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RESUMEN

El paso a energias mas limpias lleva consigo una consecuencia inmediata al uso
masivo de cobre, esta produccion mundial en el sector minero e industrial producira
elementos mas persistentes donde su estructura con cobre se combinara dentro de masas de
agua que corren hacia los rios. Por ello, es importante desarrollar métodos ecoldgicos para
eliminar el cobre de todos los ecosistemas acuaticos donde se encuentre presente. El objetivo
principal es determinar la eficiencia de la biorremediacion de agua destilada contaminada
por cobre mediante la aplicacion de levadura de cerveza, la metodologia realizada se basa
en la adsorcion por parte de la pared celular de Saccharomyce cerevisiae que al capturar los
iones metalicos disminuira la concentracion de cobre dentro de un volumen establecido y un
tiempo de contacto respectivamente. Los resultados se analizaron con un espectrofotémetro
de las muestras artificiales contaminadas con cobre, donde se analiz6 la absorbancia como
punto de partida con relacion a la concentracién inicial, para 2000 ppm, 5000 ppm y 10000
ppm, siendo 0,5 g la biomasa favorable de adsorcion al remover un 75% del contaminante.
Concluyendo que el estudio es eficiente en los propdsitos de biorremediar aguas

contaminadas por cobre mediante el uso de biomasa fangica.

PALABRAS CLAVES: Saccharomyce cerevisiae, biorremediacion, cobre, aguas

contaminadas.
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CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1. Realidad problematica

En la actualidad la contaminacién de cobre es un problema de gran emergencia a
nivel mundial ya que, los residuos de diferentes procesos industriales tales como procesos
metaldrgicos, carrocerias, autopartes, explotaciones mineras y también plantas de energia,
son las fuentes detectadas como contaminantes de los cuerpos de agua y suelos con metales

pesados, proporcionando al ambiente un drenaje acido y posterior erosion.

En el 2020 una investigacion realizada en la cuenca alta del rio Napo, Ecuador
identificd que los niveles de Cd, Al, Fe, Cu, Zn, Ni y Pb superan hasta 500 veces los LMP
por normativas ecuatorianas y norteamericanas. La Fundacion Rio Napo ha presentado una
variedad de denuncias sobre las afectaciones ambientales, porque debido a todos los estudios
realizados se encontré que “El estudio de impacto ambiental ex post viola los derechos
ambientales de la naturaleza segtin la Constitucion”, y viola el derecho de las comunidades
indigenas a la consulta previa, libre e informada, a pesar de todas las pruebas presentadas y
denuncias realizadas, no obtuvieron alguna respuesta del Ministerio de Ambiente, la Agencia

de Control Minero, la Secretaria del Agua y la Fiscalia (Castro, 2020).

Una grave emergencia ocurrié en la provincia de Los Andes, Chile en el 2016, ya
gue se rompid un ducto subterraneo que transportaba concentrados de cobre, contaminando
el rio Aconcagua y rio Blanco con un vertimiento de 50 m3 del metal, lo cual es una situacién
muy preocupante por eso un grupo de ambientalistas realizaron marchas pacificas por tal
dafio ocasionado ya que no es la primera vez. (El Andino, 2016). Ademas, en el 2019 se
realizé un informe en Chile, acerca del consumo de agua en la mineria de cobre y se obtuvo

como resultado que el abastecimiento de agua fue de un 79% correspondiendo a agua
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recirculada, por ello, el consumo de la mineria chilena fue de 13,56 m3/seg el 2019y 12,7
m3/seg el 2020. Demostrando que la industria minera de cobre debe estar comprometida con

un consumo responsable (SONAMI, 2020).

En el 2014, la mina “Buenavista del cobre” en M¢éxico, ocasiond una tragedia
ambiental de gran importancia, al derramar 40 millones de litros de sulfato de cobre
acidulado en los rios Bacanuchi y Sonora, la cual abastecian a mas de 22 mil personas.
Asimismo, el pueblo Sauz de Ures, Sonora el méas afectado indicé en el 2019 que les
prometieron que colocarian potabilizadoras para que puedan beber agua, pero no cumplieron
con lo acordado hasta el momento. Por ello, las enfermedades siguen aumentando, los
cultivos disminuyen y las autoridades ni la empresa se hacen responsables de la tragedia

(Rojas, 2019).

Un estudio realizado en el 2018 por la Comision Administradora del Rio Uruguay
(CARU) en el rio Monte Caseros (Corrientes) hasta La Concordia (Uruguay), rio compartido
entre Argentina y Uruguay revelaron presencia de 13 pardmetros de calidad de agua que
sobrepasaban los LMP. En el 43% de las muestras, el cobre superaba el limite permitido,
siendo este el metal que mas violaba la norma y que alcanzaba los niveles més elevados en

los meses de julio y noviembre (Télam, 2020).

Los rios méas afectados son Huanuni y Desaguadero en Oruro, Bolivia, lo cual es un
dafio ambiental causado por muchos afios de contaminacién por la mineria de oro. A raiz de
varias movilizaciones de los pobladores durante varios afos, lograron que el gobierno
declare en emergencia ambiental la cuencay obligaron a la empresa en el 2009 que construya
un dique de colas para remediar tal dafio ocasionado, pero hasta el 2017 no se han hecho

responsables ni del abastecimiento de agua potable a las 42 comunidades para sus recursos,
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por ello, las personas han tenido que migrar y solo quedan aproximadamente 30 personas
viviendo en la zona afectada porque ya no se puede vivir alli, el terreno disponible ya no

sirve para cultivar y puedan sobrevivir (Telma, 2017).

Por otro lado, nuestro pais, es el segundo productor de cobre a nivel mundial pero su
explotacion genera impactos negativos en los ecosistemas y los seres vivos. Son 35 rios que
se encuentran contaminados por cobre en el Per (Castro, 2019), ya que existen una gran
cantidad de empresas mineras que explotan este metal, como también provocan desastres
ambientales y vierten sus residuos en los rios de Arequipa, Puno, Apurimac, Moquegua,
Ancash, Tacna y Cusco, provocando un gran dafio ambiental en la naturaleza, conflictos
sociales, enfermedades y hasta muertes. Se sabe también que los resultados del monitoreo
de la ANA en la Bahia interior del Lago Titicaca en el 2014 arrojaron 11 elementos quimicos
nocivos y en 17 km2 no hay vida acuatica debido a los altos niveles alarmantes de metales
como el cobre (Ampudia, 2014). En el 2016, 2017 y 2019 la OEFA realiz estudios de
impacto ambiental en las zonas donde la unidad minera Aruntani-Arasi tiene impacto y
encontraron metales (As, Fe, Mn, Hg, Al, Cd, Co, Cu, Ni y Zn) y otros contaminantes que
superan los LMP en aguas superficiales, aguas subterraneas y sedimentos, lo cual la OEFA
indicé que paralicen sus operaciones, pero los pobladores de Jatun Ayllu continGan sus
quejas porque la minera Aruntani contina botando sus residuos a los rios (Chavez, 2022).
Por lo tanto, se realizaron los estudios en el Laboratorio Multifuncional 2 de la Universidad
Privada del Norte, donde se prepard aguas contaminadas por cobre artificialmente en
diferentes concentraciones, haciendo una simulacion de las aguas residuales para riego que

son contaminadas por este metal, ya que estas aguas pueden contaminar los suelos agricolas
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con cobre, lo cual es dafiino porque no se degradan facilmente, afectan negativamente a las

plantas que se cultivan y pueden ser absorbidos por los organismos vivos.

En el presente trabajo de investigacion se determind la eficiencia de la
biorremediacion del microorganismo adsorbiendo cobre en agua destilada contaminada
artificialmente utilizando distintas concentraciones, en diferentes tiempos, con levadura
muerta y viva, lo cual fue evaluado con un espectrofotometro Thermo Scientific Orion
AguaMate 8000 UV-Vis, el instrumento utilizado cuenta con mas de 260 métodos de prueba
preprogramados que permiten el analisis simple y preciso de analisis de metales, entre otros,
ademas tiene longitudes de onda completas de 190 a 1100 nm para las opciones de medicion,
es facil de usar, tiene manejo intuitivo y es confiable, en la presente investigacion mostro
una reduccion considerable de las muestras contaminadas de este metal mediante la
aplicacion del hongo Saccharomyces cerevisiae, lo cual es un bioadsorbente importante, ya
que la levadura activa o inactiva logra acumular y retener metales presentes en soluciones
acuosas diluidas en su estructura. De esta manera, se comprueba la variedad de beneficios
que tiene la masa, es eco amigable con el medio ambiente, econdémica, se encuentra
facilmente y es una buena alternativa de solucion para remover metales de los ecosistemas

acuaticos contaminados.
Antecedentes Internacionales

Morales (2021), en su investigacidn desarrollada en Ecuador sobre "Evaluacién de la
bioadsorcion de plomo por Saccharomyces cerevisiae en agua sintética a escala de
laboratorio”. Tuvo como objetivo determinar el nivel de bioadsorcién de Saccharomyces
cerevisiae respecto a la eliminacion de plomo. Empled una metodologia de enfoque

cuantitativo, de disefio experimental, con un alcance descriptivo para demostrar la
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bioadsorcion que se obtiene del plomo con la levadura que fue en un bloque de 5 kg.
Utilizando el método de disolucion para ver cuanto crece la levadura en un tiempo de 300
minutos. Los principales resultados mostraron que, la retencion de metal fue de 7,89 mg de
plomo por cada gramo de levadura. Ademas, el nivel que tuvo més bioadsorcion fue el de
5ppm, pues, se pudo eliminar cerca del 96,4% con un pH de 5,1 en un periodo de tiempo de
120 minutos. La investigacion concluye que, la levadura tiene una potente bioadsorcion al
plomo en ensayos de laboratorio, vale mencionar que, es necesario determinar correctamente

el pH, pues, de ello dependera el porcentaje de bioadsorcion.

Gomez (2020), en su investigacion desarrollada en México sobre “Remocion de Pb
(1) (1D, Cr (1) y Cr (V1) presentes en muestras de agua grado reactivo mediante el uso de
Pseudomonas putida y Saccharomyces cerevisiae”. Tuvo como objetivo evaluar la eficiencia
de remocion en ambos metales, empleando el consorcio microbiano. Emplearon la
metodologia de espectrofotometro de ultravioleta visible para determinar absorbancia de P.
putiday S. cerevisiae, lo cual adoptaron parametros eficientes en agua natural, natural estéril
y agua no estéril donde se obtuvo altas concentraciones de remocion utilizando ambos
microorganismos. Entre los resultados obtenidos lograron la remocion de un 79,07% y
76,22% de Cr (V1) en agua natural y agua natural estéril, en Cr total fue en agua natural fue
de 39,22% y 27,11% en agua natural estéril, en Pb (I1) aumento en agua sin esterilizar a un
86.80% y en agua estéril 79,70%. La investigacion concluye que al evaluar la remocién de
Pb (1) y Cr (VI) y Cr total, en conjunto en agua natural estéril y no estéril, empleando el
consorcio microbiano se encontrd que la eficiencia aumenta cuando se encuentran los dos

microorganismos juntos y que los interferentes presenten en la muestra no afectan la
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eficiencia del proceso. Se determind que el porcentaje de remocion por los microorganismos

autéctonos es minimo.

