UNIVERSIDAD PERUANA UNION
FACULTAD DE INGENIERIA Y ARQUITECTURA

Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental

Uha me.{o‘!z %é;mm

Biorremediacion de suelo contaminado con cadmio mediante la
aplicaciéon de Rhizopus sp. y Rhodobacter sphaeroides: Revision

Trabajo de Investigacion para obtener el Grado Académico de Bachiller en Ingenieria
Ambiental

Autores:

Carlos Daniel Zafra Sanchez
Jean Pierre Flores Tique

Asesor:

Lic. Gina Matrita Tito Tolentino

Lima, diciembre de 2020



DECLARACION JURADA DE AUTORIA DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

Gina Marita Tito Tolentino, de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Escuela
Profesional de Ingenieria Ambiental, de la Universidad Peruana Unién.

DECLARO:

Que la presente investigacion titulada: “Biorremediacién de suelo contaminado con
cadmio mediante la aplicacion de Rhizopus sp. y Rhodobacter sphaeroides:
Revision” constituye la memoria que presentan los estudiantes Carlos Daniel Zafra
Sanchez y Jean Pierre Flores Tique para obtener el Grado Académico de Bachiller en
Ingenieria Ambiental, cuyo trabajo de investigacion ha sido realizado en la Universidad
Peruana Unién bajo mi direccion.

Las opiniones y declaraciones en este informe son de entera responsabilidad del autor,
sin comprometer a la institucion.

Y estando de acuerdo, firmo la presente declaracion en la ciudad de Lima, a los 23 dias
del mes de diciembre del afio 2020.

Lic. Gina Marita Tito Tolentino



ACTA DE SUSTENTACION DE TRABAJO DE INVESTIGACION

EnLima, Nafia, Villa Unién, a....... 23........ dia(s)delmesde....... diciembre....... del afio 2020.... siendolas.... 09:20 horas, se
reunieron los miembros del jurado en la Universidad Peruana Unién Campus Lima, bajo la direccién del (de la)
presidente(a):

... Mg. lliana Del Carmen Gutierrez Rodriguez.................. , el (la) secretario(a): ... Mg. Joel Hugo Fernandez Rojas ....

wiereeenne. Y lOS demas miembros: Mg. Jackson Edgardo Perez Carpio....................

vereneenennn Y €1 (12) @SESOM(Q) oeeeieeeeieeei et e e
.............................................................................. con el propésito de administrar el acto académico de sustentacion del trabajo de
investigacion titulado  Biorremediacion de suelo contaminado con cadmio mediante la aplicacién de Rhizopus sp. y
Rhodobacter -sphaeroides: ReVISION: s e e e e B R B S S R
............................................................ de los (las) candidato (as): a) Carlos Daniel Zafra S&nchez.............ccovvieiiinieniceniiniae

.............................................................................. b):Jean ‘Pierre: Flores Tique: s s s s

.................................................................................... conducente ala obtencion del grado académico de Bachiller en:

................................................................. Ingenieria; JAMDIETRAL: .o omissisnsmssnmmsmmnmmsasnisssmms s o sesssissssssssesins
Denominacion del Grado Académico de Bachiler)

El Presidenteinicio el acto académico de sustentacion invitando al (ala)/ a (los) (las) candidato(a)/s hacer uso del tiempo
determinado para su exposicion. Concluida la exposicion, el Presidente invité a los demas miembros del jurado a efectuar las
preguntas, yaclaraciones pertinentes, las cualesfueron absueltas por al (ala)/a (los) (las) candidato(a)/s. Luego, se produjo un
receso para las deliberaciones y la emisién del dictamen del jurado.

