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Aportes originales

Las aguas residuales provenientes de galvanoplastias, de la industria metalurgica y la
industria quimica en general, presentan concentraciones de Cr(VI) por encima de los niveles
permitidos por ley para su descarga en cuerpos de agua receptores o en plantas de
tratamiento cloacal. Por lo tanto, estas industrias deben tratar sus aguas previamente a la
descarga. Sin embargo, los tratamientos convencionales del tipo quimico (reduccién de
Cr(VI) con bisulfito de sodio y posterior precipitacion del Cr(lll) generado) son muchas
veces ineficientes y costosos. En el presente trabajo se desarrolla un sistema de tratamiento
bioldgico que es mas econdmico, eficiente y ambientalmente amigable. En trabajos
anteriores al desarrollo de la presente tesis se aislaron bacterias provenientes del rio
Reconquista (Buenos Aires) que eran resistentes al Cr(VI) y poseian capacidad de reduccion
del Cr(\V1) (Pseudomonas veronii 2E, Klebsiella oxytoca P2 y Klebsiella ornithinolityca 1P).
En el presente trabajo se evalud la capacidad de reduccion de cada una de estas cepas
cuando se encontraban en crecimiento en un medio nutritivo o cuando se encontraban en
estado quiescente en suspensiones celulares suplementadas con un dador de electrones. La
diferencia entre ambas metodologias consistia en que las células en crecimiento poseian un
metabolismo activo aunque la concentracion bacteriana era baja. En cambio, las
suspensiones celulares podian ser concentradas a fin de aumentar la densidad celular que
normalmente se obtiene en un cultivo. Ademas, al trabajar en ausencia de un medio de
cultivo, se simplificaba el procedimiento y su aplicacién a nivel industrial. Los resultados
obtenidos mostraron claramente que la tasa de reduccion de Cr(VI) dependia de manera
directamente proporcional a la concentracién bacteriana y, en menor medida, a la
concentracion del dador de electrones. Los ensayos con células en crecimiento arrojaron
tasas de reduccion bajas porque la densidad alcanzada en los cultivos fue igualmente baja.
La cepa con la que se obtuvo la mayor tasa de reduccion en estado quiescente fue P. veronii
2E a una densidad de 36 g (biomasa seca)/l y 20 mM de glucosa como dador de electrones.
En estas condiciones se logr6 una reduccion total del Cr(V1) (1 mM) en 4-5 horas. Se evaluo
la capacidad de reduccion de Cr(VI) de esta cepa a distintos pHs y temperaturas y los
valores dptimos fueron 7 y 32 °C respectivamente. A fin de implementar el tratamiento a
aguas residuales industriales, se ensayaron distintas técnicas de inmovilizacion bacteriana
por oclusion en agarosa o en alginato de calcio. Se utilizaron suspensiones de P. veronii 2E
en base a los resultado anteriores. Tanto con agarosa como con alginato de calcio la tasa de

reduccioén en las condiciones dptimas se vio reducida ya que se agrega un paso de difusion
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de los sustratos (Cr(VI) y glucosa) a través de la matriz de inmovilizacién en la reaccién
global. EI 100% de reduccidn se alcanzd en 8 horas. Debido a que el alginato de sodio es
mas econdémico que la agarosa, se empleo a éste en los experimentos siguientes en los que se
aumentd la escala de produccién de biomasa y tratamiento. Para esto se disefié un
biorreactor para la generacion de biomasa de manera semi-continua y se realizaron ensayos
en una columna calefaccionada en donde la bacteria inmovilizada fue utilizada repetidas
veces en lotes consecutivos de soluciones de Cr(VI) 1 mM. Esto permitié determinar la
cantidad de veces que el biocatalizador podia ser utilizado, antes de que perdiera actividad.
En total, el catalizador pudo ser reutilizado cinco veces antes de que la actividad reductora
disminuya de tal manera de que no se produzca la reduccién total del Cr(\VI1) en 8 horas. A
partir de estos resultados se procedio al tratamiento de dos aguas residuales provenientes de
una empresa productora de piezas metalicas de griferia de 0,26 y 0,69 ppm de Cr(VI). El
tratamiento fue de forma continua con un tiempo de retencion hidraulico de 30 minutos. El
tratamiento se efectud durante 150 horas corridas antes de la pérdida de actividad. No se
encontré cromo en el liquido tratado. Para reducir los costos de implementacion de este
tratamiento a nivel industrial, se buscaron medios de cultivo alternativos econémicos
basados en melaza de cafia o glicerol crudo y un fertilizante comercial. Los mayores
rendimientos se obtuvieron con glicerol acido al 5 %v/v y fertilizante al 0,6 %v/v.
Utilizando este medio de cultivo se produjo la biomasa para tratar un agua residual de una
empresa productora de acido cromico de 40 ppm de Cr(VI). El agua se traté en lotes
consecutivos produciendo la reduccion total del Cr(VI1) en hasta doce horas durante cinco
dias consecutivos.

En conclusién, se logré desarrollar un tratamiento bioldgico de aguas residuales de
baja y media concentracion de Cr(VI1) utilizando medios de cultivo econémicos para la
produccion de biomasa. Sin embargo, el tratamiento de aguas con mediana concentracion de
Cr(VI) result6 inviable por sus altos costos. En cambio, el tratamiento de aguas residuales
con baja concentracién de Cr(VI) resultd mas econémico que el tratamiento convencional.
La tecnologia aqui desarrollada es adecuada para el tratamiento de corrientes que contienen
una baja carga de Cr(VI) ya que presenta ventajas econdémicas y ambientales en

comparacién con los métodos utilizados cominmente.
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Capitulo I.
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Introduccion
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El cromo en la naturaleza

El cromo (Cr) en su estado de oxidacion elemental es un metal duro, lustroso, de
color gris y su ocurrencia en la naturaleza es rara. Se lo puede encontrar en ambientes
altamente reductores como en la mina Udachnaya en Rusia en donde también se producen
diamantes (Sueker et al 2005). Sin embargo, altas cantidades de Cr(lll) se encuentran
distribuidas en la corteza terrestre en forma de cromita (FeCr,O4). EI Cr(VI) también se
encuentra en la naturaleza aunque en menores cantidades que el Cr(lll) bajo la forma de
crocoita (PbCrO,4) (ATSDR 2000) (Fig. 1). La existencia de estos minerales hacen que el
cromo sea el sexto elemento méas abundante en la corteza terrestre con una abundancia
promedio de 100 mg/kg (Sueker et al 2005).

9

(c) Thomas Witzke + Abraxas Verlag

Fig.1: a) Cromita extraida de Baltimore, Maryland, USA. b) Crocoita extraida de Dundas mineral field,
distrito Zeehan, Tasmania, Australia. ¢) Cromo elemental extraido de Sichuan, China. Fuente: a) www.mindat.org/photo-
298709.html. b) www.mindat.org/photo-5846.html. ¢) www.mindat.org/photo-8009.html.

La cromita es el mineral explotado econdmicamente para la extraccién del cromo.
Las reservas mundiales de este compuesto se estiman que son mayores a las 480.000
toneladas métricas. Las principales reservas se encuentran concentradas en Kazakhstan,
Sudéfrica y la India con 220.000, 200.000 y 54.000 toneladas métricas respectivamente
(Papp 2012). La crocoita, en cambio, es demasiado rara para ser explotada econémicamente

y sOlo es apreciada por coleccionistas (Sueker et al 2005).
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Geoquimica del cromo

El cromo existe en la naturaleza de manera estable como Cr° Cr(Ill) y Cr(VI)
aunque existen otros estados transientes como el Cr(IV), Cr(V) o Cr(ll) (Daulton et al
2006). Cr(ll1) es generalmente inmovil en el suelo ya que se adsorbe fuertemente a
superficies de arcillas minerales, a 6xidos de manganeso y a hierro hidratado tanto en la
forma de Cr** como en la forma de hidréxidos iénicos (Hering et al 2004). Ademas, en el
rango de pH neutro Cr(lll) forma Cr(OH); que es insoluble, disminuyendo ain mas la
movilidad del cromo. El cromo trivalente puede, sin embargo, formar complejos con
compuestos organicos solubles y de esta manera adquirir movilidad (Puzon et al 2007, Cao
et al 2011). El cromo hexavalente, en cambio, es soluble en toda la escala de pH vy, en
consecuencia, altamente movil. EI Cr(VI) puede inmovilizarse al adsorberse en superficies
arcillosas cargadas positivamente, especialmente a pH &cido. Sin embargo, este fenémeno
de adsorcidon puede suprimirse en presencia de iones competitivos como el sulfato y el
fosfato o por aumento del pH o de la fuerza idnica (Bartlett et al 1976).

En suelos y sedimentos en equilibrio con el oxigeno atmosférico existen 6xidos de

manganeso y compuestos organicos oxidables. EI Cr(VI) presente en este suelo proveniente
generalmente de contaminacion puede ser reducido a Cr(l11) por la materia organica o por la
presencia de Fe(ll). EI Cr(l111) generado puede inmovilizarse o formar complejos con materia
organica de manera de permanecer soluble. Este cromo organico soluble estara disponible
para que los 6xidos de manganeso lo oxiden a Cr(VI) completando el ciclo (Fig. 2).
Estos procesos redox son posibles al mismo tiempo aunque la oxidacion de Cr(l11) a Cr(VI)
es relativamente lenta comparada con la reduccién de Cr(VI) a Cr(lll). La cinética de estas
reacciones dependera del pH del medio, la concentracion de agentes reductores y oxidantes
y la disponibilidad de los sustratos. De esta manera, la persistencia del Cr(VI) en el
ambiente se producira si la tasa a la que se introduce el Cr(VI) es mayor que la tasa de
reduccion natural del suelo que suele ser de dias dependiendo del tipo de suelo y de la
concentracion de Cr(VI) (Bartlett et al 1991, Choppala et al 2013).
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Oxigeno atmosférico
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Materia (reducida)
organica
(oxidada)

Fig. 2: Ciclo del cromo en el ambiente (modificado de Dahl et al 2013)

Usos del cromo en la industria

El cromo es utilizado en una gran variedad de industrias. En la industria textil el
dicromato de potasio (K,Cr,O;) es usado desde 1820 como fijador o estabilizador de
colorantes para prevenir la decoloracion de las fibras textiles (Suecker et al 2005). En
metalurgia, el cromo es usado para el proceso de cromado de piezas metalicas. EI 90% del
consumo industrial del cromo se efectla en este proceso (ICDA 2014) que consiste en
“banar” a las piezas metalicas en una solucion de Cr(VI) que se conoce industrialmente
como “adcido cromico”. De esta manera se obtiene un producto de mayor dureza, bajo
coeficiente de friccion y resistencia a la corrosion. Otras formulaciones con Cr(VI) se
utilizan, ademas, para la conservacion de la madera contra el ataque de hongos e insectos y

para el curtido de cueros (Jacobs et al 2004).
Toxicidad del cromo

Los efectos del cromo en la salud dependen de su estado de oxidacion, de la
concentracion y de la via de exposicion. EI Cr(Ill) se considera un micronutriente esencial.

Segun el Instituto de Medicina del Consejo Nacional de Investigacion de los Estados Unidos

la cantidad de Cr(l11) que un adulto o adolescente debe incorporar en su dieta es de 20-45ug
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Cr(lll)/dia (ATSDR 2012). Aln no se conoce en qué procesos metabolicos interviene el
Cr(I11) pero se cree que estad involucrado en el metabolismo de la glucosa (Bielicka et al
2005, Dahl et al 2013). No obstante, la exposicion a altas concentraciones de Cr(l11) puede
causar afecciones respiratorias y alergias cuando la via de entrada es por inhalacién y por
contacto dérmico respectivamente (ATSDR 21012). Hay pocos estudios en los que se
reporte que el Cr(lll) tenga efectos cancerigenos o afecte la reproduccion y el desarrollo
embrionario, y los resultados son tema de debate (ATSDR 2012). EI Cr(VI), en cambio,
produce un mayor dafio a la salud que el Cr(lI1). Si es inhalado, el Cr(VI) puede producir
irritacién nasal, perforaciones y ulceraciones en el septo nasal, bronquitis, neumonia y
cancer de pulmon (ATSDR 2012, McNeill et al 2012, Dahl et al 2013). Si es ingerido,
puede provocar dolor abdominal, vomitos, Ulceras, hemorragias y diarrea. Por contacto con
la piel, se pueden producir quemaduras, irritacion y dermatitis (ATSDR 2012). Ademas, el
Cr(VI) posee efectos mutagénicos. Dentro de la célula, el cromo hexavalente es rdpidamente
reducido a Cr(lll) pasando por los estados intermedios de Cr(V) y Cr(IV) generando
especies reactivas de oxigeno que producen dafios en la estructura del ADN (Arslan et al
1987, Kadiiska et al 1994, Liu et al 1995, McCaroll et al 2010, Zhitkovich et al 2011). En
trabajadores expuestos al Cr(VI) se han registrado efectos adversos en los cromosomas y
existe evidencia de que el Cr(V1) induce la ruptura de la molécula de ADN, aberraciones

cromosomicas y desregulacion de la sintesis de ADN (ATSDR 2012).

Legislacion y regulacién de la descarga de aguas residuales que contienen Cr(VI)

Debido a los efectos toxicos del Cr(V1), en el mundo existen leyes que limitan la
concentracion de cromo hexavalente que debe haber en un agua residual industrial para que
pueda ser descargado en cuerpos de agua receptores. En Argentina la ley nacional 26.221,
articulo 122, anexo B, regula los niveles de Cr(V1) y Cr(lll) que deben tener los desagiies
cloacales y establece que las descargas no deben tener una concentracion mayor a los 0,2
ppm para Cr(VI) y de 2 ppm para Cr(lll). En Estados Unidos el cédigo de regulaciones
federales (Code of Federal Regulations) en su titulo 40, volumen 23, inciso 141.62 establece
que el nivel maximo de cromo total en sistemas acuaticos debe ser de 0,1 ppm. En Europa,
la directiva 98/83/CE del consejo establece una concentracion de cromo en aguas para

consumo humano de menos de 0,05 ppm.
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Tratamientos de aguas residuales que contienen Cr(VI)
Tratamientos basados en la reduccion de Cr(VI) a Cr(l11)

A diferencia del Cr(VI), el Cr(lll) es mucho menos téxico y forma precipitados
insolubles a pHs cercanos a la neutralidad. Esta propiedad permite que el cromo pueda ser
separado del agua residual industrial para que éste pueda ser descargado segun las
regulaciones vigentes. Por este motivo, muchos tratamientos de aguas residuales que
contienen Cr(VI) constan de un primer paso en el que el Cr(VI) es reducido quimicamente
para que luego, con el agregado de sustancias alcalinas, precipite en forma de hidroxido de

cromo.
Reduccion quimica de Cr(VI)

La reduccion quimica se logra al mezclar el agua residual que contiene Cr(VI) con
sustancias reductoras como el bisulfito de sodio en solucién &cida para generar el agente
reductor H,SOs3, el dioxido de azufre gaseoso o sales de hierro (Gheju et al 2006, Barrera-
Diaz et al 2012). Con bisulfito de sodio y con sales de hierro la reaccién de reduccion ocurre
en condiciones de acidez por lo que luego del proceso se debe neutralizar para lograr la
precipitacion del Cr(I1l) generado. Las reacciones que ocurren son las siguientes (Barrera-
Diaz et al 2012):

> Bisulfito de sodio:
(1) NaHSO3 (ag) + H' (aqp—> H2SO030g) + Na*ag) (generacion del agente reductor)

(2) 4CI’O42_(aq) + 6NaH803(aq) + 3H2804(aq) + 8H+(5W> 2CI’2(SO4)3(aq) + 3Na2804(aq) + 10H,0

(reduccién)
(3) Cra(SO4)33aq) + 6NaOHzgy—> 2Cr(OH)3) + 2H,0 (precipitacion)

> Dioxido de azufre:
(1) SOy + H,O —> H,SO3(,q) (generacion del agente reductor)
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Las reacciones de reduccidn y precipitacion son las mismas que las reacciones (2) y

(3) para el bisulfito de sodio.

