o muerte al
consumidor (Decreto 475 de 1998)

Cuerpo de agua. Sistema de origen natural o artificial localizado, sobre la superficie
terrestre, conformado por elementos fisicos-bi6ticos y masas o volimenes de agua,
contenidas o en movimiento (Decreto 3930 de 2010).

Disposicion final. Es el proceso de aislar y confinar los residuos o desechos peligrosos,
en especial los no aprovechables, en lugares especialmente seleccionados, disefiados y
debidamente autorizados, para evitar la contaminacion y los dafios o riesgos a la salud
humana y al ambiente (Decreto 4741 de 2005)

Eficiencia de tratamiento. Relacién entre la masa o concentracién removida y la masa o
concentracion en el afluente, para un proceso o planta de tratamiento y un pardmetro
especifico; normalmente se expresa en porcentaje (RAS, 2000).

Generador. Cualquier persona cuya actividad produzca residuos o desechos peligrosos.
Si la persona es desconocida sera la persona que esta en posesion de estos residuos. El
fabricante o importador de un producto o sustancia quimica con propiedad peligrosa, para
los efectos del presente decreto se equipara a un generador, en cuanto a la responsabilidad
por el manejo de los embalajes y residuos del producto o sustancia (Decreto 4741 de
2005).

Impacto ambiental. Cualquier cambio en el medio ambiente, ya sea adverso o
beneficioso, como resultado total o parcial de aspectos ambientales de una organizacion
(1SO 14001 de 2005)

Metales pesados. Son elementos toxicos que tiene un peso molecular relativamente alto.
Usualmente tienen una densidad superior a 5,0 g/cm3 por ejemplo, plomo, plata,
mercurio, cadmio, cobalto, cobre, hierro, molibdeno, niquel, zinc (RAS, 2000).

Norma de vertimiento. Conjunto de parametros y valores que debe cumplir el
vertimiento en el momento de la descarga (Decreto 3930 de 2010).



Punto de descarga. Sitio o lugar donde se realiza un vertimiento al cuerpo de agua, al
alcantarillado o al suelo (Decreto 3930 de 2010).

Riesgo. Probabilidad o posibilidad de que el manejo, la liberacion al ambiente y la
exposicion a un material o residuo, ocasionen efectos adversos en la salud humana y/o al
ambiente (Decreto 4741 de 2005).

Remediacion. Conjunto de medidas a las que se someten los sitios contaminados para
reducir o eliminar los contaminantes hasta un nivel seguro para la salud y el ambiente o
prevenir su dispersion en el ambiente sin modificarlos (Decreto 4741 de 2005).

Residuo o desecho peligroso. Es aquel residuo o desecho que por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables, infecciosas o radiactivas puede
causar riesgo o dafio para la salud humana y el ambiente. Asi mismo, se considera residuo
0 desecho peligroso los envases, empaques y embalajes que hayan estado en contacto con
ellos (Decreto 4741 de 2005).

Sustancia de interés ambiental. con los compuestos, elementos o sustancias y
parametros indicadores de contaminacion fisicoquimica y bioldgica que permita a calidad
del vertimiento y su efecto sobre el recurso hidrico.

Toxicidad. La propiedad que tiene una sustancia, elemento o compuesto, de causar dafos
en la salud humana o la muerte de un organismo vivo (Decreto 3930 de 2010).

Tratamiento. Es el conjunto de operaciones, procesos o técnicas mediante los cuales se
modifican las caracteristicas de los residuos o desechos peligrosos, teniendo en cuenta el
riesgo y grado de peligrosidad de los mismos, para incrementar sus posibilidades de
aprovechamiento y/o valorizacidn o para minimizar los riesgos para la salud humana y el
ambiente (Decreto 4741 de 2005).

Vertimiento. Descarga final a un cuerpo de agua, a un alcantarillado o al suelo, de
elementos, sustancias o compuestos contenidos en un medio liquido (Decreto 3930 de
2010).

Vertimiento puntual. El que se realiza a partir de un medio de conduccion, del cual se
puede precisar el punto exacto de descarga al cuerpo de agua, al alcantarillado o al suelo
(Decreto 3930 de 2010).

Vertimiento no puntual. Aquel en el cual no se puede precisar el punto exacto de
descarga al cuerpo de agua o al suelo, tal es el caso de vertimientos provenientes de
escorrentia, aplicacion de agroquimicos u otros similares (Decreto 3930 de 2010).