Posteriormente, el jurado procedié a dejar constancia escrita sobre la evaluacion en la presente acta, con el dictamen siguiente:

Candidato/a (a): Carlos Daniel Zafra SANCHEZ .........c.couviuieeieeumiiecieiicee e
ESCALAS

CALIFICACION | Vigesimal | Literal Cualitativa Méno
18 A- Muy Bueno Sobresaliente
Candidato/a (b): Jean Pierre FIores TiqUe .........cccouemmeieeiirenireneiesiieseceeeene
ESCALAS Mérito
CALIFICACION Vigesimal Literal Cualitativa
18 A- Muy Bueno Sobresaliente
LOF Ty Lo 1e =Y (oY T (=) PSPPSR
A ESCALAS L.
CALIFICACION  —oesimal | Literal Cualitativa ——

(*) Ver parte posterior
Finalmente, el Presidente del juradoinvité al (ala) / a (los) (las) candidato(a)/s a ponerse de pie, para recibir la evaluacién final y
concluir el acto académico de sustentacion procediéndose a registrar las firmas respectivas.

P
Presidente/a Secretario/a
Asesor/a Miembro Miembro
/’W
Candidatola (a) Candidato/a (c)

061



Biorremediacién de suelo contaminado con cadmio mediante la aplicacion de
Rhizopus sp. y Rhodobacter sphaeroides: Revision

Flores Tique, Jean Pierre; Zafra Sdnchez, Carlos Daniel
Universidad Peruana Union (UPeU) Ingenieria Ambiental Facultad de Ingenieria y Arquitectura

Resumen:

El cadmio es un elemento de amplio uso en procesos industriales como el revestimiento de metales y
la fabricacion de baterias. Ademas el cadmio es uno de los elementos mas toxicos para humanos,
animales y plantas, siendo uno de los contaminantes con larga persistencia en el medio. Con el fin de
lidiar con la contaminacion, existe una serie de técnicas de remediacion utilizadas actualmente; dentro
de estas la biorremediacion que es una alternativa rentable que no demanda de un presupuesto
elevado. La biorremediacién surge como una técnica favorable para el ambiente, dado que no es
necesario el uso de productos quimicos que contrarresten la concentracion del cadmio; lo mas
importante, al intervenir distintas clases de microorganismos que componen el suelo donde incluso
ciertos microorganismos tienen la capacidad de descontaminar y generar procesos de adsorcion del
cadmio. El objetivo de esta revision es evaluar la biorremediacion de un suelo contaminado con cadmio
mediante la aplicacion de los microorganismos Rhizopus sp.y Rhodobacter sphaeroides. Se llevo a cabo
la revision de literatura en 40 articulos que fueron analizados segun los criterios de bldsqueda como
insercion de palabras clave en diferentes bases de datos y portales académicos. Los resultados
confirman que el Rhizopus sp. sirve como herramienta biotecnoldgica para la limpieza de suelos, y el
Rhodobacter sphaeroides es importante como agente inmovilizante de cadmio por medio de la creacién
de sulfuros. Se concluye que los microorganismos investigados favorecen en la remediacién del suelo
contaminado con cadmio a través de sus capacidades metabolicas.

Palabras clave: Biorremediacion, Rhizopus sp., Rhodobacter sphaeroides, cadmio, suelo

Abstract

Cadmium is an element widely used in industrial processes such as metal plating and battery
manufacturing. Furthermore, cadmium is one of the most toxic elements for humans, animals and
plants, being one of the pollutants with long persistence in the environment. In order to deal with
contamination, there are a number of remediation techniques currently used; within these,
bioremediation, which is a profitable alternative that does not require a high budget. Bioremediation
emerges as a favorable technique for the environment, since it is not necessary to use chemical products
that counteract the concentration of cadmium; most importantly, when different classes of
microorganisms that make up the soil intervene, where even certain microorganisms have the ability to
decontaminate and generate cadmium adsorption processes. The objective of this review is to evaluate
the bioremediation of a soil contaminated with cadmium through the application of the microorganisms
Rhizopus sp. And Rhodobacter sphaeroides. A literature review was carried out in 40 articles that were
analyzed according to the search criteria such as the insertion of keywords in different databases and
academic portals. The results confirm that Rhizopus sp. It serves as a biotechnological tool for soil
cleaning, and Rhodobacter sphaeroides is important as an immobilizing agent for cadmium by creating
sulfides. It is concluded that the investigated microorganisms favor the remediation of cadmium-
contaminated soil through their metabolic capacities.

