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RESUMEN

La contaminacion del medio ambiente con metales toxicos, surge como resultado
de actividades humanas industriales. Existen procesos biotecnolégicos para el
tratamiento de residuos liquidos que contienen metales toxicos, una de ellas es
la biosorcién. Algunos microorganismos, tienen la capacidad de concentrar
metales a partir de soluciones acuosas diluidas y acumularlas dentro de sus
estructuras microbianas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la bioadsorcion de
cobre y zinc utiizando consorcio de levaduras aisladas de efluentes
contaminados. Para este estudio se realizé un muestreo al rio San pedro del cual
se logrd identificar diferentes bacterias y levaduras por medio de pruebas
bioquimicas y fenotipicas. Se seleccionaron las levaduras para producir biomasa
suficiente. Se obtuvo un liofilizado del consorcio de levaduras aisladas y con los
estudios de MEB se mostro la integridad celular de las levaduras. Se realizd un
pre-tratamiento de la biomasa con NaOH con la finalidad de obtener mejor
resultado de bioadsorcidn. Se llevd a cabo la biosorcidn del cobre y zinc en
sistema por lote con el consorcio de levaduras seca pre-tratada con NaOH vy sin
tratar, se analizd la concentracion de los metales por espectrofotometria de
absorcion atomica. Se logré obtener una bioadsorcidén de 46.58% parael cobre y
un 38.86% en el zinc, con biomasa sin tratar y con biomasa pre-tratada 42.9% de
cobre y de 40.28% de zin¢c, ambos experimentos a un tiempo de 48 horas. La
caracterizacion por MEB y EDS corrobord la presencia de los metales de cobre y
zinc en la biomasa de levaduras despues del tratamiento. No se observd una
diferencia significativa en los procescs de bicadsorcidn utilizando biomasa seca
pre-tratada y sin tratar con ambos metales. El proceso de bioadsorcion de cobre
y zinc con biomasa de levaduras seca sin tratar representa una alternativa de
solucién para la disminucidn de la concentracion de Cu y Zn.

viii



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los agentes contaminantes, son un conjunto de factores o sustancias que estan
presentes en el medio ambiente y que causan efectos desfavorables para la salud
o el medio ambiente, suelen distinguirse por: agentes bioldgicos, agentes fisicos,
y agentes quimicos. De estos ditimos como ejemplo se pueden mencicnar, los
hidrocarburos, los metales pesados y los plaguicidas;, para que exista la
contaminacion por quimica se requiere que una sustancia se acumule en un
sustrato dado en concentraciones que excedan el nivel basal y genere efectos
adversos (Lucho ef al., 2005).

En las dltimas cinco décadas, los metales pesados se han convertido en
contaminantes ambientales de primera importancia, principalmente por el

incremento y la diversificacion de los procesos industriales (Lucho ef al.,, 2005).

En la actualidad la contaminacion del medio ambiente con metales téxicos, surge
como resultado de actividades humanas principalmente industriales. Estos
contaminantes son descargados en la atmdsfera y en los ambientes acuaticos

asi como terrestres.

En sonora la industria minera es una actividad importante, pero también ha

presentado un fuerte problema de contaminacion (Monge et al., 2008).

Entre las actividades industriales que generan mayor contaminacion por metales
pesados se encuentran fas siguientes: Mineria, metal-mecanica, galvanoplastia,
fundicion, quimica, petroquimica, produccion de pigmentos y tintes, produccion
de baterias, impresidon de textiles, electronica, industrial de papel, fotografia,
produccion de hule, ceramica, plaguicidas vy fertilizantes, cementera, teneria y
acabado de pieles. Los contaminantes liberados al ambiente por estas

actividades industriales eventualmente pueden llegar a los cuerpos de agua, por



escurrimiento a las fuentes superficiales y por infiltracidon a los acuiferos (Lucho
et al., 2009).

Los efectos que causan los metales en el funcionamiento de los ecosistemas son
de importancia tanto econdmica como de salud publica. Aunque los metales
pesados son esenciales en el crecimiento, se ha reportado que algunos también
tienen efectos tdxicos. Los metaies son dificiles de eliminar del medio, puesto
que [os propios organismos fos incorporan a sus tejidos y estos a sus

depredadores en ios que se acaban manifestando (Chen et al., 2009).

El cuerpo humano no puede procesar y eliminar los metales, como resultado
suelen depositarse en varios Organos internos y grandes cantidades pueden
causar reacciones adversas y serios dafios al cuerpo. A diferencia de los
contaminantes organicos, los metales pesados no son biodegradables y cuando
se ingieren, se combinan con las biomoleculas del cuerpo como proteinas vy
enzimas para formar componentes biotoxicos estables, tienden a acumularse en
los organismos vivos y muchos iones de metales pesados son conocidos por ser

téxicos o cancerigenos (Duruibe ef al., 2007).

Existen procesos biotecnoldgicos para el tratamiento de residuos liquidos que
contienen metales tdxicos, una de ellas es la biosorcidn. Los microorganismos y
sus productos pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles
y particulados, especialmente a partir de concentraciones externas diluidas, y con
ello las tecnologias basadas en microorganismos ofrecen una alternativa o
ayudan a las técnicas convencionales para la eliminacidon o recuperacion de
metales. Microorganismos tales como levaduras, hongos, algas, bacterias vy
cierta fiora, tienen la capacidad de concentrar metales a partir de soluciones

acuosas diluidas y acumularias dentro de la estructura microbiana (Mejia, 2006).

Esta comprobado que dichos microorganismos los cuales poseen la capacidad o
propiedad de secuestrar a los metales se pueden usar para disminuir la

concentracion de los metales pesados desde partes por milidn a partes por billén,



secuestrando efectivamente los iones metalicos disueltos, incluso en soluciones
diluidas complejas, con una alta efectividad y rapidez, asi que por todo lo antes
mencionado los microorganismos son una alternativa para el tratamiento de
volumenes elevados de aguas de desecho con bajas concentraciones (Chen et
al., 2009).