» Sales de hierro
(1) BFe* (aq) + Cry07% (agq) + 14H" (o) —> 6Fe> (o) + 2Cr** oy + TH,O  (reduccion)

(2) Cr¥* ag) + 30H oy —> Cr(OH)s() (precipitacion)

Si bien estos tratamientos son de muy facil aplicacién tienen muchas desventajas. La
principal es la cantidad de residuo sélido que se produce ya que el hidroxido de cromo es
muy poco compacto lo que dificulta su manejo, traslado y disposicion final elevando los
costos (Lopez-Garcia et al 2010). Ademas, para asegurarse una reaccion completa, se vierte
un exceso del agente reductor lo que hace al sistema muy poco eficiente e incrementa los
costos (Zakaria et al 2008). Esto hace que estos tipos de tratamiento no sean recomendados
para tratar aguas con bajo contenido de Cr(VI). En el caso del uso de sales de hierro, se
forma en la reaccion de precipitacion hidroxido de hierro(lll) lo que aumenta ain mas la
cantidad de residuo generado (Barrera-Diaz et al 2012) mientras que en el caso de la adicién
de bisulfito de sodio se pueden producir sulfuros que necesitan otro tratamiento (Isa et al
2007). Por otro lado, las condiciones de reaccion son de extrema acidez lo que implica
acidificar el agua residual previo al tratamiento, elevando el costo total del proceso (Zakaria
et al 2008).

Reduccidn electroquimica de Cr(VI)

En la reduccion electroguimica el agente reductor es generado mediante la disolucion
de un electrodo en el agua a tratar al aplicar una corriente eléctrica. Si, por ejemplo, se
emplean electrodos de hierro, en el &nodo, el hierro elemental sélido se disolvera al oxidarse
por la liberacion de electrones que tiene lugar al aplicarse una diferencia de potencial. Los
cationes de Fe(ll) generados actlan como agentes reductores oxidandose a Fe(lll) y
reduciendo el Cr(VI) a Cr(l11) (Xu et al 2014). También puede ocurrir, sobre todo cuando se
trabaja a altas densidades de corriente, que la reduccion de Cr(VI1) se produzca directamente
en el catodo por medio de los electrones que fueron liberados al oxidar el electrodo de hierro

en el anodo (Barrera-Diaz et al 2011). EIl Cr(lll) generado precipita como hidroxido de
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cromo al aumentar el pH entre 6 y 8. Este proceso de disolucion del &nodo para la liberacién
de agentes reductores se favorece a pHs bajos y se denomina electrodisolucion (Xu et al
2014). Si se trabaja en condiciones de acidez moderada se produce el fendmeno de
electrocoagulacion en donde el agente reductor producto de la oxidacién del anodo (Fe(ll)
en el caso de electrodos de hierro) actla como agente desestabilizante (Akbal et al 2011,
Barrera-Diaz et al 2012) al formar hidréxidos insolubles. Estos agentes desestabilizantes
interactuan electrostaticamente con el contaminante neutralizando las cargas y formando un
precipitado insoluble. La formacién de hidrégeno gaseoso que ocurre por electrélisis del
agua en el catodo produce la flotacion de los floculos formados facilitando el proceso de
remocion (Cheng 2003, Akbal et al 2011). A Este proceso se lo denomina
electrocoagulacion/flotacion (Emamjomeh et al 2009). Para este tipo de tratamiento pueden
usarse también electrodos de aluminio en donde el agente desestabilizante es Al(OH)s3
(Cheng 2003). Las reacciones que ocurren utilizando un electrodo de hierro a bajo pH son

las siguientes (Barrera-Diaz et al 2012):
» Reaccion en el anodo
(1) Fe(s) —> Fez‘”(aq) + 2e” (oxidacion del electrodo)
» Reacciones en el catodo
(1) 2H"ag) + 26° —> Ha(q) (generacion de hidrogeno gaseoso por reduccion de protones)

(2) 2H,0 + 2e° —— Hy(g) + 20H" (generacion de hidrogeno gaseoso por electrolisis del

agua)

3 Fe3+(aq) +te —» Fez+(aq) (reduccién del Fe(lll) formado por la oxidacién del Fe(ll)

en la reduccién de Cr(VI1))

(4) HCrOy4 (ag) + TH" (aq) + 38" — Cr¥*(oq + 4H,0 (reduccion de Cr(VI1) directamente en

el catodo)
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» Reacciones en la solucion

(1) 3Fe™* (ag) + HCrO4 (agy + TH 2y —» 3Fe**(aq) + Cr** o) + 4H,0 (reaccion redox entre

el hierro y el cromo)

Estos tipos de tratamiento electroguimico presentan ventajas con respecto a los
tratamientos quimicos ya que se reduce la cantidad de reactivos empleados debido a que el
agente reductor es generado in situ en el &nodo a partir de la aplicacion de una diferencia de
potencial entre los electrodos (Benhadji et al 2011). Ademas, la tasa de reduccion de Cr(VI)
en estos tratamientos es elevada disminuyendo el tiempo del proceso (Almaguer-Busso et al
2009, Akbal et al 2011). Sin embargo, altas densidades de corriente son necesarias lo que
eleva el costo energético del tratamiento (Kurniawan et al 2006, Almaguer-Busso et al
2009). A bajas concentraciones de Cr(VI) el proceso se vuelve ineficiente por lo que, en
estos casos, se necesita un paso previo de concentracion que eleva el costo total (Kurniawan
et al 2006, Xu et al 2011a). Por ultimo, las condiciones de extrema acidez que se emplean
en la reduccion de Cr(VI) y la posterior neutralizacion para la precipitacion de Cr(l11) hacen
que los costos aumenten por el consumo de &cidos y bases (Gagrai et al 2013).

Tratamientos convencionales que no implican reduccion de Cr(VI)

Entre los tratamientos convencionales de remocion de Cr(VI) se encuentran
principalmente el uso de resinas de intercambio anidnico y de membranas de ultrafiltracion.
La légica de estos tratamientos consiste en concentrar el Cr(V1) presente en el agua residual
en un pequefo volumen de manera de que sea menor la cantidad de agua residual que se
produzca disminuyendo los costos de su tratamiento. Ademas, la concentracion del Cr(VI)
permite que sean aplicables los métodos de reduccion y precipitacion descriptos
anteriormente. Tenorio et al (2001) propone la reutilizacion del Cr(VI1) eluido de una
columna de intercambio anionico aunque el liquido tratado en sus experimentos presento
una concentracion de Cr(VI) de 0,25ppm lo cual no cumple con la legislacion de una gran
cantidad de paises para la descarga en cuerpos de agua. En el caso de los tratamientos
mediante ultrafiltracion, primero se hace interaccionar al Cr(V1) con polimeros de alta masa
molecular de manera de que los aniones, al encontrarse unidos a compuestos de mayor masa
molecular que el cut off de la membrana, queden retenidos y puedan ser separados del

liquido (Aroua et al 2007, Sanchez et al 2011, Jayalakashmi et al 2012). Las ventajas de la
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tecnologia de intercambio anidnico son la facil implementacion del tratamiento y la ausencia
de la generacion de residuos solidos (Dobrevsky et al 1996). Las desventajas son la
necesidad de un pretratamiento del agua residual previo al intercambio aniénico y los altos
costos de las resinas (Ahmed et al 1998). En cuanto al método de ultrafiltracion, las
principales ventajas son la facil implementacion y el poco espacio requerido de los
cartuchos de filtracion. La gran desventaja de esta tecnologia es el taponamiento o fouling
de la membrana que se produce con el uso. Esto disminuye la eficacia del sistema y resulta

en un aumento de los costos (Choi et al 2005).

Tratamientos no convencionales

Los tratamientos no convencionales son tecnologias que tienen limitada aplicacién
por encontrarse aun en fase de desarrollo. Estos tratamientos buscan resolver los problemas
de alto costo y baja eficiencia de los tratamientos convencionales y son cruciales sobre todo
para paises en vias de desarrollo en donde las empresas no cuentan con el capital para
implementar costosos sistemas de tratamiento. Entre estos tratamientos se encuentran la

biosorcidn, la reduccidn fotocatalitica y la reduccion bioldgica de Cr(VI).

Biosorcién de Cr(VI)

La biosorcion de Cr(VI) consiste en el uso de biomasa, generalmente inactiva, como
resina de intercambio iénico. Las superficies de las células bacterianas y de hongos
presentan gran cantidad de grupos funcionales que pueden ser ionizados dependiendo del pH
del medio. A pH &cido, las superficies celulares presentan carga positiva, por lo que los
aniones cromato quedarian retenidos a estas superficies separandose de la solucién. De esta
manera, se trata de reemplazar las resinas cominmente usadas en intercambio iénico con
productos naturales que son mas econdmicos de producir. Actualmente, se esta estudiando la
composicion de distintas superficies celulares para obtener un mayor control del proceso de
biosorcion. Ejemplos de aplicacion de esta tecnologia pueden encontrarse en Ramrakhiani et
al (2011) yen Tan et al (2012).
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Reduccidn fotocatalitica de Cr(VI)

La reduccion fotocatalitica del Cr(VI) involucra el uso de semiconductores como
TiO, 0 La,Ti,07 que al ser irradiados, generalmente con radiacion UV, generan electrones y
agujeros positivos que migran hacia la superficie del semiconductor y producen la reduccion
del Cr(VI) conjuntamente con la oxidacién de otros contaminantes, que suele ser por lo
general materia organica (Rengaraj et al 2007, Barrera-Diaz et al 2012). La gran ventaja de
este método de tratamiento consiste en la ausencia de reactivos agregados ya que el agente
reductor es generado por el efecto de la radiacion sobre el semiconductor. Actualmente se
estd investigando el uso de semiconductores que sean excitados con radiaciones de menor
energia y la inmovilizacion del semiconductor para facilitar su separacion del agua residual
a tratar (Idris et al 2010).

Reduccién bioldgica de Cr(VI)

En la reduccion bioldgica de Cr(VI), microorganismos catalizan la reaccién de
reduccion utilizando enzimas especificas. Se han aislado diversos microorganismos capaces
de reducir Cr(V1), desde bacterias hasta hongos, en distintas condiciones de cultivo (Zhu et
al 2008, Pifion-Castillo et al 2010, He et al 2011, Guria et al 2014). El mecanismo de
reduccion de cromo hexavalente varia entre microorganismos aerobios y anaerobios. En
aerobios se ha reportado la existencia de distintas cromatoreductasas cuyo mecanismo de
accion ha sido caracterizado. ChrR es una flavoproteina dimérica purificada de
Pseudomonas putida MK1 que cataliza la transferencia de electrones al Cr(\VI1) (Park et al
2000, Ackerley et al 2004). En un primer paso, esta enzima transfiere un electron,
proveniente de NAD(P)H, al Cr(VI) generando Cr(V) que luego sera transformado a Cr(ll)
con la transferencia de dos electrones mas (Wang et al 1995). Este mecanismo de reduccién
en dos pasos posibilita que el Cr(V) sea reoxidado espontaneamente a Cr(VI1) generando
especies reactivas de oxigeno que pueden provocar dafio celular (Ackerley et al 2004).
YieF, en cambio, cataliza la reduccion directa de Cr(VI) a Cr(lll) a través de una
transferencia de cuatro electrones de los cuales tres se transfieren para reducir el cromo y
uno se utiliza para reducir oxigeno. De esta manera, se genera una menor cantidad de
especies reactivas de oxigeno produciendo menos dafio (Park et al 2002). YieF fue
purificada de Escherichia coli. En microorganismos anaerobios, la actividad

cromatoreductasa esta asociada a la cadena de transporte de electrones, utilizando al Cr(VI)
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como aceptor final de electrones (Wang 2000, Viamajala et al 2002). Se ha demostrado que
los citocromos b y ¢ estan involucrados en la reduccion de Cr(V1) en anaerobios (Cheung et
al 2007). Otros anaerobios, los sulfato-reductores, producen H,S como parte de su
metabolismo, que actda como agente reductor de Cr(VI) generando una transformacion del
cromo indirectamente (Fude et al 1994, Wielinga et al 2001). Los tratamientos de aguas
residuales basados en esta tecnologia consisten en contactar el agua residual a tratar con el
catalizador, es decir, el microorganismo. Generalmente, el catalizador se encuentra
inmovilizado de manera de poder separarlo facilmente del agua residual para poder
reutilizarlo. Se pueden distinguir dos estrategias de inmovilizacion: formacién de biofilm y
oclusion/encapsulamiento en geles poliméricos. Cuando se utiliza al biofilm como estrategia
de inmovilizacidn, se cultiva al microorganismo en biorreactores en presencia de soportes
sobre los cuales los microorganismos se adhieren y proliferan. Luego, el medio de cultivo es
sustituido por el agua residual a tratar que es suplementado con nutrientes de manera de no
perder la actividad del biofilm. Al salir del biorreactor, después de un tiempo de residencia
predeterminado, el agua residual presentara, si el sistema funcion6 correctamente, una muy
baja concentracion de Cr(VI). En la encapsulacidn/oclusion en geles, el microorganismo es
cultivado en sistemas en lote o lote alimentado de manera de obtener una gran cantidad de
biomasa. Luego, las células son cosechadas y encapsuladas o atrapadas en el gel. La
diferencia entre oclusién y encapsulamiento consiste en que en ésta Gltima el
microorganismo se encuentra confinado en un medio liquido rodeado de una matriz
semipermeable porosa. En la oclusion, en cambio, el microorganismo queda inmovilizado
dentro de la matriz porosa. En el tratamiento de aguas residuales que contienen Cr(V1), el
catalizador, conformado por el microorganismo inmovilizado, es puesto en contacto con el
agua residual a tratar, que generalmente es suplementado con un dador de electrones, para
producir la reduccion del Cr(V1) en un tiempo de residencia determinado. Ambas estrategias
de inmovilizacion (biofilm y encapsulacion/oclusién) presentan ventajas y desventajas que
seran discutidas en el Capitulo Ill. Elangovan et al (2009), Ahmad et al (2010) y Xu et al
(2011b) presentan algunos ejemplos de la aplicacion de la reduccion bioldgica de Cr(VI) en

tratamientos de aguas residuales.
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Hipotesis y objetivos
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Hipotesis

En el presente trabajo se desarrolla un sistema de tratamiento basado en la reduccion
bioldgica de Cr(VI) aprovechando el potencial presente en bacterias autdctonas aisladas del
rio Reconquista en la provincia de Buenos Aires, Argentina. Se espera obtener un
tratamiento alternativo de aguas residuales que contienen Cr(VI) que presente mayor
eficiencia que los tratamientos convencionales debido a la utilizacion de bacterias adaptadas
a las condiciones ambientales de estos procesos.

En primera instancia se establecen las condiciones éptimas de reduccion biol6gica
de Cr(VI) y se selecciona a la cepa méas eficaz. En segundo lugar, se evalla la
biotransformacion de Cr(V1) utilizando a la cepa seleccionada inmovilizada en distintas
matrices. Por ultimo, se utiliza el biocatalizador en un tratamiento integral de un agua
residual industrial y se calculan los costos del tratamiento a escala industrial. Se evaltan

ademas, distintas alternativas de economizar el proceso.
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Objetivo general

Desarrollo tecnologico de un biocatalizador a base de células bacterianas
inmovilizadas para su uso en tratamientos de agua residuales que contengan Cr(V1).

Objetivos especificos

e Explorar la capacidad de biotransformacion de Cr(VI) de las cepas aisladas en
medio de cultivo nutritivo a distintas concentraciones de Cr(VI).

e Determinar la capacidad de biotransformacion de Cr(VI) de células en reposo de
las cepas aisladas en ausencia de medio de cultivo, en soluciones buffer con
presencia de dadores de electrones. Establecer el estado de crecimiento 6ptimo
para la biotransformacion de Cr(VI1) de las células cosechadas.

e Determinar la concentracion bacteriana y de dador de electrones dptima para la
biotransformacién de Cr(V1) con células en reposo.

e Fijar las condiciones Optimas de pH y temperatura para la biotransformacion de
Cr(VI) de la cepa mas eficaz en base a los resultados anteriores.

e Estudiar la capacidad de biotransformacién de Cr(VI) de células en reposo
inmovilizadas en alginato de calcio y agarosa.

e Determinar el efecto de la temperatura en la biotransformacién de Cr(VI) con
células en reposo inmovilizadas en alginato de calcio.

e Disefiar un sistema de produccion de biomasa de mayor escala en un biorreactor
dell.

e Determinar la capacidad de reutilizacion del biocatalizador en un sistema de
sucesivos lotes de tratamiento de un agua residual sintético y de una solucion de
acido cromico con 1 mM de Cr(VI), empaquetado en jeringas de 60 ml y su
aumento de escala a una columna calefaccionada de 1 1.

e Evaluar la capacidad de retencion de Cr(ll1) del biocatalizador inmovilizado en

alginato de calcio.
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Desarrollar un sistema de tratamiento con una columna empaquetada con el
biocatalizador inmovilizado para aguas residuales industriales reales de baja
concentracion de Cr(VI).

Evaluar los costos del tratamiento propuesto y establecer alternativas para
economizar el proceso.