Keywords: Bioremediation, Rhizopus sp., Rhodobacter sphaeroides, cadmium, soil



Introduccién

El acelerado desarrollo industrial, ha generado impactos ambientales por la presencia de
metales pesados, provocando un desequilibrio y deterioro en la calidad del suelo (Garcia,
2007). El cadmio es un metal pesado toxico para humanos, animales y plantas (Saluja &
Sharma, 2013). Por ello, se busca brindar atencion a la remediacion de areas donde existe
presencia de cadmio que, al unirse fuertemente a la materia organica del suelo, provoca la
absorcion por las plantas e incorporacion a la cadena trofica; ademas, la fijacion del metal
pesado es superior en suelos que contienen, textura fina, capacidad de intercambio cationico y
mayor cantidad de materia organica (Sanchez, 2016). Debido a esta alta capacidad de fijacion
del cadmio, Liu et al., (2018) mencionan que existen técnicas de remediacion sobre suelos
contaminados que son clasificadas en fisica, quimica, eléctrica, térmica y bioldgica; siendo a
su vez la fitorremediacién y biorremediacion como parte de la técnica biolégica.

Desde el punto de vista biolégico, Hou et al., (2020) afirman que la biorremediacion tiende a
ser mas sostenible que las técnicas térmicas o fisicoquimicas tradicionales. Ademas, Hassan et
al., (2019) dan a conocer que la biorremediacion implica el uso de microorganismos que se
adaptan a su microambiente, inmovilizando al metal pesado en el suelo. Esta biotecnologia se
presenta como favorable para el medio ambiente, debido a que intervienen distintas clases de
microorganismos que componen el suelo, donde ciertos microorganismos tienen una capacidad
especial para descontaminar zonas con presencia de contaminantes.Los microorganismos del
suelo responden al estrées ambiental de diferentes maneras, unos se adaptan, otros gquedan
inactivos o mueren dependiendo de sus estados genéticos yfisiologicos, estos microbios deben
tener mecanismos de aclimatacion fisiologica para sobrevivir y permanecer activos frente al
estrés (Schimel, Balser, Wallenstein, 2007)

Dentro de los microorganismos eficaces para actuar frente el cadmio se encuentra el
Rhodobacter sphaeroides, considerado como bacteria fototréfica que tiene importante
actividad como agente inmovilizador por medio de la creacidn de sulfuros usado para la fijacion
del cadmio en su organismo (Peng et al., 2018). Por otro lado, Karimi et al., (2011) proponen
el uso de hongos endofiticos micorrizicos arbusculares (HMA), que aparecen y viven en las
raices de la mayoria de las plantas terrestres, que a su vez son un factor positivo y determinante
en el secuestro del cadmio.

En esta solucién ambiental Yang et al., (2016) considera la tecnologia de biorremediacién
como una alternativa economica a comparacion de los tratamientos convencionales siendo
costosos y ambientalmente destructivos. Por ello, la presente revision tiene por objetivo evaluar
la biorremediacién de un suelo contaminado con cadmio mediante la aplicacion de Rhizopus
sp.y Rhodobacter sphaeroides.



Desarrollo

Criterios de inclusion para la revision

Para el presente estudio, se realizé una revision literaria a fin de asegurar un marco referencial
de la investigacion. A partir se llevo a cabo busquedas bibliogréficas en Science Direct, Nature,
Scielo, Open Access, Redalyc, Taylor & Francis, Google Scholar y Doaj, utilizando los
descriptores: biorremediacion, cadmio, suelo, metales pesados. Los registros obtenidos fueron
entre 20 a 25 registros tras la combinacion de las diferentes palabras claves.

El Cadmio, un elemento potencial nocivo

El cadmio (Cd) es un metal pesado toxico y ha sido clasificado como el nimero 7 entre las 20
toxinas més importantes (Saluja & Sharma, 2013). Este metal no se encuentra en la naturaleza
en estado libre, sino que se asocia por afinidad quimica a otros metales como el zinc, el plomo,
el cobre o elementos como el oxigeno (6xido de cadmio), el cloro (cloruro de cadmio) o el
sulfuro (sulfato o sulfuro de cadmio) (Minaya, 2014).

