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Resumen

La industria textil es considerada uno de los principales consumidores de agua durante sus procesos
de produccion, utiliza aproximadamente el 70% de colorantes azoicos a nivel mundial y aunque la
amenaza principal empieza con el abuso de recursos naturales durante el desarrollo textil, se ha
identificado como un mayor peligro ambiental, la pérdida de estos efluentes que son liberados al
medio ambiente. Los colorantes al ser disefiados para ser estables a la luz, agentes quimicos y
condiciones de lavado, si ho son adecuadamente tratados pueden permanecer en el medio ambiente
por largos periodos de tiempo, con el consiguiente riesgo de bioacumularse y biomagnificarse en la
cadena tréfica. (Najares, 2014). Es por ello, que, mediante procesos de biorremediacién, se logran
desarrollar propuestas que sean simples, econémicas y con un impacto ambiental minimo. En este
estudio, se utilizé colorante Negro, con el fin de evaluar la eficiencia de remocion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae inmovilizada en perlas de alginato. Durante esta investigacion se ha
comprobado que la ésmosis del colorante a través de las perlas de alginato es dependiente de la
concentracion del colorante, ya que esta se llega a saturar, por lo que, se identifica que la
biorremediacion también es dependiente de este factor y que la Saccharomyces cerevisiae
inmovilizada de esta manera sirve como una gran herramienta para remover colorantes de tipo
azoico. (Florez et.al, 2018)

Palabras Claves: Negro 22, colorante azoico, biorremediacion, inmovilizacion, remocion,
Saccharomyces cerevisiae.

Abstract

The textile industry is considered one of the main consumers of water during its production processes,
it uses approximately 70% of azo dyes worldwide and although the main threat begins with the abuse
of natural resources during textile development, it has been identified as a greater environmental
danger, the loss of these effluents that are released into the environment. Dyes, being designed to
be stable to light, chemical agents and washing conditions, if not properly treated, can remain in the
environment for long periods of time, with the consequent risk of bioaccumulating and biomagnifying
in the food chain. (Najares, 2014). That is why, through bioremediation processes, it is possible to
develop proposals that are simple, economical and with minimal environmental impact. In this study,
Black dye was used in order to evaluate the removal efficiency from the yeast Saccharomyces
cerevisiae immobilized in alginate beads. During this research it has been proven that the osmosis
of the dye through the alginate beads is dependent on the concentration of the dye, since it becomes
saturated, therefore, it is identified that the bioremediation is also dependent on this factor and that
Saccharomyces cerevisiae immobilized in this way serves as a great tool to remove azo-type dyes.
(Florez et.al, 2018)

Key Words: Black 22, azo dye, bioremediation, immobilization, removal, Saccharomyces cerevisiae.
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Introduccion

El rapido crecimiento de las industrias ha
conducido el aumento de la demanda de
productos textiles, que esta directamente
relacionado al aumento de contaminacion de
agua debido a los efluentes liberados durante
la confeccidn de estos tejidos. Esta amenaza
de seguridad ambiental requiere de procesos
de biorremediacion que brinden alternativas
eficientes para tratar los residuos para asi
recuperar los cuerpos de agua alterados y
regresarlos a su condicién natural, mediante
el uso de microorganismos (Banu et al., 2020).

Se conoce que entre un 2% y un 50% de
colorante que no se une a las fibras durante el
procesamiento textil se descarga en el medio
ambiente y estos productos causan efectos
téxicos en algas, peces y crustaceos. De
modo que su nivel de toxicidad aguda reduce
la reproduccion, la velocidad de alimentacion
por filtracion y altera la actividad fotosintética
de los sistemas acuaticos al reducir la
penetracién de la luz y la disponibilidad de
oxigeno que es esencial para las formas de
vida acuatica (Najares, 2014). Es decir que la
contaminacion de estos colorantes no solo
afecta la transparencia del agua sino la
concentracion de oxigeno disuelto en cuerpos
de agua, lo que indica que incluso bajas
concentraciones de estos efluentes tienen la
capacidad de alterar notablemente la estética
de los cuerpos de agua (Najares, 2014).