Determinar la capacidad de crecimiento de la cepa seleccionada en medios de
cultivo a base de sustratos econémicos (melaza de cafia y glicerol crudo como
fuente de carbono y energia y fertilizante como fuente de nitrogeno y fésforo).
Desarrollar un sistema de tratamiento para aguas residuales de mediana
concentracion de Cr(VI) con células producidas a partir de un medio de cultivo
economico.

Comparar los costos del tratamiento con el costo del tratamiento quimico

convencional.
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Biotransformacion de Cr(VI):
Optimizacion del proceso
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Introduccion

En trabajos anteriores se demostr6 que las cepas Klebsiella oxytoca P2,
Pseudomonas veronii 2E y Kilebsiella ornithinolytica 1P aisladas del rio Reconquista
(Buenos Aires) eran resistentes a Cr(VI) (Garavaglia et al 2010). En dichos trabajos,
ademas, se reportd la biotransformacion de Cr(VI) a Cr(l1l) cuando a estas bacterias se las
cultivaba en medio nutritivo en presencia de K,Cr,O-. Esta reaccion se confirmé al medir en
los sobrenadantes de los cultivos una disminucién en la concentracion de Cr(VI) mientras
que la concentracion de cromo total se mantenia constante. Esto descarta que la desaparicion
de Cr(VI) se deba a procesos de acumulacion dentro de la bacteria o a fendmenos de
adsorcion que podrian ocurrir en la superficie bacteriana fundamentalmente a pH &cido.

En el presente capitulo se estudian las condiciones en las que las cepas aisladas
anteriormente en este laboratorio son capaces de reducir Cr(VI) a Cr(ll1). En primer lugar se
ensayo el proceso de biotransformacién cuando las bacterias se encontraban en crecimiento
en medio de cultivo nutritivo. La concentracion de los nutrientes fue el doble que la utilizada
por Garavaglia et al (2010) para determinar si asi se aumentaba la tasa de reduccion.
Ademés se estudié la biotransformacion de Cr(VI) utilizando suspensiones de células
enteras en ausencia de medio de cultivo. De esta manera, se buscé simplificar el medio de
reaccion para facilitar la aplicacién de esta tecnologia a un tratamiento industrial y la
recuperacion del Cr(lll) generado. Se determinaron las condiciones 6ptimas en cuanto a
concentracion de biomasa y de dadores de electrones que estimulen la reduccion de Cr(VI).
Para la cepa con la que se obtuvo los mejores rendimientos en cuanto a la tasa de reduccion
se determinaron, ademas, los valores éptimos de pH y temperatura de la reaccion de

biotransformacion.
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En el presente capitulo se persiguen los siguientes objetivos:

e Explorar la capacidad de biotransformacion de Cr(VI) de las cepas aisladas en
medio de cultivo nutritivo a distintas concentraciones de Cr(VI).

e Determinar la capacidad de biotransformacion de Cr(VI) de células en reposo de
las cepas aisladas en ausencia de medio de cultivo, en soluciones buffer con
presencia de dadores de electrones. Establecer el estado de crecimiento 6ptimo
para la biotransformacion de Cr(VI) de las células cosechadas.

e Determinar la concentracion bacteriana y de dador de electrones dptima para la
biotransformacion de Cr(VI1) con células en reposo.

e Fijar las condiciones optimas de pH y temperatura para la biotransformacion de

Cr(VI) de la cepa més eficaz en base a los resultados anteriores.
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Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayos se realizaron por duplicado y fueron

repetidos oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Determinacion cuantitativa de Cr(VI)

En todos los ensayos la concentracion de Cr(VI) fue determinado utilizando el
método de la difenilcarbazida (Ahmad et al 2010): a 1 ml de muestra se le agregaron 9 ml de
H,SO,4 0,2 M y 0,2 ml de difenilcarbazida (DPC) 0,25% en acetona. La mezcla se dejo

reposar durante 10 minutos y se midié la absorbancia a 540 nm. EIl valor obtenido se
compard con la curva de calibracion realizada con distintas concentraciones de K,Cr,0;
(Fig. 1).
1,2 ~
1 -
£
S 0,8 -
©
'©
g 067 y = 0,0634x + 0,0052
E R? = 0,9997
n 0,4 -
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Fig. 1: Curva de calibracion de Cr(V1) por el método de la difenilcarbazida
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2. Reduccion de Cr(VI) mediada por células en cultivo

Los resultados de Garavaglia et al (2010) mostraron que Klebsiella oxytoca P2 presentaba la
mayor tasa de reduccién de Cr(VI) cuando se la cultivaba en medio nutritivo en presencia de
cromo hexavalente, en comparacion con las cepas Pseudomonas veronii 2E y Klebsiella
ornithinolytica 1P. Por este motivo se eligio a K. oxytoca P2 para la realizacion de los

siguientes ensayos.

2.1. Evaluacién del efecto de acostumbramiento al Cr(VI) en células de Klebsiella oxytoca

P2 en la biotransformacion de Cr(VI)

2.1.1 Preparacion del pre-indculo

Se inoculd a Klebsiella oxytoca P2 a partir de medio semi-sélido en 10 ml de medio
PYG (peptona 5 g/l, extracto de levadura 2,5 g/l y glucosa 1 g/l) y se cultivo a 32 °C y 120
rpm en ausencia y presencia de 0,05 mM Cr(V1) por 24 y 48 horas respectivamente.

2.1.2 Ensayos de reduccion de Cr(VI)

El pre-inoculo se agregd a 100 ml de medio fresco PYG suplementado con Cr(VI)
0,2 mM y se incub6 a 32 °C con agitacion a 120 rpm. Cada dos horas se tomaron muestras
de 2,5 ml, se midié la DOgyonm Y Se centrifugaron por 15 minutos a 6300 g y 4 °C. Se
determind la concentracién de Cr(V1) en el sobrenadante. Como control se utiliz6 medio de

cultivo estéril suplementado con 0,2 mM de Cr(VI).
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Fig. 2: Reduccion de Cr(V1) con Klebsiella oxytoca P2 con o sin agregado de Cr(V1) en el pre-indculo

Los resultados obtenidos en estos experimentos demostraron un leve incremento en
la tasa de reduccion de Cr(VI) cuando al pre-indculo se le habia agregado cromo
hexavalente (Fig. 2): un 80% del Cr(V1) total se redujo a Cr(lll) en 24 horas en el cultivo
cuyo pre-inéculo contenia Cr(VI). En cambio, en el cultivo que fue inoculado con un pre-
indculo que no contenia Cr(VI) se produjo una reduccién del 66,7% en 24 horas. Ademas, el
crecimiento en los cultivos que fueron inoculados a partir de cultivos con Cr(VI) fue
levemente mayor que en los cultivos cuyo inoculo no fue cultivado en presencia de Cr(VI)
aunque no se evidencia una diferencia en la velocidad especifica de crecimiento que fue de
0,64 h™* (Fig. 3). Esto sugiere un efecto de acostumbramiento al Cr(VI) que posibilita una
mayor resistencia al mismo y, por lo tanto, mayor crecimiento y en consecuencia una mayor
tasa de reduccion de Cr(VI).
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Fig. 3: Crecimiento bacteriano en cultivos con Cr(V1) 0.2 mM en presencia y ausencia de Cr(VI) en el pre-inéculo

2.2 Biotransformacion de Cr(VI1) en células en crecimiento

Se realizaron cultivos de 100 ml en PYG de las cepas Pseudomonas veronii 2E,
Klebsiella ornithinolytica 1P y Klebsiella oxytoca P2 a partir de pre-inoculos (cultivados a
32 °C por 48 hs) de 10 ml de cada cepa en PYG suplementado con 0,05 mM de Cr(VI).
Cada cepa fue cultivada en presencia de tres concentraciones de Cr(VI) diferentes: 0,05, 0,1
y 0,2 mM (2,6 ppm, 5,2 ppm y 10,4 ppm respectivamente). Estas concentraciones fueron
escogidas por encontrarse por debajo de la concentracion minima inhibitoria de crecimiento
de las bacterias empleadas (Garavaglia et al 2010). Como control se utiliz6 medio de cultivo
esteril suplementado con cada una de las concentraciones de Cr(VI) ensayadas.

Se observd que las tres cepas fueron capaces de reducir el cromo contenido en
solucion a diferentes tasas (Fig. 4a, 5a y 6a). Los cultivos de P. veronii 2E produjeron una
reduccion del 82, 95, y 71% en 24 horas a concentraciones iniciales de Cr(VI) de 0,05, 0,1y
0,2 mM respectivamente. K. oxytoca P2 produjo una biotransformacion en 24 horas del 76 y
80% a 0,1 y 0,2 mM de Cr(VI) respectivamente, mientras que con 0,05 mM, se produjo una
transformacion del 100% del Cr(VI) presente en 8 horas. K. ornithinolytica 1P redujo el
100% de cromo hexavalente a 0,05 y 0,1 mM en 6 y 9 horas respectivamente. A una

concentracion inicial de Cr(VI) de 0,2 mM, el porcentaje de reduccion fue del 88% en 24
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horas. Esta cepa fue la que present6 el mayor porcentaje de reduccion de Cr(VI) y también
presentd el mayor crecimiento en todas las condiciones ensayadas. Pudo observarse,
ademas, el efecto del Cr(VI) en el crecimiento bacteriano (Fig. 4b, 5b, y 6b). K. oxytoca P2
no alterd su tasa de crecimiento especifica al aumentar la concentracion de Cr(VI) de 0,05
mM a 0,1 mM pero aumentd al aumentar el Cr(VI) a 0,2 mM (Tabla 1). Sin embargo, la
biomasa producida disminuyd con cada aumento en la concentracion de Cr(V1): con 0,1 mM
la biomasa disminuyd al 36% mientras que con 0,2 mM decay6 al 4,8% considerando al
100% como la biomasa producida en presencia de 0,05 mM Cr(VI). K. ornithinolytica 1P en
cambio, mantuvo la misma produccién de biomasa e incrementd la tasa de crecimiento
especifica con cada aumento en la concentracién de Cr(VI). Por otro lado, P. veronii 2E
tuvo un maximo de crecimiento y de tasa de crecimiento a 0,1 mM Cr(VI) (ver Tabla 1).
Las tasas de reduccion inicial aumentaron con el aumento de la concentracion inicial de
Cr(VI) como era esperable para una cinética enzimatica. Las mayores tasas de reduccion
inicial se obtuvieron con K. oxytoca P2 y K. ornithinolytica 1P (ver Tabla 1). Sin embargo,
las velocidades de biotransformacion obtenidas no resultaron satisfactorias para ser
aplicadas en un tratamiento de aguas residuales. Por este motivo se investigd como

alternativa el uso de células en reposo en lugar de células en crecimiento. Ademas este

sistema, al independizarse del medio del cultivo, facilitara la operacién del tratamiento.

Tasa de crecimiento especifica (h™) Tasa de reduccidn inicial (mgCr(VI)/h*I)
BETER 0,05 mM Cr(VI) | 0,1 mM Cr(VI) [ 0,2 mM (CrVI) | 0,05 mM Cr(VI) | 0,1 mM Cr(VI) | 0,2 mM (CrVI)
2E 0,13 0,39 0,3 0,12 0,32 0,35
P2 0,42 0,42 0,64 0,27 0,33 0,88
1P 0,44 0,565 0,58 0,32 0,43 0,76

Tabla 1: Tasas de crecimiento y de reduccion de Cr(V1) de cada cepa para cada una de las concentraciones de Cr(VI) ensayadas.
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Fig. 4: a) Reduccion de Cr(VI) con bacterias de P. veronii 2E, K. ornithinolytica 1P y K. oxytoca P2 en crecimiento con Cr(VI)

0,05 mM. b) Curvas de crecimiento de las distintas cepas en presencia de Cr(V1) 0,05 mM.
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Fig. 5: a) Reduccidn de Cr(VI) con bacterias de P. veronii 2E, K. ornithinolytica 1P y K. oxytoca P2 en crecimiento con

Cr(VI) 0,1 mM. b) Curvas de crecimiento de las distintas cepas en presencia de Cr(VI) 0,1 mM.

46




0,25

b

% 0,15 9
< 01 -
@)
0,05 A
0 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hs)

—e— P. veronii 2E —s— K. oxytoca P2 —a— K. ornithinolityca 1P —s«— Control

b)
1_

‘i

E 15 20 25 30

o

o)

a

c

-
—e—2E
—=—P2
——1P

Tiempo (hs)

Fig. 6: a) Reduccion de Cr(V1) con bacterias de P. veronii 2E, K. ornithinolytica 1P y K. oxytoca P2 en crecimiento con

Cr(VI1) 0,2 mM. b) Curvas de crecimiento de las distintas cepas en presencia de Cr(VI) 0,2 mM.
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3. Reduccidn de Cr(V1) con células en reposo
3.1 Influencia de la fase de crecimiento en la biotransformacién de Cr(VI)
3.1.1 Obtencion de biomasa en fase exponencial

Debido a que la cepa K. oxytoca P2 presentd las mayores tasas de reducciéon de
Cr(VI) en el trabajo de Garavaglia et al (2010) con células en crecimiento, se realizd un
cultivo de esta bacteria en 100 ml de PYG a 32 °C y 120 rpm de agitacion a partir de un pre-
indculo de 10 ml de K. oxytoca P2 en fase estacionaria cultivado en el mismo medio y en las
mismas condiciones. El pre-indculo no se realiz6 con el agregado de Cr(VI) para obtener
una mayor cantidad de biomasa y para simplificar el procedimiento teniendo en cuenta la
posible aplicacion industrial de esta tecnologia y dadas las leves diferencias en la tasa de
reduccion de Cr(VI) encontradas en 2.1.2. Las células se cosecharon estando en fase de
crecimiento exponencial (5 horas de cultivo) por centrifugacion a 6300 g por 15 minutos, se
lavaron con buffer K,HPO,/KH,PO4 pH 7 100 mM vy se resuspendieron en 100 ml de este

mismo buffer. La densidad obtenida fue de 3,2 g biomasa seca/l.

3.1.2 Reduccidn de Cr(VI) con celulas en reposo cosechadas en fase exponencial

A la suspension obtenida se la suplemento con Cr(VI) 0,2 mM (10,4 ppm) (la
méaxima concentracion utilizada en los ensayos con células en crecimiento) y con dos
concentraciones de un potencial dador de electrones que en este caso fue glucosa 2,4 mMy
80 mM. La suspension se incub6 a 32 °C con agitacion. Para descartar la reduccion abiotica
por parte de la glucosa se realizd un control que incluyé todos los componentes de la
suspension (glucosa 80 mM, buffer y Cr(VI) 0,2 mM) excepto las bacterias. Como controles
adicionales se utilizo al buffer suplementado s6lo con Cr(VI) 0,2 mM y a la suspension
bacteriana suplementada con Cr(VI) en ausencia de glucosa. Se tomaron muestras cada dos
horas y se midié la concentracion de Cr(V1) en el sobrenadante como en 2.1.2. Para las dos
concentraciones de glucosa ensayadas, se observo una reduccion minima de Cr(VI) sin
diferencias significativas con los controles (Fig. 7), por lo que se ensay0 posteriormente con

células cosechadas cuando alcanzaron la fase estacionaria (20-24 horas de cultivo).
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Fig. 7: Reduccion de Cr(V1) con células de K. oxytoca P2 en fase exponencial con distintas concentraciones de glucosa

3.1.3 Reduccidn de Cr(VI) con células en reposo cosechadas en fase estacionaria

Se realizé un cultivo como en 3.1.1 y las células se cosecharon como en ese mismo
apartado pero luego de 20-24 horas de cultivo. La densidad de la suspension obtenida esta
vez fue de 3,7 g biomasa seca/L. A esta suspension se le agregé Cr(VI) en una
concentracion de 0,2 mM vy, dados los resultados negativos obtenidos en 3.1.2, se vario la
concentracion de glucosa y se utilizo esta vez una concentraciéon minima de 9,2 mM y una
méaxima de 160 mM. La suspension se incubd a 32 °C con agitacion. Como controles se
realizaron los mismos que en el apartado 3.1.2 utilizando 160 mM de glucosa para el control
de reduccidn abidtica. Se tomaron muestras cada 2 horas y se determind la concentracion de
Cr(VI) en el sobrenadante. Se produjo una reduccién del 50% del Cr(VI) en 10 horas en
presencia de 160 mM de glucosa y del 40% en presencia de 9,2 mM del dador de electrones

(Fig. 8). Este mayor porcentaje de reduccion que el que se obtuvo con células en fase
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exponencial probablemente se deba a la mayor cantidad de biomasa con la que se trabajo

con respecto al ensayo anterior y no al estadio fisiologico celular.
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Fig. 8: Reduccion de Cr(V1) con células de K. oxytoca P2 en fase estacionaria con distintas concentraciones de glucosa.