Déavila (2019) en su investigacion desarrollada en México sobre “Remediacion de
sedimentos contaminados con Manganeso (Mn) y Zinc (Zn) utilizando Saccharomyces
cerevisiae aislada del rio San Pedro ubicado en Cananea, Sonora”. Tuvo como objetivo
remediar los sedimentos contaminados por metales mediante la biomasa de S. cerevisiae,
ademas de determinar la cinética de biosorcion con S. cerevisiae de Mn y Zn por sistema en
lote y caracterizar la biodiversidad microbiana. Emplearon la metodologia por microscopia
electronica de barrido del sistema en semicontinuo para evaluar la remocién y la digestion
acida de sedimentos para conocer la concentracion de Mn 'y Zn, para la cinética biosorcion
se utilizo el modelo pseudo segundo orden y para la capacidad de biosorcion se utilizaron
los modelos de Langmuir y Freundlich. Teniendo como resultados de constante cinética
0,0442 y 0,0171 g/mg de biomasa para 1 g y 5 g de sedimentos metalicos, donde para
Langmuir se obtuvo una capacidad de biosorcion maxima de 70,79 mg/g. Asi para el sistema
semicontinuo los resultados de la interaccion de ambos metales con la biomasa dieron de
34,05% Mgy 14,01% Zn. Se pudo concluir que teniendo las condiciones para el proceso de
biosorcion-especie metélica arrojan resultados favorables que contribuyen a la mejora del

medio ambiente en este caso de sedimentos.

Espinoza y Zambrano (2019), en su investigacion desarrollada en Ecuador sobre
“Eficiencia de  microorganismos  (Saccharomyces sp, Lactobacillus  spp,
Rhodoppseudomona spp) en el tratamiento de aguas residuales de la ESPAM MFL”. Tuvo
como objetivo estudiar tres tratamientos con microrganismos eficaces (EM) a

concentraciones de 0,75 1.25 y 2,00% replicadas tres veces en tres fases, donde la primera
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Caracterizaron propiedades fisico-quimicas y microbiologicas del agua residual; Mediante
los analisis se evidenciaron que las aguas residuales de la ESPAM MFL necesitan someterse
a tratamientos adicionales para la remocion de DBO5 y DQO, en segundo determinaron la
eficiencia de EM; permitiendo ajustar a los criterios de calidad de aguas para uso agricola y
pecuario; asi ninguno de los tres tratamientos por EM cumple par los LMP para DBO5 y
DQO. vy tercero realizar un analisis economico al tratamiento. De donde la dosis de 2% de
EM tuvo un menor costo econdmico, presentando el mayor porcentaje de remocion de DBO5
(58,70%) y DQO (56,97%). concluyendo que los tratamientos aplicados estadisticamente
presentan valores significativos de p <0,05 en DBO5 y DQO. Finalmente es correcta la

hipdtesis descrita en el estudio.

Moreno y Ramos (2018), en su investigacion desarrollada en México sobre
“Descontaminacion de arsénico, cadmio y plomo en agua por biosorcion con Saccharomyces
cerevisiae”. Tuvo como objetivo conseguir informacion importante para erradicar la
contaminacion del agua por metales pesados, ademéas de evaluar la capacidad de
bioadsorcion de la biomasa especial de Saccharomyces cerevisiae en el agua contaminada.
Utilizaron una metodologia de enfoque cualitativo, con un alcance descriptivo, de tipo de
revision bibliografica, a través de la técnica de espectroscopia infrarroja con trasformador
de Fourier cuyas siglas son FTIR. Encontrando como principales resultados que la eficiencia
que tiene la levadura o Saccharomyces cerevisiae en situacion activa puede llegar hasta en
un 80% en un tiempo de 120 horas con 2 miligramos de Cd2+ por litro. La investigacion
concluye que, las metodologias existentes de bioadsorcién con Saccharomyces cerevisiae
son mecanismos muy efectivos para remover los metales pesados de las aguas contaminadas

para dejarlas listas para el consumo humano, pero, actualmente su aplicacién se limita a su
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exploracion solo en laboratorios, lo ideal seria que se pueda implementar en diversas zonas

del pais que necesiten solucionar este tipo de problematicas en contexto reales.
Antecedentes Nacionales

Rodriguez y Quezada (2019), en su investigacion desarrollada en Trujillo sobre
“Remocion de cromo en efluente de curtiembre por consorcio de levaduras del género
Saccharomyces y Pichia”. Tuvo como objetivo analizar la facilidad de eliminacion de cromo
mediante un tipo de levadura como Saccharomyces cerevisiae y Pichia guillierm en
emisarios producto de fabricas de cuero. Aplicaron una metodologia de enfoque cuantitativo,
con un disefio experimental, de método unifactorial, empleando 4 biorreactores con una
capacidad para 250 mililitros, hallaron la concentracidn con el método de Espectrofotometria
atomica, sacando las muestras de las aguas en 4 momentos, sacando 10 ml en cada periodo.
Los principales resultados demostraron que, el nivel de eliminacion del cromo a través de la
levadura va entre un 57% a un nivel de concentracion de 50 ppm, mientras que en un 54% a
un nivel de concentracién de 100 ppm. La investigacion concluye que, el uso de los 2 tipos
de levadura segun los 2 niveles de concentracidn utilizados es indistinto, sin embargo, lo
factible es optar por la concentracion mas alta con el propdésito de tener un mayor porcentaje
de eliminacion. De forma que, el uso de la levadura contribuye en gran medida a la limpieza

de las aguas contaminadas a causa de los negocios del rubro curtiembre.

Fernandez y Guzman (2019), en su investigacion desarrollada en Arequipa, titulado
“Bioadsorcion de Cromo (VI) con Saccharomyces cerevisiae inmovilizada, como residuo de
la elaboracion de la cerveza, para su aplicacién en biorremediacion de aguas contaminadas
de la industria del curtido, Arequipa 2016”. Tuvo como objetivo identificar y bioadsorber

Cromo (VI), en efluentes con residuos de la industria del cuero, utilizando microorganismos
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como Saccharomyces cerevisiae, activada y focalizada en agar. La cepa se aisld y caracterizo
macroscopica, microscopica y bioquimicamente. Interactuando con diferentes
concentraciones de Cromo (V1), donde la cepa logré adaptarse a una concentracion de 600
ppm de Cromo (V). La metodologia comienza por la produccion de biomasa llevada a cabo
en un sistema batch, utilizado para la bioadsorcion, obteniéndose 300 g de biomasa seca en
un volumen de 3 L por un lapso de 48 horas. Donde se procedid a la inmovilizacion de las
cepas, mediante el método de Gelificacion en agar, se obtuvo “pellets” de 0,5 cm de longitud.
A continuacion, se elabor6 un biorreactor de flujo piston (PFTR), en el cual se puso 18 L de
biomasa para calcular la remocion de Cromo (V1) por parte de la cepa, tanto en aguas
artificiales, como en el efluente contaminado por curtiembre, La evaluacion de la
concentracion inicial y final de Cromo (VI) en ambas muestras se dio por el método
colorimétrico de la Difenilcarbazida. Resultando en un 83,42% de adsorcion de Cromo (V1)
en agua sintética, mientras en efluente de curtiembre redujo un 86,96% de Cromo (VI).
Concluyendo que el sistema es adecuado para el tratamiento de efluentes contaminados

procedentes de la industria curtiembre.

Diaz, Rojas, Baldera (2019), en su investigacion desarrollada en Moyobamba, que
tiene por titulo “Determinacion de la capacidad de biosorcion de Hierro (Fe) usando biomasa
Saccharomyces uvarum y S. cerevisiae a partir del desecho del proceso industrial de la
cerveza, en el tratamiento del agua de la quebrada Juninguillo la Mina, Moyobamba”.
Teniendo como objetivo identificar la dosis de biomasa Saccharomyces Uvarum y S.
cerevisiae; velocidad y tiempo adecuados para la biosorcién de Hierro (Fe) y determinar en
qué medida el proceso de biosorcién influyen en el mejoramiento de la calidad del agua de

Juninguillo la Mina, Moyobamba. Aplicaron la metodologia experimental con las técnicas
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de coagulacion, floculacion y decantacion con coagulantes de Saccharomyces uvarumy S.
cerevisiae, procesos que se replicaron y reprodujeron en condiciones controladas, aplicando
la prueba de jarras en 14 ensayos desarrollados s nivel de laboratorios de la EPS-
Moyobamba. Con resultados donde se pudieron identificar la dosis Optima de biomasa
Saccharomyces uvarum y S. cerevisiae, resaltando el ensayo n° 14 con 85 mg/L con Hierro
de 0,13 mg/l y de remocion de 87,5 %. Los resultados obtenidos de los ensayos n° 07 al 14
con concentraciones de Hierro final, respecto a los iniciales, cumplen con los Estandares de
calidad ambiental del D.S. 004-2017 MINAN Cat.Al y el D.S 031-2010 SA de los LMPs,
siendo no considerado los numeros de ensayos del 1 al 6 de la tabla 4, ya no cumplen con
los ECAS del D.S. 004-2017 MINAN Cat.Al y el D.S 031-2010 SA de los LMPs de la
norma vigente. Se determinaron que las técnicas influyen en la reduccion y remociéon de los
niveles iniciales analizados para la concentracion de hierro. Asi se recomienda utilizar la
biomasa para dimensiones de agua de menor capacidad como en areas suburbanas, para un

alcance de absorcion mas significativo.

Ortiz (2018), en su investigacion elaborada en Lima, titulado “Remocion de cobre en
muestras alteradas mediante el uso del hongo Saccharomyces cerevisiae en aguas del rio
Chillon, Asentamiento Humano Marquez a nivel laboratorio-2018”. Teniendo como
objetivo determinar que el uso de Saccharomyces Cerevisiae absorbe cobre a nivel de
laboratorio en muestras artificiales del Rio Chillon. Basandose en dos variables, la primera
enfocada en el uso de biomasa activada y focalizada en agar, la segunda radica en encontrar
la capacidad de remocién de cobre en las muestras alteradas. La metodologia de esta
investigacion da su enfoque a datos cuantitativos infiriendo a través de datos estadisticos, se

establecio la observacién como técnica de recoleccién de datos por medio de una ficha de
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registro, respecto a los parametros 1 g/100 mL de levadura seca a niveles de ph (5 -5,7), 1,5
9/100 mL de ph (5 - 5,7), 1 g/100ml ph (6 — 6,5) y por tltimo 1.5 gr/100 mL a un rango de
ph (6 — 6,5). Los resultados demostraron que la S. Cerevisiae remueve cobre en muestras
alteradas a nivel de laboratorio, obteniendo un cambio significativo en la concentracion
inicial y final, Asi para el indicador 1 g/100 mL de levadura a un rango de ph (5 - 5,7) se
reduce la concentracion en un 76,33%, asimismo la concentracion de cobre para el indicador
1,5 g/100 mL a pH (5 — 5,7) obtuvo una eficiencia de remocion del 79,24%, para estos
parametros se tuvo una mayor incidencia de remocién. Concluyendo en que el uso del hongo

Saccharomyces Cerevisiae reduce de manera significativa la concentracion.

Amaya et al. (2018), en su investigacion desarrollada en La Libertad, titulado
“Capacidad de adsorcion de metales pesados por Saccharomyces cerevisiae en un efluente
minero de Shorey, distrito de Quiruvilca, La libertad”. Tuvo como objetivo el desarrollo de
esta investigacion determinar la capacidad de adsorcién de metales pesados por
Saccharomyces cerevisiae en un efluente minero de Shorey, distrito de Quiruvilca,
proponiendo un método eficiente y econémico con el uso de biomasa seca inerte, extraida
de las lias de fermentacién de la empresa vinicola Don Manuelito, Cascas, para la adsorcion
de estos iones metalicos. La metodologia comienza por el analisis previo general del efluente
minero para ver los metales contaminantes, seguidamente se aplicaron tres tratamientos con
diferentes concentraciones de levadura (3 g, 5 g y 10 g por Litro de muestra) durante 7
tiempos para cada uno. Los resultados se hallaron de la concentracion ideal en que se daba
mayor adsorcién, y comparar con los LMP del D.S. 010-2010 — MINAM, donde se obtuvo
que la levadura adsorbi6 en 40 minutos de aplicacidon, mas del 50% de la concentracion de

metales pesados, en el cual el tratamiento 3 fue el mejor, con 10 g. En conclusion, se pudo
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favorecer a que la levadura tiene mayor capacidad de adsorcion en metales pesados como el
plomo, cadmio, arsénico, niquel y cobre dando como resultados concentraciones por debajo

del limite maximo permisible.
Bases tedricas

Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo Humano DS N° 031-2010-

SA.

