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Resumen

La contaminacion por metales pesados es un grave problema a nivel mundial. Se han
reportado concentraciones significativas de metales pesados en suelos agricolas. En
Ecuador, el cadmio representa un riesgo para los cultivos de cacao, uno de los principales
productos de exportacion del pais. El objetivo es de eliminar o reducir las concentraciones de
Cd en suelos por medio de pruebas de laboratorio donde se inocularon levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), las mismas que fueron expuestas a varias concentraciones de
Cd junto con diferentes niveles de aireacion para determinar como se desarrolla mejor el
proceso de bioadsorcién. Los resultados se evaluaron por medio de pruebas de absorcién
atomica, junto con ensayos DRX y FDX de las muestras de suelo tratadas, los datos obtenidos
se analizaron por medio de un ANOVA. Los resultados contribuiran a desarrollar una
estrategia para disminuir las concentraciones de cadmio en suelos agricolas

Palabras clave: S. cerevisiae, cadmio, remediacion.



Abstract

Heavy metals represent a serious environmental problem. In Ecuador, cadmium has been
widely reported in agricultural soils and represents a risk to crop trade and consumer health.
This work focused on removing or reducing cadmium concentrations in soils using yeast
(Saccharomyces cerevisiae). The removal capacity was evaluated in vessels aerated at 6.5
L/min and at 1 L/min, with 0.5 kg soil containing 2 ppm Cd. The yeasts were inoculated into
the soil at various time intervals and soil samples were taken at 0, 1, 2 and 6 hours. The soail
samples were analyzed by atomic adsorption to calculate the percentage of removal, in
addition, Langmuir and Freundlich isotherms were performed with the data obtained in the
removal of Cd from the soil. A maximum removal percentage of 64% was obtained by applying
yeasts and an air flow of 1 L/min. Although no significant differences were observed between
treatments, S. cerevisiae showed potential for Cd remediation in soils.

Keywords: S. cerevisiae, cadmium, remediation.



Introduccion

La contaminacion ambiental se ha convertido en uno de los problemas mas graves en
la actualidad (Oyewole et al., 2019). Los metales pesados son unos de los contaminantes
mas toxicos (Qayyum et al., 2020) y su presencia sigue aumentando en los ecosistemas
(Tang et al., 2019). Estos se caracterizan por su alta densidad (Adagunodo et al., 2018)
persistencia y dificil remediacién (Khan et al.,, 2015; Rajendran et al., 2022). Afectan
principalmente al suelo y sus fuentes son principalmente antropicas (Masindi y Muedi, 2018).

Uno de los metales pesados mas reportados en suelos es el cadmio (Cd) (Adagunodo
et al., 2018). En Sudamérica se ha registrado Cd en concentraciones mas altas de lo normal
en varios suelos agricolas (Khan et al., 2017). En Ecuador, uno de los cultivos que mas se
relaciona con la presencia de Cd en suelos es el cacao (Rofner, 2021). Dada la importancia
de este cultivo agricola para el pais (INEC, 2020), la presencia de Cd en suelos representa
un riesgo para su comercio y salud de los consumidores (Hayat et al., 2019).

En vista de esto, se han desarrollado varias alternativas para tratar la contaminacion
de metales pesados, entre ellas la biorremediacion, la cual es una ciencia que permite el
tratamiento de ambientes contaminados por medio de organismos vivos 0 sus derivados
(Kumar et al., 2021). Esta puede ser aplicada para tratar varios ambientes con enfoques in
situ 0 ex situ (Kapahi y Sachdeva, 2019) y se puede desarrollar empleando diversos
organismos, siendo Saccharomyces cerevisiae uno de los mas estudiados en remediacion de
Cd (Vasudevan et al., 2003; Massoud et al., 2019).

La levadura S. cerevisiae, cominmente conocida por emplearse en la industria
cerveceray panadera, es considerada un buen adsorbente de metales pesados (Massoud et
al., 2020). Gracias a sus caracteristicas como: rapida produccién de biomasa, alta capacidad
de sorcion (Huang et al., 2020), facil manipulacion y bajo costo de produccion (Massoud et
al., 2019); es considerada una exitosa biorremediadora de metales. Sin embargo, a pesar de
los diversos estudios sobre su capacidad de remocion, alun son necesarias MAas
investigaciones para el desarrollo de un sistema de biorremediacion efectivo y aplicable al

tratamiento de suelos in situ 0 a gran escala.