3.1.4 Dependencia del estadio fisioldgico celular y del dador de electrones en la

biotransformacion de Cr(VI)

Para distinguir claramente si la fase de crecimiento en que se encontraban las
bacterias influia en la tasa de reduccién de Cr(VI), se trabajé con suspensiones de células
cosechadas en fase exponencial y estacionaria que se llevaron a una misma densidad de 3,7
g biomasa seca/l y se les agregd glucosa 20 mM, a fin de optimizar la concentracion del
dador de electrones, y Cr(VI) 0,2 mM. Los ensayos se realizaron a 32 °C con agitacion y se
realizaron los mismos controles que en 3.1.2. Los resultados arrojaron que las células
cosechadas en fase estacionaria redujeron un 10% mas del Cr(V1) que las células en estado
exponencial (Fig. 9). En total, las células cosechadas en fase estacionaria redujeron un 45%
del Cr(\V1) en 10 horas mientras que las células cosechadas en fase exponencial redujeron un

35% en el mismo tiempo.
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Fig. 9: Reduccidn de Cr(VI) con células de K. oxytoca P2 en reposo cosechadas en fase exponencial (exp) y estacionaria (est).

Para evaluar el efecto del NADH como otra alternativa de dador de electrones se
agreg6 en una concentracion de 1 mM, como descripto previamente en bibliografia (Desai et
al 2008), a otra suspension obtenida como en el apartado 3.1.3 de 3,7 g biomasa seca/l y
0,2mM Cr(VI1). Los resultados obtenidos se ven en la Figura 10. Se obtuvo una
biotransformacion del 91% del Cr(VI) presente en 8 horas con las células en presencia de

NADH. El dador de electrones produjo una reduccién abidtica del 26,7% en 8 horas.
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Fig. 10: Reduccion de Cr(V1) con células de K. oxytoca P2 en reposo con NADH 1 mM como dador de electrones

En todos los ensayos realizados hasta el momento con células en reposo, no fue
posible disminuir la concentracion de Cr(VI) a valores por debajo del limite permitido para
la descarga de efluentes que es de 0,2 ppm (0,0038 mM). Sin embargo, se observo que a
mayor biomasa, mayor era la tasa de reduccién de Cr(VI) por lo que se decidi6 trabajar con
suspensiones de mayor densidad bacteriana, concentrando las suspensiones obtenidas en los

cultivos hasta obtener 36 g biomasa secal/l.

3.2 Obtencion de hiomasa concentrada

Una vez establecidas las condiciones de trabajo para los ensayos con células en
reposo de K. oxytoca P2 (en cuanto al estadio celular y biomasa de trabajo), se realizaron
cuatro cultivos de cada una de las cepas en 100 ml de PYG a 32 °C y 120 rpm de agitacion
inoculados a partir de 10 ml de cultivos de cada cepa en fase estacionaria en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion. Una vez que alcanzaron la fase estacionaria (24 hs),

se cosecharon las células por centrifugaciéon (15 minutos a 6300 g), se lavaron con buffer
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KoHPO4/KH,PO, 100 mM pH 7 vy los pellets bacterianos obtenidos luego del lavado fueron
conservados a -20 °C hasta su uso. Al momento de su utilizacion, los pellets fueron
descongelados, lavados nuevamente y todas las células obtenidas de los cuatro cultivos se
resuspendieron en una sola solucion de 50 ml de buffer K,HPO,/KH,PO, para cada cepa,

concentrando 8 veces cada suspension bacteriana con respecto al cultivo original.

3.3 Efecto de la concentracion del dador de electrones en la reduccién de Cr(VI)

Se suplemento a las suspensiones bacterianas (densidad final: 36 g biomasa seca/l),
con Cr(VI) 1 mM (52 ppm) y con glucosa 80 mM o0 20 mM o con NADH 1 mM vy se las
incub6 a 32 °C con agitacion. Estas concentraciones de dadores de electrones representan los
valores generalmente utilizados en bibliografia (Zhu et al 2006, Desai et al 2008, Xu et al
2011). Como control se utilizd el buffer K;HPO4,/KH,PO4 mas el dador de electrones y
Cr(VI) en ausencia de bacterias. La reduccion de Cr(VI1) ocurrié a una tasa mucho mayor
que en los ensayos anteriores. Se verifico que para las cepas K. oxytoca P2 y K.
ornithinolytica 1P la presencia de un dador de electrones es fundamental para acelerar el
proceso de reduccion de Cr(VI1): con 80 mM de glucosa se obtuvo una tasa de reduccién de
aproximadamente 0,21 mgCr(VI1)/h*g biomasa seca para ambas cepas mientras que con 20
mM se obtuvo una tasa de reduccion de 0,11 y 0,2 mgCr(VI1)/h*g biomasa seca para P2 y 1P
respectivamente. En ausencia de dador de electrones las tasas de reduccion para P2 y 1P
fueron de 0,02 y 0,11 mgCr(VI1)/h*g biomasa seca respectivamente. En cambio, la cepa P.
veronii 2E pudo reducir el Cr(VI) a tasas elevadas incluso en ausencia de dadores de
electrones (0,32 mgCr(VI)/h*g biomasa seca en ausencia de dador de electrones y 0,34
mgCr(V1)/h*g biomasa seca con 20 mM de glucosa) (Fig 11 y 12). Esta cepa presento las
mayores tasas de reduccion en todas las condiciones por lo que en experimentos posteriores
se trabajo sélo con P. veronii 2E y con glucosa a una concentracion de 20mM como dador
de electrones por presentar un buen rendimiento y poseer un bajo costo en comparacion con
el NADH.
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Fig. 12: Tasa de reduccion de Cr(VI) de las distintas cepas en las distintas condiciones de dador de electrones ensayadas.

3.4 Biotransformacion de Cr(VI) por Pseudomonas veronii 2E
3.4.1 Efecto de una mayor concentracion inicial de Cr(VI)

Para establecer la capacidad reductora de P. veronii 2E a una concentracion de
Cr(VI) inicial mayor, se trabajé con suspensiones celulares obtenidas como en el apartado
3.2 a las que se suplemento con 20 mM glucosa y 2,5 mM Cr(V1) y se las incub6 a 32 °C
con agitacién. Se tomaron muestras periddicamente del sobrenadante y se midi6o la
concentracion de Cr(VI). Se obtuvo una reduccién del 100% del Cr(VI) en 12 horas en
presencia de glucosa mientras que en ausencia de este dador de electrones, en el mismo
tiempo se obtuvo una reduccién del 84,8% (Fig. 13). La tasa de biotransformacion de Cr(VI)
en presencia de glucosa fue de 0,56 mg Cr(VI)/h*g biomasa seca y de 0,44 mg Cr(VI)/h*g
biomasa seca en ausencia de dador de electrones. Como era esperado, estas tasas de
reduccion fueron mayores que las obtenidas en 3.3 en donde la concentracion inicial de
Cr(VI) fue de 1 mM.
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Fig. 13: Reduccion de Cr(VI) por P. veronii 2E a una concentracion de Cr(V1) inicial de 2,5 mM

3.4.2 Efecto de la temperatura

Para estudiar el efecto de la temperatura en la biotransformaciéon de Cr(VI), se
incubaron suspensiones bacterianas de P. veronii 2E (densidad 36 g biomasa seca/L)
suplementadas con Cr(VI) 1 mM y glucosa 20 mM a 20 °C, 25 °C, 32 °C, 40 °C y 50 °C con
agitacion. Como control se utilizé al buffer K;HPO4/KH,PO, suplementado con 20 mM
glucosa y ImM Cr(V1) en ausencia de bacterias. Se obtuvo un 100% de reduccién de Cr(VI)
en 8 horas a todas las temperaturas excepto a 50 °C (Fig. 14a). La mayor tasa de reduccion
se observé a 32 °C y fue de 0,34 mg Cr(VI)/h*g biomasa seca (Fig 14b). Ademaés, para
verificar la labilidad de la actividad biologica a la temperatura, se sometié a las células a un
bafio de 100 °C por 10 minutos y luego se las incubd a 32 °C con agitacion en presencia de
Cr(VI) y glucosa como en los demés ensayos. No se observo reduccion de Cr(VI) con las

células tratadas de esta manera.
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Fig. 14: a) Efecto de la temperatura en la reduccién de Cr(VI) mediada por P. veronii 2E (Pretratamiento a 100 °C: células

tratadas a 100 °C por 10 minutos y luego incubadas a 32 °C) b) Tasa de reduccion de Cr(V1) a distintas temperaturas.
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3.4.3 Efecto del pH

Con el objeto de evaluar la influencia del pH en la biotransformacién, se realizaron
suspensiones de P. veronii 2E (36 g biomasa seca/L) en las siguientes soluciones
amortiguadoras:

e Buffer K;HPO4/KH,PO, 100 MM pH 7 y 8.
e Buffer MES (2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid) 10 mM pH 5,5y 6.
e Buffer Tris (tris[hydroxymethylaminomethane])-HCI pH 9.

Las suspensiones fueron suplementadas con Cr(VI) 1 mM y glucosa 20 mM e
incubadas a 32 °C. Se tomaron muestras cada dos horas y se midié la concentracion de
Cr(V1) del sobrenadante.

Se logré un 100% de reduccion de Cr(V1) en 6 horas a pH 7 y 8 mientras que no se
observo reduccion de la totalidad del cromo agregado para los pHs 5,5, 6 y 9 en el tiempo
del ensayo (Fig. 15a). La mayor tasa de reduccién se dio a pH 7 (0,34 mg Cr(VI)/h*g
biomasa seca) (Fig. 15b).
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Fig. 15: a) Efecto del pH en la reduccién de Cr(VI) mediada por P. veronii 2E b) Tasa de reduccion de Cr(V1) a distintos pHs.
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Discusion

La biotransformacion de Cr(VI) mediada por Pseudomonas veronii 2E, Klebsiella
oxytoca P2 y Klebsiella onithinolytica 1P en crecimiento es factible a concentraciones
subtoxicas de cromo. Sin embargo, el tiempo de reduccion necesario para alcanzar una
concentracion de Cr(VI) permitida para el vertido no es apropiado para poder implementar
esta tecnologia en un tratamiento de aguas residuales industriales. Dichos residuos
generalmente son muy voluminosos y circulan con un caudal elevado. Una gran industria
puede llegar a generar 100 m® diarios a un caudal de 5 m*/h. Por lo tanto, el tratamiento debe
ser rapido para no provocar una acumulacién del agua residual. Distintos autores investigan
el uso de bacterias en crecimiento para la biotransformacion de Cr(VI) (Ghanamani et al
2010, Patra et al 2010, Dey et al 2011, Leita et al 2011) aunque en estos casos se utilizaron
para la remediacién de suelos o aguas contaminadas y no para el tratamiento de aguas
residuales industriales.

El uso de suspensiones celulares en ausencia de medio de cultivo permite concentrar
la biomasa y, en consecuencia, elevar la tasa de reduccién de Cr(VI) (Zhu et al 2006).
Ademas, la ausencia de medio de cultivo simplifica la manera de operar ya que se minimiza
el agregado de materia orgénica. Sin embargo, frecuentemente es necesaria la adiciéon de
distintos compuestos que actian como dadores de electrones que estimulan la
biotransformacion y, en algunos casos, son imprescindibles para que la reaccion se efectie.
Desai et al (2008) reportaron que la actividad cromatoreductasa se incremeto en un 25, 21y
14% cuando a extractos celulares de Pseudomonas sp. GIDM21 se los suplement6 con
citrato, succinato y acetato respectivamente. En cambio, no encontraron un aumento en la
tasa de reduccién cuando se agreg6 fructosa, lactosa, carbonato o glucosa. Xu et al (2011)
demostraron que el acetato de sodio aumentaba la tasa de reduccion de Cr(VI) 5 veces en
aerobiosis y hasta 20 veces en anaerobiosis en Pannonibacter phargmitetus LSSE-009.
Murugavelh et al (2012) estudiaron la biotransformacion de cromo hexavalente en
Halomonas sp., en células en reposo y establecieron que glucosa fue el dador de electrones
optimo. Ellos especulan que esto se debe al acostumbramiento que experimenta Halomonas
sp. al crecer en un medio con glucosa lo que facilita la utilizacion de este sustrato para la
reduccion de Cr(VI). En el presente trabajo se observd que la cepa Pseudomonas veronii 2E
podia reducir Cr(V1) sin el agregado de un dador de electrones. Esto probablemente se deba

a la presencia de compuestos oxidables unidos a la membrana plasmaética bacteriana que no
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pudieron se removidos en los diversos lavados. Schrott et al (2011) reportaron la presencia
de citocromos externos en Geobacter sulfurreducens que acumulan electrones y se
descargan una vez que aparece un aceptor de electrones. De la misma manera, Pseudomonas
veronii 2E podria acumular electrones que fueron generados en exceso durante el
crecimiento en estructuras similares a las de Geobacter sulfurreducens y descargarlos para
la reduccion de Cr(VI). Debido a que las estructuras acumuladoras de electrones se
encuentran unidas a la bacteria, éstas no se pierden en los lavados. Todo esto explicaria la
alta tasa de reduccion obtenida con P. veronii 2E adn sin el agregado de un dador de
electrones.

El efecto de la temperatura y pH en la biotransformacion de Cr(VI) fue estudiado en
este trabajo para P. veronii 2E. Trabajos con células en crecimiento, en reposo 0 con
extractos libres de células arrojaron valores 6ptimos de pH y temperatura similares a los
obtenidos aqui (Desai et al 2008, Kathiravan et al 2011, Murugavelh et al 2012). También
se han encontrado cepas bacterianas cuyo pH 6ptimo para la reduccién de Cr(VI) es
levemente alcalino: Ge et al (2013) aislaron a Pseudochromobactrum sp. B5 que reduce
Cr(VI) preferentemente a pH 8 mientras que Zhu et al (2006) y Xu et al (2011) trabajan con
cepas de Pannonibacter phargmitetus y Achromobacter sp. respectivamente, que son
capaces de reducir Cr(VI) a pH 9. Opperman et al (2008) lograron purificar una cromato
reductasa proveniente de Thermus scotoductus SA-01 cuya temperatura Optima de
funcionamiento es de 65 °C. La pérdida de actividad registrada inmediatamente con el
cambio de pH y dependiente del tiempo con el cambio de temperatura en el presente trabajo
coincide con el perfil de inactivacion de enzimas. Esto implicaria que la actividad
cromatoreductasa es de naturaleza enzimatica. Varios trabajos relatan la existencia de una
cromatoreductasa soluble para distintas Pseudomonas (Suzuki et al. 1992; Park et al. 2000)

y de una asociada a membrana de Bacillus megaterium (Cheung et al. 2003).
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Conclusion

En el presente capitulo se establecieron las condiciones Optimas en las cuales las
cepas aisladas producian la biotransformacion de Cr(VI). Se demostré que la concentracion
de la biomasa era el factor fundamental para incrementar la tasa de reduccion y por tal
motivo se establecid que la mejor manera de operar era con suspensiones celulares
concentradas (a una densidad de 36 g/l) en ausencia de medio de cultivo en lugar de utilizar
bacterias en crecimiento. De esta manera, surgio que en presencia de glucosa como dador de
electrones, P. veronii 2E era la cepa reductora de Cr(VI) mas eficaz siendo la concentracion
Optima 20 mM. Por lo tanto, se trabajé con esta cepa para determinar las condiciones
Optimas de pH y temperatura de la reaccion de reduccion de Cr(VI). Los valores dptimos de
pH vy temperatura fueron 7 y 32 °C respectivamente. Los resultados obtenidos en los
experimentos descriptos en este capitulo permitieron optimizar los pardmetros de trabajo
para poder desarrollar un biocatalizador que pueda ser implementado en tratamientos de

aguas residuales que contengan Cr(V1).
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Inmovilizacion de Pseudomonas
veronii 2E aplicada a tratamientos de
aguas residuales que contienen Cr(VI)
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Introduccion

El uso de catalizadores en distintas reacciones en la industria siempre plante6 la
necesidad de separar facilmente el catalizador del medio de reaccion para que pueda ser
reutilizado. Para esto, distintas técnicas de inmovilizacion se han desarrollado, sobre todo
desde que se comenzaron a usar enzimas que, al ser solubles en el medio de reaccién, seria
muy dificil su recuperacion si no se inmovilizaran. Esto también se aplica a
microorganismos que, aunque no se disuelvan en el medio de reaccién, son dificiles de
recuperar. Como se vio en el Capitulo I, existen dos estrategias de inmovilizacion de
microorganismos: desarrollo de biofilm o encapsulamiento/oclusion. La inmovilizacion por
desarrollo de biofilm permite que el catalizador (microorganismo) se regenere
continuamente al agregar nutrientes al liquido a tratar. Sin embargo, la principal desventaja
de este método radica en la dificultad de generar un biofilm, que suele tomar dias en
desarrollarse completamente. Ademas, durante el tratamiento debe haber un continuo
suministro de nutrientes y oxigeno para que el biofilm no pierda actividad lo que complica el
proceso. Otro punto en contra es que el biofilm puede no presentar una alta densidad de
células por lo que los tiempos de residencia del tratamiento se incrementan (Sahinkaya et al
2012, Pan et al 2014). La inmovilizacién por oclusion/encapsulamiento luego de cosechadas
las células, en cambio, es de simple aplicacion y permite inmovilizar suspensiones celulares
de alta densidad. Una vez inmovilizado, el microorganismo se encuentra en un ambiente
protegido lo cual aumenta la vida util del catalizador aunque ésta es menor que en el caso
del biofilm. Una desventaja del método de oclusion/encapsulamiento es que los reactivos
deben atravesar la estructura de la matriz para llegar al catalizador lo que aumenta el tiempo
del tratamiento, aunque, al utilizar altas densidades celulares, este tiempo es menor que en el
caso de que se utilicen biofilms (Xu et al 2011).

