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0. Resumen en portugués (hasta 1000 caracteres):

O objetivo desta tese foi a utilizacdo de células inteiras ou subprodutos de Pseudomonas veronii
2E, para eliminar o cobre dos efluentes e assim desenvolver um sistema de biotratamento eficaz.
O trabalho consiste em trés partes, na primeira parte foi estudada a interacdo bactéria-Cu(ll),
obtendo-se uma retencdo de 90% e uma recuperacdo de 70% do cobre. A segunda parte
consistiu na imobilizagdo da biomassa em diferentes suportes. Diferentes tipos de projetos de
biorreatores foram estudados, alcan¢ando uma biossorcdo de 71% (24 h) e 77% (216 h) do
metal e uma recuperacdo de 70% e 96% para reatores em batelada e continuos, respectivamente,
a 32 °C e pH 5.5. Por fim, na terceira parte do trabalho, as substancias poliméricas
extracelulares (EPS) foram isoladas da bactéria e sua interagdo com o cobre foi estudada,
obtendo-se um 80% de retencéo de Cu(ll), dos quais o 73% foi recuperado. Esses resultados sdo
promissores para a implementacdo de um biotratamento em escala de laboratorio, porém,
também representam um primeiro passo necessario para a implementagdo de um biotratamento
de efluentes contendo Cu(Il) em escala industrial.

p. Resumen en inglés (hasta 1000 caracteres):

The aim of this thesis was to use whole cells or excretion products of Pseudomonas veronii 2E,
to remove copper from effluents for the development of a biotreatment system. For that
purpose, the work was divided in three parts. In the first one, the interaction of bacteria-Cu(ll)
was studied, achieving a 90% of biosorption and 70% of the metal desorption. The second part
consisted on the biomass immobilization studies on different matrices. In addition, types of
bioreactor designs were studied, as a result, a metal biosorption of 71% (24 h) and 77% (216 h)
and a recovery of 70% and 96% were obtained for batch and continuous reactors respectively, at
32 °C and pH 5.5. Finally, the third part of the work consisted on extracting the soluble
extracellular polymeric substances (EPS) from bacterial cultures and on studying their
interaction with copper, obtaining 80% retention, from which a 73% was recovered. The results
obtained in this work are promissory for the implementation of a biotreatment at laboratory
scale, however, it also represents the necessary first step for development of a sustainable
biotreatment of effluents containing Cu(ll) at industrial scale.
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Aportes Originales:

(Especificar cuales son los aportes originales o innovadores conseguidos en la realizacion de
esta tesis. Indicar donde se encuentran. Maximo una carilla)

Pseudomonas veronii 2E es una bacteria autoctona, aislada del Rio Reconquista, el cual se
encuentra altamente polucionado con metales de relevancia ambiental debido a las diferentes

descargas de cuerpos de aguas que recibe a lo largo de su recorrido, entre ellos efluentes
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industriales. Se han llevado a cabo diversos estudios de P. veronii 2E por el grupo de
investigacion del laboratorio de microbiologia de la UNGS evidenciando las diversas
caracteristicas y propiedades que posee la bacteria. Entre muchas de ellas se mencionan la
resistencia a crecer en ambientes con elevadas concentraciones de metales de relevancia
ambiental, capacidad de producir sideréforos y sustancias poliméricas extracelulares, capacidad
de retener cationes metalicos como Cr, Cd, Zn, Cu, etc. Estas caracteristicas convierten a
Pseudomonas veronii 2E en un candidato potencial para el desarrollo de biotratamiento de
efluentes industriales.

En el Capitulo 1 del presente trabajo se estudid la interaccion bacteria-Cu(ll), para ello se
llevaron a cabo cinéticas de biosorcién con biomasa libre en diferentes condiciones de trabajo
como temperatura, medios de crecimiento y concentracion inicial de metal. Ademas, se estudio
el mecanismo de biosorcion de cobre mediada por P. veronii 2E por el estudio de Isotermas de
biosorcion. También se estudié la capacidad de desorcion de metal retenido mediante un agente
de desorcion a traves de sucesivos ciclos de desorcion en reactores tipo batch.

En el Capitulo 2 se estudio la inmovilizacion de Pseudomonas veronii 2E en diferentes
matrices por Microscopia de Barrido Electrénico (SEM). Se estudié la interaccion de cada
sistema (Bl-matriz), con un efluente modelo de cobre 1 mM en reactores tanto batch como
continuo, y luego se evalu6 la recuperacion de cobre retenido en cada uno.

Por otro lado, se estudi6 la eficiencia presentada por diferentes disefios de reactores
continuos, tanto para la retencion como para la recuperacion de cobre mediada por la biomasa
inmovilizada en una matriz inerte. Para ello, se disefi, por un lado, un reactor continuo con
recirculacion del efluente y, por otro lado, se construyeron tres reactores continuos conectados
uno secuencialmente después del otro. Se analizaron pardmetros importantes para un
biotratamiento de efluente como tiempo de retencion hidraulica, cantidad de biomasa, cantidad
inicial de metal, temperatura y pH.

En el Capitulo 3 se aislaron y purificaron las sustancias poliméricas extracelulares solubles
de Pseudomonas veronii 2E y se estudio la capacidad tanto de retener como desorber cobre en

reactores tipo batch.
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INTRODUCCION GENERAL

Importancia del agua

El agua es un compuesto presente en todos los ecosistemas, esencial para el sostenimiento
y la reproduccion de la vida en el planeta. En una perspectiva global, los cuerpos de agua
constituyen més del 70% del total de la superficie terrestre, de los cuales solo el 0,002% es
apto para el consumo humano (Hegde et al. 2020). La disponibilidad de agua limpia es
fundamental, por lo que su cuidado y mantenimiento es de vital importancia. Sin embargo su
contaminacion y escasez han provocado que la preservacion de este recurso se convierta en
un desafio (Kiran Marella, Saxena, and Tiwari 2020). EI problema de la contaminacion de las
aguas es sin duda, uno de los aspectos mas preocupantes de la degradacion de los medios
naturales por parte de la civilizacion contemporanea, siendo considerado como un problema
universal. El agua recibe el aporte de muchas sustancias durante su recorrido por zonas
agricolas e industriales, tales como herbicidas, plaguicidas, fertilizantes, vertidos industriales
y residuos de la actividad humana convirtiéndose en un riesgo para el ambiente (Vera
Cabezas et al. 2016).

Consecuencias de la industrializacion

Los avances tecnoldgicos emergentes y el estilo de vida antropogénico contemporaneo
representan un enorme riesgo para el medioambiente (Kiran Marella, Saxena, and Tiwari
2020). Estos avances tecnoldgicos e industriales han incrementado la contaminacion en el
ambiente debido a la liberacién de grandes cantidades de desechos, estos son con frecuencia
coloreados, espumosos, contienen compuestos quimicos peligrosos incluyendo, colorantes
toxicos, acidos, alcalis, metales peligrosos tales como cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr),
plomo (Pb), zinc (Zn), mercurio (Hg), y metaloides (elementos que tienen propiedades
intermedias entre los metales y no-metales como arsénico (As) y antimonio (Sh)) y
contaminantes organicos (Ayangbenro and Babalola 2017).

La demanda de calidad de alimentos y cantidad de los mismos, ha llevado a una extensa

actividad industrial gobernada por una exigencia cada vez mayor de una poblacion en
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constante crecimiento. La urbanizacién incontrolada trae como consecuencia un incremento
en el consumo de energia, extensas actividades agricolas, destruccion del habitat, sobrepesca,
caza, deforestacion que, sumado a la industrializacion y a la falta de capacitacion en la
utilizacion de los recursos naturales, ha provocado un enorme deterioro en la calidad de los
mismos, principalmente del agua (Kiran Marella, Saxena, and Tiwari 2020; Galan Huertos
and Romero Baena 2008). Un gran nimero de factores contribuyen a la contaminacion de
cuerpos de agua, esto incluye a los procesos geoquimicos, actividades agricolas, plantas de
tratamientos de desechos, aguas residuales derivadas de diferentes industrias como ser
curtiembres, galvanoplastia, tintura, mineria, fundicion, desechos municipales, deposicion
atmosférica que representan las mayores causas de dep6sitos contaminantes en areas urbanas
y suburbanas (Hegde et al. 2020; Leong and Chang 2020; Rahman and Singh 2020; Kapahi
and Sachdeva 2019; Saldarriaga-Hernandez et al. 2020; Azubuike, Chikere, and Okpokwasili
2016).

Estudios recientes han establecido que la descarga a largo plazo de desechos no tratados o
parcialmente tratados, provenientes de efluentes industriales en cuerpos de agua, puede
afectar negativamente la calidad de este recurso, haciéndola inapropiado para el consumo
humano (Kiran Marella, Saxena, and Tiwari 2020). La contaminacion de rios con metales
toxicos trae como consecuencia la contaminacion de aguas subterrdneas o superficiales y
aguas de lluvia. Los rios son una de las fuentes mas importantes de agua dulce y son
severamente afectadas por la contaminacion de fuentes antropogénicas (Kapahi and Sachdeva
2019).

Efectos toxicos de los metales

La contaminacion con metales toxicos es una seria preocupacion debido al peligroso
impacto ambiental que representan, incluso a bajas concentraciones (Kapahi and Sachdeva
2019; Garcia and Reyes 2009; Galan Huertos and Romero Baena 2008). Diferente a los
contaminantes organicos, estos metales no pueden ser degradados por procesos quimicos o
bioldgicos, solo pueden ser transformados en especies menos toxicas (Ayangbenro and
Babalola 2017; Leong and Chang 2020; Marrero-coto and Coto-pérez 2010).

Se pueden clasificar a los metales presentes en nuestro planeta en tres grandes grupos:

» Clase A: Esenciales para procesos bioldgicos y a su vez no tdéxicos a

concentraciones altas.
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> Borderline: Esenciales pero tdxicos mas alld de una concentracion limite.
> Clase B: Netamente toxicos.

Dicha clasificacion esta basada en el comportamiento acido de Lewis que posee cada
catién metalico, de ello depende su tendencia hacia la formacion de complejos con diferentes
familias de ligandos. Entre los muchos ejemplos se puede mencionar al Ca y K, metales no
toxicos, pertenecientes a la Clase A; Cr y Cu, metales esenciales para ciertos procesos
bioldgicos pero mas alla de una concentracion limite ejercen toxicidad debido a la capacidad
de formar complejos con ligandos bioldgicos (Borderline) y por ultimo Cd, Hg y Pb que no
poseen utilidad bioldgica y ejercen una accién tdxica gracias a su alta afinidad por grupos
funcionales con O, N y S (Clase B) (Barrionuevo et al. 2009).

Los metales toxicos se denominan de diferentes maneras segln el autor, algunos los
definen como metales pesados, el término se refiere a todo elemento quimico metélico que
tenga una densidad relativamente alta y que sea toxico 0 venenoso en concentraciones
pequefias. Otros autores establecen que los metales pesados son sustancias que por su
resistencia a la biodegradacién generan impactos negativos en ecosistemas en general
(Montenegro, Pulido, and Calderon 2019). Algunos trabajos establecen definiciones mas
especificas, en donde definen a los metales pesados como aquellos metales que causan un
impacto ambiental debido a su toxicidad y cuya propiedad principal es tener una densidad
aproximadamente superior a 6 g/cm® exceptuando al Ti (Titanio) (4,5 g/cm®) pero también
considerado como metal pesado y al As, que aunque es un metaloide, presenta una alta
densidad de 5,7 g/cm® (Caviedes Rubio et al. 2015; Beltran-Pineda and Gomez-Rodriguez
2016). En otros trabajos se refieren a metales y metaloides con una densidad superior a 5
g/cm? lo cual incluye al (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), hierro (Fe), plomo (Pb),
mercurio (Hg), plata (Ag), zinc (Zn) entre otros (Leong and Chang 2020). A lo largo de esta
tesis nos referiremos a estos metales como metales de relevancia ambiental (MRA). Estos
elementos se bioacumulan en tejidos y son biomagnificados a lo largo de la cadena trofica
(Nguyen et al. 2020; Leong and Chang 2020; Kapahi and Sachdeva 2019; Kiran Marella,
Saxena, and Tiwari 2020). Las subsecuentes liberaciones y la entrada de estos metales
toxicos en la cadena alimentaria dependen de su concentracion y de la absorcion por la flora 'y
fauna local (Ayangbenro and Babalola 2017; Kapahi and Sachdeva 2019).

Los MRA mas comunes encontrados en un ecosistema acuatico son Cd, Cu, Zn, Pb, Cry
Hg. Las posibilidades de exposicion a estos metales se han visto incrementadas debido a los
sectores tecnoldgicos, domésticos, industriales y agricolas (Ayangbenro and Babalola 2017).

La descarga de estas especies en los cuerpos de agua puede producir una elevada toxicidad.
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Un ejemplo de esto lo constituye el Cu, que debido a la naturaleza altamente soluble en agua
de la especie Cu(ll), puede entrar en cuerpos de agua a traves de fuentes antropogénicas e
industriales. El envenenamiento por este metal puede producir vomitos, dolores abdominales,
complicaciones gastrointestinales y en casos extremos pueden causar fallos en los 6rganos e
incluso la muerte (Kiran Marella, Saxena, and Tiwari 2020).

El suelo actla en general como una barrera protectora de otros medios mas sensibles;
hidroldgicos y bioldgicos; filtrando, descomponiendo, neutralizando o almacenando
contaminantes, evitando en gran parte su biodisponibilidad que se define como la porcion de
la cantidad total de un metal en un entorno, dentro de un marco de tiempo, que esta
disponible o puesto a disposicion para su absorcidon directa por organismos vivos. Esta
capacidad depuradora de un suelo depende de los contenidos en materia organica, carbonatos,
hidroxidos de hierro y manganeso, de la proporcion y tipo de minerales de la arcilla, de la
capacidad de intercambio cationico del suelo, del pH y el potencial electroquimico (Eh),
textura, permeabilidad y actividad microbiana. Por tanto, para cada situacion, el poder
depurador de un suelo tiene un limite. Cuando se superan esos limites para una o varias
sustancias, el suelo toma la categoria de contaminado y es fuente de contaminantes (Galan
Huertos and Romero Baena 2008).

Dependiendo de la concentracién, los MRA pueden inducir efectos tanto positivos como
negativos en la vida animal, vegetal y humana (Kapahi and Sachdeva 2019). Las
caracteristicas y efectividad del transporte de membrana condicionan la expresion de la
toxicidad de las sustancias quimicas al determinar su tiempo de permanencia junto a sus
dianas. Estas caracteristicas dependen de diversos factores entre los que destaca la hidro o
liposolubilidad, volatilidad, masa molar y la existencia de mecanismos especificos de
transporte. En el caso de los compuestos metélicos, las caracteristicas mencionadas pueden
diferir mucho entre distintos compuestos del mismo elemento. Los compuestos inorganicos
tienden a ser mas hidrosolubles que los orgéanicos, aunque algunas sales, por ejemplo, de
plomo, son totalmente insolubles como sulfato, carbonato, cromato, fosfato y sulfuro de
plomo. Por otro lado, no todos los compuestos organicos presentan la misma liposolubilidad
como se verifica en el caso de los compuestos organomercuriales. En relacién con la
absorcion y la distribucion, los compuestos organometalicos se benefician de una mejor
difusion por lo que se absorben bien por via digestiva e incluso pueden absorberse por via
cutanea. La via respiratoria es importante en el caso del mercurio, que es el Unico metal con
alta presion de vapor. Las sales metélicas inorganicas se absorben y difunden con mayor

dificultad y algunas especies, como el mercurio metalico, no se absorbe por via digestiva
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salvo a dosis muy altas. La toxicidad de los compuestos metalicos se diferencia de la mayoria
de los compuestos orgéanicos por el hecho de depender de manera muy caracteristica del
elemento metalico en cuestion, aunque, como se ha indicado, la expresion de esa toxicidad
depende también de las modificaciones toxico-cinéticas derivadas del tipo de compuesto. Un
ejemplo de esto lo constituye el mercurio organico, que es principalmente neurotoxico por su
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, mientras que el cloruro mercurico es
nefrotdxico al eliminarse por el rifion. Otro factor que influye en la toxicidad de los
compuestos metalicos es el estado de oxidacion en que el elemento metalico se encuentra.
Asi, el As(ll1) es méas toxico que el As(V) y el Cr(VI) es més peligroso que el Cr(lll). Las
dianas de toxicidad de los metales son proteinas, muchas de ellas con actividad enzimatica,
afectando a diversos procesos bioquimicos, membranas celulares y organelas. Los efectos
toxicos de los metales se ejercen, salvo pocas excepciones, por interaccion entre el ion
metalico libre y la diana. Se ha reportado que los MRA son tdxicos eminentemente lesionales
que afectan gravemente a funciones celulares fundamentales para su supervivencia por
mecanismos complejos, no siempre bien conocidos. Entre ellos destacan:

> Interaccidn con metales esenciales por similitud electrénica.