Los colorantes azoicos presentan uno o0 mas
grupos azo (R1-N = N-R2) y anillos
aromaticos, principalmente sustituidos por
grupos sulfonato. Estos colorantes son
altamente utilizados en la industria textil, son
compuestos xenobiodticos que se caracterizan
por ser resistentes, estables ante la luz y
téxicos. Esto indica una gran capacidad para
tolerar un ataque fisicoquimico, por lo que se
considera que, al no ser facilmente
degradados mediante meétodos
convencionales, un proceso biolégico, puede
resultar mas atractivo. Sin embargo, estos
procesos dependen de la adaptabilidad y la
actividad enzimatica de los microorganismos
seleccionados y de la estructura quimica del
colorante. Por ello es importante seleccionar
el microorganismo adecuado, para tener un
tratamiento exitoso (Ruscasso, 2022; Tovar et
al., 2016).

Se ha reportado mediante diversos estudios,
que microorganismos pertenecientes a
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diferentes grupos taxonémicos de bacterias,
algas, hongos y levaduras tienen la capacidad
para romper los enlaces azo de los colorantes
azoicos y con ello contribuir a su remocién de
los mantos acuiferos (Cortazar, 2012). Sin
embargo, en comparacién con especies
fungicas y bacterianas, las levaduras han
mostrado una mayor facilidad y fuerza para
llevar a cabo este proceso de reduccién y
remocion. (Bulacio, 2018). La levadura
Saccharomyces cerevisiae se ha reportado
como un tipo de levadura que gracias a las
enzimas que expresa,entre ellas las azo
reductasas, la hace capaz de remover este
tipo de colorantes. Es decir, estas enzimas
catalizan compuestos en presencia de varias
coenzimas reductoras como FADH2, NADH y
NADPH, mostrando potencial y una gran
versatilidad de usos como agentes para
remover colorantes (Flérez et al., 2018).
Aunado a esto, se ha reportado como agente
biotecnolégico, debido que es un
microorganismo que cuentan con una alta
tolerancia a condiciones extremas, como lo
puede ser la presencia de metales pesados,
concentraciones altas o bajas de sales, pH
acido, altos niveles de compuestos
xenobioticos y/o la presencia de colorantes
azoicos. (Bolivar, 2023; Al-Tohamy et al.,
2020; Giovanella et al., 2019)

El término inmovilizacion se refiere al
confinamiento de células o enzimas en una
region definida, reteniendo sus propiedades y
actividades cataliticas. El alginato de calcio
provoca la unién de las levaduras actuando
como soporte durante la reaccién, para que la
actividad catalitica de las levaduras no sufra
ningun tipo de alteracion, ya que brinda
proteccidn a los microorganismos contra
agentes  toxicos, estrés ambiental vy
condiciones adversas presentes en aguas
residuales. Esto permite que las células
puedan ser facilmente separadas de los
productos y de esta manera ser recuperadas
y reutilizadas. (Hernandez et al., 2011; Flérez
et al.,, 2018). Adicionalmente, el alginato de
calcio actia como un espesante
biodegradable y wuna alternativa de
confinamiento de bajo costo (Flérez et al.,
2018).

Por todo lo mencionado anteriormente, y con
la finalidad de lograr un efectivo método de
remocion de colorantes de aguas
contaminadas utilizando una técnica que no
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se preocupe por la eliminacién de biomasa
después de ser manipulada (Vatandoostarani,
2017), se propone evaluar la eficiencia de

Materiales y Métodos

Colorantes y Medios

Durante el experimento se utilizé colorante
negro 22 grado comercial. Los reactivos para
la preparacién de medio y otras soluciones
fueron de grado analitico. Los medios
empleados fueron caldo YPD (Roth, 2021),
agar YPD (Roth, 2021), agar PDA (Oxoid,
2021); el medio minimo mineral fue
modificado del medio propuesto por Florez et
al. (2018), el cual contiene: 1 g/L de sacarosa,
1 g/L de NH4CI, 0.5g/L de NaH2PO4, 0.4 g/L
de NaCl, 0.35 g/L de MgClz, y 0.05 g/L de
CaCla.

Resiembra del microorganismo

Se realizé la resiembra de la cepa S.
cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD, para
asegurar la pureza del microorganismo de
interés. Se incubo por 48 horas a 28 °C y
posteriormente se realizé una tincion del
crecimiento, para confirmar la ausencia de
bacterias Gram positivas o Gram negativas en
la muestra.

Prueba de tolerancia de S. cerevisiae al
colorante Negro 22

Se sembré S. cerevisiae de forma masiva
sobre agar YPD adicionado con distintas
concentraciones de colorante Negro 22 (250
ppm, 350 ppm y 500 ppm) por duplicado. Se
incubo por 48 horas a 28 °C para observar la
presencia o ausencia de crecimiento en las
cajas y asi observar la resistencia del
microorganismo a diferentes concentraciones
del colorante.