En el presente capitulo, se emplea una estrategia de inmovilizacion de la cepa
Pseudomonas veronii 2E por oclusion en alginato de calcio y en agarosa. El alginato es un
polimero producido por algas marrones y bacterias cuyos mondmeros son el acido a-L-
gulurdnico y el &cido B-D-manurdnico que se unen linealmente por uniones 1-4 (Pawar et al
2012, Paques et al 2014). En contacto con cationes polivalentes, el co-poliméro de alginato
de calcio se entrecruza formando una red tridimensional porosa (hidrogel) (Fig. 1) dentro del

cual pueden atraparse microorganismos, inmovilizandolos.
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Fig. 1: Formacion del gel de alginato por la interaccién con cationes Ca®* (adaptado de Paques et al 2014).

La agarosa es un polisacarido lineal extraido de algas rojas compuesto por unidades
repetitivas de agarobiosa que es un disacarido formado por D-galactosa y por 3,6-anhidro-L-
galactopiranosa (Le Goff et al 2014, Zamora-Mora et al 2014) (Fig. 2).

OH }
| CH,OH y
e NP

HO

D-galactosa 3,6-anhidro-galactopiranosasa

Fig. 2: Estructura quimica de la agarosa (adaptado de Dahmani et al 2003)

La agarosa forma geles cuando se encuentra en solucion acuosa dependiendo de la
concentracion y de la temperatura a la que se encuentra la solucién. A altas temperaturas la
agarosa adopta en solucion una estructura de random coil y al enfriarse entre los 60 °C y 40
°C adquiere una conformacién helicoidal que tiende a agregarse formando una red
tridimensional rigida y estable, es decir, un gel (Mohammed et al 1998, Tako et al 1988,
Matsuo et al 2002, Deszczynski et al 2003, Fernandez et al 2009, Le Goff et al 2014) (Fig.
3).
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Fig. 3: Estructura de la red de agarosa gelificada (modificado de Le Goff et al 2014).

En el presente capitulo se persiguen los siguientes objetivos:

e Estudiar la capacidad de biotransformacion de Cr(VI) de células en reposo
inmovilizadas en alginato de calcio y agarosa.

e Determinar el efecto de la temperatura en la biotransformacion de Cr(VI) con
ceélulas en reposo inmovilizadas en alginato de calcio.

e Disefiar un sistema de produccion de biomasa de mayor escala en un biorreactor
de 1.

e Determinar la capacidad de reutilizacion del biocatalizador en un sistema de
sucesivos lotes de tratamiento de un agua residual sintético y de una solucion
proveniente de un bafio de piezas metélicas de segundo enjuague de acido
crémico con 1 mM de Cr(VI), empaquetado en jeringas de 60 ml y su aumento
de escala a una columna calefaccionada de 1l.

e Evaluar la capacidad de remocion de Cr(I1l) del biocatalizador inmovilizado en

alginato de calcio.

70



Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayos se realizaron por duplicado y fueron

repetidos oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Reduccion de Cr(VI) con células inmovilizadas en alginato de calcio y en agarosa
1.1 Inmovilizacién en alginato de calcio

Para proceder a la inmovilizacion por oclusién, las células de P. veronii 2E
cosechadas como en el apartado 3.2 del Capitulo Il fueron resuspendidas en 25 ml de agua
destilada obteniendo asi un suspension de 72 g biomasa seca/l. La suspension se mezcl6 con
un mismo volumen de alginato de sodio 1,5%m/v y la mezcla se goted sobre una solucién a
4 °C de CaCl, 0,2 M utilizando una jeringa de 60 ml. Las esferas de alginato formadas,
conteniendo a las bacterias en una concentracion celular de 36 g/l, reposaron en esta
solucién por una hora a 4 °C, luego fueron lavadas con agua destilada y utilizadas
inmediatamente. El volumen aparente de esferas fue de 50 ml. Como control se produjeron
esferas de alginato de calcio libres de células siguiendo el mismo procedimiento mezclando

agua destilada con la solucion de alginato de sodio en lugar de la suspension celular.
1.2 Inmovilizacién en agarosa

La suspension de P. veronii 2E de 25 ml y 72g biomasa seca/l de densidad fue
mezclada con una solucion de 25 ml de agarosa al 2,2% a 45 °C en una caja de petri de 9 cm
de diametro. La mezcla se dejé enfriar hasta que gelific6 completamente dando una
concentracion celular final de 36 g/l y un volumen aparente de 50 ml. La mezcla solida se
cortd en trozos cubicos de 2 cm de lado y se lavaron con agua destilada para ser utilizados
inmediatamente. Como control, se utilizaron trozos cubicos de agarosa producidos con el
mismo procedimiento mezclando agua destilada con la solucion de agarosa en lugar de la

suspension celular.
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1.3 Reduccion de Cr(VI1) con células inmovilizadas

Las células inmovilizadas en alginato de calcio y en agarosa (volumen aparente 50
ml) fueron suspendidas en 50 ml de una solucion de 1 mM Cr(VI) y 20 mM glucosa (segun
las condiciones establecidas por los resultados del Capitulo II) e incubadas a 32 °C con
agitacion. Cada dos horas se tomaron muestras de los sobrenadantes y se determiné la
concentracion de Cr(VI) como en la seccion 1 del Capitulo Il. La tasa de reduccién tanto
para el catalizador inmovilizado en alginato de calcio como en agarosa fue muy baja al
compararla con la obtenida con células libres obteniendo una reduccién de Cr(VI) del 48,9%
en 6 horas para la bacterias en alginato de calcio y del 55,4% en el mismo tiempo para las
bacterias inmovilizadas en agarosa (Fig. 4a). Se procedid entonces a suspender a las células
inmovilizadas en 25 ml de la solucién de cromo hexavalente y glucosa de manera de
incrementar la relacion volumétrica catalizador-Cr(V1) a 2:1 en lugar de 1:1 y asi acelerar la

reaccién de reduccion (Fig. 4b).

Cr(VIl) (mM)

—e— 2E alginato
—a— Control alginato

—8— 2E agarosa
—»— Control agarosa

0 I I I 1
0 2 4 6 8

Tiempo (hs)

Fig. 4a: Reduccion de Cr(VI) con células inmovilizadas en alginato y agarosa en 50 ml de solucién
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Fig. 4b: Reduccion de Cr(V1) con células inmovilizadas en alginato y agarosa en 25 ml de solucién

Pudo observarse que el aumento en la relacién catalizador-Cr(V1) produjo el efecto
esperado de aceleracion de la reaccién al incrementar los contactos entre el catalizador y el
Cr(VI). El porcentaje de Cr(VI) reducido en 8 horas fue del 100% para las bacterias
inmovilizadas en alginato de calcio y del 95,5% para las inmovilizadas en agarosa. Se
observa, ademas, el proceso de ingreso del Cr(VI) en el alginato de calcio y la agarosa en los
controles libres de células que explica la disminucion de la concentracion de Cr(VI1) en
ausencia del catalizador. Cabe destacar que esta disminucion no es ocasionada por reduccion
abiotica ya que el Cr(VI) pudo ser recuperado en sucesivos lavados con agua destilada. En
base a estos resultados se eligio al alginato de calcio como matriz de inmovilizacion para
futuros experimentos por ser mas econdémico y porque el proceso de gelificacion, al ser

independiente de la temperatura puede ser controlado con mayor facilidad.
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1.4 Optimizacion de la temperatura en la reduccion de Cr(VI1) con células inmovilizadas

Las células inmovilizadas (50 ml de volumen aparente) en alginato de calcio como

en 1.1 se suspendieron en 25 ml de una solucion de Cr(VI) 1ImM vy glucosa 20 mM vy se
incubaron a 20 °C, 25 °C, 32 °C, 40 °C y 50 °C. Cada dos horas se tomaron muestras del

sobrenadante y se determino la concentracion de Cr(VI). Se observo que la mayor tasa de

reduccion se dio a 40 °C obteniendo un 100% de reduccion en 4 horas, mientras que a 20 °C,

25 °C y 32 °C el tiempo de reduccién para lograr una reduccion del 100% se vio

incrementado en comparacion con el tiempo obtenido usando células libres. A 32 °C la

biotransformacion total del Cr(V1) se produjo en 5-6 horas con células libres mientras que

con células inmovilizadas el 100% de reduccién se obtuvo en 8 horas. A 50 °C se observé

pérdida de actividad como se habia observado en células libres (Fig. 5).

Cr(VIl) (mM)

4
0 2 4 6
Tiempo (hs)
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--‘.--
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- - - -

- Control 20°C
- Control 25°C

Control 32°C
Control 40°C
Control 50°C

—eo— 20°C

—+—— 25°C

—a8— 32°C

—e—40°C

——50°C

Fig. 5: Reduccidn de Cr(VI) con células inmovilizadas incubadas a distintas temperaturas
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1.5 Reduccion de Cr(V1) en sistemas en lote

Como una aproximacion a un tratamiento de aguas residuales, se evalud la capacidad
de reuso del catalizador. Para esto, se empaquetaron las células inmovilizadas (volumen
aparente de 50 ml) en jeringas de 60 ml y se pusieron en contacto con 25 ml de una solucién
de Cr(VI) 1 mM y glucosa 20 mM en agua. Como control se utilizaron esferas de alginato
libres de células como en 1.1. Se determind la concentracion de Cr(VI) cada dos horas y
cuando se alcanz6 una reduccion del 100% del cromo se renovo la solucion. Durante las
primeras 24 horas el sistema conservé la eficiencia y se produjo reduccién total del cromo

hexavalente durante los primeros tres lotes en ocho horas (Fig. 6).

Cr(VIl) (mM)

- —e—2E
—a— Control
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (hs)

Fig 6: Biotransformacion de Cr(V1) en lotes secuenciados en mini-columnas de tratamiento de 60 ml.
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2. Aumento de escala del proceso de biotransformacion de Cr(VI): aproximacion al

tratamiento de aguas residuales con contenido de Cr(V1)
2.1 Obtencion de biomasa

Se disefi6 un biorreactor de 1 | de capacidad utilizando un erlenmeyer de 3 | con
entrada para aire y medio de cultivo y salida de gases y de cultivo bacteriano. EIl aire se
introdujo en el biorreactor con un aireador a través de un filtro de ésteres de celulosa de 0,45
pum de didmetro de poro para esterilizarlo (Fig. 7). La agitacion fue provista por un agitador
magnético y la temperatura de trabajo fue de 28 °C. Un litro de medio de cultivo compuesto
por 8 g/l de caldo nutritivo (5 g/l de peptona de carne y 3 g/l de extracto de levadura) y 1 g/l
de glucosa se inocul6 con 100 ml de un cultivo en fase estacionaria obtenido luego de 24
horas de cultivo de P. veronii 2E en el mismo medio a 32 °C y 120 rpm de agitacion. Luego
de 20 horas de cultivo, se cosecho 1 | de cultivo dejando 100 ml en el biorreactor y se
agregé otro litro de medio fresco. Este procedimiento se repiti6 10 veces. Las células
cosechadas fueron lavadas con agua y los pellets obtenidos se conservaron a -20 °C hasta su
utilizacion.

Salida de gases
11 l?l-

l | Filtro dejairede
celulosa
[
5

Manguera

para i - - ’f'
salida de i T ' o Entrada de
cultivo ) N i == | aire

Bomba = C (e © Mediode
peristaltica o : . cultivo fresco

#
Aireador

Cultivo siendo

cosechado Agitador magnético

Manguerapaga.entrada de
medio de cultivo fresco

Fig. 7: Biorreactor utilizado para la obtencion de la biomasa a inmovilizar.
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La Figura 8 muestra la cinética de crecimiento bacteriano obtenida en el cultivo de 1
| de P. veronii 2E en el biorreactor y en el cultivo de 100 ml realizado en un erlenmeyer de
500 ml con 120 rpm de agitacion y a 32 °C. Puede observarse el mayor crecimiento
obtenido en el biorreactor probablemente producto de una mayor tasa de transferencia de
oxigeno que la que se obtiene en el cultivo en erlenmeyer. Esto posibilitaria que en el
biorreactor, el cultivo no se limite en oxigeno. La velocidad méxima especifica de

crecimiento (Umsy) fue de 0,4 h™,

w
w o1
1 1
p
QD
N’

N
N ol
1 1
L 4

Biomasa (g/L)
|_\
I3}

0 I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hs)

b)

Biomasa (g/l)

O 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hs)

Fig. 8: Crecimiento bacteriano en a) cultivo de 100mL de P. veronii 2E en erlenmeyer de 500mL y b) en cultivo de 1L en biorreactor
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2.2 Inmovilizacion celular

Se obtuvieron pellets bacterianos a partir de 10 cultivos de 1 1, se lavaron con agua y
se suspendieron en 500 ml de agua. Esta suspension (47 g biomasa seca/l) se mezclé con
500 ml de alginato de sodio 1,5 %m/v y se gote6 sobre una solucion de CaCl, 0,2 M (Fig.
9). Las células inmovilizadas se mantuvieron en esta solucion por 1 hora a 4 °C, luego se
lavaron y se las suspendié en agua para su uso inmediato. EI volumen aparente del
catalizador inmovilizado fue de 1 | y la concentracion celular final fue de 23,5 g/l.

Fig. 9: Dispositivo utilizado para la inmovilizacion bacteriana en alginato de calcio.

2.3 Biotransformacion de Cr(VI) por células inmovilizadas

Las células inmovilizadas (masa: 530 g, volumen aparente 1 |) se empaquetaron en
una columna de 1 I de capacidad (Fig. 10) y se pusieron en contacto con 300 ml de una
solucion de Cr(VI) 1 mM vy glucosa 20 mM o con una dilucién de 1:215 de acido crémico
proveniente de un bafo de segundo enjuague de piezas metalicas neutralizado previamente
con NaOH 6 M (ver composicién en el apéndice A). Se tomaron muestras cada dos horas a
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32 °C y se determind la concentracion de Cr(VI) en el sobrenadante. Con el objeto de
homogeneizar, a cada hora el liquido en la columna era recirculado con la ayuda de una
bomba peristaltica. Una vez que no se detectd Cr(VI) en el liquido se renovo la solucion de
Cr(VI). Se observd una pérdida de actividad reductora con cada agregado de Cr(VI)
aumentando, en cada lote, el tiempo necesario para lograr una reduccion del 100% del
Cr(VI). Se obtuvo un 100% de remocion de cromo en los primeros cuatro lotes tanto para la
solucion de acido cromico como para la solucién de Cr(VI) sintética (Fig. 11 y 12). Para la
solucidn sintética, la reduccion total del Cr(VI1) se produjo en tres horas en los dos primeros
lotes. En el tercer lote se necesitaron 6 horas para lograr este mismo porcentaje de reduccién
mientras que en el cuarto se necesitaron 10 horas. Para la solucion de &cido cromico, los dos
primeros lotes consumieron tres horas mientras que el tercero y el cuarto necesitaron 3,5y 5

horas respectivamente para alcanzar un porcentaje de reduccion del 100%.

-

Bomba peristaltica para
el mezclado

Fig. 10: Columna utilizada para los ensayos de biotransformacion de Cr(VI)
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Fig. 11: Biotransformacion de Cr(VI1) en lotes secuenciados de 300 ml de una solucién de Cr(VI) y glucosa.

Cr(VIl) (mM)

UL

25

Tiempo (hs)

Fig. 12: Biotransformacion de Cr(V1) en lotes secuenciados de 300 ml de una dilucion de &cido crémico proveniente de

un bafio de segundo enjuague de piezas metalicas.
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En total, se pudieron tratar 70,57 mg de Cr(VI) antes de que se registre una pérdida
de actividad reductora tal que no permita una reduccion del 100% del Cr(V1) en 8 horas para
el caso del tratamiento de la solucion de &cido cromico.