7. MARCO LEGAL

Decreto - Ley 2811 de 1974. Codigo Nacional de Recursos Naturales Renovables y de
Proteccion al Medio Ambiente. Fija el marco regulatorio para el manejo de los las aguas
en cualquiera de sus estados.

Ley 09 de 1979. Cddigo Sanitario de Colombia. Establece los procedimientos y las
medidas para llevar a cabo la regulacion y control de los vertimientos.

Decreto 3930 de 2010. Define las disposiciones en cuanto a usos del agua y residuos
liquidos.

Decreto 4728 de 2010. Por el cual se modifica parcialmente el decreto 3930 de 2010

Resolucion 3956 de 2009. Norma técnica, para el control y manejo de los vertimientos
realizados al recurso hidrico en el distrito capital.

Resolucién 0631 de marzo 2015. Establecen los parametros y valores maximos
permisibles en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas superficiales y a los sistemas
de alcantarillado publico.

Proyecto de norma 2013. Establecen los parametros y valores limites permisibles en los
vertimientos puntuales a cuerpos de agua y al sistema publico de alcantarillado.

Decreto 4741 de 2005. Reglamenta parcialmente la prevencion y el manejo de los
residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestion integral.



8. MARCO HISTORICO

Con el desarrollo industrial y la implementaciébn de nuevos procesos cada vez mas
contaminantes, las industrias se volvieron focos de contaminacion aumentando la cantidad de
residuos liquidos y asi mismo las problematicas ambientales con graves afectaciones al medio
ambiente y la salud humana, siendo esta la alarma que dispara la preocupacion por parte de las
autoridades sanitarias y ambientales para minimizar, controlar y supervisar los vertimientos de
estas aguas contaminadas, esto llevo a la implementacion de politicas encaminadas para
reglamentar el sector industrial dictando disposiciones para el control y tratamiento de aguas
contaminadas. A su vez obligo al sector industrial a adoptar medidas para un manejo adecuado de
los vertimientos, implementando en sus procesos industriales el tratamiento de sus efluentes en
busqueda de la reduccion de impactos ambientales a causa de vertimientos de agua contaminada
con metales pesados a cuerpos de agua y a los sistemas de alcantarillado publico.

En los siglos XVIII y XIX se empez6 a estudiar la remocién de metales utilizando como
biomasas microorganismos vivos, pero solo en las Gltimas tres decadas se han utilizado
microorganismos Vivos y no vivos como adsorbentes de metales de soluciones acuosas.

Las primeras aplicaciones de la técnica de biosorcion involucraron tratamiento de agua residual.
(Park et al, 2010).

Con base a esto las industrias empiezan la busqueda de métodos y sistemas de tratamientos para
el cumplimiento legal, desarrollando métodos de tratamiento quimicos Yy bioldgicos
principalmente debido a su eficiencia en la remocion de contaminantes, ampliando las
investigaciones con el objetivo principal de encontrar tratamientos alternativos que sean mas
eficientes y menos costosos, entre ellos el tratamiento bioldgico con diferentes organismos como
bacterias, hongos, algas y plantas, el cual demostré un alto grado de eficiencia en los porcentajes
de remocidn de carga contaminante, identificando especies con alto potencial para la inclusién en
los sistemas de tratamiento bioldgico de aguas contaminadas.



9. TIPO DE INVESTIGACION

El presente proyecto de investigacion pone en marcha nuevas discusiones, reflexiones, analisis de
casos y ensayos en el ambito de la ingenieria Ambiental en la Universidad ECCI. Se busca
analizar las propiedades de la levadura Saccharomyces cerevisiae, como agente remediador en el
proceso de biorremediacion de aguas residuales, para establecer pardmetros bioldgicos, fisicos y
quimicos que permitan optimizar el proceso de remocién y asi mejorar la calidad del efluente
final que luego es entregado a algun cuerpo de agua.

El proyecto en desarrollo abarca diferentes tipos de investigacion, como son:

1. Documental:
El proyecto parte de una revision bibliografica en fuentes secundarias, en donde se
recopilaron estudios, datos, articulos cientificos, metodologias, reportes de caso y
documentos producidos por académicos y cientificos en donde algunos autores analizan
procesos de remocién de metales tdxicos por parte de la levadura en cuestion y otros
autores analizan la levadura del pan como agente biorremediador, y ademas estudian
cdmo mejorar sus propiedades.

