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Resumen

El ecosistema del lago Titicaca (Puno, Pert) y sus tributatios, viene siendo perturbado por metales pe-
sados producto de la actividad minera emergente. Para controlar y reducir la contaminacién existen pro-
cesos biologicos llevados a cabo por microorganismos como las levaduras (biorremediacion). Este
trabajo de investigacion tiene como objetivos evaluar la capacidad de bioadsorcién de plomo median-
te Saccharomyces cereviceae en soluciones acuosas y la influencia de dos niveles de pH durante la bioadsor-
cion. Para esto se ensayaron dos concentraciones de S. cereviceae (cel/mL), las cuales fueron cuantificadas
por un hemocitémetro y luego traspasadas a una solucién con concentraciones conocidas de plomo (5
y 25 mg/L). Se realizaron lecturas de las concentraciones de plomo a los 5, 60 y 120 minutos. La ma-
yor capacidad de bioadsorcion resultd cuando S. cereviceae estaba a una concentracion de 5 x 10° cel/mlL,
y el pH éptimo fue de 5,14. Se concluye que S. cereviceae constituye una buena alternativa para la bioad-

sorcion de plomo, quedando abierta su validacion en condiciones de campo en el altiplano peruano.
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Abstract

Lake Titicaca’s ecosystem and that of its tributaries in Puno (Peru) are being disturbed by heavy metals resulting
from emergent mineral activity. Biological processes involving microorganisms such as yeasts (bioremedia-
tion) are being used for controlling and reducing such pollution. This research was aimed at evaluating Saccha-
romyees cereviceae’s lead biosorption capacity in aqueous solutions and evaluating the influence of two pH levels
on biosorption. Two S. cereviceae concentrations (cel/mL) were tested; these concentrations wete quantified
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in a haemocytometer and then put into a solution having a known lead concentration (5 and 25 mg/L). Lead

concentrations were read after 5, 60 and 120 minutes. The results revealed that the best biosorption level was

obtained with a 5 x 106 cel/mL . cereviceae concentration at 5.14 pH. S. cereviceae thus constitute a good altet-

native for lead biosorption; however, its validation in Peruvian altiplano field conditions remains to be tested.
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Introduccién

El Titicaca es el lago navegable mas alto
del mundo y una de las maravillas naturales
del Peru, se encuentra ubicado sobre los 3820
msnm, y constituye una fuente de agua dulce
muy importante, asi como también es fuente de
recursos hidro-biolégicos y forrajeros para la
poblacién que habita las zonas circunlacustres.

En los dltimos afios el Titicaca viene sien-
do contaminado por metales pesados, producto
de los efluentes mineros que se vierten direc-
tamente a los tributarios que finalmente des-
embocan en el lago. El plomo es uno de esos
contaminantes, es un metal pesado muy difun-
dido que se utiliza para la producciéon de bar-
nices, esmaltes, vidrio, pinturas, plasticos, entre
otros (Kiely, 1999); asf mismo, se encuentra en el
revestimiento de cables, como componentes de
soldadura y como empaste en la industria auto-
movilistica; este elemento metalico trae como
consecuencia en la salud publica efectos neu-
rolégicos, hematoldgicos, endocrinos, renales,
sobre la reproduccion y el desarrollo, y efectos
cancerigenos (ATSDR, 1995).

Diversos reportes de investigacion locales
y nacionales indican que los sedimentos del lago
Titicaca contienen elementos metalicos como el
plomo, en el que se encontrd hasta 143,8 y 153,3
mg/kg (UNALM, 1999), alcanzando incluso a
los 200 mg/kg (Loaiza y Galloso, 2008). Estas
cifras metalicas vienen alterando el ecosistema
acuatico del Titicaca.

Cafiizares (2000) menciona que los metales
pesados son esenciales para el crecimiento y el
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metabolismo microbiano en bajas concentracio-
nes (cobre y zinc), mientras que a otros no se
les conoce funcién biolégica (oro, plata, plomo
y cadmio); sin embargo, las células vivas pre-
sentan una gran variedad de mecanismos para
la acumulacién, el transporte, la formacion de
complejos extracelulares, o la precipitacion de
metales pesados. Por otra parte, existen reportes
que mencionan que los hongos poseerian habili-
dades de captacion de metales pesados, gracias a
que en su pared celular contienen diversos com-
ponentes quelantes tales como grupos carboxi-
los, fosfatos, amidas, tioles, hidroxilos, quitina,
gluco-proteinas, las cuales jugarfan un rol im-
portante en la bioadsorcién de metales pesados
(Arica et al., 2004).