En base a lo descrito anteriormente, este trabajo tiene como objetivo el desarrollo de
una estrategia de biorremediacion mediante bioaumentacion de levaduras, que permita
remover o inmovilizar las concentraciones de cadmio en suelos. También se plantea evaluar
la influencia de la aireacién en el proceso de sorcion. En este sentido, se espera que la
inoculacion de S. cerevisiae junto con los tratamientos de aireacion a las muestras de suelo
contaminado, permitan eliminar o disminuir las concentraciones de cadmio en ellas gracias a

la capacidad de estas levaduras de retener al Cd en sus células.



OBJETIVOS

Objetivo General.

e Remover o inmovilizar Cd en suelo de cultivos de cacao usando Saccharomyces

cerevisiae.

Objetivos Especificos.

o Construir un sistema de remediacién de cadmio usando Saccharomyces cerevisiae.
o Determinar la cantidad de aire requerido para el sistema de bioaumentacion.

o Determinar el contenido de cadmio bioadsorbido por los microorganismos.



Capitulo uno
Marco tedrico

1.1 El cadmio: causas y consecuencias en el ambiente

El Cd es etiquetado como un importante contaminante (Chellaiah, 2018). Es un metal
pesado altamente biopersistente, con la capacidad de causar efectos toxicos a largo plazo
incluso en bajas concentraciones (Haider et al.,, 2021). Tiene una gran movilidad en los
ecosistemas y es altamente asimilable por los organismos (Dong et al., 2019). Un ejemplo de
esto es su capacidad para reemplazar a minerales como el calcio, lo que facilita su ingreso a
plantas y animales (Kubier et al., 2019).

El Cd es capaz de impactar en todos los componentes medioambientales (Chellaiah,
2018). Sin embargo, el suelo es el principal afectado por su contaminaciéon, el cual es
considerado un sumidero de contaminantes (Kubier et al., 2019). El Cd, por su naturaleza
inorganica tiende a acumularse en los suelos sin sufrir ningn tipo de degradacién quimica o
microbiana (Kubier et al., 2019). Lo que produce en una continua acumulacién de este metal
y una alta disponibilidad a lo largo del tiempo. La presencia de Cd en suelos es causada por
varios factores. De acuerdo con Haider et al. (2021), su contaminacién estd influenciada
principalmente por fuentes antropogénicas, aunque también puede deberse a causas
naturales. Algunas de las fuentes de Cd mas comunes son las actividades industriales,
mineria, quema de combustibles, aguas residuales, entre otras (Bigalke et al., 2017). Una
actividad menos conocida a la que se le atribuye el aumento de Cd en suelos es la aplicacién
de fertilizantes inorganicos, especialmente los que contienen fosfato sintético. Algunos
estudios como los realizados por Azzi et al, (2017) y Kubier et al. (2019) han determinado que
este tipo de fertilizantes pueden contener Cd a modo de impurezas, elevando su
concentracion en suelos y aguas cercanas. Aun asi, no se conoce del todo el porcentaje de
aporte de metales pesados por parte de este tipo de fertilizantes.

Este metal pesado tiene un efecto importante en la salud de los seres humanos y en
la de los organismos en general, principalmente debido a su alta toxicidad y movilidad en el

ambiente (Chen et al., 2016). Hayat et al. resumen los efectos derivados de la toxicidad del



Cd en afecciones al sistema respiratorio, esquelético, reproductivo y a los rifiones (2019).
También se hace referencia a este metal como un importante cancerigeno (McLaughlin et al.,
2021). Los principales factores de riesgo son la exposicion directa y la ingesta de alimentos
0 aguas contaminadas (Kubier et al., 2019; Zhang y Reynolds, 2019).

Otro importante efecto de la presencia de Cd en suelos es la reduccién de la tierra
cultivable y una inseguridad alimenticia que afecta principalmente a los paises en desarrollo
(Haider et al., 2021; Hussain et al., 2021). Por otro lado, también tiene un efecto negativo en
la eliminacién de los contaminantes organicos, ralentizando su degradacion natural en los
suelos (Mondal et al., 2020). En si, la presencia de cadmio en los ecosistemas no soélo
representa un riesgo directo para los seres humanos, sino que también afecta indirectamente
al deteriorar la calidad de los suelos y alterar sus dinamicas.

1.2 Probleméatica en Ecuador

Ecuador, al igual que otros paises, es afectado por la contaminacion de Cd. Un
problema que gana cada vez mas atencion es la presencia de Cd en suelos y granos de
cacao (Romero-Estévez et al., 2019) y la consecuente elaboracién de chocolate cargado de
Cd (Abt et al., 2018). Un problema latente, considerando los efectos que puede tener el Cd
en el cuerpo humano y la relevancia del cacao para el pais.