El cadmio puede acumularse en las plantas y en la fauna edafica o animales superiores através
de aguas contaminadas mediante la red trofica (Isaura, 2011). El cadmio puede alterar la
absorcion de minerales por las plantas a través de sus efectos sobre la disponibilidad de
minerales del suelo, o mediante la reduccién de la poblacién de microbios del suelo (Moreno
et al., 1999). El Cd es de particular interés porque se encuentra en relativa abundancia en
fertilizantes; la adicion de residuos o fertilizantes conteniendo alta concentracion del metal a
tierras agricolas, puede ocasionar importantes incrementos en la absorcién de Cd por los
cultivos (Grant et al., 1999).

El cadmio produce una variedad de efectos nocivos en las moléculas celulares, principalmente
al causar un desequilibrio oxidante-antioxidante, una vez ingresado al cuerpo del ser humano
tendra implicancia en la patogénesis de muchos tipos de cancer, enfermedad de itai-itai, infarto
de miocardio, enfermedad arterial periférica, hipertension y nefropatia diabética (Ghosh &
Indra, 2018).

Ramirez, (2013) Uno de los mayores agentes toxicos asociado a contaminacion ambiental e
industrial es el cadmio, pues reune cuatro de las caracteristicas mas temidas de un téxico:

Efectos adversos para el hombre y el medio ambiente.
Bioacumulacion.

Persistencia en el medio ambiente.

A w0 o

Viaja grandes distancias con el viento y en los cursos de agua

Contaminacién de suelo por cadmio



Generalmente, el cadmio al intervenir en el suelo con otros metales como el zinc, plomo ocobre
producen una alteracién inmediata y al no poder ser biodegradados (eliminacion) por un suceso
natural perduran en el medio por largos periodos de tiempo, que de ser asi impiden el adecuado
rendimiento de los productos agricolas, calidad de la salud humana y el ecosistema (Inkham et
al., 2019).

Una vez incorporado el cadmio en el suelo se produce la solubilizacion, que da lugar a una serie
de reacciones que permiten modificar el estado en el que se encuentra el cadmio, convirtiéndose
en forma menos soluble que permiten su retencion en el suelo; la movilidad depende de la
forma quimica que este metal adopte, variando en funcion del pH vy la presencia de cationes y
aniones organicos e inorganicos que estén presentes en el suelo (Cullen y Maldonado, 2013).
Ademas, Inkham et al., (2019) indican que las caracteristicas del suelo correlacionadas
positivamente con la retencion de cadmio fueron pH, materia orgénica, contenido de arcilla,
capacidad de intercambio cationico (CIC), area de superficie especifica y condiciones redox.

La interaccion del cadmio con el suelo produce valores normales de concentracion que se
mantienen en un intervalo de 0,001 a 0,5 mg/kg donde no presentan un poder toxicolégico
elevado, mientras que los valores de 300-400 ug/L determinan el alto grado de contaminacion
en el suelo (Ortiz, 2017). Cuando el cadmio asume valores altos, es inmovilizado por medio de
factores de precipitacion, complejacion y adsorcion (Inkham et al., 2019).

Alteracion del sistema radicular de la planta por el cadmio

El cadmio ingresa al tejido vegetal a nivel molecular mediante los sistemas de raices de plantas
que absorberan el metal, ingresando posteriormente de las raices a los brotes y las hojas, y
finalmente a los frutos o semillas; otra via de ingreso a las plantas es desde la atmdsfera a través
de la transferencia foliar (Hou et al., 2020).

La exposicion al cadmio induce mecanismos de defensa en la planta, la cual reduce su tasa
metabolica basal y la actividad de las enzimas del ciclo de Krebs; los efectos toxicos del cadmio
se manifiestan por el estrés oxidativo, que aumenta la peroxidacion lipidica y la produccion de
especies reactivas de oxigeno y peréxido de hidrégeno en las raices y las hojas (Zaborowska,
Wyszkowska, & Kucharski, 2015).