> Formacién de complejos metal-proteina con inactivacion de su funcion.
> Inhibicién enzimética de proteinas con grupos SH.
>

Afectacion de organelas celulares (mitocondrias, lisosomas, microtabulos).

Esto trae como consecuencia mutaciones, daiio en el DNA vy el sistema nervioso central.
Existen diversas rutas de exposicion de estos metales, por ejemplo el contacto directo,
inhalacion por polvos 0 humos e ingesta de estos compuestos a través de bebidas o alimentos
(Kapahi and Sachdeva 2019; Leong and Chang 2020; Ferrer 2003).

A modo de resumen, la biodisponibilidad de los MRA y sus efectos dependen ademas de
la naturaleza del metal, de sus propiedades fisicoquimicas y su solubilidad en lipidos lo que le
confiere propiedades toxicologicas especificas. Caracteristicas como la edad, el estado
nutricional, las interacciones troficas y las adaptaciones fisiologicas de los organismos son
otras cuestiones a considerar para evaluar la toxicidad de los MRA (Kapahi and Sachdeva
2019; Galan Huertos and Romero Baena 2008). EI metabolismo de los compuestos metalicos
afecta en general muy poco a su toxicidad. Los compuestos organicos tienden a transformarse
en inorganicos lentamente aunque en algan caso, como el As, sucede lo contrario. La vida
media de los compuestos metélicos en el organismo es variable pero tiende a ser prolongada

debido a su afinidad y acumulacion en el hueso. Se acumulan, por ejemplo el Pb y el Cd con
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vidas medias superiores a los 20 afios, mientras que otros como el As o el Cr no se acumulan
y tienen vidas medias de dias, aunque pueden detectarse durante mas tiempo en lugares
considerados de eliminacion como pelo y ufas. La sangre, orina y pelo son las muestras
bioldgicas mas empleadas para medir una exposicion o dosis. Las dos primeras para
determinar una exposicion reciente y la Ultima para determinar una exposicion anterior y su
evolucion en el tiempo. Con el aumento de la conciencia sobre la persistencia, la naturaleza y
los efectos nocivos de los MRA, ha habido un creciente interés en el desarrollo de tecnologias

para remediar ecosistemas con esta contaminacion (Kapahi and Sachdeva 2019).

Toxicidad del Cobre y su regulacion

El cobre es un elemento abundante en la naturaleza, la mayor parte del cobre del mundo se
obtiene de los sulfuros minerales como la calcocita, covelita, calcopirita, bornita y enargita.

Este metal se usa en equipamiento eléctrico, maquinaria industrial, construccion, en
aleaciones (bronce, laton en clavos, pernos, objetos decorativos, tuberias, techos, monedas,
utensilios de cocina, joyeria, muebles, maquillaje, pinturas, instrumentos musicales y medios
de transporte). El sulfato de cobre fue uno de los primeros compuestos utilizados como
plaguicidas (fungicidas y alguicidas). Aunque, el Cu es un micronutriente en bajas
concentraciones y es reconocido como esencial para practicamente todas las plantas y
animales, los niveles elevados de cobre se han relacionado con efectos adversos en los
organismos acuaticos y las preocupaciones han llevado a su inclusion como contaminante
prioritario. Actualmente, hay 629 rios y arroyos listados en EE.UU. como deteriorados por el
cobre y 5 por sedimentos contaminados debido al cobre (U.S. EPA, 2007).

La exposicion aguda por ingestion del sulfato de cobre puede producir necrosis hepatica y
muerte. La exposicion crénica de alimentos conservados en recipientes de cobre genera
lesiones hepaticas en nifios. Algunos efectos de intoxicacion son por ejemplo la hemolisis
letal en vacas lecheras a dosis de 38 mg/kg. El ganado ovino es la especie mas sensible a la
intoxicacion, con una tolerancia de apenas 25 mg/kg. Tanto en los casos agudos como en
cronicos la mortalidad se acerca al 100%. En bovinos, consumos de 220 a 880 mg/kg de peso
corporal pueden causar la muerte. Altas concentraciones de sales solubles de cobre conllevan
a coagulacion proteica e inflamacion severa de mucosa digestiva y, si el animal sobrevive
desarrollara hemolisis intravascular. Las muertes rapidas se deben a insuficiencia hepatica,

mientras que los decesos tardios se producen por insuficiencia renal. Si bien no existe
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evidencia de efectos cancerigenos del cobre o sus compuestos por ninguna via de exposicion,
puede generar diversas alteraciones, ademas de las mencionadas anteriormente, puede
producir: anemia hipocromica, disminucion de la tasa de crecimiento, diarreas, cambios de
coloracion del pelo o de lana, ataxia neonatal, alteracion del crecimiento, infertilidad
temporal e insuficiencia cardiaca (Londofio Franco, Londofio Mufioz, and Mufioz Garcia
2016).

La Agencia de proteccion Ambiental (EPA) en EE.UU. establece las pautas y estandares
de limitaciones de efluentes para diferentes categorias no municipales (es decir, industriales).
Estas pautas se desarrollan en base al grado de reduccion de contaminantes que puede
alcanzar una categoria industrial mediante la aplicacion de tecnologias de control de
contaminantes. Alli, se incluye la lista de contaminantes prioritarios los siguientes trece
elementos traza: antimonio, arsénico, berilio, cadmio, cromo, cobre, mercurio, niquel, plata,
plomo, selenio, talio y zinc, introduciendo al berilio, respecto a las listas anteriores de los mas
toxicos y disponibles (U.S. EPA, 2007; Galan Huertos and Romero Baena, 2008).

El cobre se encuentra comdnmente en los sistemas acuaticos como resultado de fuentes
tanto naturales como antropogénicas. Las fuentes naturales de cobre en los sistemas acuaticos
incluyen depdsitos geoldgicos, actividad volcanica y meteorizaciéon y erosioén de rocas y
suelos. Las fuentes antropogénicas de cobre incluyen las actividades mineras, la agricultura,
la fabricacion de metales y electricidad, galvanoplastia, los lodos de las plantas de
tratamiento de propiedad publica, el uso de plaguicidas y méas. Una fuente importante de
cobre en el medio marino son las pinturas anti-incrustantes, que se utilizan como
revestimientos para cascos de barcos, boyas y superficies submarinas, y como contaminante
de cubiertas, pilotes y algunas estructuras marinas que utilizaban maderas tratadas con
arseniato de cobre cromado.

Segun los criterios establecidos para el cobre en el Reglamento a la Ley de Gestion
Ambiental para la Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental de calidad de aguas
de Ecuador, los limites para consumo humano y domeéstico es de 1 mg/L. Los criterios de
calidad admisibles de Cu(ll) para la preservacion de la vida acuética y silvestre son 0,02;
0,02; y 0,05 mg/L para aguas frias dulces, aguas calidas dulces y aguas marinas y estuarios
respectivamente. El criterio de calidad de agua para uso agricola en riego es 0,2 mg/L. Los
limites de descarga al sistema de alcantarillado publico es 1,0 mg/L (Revision y actualizacion
de la norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes: Recurso agua) (Ministerio del
Ambiente 2015).
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Segun la Autoridad de Cuenca Matanza Riachuelo (ACUMAR) los limites admisibles de
cobre en vertido de efluentes liquidos para; colectora cloacal, fluvial / cuerpo superficial y
absorcion en suelos es; menor o igual a 2,0, menor o igual a 1,0 y ausente mg/L
respectivamente. Ademéas, ACUMAR establece la categoria l.a y I.b, para los limites
cuantificados por pardmetro y uso, para que sea apta para la proteccion de biota y uso
recreativo con contacto directo cuyos valores deben ser menores a 9 mg/L; segun la categoria
Il para que sea apta para actividades recreativas con contacto directo la concentracion del
metal debe ser menor a 200 mg/L, mientras que para actividades recreativas sin contacto
directo y actividades recreativas pasivas el parametro no es relevante, salvo en aquellos casos
donde ACUMAR lo considere apropiado (ACUMAR 2017).

Contenido de metales en rio: Impacto en la sociedad

Diversos estudios han analizado la composicion de aguas residuales industriales y los
suministros de aguas subterraneas en términos de MRA en comparacion con los estandares
para la descarga de contaminantes ambientales. En ellos, se evidencié que las aguas
residuales industriales contienen MRA por encima de los limites permitidos para el agua
potable o de superficie / agua de riego. Sin embargo, son utilizados para regar los campos en
varias partes de la India y en practicas agricolas en diversas partes del mundo (Ver Tabla 1).
La aplicacion de aguas contaminadas con MRA en los campos agricolas ha provocado su
bioacumulacion en los cultivos y las cadenas alimentarias asociadas. Algunos ejemplos de
esto, lo constituye un estudio reportado en la India, en donde se usaron cuerpos de agua
contaminados con MRA en campos agricolas. Segun el informe "Estado de trazas y metales
toxicos en los rios de la India", se puede verificar que de los 414 rios del pais, 57 contenian
dos 0 mas MRA por encima de los limites permitidos (Kapahi and Sachdeva 2019). Por otro
lado, en diferentes regiones de Colombia, son frecuentes los reportes de MRA asociados a la
industria, produccion agricola y mineria, como el caso del mercurio en fuentes de agua en
quebradas, lagunas de Meta, Boyaca, Antioquia; el arsénico en cultivos de hortalizas,
legumbres y diversos vegetales en Narifio; el plomo y mercurio en el Choco; el uso
indiscriminado de cientos de toneladas de mercurio y cianuro en explotacion minera,
especialmente de oro en el Noreste y Bajo Cauca (Antioquefio), Marmato (Caldas) y en mas

de 500 minas en todo el pais. Asimismo, otros paises reportan presencia de MRA en peces y
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camarones en Indonesia, Japon, México y Chile, cerdo contaminado con plomo proveniente
de Australia, salmdn fresco con niveles peligrosos de plomo y cadmio en Noruega y Rusia,
materias primas para fabricacion de alimentos contaminadas con zinc provenientes de China,

entre otros muchos ejemplos (Londofio Franco, Londofio Mufioz, and Mufioz Garcia 2016).

Tabla 1: Fuentes de contaminacion de MRA en agua*

Element References

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
As . X X
Cd . . X X X X X X
Cr . X X X X X
Cu X X . . . . D X X X
Fe X D X X
Hg .
Mn .
Ni . X . X D . X
Pb . X . D X X X
Zn . 0 . ® - X X X

Source Textilemill Electroplating Ganga  Ground Ground  Water  Irrigation Irrigation  Irrigation Lake  Irrigation

effluent industry river water  water supply ~ water water water water  water
wastewater water  quality  quality
sample quality

La situacién demanda la accion inmediata de la remediacion de estos cuerpos de agua
contaminados debido a la elevada persistencia y toxicidad que presentan estos compuestos en
la naturaleza, por lo que es de vital importancia trabajar en tecnologias que sean eficientes
removiendo MRA de efluentes, ademas ser econdmicas y amigables con el ambiente (Kapahi
and Sachdeva 2019; Azubuike, Chikere, and Okpokwasili 2016; Kiran Marella, Saxena, and
Tiwari 2020).

1 X: indica la concentracién de metales / metaloides de relevancia ambiental encontrados que superan
los limites permitidos.

. . Es la concentracién de metales de relevancia ambiental que se encuentran por debajo del limite
permitido.

Oficina de Normas de la India para el agua potable (BIS-10500-2012): valor aceptado en mg / L
(limites permitidos en ausencia de una fuente alternativa en mg / L) - As, 0.01 (0.05); Cd, 0,003 (sin
relajacion); Cu: 0,05 (1,5); Pb: 0.01 (sin relajacion); Hg, 0,001 (sin relajacion); Fe: 0.3 (sin
relajacion); Ni: 0,02 (sin relajacion); Cr: 0,05 (sin relajacion); Zn: 5 (15); Mn: 0,1 (0,3).

Estandares de la Organizacion Mundial de la Salud para aguas superficiales (ug / L): As: 10; Cr: 50;
Cd: 3; Cu: 2000; Ni: 70; Pb: 10; Hg: 0,1 (Kapahi and Sachdeva 2019).
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Soluciones propuestas a la problematica establecida

Técnicas de remediacion quimicas / fisicas

Para lograr una accion que contrarresten las consecuencias producidas por la
contaminacion de estos cuerpos de agua, se aplican diferentes técnicas de remediacion para la
eliminacién de MRA. Las técnicas convencionales incluyen precipitacion quimica, carbon
activado, intercambio iénico, membranas de filtracion, fotocatélisis, flotacion, coagulacion-
precipitacion y métodos electroquimicos (tales como electrodeposicion, electroflotacion y
electrocoagulacion). A continuacion, se describe brevemente las diferentes técnicas
convencionales:

l. Filtracion por Membrana: Se emplea en procesos para el tratamiento de agua potable,

aguas residuales industriales y en menor medida aguas residuales domésticas. Las
membranas pueden clasificarse de acuerdo a diferentes caracteristicas como la masa
molecular de corte (ver Figura 1), material de la membrana (sintéticos o polimeros
naturales modificados, acoplados y estructurados), permeabilidad y solubilidad del
soluto y el solvente en la pelicula, superficie y espesor activo de la pelicula, asi como la
carga de su superficie (Orozco et al. 2019). La separacion por membrana se emplea
comunmente para tratar y recuperar sales metélicas de residuos generados en procesos
galvanoplasticos, en el reciclaje de aceites, en la produccién alimentos y bebidas y en la
explotacion y produccion de hidrocarburos. Esta tecnologia presenta altas eficiencias,
requiere poco espacio, no es selectiva y es de facil operacién, pero genera una gran
cantidad de lodos que contienen metales.

Il.  Osmosis Inversa: Es un proceso de permeacion a través de membrana para la

separacién por difusion controlada o cribado (Ver Figura 2). Tiene la capacidad de
seleccionar elementos de tan solo 0,0001 mm, lo que le otorga un amplio abanico
de capacidades de tratamiento. Una de las aplicaciones que tiene esta técnica es
para la desalacion de agua de mar. La desventaja de los tratamientos de 0smosis
inversa es que requieren una enorme cantidad de agua. Tales sistemas tipicamente
devuelven tan solo entre el 5-15% del agua empujada a través del mismo, lo que
significa que también tarda mucho tiempo para tratarla apropiadamente. Lo que

queda, luego sale del sistema como agua residual (Caviedes Rubio et al. 2015).

10
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Particulas solidas  Particulas liquidas

Mezcla filtrada

(A) (B)

Figura 1. A: Esquema del funcionamiento de filtracién por membrana (Imagen extraida de
http://yacumanta.org/docs/all.pdf), B: Geometria de poros en funcién de la estructura de la
membrana (b) poros cilindricos, (a) y (c) poros con geometria compleja (Imagen extraida de

https://avanceyperspectiva.cinvestav.mx/filtracion-de-agua-por-membranas/).

Ademas, esta técnica presenta el inconveniente del bloqueo de las membranas, ya que las
particulas de soluto de dimensiones similares a los poros de la membrana pueden
estancarse, reduciendo asi la permeabilidad, provocando posteriormente que los flujos

sean inferiores a los previstos.