Teniendo en cuenta los antecedentes revi-
sados, la aplicacion de técnicas de biorremedia-
cion utilizando microorganismos tales como las
levaduras, se constituiria en una alternativa de
solucién para captar iones de plomo en solucio-
nes acuosas. Posteriormente serfa adaptado para
realizar la mitigacién y el control de plomo en
las aguas y los sedimentos del Titicaca. Por ello,
los objetivos del presente estudio fueron deter-
minar la capacidad de bioadsorcién de plomo
pot Saccharonyces cereviceae en soluciones acuosas,
y evaluar la influencia del pH en dicho proceso
de bioadsorcién.

Materiales y métodos

El microorganismo utilizado para los estu-
dios de bioadsorcién fue la levadura Saccharonsy-
ces cerevisiae CM-05, levadura de venta comercial
y liofilizada.
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Activacion y preparacion de las
suspensiones de levaduras

Las levaduras liofilizadas fueron activadas
en un matraz erlenmeyer que contenfa 100 mL
de agua destilada desionizada, luego se agre-
g6 1 g de sacarosa, a continuacion se realiz6
la agitacion, seguidamente la boca del matraz
se tapo con papel aluminio para posteriormen-
te colocarlo en la estufa a 27 °C por un lapso
aproximado de 20 min, hasta que el liquido
presentara burbujas.

Con ayuda de un hemocitémetro se
procedié a preparar las suspensiones del mi-
croorganismo por conteo de células en los cua-
drantes, obteniéndose finalmente liquidos con
levaduras en suspension de 2 x 10°y 5 x 10°
cel/ml. (células / mililitro).

Preparacion de soluciones de plomo

Las soluciones experimentadas se prepa-
raron a partir de una solucién concentrada de
100 mg/L de plomo. Esta fue preparada pe-
sando 0,1598 g de Pb(INO3)s, los cuales fueron
disueltos en 1000 mL de agua destilada desio-
nizada para laboratorio marca Diamedsa ®.
Seguidamente se prepararon soluciones de 5 y
25 mg/L de plomo a partir de la solucién con-
centrada utilizando la ecuacion

ViCi = V2,

Donde: V = Volumen; C = Concentraciéon

Metodologia para la bioadsorcion
experimental

Los procedimientos ejecutados a continua-
cién se basaron en los reportes de diversos an-
tecedentes revisados. En un matraz erlenmeyer
se colocaron 100 mL de la soluciéon de plomo (5
mg/L). Seguidamente se ajusté el pH de las solu-
ciones a 3,26; 5,14 y 6,70 con HCl o NaOH 0,01
M con la finalidad de determinar el pH 6ptimo
para la bioadsorcion del metal pesado. Luego se
adicionaron 50 mL de la suspension de levaduras
2 x 10° cel/ml.. Estos tratamientos fueron reali-

zados a temperatura ambiente (aproximadamente
12 °C) en un shaker a 80 rpm. Para determinar la
eficacia de la bioadsorcién con respecto al iempo
de contacto se tomaron alicuotas de 50 mL a los
5, 60 y 120 minutos. Estas alicuotas finalmente
fueron centrifugadas a 3500 rpm para separar las
levaduras, y en el sobrenadante se determiné la
concentracion del metal. De igual forma se rea-
lizaron todos los restantes tratamientos de pH,
suspension de levaduras y tiempos de contacto.
Este trabajo se ejecutd con tres repeticiones.

Cuantificacién de plomo en
soluciones acuosas

La cuantificacion de plomo se realizd
mediante la técnica de complexomettia, que
constd de los siguiente procedimientos: se pi-
petearon 2 mL de la solucion sobrenadante a
matraces Erlenmeyer de 250 mL, a los cuales se
les anadieron 0,2 g de 4cido tartarico y se neu-
tralizé por adiciéon de NaOH 2 N, utilizando
un potenciometro. Luego se afladieron 5 mL
de tampén fosfato de pH 10, 10 mL de KCN al
5% y 0,1 g de eriocromo negro T. La solucién
se torno a una coloracién violeta. La titulacion
se realizé con EDTA 0,01 M utilizando una bu-
reta automatica marca Metrohm, hasta lograr
el viraje a una solucion de color azul, indicando
que la titulacién terminé. El gasto de 1 mL de
EDTA 0,01 M indic6 que la solucién contenia
2,0721 mg de plomo (Schwarzenbach y Flas-
chka, 1969). Esta metodologia se aplicé a todos
los tratamientos de pH, suspension de levadu-
ras y tiempos de contacto.