La biosorcion, es la captaciéon de metales que lleva a cabo una biomasa completa,
atreves de mecanismos fisicoguimicos como la adsorcién o el intercambio idnico

llevandose a cabo en principalmente en la pared celular (Mejia, 2006)

E‘I' proceso de bicsorcion involucra una fase sélida y una fase liquida que contiene
las especies disueltas que van a ser sorbidas. Debido a la gran afinidad de la
fase sdlida, por las especies de la fase liquida, son atraidas hacia el sdlido y
enlazado. El proceso continua hasta que se establece un equilibrio entre el

sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido (Duruibe et al., 2007).



1.1. Objetivo General

Evaluar la bicadsorcion de cobre y zinc utilizando biomasa seca de un consorcio
de levaduras aisladas de efluentes contaminados.

1.1.1. Objetivos especificos

1. Aislar e identificar levaduras encontradas en las muestras de efiuentes
contaminados.

2. Obtener biomasa aerobia seca por liofilizacion del consorcio de levaduras.
Pre-tratar la biomasa con NaOH.

4. Evaluar la bioadsorcién de metales pesados (Cu y Zn) en sistema en iote
usando biomasa seca tratada con NaOH vy sin tratar.

5. Caracterizar el sistema biomasa-metal del proceso de bioadsorcion por
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia por
Dispersion de Energia de Rayos X (EDB).



ll. ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion por Metales Pesados

En Mexico, como consecuencia del desarrollo industrial, se registra una creciente
y preocupante contaminacioén ambiental, mayormente debido a la poca educacién
ambiental en la actividad minera y por la explotacion petrolera. A su vez, la
industria minera es una de las actividades economicas de mayor tradicion en
México, la cual es mayoritariamente metalica, y se dedica principalmente a la
produccidn de cobre (Cu), zinc (Zn), plata (Ag) y plomo (Pb). Esta actividad tiene
un alto impacto ambiental, ya que afecta desde el subsuelo hasta la atmosfera,
incluyendo suelos y cuerpos de agua. Debido al procesamiento de los recursos
minerales, se han generado grandes cantidades de residuos solidos, liquidos y
gaseosos que han ocasionado una gran cantidad de sitios contaminados a lo
largo de todo el pais (Monge et al., 2008).

Estos metales pueden detectarse en el medio ambiente en su estado elemental
lo que implica que no estan sujetos a biodegradacion o a formacion de complejos
salinos por lo que en estas circunstancias no pueden ser mineralizados (Monge
et al, 2009). |

Es por eso que los metales pesados representan un problema actual el cual
requiere atencion para evitar los efectos nocivos en las comunidades que estan

en contacto con aguas contaminadas (Seno! et al., 2008).

2.2 Contaminacion del Agua

La contaminacion de cuerpos de agua, ocurre cuando los contaminantes son
descargados directamente o indirectamente en cuerpos de agua sin un adecuado
tratamiento que remueva los componentes daninos. La contaminacion del agua
afecta plantas y organismos que viven en estos cuerpos de agua, y en la mayoria

de los casos afecta dafando no solamente a las especies individuales y las



poblaciones si no también en las comunidades bioldgicas. Dichos cuerpos de
agua se han contaminado mediante sustancias toxicas como acidos, solventes
organicos, pinturas, metales y demas, derivados de actividades industriales,
agricolas, ganaderas, demesticas, dicha agua no es apta para el consumo
(Heinke et al.,, 1999).

2.2.1 Contaminacion del Agua por Metales Pesados

La contaminacion del agua puede definirse como la alteracion desfavorable que
sufre, al incorporéarsele una serie de substancias que cambian sus condiciones
naturales de calidad, ocasionando grandes riesgos para la salud y el bienestar
de la poblacion (Branco-Murgel, 1984). Particularmente peligrosos es la
contaminacion provocada por las altas concentraciones de algunos metales
pesados Yy su incremento en los efectos adversos causados por la persistencia
de la biomagnificacion (Topalian ef al. 1999). Los metales son introducidos a los
sistemas acuaticos de forma natural, como resultado de la lixiviacidon de los
suelos y rocas, y erupciones volcanicas (Laws, 1993). La actividad minera
metalurgica a través del procesamiento de minerales y fundicién, podria causar
la dispersion y deposito de grandes cantidades de metales hacia el medio

ambiente, si existe alguna operacion inadecuada (Platt, 2011).

Los metales pesados generalmente no se eliminan de los ecosistemas acuaticos

por procesos naturales debido a que no son biodegradables (Murray, 1996).

Las altas concentraciones de metales pesados en las aguas de corrientes
fluviales asociados a sulfuros tales como el arsénico (As), Cadmio {Cd), cobre
(Cu), plomo (Pb) y zinc (Zn) pueden atribuirse a la mineria lo cual son causa del

fuerte impacto en el medio ambiente (Salomons, 1995).

Cada metal tiene un mecanismo de accién y un lugar de acumulacién preferido,
pueden producir algunas alteraciones en los ecosistemas y la fauna. El problema

de la contaminacion del agua por metales pesados es que su efecto es silencioso,



no se ve, y cuando nes damos cuenta del dano que producen ya es tarde y sobre
todo que son peligrosos para la salud, ya que los metales no se eliminan

facimente ya que no son biodegradables ni metabolizados (Erostegui, 2009).

Los metales tienen tres vias principales de entrada al medio acuatico:

* |a atmosférica, que sucede gracias a la sedimentacion de particulas
emitidas a la atmosfera ya se por procesos naturales o antropogeénicos.

* La terrestre, debiéndose a la sedimentacion de la escorrentia superficial
de terrenos contaminados asi como otras causas naturales.

* Y la via directa de entrada al medic acuatico, que se debe a los vertidos
de aguas residuales, industriales y urbanas a los cauces fluviales.
(Manzanares et al. 2007).

2.3 Metales Pesados

El termino de metal pesado se refiere a todo elemento guimico metalico que
tenga una densidad relativamente alta y que sea toxico o venenosos en
concentraciones pequefas (Field, 2008). Son sustancias propias de la
naturaleza, constituyen un grupo cercano a los 40 elementos de la tabla periodica
que tienen una densidad mayor a 5 g/cm3 y pesos moleculares altos (Erostegui,
2009).