En Ecuador, el cacao es uno de los cultivos mas importantes, con un gran impacto en
términos culturales y econémicos (Salazar et al., 2018). Segun Chavez et al. (2016), el cacao
posee una de las extensiones de cultivo mas grandes del pais. Ademas, Ecuador se ha
convertido en uno de los principales productores de cacao en Latinoamérica y el mundo
(ICCOQO, 2022), y el primer productor de cacao de aroma de alta calidad (Samaniego et al.,
2020). Ecuador es conocido por producir dos variedades principales de cacao, la “variedad
CCN-51"y el “cacao nacional de fino aroma”, el cual posee una alta demanda a nivel europeo
(Barraza et al., 2021).

El Cd puede afectar directamente al cultivo de cacao al causar dafios fisicos en las
plantas (Haider et al., 2021), sin embargo, también podria tener un efecto negativo en su

comercio. Kubier et al. (2019) determiné que las concentraciones de Cd en granos de cacao



producidos en Ecuador eran mayores al compararlos con cultivos de otras regiones.
Adicionalmente, los valores de Cd en el cacao ecuatoriano llegan a superar el valor critico
establecido por la Unién Europea, de 0.6 mg Cd/Kg (Chéavez et al., 2015; como se cit6 en
Kubier et al., 2019), el cual se volvié mas estricto partir de 2019 (Barraza et al., 2021). Esto
ultimo refleja la creciente importancia que se le esta dando a la contaminacién por Cd y las
posibles implicaciones que esto puede tener en el comercio del cacao. De igual manera, esta
situacion se puede estar repitiendo con otros cultivos en el pais, lo que representaria un grave
riesgo para la salud de sus consumidores.

1.3 Remediacion de cadmio en suelos

Existen varios enfoques de remediacion de Cd, generalmente enfocados hacia
procesos fisicos o quimicos, como el lavado de suelos, reduccion catalitica, tratamientos
térmicos estabilizacién, electrorremediacion, entre otras (Raj y Maiti, 2019). Muchas de estas
estrategias presentan algunos problemas por su alto costo o la generaciéon de contaminantes
secundarios, como lodos cargados con contaminantes (Yin et al., 2019).

Varios procesos de remediacion enfocados en la aplicacion de organismos o alguno
de sus derivados surgen como alternativa a los procesos convencionales (Ismael et al., 2019).
Estos procesos bioldgicos se caracterizan gracias a su bajo precio, efectividad y el reducido
impacto que estos tienen en el ambiente (Yin et al. 2019), ademas de presentar ventajas
sociales y ecologicas (Jin et al., 2018).

Dentro de la biorremediacion, un enfoque para la eliminacién de contaminantes es la
aplicacion de microorganismos como algas, bacterias u hongos (Kumar et al., 2021). Este es
un enfoque que gana cada vez mas interés por sus ventajas y por la capacidad de tratar la
contaminacion de variadas formas (Jin et al., 2018). Dentro de los microorganismos, los
hongos son considerados un candidato prominente para ser empleado en biorremediacion
por algunos autores. Khan et al. mencionan que la alta tolerancia a los metales pesados y la
relacion superficie-volumen presente en los hongos hacen de estos una excelente opcion

para tratar este tipo de contaminacién (2019).



La aplicacion de hongos en procesos de biorremediacion se denomina
micorremediacion, y se basa en la aplicacion de biomasa viva o muerta para la reduccion del
contaminante, principalmente mediante procesos de biosorcién, bioacumulacién o
biovolatilizacion (lgiri et al., 2018; Chellaiah, 2018). Autores como Khan et al. (2019) sefialan
gue una de las principales ventajas de emplear hongos es su capacidad de adaptarse a los
contaminantes y a las condiciones del sitio, lo que hace factible realizar tratamientos in situ.
Muchos hongos han sido estudiados por su capacidad de absorber metales pesados, entre
ellos S. cerevisiae. Varios autores han expuesto la facultad de esta levadura para tratar la
contaminacién de metales pesados como el cromo, mercurio, niquel, arsénico, cadmio, entre
otros (Damodaran et al., 2011; Massoud et al., 2019; Huang et al., 2020; De Rossi et al.,
2020)