Sdélidos disueltos Membrana

Presidn Presidn

Agu\a purificada

Figura 2. Esquema del funcionamiento de un proceso por ésmosis inversa: La 6smosis inversa
funciona mediante el uso de la presion, por medio de la cual, se conduce el agua por una membrana
semipermeable, desde una solucién menos concentrada a una solucién mas concentrada para
equilibrar las concentraciones. Asi, se produce la separacion del agua de cualquier contaminante como
el plomo, cloro o posibles contaminantes como virus y bacterias. (Imagen extraida de

https://www.ews.com.gt/user_files/uploads/DAqua_Aplicaciones_con_Osmosis_inversa.pdf).
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IIl.  Nanofiltracién: Es una técnica de tratamiento de aguas relativamente reciente que

utiliza membranas con poros muy pequefios (<1 nm) y requiere presiones de
funcionamiento en el rango de 10-50 bar. Por lo tanto, las membranas empleadas para
la nanofiltracion son capaces de retener especies neutras con masa molecular <200-
300 g/mol, y también para la repulsion de iones inorganicos por un mecanismo de
exclusion por tamafio en combinacion con las interacciones electrostaticas entre los
iones y la membrana cargada. Este proceso presenta mayor rechazo de iones
divalentes y menor rechazo de iones monovalentes, presion de funcionamiento mas
baja, mayor flujo y menor consumo de energia en comparacion con la 6smosis
inversa. Estas caracteristicas recomiendan la nanofiltracion como una tecnologia
prometedora e innovadora que puede ser ampliamente aplicada en el agua potable y el
tratamiento de efluentes industriales. Las aplicaciones de esta técnica son varias
como: recubrimiento de poliamida aromatica en sustrato de polisulfona con poros
0,262 nm, purificacion del &cido fosforico, recuperacion de litio en alta relacion de
salmuera, etc. (Caviedes Rubio et al. 2015).

IV. Ultrafiltracion: La ultrafiltracion es un proceso de fraccionamiento selectivo

utilizando presiones de hasta 145 psi (10 bares) (Ver Figura 3 y Figura 4). Esta
técnica se utiliza ampliamente en el fraccionamiento de leche y suero, y en
fraccionamiento proteico, en la separacion de Cd y Cu de aguas ricas en fosforo por
ultrafiltracion micelar mejorada (Orozco et al. 2019).

ULTRAFILTRACION

MICROFILTRACION !
CHEQUEO FILTRACION DE ARENA |

AGUA
ULTRAFILTRADA

Sal disuelta

Virus
Organicos
Macromoleculas

AGUA CRUDA

Pelos Bacterias

Figura 3. Esquema de capacidad de separacion segun las diferentes técnicas de filtrado (Imagen

extraida de http://aguatratamiento.com.mx/productos/).
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Figura 4. Tamafio de poros segun las diferentes técnicas de filtrado (Imagen extraida de

http://sgpwe.izt.uam.mx/files/users/uami/mici/filtracion_por_membrana.pdf).

V.  Precipitacién quimica: Es la técnica mas utilizada en los procesos industriales ya que

es relativamente sencilla de operar, econémica y selectiva (Ver Figura 5), aunque su
mantenimiento si es costoso debido a la alta generacion de lodos. Esta técnica se basa
en la precipitacion de los iones metélicos en forma de hidréxidos, es una técnica de
bajo costo, facil control del pH y eliminacion por floculaciéon y sedimentacion.
Igualmente se emplea la precipitacion por sulfuros, aunque con solubilidades bajas y
precipitados no anfoéteros, por lo que puede lograr altos rendimientos; también se han
empleado sustancias quelantes, aungue presentan desventajas considerables como la
carencia de uniones necesarias y demasiados riesgos ambientales. Esta técnica de pre-
tratamiento es una de las mas habituales para la reduccion de la concentracion de
metales toxicos en las aguas residuales a valores que no causen preocupacion. Para
ello, se deben considerar diversos factores como: la capacidad demostrada del sistema

para ajustarse a los limites de descarga, el costo de capital necesario (costos de
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VI.

operacion y de mantencion), la capacidad para ampliar o mejorar el sistema para
cumplir con requerimientos futuros, el volumen de contaminante y la cantidad
hidraulica permitida en el presente y las que se propongan para el futuro, la
frecuencia, el volumen y las caracteristicas de las descargas del proceso industrial, la
conservacion del agua y las posibilidades de su recuperacion, los resultados de los
estudios de tratabilidad de aguas residuales representativas, usando la tecnologia de

tratamiento que se propone, etc.(Rodriguez Férnandez-Alba et al. 2006)

Figura 5. Instalaciones donde se lleva a cabo la precipitacion quimica: Esta técnica se
basa en la precipitacion de los iones metalicos en forma de hidréxidos (Imagen extraida de

https://www.ceupe.com/blog/que-es-la-precipitacion-quimica.html).

Electrodialisis: Es una técnica de descontaminacion que puede remover componentes

ionicos de soluciones acuosas empleando membranas permeables selectivas en un
campo eléctrico constante (Ver Figura 6). Esta técnica tiene la capacidad de remover
iones contaminantes cargados de hasta 0,0001 um, mediante hojas o laminas porosas
de resinas de intercambio idnico con una baja permeabilidad relativa para el agua. La
desventaja de esta técnica es la cantidad de energia que se necesita durante la
operacion, la cual aumenta a medida que se incrementa el volumen de efluente a tratar
(Lopez Garcia 2005).

TR
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Figura 6. Esquema del funcionamiento de un proceso de descontaminacion por
electrodialisis: Es una técnica de descontaminacion que puede remover componentes
i6nicos de soluciones acuosas empleando membranas permeables selectivas en un
campo eléctrico constante (Imagen extraida de
https://blog.fibrasynormasdecolombia.com/tipos-de-procesos-de-desalinizacion-del-

agua-de-mar/).

VII.  Intercambio I6nico: Es el proceso a traves del cual los iones en solucion se transfieren

a una matriz sélida que, a su vez liberan iones de un tipo diferente, pero de la misma
carga (ver Figura 7). El intercambio i6nico es un proceso de separacion fisica en la
que los iones intercambiados no se modifiquen quimicamente. Las principales
ventajas de intercambio idnico son la recuperacion del valor del metal, la selectividad,
menor volumen de lodos producidos y la reunion de las especificaciones de descarga

estrictas (Granados Correa, Serrano Gomez, and Bonifacio Martinez 2010).

VIII.  Adsorcién quimica: Es una técnica utilizada ampliamente en la industria quimica, y en

los sistemas de tratamiento terciario de aguas residuales. La adsorcion quimica
consiste en la separaciéon y concentracién de uno o mas componentes de un sistema
sobre una superficie sélida o liquida (Ver Figura 8). Los distintos sistemas
heterogéneos que puede tener lugar la adsorcion son: sélido-liquido, sélido-gas, en el
gue los componentes se distribuyen selectivamente entre ambas fases. La técnica
presenta remocién de una amplia variedad de contaminantes, alta capacidad, cinética
rapida y posiblemente selectiva, dependiendo del adsorbente, de lo cual también
depende su rendimiento, debido a la estructura fisica del mismo.
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Figura 7. Esquema del funcionamiento de un proceso de intercambio i6nico: Es el proceso a

través del cual los iones en solucion se transfieren a una matriz sélida que, a su vez liberan

iones de un tipo diferente, pero de la misma carga (Imagen extraida de

https://www.inin.gob.mx/documentos/publicaciones/contridelinin/Cap%C3%ADtul0%2012.pd).

Los carbones activados, arcillas, biopolimeros, zeolitas, perlas de silice y plantas o

desechos lignoceluldsicos son algunos de los adsorbentes, generalmente con procesos

variados de modificacion quimica, cominmente empleados para remover colorantes

ionicos, MRA, materiales radioactivos entre otros contaminantes organicos e

inorgéanicos generados por diferentes tipos de industrias (Caviedes Rubio et al. 2015).

IX. Carbdn Activado: El carbon activado es un término general que denomina a toda

una gama de productos derivados de materiales preparados artificialmente a través

de un proceso de carbonizacion, para que exhiban un elevado grado de porosidad y

una alta superficie interna. Es un producto obtenido a partir del carbén amorfo, el

cual se ha sometido a un tratamiento de activacion con el fin de incrementar su area

superficial hasta 300 veces debido a la formacién de poros internos, pudiendo

alcanzarse areas de 1200 -1500 m?/g de carbén (Sevilla and Politécnica 2011).

El carbon activado ha demostrado ser un adsorbente eficiente para la eliminacion de

una amplia variedad de contaminantes de gases y vapores de mezclas gaseosas 0

sustancias organicas e inorganicas dispersas en liquidos.
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Figura 8. Esquema del funcionamiento de un proceso de adsorcién quimica (Imagen extraida
de https://www.studocu.com/ca-es/document/universitat-de-barcelona/quimica/apunts/intercambio-
ionico/8030831/view).

Esto se debe a sus areas superficiales porosas que van desde 500 hasta 1.500 m?/g,
asi como la presencia de un amplio espectro de superficie funcional que la hace
accesible a diferentes reactivos. Se utiliza principalmente en el tratamiento terciario
de aguas (Ver Figura 9. (A)). La diferencia fundamental entre uno y otro tipo de
carbon radica en la estructura, o arreglo de sus dtomos. En el caso del carbon
activado, estos se encuentran combinados en forma de placas graniticas (Ver

Figura 9.(B)).
Columnas que contienen carbdn activado
\p_pr/
\C=C/C_C\c—c/
o o=t Se=t(
N/ A EE
Je=C{" e=C
e e=C(
AN /SR
(A) (B)

Figura 9. A: Esquema del funcionamiento de un proceso de filtracion por carbén activado, B:
arreglo de los &tomos de carbono activado (Imagen extraida de
https://es.slideshare.net/renzodaviddelacruzes/carbn-activado-45867315 y (Sevilla and Politécnica
2011).
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X.  Nanotubos de carbono: Los nanotubos de carbono son alétropos del carbono, como el

diamante, grafito, etc. Su estructura puede ser procedente de una l&mina de grafeno
enrollada sobre si misma. Debido al grado de enrollamiento y la manera como se
conforma la lamina original, muestran distinto diametro y geometria interna. EXisten
diferentes tipos de nanotubos de carbono en funcion de las capas de grafito que los
forman. Estos, pueden ser de pared sencilla (SWCNT’s por sus siglas en inglés) o de
pared maltiple (MWCNT’s) (Ver Figura 10). Los nanotubos de carbono muestran
una interesante combinacion de propiedades debido a su estructura, las dimensiones
que presenta, estabilidad quimica, mecéanica y eléctrica. Sin embargo, uno de los
mayores problemas es su poca dispersion. Este inconveniente se puede superar por
modificacion quimica de los nanotubos. Un ejemplo de esto lo constituye la oxidacion
quimica de los nanotubos de carbono por medio de la cual se pueden agregar diversos
grupos funcionales como acidos carboxilicos, aminas y amidas. Esto les provee una
capacidad excepcional para la eliminacion de diversos contaminantes inorganicos y
organicos, y radionucleidos a partir de grandes volumenes de aguas residuales
(Andrade Guel, Lépez Ldpez, and Séenz Galindo 2012).

Figura 10. Esquema un nanotubo de pared sencilla (Derecha) y pared multiple (Izquierda)
(Imagen extraida de (Andrade Guel, Lopez Lépez, and Saenz Galindo 2012).

XI.  Electrocoagulacién: Es un proceso que aplica los principios de la coagulacion-

floculacion en un reactor electrolitico. Este es un recipiente que se compone de una
fuente de corriente y de varios electrodos encargados de aportar los iones
desestabilizadores de particulas coloidales que reemplazan las funciones de los
compuestos quimicos que se utilizan en el tratamiento convencional, induciendo la

corriente eléctrica en el agua a través de placas metalicas paralelas de hierro o
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aluminio (Ver Figura 11). Esta técnica se basa en un proceso que promueve la

desestabilizacion de los sistemas coloidales utilizando un agente coagulante generado
in situ via electroquimica (Pabdn, Sarria, and Gallo 2020; Caviedes Rubio et al.
2015).

FUENTE DE
CORRIENTE

ANODO CATODO

— » \gua tratada
O, O, OH H,

s
(

Agua residual —dp

Figura 11. Esquema del funcionamiento de un proceso de tratamiento por electrocoagulacion:

XIl.

Esta técnica se basa en un proceso que promueve la desestabilizacion de los sistemas coloidales

utilizando un agente coagulante generado in situ via electroguimica (Imagen extraida de
http://repository.lasallista.edu.co/dspace/bitstream/10567/514/1/pl_v1in2 58-
77_electrocoagulacion.pdf).

Coagulacién-Floculacion: Es el método mediante el cual se logra desestabilizar el

coloide y aglomerarlo posteriormente. En la primera etapa la coagulacién elimina la
doble capa eléctrica que caracteriza a los coloides y con la floculacion se produce una
aglomeracion y sedimentacion consecuencia de la atraccion de las particulas.

Los factores mas importantes que se deben tener en cuenta para esta técnica son la
dosis quimica apropiada, el efecto energético de la mezcla y el tiempo de la mezcla
(Ver Figura 12). Los coagulantes quimicos que se utilizan cominmente en el
tratamiento de aguas residuales incluyen alumbre (Al2(SO4)3-18H20), cloruro férrico
hexahidratado (FeCl3-6H20), sulfato férrico (Fe2(SOs)3), sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4-7H20) y cal (Ca(OH),) (Pabdn, Sarria, and Gallo 2020).
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Figura 12. Esquema del funcionamiento de un proceso de coagulacion-floculacion: Es el método

mediante el cual se logra desestabilizar el coloide y aglomerarlo posteriormente (Imagen extraida de

https://pirhua.udep.edu.pe/bitstream/handle/11042/1712/_Informe_Final___ PMTAR.pdf?sequence=1)

XI1.

Electrofloculacion: Es un proceso quimico que se basa en anodos de aluminio o de

acero, éstos son ionizados por electrolisis formando una variedad de especies
coagulantes e hidroxidos metélicos que desestabilizan y promueven la agregacion de
las particulas suspendidas o adsorben los contaminantes disueltos en la corriente
residual. Es decir, la corriente eléctrica es la fuerza electromotriz que provoca las
reacciones que desestabilizan los complejos sistemas coloidales por diversos
mecanismos. Su eficiencia en la remocion de los contaminantes se debe a que son
arrastrados por las burbujas de gas (Hz2 y Oz) que se producen en el sistema por lo que
salen a flote en la superficie (Ver Figura 13). Este método es usado principalmente
para tratar corrientes residuales provenientes de las industrias de la galvanoplastia,

metal mecanica y para purificar cuerpos de agua (Pabon, Sarria, and Gallo 2020).
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Figura 13. Esquema del funcionamiento de un proceso de Electrofloculacion: Se basa en &nodos
de aluminio o de acero, éstos son ionizados por electrélisis formando una variedad de especies
coagulantes e hidroxidos metalicos que desestabilizan y promueven la agregacion de las particulas
suspendidas o adsorben los contaminantes disueltos en la corriente residual. (Imagen extraida de

http://industrialwater.com.mx/portfolio-item21.html).

XIV. Flotacién: El proceso de flotacion-ion se basa en impartir las especies ionicas de
metal en las aguas residuales hidrofobas mediante el uso de agentes activos de
superficie (tensioactivos) y la posterior eliminacidn de estas especies hidréfobas por la
generacion de burbujas de aire (Ver Figura 14) (Pabén, Sarria, and Gallo 2020). Esto
se debe a que una molécula de tensioactivo tipica consta de una cabeza ionica polar y
una cadena de hidrocarburo apolar. La union del grupo de cabeza polar a un ion
metalico expone la seccidn hidrofoba no polar del tensioactivo en la soluciéon. Cuando
se introducen burbujas de aire en la celda de flotacion, estas recogen los conjuntos de
iones metalicos y tensioactivo debido a las interacciones favorecidas entre las cadenas
de hidrocarburos expuestas y las burbujas de aire. Asi, estas burbujas de aire cargadas
con iones metalicos flotan hacia la superficie y se eliminan como una espuma rica en
contenido metalico. EI tamafio de las burbujas de aire en una celda de flotacion debe
ser del orden de unos pocos cientos de micrometros para presentar una superficie
suficiente para la recoleccion. Los reactivos que controlan el tamafio de las burbujas
al reducir la interfase aire/agua se llaman espumadores. Algunos espumadores de
flotacion comunes son MIBC (metil isobutil carbinol), etanol, éteres metilicos (por
ejemplo, Dowfroth 250), polipropilenglicol (Polat and Erdogan 2007).
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Figura 14. Esquema del funcionamiento de un proceso de flotacion: El proceso de flotacion-ion
se basa en impartir las especies ionicas de metal en las aguas residuales hidr6fobas mediante el uso de
agentes activos de superficie (tensioactivos) y la posterior eliminacion de estas especies hidrofobas
por la generacidn de burbujas de aire (Imagen extraida de https://docplayer.es/49811542-
Modificaciones-del-proceso-de-flotacion-inversa-de-hierro-en-celdas-neumaticas-de-planta-

magnetita.html).