2.3.1 Cobre (Cu)

El Cu es un metal de transicion muy usado en la industria para muchos productos
como: fungicidas, esmaltes y pigmentos, protesis médico-quirdrgicas,
dispositivos intrauterinos, entre otros. Es Necesario para el mantenimiento de fa
fisiologia normal en los humanos y se obtiene tanto del agua comc en los

alimentos.



La contaminacion por este metal se produce principalmente en la cercania de las
minas donde se extrae y procesa, y el las refinerias durante su purificacion. En
areas industrializadas el problema es mayoritariamente la exposicion crénica a
dosis bajas. Los casos de exposicion aguda se producen sobre todo por la
ingesta de liquidos contaminados con Cu, 0 por el consumo accidental. También
se pueden encontrar grandes concentraciones de Cu en peces u otros animales

marinos,

El cobre en exceso en el cuerpo puede causar, cirrosis infantil, enfermedades
asociadas al cromosoma X, enfermedades Neurodegenerativas como Alzheimer,

Parkinson, entre otras (Arnal, 2010).

2.3.2 Zinc (Zn).

Es uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre, se encuentra en
el aire, el suelo y el agua, y en todos los alimentos. En pequefias cantidades &l
zinc es un elemento nutritivo esencial necesario para los sefes vivos.

Es un metal brillante color blanco-azulado, es explosivo; tiene muchos usos como
el revestimiento del hierro y otros metales con el cbjeto de prevenir &l
enmohecimiento y la corrosién (galvanizacion); también se usa para formar

aleaciones como €l latén, compuestos de zinc entre otros usos.

La cantidad de zinc disuelta en el agua puede aumentar a medida ‘que la acidez
del agua aumenta. Los peces pueden incorporar en el cuerpeo zinc def agua en la

que nadan y de los alimentos que consumen,

La inhalacién de zinc puede producir fiebre de vapores de metal. La ingestion de
este metal puede afectar la salud produciendo calambres estomacales, nauseas
vomitos, anemia, dafio del pancreas y disminucioén del colesterol beneficioso en

la sangre (Navarrete ef al., 2006)



2.4 Procesos Bioldgicos para la Recuperacion de Metales Pesados

Existen diferentes métodos para eliminar metales téxicos de efluentes acuaticos,
entre ellos destacan: Filtracion, electro-deposicion, resinas de intercambio iénico,
osmosis y micro-precipitacién. Desafortunadamente dichos métodos no son
efectivos cuando los metales en la solucion se encuentran en bajas
concentraciones, tornandose muy costosos y de bajo rendimiento (Senol et 4,
2011).

Por otra parte se encuentran los biosorbentes que cuentan con la ventaja de ser
menos costosos, y se encuentran disponibles la mayoria de ellos, de forma
abundante en la naturaleza (Chen, 2009).

2.4.1 Bioadsorcion

Se define como la capacidad de materiales bilogicos de acumular metales
pesados de aguas residuales a través de vias fisicoquimicas o metabdlicas.
(Volesky, 1990). Existe una gran variedad de bioadsorbentes, materiales tan
diversos como el corcho, hueso de oliva, quitosan el raspo de uva, .asi como
también los microorganismos (Cafiizales, 2000) como algas, bacterias, hongos y
levaduras, que hah demostrado ser biosorbentes potenciales de metales
(Volesky, 1990).

Entre las ventajas de utilizar la bioadsorcion se encuentran: la recuperacion
selectiva de metales valiosos en bajas concentraciones y la posibilidad de definir
si las concentraciones de metales que estan presentes en los efluentes cumplen
con las regulaciones que marca la norMa para la calidad del agua. La
bioadsorcién es una tecnologia economica que fequiere poco capital y bajos
costos de operacion, los metales adsorbidos se pueden recuperar de forma

eficiente y minimizan el desecho (Suarez ef al. 2002).



costos de operacion, los metales adsorbidos se pueden recuperar de forma

eficiente y minimizan el desecho (Suarez ef al. 2002).

El procesos de bioadsorciéon involucra una parte sdlida (biosorbente en este
caso el material biolégico) y una fase liquida (disolvente) la que contiene la
especie para ser absorbida (sorbato, iones de metal)(Reyes et al. 2006).

Hay dos mecanismos diferentes para la captacién de metales pesados por parte
de biomasa:

e Bioacumulacion: que se basa en la absorcion de los metales mediante
mecanismos de acumulacion al interior de las células de biomasas vivas.
(Figura 1)

+ Bioadsorcién: que se basa en la adsorcion de los iones en la superficie
de la célula. EI fendmeno puede ocurrir por intercambio i6nico,

precipitacion, o atraccién electrostatica (Figura 1) (Reyes et al. 2006).

BIOADSORCION _ BIOACUMULACION |

Figura 1. Bioacumulacién y bioadsorciénde metales pesados
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2.5 Técnicas de Bioadsorcion

Un proceso de bioadsorcion se puede realizar a fravés de distintas maneras,
generalmente tres tipos: discontinuos (lotes), continuos de flujo estacionario, vy
semi continuos de flujo no estacionario. Los reactores discontinuos son sencillos
de operar y se usas cuando se trata de pequenas cantidades de sustancias. Los
continuos son Utiles para fines industriales cuando se frata de grandes cantidades
de sustancia y permiten un buen control de la calidad del producto. Los reactores
semi continuos son sistemas mas flexibles pero de mas dificil analisis y operacion
que los anteriores; en ellos la velocidad de reaccion puede controlarse con la

dosis de los reactantes (Borzacconi, 2003).

2.5.1 Microorganismos como Biosorbentes

Los procesos por los cuales los organismos interactian con los metales toxicos
son muy diversos, por ejemplo la biosorcion, atrapamientos de particulas,
precipitacion, intercambio ionico y unidon covalente, difusion y transporte, la
precipitacion extracelular y la captacion a través de biopolimeros purificados y de
ofras moléculas especializadas derivadas de células microbianas-(Gadd et al,
1883,

2.5.1.1 Levaduras

Las levaduras se definen como hongos microscépicos unicelulares. Este grupo
de microrganismos comprende alrededor de 60 géneros y unas 500 especies.
Las levaduras son conocidos agentes de fermentacibn y se encueniran
naturalmente en la superficie de plantas, en el suelo, y en el invierno en la capa
superficial de la tierra. Tienen necesidades de nutricién y necesidades precisas
del medio en el que viven o se desarrollan. Son muy sensibles a la temperatura,

necesitan una alimentacion apropiada rica en azucares, elementos minerales y

11



sustancias nitrogenadas, tienen ciclos reproductivos cortos, pero asi como se
multiplican pueden morir por exceso o falta de las variables mencionadas (Reed
et al, 1982).