Cadlculo de la eficiencia
de bioadsorcion

La eficiencia de bioadsorciéon (EBA) se
determiné con la siguiente ecuacion:

[Po,]-| Po, |
[Pe,]

Donde: Pby = concentracién de plomo

EBA = x100

inicial en la solucién acuosa; Pbs = concentra-
ci6én de plomo final en la solucién acuosa.
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Amndlisis estadistico

Con la finalidad de evaluar la influencia
de las suspensiones celulares y el pH en el pro-
ceso de bioadsorcion del plomo, se realizaron
pruebas de correlacién utilizando el software
Statgraphics Plus for Windows 4,0.

Resultados y discusién

Capacidad de bioadsorciéon de plomo en
concentraciones de 5 y 25 mg/L mediante dos
suspensiones de Saccharomyces cereviceae (2 x 10°
y 5 x 10° cel/mL) en tres tiempos consecutivos
de contacto (5, 60 y 120 minutos).

En la tabla 1 se observa que la mayor
concentracion de levaduras, de 5 x 10° células/
mlL, resulté mejor en la bioadsorcién de plomo
en los dos niveles de concentraciéon de plomo,
llegando incluso a absorber entre el 50,68 a
los 5 minutos y el 90,16% a los 120 minutos;
por otra parte, la bioadsorciéon aumenta con el
transcurso del tiempo, lograndose los mejores
resultados a los 120 minutos.

Gutiérrez et al. (2005), mencionan que di-
versos factores influyen en la bioadsorcion de

metales pesados usando biomasa fungica. En-
tre estos factores se incluyen las propiedades
quimicas de la superficie celular y las condicio-
nes fisico-quimicas de la solucion, entre ellas el
pH, la temperatura, la concentracion inicial del
metal, la fuerza i6nica, entre otros. Evaluando
el efecto de la temperatura de la solucién, estos
autores reportan que se obtuvo la maxima bio-
adsorcion de plomo a los 25 °C con biomasa
seca de Saccharomyces cereviceae, 1o cual indica que
la retencién del metal esta gobernada por un
proceso de adsorcion fisica; en contraste con
los resultados del presente trabajo, que se rea-
liz6 a temperatura ambiental de la region del
altiplano peruano, presenté como promedio 12
°C; por otra parte, se trabajo con biomasa viva
de Saccharomyces cereviceae, sugiriendo que la bio-
masa seca de la levadura serfa mas efectiva que
la biomasa viva en la bioadsorcién de plomo.

La bioadsorcion del plomo se debe a que
la superficie celular de Saccharomyces cereviceae
contiene sitios activos o de captaciéon que pre-
sentan una gran afinidad por el plomo, éstos se
encuentran entre los diferentes constituyentes
de la pared celular (Brady et al., 1994).

Tabla 1. Eficiencia de bioadsorcién de plomo en soluciones iniciales de 5 mg/L
luego de los tratamientos con Saccharomyces cereviceae.

Saccharomyces Tiempos de Concentracion Eficiencia de
cereviceae (cel/ pH contacto de plomo bioadsorcion

mL) (minutos) (mg/L) (%)

3,26 0 5,00 0,00

5 4,79 4,20

60 4,89 2,20

120 4,81 3,80

2x10° 5,14 0 5,00 0,00

5 2,13 57,4

60 1,08 78,4

120 1,10 78,0

6,70 0 5,00 0,00

5 4,90 2,00

60 4,87 2,60

120 4,87 2,60
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Tabla 2. Eficiencia de bioadsorcion de plomo en soluciones iniciales de 25 mg/L

luego de los tratamientos con Saccharomyces cereviceae.

Saccharomyces Tiempos de Concentracion Eficiencia de
cereviceae pH contacto de plomo bioadsorcion

(cel/mL) (minutos) (mg/L) (%)

3,26 0 25,00 0,00

5 24,89 0,44

60 24,92 0,32

120 24,91 0,36

5x 10° 5,14 0 25,00 0,00

5 12,33 50,68

60 8,65 65,40

120 2,46 90,16

6,70 0 25,00 0,00

5 23,50 6,00

60 23,90 4,40

120 23,80 4,80

Evaluacion de la influencia del pH
en la bioadsorcion de plomo

Los resultados de la influencia del pH
sobre la eficiencia de bioadsorcién de plomo
por Saccharomyces cereviceae se muestran en las
figuras 1 y 2. Existe mucha diferencia entre
los resultados de los tratamientos planteados
a diferentes pH, observandose que el pH 6p-
timo para la bioadsorcién de plomo fue de
5,14 con un alto indice de correlacidén entre
estas dos variables (r = 0,98); mientras que
los pH mas acidos (3,20) y cercanos a la neu-

tralidad (6,70) influyen negativamente en la
bioadsorcion.