XV. Fotocatalisis en la degradacion de metales pesados: Se basa en la transferencia de

carga a través de la interfase entre el semiconductor y la solucién acuosa
contaminada. La conductividad aumenta con la temperatura, y Se genera un par
electrén-hueco, ocurriendo la adsorcién de los fotones y la distribucion de diferentes
estados electronicos en la superficie, removiendo moléculas organicas, colorantes y
MRA del efluente (Ver Figura 15) (Giraldo Garcés, Fernando, Mejia franco, and
Santamaria Arango 2004).
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Figura 15. Esquema del funcionamiento de un proceso de fotocatalisis: Se basa en la transferencia
de carga a través de la interfase entre el semiconductor y la solucién acuosa contaminada. La
conductividad aumenta con la temperatura, y se genera un par electrén-hueco, ocurriendo la adsorcion
de los fotones y la distribucion de diferentes estados electronicos en la superficie, removiendo
moléculas organicas, colorantes y MRA del efluente (Imagen extraida de Giraldo Garcés et al.
(2004)).

A modo de resumen, los tratamientos fisicos van desde procesos tan sencillos como la
sedimentacion de particulas o separacion por filtracion, hasta otros tan complejos y
especificos como las resinas de intercambio i6nico para concentrar o recoger un residuo, o la
utilizacion de la luz ultravioleta que destruye contaminantes como las dioxinas. Los
tratamientos quimicos transforman las sustancias nocivas o toxicas en otras menos peligrosas
(detoxificacion), ejemplo de esto lo constituye el sustituir el Cl de los policloruros de
benceno por otro &4tomo menos agresivo. Entre los procesos mas comunes estan la
precipitacion de sales y compuestos metalicos o de haldgenos, la neutralizacién (reacciones
acido-base), la oxidacién (reacciones de 0xido-reduccién) y mecanismos de precipitacion que
permiten transformar a los materiales disueltos en sdlidos insolubles, y asi facilitar su
eliminacion por filtracion o sedimentacion. Sin embargo, estas técnicas tienen
inconvenientes, como la eliminacion lenta e ineficiente, la generacion de lodos toxicos que
requieren una eliminacién cuidadosa, el elevado costo de operacion, mantenimiento y energia
involucrados en los procesos, el bloqueo de las membranas y por dltimo, la poca rentabilidad

cuando las concentraciones de metales en efluentes son menores a 100 mg/L (Leong and
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Chang 2020; Kiran Marella, Saxena, and Tiwari 2020; Saldarriaga-Hernandez et al. 2020;
Ayangbenro and Babalola 2017).

De manera de contrarrestar las desventajas de las técnicas fisicas/quimicas convencionales
surgen los tratamientos bioldgicos, que usan la capacidad de muchos organismos como ser
vegetales 0 microorganismos tales como hongos y bacterias, para concentrar o metabolizar
los compuestos tdxicos. Ha habido un interés creciente en el uso de agentes bioldgicos para la
eliminacion de MRA como métodos alternativos de tratamientos debido a que son técnicas
amigables con el ambiente y econdmicas cuando son comparadas con las técnicas fisicas y
quimicas (Ayangbenro and Babalola 2017; Saldarriaga-Hernandez et al. 2020; Azubuike,
Chikere, and Okpokwasili 2016). Como consecuencia, el conocimiento sobre los mecanismos
de resistencia a MRA y especialmente su regulacion, ha constituido un impulso para la
investigacion en el campo de la Ecologia Microbiana y en la Biotecnologia Ambiental

(Marrero-coto and Coto-pérez 2010).
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Biorremediacion

La biorremediacién se define como un proceso que se basa en mecanismos biol6gicos para
reducir (degradar, desintoxicar, mineralizar o transformar) la concentracion de contaminantes
a un estado inocuo en un ecosistema. Estos mecanismos incluyen reacciones de éxido-
reducciéon que involucran transformaciones de contaminantes peligrosos en componentes
inocuos 0 menos tdxicos que son mas estables, con una menor movilidad o inertes y, a
menudo involucran un cambio de la solubilidad en el medio por modificaciones del pH
(Ayangbenro and Babalola 2017). La mayoria de los metales/metaloides, tienden a estar mas
disponibles a pH acido porque son menos fuertemente adsorbidos, excepto arsénico (As),
molibdeno (Mo), selenio (Se) y cromo (Cr). Los microorganismos tienen diversos
mecanismos para remover MRA de ambientes contaminados tales como adsorcion,
complejacién por interaccion con exopolisacaridos, acumulacion intracelular, biosintesis de
metalotioneinas y otros productos que secuestran metales y los transforman en especies

volatiles (Verma and Jaiswal 2016).

Factores que afectan un proceso de biorremediacion

Los investigadores han desarrollado y modelado diferentes técnicas de biorremediacion,
sin embargo, debido a la naturaleza y tipo de contaminante no hay una Unica técnica que sea
efectiva para restaurar cualquier tipo de ambiente contaminado. Existen criterios de seleccion
que se consideran a la hora de elegir el proceso adecuado de biorremediacion, entre ellos:
naturaleza del contaminante, profundidad y grado de contaminacion, tipo de ambiente,
ubicacidn, costo y politicas ambientales, si la aplicacion serd ex situ o in situ (Frutos et al.
2012; Smith et al. 2015). Ademas de los criterios de seleccion, otros factores a tener en
cuenta para un proceso de biotratamiento exitoso son: concentracion de nutrientes y oxigeno,
temperatura, pH, agitacion y otros factores abioticos.

Los microorganismos autoctonos (indigenas) presentes en ambientes contaminados son la
clave para resolver la mayoria de los desafios asociados a la biodegradacion y biorremocion
de contaminantes (Verma and Jaiswal 2016). Un gran nimero de estudios han examinado
diversas técnicas de biorremediacion incluyendo algas, bacterias y hongos como biosorbentes
con el objetivo final de restaurar eficazmente los ambientes contaminados con un enfoque

ecologico y a un costo muy bajo (Kapahi and Sachdeva 2019).
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En esencia, la biorremediacion se basa en un mecanismo dirigido a incrementar la
estabilidad del metal (especiacion) lo que reduce su biodisponibilidad. La especiacion se
define como la identificacion y cuantificacion de las diferentes especies, formas o fases
definidas en las que puede encontrarse un metal, mientras que la biodisponibilidad es la
porcién de la cantidad total de un metal en un entorno, dentro de un marco de tiempo, que
esta disponible o puesto a disposicion para su absorcién directa por organismos Vivos
(Ayangbenro and Babalola 2017). Como se menciond anteriormente, los mecanismos de
toxicidad de los MRA en los seres vivos ocurren a través del bloqueo de las actividades
bioldgicas, es decir, la inactivacion enzimatica por la formacion de enlaces entre el metal y
los grupos -SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando dafios irreversibles en los diferentes
organismos. Para que los MRA puedan ejercer su toxicidad sobre un ser vivo, éstos deben
encontrarse disponibles para ser captados por organismos, es decir que el metal debe estar
biodisponible. El concepto de biodisponibilidad se encuentra intimamente relacionado con las
condiciones fisicoquimicas del ambiente que determinan la especiacion, y por lo tanto, la
concentracion de metal libre y 1&bil que posteriormente, seran responsables de los efectos
fisiolégicos y toxicos de un metal en los organismos vivos (Ver especiacion del cobre Figura
16) (Vullo 2003; Ayangbenro and Babalola 2017).

La movilidad de un metal depende no sélo de su especiacién quimica, sino de una serie de
parametros de la matriz en la que se encuentra, por ejemplo, en un suelo el pH, materia
organica, carbonatos, minerales de la arcilla, etc. La materia organica reacciona con los
metales formando complejos o quelatos. La adsorcion puede ser tan fuerte que queden
estabilizados, como el caso del Cu, o formen quelatos también muy estables, como es el caso
del Pb y Zn. En muchos casos se forman complejos 6rgano-metalicos lo que facilita la
solubilidad del metal, la disponibilidad y dispersion al ser degradados por los organismos del
suelo conduciendo a una persistencia de la toxicidad. Otro pardmetro a considerar es el poder
de intercambio catidnico, que depende del tipo de minerales de la arcilla, de la materia
organica, del estado de oxidacion y del radio iénico hidratado del metal. A mayor tamafio y
menor estado de oxidacion, menos frecuentemente quedan retenidos. Respecto a los
minerales de la arcilla, la retencion es minima para los minerales del grupo del caolin, baja
para las illitas, alta para las esmectitas y maxima para las vermiculitas. Ademas, el potencial
de Oxido-reduccion es responsable de que el metal se encuentre en estado oxidado o reducido.
Los diagramas de Pourbaix (Eh-pH) se utilizan para mostrar la estabilidad de los compuestos
metalicos y proporcionan un método facil para predecir el comportamiento de los MRA

frente a un cambio de las condiciones ambientales.
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Figura 16. Diagrama de distribucion de especies del cobre (Imagen extraida de
https://lupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2099.1/12248/Anexo_B-
C.pdf?sequence=3&isAllowed=y).

Otra cuestion a considerar para un proceso de biorremediacion es la presencia en el
ambiente de carbonatos y 6xidos e hidréxidos de Fe y Mn, ya que la presencia de carbonatos
garantiza el mantenimiento de los altos pH, y en estas condiciones tienden a precipitar los
MRA como por ejemplo el Cd. Los 6xidos e hidroxidos de Fe y Mn juegan un importante
papel en la retencion de MRA y en su inmovilizacion. Se encuentran finamente diseminados
en la masa de suelo por lo que son muy activos. Por su baja cristalinidad y pequefio tamafio
de particula, tienen una alta capacidad adsortiva para metales divalentes, especialmente Cu y
Pb, y en menor extension Zn, Co, Cr, Mo, Ni y también As. Otro factor a considerar es la
salinidad del suelo, ya que puede incrementar la movilizacion de metales y su retencion por
dos mecanismos. Primeramente, los cationes sodio (Na*) y potasio (K*) pueden reemplazar a
MRA en lugares de intercambio cationico. En una segunda fase, los aniones cloruro y sulfato
pueden formar compuestos mas estables con metales tales como Pb, Zn, Cu, Cd y Hg.

A modo de conclusion podemos decir que las aguas residuales derivadas de la actividad
industrial y de los residuos domeésticos, por cuestiones de salud publica no pueden ser
vertidas a los cursos de agua corriente. A lo largo de toda la introduccién se evidencié las
consecuencias que llevan consigo los MRA en la salud de los seres humanos, plantas y
animales debido a la ingesta directa o indirecta de los mismos. Por tal motivo, se resalta la

importancia de tratar estos efluentes antes de su descarga en cuerpos de aguas receptoras.
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Inspirados en lo anteriormente mencionado se llevd a cabo este trabajo de tesis y en él se
pretende explicar con hechos cientificos diversos cuestionamientos:

¢Es posible la implementacion de un biotratamiento sostenible? que elimine cobre de un
efluente liquido, utilizando bacterias autoctonas de zonas contaminadas con MRA?

A principio de la introduccion se establecio las consecuencias que lleva consigo la ingesta
de altas concentraciones de Cu(ll) halladas en aguas. Siendo éste metal uno de los principales
contaminantes que se encuentran en efluentes de la industria galvanoplastica entre otras
fuentes, y conociendo los enormes caudales que esta genera ¢ Sera posible escalar el sistema o
ajustarlo para operar con volumenes creciente de efluentes?

Uno de los grandes desafios que enfrenta una industria a la hora de disefiar un tratamiento
de efluente es el enorme costo de operacion que se requiere, por lo que en este trabajo se
pretende disefiar un biotratamiento economico. Para ello, es necesario responder la siguiente
pregunta ¢qué pardmetro se deberian tener en cuenta para la reduccion de los costos de
operacion y mantenimiento?

Por ultimo, es de conocimiento mundial la implementacion de tecnologias que permiten
remover los MRA de los efluentes industriales, sin embargo, muchas de ellas acarrean graves
consecuencias al medioambiente. Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, seria

conveniente evaluar el impacto ambiental del biotratamiento desarrollado en esta tesis.

2 Sostenible: Etimoldgicamente hace referencia a “sostener”, que implica en el fondo, que alguien o
algo externo o ajeno “sostenga”. Por ello, 1o sostenible se halla en el ambito externo o exdgeno a un
sistema. Dentro del ambito externo se hallan las politicas de gobierno, el clima, los tratados, la
competencia, el mercado, el medio ambiente, entre otros. Por lo tanto, si hablamos de una
organizacion “sostenible”, tiene que ver con las oportunidades y las amenazas que puedan existir en el
exterior de un sistema para mantenerse en el tiempo.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

Objetivo General:

El objetivo general del trabajo es la puesta a punto e implementacion de sistemas de
tratamiento bioldgico de un sistema acuoso con contenido de Cu(ll) a través del disefio y
funcionamiento de biorreactores a escala laboratorio. En tal sentido, se estudia la
interaccion de células enteras o productos bacterianos en estado soluble o inmovilizado
sobre algln soporte, con la finalidad de optimizar y desarrollar métodos de remediacion

potencialmente aplicables a efluentes de procesos de galvanoplastia.

Objetivos especificos:
I.  Estudiar la capacidad de biosorcion por parte de células enteras de Pseudomonas
veronii 2E con Cu(ll) obtenidas bajo diferentes condiciones experimentales:
> Medios de cultivo: Medio enriquecido (PYG) y Medio minimo salino (M9).
> Temperaturas: 25 °Cy 32 °C.

> Concentraciones iniciales de Cu(Il): 0,5 mM y 1 mM.

1. Evaluar un método de desorcion de Cu(ll) por células enteras de Pseudomonas

veronii 2E:
» Concentracion de desorbente.
» Volumen de desorcion.

» Ciclos de desorcion.

1. Evaluar métodos de inmovilizacion de P. veronii 2E sobre diferentes matrices.
> Esponja de luffa (EV).
> Diatomitas (PS).

> Piedra Pomez (PP).
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IvV. Optimizar la capacidad de biosorcion de Cu(ll) por parte de células enteras de
Pseudomonas veronii 2E inmovilizadas en el soporte, para la construccion de

biorreactores (batch y continuo) a escala laboratorio.

V. Disefiar un proceso de eliminacién de Cu(ll) con el sistema P. veronii 2E

inmovilizado.

VI. Disefiar un proceso de recuperacion de Cu(ll) retenido por el sistema

inmovilizado en el reactor batch y continuo.

VII. Estudiar la extraccion e Inmovilizacion de las sustancias poliméricas

extracelulares solubles (EPS).

VIII. Estudiar la interaccion de las sustancias poliméricas extracelulares solubles con
Cu(ll) 1 mM.

IX. Estudiar procesos de desorcion de Cu(ll) de las sustancias poliméricas

extracelulares solubles.

30



Capitulo I

Estudio de la interaccion de las
bacterias en estado planctonico con

L 1

i

-
.
-
-
.
!
4’
L

.
-
-
-

Cobre




7z

INTRODUCCION




Universidad Nacional Capitulo 1- Introduecidn
de General Sarmiento

INTRODUCCION

Los microorganismos juegan un rol vital en la transformacion de elementos traza,
incluidos los MRA ya que influencian su biodisponibilidad y remediacion, pueden
alterar la toxicidad, solubilidad en agua y la movilidad del elemento. Los
microorganismos modifican la concentracion de MRA en el ecosistema, pues estos
cuentan con mecanismos enzimaticos y no enzimaticos para remover metales en
solucion. La capacidad de remocidn de metales por bacterias, microalgas y hongos es
superior a la reportada con métodos fisicoquimicos convencionales, también se conoce
que la adquisicion y remocién de los metales toxicos puede ser selectiva teniendo en
cuenta la capacidad metabdlica de cada especie biorremediadora y el tipo de metal
(Beltran-Pineda and Gémez-Rodriguez 2016).

Biorremediacion

Las diferentes técnicas de biorremediacion surgen de las estrategias desarrolladas por
los microorganismos como un mecanismo de supervivencia a ambientes contaminados
mediante los cuales pueden inmovilizar, movilizar o transformar los metales,
reduciendo de esta manera la toxicidad de los iones. Las diferentes tecnologias
aprovechan estos mecanismos para el desarrollo de biotratamiento para la remediacién
del ambiente.