Sus caracteristicas morfoldgicas se determinan mediante su observacién
microscopica. La forma de la levadura puede ser desde esférica a ovoide, en
forma de limon, piriforme, cilindrica, triangular, e incluso alargada. También se
diferencian en cuanto a su tamafio, miden de 1-10 Micras de ancho por 2-3 micras
de longitud. Son partes observables de su estructura, la pared celular, el
citoplasma, las vacuolas, los glébulos de grasa, y los granulos, los cuales pueden
ser meta cromaticos de albumina o de almidén. La estructura celular es de tipo
eucariotico, pero sin sistema fotosintético. La pared rigida, se caracteriza por la
presencia, en su compaosicion por dos polisacaridos: manano y glucano. El nicleo
esta rodeado de una membrana que persiste durante la divisién celular. El

numero de cromosomas es variable de unas a otras (Reed ef al,, 1982).

La mayoria de las levaduras se reproducen por gemacion multicelular o por
gemacidn polar, que es mecanismo por el cual una porcidén del protoplasma
sobresale de la pared de la célula y forma una protuberancia, la cual aumenta de
tamafio y se desprende como una nueva célula de levadura (Frazier y Weathoff,
et al, 1998).

Las distintas especies de levaduras pueden ser muy diferentes en cuanto a su
fisiologia, la mayoria necesitan mas humedad para crecer y desarrollarse. El
intervalo de temperatura de crecimiento de las levaduras es en general parecido
a los hongos, con su temperatura optima en un intervalo de 25 a 30 °C y una
maxima entorno a los 35 a 47 °C. Una reaccién acida del medio préxima a un pH
de 4 a 4.5 estimula el crecimiento de la mayoria de las levaduras, mientras que
en medios basicos, no crecen bien a no ser que se hayan adaptado a los mismos,
crecen Mmejor en aerobiosis, aungue las especies de tipo fermentativo son
capaces de crecer, aunque lentamente, en anaerobiosis (Muller et al, 1981;
Reed et al, 1982; Magafia et al., 2000).
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En los cultivos con agar, es dificil diferenciar las colonias de levaduras de las
colonias bacterianas, por lo que la observacion microscopica es la unica forma
segura que existe para poderlas diferenciar. La mayoria de las colonias jovenes
de las levaduras son humedas y algo mucosas, y es posible que tengan aspecto
harinoso. La maycria de las colonias son blanquecinas, algunas tienen color
crema © rasado. Algunas colonias cambian un poco de aspecto cuandoe
envejecen, otras se secan y se vuelven rugosas. Las levaduras son oxidativas y
fermentativas. En la superficie de un liquido las levaduras oxidativas pueden
crecer en forma de velo, de pelicula ¢ de espuma y por ello se denominan
levaduras formadoras de pelicula. Las levaduras fermentativas suelen crecer en
toda la masa del liquido y producen diéxido de carbono (Frazier y Weathoff, 1998;
Jay ef al., 1998; Linares y Solis ef al., 2001).
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lHl. METODOLOGIA

En la Figura 2 se muestra el diagrama esquematico de la metodologia llevada a

l Muestreo ]

cabo para este estudio.

P Ai iento Spi
slam Pruebas macroscépicas

y microscopicas

‘ Caracterizacion I

Caracterizacion fenotipica
l Obtencién de biomasa l

—

[ Liofilizacion y tratamiento de biomasaJ

Biosorcion del cobre y zinc

Anadlisis de metales por EDS y
MEB

Determinacion de la
concentracion de metales

Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia realizada.
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3.1 Muestreo de Aguas Contaminadas

Se tomaron muestras de tres diferentes sitios de aguas procedentes de los
desechos de la mina Buena Vista del Cobre en Cananea, Sonora, del rio San
Pedro.

Estacion 1, latitud 30°59°36"N y Longitud 110°1820" O. (Figura 3) (Mezcla,
donde se juntaban dos diferentes tipos de agua que provenian la primera de las
aguas negras de la ciudad que lucian turbias y contaminadas, con olor
desagradable y color oscuro y la segunda, agua contaminada con aspecto
anaranjado y turbio que se desecha de la mina y ambas se descargan en el
lugar).

Estacion 2, latitud 30°59°35" N y longitud 110°18°2470. (Figura 4) (Represito
donde deposita sus desechos de agua la mina que a simple vista se notaba muy

contaminado y se apreciaba un color espeso y anaranjado).

Estacién 3, latitud 30°59°1"N vy longitud 110°19°39” O. (Figura 5) (canal de agua
gue conducia a la estacion 2, aguas de igual modo desechadas de la mina, pero
mas cercanas a ella, la contaminacion se apreciaba a simple vista, de varios

colores).

Figura 3. Estacién 1 de muestreo, aguas residuales de la ciudad.
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Figura 4. Estacion 2 de muestreo, desechos de agua de la mima

Figura 5. Estacion3 de muestreo, desecho de agua la de mina
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3.2 Aislamiento

Para determinar qué tipo de microorganismos existen o crecen en los diferentes
lugares del muestreo se realizé el andlisis a las muestras de agua las cuales se

sembraron en diferentes medios:

Primero enriquecimiento en medios liquidos, caldo nutritivo y en TPY (extracto de
levadura (10 g/L), peptona (20 g/L) y dextrosa (20 g/L}).

Se dejaron en la incubadora con agitacién durante 24 horas, a 80 rpm y 34 °C.

Se resembrd a partir de ellos a medios solidos selectivos y medios generales
(agar nutritivo, agar eosina azul de metileno y YPD (Dextrosa 20 g/L, Peptona 20
g/L, Agar Bacteriologico (20 g/L) y extracto de levadura (10 g/L})) por la técnica
de placa vaciada.