S. cerevisiae es un hongo unicelular del grupo de las levaduras de un tamafo
aproximado de 5 - 10 ym con la capacidad de emplear varias fuentes de carbono como fuente
de energia, dependiendo de si el desarrollo es anaerdbico o aerdbico (Parapouli et al., 2020).
El principal mecanismo de interaccién entre la levadura y los metales pesados est4 mediado
por su pared celular, la cual termina por adsorber los iones de elementos como el Cd (Huang
et al., 2020). Los procesos que permiten la adsorcion de metales pesados como el Cd en
varios hongos y levaduras estdn mediados por procesos fisicos de contacto y por fuerzas
electrostaticas entre los iones del metal y la pared celular (Priya et al., 2022). Y, si bien la
capacidad de adsorcion de S. cerevisiae es menor en comparacibn con otros
microorganismos, algunos autores la destacan por sobre el resto. Massoud et al. (2019)
indican que, si bien esta levadura posee una capacidad de sorcién cuestionable, resalta
gracias a caracteristicas como, su facil cultivo y gran capacidad de producir biomasa, el bajo
costo que esta posee, facil manipulacion a nivel molecular y la posibilidad de ser obtenida en
grandes cantidades de industrias como la cervecera. La capacidad de aprovechar un material
de desecho como la biomasa de levaduras y emplearlo para tratar ambientes contaminados
representa una gran ventaja hacia otros organismos, porque permitird utilizar algo que en

principio parecia inservible de forma mas eficiente y amigable con el medio ambiente.
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1.4 Factores que influyen en la adsorcién de metales pesados

La biosorcién de iones metalicos se puede dar a través de varios mecanismos
dependiendo del microorganismo empleado, pero existen varios factores que pueden alterar
este proceso. Autores como Massoud et al. (2019) y Oyewole et al. (2019) sefalan que los
principales factores que determinan la eficiencia de remocion son temperatura, pH, velocidad
de inoculacién, competencia de iones metdlicos y la concentracién del metal. Por otro lado,
Damodaran et al. (2011) estudiaron la influencia de la aireacion, y concluy6 que también era
un factor relevante, ya que favorecia la produccion de biomasa y por ende aumentaba la tasa
de biosorcién del metal. También es posible que exista algun tipo de competencia o relacién
entre las levaduras y los microorganismos originales del suelo a tratar, por lo que seria
interesante estudiar las posibles interacciones entre ambos. Abatenh et al. (2017) indican que
los factores bioldégicos como las interacciones y competencias por recursos con otros

microorganismos del suelo juegan un papel importante durante procesos de biorremediacion.
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Capitulo dos
Metodologia

2.1 Obtenciony preparacion del suelo

Se colect6 20 kg de suelo procedentes de una zona agricola en el canton Pifias, se
colocaron en recipientes de plastico y se almacenaron a temperatura ambiente hasta los
analisis posteriores. El suelo fue colectado en temporada seca, por lo que no hizo falta
eliminar el exceso de agua en la estufa. Se realizaron andlisis fisicoquimicos para caracterizar
las principales propiedades del suelo: textura, pH, materia organica, conductividad eléctrica y
capacidad de intercambio catiénico (Damodaran et al., 2011), todo esto se realiz6 por medio
de los métodos descritos en Bazan (2017). Por otro lado, se cuantificé la cantidad de Cd en
el suelo por medio de pruebas de espectroscopia de absorcién atdmica (AAS) en un equipo
marca Perkin Elmer modelo AAnalyst400. Para ello se homogeneiz6 el suelo por roleo y se
aplicé la técnica del cuarteo (Yu y Flury, 2021), se obtuvieron seis muestras y se obtuvo un
promedio del Cd presente en cada una. El suelo restante se prepar6 para las pruebas de
remocion, se tamizé para obtener un tamafo de particulas de 2 mm por medio de un tamiz
vibrador Retsch modelo AS 200 y posteriormente luego se colocé en la estufa a 50 °© C por 42
horas con la finalidad de reducir la cantidad de microorganismos presentes en él.
2.2 Obtenciéon y cultivo de levaduras

Las levaduras se obtuvieron por medio de un sobre comercial de levadura activa seca
para pan de la marca “La Reposterita”, el mismo que fue conseguido en la ciudad de Loja.
Posteriormente, las levaduras secas se activaron en un medio liquido YPD compuesto por 3
gL de extracto de levadura, 5 gL de peptona, 20 gL' de dextrosa, con un pH de 5.5
(Damodaran et al., 2011). Una vez activadas las levaduras, se realizaron réplicas cada 2—-3
dias para mantener al microorganismo en Optimas condiciones. Para ello se tom6 5 ml del
cultivo madre y se inoculé en 45 ml de medio YPD previamente esterilizado. Todos los medios
de cultivo se realizaron en matraces de 250 ml y se mantuvieron en un cuarto aclimatado a
unatemperatura de 29° C + 1 ° Cy en agitacion constante a 180 rpm por medio de un agitador

circular de la marca Labnet modelo Orbit 1900.
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2.3 Pruebas de tolerancia