En la Tabla 1 se encuentran detallados los resultados del tratamiento por cada lote

para el caso de la solucién de &cido cromico.

Lote | Cr(VI)tratado (mg) Cr(VI) tratado total (mg) reduct'g?;(vn%agr(VI)/h) % actividad
1 16,89 16,89 5,63 100
2 18,03 34,92 6 100
3 18,1 53,02 5,17 86,2
4 17,55 70,57 3,5 58,3
5 17,9 88,47 2.24 37,3

Tabla 1: Detalles del tratamiento de una solucién de acido crémico en lotes secuenciados.

La actividad reductora fue medida como el Cr(VI) tratado en cada lote por unidad de
tiempo del tratamiento. En la Figura 13 puede observarse que la pérdida de actividad se
empez0 a producir a partir de los 35 mg de Cr(VI) tratados y que con cada 1 mg de Cr(VI)
tratado despues de los 53 mg, se produjo una pérdida de la actividad efectiva del 1.7%.

120 -

100 A . *

80 -

% Actividad
(@)]
o

O T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Cr(VI) tratado (mQ)

Fig. 13: Disminucion de la actividad a medida que transcurre el tratamiento. La pendiente de la recta representa la

pérdida de actividad con cada 1 mg de Cr(V1) tratado luego de tratar 53 mg y su valor es 1,7.
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3. Retencion de Cr(l11) en alginato de calcio con y sin células ocluidas

De manera de establecer un posible destino del Cr(lll) generado luego de la
reduccion del Cr(VI), se realizaron ensayos de retencion de Cr(ll1) utilizando al catalizador
inmovilizado. Para esto, una suspension bacteriana de 50 ml y densidad 50,5 g/l se mezcld
con el mismo volumen de una solucién de alginato de sodio al 1 %m/v. La mezcla se goted
sobre una solucion a 4 °C de CaCl, 0,05 M. Las bacterias inmovilizadas reposaron durante
15 minutos en esta solucién a 4 °C. Luego fueron lavadas con agua destilada y secadas al
aire a temperatura ambiente. Los ensayos de remocion se realizaron suspendiendo 10 g del
biocatalizador en 10 ml de una solucion de Cr(NO3); a distintas concentraciones de Cr(l11)
(250, 500, 1000, 2000, 5000, 7000 y 10000 ppm) y pH 3 para evitar la precipitacion del
Cr(I11). La suspensién se incubd en agitacion a 32 °C por 24 horas. Luego de este periodo, la
concentracion de Cr(l1l) fue medida en el sobrenadante oxidando el Cr(Ill) remanente y
midiendo la concentracion de Cr(VI) por el método de la difenilcarbazida. Este método fue
utilizado siempre que se determind la concentracion de Cr(lll) en los experimentos
siguientes. EIl procedimiento fue descripto por Souza et al (2006). Brevemente, el
sobrenadante fue llevado a pH 12, se le agregé H,O, a una concentracion final de 1,4 My
se incub6 a 60 °C por 40 minutos para la oxidacion completa del Cr(111) a Cr(\VI). EI Cr(VI)
obtenido en la solucion fue determinado como fue descripto por Patra et al (2010): 1mL de
muestra fue mezclado con 1 ml de H,SO, 1 N y 0,2 ml de solucion de DPC preparada
disolviendo 4 g de &cido ftalico y 0,25 g de 1,5-difenilcarbazida en 100 ml de etanol 96%.
La absorbancia de la solucién se midié a 540 nm y se compar6 con una curva de calibracion
para determinar la concentracion del Cr(V1) (Fig. 14). Este método fue utilizado en todas las

determinaciones de Cr(V1) de los experimentos siguientes.
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Fig. 14: Curva de calibracion utilizada para la determinacion de la concentracion de Cr(V1) por el método de la difenilcarbazida

La capacidad de remocion de Cr(lll) del biocatalizador fue determinada mediante el

siguiente calculo:

g=(Co-C) *V/m

En donde

g: Capacidad de retencidn (mg Cr(l11)/ g biocatalizador)
Co: Concentracion inicial de Cr(l11) (mg/l)

C: Concentracion final de Cr(111) (mg/l)

V: Volumen (I)

m: Masa del biocatalizador (g)
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La Figura 15 describe los resultados obtenidos:
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Fig. 15: Remaocidn de Cr(111) por el biocatalizador a diferentes concentraciones de Cr(111) en el equilibrio.

Con las concentraciones de Cr(lll) usadas no fue posible alcanzar la capacidad
méaxima de remocion del biocatalizador. La misma debe ser mayor a 3 mgCr(lll)/g
biocatalizador. Si se tiene en cuenta que en los ensayos de biotransformacion de Cr(VI)
realizados en 2.3 se utilizaron 530 g del biocatalizador y se trataron 88,47 mg de Cr(VI),
todo el Cr(lll) generado podria removerse por el biocatalizador si se liberara al
sobrenadante. Ademas, se calcul6 el porcentaje de Cr(lll) que es retenido en la matriz de
alginato libre de células y se lo comparé con el porcentaje de remocion cuando se utilizo al
alginato de calcio con células inmovilizadas. Las esferas de alginato de calcio libres de
células se produjeron mezclando una solucién 20 ml de alginato de sodio 1 %m/v con un
mismo volumen de agua destilada. La mezcla se goted sobre una solucion de CaCl, 0,05 M
a 4 °C. Las esferas reposaron en esta solucion a 4 °C por 15 minutos, luego fueron lavadas
con agua destilada y secadas al aire. Pudo observarse que la matriz de alginato de calcio fue
capaz de remover una importante cantidad de Cr(l11) (87,3%) cuando a 10 g de esferas se las
incubd con 10 ml de una solucion de Cr(NOs)s con 500 ppm de Cr(lI11) por 24 horas a 32 °C

y pH 3. Las esferas de alginato de calcio conteniendo células de P. veronii 2E presentaron

84



una remocion de Cr(I11) del 98,3% cuando se las incubd en las mismas condiciones (Fig.
16).
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Fig. 16: Remocion de Cr(lI1) con esferas de alginato de calcio libres de células y con células inmovilizadas cuando se
las incub6 en presencia de 500 ppm de Cr(Ill).
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Discusion

La inmovilizacion bacteriana es una herramienta muy 0til cuando se trabaja con
células a modo de biocatalizadores ya que permite su facil separacion del medio de reaccion.
En el presente trabajo se decidié por una inmovilizacion por oclusion ya que es mas sencilla
que la inmovilizacion por biofilm y permitié inmovilizar densidades celulares mayores que
las que se encuentran en un biofilm. Las bacterias inmovilizadas tanto en alginato de calcio
como en agarosa presentaron tasas de reduccion de Cr(VI) aceptables pero, como se
menciond anteriormente, por cuestiones de costos y por simplicidad de manejo se prefirio al
alginato de calcio como matriz de inmovilizacion. Incluso, Britos et al (2012) determinaron
algunas deficiencias al usar agarosa para inmovilizar una cepa de Lactobacillus animalis lo
que inclind la balanza mas a favor del alginato de calcio. Las tasas de reduccion observadas
al utilizar células inmovilizadas fueron menores que las obtenidas con células libres. Esto se
debe a que la bacteria, o sea el catalizador, se encuentra dentro de una estructura que el
sustrato, el Cr(VI), debe atravesar para que se produzca el contacto catalizador-sustrato y se
efectle la reaccion. Esto hace que se introduzca un nuevo paso limitante en la reaccién, y
por lo tanto, el proceso global se torna méas lento. Al aumentar la temperatura, la velocidad
de difusion de los sustratos también aumenta, por eso los ensayos de biotransformacién con
celulas inmovilizadas mostraron un aumento en la tasa de reduccion al aumentar la
temperatura. La temperatura éptima de biotransformacion de Cr(VI1) de P. veronii 2E es de
32°C, como se desprendio de los experimentos realizados en el Capitulo Il. Sin embargo,
con la bacteria inmovilizada se obtuvo una mayor tasa de reduccion a 40°C, indicando que el
paso que gobierna la velocidad de la reaccion en este caso es el de difusion de los sustratos a
través de la capa de alginato de calcio. No obstante, de manera de reducir el costo energético
del proceso, se decidio trabajar a 32°C. Xu et al (2011) describe como el grosor de la capa
de alginato de calcio influye en la velocidad de la reaccion de reduccion y demuestran que a
mayor grosor, menor es la tasa de reduccion. La concentracion de la solucion gelificante de
CaCl, y el tiempo de incubacion que las esferas permanecen en esta solucién controla el
grosor de la capa de alginato de calcio. Esta limitacion de la técnica de inmovilizacién es su
principal desventaja como ya se menciond anteriormente.

La capacidad de reutilizacion de un biocatalizador es muy importante porque

determina la vida atil del mismo. Se observd en los ensayos a mayor escala (en columna de
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1 1) que el rendimiento fue mayor que en los ensayos a menor escala (en jeringa de 60 ml).
Esto probablemente se deba a que en los ensayos a mayor escala la relacion entre el
volumen aparente del catalizador (1000 ml) y la solucion de Cr(VI) (300 ml) era de 3,3:1
mientras que en los ensayos a menor escala esa relacion fue de 2:1 (50 ml de volumen
aparente del catalizador y 25 ml de solucion de Cr(VI)). Varios autores determinaron la
capacidad de reutilizacion de diversas cepas bacterianas inmovilizadas en distintas matrices
y bajo distintas condiciones de operacion. Konovalova et al (2003) estudiaron la
biotransformacion de Cr(VI) en células de Pseudomonas inmovilizadas en agar-agar. Este
biocatalizador pudo reducir 20 mg/L de Cr(V1) durante 6 lotes consecutivos. Ellos deducen
que la pérdida de actividad cromato reductasa se debe a la acumulacion de metabolitos
toxicos dentro de la matriz de inmovilizacion. Zhu et al (2008) lograron reducir hasta 8
veces consecutivas una carga de Cr(VI) de 7 mM utilizando células libres de Achromobacter
en condiciones de anaerobiosis. La pérdida de actividad la atribuyen al consumo del dador
de electrones ya que observan un reestablecimiento de la capacidad de reduccion de Cr(VI)
al agregar mas lactato como dador de electrones. Xu et al (2011) utilizaron repetidamente a
Pannonibacter phragmitetus inmovilizada en alginato de calcio y observaron una pérdida en
la eficiencia de reduccion de Cr(VI) del 22,67% al octavo lote. Ge et al (2013) utilizaron a
células libres de Pseudochromobactrum sp. y de Proteus sp. durante 3 lotes a una
concentracion de Cr(VI) de 20 mg/L cada uno observando una pérdida gradual de la
actividad cromatoreductasa. Estos dos ultimos autores no ofrecen posibles explicaciones
acerca de la pérdida de actividad observada. En el presente estudio se logro reutilizar a la
bacteria P. veronii 2E durante cuatro lotes consecutivos de 1 mM de Cr(VI). Se observo
pérdida de actividad reductora con cada lote. La actividad toxica del Cr(VI), que se
manifiesta durante el proceso de reduccion al generar radicales libres que dafian al ADN de
las bacterias, volviéndolas inviables, puede ser motivo de la pérdida de la actividad
cromatoreductasa. Ademas, la acumulacion de Cr(l11) dentro de las bacterias puede generar
efectos tdxicos en las mismas contribuyendo en la disminucion de la eficiencia de reduccion.

La adsorcion de Cr(I11) ha sido documentada en diversos estudios. Garcia-Reyes et
al (2010) utilizaron agro-residuos como material adsorbente de Cr(lll) logrando una
capacidad maxima de 28,7 mg Cr(lll)/g a pH 4. Ibafiez et al (2004) usaron esferas de
alginato de calcio protonadas alcanzando una capacidad maxima de adsorcién de 112 mg
Cr(l1)/g a pH 4,5. En el presente trabajo, la capacidad maxima de remocion alcanzada fue
suficiente para retener todo el Cr(lll) generado por la biotransformacion de Cr(VI) en los

diferentes ensayos, en caso de que el Cr(ll1) se encuentre en el sobrenadante.
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Conclusion

En el presente capitulo se utilizé a Pseudomonas veronii 2E inmovilizada en alginato
de calcio y en agarosa como catalizador en la reduccion de Cr(VI). El alginato de calcio se
destacd como la mejor matriz de inmovilizacién por su simplicidad de aplicacion y su bajo
costo. La velocidad global de la reaccidn disminuy6 al utilizar células inmovilizadas ya que
se introdujo un nuevo paso limitante determinante de la velocidad de reaccion: la difusion de
los sustratos a través de la matriz de inmovilizacién. Este fendmeno difusivo quedo
evidenciado en los experimentos de reduccion realizados con células inmovilizadas a
distintas temperaturas (20, 25, 32, 40 y 50 °C). Se realizaron, ademas, ampliaciones de
escala tanto en el proceso de produccién de biomasa como en el proceso de inmovilizacion y
reduccion de Cr(VI). Se evalu6 la capacidad de reutilizacion del biocatalizador en solucion
sintética de Cr(VI) y en un bafio de enjuague utilizado en la industria y se observé una
pérdida gradual de la actividad cromatoreductasa durante 5 lotes consecutivos. Ademas, se
determind la capacidad de remocién de Cr(l11) del biocatalizador para establecer el posible
destino del Cr(l1l) generado por la reduccion de Cr(V1).
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Tratamiento de aguas residuales
Industriales y optimizacion de costos
de produccion de biomasa y
tratamiento
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Introduccion

Los tratamientos convencionales de aguas residuales que contienen Cr(VI1) poseen
grandes desventajas como ya se mencionaron en la introduccion de este trabajo. Los
resultados obtenidos, detallados en los capitulos anteriores, con el uso de bacterias
inmovilizadas para el tratamiento de aguas residuales con Cr(VI), permitieron desarrollar un
sistema alternativo de tratamiento. De esta manera se busca reemplazar los tratamientos
convencionales por otro mas eficiente, econémico y ambientalmente amigable.

Uno de los parametros a definir en un tratamiento de aguas es el tiempo de residencia
hidraulico, que es el tiempo que el liquido debe tratarse para alcanzar la calidad deseada.
Este tiempo debe ser el menor posible para garantizar un tratamiento eficiente. Si bien una
gran concentracion del catalizador y de los sustratos garantizan un tiempo de retencion bajo,
también implican mayores costos de produccion y consumo de reactivos. Por lo tanto, es
necesario optimizar el tratamiento de manera de obtener un bajo tiempo de retencién con la
menor cantidad de catalizador y reactivos necesarios.

El costo total del tratamiento es otro importante parametro a definir. Dentro de esta
categoria se contemplan el consumo de reactivos, de energia, inversion en infraestructura, el
costo de la disposicion final de residuos y la mano de obra.

En la produccion de un biotratamiento como el que se desarrolla en la presente tesis
se diferencian claramente dos tipos de costos: el costo asociado a la produccion de biomasa
y el costo asociado a la implementacion del tratamiento. Para economizar la produccion de
biomasa se busca sustituir el medio de cultivo utilizado cominmente en investigacion por
otro cuyos ingredientes sean residuos industriales o subproductos de poco valor comercial.
Por ejemplo, Ahmad et al (2010) utilizan residuo liquido de anana para producir el biofilm
para el tratamiento de aguas residuales con Cr(VI) y Fusconi et al (2009) utilizan melaza de
cafia de azucar para producir exopolisacaridos de una cepa de Gordonia polysoprenivorans.
Martone et al (2005) utilizan un hidrolizado de proteinas de merluza como fuente de
nitrégeno econdmica proveniente del residuo de la industria del fileteado de pescado.