Para el caso de los microorganismos del E2, se realiz6 un enriquecimiento en
caldo nutritivo y TPY a diferentes concentraciones: 40 mbL de caldo nutritivo y 10
mb de aguas de la E2 y 40 mL de TPY y 10 mL de aguas del E2.

Se dejaron en la incubadora 24 horas y a 80 rpm y 34 °C. Se resembraron en
medios agar Nutritivo pH 4.5 y medioc YPD pH 4.5.

Posteriormente se llevd a cabo una seleccidon de las distintas colonias que
presentaron crecimiento en los distintos medios de cuitivo de acuerdo a sus |
caracteristicas morfoldgicas, y se realizd el aislamiento de las colonias por el
método de siembra por estrias, repitiendo la operacién hasta obtener colonias

puras.
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3.3 Caracterizacion

La caracterizacion de las colonias se determind por dos métodos: caracterizacion
macroscopica y microscopica de las colonias, ademas de caracterizacion

fenotipica por fermentacion de carbohidratos (reaccién de Molish).

3.3.1 Caracterizacion macroscodpica y microscoépica.

La caracterizacion macroscopica de las colonias se determind de acuerdo a la
observacion de su apariencia general forma, color, tamafio consistencia,
elevacion y margen. La caracterizacion microscépica se llevd a cabo por medio

de Tincidn de Gram (Anexo A) y observacién al microscopio.

3.3.2.1 Caracterizacion fenotipica por fermentacion de carbohidratos

“reaccion de Molish”

En los tubos se agregd 1 mL de caldo peptona inoculada con cada levadura
aislada.
Para preparar la peptona: se disuelven 4 g de medio peptona en 400 mL de agua

destilada y se esteriliza en autoclave.

Para preparar los carbohidratos: Se utiizaron los siguientes  carbohidratos:
Sacarosa, dextrosa, lactosa, xilosa, maltosa, rafinosa, fructosa y aimidén al 20%.
Se pesaron 1 g de cada uno y se disolvieron en 5 mL de agua destilada (para la
glucosa, pesar el doble). Los carbohidratos se esterilizan por filtracion con filtros

de 0.22 um de tamafio de poro. Se agregan al tubo estéril 0.5 mL de carbohidrato

estéril y 3 gotas de anaftol y mezclar, por las paredes del tubo agregar acido
sulfurico concentrado de 1-2 mL, observar la interface, la reaccién es positiva si

se forma un anillo de color purpura.
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3.4 Obtencion y Crecimiento de Biomasa

1.- Se realizé una resiembra o enriguecimiento creando un consorcio de las
colonias desarrolladas en el medio solido caracteristico YPD a caldo TPY. Se
prepararon 30 mL de medio para cada matraz de 150 mL utilizados. Se realizé la
inoculacién, se incubo por 24 horas a 34° C (Figura 6).

2.- Se esterilizaron 2 matraces de 2 litros cada uno con un litro de caldo nutritivo
TPY, asi como las mangueras y conexiones para suministrar aire y para
muestrear.

3.- Se realizé la inoculacion de los matraces de 2 litros con el crecimiento de los
matraces del paso 1, en la campana de flujo laminar ambiente estéri y se
realizaron las conexiones necesarias. Se incubo con agitacion a 30 °C y 100 rpm.
4. Para determinar el crecimiento de biomasa en base al tiempo se muestrearon
5 mL cada hora por 11 horas y se leyeron por espectrofotometria (Thermo
Scientific Genesys 10S UV-Vis) a 600 nm, hasta que llego a su maximo
desarrolio.

Figura 6. Siembra de consorcio de levaduras.
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3.5 Liofilizacién y Tratamiento de Biomasa

Para la liofiizacion se centrifugdétodo el medio con crecimiento de las
levaduras.a 6500 RPMpara obtener pellets microbianos, esos pellets se lavaron
varias veces con agua deionizada para eliminar todos los restos de caldo
nutritivo, hasta que el sobrenadante no muestré turbidez y sea transparente. Se
suspendio el pellet en agua de deionizada y se procedidé a congelar la muestra,
ya congelada se lleva al liofiizador(ModeloLabconcoFreezone 4.5 (vacio 0.5

mBar y 46 °C en el colector) (Figura 7) donde permaneci6 49 horas.

Figura 7. Liofilizador utilizado para secar biomasa.

Para el tratamiento de biomasa

1.-La biomasa en polvo se suspendié en 5 mL de hidréxido de sodio(NaOH) 0.1

M y se agité por 2 horas a 260 rpm.
2.- Se centrifugd por 20 minutos y se decanté el sobrenadante (lavado 0).

3.- Se lavd con agua de deionizada el pellet microbiano formado, se agito y se

centrifugd por 17 minutos.
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3.6 Estudios de Bioadsorcion del Cobre y Zinc

Para realizar la cinética de bicadsorcion el procedimiento fue el siguiente:

s

Se determinaron los miilitros que se utilizaron de cada metal para las
soluciones (100 mL), para el cobre fuerocn 2 mL (20 ppm) y para el zinc 5
mL (50 ppm).

Se agregaron los mililitros de cobre y zinc y se aford el matraz con agua
deionizada (Figura 8).

Se ajustd el pH (3-4) con HC! y/lo NaOH, se vacio la solucion al matraz
Erlenmeyer. Se hizo por duplicado para cada metal.

Se toma una muestra de 5 mL de cada matraz (muestra t=0, tiempo cero
sin biomasa).

A los matraces Erienmeyer con las soluciones, se les agrego 0.1 g de
biomasa seca pre-tratada y sin tratar, se colocaron en la incubadora con
agitacién (Modelo C76 Water Bath Shaker), 100 rpm, a 30°C y se tomaron
muestras durante 180 minutos, después se tomd una muestra a las 24
horas y una mas a las 48 horas, para analizar la concentracion por
espectofotometro de absorcion atomica.
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Figura 8. Preparacién de muestras en matraces para la bioadsorcién de
CuyZn.