Para evaluar la tolerancia de las levaduras se evalué su crecimiento en medios YPD.
Para ello se prepard una solucion inicial de 1000 ppm de cadmio a partir de sulfato de Cd
(CdSO,) y se realizaron diluciones en el medio YPD hasta conseguir diferentes
concentraciones (Huang et al., 2020). En un principio se evalu6é el crecimiento de las
levaduras a 2.7, 5.4 y 8 ppm y posteriormente solo a 5 ppm, esto debido a la baja tolerancia
inicial al Cd y a la baja cantidad de Cd presente en suelos agricolas. Para ello se cultivaron
en medio YDP con las concentraciones de Cd descritas anteriormente, se tomaron muestras
a las 0, 12 y posteriormente cada 3 horas hasta un tiempo total de 30 horas. El crecimiento
de las levaduras se analiz6 en funcién de la turbidez, donde se midié la absorbancia por
medio de celdas de cuarzo a 600 nm en un espectrofotbmetro marca Thermo Spectronic
modelo BioMate 3 (Ali et al., 2016). La absorbancia obtenida se transformé a masa de
levaduras en gramos por litro por medio de una curva de calibracion que relacionaba una
masa conocida de levaduras y su respectiva absorbancia. Las pruebas de crecimiento se
realizaron por triplicado con duplicado analitico.

Para realizar las curvas de calibracion se tom6 una muestra de un cultivo de levaduras
con un tiempo de crecimiento de 24 horas, se realizaron diluciones seriadas y se midieron
sus absorbancias como se describi6é anteriormente. Al mismo tiempo, se calcul6 la biomasa
presente en cada una de las diluciones como se describe a continuacion: se centrifugd 40 ml
del cultivo inicial por 5 min a 4000 rpm en una centrifuga modelo Z 326 K marca Hermle. La
biomasa de las levaduras precipitadas (pellet) se extrajo y se sec6 en una estufa por 2 horas
a 105° C. Una vez seca, se peso la biomasa y se calcul6 la cantidad de biomasa presente en
las disoluciones multiplicando la biomasa inicial por cada factor de dilucién.

2.4 Calculo de los parametros cinéticos de las levaduras

Para evaluar el crecimiento de las levaduras se calcul6 su productividad volumétrica

y la tasa especifica de crecimiento. La férmula empleada para el calculo de la productividad

volumétrica fue la siguiente:
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Masa Final — Masa Inicial
Pb =

Tiempo
Donde se tomo6 la masa como la concentracion de levaduras en el medio, expresadas
en g/L. La concentracién de las levaduras en el medio se calculé6 empleando una curva de
calibracién que relaciona la absorbancia con la masa. Por otro lado, la tasa especifica de
crecimiento se obtuvo por medio de la siguiente formula:

_ Ln(Masa Final) — Ln(Masa Inicial)

“ Tiempo

Donde el resultado obtenido se expresa en unidades de tiempo (h) y representa la
velocidad de crecimiento por unidad de biomasa.
2.5 Pruebas de adsorcién

Para las pruebas de adsorcién de cadmio se aplicaron dos tratamientos, uno con 2
ppm y el tratamiento control. Primero, el suelo previamente preparado se mezcld
homogéneamente con soluciones preparadas a partir de la solucion de 1000 ppm, por las
cuales se afiadié 2 mg de Cd a cada kg de suelo para lograr una concentracion de Cd de 2
ppm y se dejé secar por 48 horas al ambiente para eliminar el exceso de agua (Damodaran
et al., 2011). Posteriormente, se coloc6 0.5 kg de suelo en recipientes de plastico adaptados
con una fuente de aire como se muestra en la Figura 1.

Figura 1

Esquema del biorreactor empleado en el experimento de adsorcién
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Flujometro

«—

Flujo de aire

slr Salida de lixiviados

Nota. Modelo basado en el disefiado por Damodaran et al. (2011).

Una vez preparado el suelo, se inocularon las levaduras rociando 250 ml del medio
liquido previamente cultivado y con las levaduras en la fase exponencial (Damodaran et al.,
2011; Ali et al., 2016). Una vez inoculado el suelo, se siguid afiadiendo 100 ml del cultivo 30
minutos antes de la toma de muestras para obtener lixiviados, los mismos que se recircularon
2 veces. También se evalué el efecto de la aireacion en la efectividad de remocién por medio
de dos tratamientos, a 6.5 y 1 litro por minuto, esto se realizé por medio de flujbmetros que
controlaban el ingreso de aire a los recipientes.