En el presente capitulo se emplea a la bacteria Pseudomonas veronii 2E en un
tratamiento de aguas residuales reales provenientes de una empresa productora de piezas de
griferia. En primera instancia, se disefia el tratamiento de manera de que la concentracion de
Cr(VI) en el efluente no supere los 0,1 ppm, que es la maxima concentracion permisible en

efluentes aptos para el vertido en Estados Unidos. Alcanzar esta concentracion de Cr(VI) en
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los efluentes es muy importante para las empresas nacionales que quieran entrar en
mercados exteriores como Europa o Estados Unidos. En segunda instancia, se evalGan los
costos del tratamiento y se exploran alternativas para reducir el mismo. La estrategia
empleada para disminuir los costos de produccion fue la de reemplazar al medio de cultivo
utilizado, compuesto por glucosa, peptona de caseina y extracto de levadura, por otros con
glicerol o melaza de cafia como fuente de carbono y energia y fertilizante como fuente de
nitrogeno y otros nutrientes (Apéndices B y C). La melaza de cafia es un subproducto de la
produccion de azdcar compuesta de diferentes tipos de azlcares, aminoacidos y vitaminas.
El glicerol utilizado en el presente trabajo es el glicerol &cido proveniente de la fabricacion
de biodiesel. Se estima que por cada 10 kg de biodiesel, se produce 1kg de glicerol crudo
(Santibanez et al 2011, Hu et al 2012). El glicerol acido se obtiene luego del primer paso en
el proceso de purificacion del glicerol y su produccion es muy econdmica. El proceso de
purificacion total del glicerol, en cambio, es muy costoso, sobre todo para medianos y
pequefios productores de biodiesel (Manosak et al 2011, Santibafiez et al 2011). Ademas, la
produccion de biodiesel se encuentra en notable aumento por lo que se origina un excedente
de glicerol crudo que las empresas, muchas veces, deben descartar como residuo (Pott et al
2014). Por lo tanto, la utilizacién de glicerol acido para la produccién de biomasa, ademas
de ser econdmica, proporciona una solucion al problema del exceso de glicerol crudo
producido durante la produccion de biodiesel.

En el presente capitulo se persiguen los siguientes objetivos:

e Desarrollar un sistema de tratamiento con una columna empaquetada con el
biocatalizador inmovilizado para aguas residuales industriales reales de baja
concentracion de Cr(VI).

e Evaluar los costos del tratamiento propuesto y establecer alternativas para
economizar el proceso.

e Determinar la capacidad de crecimiento de la cepa seleccionada en medios de
cultivo a base de sustratos econdmicos (melaza de cafia y glicerol crudo como
fuente de carbono y energia y fertilizante como fuente de nitrogeno y fosforo).

e Desarrollar un sistema de tratamiento para aguas residuales de mediana
concentracion de Cr(VI) con células producidas a partir de un medio de cultivo

econodmico.
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Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayos se realizaron por duplicado y fueron

repetidos oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Disefio del tratamiento de aguas residuales industriales

Las células de Pseudomonas veronii 2E fueron cosechadas a partir de 10 cultivos en
lote de 1 | en caldo nutritivo (5 g/l peptona de carne, 3 g/l extracto de levadura y 1 g/l
glucosa) utilizando el biorreactor descripto en el apartado 2.1 del Capitulo IlI. Las bacterias
fueron inmovilizadas segun el apartado 2.2 del capitulo anterior utilizando una
concentracion final de alginato de sodio y de CaCl; de 0,5 %m/v y 0,05 M respectivamente
y un tiempo de residencia en la solucion de CaCl, de 15 minutos. Estas concentraciones y
este tiempo de residencia fueron elegidas para acelerar la velocidad de difusién del Cr(VI) a
través de la matriz de alginato de calcio. Ademas, al reducir la concentracion de estos
reactivos se economiza la produccion del biocatalizador. La densidad de la suspensién a
inmovilizar, antes de mezclarse con la solucién de alginato de sodio, fue de 54 g/l. La
densidad final fue entonces de 27 g biomasa seca/l. Las células inmovilizadas fueron
empaquetadas en una columna de 1 | (ver apartado 2.3 del Capitulo II1). Se bombearon dos
aguas residuales industriales, AR 1 y AR 2, de 0,26 y 0,69 ppm de Cr(VI) respectivamente
(ver composicion en apéndice D) y suplementadas con 200 ppm (1,1 mM) de glucosa con un
caudal de 7 ml/min a traves de la columna, de manera de establecer un tiempo de retencion
hidraulico de 30 minutos (Fig. 1). La concentracion del dador de electrones se disminuyo
con respecto a los ensayos anteriores ya que la concentracion de Cr(V1) en el liquido a tratar

fue menor. El volumen de columna fue de 0,21 1.
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Fig. 1: Esquema del sistema de tratamiento. Las flechas rojas indican el sentido del flujo de agua. El diametro de la

columna era de 8 cm.

Al tratar al agua residual AR 1, se observo que la concentracion de Cr(VI) era
indetectable en el agua tratada (Fig. 2a) a la salida de la columna. Sin embargo, al tratar a
AR 2 se observd una acumulacion de Cr(VI) a medida que transcurria el tratamiento,
alcanzando una concentracion de 0,1 ppm en 17 horas (Fig. 2b). Por lo tanto, de manera de
evitar esta acumulacion de Cr(V1), se procedio a realizar un tratamiento en el cual se trat6 a
las dos aguas alternativamente: cada 10 horas de tratamiento de AR 2, el afluente fue
cambiado por AR 1 que circulaba por la columna durante 14 horas antes de cambiar el

afluente nuevamente por AR 2 (Fig. 3ay b).
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Fig. 2: Tratamiento de AR 1 (a) y AR 2 (b) especificando la concentracién de Cr(V1) del agua a la entrada (influente) y

a la salida (efluente) de la columna.
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Bajo este esquema de tratamiento, se utiliz6 al agua residual con menor cantidad de
Cr(VI) (AR 1) para “lavar” la columna, evitando la saturacion de la misma que se produce al
tratar a AR 2 por més de 10 horas en continuo. En total, se traté un volumen igual a 200
volimenes de columna (VC) (42 1): 88 VC (18,4 1) correspondieron AR 2 y 112 VC (23,52
I) a AR 1. En ningin momento se detectd Cr(l11) en el liquido tratado que fue medido como
en el apartado 3 del Capitulo Ill. El tratamiento durd 96,5 horas. Como puede observarse, el
tratamiento abarc6 una semana. Al llegar el fin de semana, las bacterias quedaron
suspendidas en el agua residual sin recirculacion y, al reanudar el tratamiento, la mayor

parte de la actividad cromatoreductasa se habia perdido.

2. Reduccién de costos del tratamiento
2.1 Disminucion de la concentracién bacteriana a inmovilizar

Para reducir los costos del tratamiento, se redujo la concentracién de bacterias
inmovilizadas de manera de utilizar un menor volumen de medio de cultivo. La densidad de
la suspension celular a inmovilizar fue de 42,7 g/l resultando en una concentracion celular
luego de la inmovilizacion de 21,4 g/l. Se observo en este caso que la acumulacion de
Cr(VI) al tratar AR 2 se producia mas rapidamente (a las 4,5 horas) que utilizando una

concentracion de bacterias mas elevada como en 1.1 (Fig. 4).
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Fig. 4: Tratamiento de AR 2 con menor concentracion de bacterias en la suspension a inmovilizar (42 g/l)
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La acumulacién de Cr(V1) al tratar AR 2 se produjo en 4,5 horas mientras que con 54
g/l de bacterias en la suspension a inmovilizar la misma acumulacion se produjo en 17

horas.

2.2 Disminucion de la concentracién del dador de electrones

En el experimento del apartado 1.1 el tratamiento se realiz6 utilizando 200ppm (1,1
mM) de glucosa como dador de electrones. De manera de disminuir el consumo de este
reactivo se procedio a tratar las aguas con 20ppm (0,11 mM) de glucosa. En las primeras 50
horas se trataron ambas aguas residuales suplementadas con 20 ppm de glucosa. Al alcanzar
una concentracion de 0,1 ppm de Cr(V1) en el efluente a la hora 50, se lavé la columna con
AR 1 suplementado también con 20 ppm de glucosa por 21 horas. Luego del lavado (hora
71 del tratamiento) se cambi¢ el afluente por AR 2 suplementado esta vez con 200 ppm del
dador de electrones y, luego de dos horas de tratamiento, se suplementé nuevamente con 20
ppm de glucosa para confirmar si se producia una disminucién de la actividad del
biocatalizador al disminuir la concentracion de glucosa. Efectivamente, a las dos horas de la
disminucion en la concentracion de glucosa (hora 75 del tratamiento), el Cr(\VI) se acumul6
hasta 0,1 ppm por lo que se procedio a lavar la columna con AR 1 nuevamente y se continud
tratando a ambas aguas residuales: AR 2 suplementado con 200 ppm de glucosa y AR 1 con
20 ppm del dador de electrones (Fig. 5). Pudo observarse que al tratar a AR 2 con 200 ppm
de glucosa la acumulacion de Cr(VI1) en la columna se produjo luego de un tiempo de
tratamiento mayor que al tratar a AR 2 con 20 ppm del dador de electrones. Entre la hora 93
y 113, el Cr(VI) no se acumul6 en la columna y entre las horas 127 y 137 el aumento en la
concentracion de Cr(VI) del efluente fue aumentando lentamente al tratar a AR 2.
Probablemente, en los tiempos iniciales del tratamiento, compuestos oxidables unidos a las
bacterias funcionaron como dadores de electrones junto con la glucosa agregada (en el
Capitulo Il se hizo referencia a esto al observar la reduccion de Cr(VI) con células en
suspension en ausencia del dador de electrones). Al consumirse estos compuestos, la glucosa
agregada (20 ppm) no fue suficiente para asegurar una alta tasa de reduccion produciendo la
acumulacion de Cr(VI1) en la columna (hora 50 del tratamiento). El agregado de una mayor
concentracion de glucosa soluciond este problema aumentando la tasa de reduccion y

disminuyendo, por lo tanto, la tasa de acumulacion de Cr(VI) en la columna.
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Fig. 5: Tratamiento iniciado con menor cantidad del dador de electrones. Se indican los intervalos en los que se vari6 la

concentracion de glucosa. Luego de la hora 75, AR 2 fue suplementado con 200 ppm de glucosa.

Bajo este esquema de tratamiento se pudieron tratar en total 314 VC (66 1): 138 VC

(29 1) correspondierona AR 2y 176 VC (37 1) a AR 1.

2.3 Sustitucién del medio de cultivo

A fin de economizar la produccién de biomasa se procedié a probar diferentes

medios de cultivo a base de melaza da cafia de azlcar (EI Trébol) y de glicerol acido

proveniente de una fabrica de biodiesel de Malvinas Argentinas, Buenos Aires. La melaza es

un subproducto de la produccion de azucar compuesta mayoritariamente por glucosa

mientras que el glicerol es un subproducto de la produccion de biodiesel. Ambos sustratos se

caracterizan por ser de muy bajo costo. Como fuente de nitrégeno y de otros micronutrientes

se utilizé un fertilizante comercial (Afital macro-micro) (ver apéndice C). Todos los medios

102




de cultivo fueron llevados a pH 7 con NaOH 6 M ya que la adicion del fertilizante
acidificaba el medio.

Se inocularon 10 ml de medio de cultivo alternativo, compuesto por distintas
concentraciones de melaza de cafa (1%, 0,5% y 0,1 %m/v) y fertilizante 0,6 %v/v, desde un
cultivo en medio semi-solido de P. veronii 2E. No se observo crecimiento luego de 48 horas
de cultivo por lo que se prepararon pre-indculos en 10 ml de caldo nutritivo a 32 °C con 120
rpm de agitacion. Luego de 24 horas de cultivo, 5 ml del pre-inéculo se agregaron a 45 ml
de cada medio alternativo estéril. Se midio la absorbancia a 600 nm de cada cultivo luego de
24 y 48 horas (Fig. 6).

024 hs
B 48 hs

DO 600nm
N

NN
0

0,10% 0,50% 1% C.N.

Concentraciones de melaza (% m/v)

Fig. 6: Crecimiento en distintas concentraciones de melaza y 0,6%v/v de fertilizante y en caldo nutritivo (C.N.) a 24 y 48 hs.

Debido a los bajos rendimientos obtenidos, comparados con el que se obtiene con un
medio nutritivo comercial, se ensayaron medios con otras composiciones de melaza (0,1,
0,5 1y 2 %mlv) y fertilizante (0, 0,6 y 1,2 %v/v). Los resultados de los maximos

crecimientos encontrados se ven en la Figura 7.
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Fig. 7: Crecimiento en medios a base de melaza y fertilizante en distintas composiciones (M: melaza, F: fertilizante y C.N: caldo nutritivo).

De estos resultados se desprende que el mejor medio de cultivo alternativo es el que
contiene 0,6 %v/v de fertilizante y 2 %m/v de melaza ya que posee un rendimiento
comparable al caldo nutritivo.

Los ensayos con glicerol acido se realizaron inoculando 1 ml de cultivo overnight
(32 °C, 120 rpm) de P. veronii 2E en caldo nutritivo, en 9 ml de un medio con glicerol a
distintas concentraciones (1%, 2%, 5% y 10 %v/v) y fertilizante al 0,6 %v/v. Los cultivos se
incubaron por 72 horas a 32 °C con agitacion. Debido a que los cultivos presentaron
formacién de grumos, el crecimiento se determind por peso seco de la masa bacteriana
generada en los 10 ml del cultivo. Para esto, los 10ml de cada cultivo se centrifugaron a
6300 g por 10 minutos Yy los pellets obtenidos se secaron hasta peso constante a 60 °C. La

Figura 8 resume los resultados.
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Fig. 8: Crecimiento bacteriano en medios con diferentes concentraciones de glicerol y 0,6 %v/v de fertilizante luego de 72

horas de cultivo.

A fin de comparar los resultados de la Fig. 8 con los obtenidos con melaza al 2 %m/v
y fertilizante al 0,6 %v/v y con caldo nutritivo (Fig. 7), se inocularon 9 ml de cada uno de
esto medios con 1ml de cultivo en caldo nutritivo de P. veronii 2E overnight (32°C y
120rpm). Luego de 24 horas, los cultivos fueron centrifugados a 6300 g por 10 minutos y los
pellets se secaron a 60 °C hasta peso constante. La Figura 9 muestra los resultados

obtenidos.
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Fig. 9: Crecimiento bacteriano luego de 24 horas de cultivo en caldo nutritivo (C.N.), melaza 2 %m/v y luego de 72
horas de cultivo en glicerol 5 %v/v.

Puede observarse el mayor crecimiento obtenido con glicerol en comparacion con los

otros medios de cultivo.

2.4 Biotransformacion de Cr(VI) con células inmovilizadas en alginato de calcio cultivadas

en glicerol 5 %v/v.

Utilizando células de P. veronii 2E cultivadas en glicerol 5 %v/v y en 0,6 %v/v de
fertilizante, se trataron en lotes consecutivos aguas residuales sintéticas ahora con un
contenido de Cr(VI) de 40 ppm. Se eligié esta concentracion tan alta porque ésta era la
presente en el agua residual de una empresa productora de acido crémico. Se realizaron 2
pre-indculos de 10 ml de P. veronii 2E en caldo nutritivo a 32°C y 24 horas de incubacion
con 120 rpm de agitacién. A partir de estos cultivos, se iniciaron dos cultivos de 100 ml
cada uno en glicerol 5 %v/v y fertilizante 0,6 %v/v. La incubacion se realiz6 por 72 horas a
32°C con agitacion. Luego de este periodo las células fueron cosechadas por centrifugacion
(6300 g, 15 minutos) y resuspendidas en 40 ml de agua destilada. Esta suspension (densidad
56 g biomasa/l) se mezclé con 40 ml de una solucién de alginato de sodio 1 %m/v y se

goted sobre una solucion de CaCl, 0,05 M a 4 °C. Las esferas de alginato de calcio formadas
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reposaron en esta solucién por 15 minutos a 4 °C. Luego fueron lavadas con agua destilada
y usadas inmediatamente en ensayos de biotransformacion de Cr(VI1) en presencia de 1 %v/v
de glicerol &cido como dador de electrones. El pH de la solucion fue ajustado con NaOH 6
M a pH 7 previo al ensayo. La incubacion se realiz6 a 32 °C con agitacion. El volumen de la
solucion fue de 40 ml. Una vez que la concentracion de Cr(VI) fue indetectable en el
sobrenadante, las células inmovilizadas fueron suspendidas en otra solucion de las mismas
caracteristicas (40 ppm Cr(VI), 1 %v/v glicerol acido y pH 7). Este procedimiento se repitio

durante 5 ciclos (Fig. 10).

Cr(V1) (ppm)
S

0 I I I I I 1
50 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (hs)

Fig. 10: Tratamiento en lotes consecutivos de un agua residual sintética con P. veronii 2E inmovilizada cultivada en glicerol &cido 5 %v/v.