El presente Reglamento establece las disposiciones generales con relacion a la
gestién de la calidad del agua para consumo humano, con la finalidad de garantizar su
inocuidad, prevenir los factores de riesgos sanitarios, asi como proteger y promover la salud

y bienestar de la poblacion. (DIGESA, 2011)
Ley de Recursos Hidricos N° 29338

La presente Ley tiene por finalidad regular el uso y gestion integrada del agua, la
actuacion del Estado y los particulares en dicha gestion, asi como en los bienes asociados a

esta. (Congreso de la Republica, 2017)
Ley General del Ambiente N° 28611

La presente Ley es la norma ordenadora del marco normativo legal para la gestién
ambiental en el Per(. Establece los principios y normas basicas para asegurar el efectivo
ejercicio del derecho a un ambiente saludable, equilibrado y adecuado para el pleno
desarrollo de la vida, asi como el cumplimiento del deber de contribuir a una efectiva gestién
ambiental y de proteger el ambiente, asi como sus componentes, con el objetivo de mejorar
la calidad de vida de la poblacion y lograr el desarrollo sostenible del pais (Congreso de la

Republica, 2005).
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Articulo 31. Del Estandar de Calidad Ambiental

31.1 El Estandar de Calidad Ambiental - ECA es la medida que establece el nivel de
concentracion o del grado de elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos, presentes en el aire, agua o suelo, en su condicion de cuerpo receptor, que no
representa riesgo significativo para la salud de las personas ni al ambiente. Segun el
parametro en particular a que se refiera, la concentracion o grado podra ser expresada en

maximos, minimos o rangos (Congreso de la Republica, 2005).

31.2 EI ECA es obligatorio en el disefio de las normas legales y las politicas publicas.
Es un referente obligatorio en el disefio y aplicacion de todos los instrumentos de gestién
ambiental. 31.3 No se otorga la certificacion ambiental establecida mediante la Ley del
Sistema Nacional de Evaluacion del Impacto Ambiental, cuando el respectivo EIA concluye
que la implementacion de la actividad implicaria el incumplimiento de algin Estandar de
Calidad Ambiental. Los Programas de Adecuacion y Manejo Ambiental también deben
considerar los Estandares de Calidad Ambiental al momento de establecer los compromisos
respectivos. 31.4 Ninguna autoridad judicial o administrativa podra hacer uso de los
estandares nacionales de calidad ambiental, con el objeto de sancionar bajo forma alguna a
personas juridicas o naturales, a menos que se demuestre que existe causalidad entre su
actuacion y la transgresion de dichos estandares. Las sanciones deben basarse en el
incumplimiento de obligaciones a cargo de las personas naturales o juridicas, incluyendo las

contenidas en los instrumentos de gestion ambiental (Congreso de la Republica, 2005).
Articulo 32. Del Limite Maximo Permisible

El Limite Maximo Permisible - LMP, es la medida de la concentracién o del grado

de elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y bioldgicos, que caracterizan a un
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efluente o una emision, que al ser excedida causa o puede causar dafios a la salud, al bienestar
humano y al ambiente. Su cumplimiento es exigible legalmente por la respectiva autoridad
competente. Segun el parametro en particular a que se refiera, la concentracion o grado podra
ser expresada en maximos, minimos o rangos. D.S 031-2010 SA de los LMPs El Limite
Méximo Permisible - LMP, es la medida de la concentracion o grado de elementos,
sustancias o pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos, que caracterizan a un efluente o una
emisién, que al ser excedida causa o puede causar dafios a la salud, al bienestar humano y al
ambiente. Su determinacion corresponde al Ministerio del Ambiente. Su cumplimiento es
exigible legalmente por el Ministerio del Ambiente y los organismos que conforman el
Sistema Nacional de Gestion Ambiental. Los criterios para la determinacion de la
supervision y sancion seran establecidos por dicho Ministerio. EI LMP guarda coherencia
entre el nivel de proteccién ambiental establecido para una fuente determinada y los niveles
generales que se establecen en los ECA. La implementacidn de estos instrumentos debe
asegurar que no se exceda la capacidad de carga de los ecosistemas, de acuerdo con las

normas sobre la materia (Congreso de la Republica, 2005).
Decreto Supremo N° 004-2017- MINAM- ECAS

La presente norma tiene por objeto compilar las disposiciones aprobadas mediante el
Decreto Supremo N° 002-2008-MINAM, el Decreto Supremo N° 023-2009-MINAM v el
Decreto Supremo N° 015-2015-MINAM, que aprueban los Estandares de Calidad
Ambiental (ECA) para Agua, quedando sujetos a lo establecido en el presente Decreto
Supremo y el Anexo que forma parte integrante del mismo. Esta compilacién normativa
modifica y elimina algunos valores, parametros, categorias y subcategorias de los ECA, y

mantiene otros, que fueron aprobados por los referidos decretos supremos. (MINAM, 2017).
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DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM
DISPOSICION COMPLEMENTARIA DEROGATORIA

Derdgase el Decreto Supremo N° 002-2008-MINAM, el Decreto Supremo N° 023-
2009-MINAM vy el Decreto Supremo N° 015-2015-MINA:
e Estos estandares sirven o se utilizan para realizar sistemas de gestion de Ambiental
en el Pais.
e Los ECA no estan sujetos a fiscalizacion o sancion.

e Particularmente se distinguen de los LMP.

Tabla 1 Categoria 1: Poblacional y Recreacional

Subcategoria A: Aguas superficiales destinadas a la produccion de agua potable

Parametros Unlda_d de Al A2 A3
medida
Aguas gue
pueden ser Aguas que pueden ser

ppm potabilizadas con

potabilizadas con . .
tratamiento convencional

desinfeccion

Cobre mg/L 20 200 2000

Origen de la Biorremediacion

Se ha descubierto que la biorremediacién ya se utilizaba inconscientemente por los
romanos desde el siglo VI a.C. aproximadamente, lo cual empleaban técnicas para limpiar

las aguas residuales (Ruiz, 2017).

Inicialmente se dieron las primeras investigaciones a fines del afio 1946, donde se
evalué el alcance de los microorganismos para degradar contaminantes, con el fin de utilizar

métodos que contrarrestar la contaminacion (Diaz et al, 2021).
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A mediados del siglo XX Claude E. Zobell encontr6 en la naturaleza
microorganismos que aprovechaban a los hidrocarburos como fuente de energia y carbono.
En 1960 el hundimiento de un superpetrolero en el canal inglés, fue lo que causé que los
cientificos se centren mas en investigar acerca de la contaminacion derivada del petroleo

(Diaz et al, 2021).

El cientifico norteamericano George M. Robinson inventd la biorremediacidn usando
microorganismos. En la compafia Santa Maria de California trabajo como ingeniero
petrolero y se dedicé a experimentar con microbios en muestras contaminadas con microbios

en los afios 60 (Diaz et al, 2021).
Evolucién de la Biorremediacion

Se usO por primera vez la ingenieria en biorremediacién en Ambler, Pennsylvania
(1972), para el tratamiento de derrames de oleoductos. En 1974 se patento el primer método
de biorremediacion empleado en la limpieza de acuiferos contaminados con gasolina al sefior
Richard Raymond y el método de recirculacion de nutrientes en el tratamiento en aguas

subterraneas patentado por Dick Raymond (Ofia y Gualoto, s.f.).

La degradacion microbiana de los hidrocarburos se estudié fundamentalmente en el
afio 1981, se definieron los factores ambientales, como la cantidad de hidrocarburos a
degradar, la disposicion de oxigeno y nutrientes, los cuales contribuyen con el propdsito de

remediar los vertidos de petréleo (Ofia y Gualoto, s.f.).

En el afio 1990 se realizaba la biorremediacion lo cual se llevaba a cabo con la técnica

ex situ llevando muestras contaminadas al laboratorio para que sean remediadas y en el afio
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2000 evoluciono realizandose los trabajos de biorremediacion dentro del lugar contaminado

(in situ) (Ofa y Gualoto, s.f.).
Objetivos de la Biorremediacion

El objetivo, es estimular a los organismos vivos del medio con compuestos naturales
0 quimicos para que puedan destruir o neutralizar los contaminantes toxicos de un
determinado ambiente, de esa manera transformandolos en sustancias menos toxicas y

mitigando el ecosistema contaminado (Cota et al, 2019)
Tipos de Biorremediacion:
-Segun el organismo empleado son 3:

e Degradacién enzimatica: se colocan las enzimas (a partir de bacterias
modificadas o naturales) en el lugar contaminado para lograr degradarlas en
sustancias mas pequefias que son menos toxicas (Di Paola y Vicién, 2010).

e Remediacion microbiana: se introducen los microorganismos (las bacterias
son las mas utilizadas) directamente en el foco de contaminacién para limpiar
el ambiente. Estos organismos vivos pueden provenir del mismo medio o de
otros ecosistemas, si es necesario se administran nutrientes a estos con el fin
de agilizar el proceso de degradacion y reducir el riesgo ambiental (Di Paola
y Vicién, 2010).

e Fitorremediacion: se usan las plantas para limpiar sitios contaminados,
ademas tiene varios beneficios como el bajo costo y la rapidez que tienen

estas especies vegetales de absorber, acumular, metabolizar, volatizar,
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remover o0 neutralizar las sustancias toxicas presentes. (Di Paola y Vicién,

2010).
-Segun la técnica utilizada son 6:

e Bioaumentacion: es una practica muy extensa y econdémica, donde se
incrementan la poblacion de microorganismos nativos de un ecosistema
y afiadiendo seres vivos adaptados selectivamente, los cuales tienen la
finalidad de acelerar la biorremediacién y repara los dafios, degradando
compuestos que son no biodegradables (Di Paola y Vicién, 2010).

e Bioestimulacion: en esta técnica se modifican las condiciones del suelo
agregando nutrientes, para que la degradacion de contaminantes se
aplique de manera 6ptima (Di Paola y Vicién, 2010).

e Inoculacion: se trata el suelo en el mismo lugar y sin excavarlo. Se
agregan los microrganismos, nutrientes 0 minerales de manera que
faciliten el desarrollo de la degradacién en el lugar contaminado (Di Paola
y Vicién, 2010).

e Land farming (cultivo de la tierra): se recupera el lugar contaminado
mediante organismos propios del sitio, adicionando fertilizantes, estos
son capaces de ser cultivados para que sea posible la degradacion, otra
manera de realizar esta técnica, es excavando el suelo y llevandolo a un
lugar ya preparado donde se tratara la tierra, agregando nutrientes u
organismos si fuera el caso que lo requiera (Di Paola y Vicién, 2010).

e Biopila: se mezcla el suelo preparado con condiciones adecuadas con el

suelo contaminado, los cuales son vigilados por medio de aireacion, es
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una técnica donde se utiliza menor cantidad de equipos (Di Paola y
Vicién, 2010).

e Biofiltro: frecuentemente consiste en recipientes (biorreactores) que son
unas cépsulas confinadas donde existe gran control y los organismos son
seleccionados de acuerdo a su capacidad de degradar ya que usualmente

se tratan materiales peligrosos (Di Paola y Vicién, 2010).
-Segun el lugar de realizacion son 2:

e In situ: los microorganismos utilizados son los que se encuentran
directamente en el lugar contaminado donde se va a intervenir, como
también se pueden afiadir organismos especificos en el ecosistema
contaminado.

e EXsitu: se remueve el sitio para retirar el contaminante y transportarlo a
un lugar adecuado para que sea tratado fuera del lugar de su procedencia

(Di Paola y Vicién, 2010).