2.6 Calculo de la efectividad de remocion del cadmio

La efectividad de remocion de Cd se evalué al igual que Damodaran et al. (2011).
Para calcular la cantidad de cadmio residual en el suelo se tomaron muestras de
aproximadamente 2 g de al menos 5 zonas aleatorias del recipiente con la ayuda de una
espatula desinfectada. La toma de muestras se realiz6 en el tiempo 0, 1, 2 y 6 horas de haber
iniciado con la primera inoculacion. Las muestras de suelo recolectadas se secaron a 30 °C
para el posterior analisis de AAS y cuantificacion de Cd. El porcentaje de remocién se calculo

de la siguiente manera:

Cd inicial — Cd final 100
*
Cd inicial

% Remocién =
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2.7 Isotermas de adsorcion

Se realizaron isotermas de adsorcion empleando los modelos de Freudlich y
Langmiuir con los datos obtenidos del experimento de remocidn en suelos. Las isotermas y
el célculo de los pardmetros de las mismas se realizaron como se describe en Massoud et al.
(2020).
2.8 Anaélisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa R-studio. Se utilizé una
prueba T pareada para determinar diferencias significativas entre la concentracién de cadmio
inicia y la final. Por otra parte, para analizar el efecto del aire y tratamiento sobre la remocion
total de cadmio se utilizé una prueba T de Student, debido a que los datos presentaron una
distribuciéon normal segun la prueba de Shapiro-Wilk (p-valor > 0.05), donde la variable
dependiente corresponde a la diferencia entre la concentracion inicial y final de cadmio, y la

independiente el aire y el tratamiento.
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Capitulo tres
Resultados
3.1 Caracterizacion del suelo
Los analisis fisicoquimicos determinaron que el suelo empleado poseia una textura
franco-arenosa con un pH de 5.99 y una conductividad eléctrica de 223 uS/cm. También se
obtuvo una capacidad de intercambio catiénico de 11.61 meg/100 g y un porcentaje de
materia organica del 0.52%.
3.2 Pruebas de tolerancia
El andlisis de tolerancia inicial mostr6é una alta toxicidad provocada por el Cd, incluso
en las concentraciones menores. El crecimiento de la cepa de S. cerevisiae empleada se
inhibié practicamente por completo (Figura 2) en todos los tratamientos en relacién con el
control.
Figura 2
Resultado de las pruebas de tolerancia inicial

PRUEBA DE TOLERANCIA INICIAL

0.6
Tratamiento

=
S,
o Control
5 ® 27ppm
Az
g ) ® 54ppm
04 S
0.2
$ w o ¢ ¢ v
0 10 20 30
Tiempo (h)

Nota. Crecimiento de la cepa empleada antes de ser adaptada al Cd. Los datos corresponden

a los valores medios + DE.
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Adicionalmente, esta cepa de levaduras mostrd una tasa especifica de crecimiento de

0.112 h* + 0.011 y una productividad volumétrica de 0.58 g L™ dia* (Tabla 1).
Tabla 1

Parametros cinéticos de S. cerevisiae antes y después de su adaptacion al Cd

Parametro Control Pre-adaptacién Post-adaptacién
u (h) 0.112 £ 0.011 0.004 £ 0.0002 0.104 £ 0.017
pb (g L dia?) 0.580 + 0.012 0.017 £ 0.0052 0.570 £ 0.010

Nota. Valores promedio = DE.

Sin embargo, la presencia del Cd en el medio inhibi6 casi en su totalidad el crecimiento
de las levaduras. Aun asi, luego de exponer continuamente a las levaduras a concentraciones
bajas de Cd se logré incrementar su tolerancia considerablemente (Figura 3) mediante
adaptaciones sucesivas a este elemento, igualando el crecimiento de las levaduras en
ausencia de Cd.

Figura 3
Cinética de crecimiento de S. cerevisiae post adaptacion al Cd
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Nota. Los datos corresponden a los valores medios + DE.

3.3 Porcentaje de remocion

La cepa de S. cerevisiae empleada mostr6 potencial para remover el Cd presente en

el suelo, presumiblemente por medio de un proceso de adsorcion. Los andlisis de AAS
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(espectroscopia de absorcion atémica) evidenciaron una reduccién de las concentraciones

del metal pesado (Figura 4 y 5).
Figura 4
Cinética de remocion de Cd bajo una aireacion de 6.5 L/min

CONTROL

0

TRATAMIENTO

Cadmio (ppm)
"
-

f

Tiempo (h)
Nota. Los datos corresponden a los valores medios £ DE.
La remocion maxima se obtuvo a las 6 horas, tanto en los tratamientos con levaduras,
como en los controles expuestos a ambos tratamientos de aireacion. EI mayor porcentaje de

remocion correspondiente al 64% se obtuvo aplicando levaduras previamente adaptadas a