2. Descriptiva:
Este proyecto de investigacion busca describir propiedades absorbentes y adsorbentes de
la especie de levadura Saccharomyces cerevisiae, que puedan ser tomadas en cuenta para
la biosorcion de determinados metales toxicos.

3. Experimental:
Se implementd una metodologia de laboratorio tanto para la preparacion del efluente
sintético, para el cultivo de la levadura en diferentes condiciones, como para la
caracterizacion quimica del efluente sintético antes y después del proceso de remediacion.



10. DISENO METODOLOGICO

Para la realizacion de la metodologia se plantaron dos etapas, la primera para analizar
cuantitativamente el proceso de biorremediacion, por medio de espectroscopia de absorcion
atdmica. La segunda para hacer un analisis elemental en la superficie de membrana celular de la
levadura, una vez realizado el proceso de biorremediacion, esta vez por medio de microscopia
electronica de barrido (SEM).

10.1ETAPA1

10.1.1 PREPARACION DEL EFLUENTE SINTETICO:

Las concentraciones de distintos metales, medidas en una muestra tomada del rio Bogoté (anexo
1) y las reportadas por Quintero & Martinez (2010) se tomaron como base para la preparacion del

efluente sintético. Dichas concentraciones se encuentran en mg/L, pero luego se expresaron en
molaridades usando el factor de conversion que se muestra entre paréntesis:

M(mﬂi)_mg_( 1g _1mui)
L/ L \000mg X (g)

En donde X es la masa molar de cada sal, en gramos. Con los calculos de molaridad, se puede
determinar el nimero de moles que se debe agregar de cada sal, y con ello la masa m que se debe
pesar para preparar 100 ml de solucién se calculé con la ecuacion:

m = 25x10% = M( ; ;
(9) L 1 mal 1000 ml

N (X 1L
mﬂ)x( 9, )#1lillilmi

El valor 2.5x10* se introdujo para obtener masas medibles en una balanza analitica a fin de
obtener concentraciones del mismo orden de magnitud entre 0.1 y 1 gramo, con el objetivo de
tener una solucion stock de la cual se puedan preparar diluciones. Se midieron masas muy cercanas
a las calculadas, pero en algunos casos, se midieron masas muchos menores debido a que el
valor calculado superaba el valor de la solubilidad. Las sales se agregaron a un balén aforado de
100 ml, completando a volumen. Se obtuvo una solucion stock con 12 sales disueltas.

Debido a la formacion de precipitados por formacion de pares ionicos insolubles, la disolucion
original se someti6 a procesos de filtracién, completando de nuevo a volumen en un baldn
aforado de 100 ml, y es asi como se obtuvo el efluente sintético.



En la tabla 1 se muestran las sales disueltas, junto con los respectivos valores calculados y
medidos para la preparacion del efluente sintético.

Tabla 1. Factores de dilucion peso/volumen, con referencia a una muestra con carga de metales
toxicos tomada del rio Bogota.

. Solubilidad | Concentracion gramos gramos
Sustancia Formula (20 °C) necesaria (M) X(9) necesarios | medidos
Nitrato de

Cobre Cu(NO), - 137.8 5 4E-07 241 0,32 0,3172
7 3H,0
trihidrato
Acetato de
Plomo | PP(C2H:02)2- 60 48E-07 | 37934 | 046 0,5370
. 3H,0
trihidrato
Cloruro de
Magnesio | MgCl, - 6H,0 116 6,7E-05 203,31 34,01 3,4061
hexahidrato
Sulfato de
Cobre CuSO0O, - 5H,0 20,3 5,4E-07 249,68 0,33 0,3381
pentahidrato
Cromato de
Potasio K,>CrOg4 63,7 1,9E-06 194 0,93 1,0636
g'croma.to K,Cr,0- 13,0 19E-06 | 20418 | 141 1,4619
e potasio
Cloruro de
Manganeso | MnCl; - 4H,0 198,0 4,2E-07 197,91 0,21 0,2100
tetrahidrato
Sulfato de
Manganeso | MnSQ, - H,0 39,3 4,2E-07 169,01 0,18 0,5670
monohidrato
Aluminio
Cloruro AICl3 - 6H,0 45,8 1,2E-03 241,45 697,28 1,8020
hexahidrato
Zinc Cloruro ZnCl, 432 3,8E-06 136,3 1,29 1,5061




En la imagen 1 se observa el efluente sintético obtenido a partir de la disolucion de las sales
(Tablal)

Imagen 1: Efluente sintético con carga de metales pesados, atreves de la disolucion de las sales
presentadas en la tabla 1.