Marco conceptual

Adsorcién

La adsorcion es una técnica utilizada para la remocion de una gran variedad de
contaminantes, ya que tiene una alta capacidad de remediar y ademas presenta selectividad
segun el tipo de adsorbente que se usara (Sanchez, 2022). Ademas, se considera un método
de conversion de masa, debido a que los residuos son transferidos ya sea por interacciones
fisicas o quimicas segun los sitios activos del adsorbente empleado. Algunas de las

caracteristicas que debe tener un buen adsorbente es que se necesite una gran area superficial,
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una distribucion correcta del tamafio de poro, grupos funcionales, polaridad adsorbente, ello

determinaré la calidad del proceso de adsorcién (Pavon et al, 2021).
Cobre

El cobre es un metal que se utiliza en diversas actividades, principalmente en las
extracciones mineras, produccion que continla en ascenso, ocasionando una acumulacion
excesiva para el medio ambiente. Este metal al combinarse con otros elementos se vuelve
muy dificil de bioadsorber, generando acidez en los cuerpos de agua y suelo, en altas
concentraciones el cobre en distintos ecosistemas ocasiona peligros irreversibles,
perjudicando a las especies que se encuentran en él, ademas puede encontrarse en varios
alimentos de forma natural ya que el organismo necesita de este metal, pero a
concentraciones mas altas de 100 mg afecta negativamente a los seres vivos, los mas
comunes son: el Sulfato de Cobre penta-hidrato (CuSQO4.5H20), Acetato de Cobre (Cu
(CH3COO0)2), Cianuro Cuproso (CuCN), Oxido Cuproso (Cu20), Cloruro Cuprico
(CuCL2), Oxido Cuprico (CuO) y Naftenato de Cobre ([(CH2)nCOO]2Cu). Estos al ser

ingeridos puede ocasionar la muerte (Cruz et al, 2015)
Factores que influyen en la adsorcién

Algunos factores que influyen en la bioadsorcidn son las altas concentraciones de los
metales, muchas investigaciones obtuvieron resultados donde a medida que la concentracion
inicial del cobre aumenta el porcentaje de adsorcion va disminuyendo. Asimismo, la
superficie de las particulas varia de acuerdo con la relacion del electrolito y el tipo de carga
que existe. Un factor presente es el efecto del pH, ya que se considera un parametro muy
importante en el proceso de bioadsorcion debido a que tiene un efecto directo en la

solubilidad de los metales, es decir en la activacion de los grupos funcionales; por ello, este
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puede modificar la adsorcion de los metales dependiendo de la biomasa utilizada. La
determinacion del tiempo es un factor que tiene en cuenta la cantidad adsorbida de cada
metal por la biomasa utilizada en un tiempo (Fernandez et al, 2018). También se tiene en
cuenta la temperatura, ya que a medida que las reacciones del proceso de adsorcion son
exotérmicas el grado de adsorcion sera indiscutiblemente mayor al momento de disminuir la
temperatura (Miguel-Gallo, 2017). Otros factores encontrados son el tamafio de la particula
y la presencia de otros iones, ya que coexisten diversos elementos relacionados los cuales
pueden dificultar la remocion orientada a diferentes metales, algunos aniones mas comunes
son los sulfatos, los carbonatos, cloruros, fosfatos y algunos fluoruros que posibilitan la

complejidad con los iones y dificulten el proceso (Moreno, 2018).
Saccharomyces Cerevisiae

La Saccharomyces Cerevisiae o también conocida como levadura de cerveza es un
tipo de eucariota unicelular que pertenece al reino de los hongos, se tiene entendido que fue
uno de los primeros en ser domesticado por el hombre, se considera una especie de hongo
unicelular perteneciente al filo Ascomicota y a la clase de hemiascomicete-
Saccharomicetales. Esta levadura ha sido empleada por mas de un siglo en el &mbito de la
reposteria y la fabricacién de cerveza, actualmente es utilizada para la produccion de
insulina, anticuerpos, albumina y otras sustancias muy importantes para la humanidad, como
también ha permitido dilucidar los mecanismos moleculares que ocurren durante un ciclo
molecular en células eucariotas (Cajal, 2022). Se tiene un historial de las primeras
aplicaciones en la produccién de bebidas alcohdlicas originario de China aproximadamente
en los afilos 700 A.C y en el leudado en Egipto mucho antes de los afios 500 A.C. Su proceso

se lleva a cabo solo en la ausencia de oxigeno en el cual se consume el azlcar para poder
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formar el alcohol. Asimismo, esta levadura posee caracteristicas de transformacion en el
organismo eucariota, estas ventajas son sumadas en sus beneficios para el medio ambiente y
la salud del ser humano. La levadura de cerveza se produce por un tipo de division asimétrica
asignada como gemacion, esto permite diferenciar entre una célula madre y una célula hija,
también se puede mantener constante como un haploide, es decir una copia de informacion
genética o un diploide, informacidn genética duplicada, ademas de poseer solo un ciclo
sexual que da paso al uso de herramientas de genética tradicionales (Coronel y Valdez,

2018).
1.2. Formulacion del problema

¢Cual es la eficiencia de la biorremediacidn de agua destilada contaminada por cobre

mediante la aplicacién de levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae?
1.3. Objetivos

General: Determinar la eficiencia de la biorremediacion de agua destilada

contaminada por cobre mediante la aplicacion de levadura de cerveza.
Obijetivos Especificos:

1. Realizar la evaluacion de la biorremediacion con levadura de cerveza en los
3 niveles de concentraciones de cobre (2000 ppm, 5000 ppm, 10000 ppm).

1. Determinar la efectividad de 4 distintas cantidades de biomasa viva y muerta
(0,19; 0,5 ¢; 1 g; 1,5 g) para la biorremediacion de aguas contaminadas por

cobre.
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1.4. Hipdtesis General

La levadura de cerveza reduce significativamente la concentracion de cobre en aguas

sintéticas contaminadas, con una eficiencia del 50% en todas las concentraciones evaluadas.
Hipotesis de Objetivo Especifico 1:

La evaluacion de la biorremediacion aplicando levadura de cerveza determinara su
efectividad en los 3 niveles de concentraciones de cobre (2000 ppm, 5000 ppm, 10000 ppm)

presentes en el agua destilada contaminada por el metal.
Hipotesis de Objetivo Especifico 2:

La efectividad de 4 distintas cantidades de biomasa viva y muerta (0,1g; 0,59; 1 g;
1,5 g) determinara su optimizacién para la biorremediacion de agua destilada contaminada

por cobre.
1.5. Justificacion

La contaminacion por cobre es un problema ambiental muy grave porque afecta la
salud de las personas y la biodiversidad de los ecosistemas acuéticos. Este metal es utilizado
ampliamente en distintas industrias, sin embargo, cuando el cobre es liberado en altas
concentraciones produce un mal significativo, produciendo efectos negativos en los

organismos Vvivos.

Por ello es de vital importancia desarrollar métodos ecoldgicos para eliminar el cobre
de todas las aguas contaminadas donde se encuentra presente. El método de biorremediacion
para reducir la contaminacion de cobre en ecosistemas acuaticos es una alternativa eficaz,
prometedora, econémica y amigable con nuestro medio ambiente ya que, los hongos que se

utilizaron para descontaminar el agua destilada con cobre actuaron de manera positiva,
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tolerando y acumulando altas concentraciones de este metal en su biomasa, de esta manera

se logra disminuir la cantidad de cobre en los medios acuosos preparados.

Por otro lado, el método empleado sirve como tratamiento de agua destilada
contaminada por cobre sin generar un impacto ambiental negativo. Por lo tanto, la levadura
Saccharomyces cerevisiae tiene un gran potencial para biorremediar agua destilada
contaminada por cobre en diferentes concentraciones, en un orden de magnitud similar a los
efluentes naturales en el que comunmente empresas mineras, agricolas, industriales y de
medicina vierten sus residuos, por ello se puede reemplazar los métodos convencionales a
un tratamiento bioldgico para contribuir con estrategias para el manejo sustentable de los

recursos hidricos y la proteccion del ambiente.
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CAPITULO Il: METODOLOGIA
2.1. Tipo y disefio de investigacion

El tipo de investigacion fue de tipo aplicativa ya que, se busca aplicar toda la teoria
existente en situaciones reales en la préctica directamente para comprobar su accionar en

cada contexto en especifico determinado (Cegarra, 2011).

El disefio es experimental, se refiere a la manipulacion controlada de las variables
que influyen en el fendmeno de estudio, en este caso, la biorremediacion por levadura de
cerveza. El disefio experimental, permite analizar el efecto de varios factores y sus
interacciones sobre la variable respuesta, en este caso, la concentracion final de cobre en el
agua. Los factores estudiados fueron la concentracion inicial de cobre, el tiempo y la relacion

masa/volumen de agua contaminada.

Ademas, la presente investigacion fue de enfoque cuantitativo, que consiste en la
realizacion, desarrollo y recoleccion de informacion relevante para los resultados de la
investigacién mediante datos numéricos que servirdn para una posterior interpretacion a
través del analisis del propio investigador, producto de la informaciéon encontrada que

ayudara a contrastarse con lo mencionado en los antecedentes planteados (Quezada, 2021).
1.2. Poblacion y muestra

La poblacion y muestra de esta investigacion fue conformada por el agua destilada
contaminada por cobre la cual fue compuesta por: 4 L de agua destilada + CuSO4.5H.0

(reactivo) como simulacién de los medios acuosos contaminados con metales.
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2.3. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos y procedimiento
Equipos y materiales:

e Balanza digital OHAUS

e Campana de Flujo Laminar Cruma FL-1 CRFL1

e Agitador magnético Stir Station Vernier

e Vaso precipitado 500 ml

e Matraz Erlenmeyer 500 ml

e Placas Petri

e Tubos de ensayo

e Luna de reloj

e Espectrofotometro Thermo Scientific Orion AquaMate 8000 UV-Vis
e Mechero

e Incubadora de conveccion Daihan Scientific ThermoStable SIF - 50
e Estufa digital Ecocell LSIS-B2V/ EC 111

e Pipeta

e Centrifuga Centrifuge PLC-03 series

e Autoclave Fravill AVDA30

e Espatula de drigalsky y cucharita de metal

e Agar Papa Dextrosa (APD)

e Metal (sulfato de cobre)

e Formaldehido al 40%

e Levadura de cerveza industrial (S.cerevisiaea)
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e Papel de aluminio

e Gasa
e Algodén
e Hilo pabilo

e Papel toalla

e Papel filtro Whatman

-Técnicas:

1) Adsorcion: Para la captacion del cobre dentro de la solucidn se utilizo la técnica
de adsorcion, donde la levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae entra en
contacto con el cobre dentro de la solucion contaminada, lo cual este metal se adhiere

a la levadura mediante la captacion de la pared celular.

2) Espectrofotometria de Absorcion Atomica: Es una técnica analitica
instrumental donde un atomo absorbe luz a longitudes de ondas especificas, donde
se utilizé el espectrofotdmetro Thermo Scientific Orion AquaMate 8000 UV-Vis. De
esta manera, analizamos las muestras contaminadas con sulfato de cobre a una
longitud de onda de 815 nm, la cual sirvio para obtener la absorbancia y a su vez

permitio la evaluacion del cambio de las concentraciones.