Como se mencioné en reiteradas ocasiones, los MRA no pueden ser degradados,
como ocurre con los compuestos organicos toxicos. Estos pueden unirse a la superficie
externa de la célula a través de mecanismos que incluyen interacciones electrostaticas,
fuerzas de Van der Waals, union covalente, con los grupos cargados negativamente
(carboxilos, hidroxilos, aminos, fosfatos, etc.), quedando retenidos en la pared celular.

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes y
microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer
mecanismos de detoxificacién codificados genéticamente, inducidos por la presencia del
metal. En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal.
Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes son de particular interés como

captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer los
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contaminantes. La resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos es
posible gracias a la accion de diferentes mecanismos (Vullo 2003). Existen solo tres
mecanismos a través de los cuales un sistema puede conferir resistencia a MRA: (I)
disminucion de la acumulacion de un determinado ion mediante su transporte activo
(eflujo) fuera de la célula; (1) acumulacién citoplasmaética de cationes por interaccion
con ligandos intracelulares; (I11) reduccion de algunos iones metélicos de relevancia
ambiental a un estado de oxidacién menos téxico. Sin embargo, (I1) y (111) no pueden
funcionar como mecanismos de detoxificacion unicos en una célula. Por consiguiente,
la detoxificacion de los MRA es llevada a cabo fundamentalmente por un proceso de
transporte o en dltima instancia por una combinacion de mecanismos de movilidad del
metal (Marrero-Coto and Coto-Pérez 2010).

En la Figura 17 se muestra un esquema de los diferentes mecanismos bacterianos

potencialmente aprovechables en procesos de biorremediacion.
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Figura 17. Esquema de los diferentes mecanismos de interaccion de la célula bacteriana

con metales de relevancia ambiental (Imagen extraida de Ferreira (2016)).
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I. Biosorcidn: Es un proceso que consiste en el uso de biomasa activa o inactiva
para la inmovilizacion de cationes en solucion. Cualquier organismo tiene
afinidad por los contaminantes organicos e inorganicos, lo que significa que
existe un enorme potencial de biosorcion en numerosos organismos. La
biosorcion implica varios procesos, entre los que se incluyen la complejacion, la
interaccion electrostética, el intercambio idnico, la adsorcion fisica y quimica, la
adsorcion en la superficie, la difusion, la quelacion y la microprecipitacion. Este
proceso ocurre principalmente en la estructura externa de la célula, que es la
primera barrera que bloquea la entrada de contaminantes al interior celular. Asi,
los contaminantes pueden ser retenidos en la superficie o dentro de la estructura
de la célula, debido a la interaccion con los numerosos grupos funcionales que
presenta (Beltran-Pineda and Goémez-Rodriguez 2016; H. Zhang et al. 2020).
Los microorganismos utilizados como biosorbentes, aislados a partir de
ecosistemas contaminados, retienen los MRA a intervalos de tiempo
relativamente cortos al entrar en contacto con las soluciones de dichos metales.
Ademas, no presentan una alta dependencia con la temperatura y en muchos
casos puede estudiarse en detalle mediante la construccién de los modelos de
isotermas de Langmuir y Freundlich. Esto, minimiza los costos en un proceso de
remediacion, ya que no requiere el agregado de nutrientes al sistema, al no
requerir un metabolismo microbiano activo (Vullo 2003). La biomasa capaz de
participar en estos procesos es facilmente extraible de sistemas acuosos como
cursos de aguas o efluentes de diversos origenes, por lo que el proceso global de
biorremediacion seria rentable. Es por ello que la busqueda de este tipo de
microorganismos se encuentra en crecimiento constante, junto con el estudio de
sistemas biosorbentes como, por ejemplo, la utilizacion de consorcios
microbianos, o0 sistemas mixtos formados por microorganismos |y
macromoléculas (polimeros) sorbentes, que incrementarian los rendimientos en
la captacion de mezclas de MRA. En conclusion, los microorganismos y/o sus
productos pueden ser muy eficientes reteniendo iones metalicos. No obstante, la

utilizacion de células vivas esté limitada a la toxicidad de la especie metalica.

Il. Bioacumulacion: Este mecanismo celular involucra un sistema de transporte

de membrana que internaliza el MRA presente, mediante la formacion de un

complejo al entorno celular con gasto de energia. Este consumo energético se
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genera a través del sistema H*-ATPasa. Una vez incorporado el metal al
citoplasma, éste es secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos
sulfhidrilos Ilamadas metalotioneinas, fitoquelatinas, algunos péptidos de union
a metales o también puede ser compartimentalizado dentro de una vacuola,
como ocurre en hongos (Beltran-Pineda and Gémez-Rodriguez 2016). Uno de
los metabolitos secretados por microorganismos mas conocidos son los
siderdforos. Estos son selectivos para Fe(lll), lo complejan y lo trasportan al
interior de la célula para su utilizacion. Sin embargo, se ha reportado que ciertos
iones metélicos, como por ejemplo el Ni(ll), Cu(ll), Co(ll), Al(lI1) y Ga(lll), se
unen a dichas moléculas y luego son transportadas al interior de la célula
Ilevando consigo al ion metalico unido (Ferreira, Ramirez, and Vullo 2018).
Otros ejemplos de este proceso son muy interesantes, como el caso de
acumulacion de uranio por la bacteria Pseudomonas aeruginosa, el cual fue
detectado integramente en el citoplasma, al igual que en la levadura

Saccharomyces cerevisiae (Vullo 2003).

[1l.  Biomineralizacién o Bioprecipitacidn: Es un proceso mediante el cual los

organismos Vivos propician la precipitacion de minerales, ya sean cristalinos o
amorfos. Las estructuras formadas se componen en un 80% de biominerales
cristalinos y un 20% de amorfos. La biomineralizacion o bioprecipitacion se
produce a través de reacciones quimicas entre iones especificos 0 compuestos,
como resultado de la actividad metabdlica bacteriana bajo ciertas condiciones
ambientales. La "carbonatogénesis" es un buen ejemplo de biomineralizacion, en
el que se produce la precipitacion de carbonato de calcio (Arrieta-Rodriguez,
Valencia-Gonzélez, and Echeverri-Ramirez 2012). Los microorganismos son
capaces de precipitar metales (como carbonatos e hidréxidos), mediante un
mecanismo de resistencia codificado en plasmidos. Este mecanismo aparece por
el funcionamiento de una bomba que expulsa el MRA presente en el citoplasma
hacia el exterior celular en contracorriente a un flujo de H* hacia el interior
celular. Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la superficie celular
externa y por lo tanto la precipitacion del metal. Otra forma de precipitar los
metales es a través de la formacion de sulfuros o fosfatos, como resultado de
alguna actividad metabolica celular (Sosa et al. 2017). Un ejemplo de ello, es la

precipitacion de sulfuros metalicos en reactores con cultivos mixtos de bacterias
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reductoras de sulfato o la acumulacion de sulfuro de cadmio (CdS) en la pared
celular de las bacterias Klebsiella planticola y Pseudomonas aeruginosa (Zurita
2010; Rana et al. 2020).

Biotransformacidn: Este es un proceso que involucra un cambio quimico

sobre el metal, como puede ser el cambio del estado de oxidacion o la
metilacion. Por ejemplo, se ha reportado el aislamiento de diferentes bacterias
(Bacillus sp, Pseudomonas sp, Desulfovibrio sp., E.coli sp., Serratia sp) y
hongos (Saccharomyces cerevisiae o Aspergillus flavus) capaces de reducir
Cr(VI) a Cr(Ill) (Ferreira 2016). Esta transformacion biolégica de los metales
que resultan toxicos mediada por enzimas microbianas puede dar como
resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos volatiles (Del
Carpio Jiménez 2017). El ejemplo més claro es el ciclo del Hg en la naturaleza
(Ver Figura 18), donde la bacteria Pseudomonas aeruginosa puede reducir el
cation Hg?" a Hg°, y otros organismos pueden luego metilarlo dando como
producto el CHsHg" y (CHz)2Hg, que son volatiles y ain mas toxicos que el
propio Hg (Vullo 2003)
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Figura 18. Ciclo biogeoquimico del Hg (Imagen extraida de (Vullo 2003).

Las reducciones de vanadio (V) de V(0) a V(III), oro (Au) de Au(lll) a Au(0) y
cromo (Cr) de Cr(VI) a Cr(lll), conducen a la precipitacién del metal bajo

condiciones fisioldgicas. Entre estos ultimos el Cr es el metal mas ampliamente
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utilizado en la industria de aceros, automoviles, equipamiento de hospitales y
curtiembres, entre otras. EI Cr(VI) es un contaminante de prioridad 1 catalogado
por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA:
WWWw.epa.gov), ya que es estable en solucion acuosa y por lo tanto de alta
movilidad en diferentes ambientes, con un alto potencial mutagénico y
carcinogénico. El pasaje a Cr(l11) produce la inmovilizacion por precipitacion de
hidroxidos y la disminucién en la mutagenicidad. La utilizacion de
microorganismos resistentes a Cr con capacidad de bioconversion Cr(VI) en
Cr(I11) es de fundamental importancia en el tratamiento bioldgico de efluentes

industriales.

V. Quimiosorcion: Es mediada por microorganismos, dentro de este término se

pueden describir aquella clase de reacciones en donde los microorganismos
biomineralizan un metal, formando un depdsito primario. Este depdsito primario
funciona como nucleo de cristalizacion, con la subsecuente deposicion del metal
de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de mineralizacion. Un
ejemplo de este proceso es el agregado de Hierro (Fe) en un efluente a tratar, en
presencia de bacterias reductoras del sulfato. Estos microorganismos producen
sulfuros que precipitan en forma de FeS, sobre la superficie celular. Los otros
metales contaminantes utilizan el FeS formado como soporte y cristalizan sobre
sus cristales. Luego, aprovechando las propiedades magnéticas del Fe, pueden
separarse facilmente de la fase soluble.

VI.  Biolixiviacion: Es el mecanismo por el cual un metal es movilizado

generalmente desde un mineral por la accion microbiana. Un ejemplo muy
estudiado y utilizado en la industria minera es la extraccion en fase acuosa de Cu
por la oxidacion de las menas de Cu.S a CuSOs por la accion de las bacterias
Acidithiobacillus ferroxidans y Acidithiobacillus thiooxidans (Ferreira 2016). El
proceso de biolixiviacion se ha logrado con éxito en la solubilizacién de
numerosos metales valiosos de minerales sulfidicos, incluidos cobre, niquel,
cobalto y zinc. Como la biolixiviacion ahora se aplica a varias formas de
minerales / desechos, podria referirse simplemente a la solubilizacion de metales
de sus minerales/desechos correspondientes utilizando microorganismos

especializados disponibles naturalmente. La biooxidacion en biolixiviacion se
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define como la solubilizacion de los sulfuros de metal interferentes presentes en
el mineral que deja el metal deseado como tal, por ejemplo, el mineral aurifero
(arsenopirita) que contiene sulfuro de hierro y arsénico se disuelve en medio
liquido dejando el oro como la fraccion insoluble que luego se recupera
mediante cianuracién (Srichandan et al. 2020).
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Antecedentes de Pseudomonas veronii 2E

El microorganismo utilizado en el presente trabajo de tesis fue Pseudomonas veronii
2E. Esta bacteria Gram-negativa fue aislada de sedimentos extraidos de la cuenca del
Rio Reconquista (6provincia de Buenos Aires; 34° 25°S, 58°34°0) (Ver Figura 19), que
recibe las descargas de efluentes de la mayoria de las actividades industriales y
agropecuarias que se practican en las zonas aledafias (Ver Figura 20).

La bacteria fue identificada por secuenciacion del 16S r-RNA (MIDI Labs, USA)

como P. veronii 2E (99,9% alineamiento con GenBank).

Figura 20. Imagen satelital donde se observan algunas de los numerosos cuerpos de agua

gue desembocan en el Rio Reconquista
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Trabajos realizados por el grupo de investigacion con P. veronii 2E:

En el laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de General Sarmiento
(UNGS), el grupo de investigacion ha llevado a cabo numerosos estudios de la bacteria
en el area de la Quimica Ambiental. A continuacién, se detallaran brevemente los
trabajos mas relevantes. Por un lado, P. veronii 2E fue testeada como catalizador para la
transformacion de Cr(VI) a Cr(lll) para biotratamiento de aguas residuales con
contenido de Cr(VI). La biotransformacion de Cr(VI) fue ensayada durante el
crecimiento bacteriano y utilizando un cultivo de células quiescentes. Se comprobo la
poca eficiencia de un biotratamiento basado en la reduccion de Cr(VI) durante el
crecimiento bacteriano: la tasa de reduccion y la concentracion maxima de Cr(VI1) que
se podia reducir eran demasiado bajas. Por otro lado, las suspensiones de alta densidad
de células quiescentes presentaron tasas de reduccion mas altas, especialmente en
presencia de un dador de electrones. En este contexto, Pseudomonas veronii 2E fue la
cepa mas eficaz para la remocion de Cr(VI). El pH y la temperatura éptima para el
proceso de biotransformacion resultaron 7 y 32 °C respectivamente con una tasa de
reduccion inicial maxima de 0,49 mg de Cr(VI1) h' g de peso seco celular? (9,4 umol de
Cr (VI) h't g de peso seco celular?). La prueba de la viabilidad y eficiencia de esta
tecnologia se obtuvo utilizando células P. veronii 2E inmovilizadas en alginato de
calcio para el tratamiento de aguas residuales industriales reales con contenido en
Cr(VI) (Alessandrello and Vullo 2018). Por otro lado, se disefid6 un biosensor
electroquimico basado en P. veronii 2E autoalimentado portatil que permite la
monitorizacién en linea de Cr(VI). El biosensor emplea un sistema de mediacion redox
para permitir la transferencia de electrones extracelulares entre el microorganismo vy el
electrodo, proporcionando una respuesta clara a la presencia de Cr(VI). El biosensor
mostré una buena linealidad (R?=0.983) y un limite de deteccion de 2,4 mg L™ Cr(VI),
con una sensibilidad de 0,310,02 pA cm 2 mg Cr(VI1)™* L. La arquitectura de bioanodo
microbiano presentada mejord el rendimiento del biosensor gracias al mejor "cableado
eléctrico” entre las entidades biologicas y la superficie del electrodo abidtico. Este
enfoque podria implementarse facilmente en superficies de electrodos disefiados, como
anodos multiples basados en papel que maximizan la colonizacion bacteriana,
mejorando ain mas la respuesta del biosensor (Lazzarini Behrmann et al. 2020).

Se tested la capacidad de biosorcion de la biomasa bacteriana para la remocion de

Cd(Il) de efluentes liquidos. Las condiciones experimentales (pH, masa celular,
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volumen, concentracion de metal) fueron estudiadas para desarrollar un proceso de
biosorcidn eficiente con células libres o inmovilizadas de Pseudomonas veronii 2E. Se
estudio la inmovilizacion bacteriana en diferentes soportes como membranas de teflon,
caucho de silicona y espuma de poliuretano. Los experimentos de biosorcion fueron
llevados a cabo a 32 °C y pH controlado, la capacidad maxima de retencion de Cd(ll)
fue observada a pH 7,5. La isoterma siguié el modelo de Langmuir (Kd = 0,17 mM y
gmax = 0,48 mmol/g peso seco de células). Ademas, se observo la biosorcion del 40%
Cu(ll) (pH 5y 6,2), 50% Zn(I1) y 50% Cd(ll) (pH 7,5) para mezclas de Cu(ll), Zn(Il) y
Cd(1l) 0,5 mM cada uno (Vullo et al. 2008; Daniel 2018).

Se estudid el proceso de biosorcion para Zn(ll) y mezclas de Zn(11)-Cd(ll) por P.
veronii 2E. Un 82% de biosorcion de Zn(l1) fue alcanzada en 30 h a 32 °C y el resultado
de la isoterma se ajustaba mejor al modelo de Freundlich. La biosorcion simultanea de
Cd(Il) and Zn(Il) mostré que todos los sitios de adsorcion estaban disponibles para
Cd(I1), pero solo una fraccion de ellos lo estaban para Zn(ll). Ademas, las propiedades
eléctricas de la superficie bacteriana fueron estudiadas por determinacion del punto
isoeléctrico y variaciones de la movilidad electroforética, determinadas a diferentes
estados de crecimiento. La capacidad de biosorcion de Zn(Il) y Cd(ll) de Pseudomonas
veronii 2E hace posible su aplicacion como un biosorbente eficiente en tratamiento de
aguas residuales (Méndez et al. 2011).