10.1.2. CULTIVO DEL MICROORGANISMO:

Se prepararon dos medios de cultivo Sabouraud Dextrose Broth (caldo) de 100 ml, marca BD
Difco™, en cada uno se inocularon 0.2 gramos de levadura Saccharomyces cerevisiae de tipo
comercial proveniente de una tienda local (Infante, et al., 2013). Estos se incubaron a 33°C
durante 5 dias. Estas condiciones

Imagen 2: Cepa de Saccharomyces cerevisiae proveniente de una tienda local

Imagen 3: Medios de cultivo Sabouraud Dextrose Broth



10.1.3. EXPERIMENTO DE REMOCION:

Para llevar a cabo la remocion se prepararon dos diluciones del efluente sintético, una 10-100 ml
tomando 10 ml del efluente sintético completando volumen a 100 ml y la otra 1-100 ml tomando
1 ml del efluente sintético y completando volumen a 100 ml, ambas muestras diluidas con agua
destilada; esto con el objetivo de analizar el proceso de remocién con dos diferentes
concentraciones de metales (Dimas, G. 2011).

Seguidamente se prepararon dos muestras de 200 ml, cada una con 100 ml de cada dilucion del
efluente sintético y 100 ml de la biomasa de Saccharomyces cerevisiae. Ambas muestras se
agitaron en condiciones aerobias a 130 rpm durante 23 horas y a temperatura ambiente.

Imagen 4: Diluciones muestra 1y 2

Imagen 5: Muestras en agitacion a 130 rpm



10.1.4. CUANTIFICACION DE METALES TOXICOS

Las concentraciones de metales presentes en el efluente sintético y en las muestras provenientes
del experimento de remocién fueron analizadas mediante espectroscopia de absorcion atémica.
Para esto las dos muestras fueron filtradas por bomba de vacio utilizando un filtro de 0.22 micras
con el objetivo de separar la biomasa del efluente.

10.2. ETAPA 2.

10.2.1. CULTIVO DEL MICROORGANISMO:

Se prepararon cuatro medios de cultivo Sabouraud Dextrose Broth marca BD Difco™, de 75 ml,
en cada uno se inocularon 0.2 gramos de levadura Saccharomyces cerevisiae de tipo comercial
proveniente de una tienda local (Infante, et al., 2013).

Seguidamente se toma un vial que contiene 1 gramo de antibiotico cefradina (amplio espectro), el
cual se reconstituye con 10 mL de agua destilada y posteriormente se lleva a un volumen de 100
ml. De este ultimo se toman 0.8 ml y se adicionan a cada medio de cultivo para garantizar que las
muestras no se contaminen por bacterias. Estos medios se incubaron a 37°C y a 50 rpm durante
48 horas (Fogarty, 1998).

debidamente
desinfectado luego de

S4 S0,

Imagen 6: Medios de cultivo (etapa 2)



Imagen 7: Antibidtico para el cultivo de Saccharomyces cerevisiae

10.2.2. EXPERIMENTO DE REMOCION:

Con el efluente sintético resultante de la ETAPA 1, se adicionan cuatro volumenes diferentes del
efluente sintético a cada medio de cultivo de 75 ml. Se adicionaron 2.5, 5, 7.5, y 10 mL. Es asi
como se obtienen 4 muestras con concentraciones diferentes de metales toxicos (Dimas, G.
2011).

Las cuatro muestras se agitaron en condiciones aerobias a 50 rpm, a una temperatura de 37°C por
72 horas.

Imagen 8: Muestras con biomasa de levadura activa



Imagen 9: Adicion del efluente sintético a las muestras

Imagen 10: Muestras en agitacion



10.2.3 CARACTERIZACION SUPERFICAL DE LA ESTRUCTURA DE LA LEVADURA

La caracterizacion y andlisis estructural de la superficie de la levadura resultante del experimento
de biosorcion fue realizada mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

Después del proceso de biosorcion, las cuatro muestras fueron filtradas por medio de una bomba
de vacio utilizando un filtro de 0.22 micra. Se obtuvieron 4 filtros con biomasa humeda, que
fueron secados en un horno de conveccion a 30 °C durante 12 horas.