Puede observarse la pérdida de actividad cromatoreductasa con cada ciclo de
reduccion de Cr(VI). El biocatalizador resultd eficiente por cuatro ciclos de hasta nueve
horas. El quinto ciclo necesitaria de por lo menos 12 horas para que la concentracion de
Cr(VI) alcance niveles permitidos para el vertido del agua residual. No se encontrd Cr(ll)

en los sobrenadantes tratados.
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Discusion

Numerosos autores proponen diversos tratamientos de aguas residuales que
contienen Cr(VI). Qu et al (2014) investigan el uso de bacterias magnetotacticas para la
remocion de Cr(V1) por adsorcion. La gran ventaja de este sistema es la facil separacion del
adsorbente del agua residual por aplicacion de un campo magnético que hace innecesaria la
inmovilizacion. Yu et al (2014) emplean nanoparticulas de hierro cero-valente para la
reduccion de Cr(VI). Este método tiene la ventaja de la facil remocién del catalizador al
aplicar un campo magnético y la alta tasa de reduccion que se obtiene. Gopalakannan et al
(2015) utilizaron nanoparticulas de magnetita inmovilizadas en alginato entrecruzado con
cationes Ce(lll) para la remocion por adsorcion del Cr(VI). Este adsorbente presenté una
mayor capacidad adsortiva que el alginato de cerio y las nanoparticulas de magnetita por
separado. Sin embargo, pocos estudios realizan una evaluacién econdmica de los métodos
propuestos. En el presente trabajo, la bisqueda de reducir los costos del tratamiento fue una
constante. Los experimentos en los que se redujo la cantidad de biomasa inmovilizada o se
disminuyo la concentracion de glucosa como dador de electrones en el tratamiento de aguas
residuales reales, produjeron bajas tasas de reduccién por lo que estas variantes fueron
desechadas como alternativas para economizar el proceso. Por lo tanto, se evalud la
produccién de biomasa con medios de cultivo econémicos utilizando melaza de cafa de
azucar o glicerol como fuente de carbono y energia y un fertilizante comercial como fuente
de nitrogeno. La melaza de cafia produjo rendimientos comparables a los obtenidos con
caldo nutritivo cuando se encontraba a una concentracion del 2 %m/v y con 0,6 %v/v de
fertilizante en 24 horas de cultivo. El glicerol, en cambio, produjo una densidad
aproximadamente dos veces mayor que la obtenida en caldo nutritivo cuando se utiliz6 una
concentracion del 5 %v/v y 0,6 %v/v del fertilizante aunque se necesitaron 72 horas de
cultivo. Sin embargo, aunque la masa bacteriana fue mayor con glicerol, la productividad
fue la menor: 1,52 mg biomasa seca/h mientras que con melaza y caldo nutritivo la
productividad fue de 1,87 mg biomasa seca/h y 2,06 mg biomasa seca/h respectivamente. El
trabajo de Moita et al (2014) es un ejemplo del uso de glicerol como fuente de carbono y
energia aunque el proposito en este caso no era la produccién de biomasa sino la produccién
de polihidroxialcanoatos. La productividad de biomasa obtenida en ese estudio fue de 11,25

mg/h utilizando 0,92 g/l de glicerol en reactores de volumen de trabajo de 1500 I. Srikanth et
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al (2014) utilizan melaza como fuente de carbono y energia para la produccion de biomasa
fangica y pululano, un exopolisacarido utilizado en la industria alimenticia y farmacéutica.
En ese estudio se obtienen cultivos con una concentracion de 1,25 g/l utilizando melaza al 5
%m/v. Han et al (2012) utilizan la fermentacién de la melaza para la produccion de
hidrégeno utilizando cultivos mixtos inmovilizados en biorreactores. Esta amplia cantidad
de trabajos en la que se utilizan sustratos econdmicos para la generacion de biomasa y

productos destacan la relevancia de la investigacion sobre este tema.
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Conclusion

En el presente capitulo se utilizd al biocatalizador inmovilizado para tratar un agua
residual real de manera continua. Durante el tratamiento se observd una acumulacion
progresiva del Cr(VI1) en la columna por lo que se tuvo que proceder a un lavado de la
misma utilizando un agua residual con menor concentracion de Cr(VI). Alternando el
tratamiento de las dos aguas residuales, se pudo tratar un volumen considerable con un bajo
tiempo de retencion hidraulico. Ademas, se evaluaron alternativas para disminuir los costos
del tratamiento. En primer lugar, se evaludé disminuir la concentracion bacteriana y la
concentracion de glucosa como dador de electrones pero los resultados no fueron
satisfactorios porque se reducia notablemente la cantidad de agua que podia ser tratada. En
segundo lugar, se ensayaron medios de cultivos alternativos mas econdémicos para la
produccion de biomasa basados en melaza y glicerol como fuente de carbono y energia y
fertilizante como fuente de nitrégeno. Ambos medios resultaron buenas alternativas para la

produccion econémica de biomasa.
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Consideraciones finales y conclusion
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En el presente trabajo se desarroll6 un sistema de tratamiento biol6gico para aguas
residuales industriales que contienen Cr(VI). En primer lugar, se establecio que el uso de
células en suspension de alta densidad era méas conveniente para el tratamiento que el uso de
células en crecimiento. Se observd que la densidad de la suspension y el agregado de
dadores de electrones favorecian el proceso de reduccion acelerando la reaccion. De las
cepas testeadas Pseudomonas veronii 2E se destac6 como la mas eficiente presentando altas
tasas de reduccion de Cr(VI). En segundo lugar, se procedio a la inmovilizacion bacteriana
en distintas matrices de manera de hacer factible el uso de este biocatalizador a nivel
industrial y se desarrollé un sistema de produccion de biomasa, inmovilizacion y tratamiento
de aguas artificiales con contenido de Cr(VI) de mayor escala. Ademas, se investigo la
remocion de Cr(lll) en las células inmovilizadas. En tercer lugar, se tratd un agua residual
real en un sistema continuo y se exploraron alternativas de medios de cultivo mas
econdmicos de manera de hacer viable el sistema de tratamiento. Los resultados obtenidos
demostraron la factibilidad de esta tecnologia para el tratamiento de aguas industriales con
Cr(VI) en concordancia con otros estudios revisados en este trabajo. Sin embargo, muy
pocos estudios y trabajos cientificos hacen referencia de la viabilidad de la tecnologia. Por
consiguiente, se hace una evaluacion de los costos de producir esta tecnologia y se la

compara con los costos asociados a tratamientos convencionales.

Viabilidad de la biotransformacion de Cr(VI) como tratamiento de aguas residuales con

contenido de cromo.

En la Argentina, el tratamiento mas utilizado es la reduccién quimica con
metabisulfito de sodio y la posterior precipitacion del Cr(I1l) generado con hidréxido de
sodio. La reduccidn se realiza en medio &cido y la precipitacion es estimulada con la adicion
de un floculante. La Tabla 1 enumera las cantidades que se utilizan para tratar 10 m* por dia
de un agua residual que contiene entre 50 y 40 ppm de Cr(VI):
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Reactivos Cantidad (kg) Precio (U$D)/ kg  Costo total (U$D)

Metabisulfito de sodio 14 1,12 15,68
Acido sulfdrico 10 0,5 5

Soda caustica 10 1,55 15,5

Floculante 3 2,25 6,75

Tabla 1: Cantidades y costo de los distintos reactivos usados para el tratamiento quimico de 10 m® de agua residual
con 40 ppm de Cr(V1). Datos obtenidos de una empresa productora de acido cromico de identidad reservada.

El costo total diario es de U$D 42,93 lo que hace un costo mensual de U$D 1287,9.
Ademas, se invierten U$D 1666,67 en la disposicion final de los residuos solidos que se
generan. En total, el costo del tratamiento contemplando so6lo el costo de los reactivos y de
la disposicion final es de U$D 2954,57 mensuales.

Utilizando a P. veronii 2E inmovilizada en alginato de calcio y cultivada en glicerol
5 %v/v y fertilizante 0, 6%v/v se podrian tratar 10 m® por dia durante una semana antes de
renovar al biocatalizador. El sistema de tratamiento seria en lotes consecutivos. La Tabla 2
enumera la cantidad y el costo de los reactivos necesarios para esto, suponiendo que los
cultivos alcanzan una densidad como la obtenida en este estudio de 9,5 g biomasa/l. Para
tratar 10 m® por dia se necesitarfa inmovilizar una suspensién de 10 m® de 55 g biomasa/I de
densidad. Considerando que el cultivo tendria 9,5 g biomasa/l se necesitarian 60 m® de
cultivo con 600 | de glicerol acido, 360 | de fertilizante y 12,96 kg de NaOH para
neutralizar el medio. Para la inmovilizacion se necesitarian 100 kg de alginato de sodio y
148 kg de CaCl,, teniendo en cuenta que se usarfan 10 m* de alginato de sodio 1 %m/v y 20
m? de CaCl, 0,05 M. Durante el tratamiento se emplearian 500 | de glicerol acido como

dador de electrones més 7,2 kg de NaOH.
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Reactivos Cantidad (kg ol) Precio (U$D)/ kgo |l  Costo total (U$D)

Glicerol acido 600 | 0,1/l 60
Glicerol &cido (dador
500 | 0,1/ 50
de electrones)

Fertilizante 360 | 0,4/l 144
NaOH 20,2 kg 1,55/kg 31,3
Alginato de sodio 100 kg 11/kg 1100
CaCl, 148 kg 0,2/kg 29,6

Tabla 2: Cantidades y costo de los distintos reactivos usados para el tratamiento biolégico de 50 m® de agua residual
con 40 ppm de Cr(VI)

El costo total por semana seria de U$D 1414,9 lo que hace un costo mensual de U$D
5659,6. Este costo representa un 91,5% mas que el costo del tratamiento quimico indicando
la inviabilidad del tratamiento bioldgico en este caso.

Para el tratamiento en linea de una corriente de baja concentracion de Cr(VI), como
en el caso de las aguas AR 1 y AR 2, a un caudal de 5 m*h con un tiempo de retencién
hidraulico de 30 minutos se necesitarian las siguientes cantidades de medio de cultivo,
alginato de sodio y CaCly: el volumen de columna serfa de 2,5 m® por lo que se necesitaria
una suspension bacteriana de 6 m* a una densidad de 55 g biomasa/l. Por lo tanto, se
necesitarfa un cultivo de 36 m® con 360 | de glicerol acido, 216 | de fertilizante y 7,8 kg de
NaOH. Para la inmovilizacion serian necesarios 60 kg de alginato de sodio y 88,8 kg de
CaCl,. Durante el tratamiento se necesitarian 7950 | de glicerol &cido como dador de
electrones para tratar 785 m® de agua residual mas 113 kg de NaOH. La Tabla 3 resume los

costos de este tratamiento con respecto a la materia prima.
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Reactivos Cantidad (kgol) = Precio (U$D)/ kg ol Costo total (USD)
Glicerol acido 360 | 0,1/ 36
Glicerol &cido (dador
de electrones) 7950 | 0,1/1 795
Fertilizante 216 | 0,4/l 86,4
NaOH 120,8 kg 1,55/kg 187,24
Alginato de sodio 60 kg 11/kg 660
CaCl, 88,8 kg 0,2/kg 17,76

Tabla 3: Cantidades y costo de los distintos reactivos usados para el tratamiento biolégico de 785 m® de agua residual
de baja concentracién de Cr(VI) tipo AR2 y AR1.

El costo total del tratamiento serfa de U$D 1782,4 por 785 m® de agua tratada (345
m® de AR2 y 440 m® de AR1). Considerando sélo los costos del &cido sulfirico, la soda

caustica y el floculante necesarios para el tratamiento quimico de un agua residual como AR

1y AR 2, se obtiene un costo de U$D 2139,1 para el tratamiento de 785 m>. EI consumo de

estos reactivos depende del volumen del agua a tratar y no de la concentracién de Cr(V1) por

lo que es posible extrapolar los datos de la Tabla 1. En conclusion, el tratamiento bioldgico

es viable cuando se tratan corrientes con baja concentracion de Cr(VI) ya que es mas

econdémico que el tratamiento quimico. Ademas el volumen que sera enviado a disposicion

final sera menor con el tratamiento biolégico ya que éste sera el volumen que ocupen las

esferas de alginato. En cambio, con el tratamiento quimico, el volumen de los barros

originados por la precipitacion de Cr(lll) es muy considerable.
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Conclusiones finales

Como producto del presente trabajo pueden desprenderse las siguientes conclusiones:

El uso de suspensiones de células bacterianas en reposo altamente concentradas se
adecua mejor al tratamiento de aguas residuales con Cr(VI) que el uso de células en
crecimiento utilizando a Klebsiella oxytoca P2, Klebsiella ornithinolytica 1P y
Pseudomonas veronii 2E.

El agregado externo de dadores de electrones a suspensiones de células en reposo
influye positivamente en la reaccion de reduccion de Cr(VI) para las cepas K.
oxytoca P2, K. ornithinolytica 1P y P. veronii 2E. Sin embargo, mientras que para
las cepas K. oxytoca P2 y K. ornithinolytica 1P el agregado de dadores de electrones
es fundamental para que la reaccion se produzca, para P. veronii 2E no lo es,
pudiendo reducir el Cr(VI) a una elevada tasa incluso en ausencia de dadores de
electrones, al menos durante una primera ronda de reduccion.

De las tres cepas bacterianas estudiadas (K. oxytoca P2, K. ornithinolytica 1P y P.
veronii 2E) P. veronii 2E fue la que present6 una mayor tasa de reduccion de Cr(VI)
en una suspension de células en reposo (36 g biomasa seca/L) con 20 mM de glucosa
como dador de electrones.

El pH y la temperatura 6ptimos de reduccién de Cr(V1) para suspensiones de células
en reposo de P. veronii 2E fue de 7 y 32 °C respectivamente.

La inmovilizacion de suspensiones bacterianas es muy atil para la aplicacion de la
biotransformacién de Cr(VI) mediada por bacterias aunque se reduce la tasa de
biotransformacion porque se agrega un paso a la reaccion: la difusion de los sustratos
a través de la matriz de inmovilizacion.

Las bacterias inmovilizadas pueden ser reutilizadas hasta 5 veces si se tratan aguas
residuales de 1 mM Cr(V1).

Fue posible el tratamiento en linea de aguas residuales de baja concentracion de
Cr(VI) con un tiempo de retencion hidraulico de 30 minutos usando a P. veronii 2E
inmovilizada en alginato de calcio.

El crecimiento de P. veronii 2E en medios de cultivo econémicos basados en glicerol

o melaza de cafia como fuente de carbono y fertilizante como fuente de nitrogeno fue
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factible obteniendo un mejor rendimiento en glicerol que en melaza o caldo nutritivo
aunque con un tiempo de cultivo mayor.

El tratamiento de aguas residuales de mediana concentracion de Cr(VI) en lotes
consecutivos utilizando a P. veronii 2E inmovilizada en alginato de calcio no es
viable ya que su costo es mayor que el tratamiento quimico convencional. En
cambio, el tratamiento en linea de corrientes con bajo contenido de Cr(VI1) si resultd

viable por ser mas econémico que el tratamiento normalmente empleado.
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Apendice A

Composicion de metales del bafio de acido cromico de segundo enjuague de piezas

metéalicas determinado por espectrofotometria de absorcion atémica:

Metal Concentracion

Cr 10 g/l
Pb 1,3 mg/l
Cu 99 mg/l
Cd <0,05 mg/l
Zn 128 mg/l
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Apendice B

Composicion de la melaza de cafia (Teclu et al 2009)

Componentes % melaza

Ceras, esteroles y fosfolipidos

Agua 20

Sacarosa 35

Glucosa 7

Fructosa 9

Otras substancias reductoras 3

Otros carbohidratos 4
Cenizas 12
Compuestos nitrogenados 4,5
Acidos no nitrogenados 5
0,4

Referencia

Teclu D, Tivchev G, Laing M, Wallis M (2009) Determination of the elemental composition
of molasses and its suitability as carbon source for growth of sulphate-reducing bacteria.

Journal of Hazardous Materials 161:1157-1165.
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Apendice C

Composicion del fertilizante Afital Macro-Micro.

Componente  Concentracion (%om/m)

Nitrogeno 10,00

Fosforo 5,00
Potasio 8,00
Cobre 0.50
Magnesio 0.30
Manganeso 0.30
Hierro 0.20
Zinc 0.10
Boro 0.05

Molibdeno 0.003
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Apendice D

Composicion de las aguas residuales industriales AR 1 y AR 2

Tabla 1: Componentes de AR 1
Tabla 2: Componentes de AR 2

Conductividad | 897us/cm Conductividad | 1121ps/cm
Dureza 398mg/I Dureza 450mg/l
Alcanilidad 421mgl/l Alcalinidad 384mg/l
Sulfatos 54mg/l Sulfatos 46mgll
Cloruros 21.6mgl/l Cloruros 81.5mgl/l
Calcio 93.0mg/l Calcio 115mg/l
Nitratos 27.9mg/l Nitratos 78.5mg/|
Magnesio 36.9mg/l Magnesio 44.2mgll
Sodio 48.3mg/l Sodio 47.3mg/l
Silice 77.2mgl/l Silice 77 4mg/l
pH 8 pH 7.7
Cr(VI) 0.26mg/l cr(vi) 0.69mg/l
Tabla 1 Tabla 2
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