En otros trabajos, se estudi6 la produccion, aislamiento, purificacién vy
caracterizacion de Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS) solubles secretadas por
la bacteria. Los EPS son productos bacterianos asociados a la pared celular o secretados
a los medios liquidos. La produccion éptima se obtuvo en medio M9-14 g L de
glicerol, 25 °C. Estudios estructurales mostraron que EPS estaba conformado por DNA
extracelular, proteinas y polisacaridos como componentes principales. Los tratamientos
con DNasa I, Proteinasa K y otros tratamientos con desoxicolato de sodio produjeron
proporciones similares de lipopolisacaridos (LPS) y exopolisacaridos (ExP). El ExP se
sometio a hidrolisis acida total y luego se analizO mediante cromatografia de
intercambio anionico de alto rendimiento con deteccibn amperométrica pulsada
(HPAEC-PAD), que mostro la presencia de fucosa, galactosamina, glucosamina,
galactosa, glucosa, manosa y acido glucurénico. El tratamiento posterior con acido
oxalico confirmd la presencia de un azucar piruvilado. La capacidad de los productos
secretados para interactuar con Cd(ll) se estudidé mediante voltamperometria de

preconcentracion anddica (ASV). La fraccion de LPS contenia la concentracion de
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ligando méas alta (279+10 pmoles de sitios de uniéon de Cd(ll) g LPS?). Esta
informacion es una herramienta valiosa para la aplicacion de EPS en el tratamiento de
aguas residuales industriales (Ferreira et al. 2017). Estos EPS, como se mencion0
anteriormente, contienen grupos funcionales como carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato
y sulfhidrilo, capaces de interactuar con cationes. Por lo tanto, los EPS pueden
considerarse compuestos desintoxicantes naturales de aguas y aguas residuales
contaminadas con metales. En otras investigaciones se estudio la interaccion de Cd(ll),
Cu(Il) y Zn(Il) con ceélulas de P. veronii 2E, incluyendo EPS unido y pared celular, y
sus diferentes fracciones de EPS soluble, previamente caracterizadas como ligandos de
Cd(Il) de fuerza moderada. Los grupos amino presentes en la fraccion de
exopolisacaridos fueron responsables de la complejacion de Zn(Il) y Cu(ll), mientras
que los carboxilatos quelaban el Cd(ll). En la fraccion de lipopolisacéaridos, los sitios
fosforilo y carboxilo participaron en la union de Cd(l1) y Cu(ll), mientras que el Zn(ll)
interactud con los grupos amino. Se obtuvieron resultados similares a partir de células.
Estos estudios confirmaron que FTIR-PCA es una herramienta analitica rapida para
proporcionar informacion valiosa sobre los grupos funcionales en biomoléculas
relacionadas con la interaccion de metales. Ademas, se demostro una discriminacion e
identificacion de grupos funcionales presentes tanto en EPS como en células que
interactuaban con Cd(ll), Zn(ll) y Cu(ll) (Ferreira et al. 2020). Ademas, en otros
trabajos, se aislaron cuatro polisacaridos del EPS de P. veronii 2E. EIl &cido llamado
EPO2 se purificd y su estructura se dilucidé mediante desorcién/ionizacion laser
asistida por matriz y espectrometria de masas de ionizacion por electropulverizacion,
espectroscopia infrarroja, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y
tratamientos quimicos. Se evalu6 la capacidad de biosorcion de EPO2 vy del
exopolisacarido completo a Pb(Il), Zn(1l), Cu(ll) y Fe(ll). EPO2 mostr6 una notable
capacidad de sorcion para Fe(Il) con una eficiencia del 70% y para Zn(Il) 39% mientras
que la del exopolimero completo presento una adsorcion de metal significativamente
mas baja que EPO2 (Cavallero et al. 2020). Otros productos microbianos estudiados de
esta bacteria fueron sus sideroforos, ligandos de bajo peso molecular, secretados por la
bacteria como una estrategia de supervivencia en ambientes con ausencia de Fe(lll). La
union no es solo a Fe(lll), sino también a Co(ll), Zn(11), Mn(l1), Ni(ll), Ga(lll) como
una alternativa de detoxificacion. La produccion 6ptima fue obtenida en M9-succinato
libre de Fe(lll) a 25 °C, 40 h y pH 6,9. Los sidero6foros fueron quimicamente

caracterizados como hidroxamatos y un tipo de mezcla de catecoles comportandose
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como ligandos a Cd(ll), Zn(1l), Cu(ll), Ni(ll) y Cr(lll). La complejacion de Cd(ll)-
siderdforos fue estudiado por titulacion electroquimica revelando una familia de sitios
de union de fuerza moderada, convirtiéndolos en una alternativa segura para la
aplicacion concreta de tecnologias ambientales y procedimientos clinicos (Ferreira,
Ramirez, and Vullo 2018).

Por otro lado, se ha demostrado que ciertos biosurfactantes pueden emplearse en
procesos de biorremediacion por poseer ademés la capacidad de complejar MRA y
pueden reemplazar a los actuales surfactantes sintéticos comerciales. Por lo tanto, se
realizd un relevamiento de su produccion en Pseudomonas veronii 2E, entre otras
bacterias, en busca de nuevos biosurfactantes. Se midié la tensién superficial (TS) de
los cultivos y la respuesta en agar sangre y agar para deteccion de surfactantes anionicos
(MBA). P. veronii 2E resultd ser potencial candidata para la produccion de
biosurfactantes y de ella se logré el aislamiento de cinco posibles compuestos con
propiedades tensioactivas. Estos fueron analizados por cromatografia liquida para
comprobar su grado de pureza y sometidos a ensayos quimicos para tratar de elucidar su
estructura. Ademas, se generaron mutantes carentes de produccion de tensioactivos. De
las doce mutantes seleccionadas se conservo la denominada 2E01 por ser deficiente en
dos caracteristicas asociadas a la produccién de biosurfactantes: la formacion de
biofilms y la movilidad tipo swarming. Se probd restaurar el fenotipo de movilidad de
2E01 y se demostrd que dos de los compuestos obtenidos de P. veronii 2E (Scl - Sc2)
era capaz de revertir el fenotipo mutante tal como los resultados obtenidos con el
surfactante sintético de referencia Triton X-100. En conclusién, este trabajo permitio
obtener nuevas herramientas para el estudio de Pseudomonas veronii 2E y su aplicacién
en biorreactores. La generacion de su mutante permitioé estudiar sustancias naturales y
sintéticas implicadas en la formacion de biofilms y su movilidad tipo swarming. Los
compuestos obtenidos resultaron relevantes en cuanto a su efecto sobre estos procesos
con potencial aplicacion como reemplazo de surfactantes sintéticos (Barrionuevo 2017).

A modo de conclusién, basados en las diferentes aplicaciones y caracteristicas que
demostro poseer Pseudomonas veronii 2E, se intenta aprovecharlas para el disefio de un
biorreactor que sea eficiente, ecologicamente amigable y principalmente econémico
para la remocion de cobre de efluentes industriales. Para ello, es necesario conocer las
condiciones 6ptimas de trabajo en las cuales la bacteria puede remover la mayor
cantidad del metal de un efluente. Debido a que esta tesis representa un primer paso

para el disefio del biotratamiento, el efluente que se utilizd fue una solucion madre de
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nitrato de cobre (Cu(NOs).) 0,5 M. Ademas, en la introduccion general de esta tesis se
nombraron algunas de las muchas aplicaciones que tiene este metal en la industria, lo
cual hace que el cobre sea altamente deseado. Por tal motivo, en este primer capitulo se
estudia ademas la capacidad de desorcion de Cu(ll) de la biomasa para hacer posible la

recuperacion del metal una vez separado del efluente.
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OBJETIVOS
Objetivos especificos:

I Estudiar la capacidad de biosorcion de Cu(ll) mediada por células enteras de
Pseudomonas veronii 2E cosechadas bajo diferentes condiciones:
> Medios de cultivo: Medio enriquecido (PYG) y Medio minimo salino (M9).
> Temperaturas: 25 °Cy 32 °C.

> Concentraciones iniciales de Cu(ll): 0,5 mMy 1 mM.

. Evaluar un método de desorcion de Cu(ll), retenido por células enteras de

Pseudomonas veronii 2E:

» Concentracion de desorbente.
> Volumen de desorcion.
» Ciclos de desorcion.
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MATERIALES Y METODOS

Utilizacion de la cepa bacteriana

Para todos los ensayos se utilizd la bacteria Gram-negativa Pseudomonas veronii 2E
aislada de los sedimentos extraidos de la cuenca del Rio Reconquista (Vullo et al.
2008). Este Rio recibe descargas de efluentes de la mayoria de las actividades
industriales y agropecuarias que se practican en zonas aledarias, su eleccion se justifica

debido a los antecedentes que posee, detallados previamente en la Introduccién.

Activacion de la cepa

La cepa se mantuvo almacenada en tubos eppendorf con glicerol 25% (v/v) a -70 °C.
Para activarla, se tom6 100 pL de la suspension y se la disemind en una placa de agar
nutritivo con una espatula de Drigalsky. En una primera evaluacién, se observaron las
unidades formadoras de colonias (UFC) en las placas. Se adoptaron criterios de aspectos
morfoldgicos, como forma, tamafio, color para verificar la pureza de la cepa. De ser
homogéneo el crecimiento en todos estos aspectos, la misma se la inoculo a partir de las
placas en 50 mL de medio liquido en Erlenmeyer de 150 mL de capacidad. Luego de
incubar a 32 °C con agitacion durante 24 h hasta fase estacionaria temprana de

crecimiento, se obtuvo el denominado preindculo.

Cuantificacion de Cobre

Para todos los ensayos llevados a cabo en esta tesis, se determind Cu(ll) por
espectrofotometria UV-Visible por el Método del Acido Bicinconinico (BCA). Este
método consiste en la reduccion del Cu(ll) a Cu(l), generando con dos moléculas del
BCA un complejo coloreado estable, que puede apreciarse rapidamente por la
formacion de un color violeta. Se muestran asi, dos bandas de absorbancia, a 562 nm y
354,5 nm, mientras que en ausencia de Cu no se observan bandas de absorcion (Ver
Figura 21) (Brenner and Harris 1995).
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Figura 21. Espectro ultravioleta-visible del complejo Cu(l)-BCA. El espectro de absorcion
se registrd en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. La solucién contenia 30 uM Cu(ll) en

60 uM BCA con ascorbato como agente reductor (Brenner and Harris 1995).

La curva de calibracion se llevé a cabo con una solucion patron de cobre 1 mM. El
reactivo se prepard mezclando 1:1 el Reactivo A (6 mg de la sal sodica del BCA, 3,6 g
de NaOH, 156 g de sal sodica de HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfonico), 90 mL de agua ultrapura - 18 MQcm Millipore -, calentar
hasta disolver, SIGMA B-9643) con el Reactivo B (N, N-dimetilformamida). Se
prepar6 una serie de 9 tubos, a los cuales se les agrego 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 y
300 pL de la solucién patron de Cu(ll) 1 mM y luego de completar a 0,5 mL con agua
ultrapura - 18 MQcm Millipore - a los tubos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 respectivamente. A
cada tubo se le agregd 0,5 mL del reactivo, se incubd 2 minutos a temperatura ambiente

y se midio absorbancia a 550 nm. Este procedimiento se resume en la Tabla 2

Cinética de Biosorcion de Cobre

Los ensayos de cinética de biosorcion de Cu(ll) por bacterias en estado planctonico
(BL) se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones experimentales de trabajo, como ser
temperatura (25 °C y 32 °C), medios de cultivo (PYG y M9) (ver composicién en
Anexo) y concentraciones iniciales de cobre (0,5 y 1 mM).

Para llevar a cabo los ensayos de la cinética de biosorcion de Cu(ll), se inocularon

dos Erlenmeyer de 500 mL de capacidad a modo de reactores en batch, cada uno
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conteniendo 90 mL de medio fresco, con 10 mL del preindculo preparado como se
menciono en la seccion Activacion de la cepa. Se incubd bajo las diferentes condiciones
experimentales mencionadas previamente, con agitacion orbital durante 24 h para
asegurar que la cepa alcance la fase estacionaria temprana de crecimiento. Finalizado
este tiempo, se juntaron los dos cultivos y se tomd una alicuota de 1 mL para medir la
densidad dptica (DO). Luego, la suspension final se centrifugd a 3000 g durante 15 min,
el pellet se lavo 3 veces con agua ultrapura - 18 MQcm Millipore - y se lo resuspendio
en un volumen de agua ultrapura - 18 MQcm Millipore - apropiado para tener una
concentracion final de 3 g peso seco biomasa/L (biomasa [ug/mL] =405,34 x DOsoonm +
277,48; Vullo et al. 2008). La suspension resultante fue expuesta a diferentes
concentraciones iniciales de cobre (0,5 MM y 1 mM) y el pH fue ajustado a 5,5 con 0,5
mL de buffer acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) 1M, para asegurar que la
especie de Cu(ll) se encontrase biodisponible en solucién. Esto se incub6 durante 24 -
30 h, finalizado este tiempo se determind la concentracion de metal remanente en el

sobrenadante para evaluar Cu(ll) removido por la biomasa libre (BL).

Tabla 2. Preparacion de la curva de calibrado.

V solucién Cu 1 )
Tubos V (mL) H:O  V reactivo (mL)
mM (pL)

1
2
3
4
5
6
7
8
)

Isotermas de Biosorcion de Cobre

Para construir las isotermas de biosorcién de cobre, se trabajo con la suspension
bacteriana preparada como se describi6 en la metodologia para el estudio de la cinética
de biosorcion (3 g peso seco biomasa/L). Luego se agrego a una serie de Erlenmeyer de
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125 mL de capacidad, 5 mL de la suspension bacteriana en agua ultrapura - 18 MQcm
Millipore - 0,1 mL de la solucion buffer MES 1M para ajustar el pH a 5,5 y un volumen
de la solucion de Cu(ll) 10 mM suficiente para tener concentraciones iniciales desde 0 a
2 mM, por altimo, se completd hasta un volumen final de 10 mL con agua ultrapura - 18
MQcm Millipore -. Cada ensayo se trabajo por duplicado y se dejé incubar en bafio
termostatizado con agitacion orbital a 150 rpm a 32 °C durante 24 h, tiempo suficiente
para permitir llegar al estado de equilibrio. Finalizado este tiempo, se descartaron las
células por centrifugacion a 3000 g durante 15 min y se cuantificd la cantidad de metal

remanente en el sobrenadante por el método del BCA antes mencionado.

Desorcion de Cobre por las células plancténicas

Para llevar a cabo el proceso de desorciéon de Cu(ll) retenido en la BL en un reactor
batch, la busqueda del desorbente mas apropiado se basd en revision bibliografica,
proceso que llevd a la utilizacion de HCI. EI HCI presentd elevada eficiencia en la
desorcion de metal, no forma complejos y presenta la ventaja de ser una alternativa mas
econdmica (Akhtar, Igbal, and Igbal 2004). A continuacion, se probaron
concentraciones de HCI en un rango desde 0,075 M a 1,5 M. Para esto, se realizo
primero un ciclo de biosorcion de cobre en un reactor batch, usando una suspension
bacteriana crecida en medio M9, cuya concentracion era aproximadamente de 3 g de
peso seco/L. Las células se separaron por centrifugacion a 3000 g durante 15 min, se
lavaron 3 veces con agua ultrapura - 18 MQcm Millipore - y se resuspendieron en 10
mL de una solucion de Cu(ll) 1 mM, a 32 °C durante 24 h. Al finalizar este tiempo, la
suspension se centrifugd y se determind la cantidad de cobre remanente en el
sobrenadante. A continuacion, se llevaron a cabo los ciclos de desorcion del metal. Para
evaluar el método de desorcién mas apropiado, el pellet fue resuspendido en 2,5 mL de
HCI en un rango de concentraciones desde 0,075 M a 1,5 M. Luego, para recuperar el
metal en el menor volumen posible, se utilizd aquella concentracion de acido en la cual
se desorbid la mayor cantidad de metal en diferentes voliumenes finales de 1 mL, 2 mL
y 2,5 mL del acido. Ademas, para evaluar en qué instancia se desorbe enteramente el
cobre, se llevaron a cabo 3 ciclos de 30 min cada uno bajo las mismas condiciones antes

mencionadas y por duplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Todos los ensayos llevados a cabo en esta tesis se realizaron por duplicado y fueron
repetidos aleatoriamente para asegurar su reproducibilidad, se expresan por su promedio

+ su desvio estandar.