Imagen 11: Filtros con biomasa humeda

Imagen 12: Filtros con biomasa seca



11. RESULTADOS

11.1. RESULTADOS ETAPA 1

RESULTADOS DE LABORATORIO. UNIECCI, SEDE P (5to-PISO)

La caracterizacion quimica de las muestras del efluente sintético se realizaron a partir de Métodos
analiticos, con el objetivo de cuantificar y analizar el proceso de remocion a partir de la biomasa
de Saccharomyces cerevisiae.

Una vez preparado el efluente sintético, se tomé una dilucion 1-100 ml, tomando 1 ml del
efluente sintético y completando volumen a 100 ml con agua destilada para ser valorada por
espectroscopia de absorcion atémica (E.A.A), obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 2. Concentracion de metales toxicos presentes en el efluente sintético valorada a partir de
una dilucion de 1 — 100 ml.

PARAMETROS | METODO E(';L‘;ge
COBRE | SM3111B 0,2
ZINC SM 3111 B 1,76
PLOMO | SM3111B <0,1
MAGNESIO | SM 3111 B 0,85
CROMO | SM3111B 221
MANGANESO | SM 3111 B 0.31
ALUMINIO | SM 3111 D 136




11.1.1. MUESTRA NUMERO 1: DILUCION DEL EFLUENTE 10 ml - 100 mi

La concentracion de metales toxicos presentes en la muestra se da en la tabla 1.

Tabla 3. Concentracion de metales toxicos en la muestra 1 (10 ml - 100 ml).

7 - (0)
Parametros |Unidades Tecrypa Método C.on. C_on. Con.. A)., Resultados
Analitica Inicial | Final | Removida | Remocion
SM Aumentd
COBRE mg/L E.AA 3111 B 1,000 [1,579| -0,579 -57,9 57.90%
SM Disminuyd
ZINC mg/L | EAA | 7 g | 8800|4244 4556 518 51.80%
PLOMO myL | EAA | O 05000010 0490 | 980 | Disminuyo98%
MAGNESIO mg/L E.AA 3181|\1/IB 4250 |4,577| -0,327 -7,7 Aumenté 7,70%
SM Disminuyo6
CROMO mg/L | EAA | .7 g |11050(7,391) 3,659 331 33.10%
SM Aumento
MANGANESO| mg/L | EAA | 5705 | 1,550 (2,281 -0,731 -47,2 47.20%
SM Disminuyd
ALUMINIO | mg/lL | EAA |50 | 6800 2082 4,718 69,4 69,40%

Grafico 1. Disminucion porcentual de la concentracion de Plomo, Aluminio, Zinc y Cromo
presentes en la muestra 1 (10 ml - 100 ml).
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Grafico 2. Aumento en la concentracion de Cobre, Manganeso y Magnesio presentes en la
muestra 1 (10 ml - 100 ml).
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11.1.2. MUESTRA NUMERO 2: DISOLUCION DEL EFLUENTE 1 ml - 100 ml

Tabla 2. Concentracion de metales toxicos en la muestra 2 (1 ml — 100 ml).

COBRE mgl | EAA | oW | 01 |0073| 0027 27,0 Disgi(;)uyo
ZINC mgl | EAA | ono | ogs [P 00175 | 20 | AR

ploMo | mg | EAA | SM 1005 |%0M] oosss | 7es | PRIV
MAGNESIO | mglL | EAA | ;oW odzs |O09) 03ae7 | s | ZUTE0O
CROMO myL | EAA | Y| 1105 | 120 | 0185 | 167 Allé%ﬂzo
MANGANESO| mgL | EAA | SV | 0155 || 00263 | 170 | A4TEN

ALUMINIO | mgi. | EAA | oM ) 068 | 049 | 019 279 | oo’




Grafico 3. Disminucion en la concentracion de Plomo, Aluminio y Cobre presentes en la muestra
2 (1 ml—100 ml).
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Grafico 4. Aumento en la concentracion de Magnesio, Manganeso, Cromo y Zinc presentes en la
muestra 2 (1 ml — 100 ml).
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11.2. RESULTADOS ETAPA 2

11.2.1. CRECIMIENTO LEVADURA

Del cultivo de la levadura se obtuvo un crecimiento de aproximadamente de 1 gramo himedo de
levadura en cada muestra.