3.7 Determinacion de la Concentraciéon de Metales

Para poder realizar los analisis de concentracion de metales en las muestras
tomadas durante el proceso de bioadsorcion fue necesario centrifugarlas y hacer |
diluciones. La preparacion de estas diluciones se llevé a cabo de la siguiente
manera: Para las diluciones de las muestras de Cu y Zn se tomd un matraz
volumeétrico de 50 mL para cada una de las muestras, se les coloco agua de
deionjizada a cada matraz y posteriormente 1 mL de HCI concentrado; para las
diluciones de las muestras de cobre se tomaron 2 mL de cada muestra y se
coloco en su matraz correspondiente, para las diluciones de las muestras de zinc

se tomé solamente 1 mL de cada una de las muestras y se colocaron de la misma
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manera en cada matraz correspondiente. Una vez que se colocé en cada matraz
la cantidad de muestra necesaria se aforo con agua de deionizada y se agito
manualmente,

El andlisis de las muestras se realizo utilizando el equipo de absorcion atomica
Perkin Elmer modelo Analyst 400, y de esta manera se obtuvieron los valores de
concentracién de Cu y Zn en mg/L para cada muestra que fue tomada a cada

une de los tiempos correspondientes.

3.8. Caracterizacion de la Biomasa Seca sin Tratar del Consorcio de
Levaduras.

La biomasa de levaduras sin tratar fue analizada antes y al término de Ios
experimentos de bioadsorcion de cobre y zinc. La biomasa fue recuperada de las
soluciones en microtubos de eppendorf, se centrifugd en una centrifuga
(Eppendorf modelo 5424) a 6500 rpm por 3 min, después la biomasa fue secada
en un horno a una temperatura de 70°C, para eliminar el exceso de agua de la
biomasa.

3.8.1. Anadlisis por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) vy
Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS).

Las observaciones de Microscopia electrénica se realizaron tomando una
muestra pequefia de la biomasa seca sin tratar y se recubrieron con oro antes de
su observacion en el Microscopio Electrénico de Barrido (PEMTRON SS 300 +
EDS Broker) y Hitachi TM3030 Plus Tabletop microscope + EDS Broker.
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iV. RESULTADOS
4.1. Analisis del Muestreo y Aislamiento

Las caracteristicas de las aguas del muestreo de las Estaciones E1, E2 y E3 son
como sigue:

La Estacion 1, con una temperatura de 25°C, pH de 7.2 y una concentracion de
1.57 mg/L de cobre y 1.72 mg/L de Zn.

Lg Estacion 2, con una temperatura de 21°C, pH de 4.2 y una concentracion de
7.5 mg/L de cobre y 48.5 mg/L de Zn.

Estacion 3, con una temperatura de 21°C, pH de 3.5 y una concentracion de17.3
mg/L de cobre y 43.0 mg/L de Zn.

La NOM-001-ECOL-1996 estable una concentracion maxima descarga en aguas
nacionales de 6 mg/L para el cobre y 20 mg/L para el zinc, por lo que las

estaciones 2 y 3 rebasan los limites maximos permisibles.

Los microorganismos obtenidos fueron 18 los cuales por ser desconocidos se

nombraron con letras y se enlistan por estacion en la Tabla 4.1.

4.2. Caracterizacion Macroscopica y Microscépica

Los resultados de la caracterizacion macroscoépica, que fue un analisis visual de
las colonias obtenidas, se enlistan en la Tabla 4.2. Después para la
caracterizacion microscopica las células se tifieron mediante el método de tincion
de Gram, y se observaron al microscopio obteniendo los resultados que se
muestran en la Tabla 4.3 solo las levaduras, asi como también se pueden
observar en la Figura 8 (donde se logran apreciar las cepas F, O, | y J), Figura

10 (donde se logran apreciar las cepas K1, L, y M) y Figura 11 (donde se logran
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apreciar las cepas N y H). En ellas se observan las formas obtenidas de los

microorganismos tomadas en el microscopio con el objetivo de 40X, todas son

Gram positivas.

Tabla 4.1 Cepas encontradas por estacion.

Lugar Medio Cepa
A
B
Agar Nutritivo 2
2
D
E
Estacion 1 F "
YPD .l.
N
0
G
EMB p
Q
Estacion 2 YPD (PH5) :
M
H
Estacion 3 YPD J
Kl
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Tabla 4.2. Caracteristicas visuales de las cepas.

Cepa Caracteristicas Visuales.
- A Color blanco aperlado, con tamafio mediano y elevado

B Color beige rugoso tamano grande
C1 Color blanco, elevacién tipo montafia con hundimiento en el centro
C2 Color amarillo, capa delgada un poco transparente

D Color blanco brilloso, poco grueso rugoso

E Color beige-amarillo, capa gruesa, brilloso, rugoso y cristalino

F Color blanco-transparente, pequefo y brilloso

l Color blanco, pequerio, delgado vy brilloso

N Color blanco, de tamaiio medio y capa delgada

O Color blanco, pequenio, brilloso y delgado

G Color morado, delgado, muy brilloso, lisito y de tamafio mediano
P Morado con un brillo de reflejo verde tornasol

Q Morado claro brilloso, reflejo verde tornasol

L Color beige, grueso, brilloso, tamafio grande

M Color beige, peguefio, brilloso, grueso

H Color blanco, no muy grueso, grande parecido a espuma

J Color blanco, brilloso, no muy grueso y lisito
K1 Blanco brifloso grueso, elevacion tipo montafa con hundimiento en e

centro, mediano
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Tabla 4.3. Resultados obtenidos en la tincion Gram para levaduras,

Cepa

resuitados
Gram

forma

=

Esféricas

csféricas

Levaduriformes

Esfericas

Ovalos alargados

Esféricas

Levaduriformes

Ovalos

A2 |o|z=|—|m

o S S I T

Ovalos alargados
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Cepa F Cepa O

Cepa | Cepa J

Figura 9. Tincion de levaduras aisladas del muestreo del rio San Pedro (1)
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Cepa L

Figura 10. Tincion de levaduras aisladas del muestreo deirio San Pedro (2)
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Cepa H

Figura 11. Tincion de levaduras aisladas del muestreo del rioc San Pedro (3)



Para la identificacion de levaduras se realizé una caracterizaciéon fenotipica por

fermentacion de carbohidratos ‘reaccién de Molish® con las cepas que

unicamente se desarrollaron en el medio caracteristico YPD. Los resultados se

compararon con las tablas para identificacion de levaduras para determinar la

especie de cada una. Los resultados de la fermentacién de carbohidratos se

enlistan en la Tabla 4.4 donde el signo + significa gue la cepa fermenta al

carbohidrato y el signo — lo contrario.