-Instrumentos para la recoleccion de datos:

1) Hoja de célculo de recopilacion de datos: se utilizé el programa de Excel para

registrar los resultados de absorbancia obtenidos del espectrofotometro,
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seguidamente se analizaron los datos para realizar los calculos de la concentracion y

hallar la eficiencia, lo cual se utilizo tablas, graficos, cuadros y formulas.

PRUEBA DE LEVADURA MUERTA Y VIVA

Paso 1: Esterilizacion de materiales

Se inici6 forrando con papel Kraft las 20 placas Petri, el vaso precipitado, el matraz,
el gotero y la espatula de Drigalsky, posteriormente se rotula cada material para poder

llevarlo a la autoclave y se esterilicen durante 15 minutos a 120 °C con presion de 15 Pa.

Paso 2: Preparacion del medio de cultivo

Empezamos pesando 7.8 g del Agar Papa Dextrosa, seguidamente se depositd en un
matraz de 500 ml y se agregé 200 ml de agua desionizada, para que se pueda diluir
completamente nos ayudamos con un mechero a 50 °C por 1 minuto. Luego, el matraz ya
listo se llevo a la autoclave por 15 minutos a 120 °C con 15 Pa. Cumpliendo el tiempo
establecido, se llevé el matraz a la Campana de Flujo Laminar con las 20 placas Petri
esterilizadas para realizar el vaciado libre de contaminacion. El vaciado de cada placa fue

midiendo 0,5 cm de altura.

Paso 3: Preparacion de la levadura

Se realiz6 el peso de 5 g de Saccharomyce c. y 5 g de sacarosa (nutriente),
seguidamente se mezclé 100 mL de agua desionizada en un vaso precipitado, lo cual se

colocé en un agitador magnético y se mantuvo con agitacion constante de 100 rpm durante
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10 minutos. La mezcla después de ser diluida a 30 °C fue llevada a la Camara de Flujo para

Su reposo.
Paso 4: Sembrado de levadura

El sembrado se llevo a cabo dentro de la Campana de Flujo Laminar, siempre con la
ayuda de un mechero para desinfectar todo material a utilizar. Se repitié el mismo
procedimiento en las 20 placas. Con ayuda de un gotero se inicié dejando caer tres gotas de
la mezcla de levadura con la sacarosa en la placa con el medio de cultivo, enseguida con la
espatula de Drigasky (flameada con mechero) se esparcié la mezcla por toda el area y se
finalizo cerrando la placa previamente flameada para evitar que se contamine el sembrado
(repetir con las 19 placas restantes). Para terminar, se llevo a incubacion por 4 dias en una
incubadora de convencién a 25 °C lo cual es el tiempo estimado para la reproduccion de

biomasa activa, lista para su posterior uso.
Paso 5: Separacion de la levadura

La levadura que se encuentran en las 20 placas Petri se retird de la incubadora, solo
10 de ellas fueron neutralizadas formandose biomasa muerta, las otras 10 se dejaron para los
ensayos con biomasa viva. De estas placas seleccionas se separ6 los hongos del Agar Papa
Dextrosa con una cucharita de metal y se acondiciond dentro de 3 tubos de ensayo

respectivamente.

Paso 6: Preparacion de Formaldehido
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En una probeta se agregd 99 mL de agua desionizada, luego con una pipeta se afiadio
1 mL de formaldehido al 40%. Al mezclar estas dos sustancias se obtuvo 100 mL de

formaldehido al 1%.
Paso 7: Muerte y secado de la biomasa

La levadura activa que se encuentra en los tubos de ensayo se le agregd 10 mL de
agua desionizada en cada tubo, lo cual fueron llevados a la centrifuga durante 2 minutos con
50 rpm donde se realiz6 la separacién y se removié completamente los residuos.
Posteriormente se retir6 los tubos de la centrifuga y se vertid el agua desionizada para que
solo quede la biomasa de levadura en la parte inferior, luego se afiadi6 10 mL de
formaldehido al 1% a los tubos de ensayo y esta quedd inmersa durante 2 min dentro de la
centrifuga. Seguidamente se realizé un segundo lavado con 10 mL de agua desionizada para
retirar el excedente de formaldehido, y luego de este proceso la levadura muerta se coloco
dentro de una placa Petri con ayuda de una cucharita de metal, lo cual en una placa se obtuvo
0.94 g de levadura semi solida y en la segunda 2,9 g, estas fueron llevadas a la estufa digital

a 65 °C por 24 horas, con el fin de secarla completamente.
Paso 8: Preparacion de concentracion de Cobre

Procedimiento para agua destilada contaminada en laboratorio con cobre total a 2000

ppm:

Se analizo la formulacion del sulfato de cobre (CuSO4.5H.0) ya que en su
composicion se tiene cobre total (Cu), este compuesto posee un peso molar de 249,5 g/mol

donde el 25,5 % de este peso corresponde al cobre total, donde se realizé los calculos que
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por cada 249,5 g/mol de CuS04.5H,0 se tuvo 63,5 g/mol de Cu, seguidamente Para una

concentracion 2000 ppm de Cu: ¢ Cuéanto necesitaremos de CuS04.5H20?

Calculo de la concentracion:

B mg (soluto)
ppm = volumen soluciéon (Litros)

Convirtiendo a gramos la concentracion de 2000 ppm por litro se necesito 2 g. De
esa manera se calculé que para tener 2 g de cobre total se necesitd por proporcion 7.858 g
de CuS0O4.5H20. Entonces el soluto fue de 7,85 g para tener una concentracion de 2000 ppm
de “cobre” en un litro de agua destilada. Convenientemente para 500 mL de agua se utilizo

3.93 g de CuS04.5H20. Esta mezcla fue llevada a cabo dentro de un vaso precipitado, donde
se utilizo las 2 partes de agua para diluir seguidamente se afadio la i parte faltante, para

completar se diluyé con ayuda de un agitador magnético a 800 rpm por 15 minutos a

temperatura ambiente.
Paso 9: Preparacion de disoluciones contaminadas.

Para la obtencion de concentraciones convenientemente se utiliz6 500 mL de agua y
3,93 g de CuS0O4.5H0, estos pesos fueron mezclados para obtener una concentracion de
2000 ppm. Asi mismo, para la generacion de las muestras siguientes de 5000 ppm y 10000
ppm se utilizd 9,825 g y 19,65 g de CuS0O4.5H20, para cada disolucion se agrego 500 mL de
agua destilada, dentro de matraces de la misma capacidad, seguidamente se mezcl6 con el
agitador magnético a 1500 rpm. Donde quedaron listas para interactuar con las biomasas

vivas y muertas.
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Paso 10: Obtencion de longitud de onda o0ptima para lo toma de corridas

Para hallar una correcta absorcion analizaremos la longitud de onda méas adecuada
para una muestra de concentracién stock de 2000 ppm, donde se evalu6 entre los intervalos
de 600 nm a 1100 nm, teniendo en cuenta que estos valores pertenecen al rango de color de
nuestro metal a evaluar CuS0O4.5H20, utilizamos el espectrofotometro y la opcién barrido
partiendo desde un blanco, se encontré un maximo para los 815 nm de absorcién, longitud

de onda que utilizamos para la toma de corridas.

Paso 11: Elaboracion de linea de calibracion y ecuacion de la recta para la

concentracion.

Preparamos la linea de calibracion a partir de valores conocidos, donde se utilizé la
ecuacion de la recta como medio que definiran los cambios en la concentracion, se tuvo una
ecuacion lineal de valores correlacionales gracias a la evaluacion de diluciones previamente
establecidas de 1000 ppm a 10 000 ppm de CuSO4.5H20 como las muestras a analizar, esto
fue posible al usar el espectrofotdémetro como instrumento de estudio, donde se enfatiz6 en
la numeracion de absorbancia como principal valor proporcional. A su vez la varianza debia
tener un valor maximo de 1<y minimo > 0,999, estos datos apoyan la veracidad del método
experimental, concluyendo con la ecuacion lineal que nos permitira calcular las siguientes

concentraciones pertenecientes a las futuras absorbancias del estudio.
Paso 12: Agua destilada contaminada con biomasa muerta en contacto

Con la biomasa de 3,8 g que se obtuvo en el cultivo anterior, se dividio en pesos de

059,19y 1,5 g, cantidades destinadas para las muestras de 500 mL con Cu, para su
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interaccion controlada por intervalos de tiempos de 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos. Donde
se empez0 con la solucién de 500 ml de cobre a 2000 ppm, la cual entrd en contacto desde
el minuto cero con una biomasa de 0,5 gramos, a su vez esta muestra fue evaluada
inicialmente por el espectrofotometro, calculando una absorcidn antes de entrar en contacto
con la biomasa, este dato fue comparado con las siguientes corridas, asi mismo, se replico
para los intervalos hasta llegar al tiempo de 1 hora donde se filtré parte de la muestra, a estas
partes les llamamos alicuotas, puesto gque solo se tomé 100 mL del total, siguiendo con las
corridas para 90 minutos la misma alicuota se centrifugd para su evaluacion, asi para
terminar a los 120 minutos se filtré y centrifugd como dltima corrida a evaluar, estos
resultados fueron analizados y comparados donde se tomaron en cuenta los mas favorables.
Finalmente, se duplicoé el procedimiento para un mayor alcance y conseguir un menor

margen de error.
Paso 13: Corridas de levadura muerta y recopilacion de datos

Posteriormente se recopild los datos de absorcién obtenidos de la interaccion con
levadura inerte, las cuales se repartié en muestras de 250 mL de agua contaminada con 0.1,
0,5, 1, 1,5 gramos respectivamente, donde la biomasa entro en con contacto con muestras de
concentracion stock de 2000, 5000, 10000 ppm relacionadas al tiempo de contacto. Se separ6
en alicuotas de 10 ml puestos en tubos de ensayos, con estas muestras se llend cubetas de 5
mL cada una para su analisis en el espectrofotometro Thermo Scientific Orion AquaMate
8000 UV-Vis, previamente se establecio una longitud de onda de 815 nm, donde primero se
toma el blanco para calibrar y segundo la absorcion de la muestra contaminada, estos datos
se recopilaron para posteriormente ser agrupados en cuadro de doble entrada, donde se

facilita su analisis y comparacion.



“PN “EFICIENCIA DE LA BIORREMEDIACION DE AGUA
1 UNIVERSIDAD DESTILADA  CONTAMINADA POR  COBRE

PRIVADA

DELNOTE MEDIANTE LA APLICACION DE LEVADURA DE

CERVEZA Saccharomyces cerevisiae”

Paso 14: Separacion de la levadura

Con el cultivo de las 10 placas separadas anteriormente (descritas en el paso 5), se
acondicionadas en tubos de ensayos de 10 mL respectivamente. Las cuales fueron
enjuagadas con 3 mL de agua desionizada para extraer el sobrante del agar. De esa manera

poder obtener la biomasa y realizar las corridas con levadura viva.
Paso 15: Corridas de levadura viva y recopilacion de datos

Posteriormente se recopilé los datos de absorcion obtenidos de las corridas con
levadura activa, las cuales se repartié en muestras de 250 mL de agua destilada contaminada
con 0,1, 0,5, 1, 1,5 gramos respectivamente, donde cada volumen contaba con una
concentracion stock de 2000, 5000, 10000 ppm. Las tomas de cada corrida se realizaron en
tiempos de 15 minutos, estas se separaban en alicuotas de 10 mL puestos en tubos de
ensayos, con estas muestras se llené cubetas de 5 mL cada una para su analisis en el
espectrofotometro Thermo Scientific Orion AquaMate 8000 UV-Vis, donde previamente se
establecio una longitud de onda de 815 nm, donde primero se toma el blanco para calibrar y
segundo la absorcion de la muestra, estos datos se recopilaron para la posterior tabulacion

en un cuadro de doble entrada y asi facilitar su analisis.
Paso 16: Analisis de datos

Se tomo en cuenta los datos con mayor cambio de absorbancia respecto a su
disminucion de la absorcion inicial. A partir de las 7 corridas evaluadas por cada prueba
donde se seleccioné las 3 ultimas corridas con tiempos de 60 min, 90 min y 120 min.