Biorremediacion de suelo contaminado por cadmio

Liu et al., (2018) mencionan que existen técnicas de remediacidn in situ y ex situ para contener,
limpiar o restaurar suelos con presencia de metales pesados, los cuales varian
significativamente en efectividad y costo, ver la Figura 1.
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Figura 1. Técnicas comunes de remediacion para suelos contaminados con metales pesados
(Liu et al., 2018).

Quintella, Mata, Lima, (2019) mencionan que la biorremediacion comprende el uso de
microorganismos como tratamiento para contrarrestar los efectos negativos del metal que se ha
situado en el suelo, como también, las enzimas o plantas asociadas a los microorganismos
pueden enriquecer Yy agilizar el proceso de biorremediacion. Asimismo, Nieves et al., (2019)
corrobora que es un método que aplica agentes bioldgicos para la eliminacion parcial o total de
contaminantes y/o sustancias toxicas del medio ambiente.

La biorremediacion es una de las técnicas méas confiables, desde un enfoque ecoldgico utiliza
la capacidad natural de los microbios como lo muestra la Figura 2. y plantas para eliminar o
neutralizar los contaminantes presentes en el medio ambiente. Los microorganismos son
aceptables, principalmente por las enzimas que producen, derivado en el ataque hacia los
contaminantes y degradacion completa, lo cual los hara productos menos nocivos (Saluja &
Sharma, 2013).
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Figura 2. Retos que afrontan los microorganismos en el proceso de biorremediacion (Mary et
al., 2018).

Panwichian & Kantachote, (2009) destacan que los metales pesados, entre ellos, el cadmio,
influyen en los microorganismos al afectar perjudicialmente su crecimiento, morfologia y
actividades bioguimicas, lo que resulta en una disminucion de la biomasa y la diversidad.

Existen bacterias, hongos y algas que son los utilizados para la acumulacion de cadmio, que se
mencionan en la Tabla 1 (Yin et al., 2019).

Tabla 1. Remocién de metales pesados por medio de microorganismos

Microorganismos Metales pH Capacidad Regenera Referencia
objetivo optimo (mg/g) ciéon

Bacterias Pseudomona Cd(II) 6.0 16.9 N (Limcharoensuk et al.,
aeruginosa 2015)
Bacillus cereus Cd(II) 5.0 31.9 Y (Huang et al., 2013)
Ochrobactrum sp.  Cd(II) 6.0 83.3 Y (Khadivinia et al.,

2014)
Hongos Trichoderma Cd(II) 6.0 21.7 N (Bazrafshan, Zarei, &

Mostafapour, 2016)

Aspergillus niger  Cd(II) 5.5 11 N (Tsekova et al., 2010)

Fuente: (Yin, Wang, Lv, & Chen, 2019)
Verma & Kuila, (2019) afirman que la biorremediacién es un proceso rentable que en lo
econémico no demanda de un presupuesto elevado, a pesar de ser fundamental para evitar y
mitigar efectos nocivos producto de la contaminacidn que alteran el suelo mediante compuestos
toxicos.



Rhizopus sp.

Este hongo sirve como herramienta biotecnoldgica para la limpieza o descontaminacion de
suelos con cadmio debido a su estructura que esta constituida por arbusculos, vesiculas e hifas,
que son esenciales y 6ptimas para reducir el metal, Cd, Pb o Zn, véase Figura 3.
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Figure 3. Estructura de AMF y almacenamiento de metales pesados que evitan la
translocacion a tejidos vegetales (Carrenho, Alves, & Santos, 2018).
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Sin embargo, los hongos, especialmente el Rhizopus sp. produce una glicoproteina llamada
glomalina, que establece enlaces con moléculas de alta toxicidad, a pesar de la cantidad que se
produce solo puede inmovilizar < 1% del Cd total presente en la solucién del suelo, a pesar de
lo mencionado es eficaz para retener cualquier elemento con carga negativa (Molina, 2017).