Cinéticas de Biosorcion de Cobre

Pseudomonas veronii 2E presenta la habilidad de formar biofilm, el cual esta
compuesto de una matriz con una amplia variedad de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y diversos grupos funcionales que son liberados como
exopolimeros. Estos grupos pueden ser: carboxilatos, hidroxilos, tioles, fosfatos, aminas
y grupos sulfatos, los cuales al estar expuestos al microambiente celular y se encuentran
disponibles para interactuar, por ejemplo, con iones metélicos. La capacidad de union
de estos grupos funcionales permite a la superficie bacteriana ser considerada como un
conjunto de ligandos, los cuales pueden disminuir la biodisponibilidad del metal, el
Cu(ll) en este caso, y consecuentemente reduce los efectos tdxicos en las células. La
capacidad complejante de estos grupos funcionales depende del pH del medio, por lo
que es fundamental ajustar el pH a un valor O6ptimo y mantenerlo constante. Esto
representa la base del mecanismo que contribuye para la biosorcion, un término que se
refiere al proceso de retencion de metal por una matriz biolégica como fue explicado
anteriormente en la Introduccién de este capitulo. Ambas, la regulacién del pH y las
unidades de expresion de la concentracion son esenciales para una correcta
interpretacion de los resultados obtenidos.

Los resultados de las cinéticas de biosorcién de Cu(ll) por la biomasa celular libre
(BL), obtenida bajo diferentes condiciones de trabajo, se muestran representadas por la
capacidad de retencion especifica (q) en funcién del tiempo graficadas en Figura 22,
Figura 23, Figura 24 y Figura 25. Se puede observar que, por un lado, para un
efluente modelo conteniendo 0,5 mM de Cu(ll), la capacidad maxima de retencién
especifica (qmax) se obtuvo a 25 °C, siendo los mayores valores (0,208 + 0,003)
mmol/g y (0,201 £+ 0,005) mmol/g para las células tomadas en medio M9 y PYG

respectivamente. Por otro lado, para un efluente modelo conteniendo 1 mM de Cu(ll), a
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32 °C se registraron valores maximos de gmax (0,35 £ 0,03) mmol/g y (0,32 £ 0,02)
mmol/g para las células tomadas de medio M9 y PYG respectivamente.

Los porcentajes de biosorcion, para un efluente modelo de Cu(ll) 0,5 mM, fueron de
(88,7 £0,9)% (25 °C); (84 £ 6)% (32 °C) y (90 £ 2)% (25 °C), (87,75 £ 0,02)% (32 °C)
para las celulas cosechadas en medio M9 y PYG respectivamente. Mientras que para un
efluente modelo conteniendo 1 mM de Cu(ll), los valores méaximos fueron de (79 * 6)%
(25 °C), (88 £ 1)% (32 °C) y (77 £ 2)% (25 °C), (83 £ 1)% (32 °C) para las células
tomadas de medio M9 y PYG respectivamente.

La mayor biosorcion obtenida en este trabajo es aun mas elevada que los reportados
con otros metales en estudios previos realizados con Pseudomonas veronii 2E (82.00%
y 76.80% para Zn(I1) y Cd(Il), respectivamente) (Vullo et al. 2008; Sosa et al. 2016). La
biosorcién de Cu(ll) por P. veronii 2E fue incluso mas alta que el 60 - 70% observado

al mismo pH por Tsekova et al. (2010)



Universidad Nacional Capitulo 1- Resultados y Piscusiongs
de General Sarmiento

0.40 - 0,40 -
0.35 - 0,35 -
E 0,30 i \a 0,30 1
Uc_é 0,25 4 Ug 0,25 -
£ 020 .?@’@ o—0 £ 0,20 -Wi

0,15 - 0,15 3
0,10 0,10 -
0,05 - 0,05

0,00 T T T T T \ 0,00 T T \

0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30

Time [h] Time [h]

23. Biosorcion de Cu(ll) en un reactor batch

Figura 22. Biosorcion de Cu(ll) en un reactor .
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Figura 24. Biosorcion de Cu(ll) en un reactor Figura 25. Biosorcion de Cu(ll) en un reactor
batch conteniendo un efluente modelo con 1 batch conteniendo un efluente modelo con 1
mM del metal: BL cosechada de medio PYG mM del metal: BL cosechada de medio PYG

(en azul) y medio M9 (en rojo) a 32 °C. (en azul) y medio M9 (en rojo) a 25 °C.
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En Tabla 3 y Tabla 4 se resumen los resultados de la biosorcion de Cu(ll) por la BL,
a las 24-30 h, para todas las condiciones ensayadas. Los valores se muestran

representados por su promedio + desvio estandar.

Tabla 3. Resultados de cinéticas de biosorcion de Cu(ll) 0,5 mM por la BL a las 24 — 30 h.

_ 25°C/ 25°C/ 25°C/ 32°C/ 32°C/ 32°C/
Magnitud
0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
Control M9 PYG Control M9 PYG
mM 0,6330,003 0,07+0,01 0,07+0,01 0,58+0,09 0,09+0,02 0,07+0,01
q
- 0,208+3x103 0,201+5x103 - 0,17+0,04 0,20+0,03
(mmol/g)
mmol 0,0423+0,0002(M9)
4,8x103+4x10*  2,2x10°%#4x10*  0,029+5x10°  0,004+1x10° 0,004+x1073
residual 0,0208+0,0001(PYG)
%
_ » - 88,7+0,9 90+2 - 84+6 87,750,02
Biosorcion
Tabla 4. Resultados de cinéticas de biosorcion de Cu(ll1) 1 mM por la BL a las 24 -30 h.
) 25°C/ 25°C/ 25°C/ 32°C/ 32°C/ 32°C/
Magnitud
1 mM 1mM 1mM 1 mM 1mM 1mM
Control M9 PYG Control M9 PYG
mM 0,92+0,01 0,19+0,06 0,21%0,02 1,17+0,09 0,145+1x10-3 0,20+0,03
q
0,246+9x10% 0,241+6x103 0,35+0,03 0,32+0,02
(mmol/g)
0,039+0,003(PY
mmol 0,029+0,002(PYG) =0,003(
9x10343x10%  6,8x103+0,0007 G)0,059+0,005(M  7,26x103+3x10°  7x103+1x10°
residual 0,045+0,003(M9) 0
%
} » 7946 7742 88+1 83+1
Biosorcion

[ =
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Los resultados revelan que la biosorcion de Cu(ll) 1 mM, usando células cosechadas
del medio M9, fue mayor a 32 °C (g= 0,35 + 0,03 mmol/g) que a 25 °C (0,17 £ 0,04
mmol/g). También se observé que las bacterias cosechadas en medio M9, evidenciaron
una saturacion a concentraciones mas altas del metal (0,35 £ 0,03 mmol Cu(ll)/g peso
seco de biomasa) que las bacterias tomadas del medio PYG (0,32 = 0,02 mmol Cu(ll)/g
peso seco de biomasa) bajo las mismas condiciones de trabajo. Si bien se puede
observar en Tabla 3 y Tabla 4 que los porcentajes de biosorcion de cobre son mayores
para un efluente mas diluido (0,5 mM) y con células cosechadas en medio PYG a 25 °C
cuando se lo compara con el efluente méas concentrado (1 mM) en el que se obtuvo el
mayor porcentaje de retencion por las células cosechadas del medio M9 a 32 °C (90 +
2% contra 88 + 1%). Sin embargo, considerando que la diferencia del porcentaje de
biosorcidén es minima (2%) y teniendo en cuenta de que el efluente mas concentrado
contiene el doble de la cantidad de metal se concluye que las mejores condiciones de
trabajo fueron: 32 °C, biomasa celular cosechada de medio M9 y concentracion de

efluente modelo 1 mM.

Isotermas de biosorcion de Cu(Il)

Para un proceso de biosorcion, es importante un analisis de los datos de isotermas
debido a que describen relaciones de equilibrio entre biosorbente y adsorbato,
generalmente la relacion entre la cantidad biosorbida y la que permanece en la solucién
a una temperatura fija en el equilibrio (Belhachemi and Addoun 2011). Las isotermas de
biosorcion se usan con frecuencia como modelos experimentales. Se obtienen a partir de
datos de medida por medio de andlisis de regresion buscando comprender el mecanismo
de biosorcién. Las dos técnicas mas usadas para modelar los procesos de biosorcion en
equilibrio son: el Modelo de Freundlich y el de Langmuir. Ambos involucran isotermas
de biosorcion, las cuales describen la relacion entre la concentracion disuelta de la
especie quimica a sorber (mg/L, mg/L, meg/L o mmol/L) y la cantidad sorbida por el
biosorbente; las unidades son de especie sorbida por unidad de masa de sorbente
(mg/kg, mg/kg, meg/kg o mmol/kg); se asume que el proceso se da bajo condiciones de
temperatura y presion constantes (Mejia Sandoval 2006).

El modelo de Langmuir supone que el proceso de biosorcion es una monocapa, todos

los sitios de adsorcion son idénticos, es decir poseen igual afinidad por el adsorbato y


https://es.wikipedia.org/wiki/An%C3%A1lisis_de_regresi%C3%B3n
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no hay cambio en la energia libre de adsorcién. De acuerdo a esto, cuando un proceso
de adsorcién sigue este modelo, el nimero de sitios ocupados (q) estd dado por la

Ecuacion 1.

__qmax X Ceq

~ (Kd + Ceq) @)

q

Ceq Kd 1
= + X Ceq (2)
q qmax qmax

El modelo de linealizacion de Langmuir se muestra en la Ecuacion 2, donde la
capacidad méaxima de retencion especifica (qmax) esta relacionada con el nimero total
de sitios adsorbidos, Ceq es la concentracion de Cu(ll) en el equilibrio en el
sobrenadante, Kd es la constante de equilibrio para la disociacion del complejo en la
superficie. EI nimero de sitios ocupados (q), puede ser calculado como se indica en la

Ecuacion 3.

_ (Ci—Ceq)xV
1= m

(3)

Donde Ci es la concentracion inicial de Cu(ll), V es el volumen total de la mezcla de
biosorcidn ensayada, m es la masa total de biosorbente en peso seco.
La isoterma de Freundlich se muestra en la Ecuacion 4 vy la linealizacion del modelo

en la Ecuacion 5.

1
q=Kf x Ceqn (4)

1
Inq == X In Ceq + InKf (5)

Donde q es capacidad de retencion especifica y su unidad es mmol Cu(ll)/g peso
seco de biomasa, Ceq es la concentracion medida de Cu(ll) en el equilibrio, Kf esta
relacionada con la capacidad de biosorcion y n es un indicador de la intensidad de
adsorcion. En este modelo empirico, todos los sitios de la superficie no se consideran
iguales. La adsorcién se vuelve progresivamente mas dificil a medida que se acumula
mayor cantidad de sorbente. Este modelo asume que una vez que la superficie esta
cubierta, se pueden seguir adsorbiendo especies, ya que aun se pueden acomodar

dejando sin prediccion posible una adsorcion de monocapa maxima. En otras palabras,
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el modelo de Freundlich no considera la existencia de una monocapa ni una capacidad
méaxima de adsorcion como si lo hace el modelo de Langmuir (Sosa et al. 2017).

Las isotermas de biosorcion del metal por la BL, bajo las condiciones de trabajo
previamente mencionadas en la metodologia se muestra en la Figura 26. Alli, se puede
observar que para un rango de 0 a 2,00 mM de Cu(ll), la biosorcion fue entre (40,0 + 10
y 79 + )%, y (23 + 8 y 55 + 4)% por las células cosechadas en medio M9 y PYG
respectivamente. La capacidad maxima de biosorcion fue de (0,52 + 0,03) mmol/g de
peso seco biomasa y (0,27 = 0,02) mmol/g peso seco biomasa, para la BL tomada de

medio M9 y PYG respectivamente.

q
[mmol/g]

0,7 - =O=|sotermas de
06 - Biosorcion de

' — Cu(ll) por la BL
0,5 1 en PYG
0,4 - =O=|sotermas de
0,3 A Biosorcion de
0,2 A Cu(ll) por la BL
0,1 - —O en M9
0,0 a T 1

0,0 1,0 2,0

Cu(lheq [mM]

Figura 26. Isotermas de biosorcion de Cu(ll), en un rango de 0 a 2,00 mM, en un reactor batch,

para células tomadas de medio M9 (rojo) y PYG (azul).

En la Figura 27 y Figura 28 se muestran las linealizaciones para los modelos de
Langmuir y Freundlich respectivamente. Como puede observarse de las figuras, la
biosorcion de Cu(ll) se ajusta mayormente al modelo de Langmuir con un R? de 0,9868
y 0,9368 contra 0,7741 y 0,7582 para Freundlich por la biomasa cosechada en medio
M9 y PYG respectivamente. Ademas, la contante de Langmuir (Kd) fue 0,139 y 0,398
mM, mientras que la gmax fue de 0,641 y 0,196 mmol/g, por la biomasa cosechada en
medio M9 y PYG respectivamente.

Para que un sistema sea considerado un buen sorbente, debe tener asociado valores
bajos de Kd y altos de gmax. Por los resultados obtenidos se podria concluir que las
bacterias tomadas del medio M9 se comportan como mejores biosorbentes que aquellas

tomadas de medio PYG. Las diferencias observadas en las isotermas de biosorcién de
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Cu(ll) por la BL cosechadas de los diferentes medios puede estar relacionada con la
capacidad de Pseudomonas veronii 2E para producir exopolimeros cuya composicion

depende, ademas de las condiciones fisicas, de la composicion del medio de cultivo.

Figura 27. Linealizacion de las Isotermas de
biosorcién segun el modelo de Langmuir para
Cu(ll), en un rango de 0 a 2,00 mM, en un
reactor batch, por células tomadas de medio

M9 en rojoy PYG en azul.

Figura 28. Linealizacion de las Isotermas de
biosorcién segun el modelo de Freundlich
para Cu(ll), en un rango de 0 a 2,00 mM, en
un reactor batch, por células tomadas de
medio M9 en rojoy PYG en azul.

12 - Ln Cu(ll) .
— 10 1 y =5,1071x + 2,0284 4 3 5 -
g g - y =0,4387x - 0,4276
= R2= 0,774107”
E 6 il A U
-6y E
S 4q q y = 1,5595x + 0,2163
S R? = 0,0868
0 @F‘O/O : ' y = 0,5252x - 1,9335
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 R? =0,7582
Cu(ll) [mM]

Los parametros de acuerdo al modelo de Langmuir (Kd, gmax) fueron determinados
por el método de regresion lineal y fueron comparados con otros valores reportados
previamente, esto se resume en Tabla 5. Los valores de Kd fueron similares a aquellos
obtenidos con el mismo microorganismo estudiado con Cd(Il) (Méndez et al. 2011) y
Aspergillus niger con Cu(ll) (Tsekova et al. 2010), pero fue mayor que los obtenidos
para P. veronii 2E con Zn(I1) (Sosa et al. 2017), Bacillus subtilis y Pseudomonas putida
con Cu(Il) (Liu et al. 2013), (Ni et al. 2012). Los valores de gmax obtenidos en este
trabajo fue el segundo valor mas alto, evidenciando que Pseudomonas veronii 2E podria

ser un biosorbente adecuado para Cu(ll).
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Tabla 5. Comparacion de los parametros de Langmuir reportados para diferentes

biomasas.

Referencias Kd gmax
Metal Microorganismo mg/L  mM mg/g mmol/g R?

Cu(ll)  P.veronii2E 8,833 0,139 40,729 0,641 0,987

(5‘;%""1%&'- Zn(lly  P.veronii2E 3,007 0046 12945 0198 0,853
(';/:e';gizlft Cd(Il)  P.veronii2E 11,353 0,101 26,641 0,237 0,907
(Tsekova et ;

al. 2010) cu(ln A. niger 819 013 1760 028 0,998
(L%le;)a'- Cu(ll) ~ B.subtilis 0010 00002 10070 158 0,994
('\2“0?2;"- Cu(lly  P.putida 0039 00006 0858 0014 0995

A continuacion, se resumen los resultados obtenidos de las isotermas de biosorcion
de Cu(ll) para las células cosechadas en M9 (Ver Tabla 6) y en PYG (Ver Tabla 7).