Seguidamente con cada dato de absorbancia seleccionada se calculé su concentracion,
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reemplazando en la ecuacion de la recta ya establecida previamente en el paso 11, estos datos
se llevaron a analizar en grupos, teniendo en cuenta la concentracion inicial y la cantidad de
biomasa en interaccion. Posteriormente poder determinar la concentracion final mas

favorable.
Paso 17: Calculo de la eficiencia

Con la concentracion final del paso 16 se reemplaz6 en la formula de célculo de la
eficiencia para encontrar el porcentaje mas favorable para cada prueba, donde se tuvo en
cuenta la variacion de resultados de eficiencia por cada biomasa y concentracion, finalmente
se eligid los porcentajes 6ptimos para demostrar que el presente trabajo de investigacion es
una opcién eco amigable para la remedicion de agua destilada contaminada por metales

como el cobre.

Calculo de la eficiencia de bioadsorcion

La eficiencia de bioadsorcion (EBA) se determino con la siguiente ecuacion:

_ [Cu,] — [Cuf]
~ [Cuy

EBA x 100%

Dénde: CuO = concentracion de cobre inicial en la solucion acuosa; Cuf =

concentracion de cobre final en la solucidn acuosa.

-Aspectos éticos: En el presente trabajo de investigacion se ha recopilado
informacion de distintas fuentes como, libros, tesis, articulos cientificos, repositorios,
bibliotecas virtuales de diversas paginas confiables, donde se ha recolectado toda la

informacion y se ha respetado los derechos de autor al momento de realizar las citas
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correspondientes respetando las normas APA 7ma edicion. Ademas, se tuvo consideracion
la ética medio ambiental, resaltando el respeto hacia los ecosistemas contaminados, ya que
por los distintos dafios ambientales encontrados, se busco una alternativa de solucion para
remediar tales desastres y conservar los rios afectados, de esa manera también aplicamos el
valor de la responsabilidad con nuestras areas naturales, al tener todas las intenciones de
hacernos responsables de los impactos negativos generados, lo cual las empresas que vierten
sus residuos en los rios y lo contaminan, también deberian hacerse responsables y tomar
conciencia, al buscar técnicas que puedan remediar sus acciones para que exista una buena

calidad de vida para las futuras generaciones.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS

RESULTADO 1: Evaluacion de la biorremediacion con levadura de cerveza en

los distintos niveles de concentraciones de cobre.

En la tabla 2 se muestra los intervalos para la obtencion de la longitud de onda
adecuada, para los ensayos de las corridas siguientes, donde se utiliz6 como concentracion
stock a 2000 ppm de sulfato de cobre. Teniendo en cuenta los datos de colorimetria para el
cobre azulado. Por otro lado, en la figura 1 el espectro adecuado para realizar las corridas o
tomar resultados mas adecuados es de 815 nm, frente a las diferentes longitudes donde la

mayor absorbancia fue de 0,315.

Tabla 2 Lectura de absorbancia respecto a la longitud de onda

nggg(undm%e Absorbancia
600 0,097
700 0,157
800 0,289
815 0,315
900 0,290
1000 0,250
1100 0,180

Nota: Los valores dados corresponden a la colorimetria establecida para (CusO4).
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Figural cinética de crecimiento de absorbancia vs longitud de onda.

En la tabla 3 se muestra los valores para la obtencion de la linea de calibracién, estos
puntos se unen mediante una recta formando una linea de tendencia con pendiente, donde se
obtuvo una ecuacion para absorcion frente a una concentracién establecida, las cuales fueron
de 0 a 10000 ppm, determinados por medio de una dilucién continua. Por otro lado, en la
figura 2 el esquema representa la linealidad de los valores de absorbancia, donde se

determind la ecuacion adecuada por presentar un R? = 0,99994.

Tabla 3 Lectura de absorbancia promedio de solucién de sulfato de cobre

Concentracién (Cu) Absorbancia

ppm

0 0,000
1000 0,337
2000 0,678
3000 0,973
4000 1,297
5000 1,624
6000 1,942
7000 2,269
8000 2,590
9000 2,919
10000 3,237
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Nota: Cada concentracion fue determinada anteriormente y evaluado por el espectro a una longitud de onda
de 815 nm.

Figura 1 Curva de calibracién de Sulfato de Cobre

Linea de calibracién

3.500 y = 0,00032x + 0,01118 )
3.000 R? = 0,99994 e
W2500 e o’
S e
E 2.000 "
.0
1.500 e
1.000 T
@
0.500 o
0.000 &
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Concentracién

Nota: Se observa la curva de calibracion de sulfato de cobre y donde se obtuvo un valor de R2 = 0,99994, lo
cual aseguran la certeza del ajuste de los puntos experimentales a la recta de calibrado. Asi mismo, se
establecié el modelo correspondiente a la curva de calibraciony =0,00032x + 0,01118, el cual permite encontrar
cualquier valor de Cu desde una absorbancia determinada.

En latabla 4 se muestran los resultados de las corridas realizadas con levadura muerta
para la variacion de absorbancia, donde las biomasas de 0,1, 0,5, 1, 1,5, gramos entraron en
contacto con las soluciones de cobre al 2000 ppm, 5000 ppm y 10000 ppm de concentracién,
las corridas se llevaron a cabo en intervalos de tiempo de 0 a 120 min por cada 15 minutos,
tomando alicuotas de 10 mL por corrida de las cuales se analiz6 3 mL por triplicado con
ayuda de una cubeta, donde se verificd que al pasar un tiempo mayor de 60 minutos la
absorbancia disminuye considerablemente, donde se resaltd las caracteristicas de estas
ultimas evaluaciones, pues se consideré un tratamiento previo de centrifugado, filtrado y
centrifugado mas filtrado. Estos aspectos conllevaron a un mejor y mayor alcance de la
levadura para adsorber el metal. Este mismo procedimiento se replico en la tabla 5 donde se
cambié la levadura muerta por levadura viva. Teniendo en cuenta un cuidado especial para

el manejo de la biomasa viva.
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Tabla 4 Determinacién de absorbancia para corridas con levadura muerta

Concentracién

Levadura  (PPM) 2000 5000 10000

muerta Biomasa(@ 01 05 1 15 01 05 1 15 01 05 1 15
Tiempo (min) ABSORBANCIA

0 0,686 0,686 0,686 0,686 1,587 1,587 1,587 1,587 3,212 3,212 3,212 3,212
15 0,566 0,511 0,551 0,521 1,332 1,342 1,377 1,277 2,877 2,852 2,849 2,862
30 0,515 0,435 0,473 0,423 1,182 1,082 1,112 1,172 2,532 2,483 2,617 2,581
45 0,461 0,364 0,484 0,375 0,932 0,852 0,972 0,882 2,182 2,171 2,174 2,177
Centrifugado 60 0,359 0,348 0,328 0,317 0,882 0,767 0,856 0,801 1,932 1,687 1,577 1,627
Filtrado 90 0,321 0,327 0,315 0,277 0,732 0,644 0,744 0,759 1,882 1,565 1,562 1,482
Ce”}f{litfr“a%"’c‘)d“ 120 0,285 0,258 0,279 0,263 0,715 0,508 0,697 0,677 1,432 1,510 1,447 1,349

Nota: El procedimiento del centrifugado + filtrado fue el mas 6ptimo.

Tabla 5 Determinacion de absorbancia para corridas con levadura viva

Concentracion

(ppm) 2000 5000 10000
Levaduraviva  giooca) 01 05 1 15 01 05 1 15 01 05 1 15
Tiempo (min) ABSORBANCIA
0 0,680 0,680 0,680 0,680 1,616 1,616 1,616 1,616 3,223 3,223 3,223 3,223
15 0,700 0,679 0,670 0,590 1,566 1,511 1,251 1,321 2,982 2,787 2,990 3,107
30 0,650 0,642 0,652 0,582 1,215 1,235 1,273 1,223 1,914 2,114 2,133 2,123
45 0,500 0,532 0,532 0,512 0,961 0,964 0,997 0,988 1,802 1,923 1,953 1,923
Centrifugado 60 0,450 0,517 0,477 0,645 0,759 0,778 0,758 0,737 1,776 1,774 1,870 1,675
Filtrado 90 0,400 0,492 0,382 0,422 0,481 0,427 0,425 0,427 1,677 1,653 1,587 1,464
Ce”;irlitfr‘;%%d“ 120 0,350 0,467 0,247 0,282 0,450 0,350 0,389 0,393 1,350 1,272 1,250 1,157

Nota: El procedimiento del centrifugado + filtrado fue el mas 6ptimo.

En la Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9 se coloc6 los valores méas sobresalientes de
absorbancia de la Tabla 4 respecto a las soluciones de cobre con biomasa muerta de (0,1 g;
0,59g;1g; 1,5g), donde se produjo una mayor disminucion del valor inicial de absorbancia
para los tiempos de 60, 90 y 120 minutos, finalmente se calculd la concentracién final

mediante el uso de la linea de tendencia, donde se interpolo haciendo uso de la ecuacion de
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la recta con los valores ya conocidos de absorbancia para hallar sus respectivas

concentraciones.

Tabla 6 Calculo de concentracién final con 0,1 g de biomasa muerta.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracién
muerta inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,686 0,359 2000 1086,938
0,686 0,321 2000 968,188
0,686 0,285 2000 855,688
1,587 0,882 5000 2721,313
01g 1,587 0,732 5000 2252,563
1,587 0,715 5000 2199,438
3,212 1,932 10000 6002,563
3,212 1,882 10000 5846,313
3,212 1,432 10000 4440,063

Nota: Se tomod los 3 valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura muerta de 0,1 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracion. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 7 Calculo de concentracion final con 0,5 g de biomasa muerta.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion
muerta inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,686 0,348 2000 1052,5625
0,686 0,327 2000 986,9375
0,686 0,258 2000 771,3125
1,587 0,767 5000 2361,9375
05¢g 1,587 0,644 5000 1977,5625
1,587 0,508 5000 1552,5625
3,212 1,687 10000 5236,9375
3,212 1,565 10000 4855,6875
3,212 1,510 10000 4683,8125

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura muerta de 0,5 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracion. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 8 Calculo de concentracion final con 1 g de biomasa muerta.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracioén Concentracioén
muerta inicial final inicial (ppm) final (ppm)
1 0,686 0,328 2000 990,0625
9 0,686 0,315 2000 949,4375
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0,686 0,279 2000 836,9375

1,587 0,856 5000 2640,0625

1,587 0,744 5000 2290,0625

1,587 0,697 5000 2143,1875

3,212 1,577 10000 4893,1875

3,212 1,562 10000 4846,3125

3,212 1,447 10000 4486,9375

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura muerta de 1 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracién. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 9 Calculo de concentracion final con 1,5 g de biomasa muerta.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion
muerta inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,686 0,317 2000 955,6875
0,686 0,277 2000 830,6875
0,686 0,263 2000 786,9375
1,587 0,801 5000 2468,1875
159 1,587 0,759 5000 2336,9375
1,587 0,677 5000 2080,6875
3,212 1,627 10000 5049,4375
3,212 1,482 10000 4596,3125
3,212 1,349 10000 4180,6875