Imagen 13: crecimiento de la levadura después de 48 horas de incubacién

Imagen 14: Imagen microscopica de la levadura mediante la tincion de fucsina



11.2.2.CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA LEVADURA

La caracterizacion estructural de la biomasa de Saccharomyces cerevisiae resultante del proceso
de biorremediacion, se realizd mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

RESULTADOS DE LABORATORIO. UNIECCI, SEDE P (5to-PISO)

Se escogieron dos muestras para ser analizadas la muestra 1 con la menor concentracion de
efluente con 2.5 ml y la de mayor concentracion de efluente con 10 ml.

Muestra 1: Adicion de 2.5 ml de efluente sintético.

Figura 1: Micrografia SEM de la levadura después del proceso de remocién de metales a 3800
aumentos

20 ym y: #6



Muestra 4: Adicion de 10 ml de efluente sintético.

Figura 2: Micrografia SEM de la levadura después del proceso de remocion de metales a 3800
aumentos




12. DISCUSION RESULTADOS

12.1. ETAPA1l

Los resultados obtenidos permiten ver la afinidad que presenta Saccharomyces cerevisiae hacia
ciertos metales, siendo mas afin por el plomo, seguido del aluminio, los cuales disminuyeron su
concentracion en las muestras 1 y 2; por otra parte, los metales, manganeso y magnesio
aumentaron su concentracion en la muestra 1 y 2. Por altimo los metales cromo, cobre y zinc
disminuyeron y aumentaron su concentracion en las muestras 1y 2.

Lo anterior debido a procesos bioquimicos de absorcion y adsorcién identificando propiedades de
la superficie especificas del organismo (biosorbente), adaptabilidad a condiciones de estrés y los
pardmetros fisicos quimicos de la solucion, tales como pH, Temperatura, concentracion inicial de
iones y la concentracion de biomasa (Norris & Kelly, 1977).

No se puede decir con seguridad porque aumento la concentracion de magnesio, manganeso,
cobre cromo y zinc, lo que se puede decir es que la presencia de diferentes iones en una solucion
hacen que compitan entre ellos por la union a un sitio activo en la biomasa causando
interferencia en la captacion de otros metales. (Romera, et al., 2008)

En esta fase no se tomo6 en cuenta el factor de pH, lo que podria influir ampliamente en los
resultados presentados, este pardmetro puede ser un factor limitante en el proceso de remocion
por parte de la biomasa de S. cerevisiae, por ende ese necesario entender como afecta este
parametro.

12.2. ETAPA 2

En el analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) no se detectaron iones tdxicos en la
superficie de la membrana de las levaduras. Esto indica que el proceso de biosorcion es realizado
por medio de la internalizacion de los iones, en donde no se presenta adsorcion en la superficie de
la membrana celular. No puede decirse nada respecto a las caracteristicas superficiales de la
levadura cultivada, debido a la aglomeracion que presenta después de los procesos de filtracion y
secado de la biomasa, como puede verse en las figuras 1 y 2.



13. CONCLUCIONES

+ La capacidad de la biomasa de S. cerevisiae para retener plomo, hacen de este
microorganismo una alternativa para su uso como material biosorbente para la retencion
de plomo en efluentes contaminados esto debido a su composicion elemental y
metabolismo.

+ Una vez llevados a cabo los bioprocesos de remocién de metales (ETAPA 1) se observo
que el mayor porcentaje de remocién fue de Plomo (98%) y (76.6%) en la muestra 1 y 2
respectivamente. En los resultados del analisis SEM de la ETAPA 2 no se detectaron
iones toxicos en la superficie de la membrana de las levaduras.

+ La aplicacion de esta tecnologia para la remocién del Plomo y otros metales téxicos en
solucién, para la purificacion de aguas residuales presenta un gran potencial, pues las
biomasas son naturales, se pueden obtener en grandes cantidades, son econdmicas, y
pueden remover selectivamente diferentes iones metélicos de soluciones acuosas.