Observacion de fotosensibilidad de
colorante

La prueba se realiz6 con el colorante a
concentraciones de 50 ppm, 100 ppm, 150
ppm, 200 ppm y 250 ppm. Las soluciones se
colocaron con tubos de ensaye y fueron
expuestas a la luz del dia, durante 8 dias y se
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remocion del colorante azoico Negro 22
utilizando Saccharomyces cerevisiae
inmovilizada en matriz de alginato de calcio.
tomé evidencia fotografica inicial y final para
hacer una comparacion visual de la coloracion
del agua con colorante, observando si
disminuia o no la intensidad de color, con la
finalidad de prevenir la remocién por
fotosensibilidad, y asegurar que la remocién
era por el sistema propuesto.

Cultivo de Biomasa

De una caja Petri con crecimiento del
microorganismo, se realizd una tinciéon para
asegurar que se tuviera el cultivo puro inicial.
El cultivo se inoculé en 10 ml de medio YPD,
para colocarse posteriormente en matraz con
150 ml de caldo YPD (por triplicado), durante
48 horas a 28°C y 125 rpm. Se realizé una
tincion posterior al crecimiento en medio
liguido, para asegurar que el cultivo fuera
axénico y revisar el crecimiento de la biomasa.
Se centrifugd el contenido de los matraces a
5,100 rpm durante 10 minutos, se retird el
sobrenadante, se realiz6 un lavado con
solucién salina al 0.85 % (p/v), y se
resuspendio el pellet con vortex. Se repitid
este proceso hasta concentrar toda la
biomasa de los matraces. La biomasa
obtenida fue usada para la inmovilizacién en
matriz de alginato.

Inmovilizacién de S. cerevisiae

A continuacion, la biomasa de S. cerevisiae se
resuspendié en 30 ml de solucion salina 0.85
% (p/v) y se mezclé con 0.6 g de alginato de
sodio, para obtener una concentracion de 2 %
(p/v), la biomasa y el alginato se mezclaron
hasta obtener una consistencia homogénea y
viscosa. Con ayuda de una jeringa se tomo la
mezcla y se descargo por goteo sobre 300 ml
de cloruro de calcio 1.5 % (p/v) a 4 °C, el cual
se mantuvo en agitacién suave y continua,
para favorecer la formacion de las perlas
(Calderon, 2017), las cuales se separaron por
filtracion con ayuda de una gasa estéril y se
almacenaron en medio con colorante a 150
ppm por 48 horas, a 125 rpm y 28 °C (Figura
1).
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Figura 1. Pellets de biomasa de S. cerevisiae
inmovilizada en alginato de calcio, las cuales se
encuentran suspendidas en medio minimo mineral con
colorante a 150 ppm incubadas por 48 horas en
agitacion a 125 rpm a 28 °C.

Remocioén del colorante

Se utilizo el medio minimo mineral propuesto
por Florez et al. (2018). Se prepard el medio
adicionado con 250 ppm de colorante Negro
22, siendo las proporciones del medio 1 g/L de
sacarosa, 1 g/L de NH4Cl, 0.5g/L de NaH2POa,
0.4 g/L de NacCl, 0.35 g/L de MgClz, y 0.05 g/L
de CaClz. Se afadieron 100 ml de medio con
colorante a cada matraz experimental y se
agregaron 7 g de perlas de alginato con

biomasa de S. cerevisiae inmovilizada, el
experimento se realizo por triplicado.

Para el experimento se prepararon los
controles, los cuales contenian solamente 100
ml de medio con colorante. Una vez
preparados los matraces, se metieron a
incubar cubiertos en aluminio, debido a la
fotosensibilidad del colorante (Hernandez et
al., 2021). Los matraces se incubaron a 28 °C
y 125 rpm, todos los tratamientos se
incubaron bajo las mismas condiciones, tanto
los dos controles como el triplicado de
matraces de medio con colorante y perlas con
biomasa de S. cerevisiae inmovilizada. Se
tomaron muestras de cada matraz cada 24 h
durante 8 dias y después se leyeron en el
espectrofotometro a 490 nm para calcular la
concentracién del colorante posterior al
proceso de remocion, este célculo se realizé
con ayuda de la curva patron del colorante.
También se realizaron barridos de 200 nm a
600 nm en el espectrofotometro de las
muestras iniciales y las finales, para comparar
los picos de absorbancia presentes en la
muestra, y asi observar, si fuera el caso, la
apariciéon de intermediarios de la remocion.