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura muerta de 1,5 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracion. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

En la Tabla 10, Tabla 11, Tabla 12 y Tabla 13 se colocd los valores mas
sobresalientes de absorbancia de la Tabla 5 respecto a las soluciones de cobre con biomasa
vivade (0,1 g; 0,59; 1 g; 1,5g), donde se produjo una mayor disminucion del valor inicial
de absorbancia para los tiempos de 60, 90 y 120 minutos, finalmente se calcul6 la
concentracion final mediante el uso de la linea de tendencia, donde se interpolo haciendo
uso de la ecuacion de la recta con los valores ya conocidos de absorbancia para hallar sus

respectivas concentraciones.
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Tabla 10 Calculo de concentracion final con 0,1 g de biomasa viva.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion
viva inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,68 0,450 2000 1371,313
0,68 0,400 2000 1215,063
0,68 0,350 2000 1058,813
1,616 0,759 5000 2336,938
019 1,616 0,481 5000 1468,188
1,616 0,45 5000 1371,313
3,223 1,776 10000 5515,063
3,223 1,677 10000 5205,688
3,223 1,350 10000 4183,813

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura viva de 0,1 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracion. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 11 Célculo de concentracion final con 0,5 g de biomasa viva.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion
viva inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,68 0,517 2000 1580,688
0,68 0,492 2000 1502,563
0,68 0,467 2000 1424,438
1,616 0,778 5000 2396,313
059 1,616 0,427 5000 1299,438
1,616 0,350 5000 1058,813
3,223 1,774 10000 5508,813
3,223 1,653 10000 5130,688
3,223 1,272 10000 3940,063

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura viva de 0,5 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracién. Apoyados en la ecuacién

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 12 Calculo de concentracion final con 1 g de biomasa viva.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion
viva inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,68 0,477 2000 1455,688
1g 0,68 0,382 2000 1158,813
0,68 0,247 2000 736,938
1,616 0,758 5000 2333,813
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1,616 0,425 5000 1293,188

1,616 0,389 5000 1180,688

3,223 1,870 10000 5808,813

3,223 1,587 10000 4924,438

3,223 1,250 10000 3871,313

Nota: Tomamos los valores mas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura viva de 1 g, donde
relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracién. Apoyados en la ecuacion de la

recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Tabla 13 Célculo de concentracion final con 1,5 g de biomasa viva.

Biomasa Absorbancia Absorbancia Concentracion Concentracion

viva inicial final inicial (ppm) final (ppm)
0,68 0,645 2000 1980,688
0,68 0,422 2000 1283,813
0,68 0,282 2000 846,313
1,616 0,737 5000 2268,188

15¢9 1,616 0,427 5000 1299,438
1,616 0,393 5000 1193,188
3,223 1,675 10000 5199,438
3,223 1,464 10000 4540,063
3,223 1,157 10000 3580,688

Nota: Tomamos los valores méas sobresalientes de cada corrida para la prueba con levadura viva de 1,5 g,
donde relacionaremos los cambios de absorbancia con los cambios de concentracion. Apoyados en la ecuacion

de la recta permitiéndonos verificar la eficacia al momento de reducir la concentracion inicial con la toma final.

Estos resultados cumplen con la hip6tesis planteada del objetivo especifico 1, ya que
la biorremediacién aplicada con levadura de cerveza determiné una efectividad positiva para
distintos niveles de concentracién, como se puede observar en los resultados obtenidos de
las tablas anteriores lo cual indican que hay disminucion en la concentracion final, gracias a
los ensayos realizados con levadura muerta y viva que adsorbieron el metal del agua
contaminada. Finalmente, estos resultados son un ejemplo de la capacidad de adsorcion de

la levadura Saccharomyces Cerevisiae demostrando en la presente investigacion su eficacia.
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RESULTADO 2: Biomasa viva y muerta para la biorremediacion de agua

destilada contaminada por cobre.

En latabla 14 y 15, se menciona la biomasa de 0,5 gramos que tuvo mayor capacidad
de adsorcion frente al contacto con el metal (Cu), esta biomasa fue evaluada previamente
frente a otros pesos como 0,1, 1, 1,5 gramos, estos valores fueron rescatados de una revision
bibliografica previa mencionado en los antecedentes ademas se puso a aprueba
experimentalmente donde la biomasa con mayor efecto de bioadsorcion frente al metal

contaminante fue de 0,5 gramos tanto en levadura inactiva y viva.

Tabla 14 Determinacion de la concentracion 6ptima por biomasa muerta.

Concentraci6

Biomas Tiemp Absorbanci Absorbancia . Concentracié Eficienci
a 0 (min) ainicial final n Inicial n Final (ppm) a (%)
(ppm)

60 0,686 0,348
90 0,686 0,327 2000 771,3125 61,43
120 0,686 0,258
60 1,587 0,767

0,5 90 1,587 0,644 5000 1552,5625 68,95
120 1,587 0,508
60 3,212 1,687
90 3,212 1,565 10000 4683,8125 53,16
120 3,212 1,510

Nota: Se establecié que para la biomasa muerta de 0,5 gramos la eficiencia es positiva con un valor maximo

de 70 % respectivamente.

Tabla 15 Determinacion de la concentracion optima por biomasa viva

Concentraci6

Biomas Tiemp  Absorbanci  Absorbancia L Concentraciéo Eficienci
a 0 (min) ainicial final n Inicial n Final (ppm) a (%)
(ppm)
60 0,680 0,517
90 0,680 0,492 2000 1424,438 28,78
120 0,680 0,467
05 60 1,616 0,778
' 90 1,616 0,427 5000 1058,813 78,88
120 1,616 0,350
60 3,223 1,774
10000 3940,063 60,6
90 3,223 1,653
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120 3,223 1,272
Nota: Se establecié que para la biomasa viva de 0,5 gramos la eficiencia es positiva con un valor maximo de

80 % respectivamente.

Estos resultados obtenidos cumplen con la hipdtesis del objetivo especifico 2, ya que,
para tres tipos de ensayos realizados con diferentes biomasas donde a 5000 ppm de
concentracion y a los 60, 90 y 120 minutos de tiempo transcurrido la concentracion
disminuy6 en un 78,88 % aproximadamente. De estos ensayos la cantidad de biomasa en
peso gramos mas eficiente fue de 0,5, la cual resalté en funcién a la capacidad de retener
metal y a su vez generar un cambio de concentracion final. Lo cual se obtuvo un tiempo
adecuado de 120 minutos de contacto de la biomasa con el metal, por ende, la eficiencia de
adsorcion sera maxima. Estos resultados comprueban la optimizacion para la
biorremediacion de agua destilada contaminada por cobre.

RESULTADO 3: Eficiencia de la biorremediacion de agua destilada

contaminada por cobre mediante la aplicacion de levadura de cerveza.

En la tabla 16 y tabla 17 se encontré mayor eficiencia respectivamente, con la
concentracion de 5000 ppm de Cu mezclada con 0,5 g de biomasa a 120 minutos de contacto,
donde la concentracion final fue de 1058,813 ppm, al calcular se obtuvo una capacidad de
remocion del 80 % aproximadamente. La cantidad de peso ideal dentro de los ensayos
realizados con 0,1, 0,5y 1 gramos, fue de 0,5 gramos, donde se estableci6 un tiempo 6ptimo
de contacto donde resalta de los demés el de 120 minutos, a su vez la concentracion del
contaminante influye en los resultados mas positivos, cabe resaltar que no se considerd la
biomasa de 1,5 gramos ya que la absorbancia no fue favorable obteniendo una eficiencia
menor al 40%, como se puede observar con la biomasa de 1 gramo dando una eficiencia del

45%.
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Tabla 16 Concentracién y porcentaje éptimo de Cu removido por levadura viva

Absorbancia Absorbancia Concentraciéon Concentraciéon Eficiencia

Biomasa inicial final Inicial (ppm) Final (ppm) (%)

0,68 0,450

0,1 0,68 0,400 2000 1060,815 46,95
0,68 0,350
1,616 0,778

0,5 1,616 0,427 5000 1058,813 78,78
1,616 0,350
3,223 1,870

1 3,223 1,587 10000 3871,313 61,28
3,223 1,250

Nota: Se establecié que, para las biomasas de 0,1, 0,5 y 1 gramo la eficiencia es positiva para el objeto de

estudio.

Tabla 17 Concentracidn y porcentaje éptimo de Cu removido por levadura muerta

Absorbancia Absorbancia  Concentracion Concentracién Eficiencia

Biomasa inicial final Inicial (ppm) Final (ppm) (%)

0,686 0,359

0.1 0,686 0,321 2000 855,688 57,25
0,686 0,285
1,587 0,767

05 1,587 0,644 5000 1552,5625 69,48
1,587 0,508
3,212 1,577

1 3,212 1,562 10000 4486,9375 55,13
3,212 1,447

Nota: Se establecié que, para las biomasas de 0,1, 0,5 y 1 gramo la eficiencia es positiva para el objeto de

estudio.

Se muestra en la tabla 18 y tabla 19 los tiempos mas resaltantes en funcion al cambio
de absorbancia, para tres tipos de concentraciones, donde a 5000 ppm y a los 60, 90 y 120
min de tiempo transcurrido, la absorbancia por parte del espectro disminuyo en un 78,8 %
aproximadamente, respecto a la absorbancia inicial, obteniendo en estos tramos de tiempo

una eficiencia maxima de adsorcion.
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Tabla 18 Determinacion del tiempo 6ptimo para mayor porcentaje de eficiencia de biomasa viva

Tiempo Abs_o_rb_ancia Abso_rbancia Concentracion Eficiencia (%)

(min) inicial final (ppm)

60 0,680 0,450

90 0,680 0,400 2000 46,95
120 0,680 0,350

60 1,616 0,778

90 1,616 0,427 5000 78,8
120 1,616 0,350

60 3,223 1,870

90 3,223 1,587 10000 61,28
120 3,223 1,250

Nota: Se establecié que para los minutos 60, 90 y 120 la eficiencia es positiva para el objeto de estudio.

Tabla 19 Determinacion del tiempo 6ptimo para mayor porcentaje de eficiencia de biomasa muerta

Tiempo Abs_o_rb.ancia Abso'rbancia Concentracion Eficiencia (%)

(min) inicial final (ppm)

60 0,686 0,359

920 0,686 0,321 2000 57,25
120 0,686 0,285

60 1,587 0,767

920 1,587 0,644 5000 69,48
120 1,587 0,508

60 3,212 1,577

920 3,212 1,562 10000 55,13
120 3,212 1,447

Nota: Se establecié que para los minutos 60, 90 y 120 la eficiencia es positiva para el objeto de estudio.
Estos resultados obtenidos no cumplen con la hipotesis del objetivo general, ya que,
en todos los resultados obtenidos se resaltd que la biomasa y el tiempo se relacionan
directamente pero no hubo reduccién significativa de todas las concentraciones finales, de
esta manera la eficiencia no fue del 50% para todas las concentraciones evaluadas, por ello,
gueda a recomendacion llevar un mayor tiempo de interaccion entre una mayor cantidad de
biomasa (0,5<) y el contaminante para establecer si se logra tener una eficiencia mayor o

igual al 50% por parte de la levadura en contacto con el metal.
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CAPITULO IV: DISCUSION Y CONCLUSIONES
Limitaciones

El presente trabajo presento ciertas limitaciones, la primera limitacion fue el acceso
a las investigaciones detalladas e informacion desactualizada, pero se logro realizar la
busqueda de estudios adecuados para la investigacion. La segunda limitacion fue la
obtencion de muestras de campo, ya que para conseguir las aguas contaminadas por cobre
se necesitan ciertos permisos sobre monitoreo y realizar viajes al lugar donde se encuentra

la zona afectada por metales, por ello no se pudo adquirir las muestras.