Tabla 4.4. Resultados a fermentaciéon de carbohidratos.

: Cepa

Carbohidrato [— = ] H ]Il [KI]M] O]JN
Fructosa - + = = - = = - -
Almidén : - - : = =4 = i <. L
Maltosa o 5 . L _ 3 = = -
Sacarosa + : ¥ . = -, - + .
Lactosa + : L : - i - = -
Xilosa - = s - = - - = .
Rafinosa - - : * £ - - h -

Las cepas por fermentacion de carbohidratos fueron comparadas en tablas

reportadas por Madigan et al., 2004, e identificadas como:

Cepa L- Trichosporon asahii.
Cepa F- Candida glabrata.

Cepa J- Candida pseudotropicalis.
Cepa H- Rhodotorula Rubra.

Cepa |- Saccaharomyces cerevisiae.

Cepa K1- Trichosporon asahii.
Cepa M- Candida glabrata.
Cepa O- Cryptococcus terreus.

Cepa N- Candida parapsilosis.
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4.3. Obtencion de Biomasa

La obtencidén de biomasa fue con el consorcio de las levaduras, como se muestra
en la Figura 12, donde se observa el desarrollo de la biomasa. El crecimiento de
la biomasa fue desde la primera hora, despues siguid el crecimiento que se
mantuvo constante desde las 6 hasta las 11 horas, fue cuando alcanzé el maximo

desarrollo, después del proceso de liofilizacion se obtuvo una produccion de 3.4
g/L.

Log (N/Noj{mL)
e O B — R N
§S - 3¢ ] F-N o
5
\
\t
\‘_r
}
|

o o

o
o N

G 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 680 720
Tiempo (minutos)

Figura 12. Desarrollo poblacional del consorcio de levaduras.
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4.4 Bioadsorcién del Cobre y Zinc en Sistema por Lotes

Los resultados para la biocadsorcion de cobre (Cu) utilizando un consorcio de
levaduras formado con las especies Trichosporon asahif, Candida glabrata,
Candida pseudotropicalis, Rhodotorula Rubra, Saccaharomyces cerevisiae,
Cryptococcus terreus, Candida parapsilosis, sin tratar, se pueden observar en la
Figura 13, donde se logré obtener un 31.7 % de biadsorcion de cobre en los
primeros 180 minutos, sin embargo se logro obtener un 41.34 % de biadsorcién a
los 1440 minutos (24 horas) y un 46.58 % de biadsorcion a los 2880 minutos (48
horas) (Ver Tabla 4.5), demostrando asi que la bicadsorcion es mas rapida en

IS primeros minutos y el mayor porcentaje de biadsorcion se obtiene a los 48
horas.

El proceso de bioadsorcion de Cu utilizando biomasa pre-tratada con hidroxido
de sodio 0.1 M, se realizé con el propésito de mejorar la capacidad funcional de
bioadsorcién de la biomasa, la cinetica de adsorcion se puede observar en la
Figura 14, que permite apreciar un resultado de un 32.13% de bicadsorcion a los
180 minutos. Pero después tambien se logro obtener un 36.18% de bioadsorcion
despues de 1440 minutos (24 horas) y un 42.8% de bioadsorcion después de
2880 minutos transcurridos (48 horas) (Ver tabla 4.5), demostrando de igual
modo que en la biomasa sin tratar la bicadsorcion es mas rapida en los primeros
minutos y el mayor porcentaje de bicadsorcion se da a las 48 horas. Shr-off et al,
2011, trabajaron con tratamiento acido de biomasa seca, y reportan resultados
de mayor a menor concentracion en la bioadsorcion de metales. En el caso del
cobre, hay estudios que reportan que la adsorcion de cobre con biomasa de
levaduras tratada con NaOH y etanol, mejora las propiedades de biadsorcion
(Zhang et ai., 2010).
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Figura 13. Porcentaje de bioadsorcion para el cobre con biomasa de levaduras
seca sin tratar.
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Figura 14. Porcentaje de bioadsorcion para el cobre con biomasa de levaduras
seca pre-tratada.



Con la biomasa seca formada del consorcio de levaduras se evalué la
bioadsorcion de zinc (Figura 15), donde se logré obtener un 30.33% de
bioadsorcién en los primeros 180 minutos, un 35.3% de bioadsorcion a los 1440
minutos (24 horas) y un 38.86% de bioadsorcién a los 2880 minutos (48 horas)
(Ver tabla 4.5). Cuando se utilizd la biomasa de levaduras seca pre-tratada
(Figura 16) se logré obtener un 30.66% de bioadsorcion en los primeros 180
minutos, un 34.68% de bioadsorcidn a los 1440 minutos (24 horas) y un 40.28%
de bioadsorcion a los 2880 minutos (48 horas) transcurridos (Ver Tabla 4.5),
demostrandose de igual manera, en las dos situaciones que la bioadsorcion es
mas rapida en los primeros 180 minutos y tiene un mayor porcentaje de
bioadsorcion en los 2880 minutos (48 horas). En la Tabla 4.5 se muestran los
resultados de bioadsorcién de cobre y zinc con biomasa seca pre-tratada con

NaOH vy sin tratar a los 2880 minutos (48 horas).

Esta biomasa presenta una preferencia de adsorcién mayor del cobre que para
el zinc tanto con biomasa pre-tratada y sin tratar. El porcentaje de remocion de
metales pesados en soluciones acuosas depende de la cantidad del metal que
biosorbe [a biomasa y esta cantidad a su vez, es funcion de la capacidad de

intercambio de la biomasa-metal (Platt, 2011).

Tabla 4.5 Resultados de bioadsorcion de cobre y zinc con biomasa seca
pre-tratada con NaOH vy sin tratar a las 48 horas.