Cd (Tabla 1) y un flujo de aire de 1 L/min.
Figura 5
Cinética de remocion de Cd bajo una aireacion de 1 L/min
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Nota. Los datos corresponden a los valores medios + DE.
El tratamiento de levaduras con una aireacion de 6.5 L/min mostré un 57% de

remocion final, mientras que los controles (sin aplicar levaduras) de 6.5 L/miny 1 L/min

generaron a remocion del 39.5% y 52% respectivamente.
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Tabla 2

Porcentaje de remocion final en cada tratamiento

_ _ _ Cd inicial _ .
Aire (ml/min) Tratamiento Cd final (ppm) % remocién
(ppm)
6500 Levaduras 2 0.86 57
6500 Control 2 1.21 39.5
1000 Levaduras 2 0.72 64
1000 Control 2 0.96 52

En todos los tratamientos se observé una tendencia negativa en la concentracion de
Cd. No obstante, el andlisis estadistico no mostré ninguna diferencia entre los resultados
obtenidos con el tratamiento de las levaduras y el control (p-valor = 0.4647) (Figura 6), ni
entre ambos tratamientos de aireacion (p-valor = 0.2112) (Figura 7).
3.4 Isotermas de adsorcion

Las constantes obtenidas con los modelos de Langmuir y Freundlich se resumen en
la Tabla 2. Ambas isotermas mostraron valores de R? similares, aunque el del modelo de
Langmuir fue ligeramente mayor.

Tabla 3

Constantes de las respectivas isotermas en base a los resultados de adsorcién de Cd en

suelo por parte de S. cerevisiae

Langmuir Freundlich
RL R gmax R2 n Kf R2
0.21 -2.80 0.001 0.97 1.31 0.001 0.96

Nota. Las isotermas se realizaron tomando en cuenta los promedios de dos réplicas

realizadas.

Los valores de gmax y Kf calculados son similares y muy bajos, influenciados por la
cantidad de Cd removido por las levaduras en todo el tiempo de evaluacion. El modelo de
Langmuir indica que la cantidad maxima de absorcion del metal (gmax) es de 0.001 mg Cd/g
biomasa, mientras que la constante afinidad entre el adsorbato y el absorbente (b) fue de -

2.80 mg/L, mostrando una adsorcién favorable RL = 0.21. Por otro lado, por el modelo de
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Freundlich se obtuvo una capacidad de sorcién (Kf) de 0.001 mg/L y una intensidad de sorcién

(n) de 1.31 mg/L.
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Capitulo cuatro
Discusion

4.1 Pruebas de tolerancia

La cepa de levadura empleada mostré una tolerancia mucho menor a la reportada en
bibliografia. Autores como Damodaran et al. (2011), Imam et al. (2016) y Massoud et al.
(2020) han reportado que S. cerevisiae posee una tolerancia frente al Cd mucho mayor a la
observada en este estudio, indicando que puede tolerar concentraciones de hasta 400 ppm.
Los resultados mostrados por estos autores también han sido muy variables, obteniendo
diferentes tolerancias maximas entre ellos. Esto indica que la tolerancia no esta determinada
sélo por la especie, sino que también influye la cepay el tiempo a la que esta ha sido expuesta
al contaminante en cuestién (tiempo de adaptacion). Chen et al. (2021) exponen que la
toxicidad del Cd se debe principalmente a la absorcion intracelular por parte de las levaduras,
y que la expresion del gen responsable de mediar este proceso tiende a reducirse con una
exposicion prolongada. De esta forma se reduce el impacto del Cd en las células de
levaduras, les permiten desarrollarse de mejor manera y les confiere la capacidad de
interactuar de forma mas segura con este metal. Dicho esto, es muy probable que la baja
tolerancia de la cepa empleada se deba principalmente al hecho de que no ha sido expuesta
al Cd con anterioridad. Aun asi, su capacidad de adaptacién indica que tiene el potencial de
ser empleada para remediar bajas concentraciones de Cd.
4.2 Porcentaje de remocion

La cantidad de Cd removido obtenido se aleja de los resultados evidenciados por
autores como Imam et al. (2016) o Huang et al. (2020). En ambos casos se observaron
porcentajes de remocidn cercanos al 70% o mayores, en concentraciones mas altas de Cd.
Imam et al. (2016), por un lado, emplearon concentraciones mayores a 100 ppm, mientras
gue Huang et al. (2020) obtuvieron su mayor porcentaje de remocioén en concentraciones de
20 ppm. En este caso, el porcentaje de remocion fue similar, pero bajo concentraciones de
Cd mucho mas bajas, por lo que la cantidad de Cd removido por las levaduras fue minimo en

comparacion.
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Una posible causa, ademas de su baja tolerancia, son las caracteristicas ambientales
a la que fue expuesta la levadura al ser inoculada en el suelo. Las propiedades del suelo
pudieron no ser adecuadas para el desarrollo de la levadura y la consecuente toma del Cd
por parte de estas, en especial el pH. Si bien el pH inicial del suelo presentaba caracteristicas
adecuadas la S. cerevisiae, el crecimiento de esta levadura tiende a acidificar el medio, esto
se evidencié con cambios de pH en el medio acuoso a lo largo de las cinéticas de crecimiento.
Ghorbani et al. (2008) observaron que los mayores porcentajes de remocién se daban en
ambientes con un pH de 7.2 y tendia a disminuir con este.