La remociéon se calculd con la férmula
propuesta por Lépez et al. (2020).

concentracion afluente — concentracion efluente

% Remocion =

concentracion afluente

Al concluir el muestreo se hizo una tincién de
Gram para asegurar que no hubiera
contaminacién en los matraces de los
experimentos.

Resultados y Discusion

Las levaduras como S. cerevisiae, al ser
consideradas “GRAS”, es decir, es un
microorganismo gue se conoce cCOmo apto
para el consumo humano, se elimina la
preocupacion de manejar medidas de
remocién de los microorganismos que podrian
ser patdégenos oportunistas en un sistema
propuesto para el tratamiento de residuales
textiles (Matu$ et al., 2023; Moreno et al.,
2018).
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1 * 100

En la Tabla 1, se reflejan los estudios
reportados en la literatura sobre el uso de
distintas levaduras como estrategia de
remocion de colorantes azoicos, donde se
obtuvieron mayores porcentajes de remocion
con el uso de otras levaduras distintas a S.
cerevisiae. (Bulacio, 2018; Matus et al., 2023;
Tsang et al., 2018).
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Laresiembra de la cepa original de la levadura
S. cerevisiae ATCC 9763 en medio YPD nos
asegura que el cultivo del microorganismo es

axénico.

Levadura

Saccharomyces
cergvisiae

Saccharomyces
cerevisiae

Sachharomyces sp

Yarrowia lipolytica

Saccharomyces
cerevisiae

Articulos

Tabla 1. Remocion de colorantes azoicos usando distintas levaduras inmovilizadas en diferentes tipos de matrices.

Colorante Azoico

Azul de metileno

Negro P-SG

Rojo metilico y azul
tipan

Azul de metileno

Naranja de Metilo

Inmovilizacion

Alginato de Calio

Gelatina

Alginato de Sodio

Perlas de alginato de
sodio

Manoparticulas Fa04

% Remocion

76-82 %

7%

70-80%y65 -
75 %

Maxima
adsorcion
B6.67 malg

96.52%

empleada

Referencia

(Puentes, 2010)

(Fuentes, etal., 2018)

(Dastagir, etal., 2014)

(Mupa, etal., 2018)

(Azeez, etal, 2022)

Por lo tanto, al realizar las tinciones (Figura 2)
se puede visualizar
levadura

claramente que la
no presenta

contaminacion bacteriana ni fungica.

Figura 2. Tincién de Gram de la levadura Saccharomyces cerevisiae. No se presenta contaminacion fingica o bacteriana,

lo que nos indica que se trata de una cepa pura.

BioTecnologia, Afio 2024, Vol. 28 No.2
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Las pruebas de tolerancia del colorante se pueden llegar a afectar el crecimiento de
realizaron para poder determinar si el diversos microorganismos. Como se observa
microorganismo seleccionado, en este caso en la (Figura 3) S. cerevisiae es resistente al
S. cerevisiae es resistente a altas colorante Negro 22 grado comercial, en al
concentraciones del colorante Negro 22. De menos 500 ppm lo que nos indica que su
acuerdo con lo mencionado por Santillan et al. empleo como microorganismo para la
(2018) los colorantes azoicos son toxicos, por remocion de colorantes de tipo azoicos es
lo tanto, concentraciones altas del colorante posible.

Figura 3. Pruebas de tolerancia en medio YPD con distintas concniraciones (250 ppm, 350 ppm y 500 ppm) de colorante

Negro 22 inoculados con S. cerevisiae por siembra masiva después de 24 horas de incubacion a 28 °C. Se observa
crecimiento en todas las placas, lo que significa que S. cerevisiae es resistente al colorante Negro 22.

Kunitou et al. (2002) realizaron pruebas de la (Figura 4), la prueba de fotosensibilidad no
fotodegradacion de distintos colorantes demuestra de manera cualitativa un cambio
azoicos por medio de lamparas de mercurio y en la intensidad de color del colorante Negro
luz ultravioleta, donde se arroja que 22, lo que nos refiere a que dicho colorante no
Unicamente tienen wuna disminucion en es fotosensible a temperatura ambiente
presencia de azlcares. Como se observa en (Juérez, 2015; Pérez, 2016)

amuE -/

Sen ire.gy
meLgs  ones 4o e 0% Mq gy

Figura 4. Prueba de fotosensibilidad del colorante Negro 22 a distintas concentracione
y sin agitacion por 8 dias con exposicion a la luz.