Biomasa seca | Biomasa seca
Pre-tratada (%) Sin tratar(%)
Cobre 42.9 14658
Zinc 4028 3886
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Figura 15. Porcentaje de bioadsorcion para el zinc con biomasa de
levaduras seca sin tratar.

35

2 /
5 |l

i feall

% Bioadsorcion de Zn

0 20 a0 €0 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (minutos)

Figura 16. Porcentaje de bicadsorcion para el zinc con bicmasa de
levaduras, seca pre-tratada.



4.5 Caracterizacion de Biomasa seca del Consorcio de Levaduras sin Tratar.

En la Figuras 17a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras
sin tratar y sin metales, esta fotomicrografia fue realizada a la biomasa antes de
los experimentos de bioadsorcion en sistema por lotes y se observa la forma de
las levaduras muy definidas. En la Figura 17b se muestra el EDS en donde se

puede observar que existen otros elementos pero no cobre y zinc.

En la Figura 18a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras
sin tratar después del proceso de bioadsorcion del cobre y se observa un
aglomeramiento y la forma de las levaduras, y en la Figura 18b se muestra el

EDS en donde se puede observar que existen otros elementos ademas del cobre.

En la Figura 19a se muestra la fotomicrografia de la biomasa seca de levaduras
sin tratar despues de la bioadsorcién del zinc y se observa la forma de las
levaduras pero no tan definidas como cuando no tiene el metal y en la Figura
20b se observa el EDS, donde se muestran que existen otros elementos ademas

del zinc.
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b)

Figura 17. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-sin
metal del proceso de bioadsorcidn de biomasa seca de levaduras sin tratar.
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Figura 18. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-
con metal del proceso de bioadsorcion de biomasa de levaduras seca sin tratar
después de la bioadsorciéon de cobre.
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Figura 19. a) Fotomicrografia y b) EDS representativas del sistema biomasa-
con metal del proceso de bioadsorcion de biomasa de levaduras seca sin tratar
después de la bioadsorcion de zinc.
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V. CONCLUSIONES

Del analisis de los resultados obtenidos en el presente estudio del proceso de
biosorcién para la eliminacién de cobre y zinc utilizando biomasa seca de

levaduras aisladas de efluentes contaminados, se concluye lo siguiente:

Se lograron aislar e identificar las levaduras de los efluentes contaminados del
Rio San Pedro.

Se obtuvo un liofilizado del consorcio de levaduras aisladas y con los estudios de

MEB se mostrd la integridad celular de las levaduras.

No se observd una diferencia significativa en los procesos de bicadsorcién

utilizando biomasa seca pre-tratada y sin tratar con ambos metales.

La caracterizacion por MEB y EDS corroboré la presencia de los metales de cobre

y zinc en la biomasa de levaduras después del tratamiento.

El proceso de bioadsorcién de cobre y zinc con biomasa seca de levaduras sin
tratar representa una alternativa de solucidon para la disminucion de la

concentracion de Cu y Zn.
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ANEXOS

Anexo A

Tincion de Gram
Objetivo: Diagnostico clinico de microorganismos positivos y negativos,
clasificados segun su reaccion a la tincién.

Fundamento: Un microorganismo positivo debe tener una pared celular sana si
sufre dafio de la pared se vuelve Gram negativo. Una teoria es que el colorante

basico entra al microorganismo donde el yodo forma una laca insoluble al agua.

Al alcohol acetona, se utiiza para aclarar deshidrata las paredes positivos
tratados con mordente forman una barrera que la laca no puede atravesar. Los
lipidos de la pared de las células Gram negativas, son mas abundantes que las
Gram positivas, lo que permite que el escape del complejo de cristal violeta con
yodo. Los microorganismos Gram positivos que son azul oscuro, mas comunes
son los siguientes: estafilococos, estreptococos, neumococos, difteroides, antrax
y SU grupo, y hongos.

Procedimiento:

1-Preparar y fijar el frotis. Las peliculas secadas al aire son fijadas por calor
suave sobre la flama de un mechero y luego pasadas a través de ella teniendo el

cuidado de evitar el calor excesivo ya que puede alterar la forma bacteriana.
2.- Teiiir con violeta de genciana durante un minuto

3.- Lavar el frotis con la solucion de yodo Gram.

4.- Utilizar como mordente yodo Gram durante un minuto.

9.- Lavar con solucion alcohol-acetona hasta que ya no escurra liquido azul.

6.- Lavar con agua.
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/.- Tenir con safranina durante un minuto.
8.- Lavar con agua en repetidas ocasiones.
9.- Secar y observar a microscopio.

Resultados: Los microorganismos Gram negativos toman una coloracion roja y

los microorganismos Gram positivos se tifien de color azul,
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Anexo B

Congelacion de Cepas para Almacenamiento

Todos los microorganismos que estan previamente inoculados en caldo se
congelan para guardarse. Vertiendo 1 mL de caldo inoculado y 0.25 mL de

glicerol al 85%. En tubos Eppendorf de 2 mL se mezclan perfectamente y se
guardan en el congelador.
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Anexo C

Tablas de Resultados

Produccion de biomasa

Tiempo, min %T Log{células)(mL)
0 13.295 0.8763
60 8.75 1.0580
120 5.6 1.2518
180 3.75 1.4260
240 28 1.6021
300 e 1.6021
360 2 1.6880
420 2 1.6990
480 2 1.6890
540 2 1.6990
600 2 1.6990
660 2 1.6990
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Bioadsorcion de Cobre con biomasa pre-tratada y sin tratar

Biomasa
Pre-tratada | Sin tratar
Tiempo,
min % Bioasorcion de Cu
0 0 0
10 10.21 9.05
20 15.49 19.66
30 17.59 20.98
60 20.98 21.98
120 26.37 26.83
180 32.13 S
1440 36.19 41.34
2880 42 93 46.59

Bicadsorcion de zinc con biomasa pre-tratada y sin tratar

Biomasa
Pre-tratada sin tratar
Tiempo,
min % de bioadsorcién de Zn
0 0.00 0.00
10 s 3.21
20 9.57 .08
30 16.22 13.40
60 21.91 18.91
120 Qi 2429
180 3067 30.33
1440 34.69 35,31
2880 40.29 38.87
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