Los resultados obtenidos difieren con los
reportados por Palacios y Villalobos (2007), en
razén de que estos autores determinaron el pH
6,5 como 6ptimo para la bioadsorcién de plo-
mo en soluciones de 20 mg/L, a pesar de ha-
ber trabajado con la misma cepa (CM - 05). Por
otra parte, J]a maxima eficiencia de bioadsorcion
(13,52%) la reportan a los 4 min del tiempo de
contacto, en contraste con el presente trabajo
en el que se obtuvo el 90,16% de bioadsorcion
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Figura 1. Eficiencia de bioadsorcion de plomo en soluciones iniciales de 5 mg/L

luego de los tratamientos con Saccharomyces cereviceae a pH diferentes
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Figura 2. Eficiencia de bioadsorcién de plomo en soluciones iniciales de 25 mg/L
luego de los tratamientos con Saccharomyces cereviceae.

a los 120 min. Lo que podria estar influyen-
do en este proceso lento de bioadsorcion es la
temperatura ambiental (12 °C promedio) en la
que se realizo el presente estudio.

En el trabajo de investigacion se observa
una fuerte influencia del pH 5,14 en el proce-
so de bioadsorcién de plomo, esto se debe a
los grupos funcionales presentes en las pare-
des celulares de S. cereviceae, que estan sujetos
al efecto del pH debido a la competencia con
iones intercambiables por los centros activos
ionizables (Navarro et al., 2006). Entre los gru-
pos funcionales que presentan caracteristicas
quelantes se mencionan los grupos carboxilos,
fosfatos, amidas, tioles, hidroxilos, quitina, glu-
co-proteinas, los cuales juegan un rol importan-
te en la bioadsorcion de metales pesados (Arica
et al., 2004). Se debe considerar que los sitios
de adsorcion metalica en la superficie celular, y
la disponibilidad de metal en una solucioén, son
afectados por el pH (Ahuja et al,, 1999).

ElpH 5,14 fue el 6ptimo para la bioadsor-
ci6n de plomo, y coincide con lo que reportan
Navarro et al. (20006), al afirmar que se presenta
mayor capacidad de bioadsorciéon a pH meno-
res de 6, esto se explica por el efecto del pH
en la especiacion quimica del i6n en soluciones
acuosas. Por otro lado, Parvathi et al. (2000) re-
portan que la captacién de plomo se incremen-
t6 gradualmente con la elevacion del pH inicial,
y concluyen que el valor més alto de captacion

de plomo se encontr6 a pH 5 con 2,109 mg/g
de Saccharomyces cereviceae, 1o cual coincide con
los resultados obtenidos en este trabajo.

En contraste con estos antecedentes, Gu-
tiérrez et al. (2005) mencionan que a pH 5,0 se
presentd la mayor tasa de bioadsorcion de plo-
mo (85%) en los primeros cinco minutos por
parte de la biomasa seca de Saccharomyces cerevi-
ceae, y que en valores de pH inferiores o supe-
riores a éste, la retencion de plomo disminuye.
Hstos resultados concuerdan con los presenta-
dos en las tablas 1 y 2. Asi mismo, estos autores
refieren que a pH debajo de 5,0 los hidrégenos
compiten con el i6n plomo por los sitios activos
de la superficie de la pared celular de la levadura;
a pH mayores de 5,0 se presenta el reflejo de dos
procesos: la bioadsorcioén de plomo por parte de
la célula, y la precipitacion del mismo como hi-
dréxido de plomo, ya que se observé que a pH
cercanos y superiores a 7,0, el plomo comienza
a precipitatse, pot los OH" del medio.

Estas comparaciones entre los resultados
obtenidos en el presente trabajo y los diversos
antecedentes, originan muchas interrogantes
con diversas respuestas aun no claras, pues se
desconoce qué otros factores influyen en la
bioadsorcion de metales pesados mediante la
utilizacion de Saccharomyces cereviceae, razén por
la cual quedan pendientes muchos tratamien-
tos experimentales para dilucidar estos feno-
menos.

38

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 1 Julio 2009 33-39



Conclusiones

La levadura Saccharomyces cereviceae en una
suspension liquida igual a 5 x 10° cel/mL; pre-
sento una eficiencia de bioadsorcion de entre el
50,68 y 90,16% en un tiempo de contacto de 5
y 120 min respectivamente.

El pH o6ptimo para la bioadsorcion de
plomo por levaduras fue 5,14, disminuyendo
en los dos restantes pH experimentados (3,26
y 6,70).

Las levaduras estudiadas se proponen
como una alternativa valida para tratar la conta-
minacién por plomo en los cuerpos acuaticos.

Se sugiere realizar la validacion de la tec-
nologia propuesta para la remocién de plomo
utilizando levaduras en la region del altiplano
peruano.
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