A) inicio de la prueba, B) finalizacion de la prueba

s, incubada a temperatura ambiente

Al exponer a la levadura S. cerevisiae al capacidad para eliminar contaminantes. Al
colorante antes de los tratamientos, se buscé eliminar el estrés adaptativo como un factor
disminuir el nivel de estrés que la levadura que contribuye al porcentaje de remocién del
experimentaria al entrar en contacto con una colorante, se puede tener una evaluacién mas
sustancia toxica. Esta estrategia se ha precisa de la eficacia del tratamiento. Esto
respaldado en estudios previos, como el significa que el porcentaje de remocion del
realizado por Albarracin (2020), donde se colorante refleja principalmente la capacidad
encontré que la pre-exposicion a sustancias intrinseca de la levadura para adsorber el
téxicas puede preparar a los microorganismos colorante, sin verse influido por adaptaciones
para enfrentar mejor el estrés y mejorar su previas.

BioTecnologia, Afio 2024, Vol. 28 No.2 13



La Figura 5 refleja de forma visual el
comportamiento de los matraces
experimentales a lo largo del tiempo, donde se
observa que los matraces se mantienen
estables durante todo el experimento, lo g

,, ®

o

Figura 5. Observacion de los matraces al dia 8 de tratamiento. Medio y colorante a 500 ppm con pellets de biomasa de S.
cerevisiae inmovilizada en alginato de calcio. incubados a 28 °C y en agitacion por 125 rpm. “A”: matraz 1, “B”: matraz 2.

En la Figura 6 se determina que el tercer dia
del experimento fue el punto donde se
observé la mayor remociéon del colorante,
alcanzando aproximadamente un 54.61%. Sin
embargo, después de este tiempo, se observa
un aumento en las concentraciones del
colorante y una disminucion en el porcentaje
de remocién. Este fendmeno podria
explicarse por la accibn de enzimas
metabdlicas como peroxidasas y oxidasas
presentes en la levadura S. cerevisiae. Estas
65.00

60.00

55.00

50.00

45.00

.‘5 40.00

8 35.00

& 30.00

= 25.00

ue

sugiere que las condiciones experimentales
se mantuvieron constantes y que no hubo
anomalias significativas que pudieran afectar
la interpretacion de los resultados.

podrian estar descomponiendo la estructura
del colorante en compuestos mas pequefios
durante el proceso de remocion, lo que a su
vez podria generar metabolitos secundarios
que podrian afectar la eficiencia de la
remocion. Es importante tener en cuenta este
efecto metabdlico al disefar estrategias para
mejorar la eficacia de la remocién del
colorante en futuros experimentos.

m%Remocion
Tratamientos

20.00
m% Remocién
15.00 controles
10.00
5.00
0.00
1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (dias)

Figura 6. Resultados del % de remocion del colorante negro 22 usando S. cerevisiae inmovilizada en perlas de alginato
durante 8 dias de tratamiento, en agitacién a 125 rpm e incubado a 28°C.

A pesar de que se obtuvieron porcentajes de
remocion de colorante distintos a los valores
reportados por otros estudios previos, se
considera que la levadura S. cerevisiae posee
un potencial significativo para ser utilizado
como agente de remocién de colorantes
azoicos. Esto sugiere que, con ajustes en las
condiciones  experimentales (como la
temperatura, la agitacion y tiempo de
tratamiento), se podria optimizar su

BioTecnologia, Afio 2024, Vol. 28 No.2

desempefio. De igual forma, es importante
destacar que esta levadura, de categoria
"GRAS", es un microorganismo seguro para
su uso en aplicaciones industriales vy
ambientales, lo que en combinacién con su
capacidad para remover colorantes, sugiere
gue podria ser una alternativa eficiente para el
tratamiento de aguas residuales
contaminadas con colorantes azoicos.
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Conclusion

En este caso se logré la remocién del
colorante textil negro 22 grado comercial por
medio de la inmovilizacién de S. cerevisiae en
perlas de alginato, alcanzando un 54.6% de
remocion. Se observa que S. cerevisiae es
tolerante a la toxicidad del colorante azo, lo
que confirma que es un microorganismo
adecuado para continuar con los estudios de
remocion de diferentes sustancias.

Perspectivas

Con base a los resultados obtenidos, se
recomendaria hacer estudios posteriores para
la identificacion de posibles metabolitos
secundarios generados por las reacciones
enziméticas entre la levadura S. cerevisiae y
la estructura del colorante azoico.
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