+ El proceso de remocién se mantuvo a una temperatura constante y no se tomé en cuenta
el factor de pH, por lo cual no se pudo identificar como afecta u optimiza el proceso de
biosorcion, la variacion de estos paramentos.

+ Los resultados de las dos etapas se realizaron en diferentes condiciones de laboratorio lo
que podria influir ampliamente en los resultados presentados.

+ La mayor concentracion removida de metales toxicos se presenta en la muestra menos
diluida y con mayor concentracion de metales toxicos.
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15. ANEXOS

Anexo 1. Muestra referencia para efluente sintético con carga de metales toxicos
tomada del rio Bogota.
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-REPORTE DE RESULTADOS N°. 35

Bogota D.C., noviembre 6 de 2015

Orden N° 037

Datos del Cliente

Universidad ECCI

Manuela Cérdoba, Profe Rafael Meza
Carrera 19 No. 49-20

3153056403

Identificacién de la Muestras

Matriz: Agua Superficial

Numero de Muestras: 1

Lugar de Muestreo: Calle 80 puente de guadua

Fecha de Muestreo: 2015/10/29

Fecha de Recepcion de Muestra: 2015/10/30

Fecha de Analisis de Muestra: 2015/10/30 - 2015/11/05

) TECNICA i Rio Bogota Calle
PARAMETROS | UNIDADES | ,TECNICA | yeropo 80 Puente de
guadua
NITRATOS mgl | Electrometico | U208 SM 343,33
CLORUROS mall Electrométrico | SM 4500 CI- D 319,4
SODIO mgiL EAA gg’g"h\/’fgfﬁg 35,475
POTASIO malt EAA g;%vl\‘,’!ag‘fﬁg 20,300
MANGANESO mg/L EAA gl dl <0,023
CADMIO maiL EAA g;%\ﬁag%ag <0,018
PLOMO mg/L Eaa | SMEE0 <01
MAGNESID | mglL EAA e 1626
HIERRO mglL EAA JXiave Br- 0,846
COBRE mgt EAA J;%V&agfﬁg <0,034
ZINC mglL EAA L L 0,148
CALCIO mgiL EAA il 48,783
ALUMINIO mgiL EAA Bl 31,167
SELENIO mgiL EAA Ao <0,30
PBX: (57 1)35371 71 . info@ecci.edu.co Cra 19 No. 49 -20 Bogota D.C. - Colombia l B .
.' www.eccl.edu.cou, [ v [ s @ umsora | m%b E %

INSTITUGION DE EDUCACIGN SUFERIOR VIGILADA POR EL MEN. Resofucion No 12370 de 16 de Agosta de 2014 Otorgada por el LEN  NIT 860.401.496-0



Anexo 2. Concentraciones obtenidas en el efluente sintético evaluados en una dilucién
1-100 ml
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Bogota D.C., febrero 17 de 2015

REPORTE DE RESULTADOS N°. 04

Orden N° 004-16

Datog del Cliente

Universidad ECCI

Helman Alirio Amaya Espinosa
Identificacién de la Muestras

Matriz: Efluente preparado en el laboratorio
Nimero de Muestras: 1

Lugar de Muestreo: N/A

Fecha de Muestreo: 2016/02/01

Fecha de Recepcién de Muestra: 2016/02/01
Fecha de Analisis de Muestra: 2016/02/01- 2016/02/17

[ PARAMETROS | UNIDADES AL'i‘i’#féA METODO EFTE‘;:ES_
TURBIEDAD | FNUONTU | Electrometrico | SM 2130AY 6.87
COBRE Mg/l EAA SM 31118 020
ZINC mg/L EAA SM31118 1,76

PLOMO mg/L EAA SM 3111 B <01 - |
MAGNESIO mgl | EAA SM3111B 0,85
NIQUEL mg/L EAA SM 3111 B 1,06

MANGANESO | mgl | EAA | swaiiis | 031

ALUMINIO mgl | EAA SM 31138 1,36

CROMO mgl | EAA | Smstisp 221 |

Observaciones:

E.AA: Espectrofotumetrfa de agsorcion Atomica EAA Método de Andlisis Utilizado: Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. American Puklic Health Association, American Water Works Associatian, Water Pollution Contro| Fedaration. 22ND, Ed. New
York. El pardmezo mercurio no se realizé debido a que el equipo esta en mantenimients
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