No obstante, tampoco se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
con la levadura y los controles (Figura 6). Es posible que los controles hayan presentado
contaminacion, ayudando a reducir el Cd, o que la cantidad de levadura empleada no haya
sido suficiente para generar una remocion efectiva del metal. Massoud et al. (2019) indicaron
gue la masa empleada, juega un papel importante en la remocién del contaminante. También
es posible que el proceso de lixiviado de las levaduras no haya sido eficiente, esto explicaria
por qué no se redujo el Cd a pesar de haber sido adsorbido por las levaduras, ya que existe
mucha evidencia sobre la capacidad de absorcion de Cd por parte de S. cerevisiae (Ghorbani
et al., 2008; Huang et al., 2020).

4.3 Isotermas de adsorcion

Los modelos analizados en las isotermas ayudan a explicar el proceso de sorcién
llevado a cabo por las levaduras. De acuerdo con los valores obtenidos de R? de ambos
modelos, el de Langmiuir es el que mejor explica la dindmica de sorcién. Este resultado se
comparte con varios autores y permite explicar el proceso de sorcion desde un proceso de
adsorcion en monocapa (Ghorbani et al., 2008; Massoud et al., 2019). El R? obtenido por el
modelo de Freundlich también es bastante alto y explica una adsorcion en varias capas, con
un potencial de adsorcion que se reduce exponencialmente segin aumenta la adsorcion
(Khayyuny Mseer, 2019). Ghorbani et al. (2008), establecieron que la adsorcion de Cd llevada
a cabo por S. cerevisiae podria explicarse mejor empleando ambos modelos, con una

adsorcion inicial rapida en monocapa seguida de una acumulacion intraparticula mas lenta.
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Adicionalmente, ambos modelos mostraron afinidad hacia el Cd por parte de la levadura con
un valor de RL = 0.21 con el modelo de Langmuir y un valor de n = 1.31 en el modelo de

Freundlich, lo que indica que se esta llevando a cabo una adsorcién favorable.
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Conclusiones
Saccharomyces cerevisiae mostrd una rapida adaptacion al Cd, lo que es favorable
en procesos de adsorcién. Los tratamientos con la levadura con flujos de aire a 6.5 L/miny 1
L/min removieron 57% y 64% del Cd presente en las muestras de suelo respectivamente.
Ambos resultados son positivos y muestran la capacidad de esta levadura de ser empleada
en procesos de remocion de Cd en suelos, siempre y cuando se las realice bajo las
condiciones adecuadas, ya que las condiciones del entorno donde se lleva a cabo la sorcién

son factores determinantes para su crecimiento y éxito de remocion.
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Recomendaciones

En esta ocasion no fue posible realizar varios andlisis estadisticos por el nimero de
datos. En este sentido es recomendable emplear mas réplicas aumentando el nimero de
tratamientos para poder obtener modelos y andlisis estadisticos que expliquen de forma mas
precisa el fendmeno de sorcion.

Dependiendo de la metodologia a emplear (si se usa masa viva 0 no), es importante
tomar en cuenta la tolerancia del microorganismo frente al contaminante, por lo que es
recomendable una fase de adaptacion del microorganismo a concentraciones superiores a
las que se pretende remediar con el fin de aumentar su supervivencia y el porcentaje de
remocion.

Los procesos de sorcion por parte de los microorganismos a menudo estan mediados
por muchos factores tanto del microorganismo, del ambiente y de la metodologia aplicada.
Es importante detallar lo mejor posible la metodologia usada para facilitar la replicabilidad y
mejora de la misma, apuntando siempre a generar procesos aplicables a gran escala o ex

situ.
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Apéndice
Apéndice A. Gréficos de las medias del Cd removido entre los tratamientos
Figura A.1
Grafico de cajas de los valores de remociéon de Cd

obtenidos con las levaduras y el control
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Figura A.2
Gréfico de cajas de los valores de remocion de Cd

obtenidos con los diferentes niveles de aireacién
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