El Rhizopus sp. es un tipo de hongo que presenta caracteristicas de tolerancia y supervivencia
en medios toxicos tales como cadmio, cobre, plomo, arsénico y hierro (Oladipo et al. 2018).
Este hongo tiene ventajas como el crecimiento rapido, no requiere de un medio altamente
nutritivo, sobrevive en diferentes habitats y crecen en diferentes condiciones climaticas (Singh
et al. 2020).

Rhodobacter sphaeroides

Es una bacteria fototrofica gramnegativa, que tiene caracteristicas que sefialan su adaptacion a
condiciones en presencia de cadmio; ademas posee una pigmentacién morada intensa y su
organismo no necesita de azufre; en funcidn a su importante actividad que realiza como agente
inmovilizador por medio de la creacion de sulfuros agenciada de su baja solubilidad es usada
para remediacién ambiental tal como lo presenta la Figura 4 (Peng et al., 2018).



Pb Cd Hg
Pb Cd Hg
N ACUInUJOCEOn de Ho’ I
Cd -
Hg Bajo y B Alto
Dano oxidativo
Muerte celuler
6000 + y: M0 Pb
Control
Rhodobacfter N Po
sphaeroides o 40004
et o
8 3000 1 >
§ 2000 ho W |
. N 1N, {
- S
0001 S WIUTSS Baio
N}-' - .\mtﬁ.‘_‘\_‘r }
0~ v 4
R 2 e : f_ot i’o 0 8 1550 de eliminacion
osicion (2 teto) < Cotve (Cu)

Figura 4. Eliminacion y disminucion del impacto por la accién del Rhodobacter
sphaeroides sobre el suelo (Peng et al., 2018).

Este organismo microscopico puede ser encontrado en ambientes frescos y marinos, como
aguas residuales y lodos activados, por otro lado, metabdlicamente son los méas versatiles de
todos los procariotas; la bacteria Rhodobacter sphaeroides puede usar una amplia gama de
compuestos organicos como fuentes de carbono y energia (Kim et al., 2004). EIl proceso de
hidrégeno bioldgico anaerdbico, sefiala que cuando el Rhodobacter sphaeroides inicia el
proceso de crecimiento, y sobre el suelo hay cadmio en concentraciones considerables, los
iones de este elemento pueden ser eliminados por precipitacion y biosorcion, asimismo, gran
parte podra hallarse retenida en la pared celular de la bacteria (Yang et al., 2016).

Las células de Rhodobacter sphaeroides son ricas en bioquimicos y no secretan toxicos o
sustancias nocivas; ademas, tiene buena tolerancia y actia en efectos de degradacion de
plaguicidas, herbicidas y otros productos quimicos toxicos (Wu et al., 2018).

En los estudios de fraccionamiento subcelular del Rhodobacter sphaeroides revelan que casi
el 90,5% del cadmio, absorbido por las células, se encuentra en la pared celular, mientras que
la presencia de cadmio en la fraccion citoplasmica y en la membrana son solo el 3,7% y el 5,8%
de la absorcion total; la eliminacion y transformacion del ion cadmio se realiza principalmente
en la pared celular (Bai, Zhang, Yang, & Li, 2008).

Conclusién

La revision bibliogréfica acerca de la biorremediacion de un suelo contaminado con cadmio
mediante la aplicacién de Rhizopus sp.y Rhodobacter sphaeroides nos permitié concluir que
los microorganismos adoptan la capacidad de mejorar la eficiencia de la biorremediacion en
suelos contaminados mediante la absorcion del cadmio en su capacidad metabdlica, es por ello
que el cadmio sigue siendo un elemento frecuente generado por las actividades industriales,
por ende, su presencia, altera y deteriora la calidad del suelo. La técnica de biorremediacion es
una solucion que se halla en la naturaleza frente a la contaminacién por cadmio, donde el uso
de microorganismos tiene un alto potencial al contar con amplias capacidades metabdlicas; a
partir de la investigacion es necesario evaluar estudios complementarios que permitan conocer
el comportamiento entre microorganismo — suelo.
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