Interpretaciéon comparativa

Respecto al objetivo general se tiene la determinacion de la eficiencia de la
biorremediacion de agua destilada contaminada por cobre mediante la aplicacion de levadura
de cerveza, donde identificamos que la adsorcion por levadura de cerveza viva tiene como
porcentaje de eficacia un 80% Yy levadura muerta 70% de capacidad de remocion,
determinando una eficiencia alta de biorremediacion. Estos resultados fueron comparados
con la investigacion de Ortiz (2018) quien utilizd el método de espectrofotometria por
absorcion atomica y encontrd una reduccién de concentracion en un 76.33%, para levadura
viva asimismo la eficiencia de remocion con levadura muerta fue de 79.24%, se tuvo una
mayor incidencia de remocién, con estos resultados se evidencia similitudes ya que
concuerda con lo que se obtuvo en la presente investigacion, en que el uso del hongo

Saccharomyce Cerevisiae reduce de manera significativa la concentracion de contaminantes.

Teniendo como primer objetivo especifico la evaluacion de la biorremediacion con

levadura de cerveza en los distintos niveles de concentraciones de cobre, donde se observo
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que al tiempo de (60, 90, 120) minutos de contacto de la biomasa con el agua destilada fueron
los dptimos para mayor remocion del metal en promedio de 75%, resaltando la filtracion
como caracteristica fundamental en cada tiempo 6ptimo, estos resultados fueron comparados
con Amaya et al. (2018) lo cual indican en su investigacion que a los 40 minutos se obtuvo
una capacidad del 50% de adsorcion de la levadura en las concentraciones de metales, lo
cual el tratamiento se realizé mediante la espectrofotometria de emision atémica y utilizaron
lias de fermentacion para la obtencion de la levadura. Estos resultados coinciden con nuestra
investigacion porque se corrobora que la levadura tiene una potente bioadsorcion de cobre
en ensayos de laboratorio, resaltando que es necesario determinar correctamente el tiempo

ya que, de ello dependera el porcentaje de bioadsorcion.

Respecto al segundo objetivo especifico se tiene la determinacion de la biomasa viva
y muerta para la biorremediacion del agua destilada contaminada por cobre, donde la
cantidad de biomasa apropiada para una concentracion de agua contaminada fue de 0.5 g de
biomasa para 5000 ppm de concentracion de cobre de las muestras de agua. Con 75% de
reduccion para una correcta biorremediacion depende directamente de los niveles de
concentracion del contaminante frente a la biomasa que interactla, estos resultados fueron
comprados con Ortiz (2018), en su investigacion mediante el método de espectrofotometria
por absorcion atomica, demostrd que la relacion de S. cerevisiae y concentracion cobre en
muestras alteradas a nivel de laboratorio, disminuye significativamente la concentracién
inicial de la final, Asi para el indicador 1 gr/100 ml de levadura reduce la concentracion en
un 76.33%, asi mismo, para el indicador 1.5 gr/100 ml obtuvo una eficiencia de remocion
del 79.24%, para estos parametros se tuvo una mayor incidencia de remocién a mayor

biomasa. Estos resultados no coinciden con nuestra investigacion, debido a que a menor
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cantidad de biomasa se obtiene mayor adsorcion. Por otra parte, se encuentra que la
investigacion guarda una relacion positiva y significativa al utilizar la levadura como

bioadsorbente de metales.

Implicancias

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad contribuir de manera positiva a
todas las zonas afectadas por metales pesados producto de actividades mineras, a través, de
la técnica de adsorcién con levadura de cerveza. Pero a pesar de todos los estudios que se
han realizado, las empresas mineras siguen contaminando y vertiendo sus residuos en los
rios, lo cual las autoridades y los causantes de tal dafio no se hacen responsables, por ello, se
requiere que el gobierno tome medidas mas estrictas con las compafiias que no cumplen con
las disposiciones que las entidades de fiscalizacion ambiental les solicitan. Pon ende, las
municipalidades, empresas privadas, organizaciones no gubernamentales, entre otras, deben
difundir y sensibilizar a toda la poblacion acerca del respeto de los ecosistemas para
conseguir su preservacion y evitar su degradacién. Asi mismo, con los resultados
encontrados en la investigacion permitiran que futuros proyectos realicen analisis y estudios
con mas detalle para que de esa manera se pueda recuperar los ecosistemas acuaticos

contaminados y a su vez colaborar con nuestro medio ambiente.
Conclusiones:

La determinacion de la eficiencia de la biorremediacion del agua destilada
contaminada por cobre mediante la aplicacion de levadura de cerveza, donde la biomasa viva
tiene como porcentaje de eficacia un 80% y levadura muerta 70% de capacidad de remocién,
determinando una buena eficiencia de biorremediacién de cobre en aguas contaminadas. Por

ello, la biomasa viva y muerta son alternativas viables para remover este metal del agua
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destilada contaminada. Queda como recomendacion el analisis de la mezcla de las dos
biomasas de levadura, biomasa viva y muerta en interaccion de aguas con metal, y verificar
su capacidad de adsorcion. Sin embargo, se necesita mas estudios a nivel piloto con mayor
cantidad de concentraciones y de levadura para investigar la factibilidad del método y

Ilevarlo a gran escala o a las industrias contaminantes de cobre.

Se concluye que en los Gltimos minutos (60, 90, 120) de contacto de la biomasa con
el agua contaminado fueron los 6ptimos porque se obtuvo mayor remocién del metal ya que,
mientras mas tiempo de exposicion de la levadura con el agua destilada contaminada de
cobre, mayor es la adsorbancia, resaltando la filtracidbn como caracteristica fundamental en
cada tiempo éptimo. Queda a posterior analisis del lector llevar a cabo pruebas con mayor
tiempo de exposicion, tanto por la levadura en contacto con el cuerpo de agua contaminado,
y a su vez modificar, verificar una mayor y repetida filtracion donde el contaminante quede

separado y adsorbido dentro del cuerpo de la biomasa.

Se determino la cantidad de biomasa apropiada que fue de 0.5 g, disminuyendo la
concentracion de cobre de las muestras de agua destilada. Se concluye que el peso de
levadura adecuada para una correcta biorremediacion depende directamente de los niveles
de concentracion del contaminante, para este caso de estudio el 6ptimo fue de 5000 ppm.
Recomendamos replicar los ensayos con biomasas mayores a 0.5 g y concentraciones
mayores a 5000 ppm donde tengan una proporcion equivalente a los datos analizados, tener
a su vez consideracion las caracteristicas y métodos mencionados en el presente analisis. Sin
embargo, queda modificar las concentraciones futuras de biomasa para la interaccion de
cuerpos de agua destilada contaminada por otro metal en mayor o menor concentracion para

evaluar su efectividad de adsorcion.
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En la presente investigacion se buscO proponer una alternativa de solucion para
remediar el agua destilada contaminada por cobre, con la finalidad de que sea ejecutada en
los ecosistemas contaminados por industrias que generan este metal contaminante y se pueda
lograr un ambiente mas adecuado para futuras generaciones salvaguardando los recursos
hidricos. Concluyendo asi que esta investigacion sirve como futuro proyecto para
descontaminar localidades, regiones, ciudades, lagos y rios donde con ayuda de las entidades
de los gobiernos locales, regionales y municipales. Ademas, este método de biorremediacién

se podria llevar a la préactica de manera in situ en cuerpos de agua contaminados por metales.
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Anexo 1
Tabla 20 Matriz de Operacionalizacién de Variables
L S Instrument
. Definicion Definicion .
Variables : Indicador os de
conceptual operacional X
medida
La levadura tiene
Variable como propiedad Cultivado para su
. . ; L Peso de la
Independiente: adsorber iones con activacién, muerte Balanza
masa en analitica

y secado para su
gramos

carga positiva
medida en gramos

Levadura de
debido a sus

cerveza
grupos funcionales
Consiste en usar  Andlisis mediante
Variable microorganismos  espectrofotometria
de absorcion Cambio de  Espectrofoto

Dependiente: para remover
absorbancia metro

Eficiencia de la metales de medios

biorremediacién acuosos
contaminados

atémica y
comparacién de
valores en stock
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Anexo 2
Ecuaciones

+ Formula para la Ecuacion de la recta:

A=m(C)+b

A= Absorbancia
C = concentracion
m = pendiente

b = constante

+ Despejando la concentracion:

S
SM
(=)l

Para los ensayos con concentracion stock de 2000, 5000, 10000 (ppm)

_A-b
T m

C

Ejemplo:
_ 0.780 - 0.6185
B 0.00007

C= 1350 ppm
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Anexo 3

PANEL FOTOGRAFICO
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Figura 3 Pesaje del Agar Papa Dextrosa
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Figura 5 Autoclavado de materiales y medio de cultivo
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Figura 7 Segundo autoclavado de materiales y medio de cultivo
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Figura 8 Prepatacion de levadura
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Figura 9 Vertimiento del Agar en las placas petri

Pag.

Mori Garcia, A.; Puscan Pingus, A. 77



“EFICIENCIA DE LA BIORREMEDIACION DE AGUA

DESTILADA CONTAMINADA POR COBRE
MEDIANTE LA APLICACION DE LEVADURA DE
CERVEZA Saccharomyces cerevisiae”

i

gt

4 "i'll'l'v'l'u','""""l'l"'"mu
ity
i ""un,’,’,',!lu,,

Uiy,

,.lI",I

gy

Figura 10 Aplicando la técnica de estriado de la biomasa en el medio de cultivo

Figura 11 Sembrado y rotulado de levadura en placas petri

Mori Garcia, A.; Puscan Pingus, A.

Pag.
78



“EFICIENCIA DE LA BIORREMEDIACION DE AGUA

1 !.'!vglﬂ DESTILADA CONTAMINADA POR COBRE
PRIVADA/
OELNORTE MEDIANTE LA APLICACION DE LEVADURA DE

CERVEZA Saccharomyces cerevisiae”

4

Figura 13 Figura Sembrado de levaduras después de 5 dias
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Figura 14 Separacién de levadura del medio de cultivo
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Figura 15 Preparacion de formaldehido al 1%
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Figura 16 Lavado de levadura con desionizada

Figura 17 Centriguafado para la separacion de la biomasa

Pag.

Mori Garcia, A.; Puscan Pingus, A. 82



UPN “EFICIENCIA DE LA BIORREMEDIACION DE AGUA
1 UNIVERSIDAD DESTILADA CONTAMINADA POR COBRE
PRIVADA

DELNORTE MEDIANTE LA APLICACION DE LEVADURA DE
CERVEZA Saccharomyces cerevisiae”

Figura 18 Tercer y ultimo lavado de levadura

Figura 19 Levadura muerta lista para ser llevada al horno
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Figura 20 Retirar levadura inerte de la placa para su pesaje
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Figura 22 Evaluacion de longitud de onda
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Figura 23 Levadura muerta con cobre en el agitador magnético

Figura 24 Concentraciones de cobre en diferentes tiempos
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Figura 25 Muestra patrén de cobre

Figura 26 Evaluacion de corridas de absorcion
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Figura 27 Mezcla de levadura viva con agua destilada

Figura 28 Filtrado de muestras contaminadas
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Figura 29 Segundo filtrado de concentraciones

Figura 30 Muestras de concentraciones filtradas en diferentes tiempos
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