Tabla 6. Isoterma de biosorcion para células crecidas en medio M9

Ci Cu(ll) Cf Cu(ll) glmmol/g] mmol Cu(ll) residuales %
[mM] [mM] Biosorcion
0 0,04+0,01 0 4x104+1x10* 0
0,25 0,06+0,02 0,14+0,02 6x104+2x10™ 77+9
0,50 0,10+0,02 0,28+0,02 1,0x1073 £2x10* 79+4
1,00 0,26+0,04 0,52+0,03 2,6 x103+4 x10* 7414
2,00 1,240,2 0,6%0,1 1,2 x102+2 x10°° 40+10

Tabla 7. Isoterma de biosorcion para células crecidas en medio PYG

Ci Cu(ll) Cf Cu(ll) q mmol Cu(ll) residuales %
[mM] [mM] [mmol/g] Biosorcion
0 0,05+0,02 0 5x104+2x10* 0
0,25 0,14+0,02 0,07+0,01 1,4x1073+2x10™ 4317
0,50 0,23+0,02 0,19+0,01 2,3x103+2x10* 55+4
1,00 0,60+0,03 0,27+0,02 6,0x10°+3x10* 40+3

2,00 1,5+0,2 0,3+0,1 1,5x102+2x10°3 23+8

62



Universidad Nacional Capitulo 1- Resultados y Piscusiongs
de General Sarmiento

Desorcion de Cu(ll) retenido en la biomasa libre

A continuacién, se presentan los resultados de la desorcion de Cu(ll) por la BL bajo
las condiciones de trabajo previamente detalladas en Materiales y Métodos. Por un lado,
para evaluar el método de desorcion mas apropiado, se estudio la desorcion del metal
con diferentes concentraciones de HCI (0,075 M — 1,5 M) en un mismo volumen final
(2,5 mL). Los resultados se expresan en los mmol de Cu(ll) hallados en el sobrenadante
en funcion del nimero de ciclos de desorcion.

En la Figura 29 se puede observar que en el primer ciclo se desorbe la mayor
cantidad del metal independiente de la concentracion de acido utilizada, siguiendo una
cantidad menor desorbida para el ciclo dos y aun menor para el ciclo 3. Los resultados
mmol desorbidos fueron (0,0043 + 0,0002), (0,0033 + 0,0002), (0,022 = 0,0002) y
(0,0021 + 0,0003) para 0,075 M, 0,1 M, 1 My 1,5 M de HCI. La méxima cantidad de
metal desorbida (0,0043 + 0,0002 mmol) se observé utilizando una concentracion de
0,075 M de desorbente.

0006 - =O=Cu(ll) Desorbido en
1 HCI0.075 M

S 0,005 4 ) —e—Cu(ll) Desorbido en
E 0004 A HCI1 M
— ==Cu(ll) Desorbido en
= 0003 ; HCI 1.5 M
S 0,002 =0=Cu(ll) Desorbido en

0.001 HCIO 1 M

0,000 + ' T .

0 1 2 3

Numero de Ciclos

Figura 29. Desorcién de Cu(ll) por la BL para 0,075, 0,1, 1y 1,5 M de HCI en un volumen final
de 2,5 mL de desorbente.

Para evaluar si la BL podia desorber completamente el metal retenido se probaron
dos ciclos mas, para cada concentracion de HCI, obteniéndose (0,00150 + 0,0002),
(0,0011 + 0,0001), (0,0008 + 0,0002) y (0,000599 + 0,000002) mmol del metal para el
segundo ciclo y (0,00058 + 0,00005), (0,0007 + 0,0002), (0,00035 + 0,00005) y
(0,00028 + 0,00002) para el tercer ciclo para 0,075 M, 0,1 M, 1 My 1,5 M de HCI
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respectivamente. Estos resultados se corresponden con una desorcion del (21+3)%,
(24£2)%, (36£3)% Yy (43+2)% en el primer ciclo y una desorcion total de (30+3)%,
(36+3)%, (57+6)% y (70+6)% para 15 M, 1,0 M, 0,1 M y 0,075 M HCI
respectivamente .

Por otro lado, se estudio la méaxima desorcion en el menor volumen posible. Para
ello, se llevd a cabo la desorcion en 1,0 mL, 2,0 mL y 2,5 mL de desorbente con la
concentracion de acido en la que se obtuvo la mayor desorcion del metal (0,075 M). Los
resultados obtenidos fueron de (3,622x10° + 1x107%), (0,0051 + 6x10%) y (0,0043 +
1x10%) mmol de Cu(ll) desorbidos en el primer ciclo, (0,0015 + 1x10%), (0,00129 *
8x107) y (0,0015 + 2x10™*) mmol de Cu(ll) para el segundo ciclo y (0,00053 * 3x107),
(0,000564 + 9x107) y (0,00058 + 5 x10°°) mmol de Cu(ll) para el ciclo 3 en 1 mL, 2 mL
y 2,5 mL de HCI respectivamente (Ver Figura 30). Estos resultados se corresponden
con una desorcién del (36,55 + 0,01), (51 £ 6) y (43 = 2)% en el primer ciclo y una
desorcion total del (57 + 1), (70 £ 7) y (64 + 4)% para 1 mL, 2 mL y 2,5 mL de

desorbente respectivamente.

0,006 - =x=Cu(ll) Desorbido en
1.0 mL de HCI
0,005 -
. =/w=Cu(ll) Desorbido en
© 0,004 - 2,0 mL de HCI
£
E
— 0,003 + =J=Cu(ll) Desorbido en
% 2,5mL de HCI
O 0,002
0,001
0,000 T T T

0 1 2 3
NUmero de ciclos

Figura 30 Desorcion de Cu(ll) por la BL para 1,0, 2,0 y 2,5 mL de volumen final
con HCI 0,075 M
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Los resultados de desorcion del metal en diferentes concentraciones del desorbente
se resumen en Tabla 8 y Tabla 9, mientras que las desorciones en los diferentes
volimenes del &cido se resumen en Tabla 10 y Tabla 11, en todos los casos los
resultados se expresan como el promedio + desvio estandar.

Tabla 8. Desorcion de Cu(ll) 1 mM retenida en la BL con 0,075 My 0,1 M HCI.

0,075 M HCI 0,1 M HCI
(0) (0)
[MM] mmol Cu(ll) Yo y [MM] mmol Cu(ll) ) y
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcion
_ ti _ 0,16+0,02 0,0016+0,0002 - 0,24+0,02 0,0024+0,0002 -
biosorcién
C'f lo 1,72+0,06 0,0043%0,0002 43+2 1,3+0,1 0,0033%0,0002 36+3
C';'O 0,59+0,09 0,0015+0,0002  21+3  0,46+0,06 0,0011+0,0001  14+1
: -4
SO0 pomman SENUE 6+1  03:01 0000700002  7+2
3 5x10
Tabla 9. Desorcion de Cu(ll) 1 mM retenidaenlaBL con1,0 My 1,5 M HCI.
1,0 M HCI 1,5 M HCI
(0) (0)
[MM] mmol Cu(ll) % y [mM] mmol Cu(ll) %) y
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcion
tr 0,2257+7x10 2,257x10 0,1199+7x1 1,199x10
biosorcion “ 3+7x10°® ) 0+ 3+7x106
Ciclo1 ., M 4
0,88+0,08 2,2 Xx10°+£2x10 2442 0,9+0,1 0,0021+3x10 2143
Ciclo 2 033:0,06 8 x10%+2x10° 941 0,23%7417x1 5,99x106‘4i2x10' 6403
Ciclo 3

0,14£0,02 3,5 x10*+5x10° 3,2+0,5 0,111+0,009  2,8x10*+2x10° 2,5+0,2
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Tabla 10. Desorcion de Cu(l1) 1 mM retenida en la BL con 1 mL y 2 mL de HCI.

Vs=1mL HCI V=2 mL HCI
mmol I % mmol I %
[MM] ol Cu(ll) o [MM] ol Cu(ll) o
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcion
t 0,16+0,02  1,6x10°%42x10* - 0,19+0,03 1,9 x10°+3x10" -
biosorcion
Cledod ™ 3emi0001 3220 sessi001  25:03  51x10%6x10% 516
- -3 -
Cico2 1101 15x10%1x10 15+1 0,65:0,04  129x10°£8x10 13+1
o -4, -
Ciclo 3 053:0,03  53x104:3x10°  54:03  0282¢0,005 04X 710 57401

Tabla 11. Desorcion de Cu(l1) 1 mM retenida en la BL con 2,5 mL de HCI.

Vi=2,5mL [mM] mmol Cu(ll) %
HCI sobrenadante Desorcién
tf biosorcion 0,16+0,02 :|.,6X:|.0'312X:|.0'4 -
Ciclo 1 1,72+0,06 4,3x103+1x10* 43+2
Ciclo 2 0,59+0,09 1,5x10-3+2x10* 15+2
Ciclo 3 0,23+0,02 5,8x104+5x10° 5,9+0,5
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CONCLUSIONES

Los estudios de remocién de Cu(ll) mediada por Pseudomonas veronii 2E en este
trabajo contribuyeron con datos extremadamente valiosos en los que se demostro que
los sistemas disefiados eliminaron grandes cantidades de metal de los efluentes modelos
en muy poco tiempo (24 h).

En este primer capitulo de tesis se demostré que:

Para un efluente modelo conteniendo 1mM de Cu(ll), las células de P. veronii 2E
crecidas en medio M9 son mejores adsorbentes para el metal a 32 °C ya que retuvieron
la maxima cantidad de cobre (88 + 1%).

Para un efluente modelo conteniendo 0,5 mM de Cu(ll), las células de P. veronii 2E
crecidas en medio PYG son mejores adsorbentes para el metal a 25 °C ya que retuvieron
la maxima cantidad de cobre (90 + 2%).

Las isotermas de biosorcion de Cu(ll) demostraron que las células crecidas en ambos
medios (M9 y PYG) se ajustan mejor al modelo de Langmuir. Ademas, se probo que las
celulas crecidas en medio M9 son mejores biosorbentes de Cu(ll) que las crecidas en
PYG, debido a que los pardmetros de Langmuir mostraron una gmax mayor y Kd menor
para el primer caso (qmax=0,641 mmol/g y Kd= 0,139 mM vs. gmax=0,196 mmol/g y
Kd= 0,397 mM).

Se evidencidé la capacidad de P. veronii 2E de desorber cobre retenido, la
concentracion de desorbente (HCI) en la que se obtuvo la mayor recuperacion del metal
fue 0,075 M (43 £ 2% para el primer ciclo y 70 + 6% de desorcion total). Por otro lado,
para 10 mL de efluente modelo la mayor desorcion con HCI 0,075 M (51 + 6% para el
primer ciclo y 70 £ 7% de desorcion total) se obtuvo concentrando 5 veces el metal
(Vi=2,0 mL).

Es necesario destacar que las mejores condiciones de trabajo que se establecieron
para efluentes modelo con contenido de Cu(ll) ImM son prometedoras desde el punto
de vista econdmico. Esto se debe a que al trabajar con biomasa tomada de medio M9 se
pueden abaratar los costos de operacion al utilizar glicerol como fuente de carbono para
el crecimiento celular, que es un subproducto de la industria del biodiesel lo que
impacta directamente en los costos operativos, haciéndolos altamente deseables para un

disefio de procesos de biorremediacién ambiental.
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Las conclusiones de este primer capitulo representan el primer paso necesario para el
disefio de un biotratamiento para la remocion y posterior recuperacion de cobre.
Desafortunadamente, a pesar de que el disefio de reactores con biomasa en suspension
es prometedor en cuanto a retencidn y recuperacion del metal se refiere, presenta la
desventaja de que no se puede separar facilmente del efluente sin un paso previo, como,
por ejemplo, una centrifugacion. Ademas, si se piensa a futuro como un biotratamiento
de volumenes a escala industrial, este paso impactaria fuertemente en los costos de
operacion y mantenimiento del sistema, lo cual se opone directamente a los objetivos
planteados en esta tesis.

Es por esto que este capitulo constituye un impulsor del Capitulo 2, en el que se
intenta solventar esta desventaja mediante la inmovilizacion de la biomasa para un

disefio de biotratamiento eficiente y econdémico.
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INTRODUCCION

Importancia de los microorganismos en estado planctonico en los

procesos de biorremediacion.

El interés por el uso de microorganismos en tratamientos de remediacion ambiental
se ha visto incrementado en gran medida debido al bajo costo de manufacturaciéon que
presentan, alta afinidad y selectividad para MRA, y por ser relativamente simples de
reciclar o reutilizar (Dobrowolski et al. 2019; Fajardo-Ochoa et al. 2011). Los
principales tratamientos se llevan a cabo via la utilizacion de mecanismos tales como
biolixiviacion, absorcion intracelular, reacciones redox, biomineralizacion y biosorcién
(Manal and Ashraf 2020).

La biorremediacion es un proceso en el que se transforman los contaminantes
nocivos en compuestos no tdxicos por accion de organismos vivos. El resultado ideal de
biorremediacion es que los sitios contaminados pueden ser restaurados a sus
condiciones originales sin ningin otro efecto negativo sobre el ambiente. Los
organismos, incluyendo actinomicetos, hongos, bacterias y plantas, han demostrado la
capacidad de remediar ambientes contaminados con MRA. La biorremediacion se puede
dividir entonces en remediacion microbiana, fitorremediacion y remediacién
combinada, dependiendo del organismo involucrado (Zhang et al. 2020).

El uso de materiales bioldgicos, incluidos microorganismos vivos y no vivos, en la
inmovilizacion y posible recuperacion de metales toxicos o preciosos presentes en
desechos industriales, ha ganado un creciente interés durante los Gltimos afios debido a
la eficiencia de estos materiales, minimizacion de lodos quimicos/biol6gicos y su bajo
costo (Wang and Sun 2013).

Factores que influyen en un proceso de biotratamiento.

Como se ha mencionado anteriormente en la Introduccion del Capitulo 1, existen
diversos factores que se deben tener en cuenta a la hora de disefiar un proceso de
biosorcidn tales como pH, temperatura, fuerza iénica, tiempo de contacto, concentracion

inicial de metal, y del biosorbente, los cuales definen las diferentes selectividades y
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afinidades para los iones metalicos. En una remediacion in situ hay que considerar,
ademads, otros factores adicionales como tipo de contaminantes, caracteristicas del
ambiente, etc. (Zeraatkar et al. 2016; Zhang et al. 2020).

Ventajas del uso de células en estado inmovilizado

A pesar de la elevada eficacia de remocion de metales que presentan los
microorganismos en estado planctonico bajo condiciones de laboratorio, muchos
factores limitan su supervivencia durante una remediacion in situ. Entre estos factores
se pueden mencionar: competencia con microbiota indigena, inestabilidad genémica y
bajo condiciones ambientales variables (Zhang et al. 2020). Ademas, la biomasa nativa
presenta ciertas desventajas tales como: tamafio no uniforme de las particulas, baja
densidad celular y baja resistencia mecéanica (Manzoor et al. 2019). Estas desventajas
pueden ser minimizadas con la inmovilizacion de la biomasa sobre una matriz
adecuada. El concepto de inmovilizar la biomasa en un tratamiento de aguas residuales
se trata de mantener confinadas las células microbianas dentro de una matriz inerte,
incrementando el rendimiento de la biosorcion a través del uso y reiso mediante ciclos
sucesivos de biosorcion/desorcion del metal por tiempos prolongados.

Se reportaron estudios que demuestran que las células inmovilizadas tienen mayor
eficiencia de biosorcion del metal comparadas con las células en estado libre (Ahmad,
Bhat, and Buang 2018).

Diversos reportes revelan que el proceso de inmovilizacion de una biomasa ofrece
una amplia variedad de beneficios como elevada resistencia mecanica, buena capacidad
biosortiva de MRA, mayor posibilidad de reciclaje que las técnicas convencionales
(Rangabhashiyam and Vijayaraghavan 2019), facil de manejar durante el proceso,
estabilidad para multiples ciclos y a un mayor rango de condiciones variantes como
salinidad, toxicidad por metales, pH y temperatura.

La tecnologia de inmovilizacién ofrece, ademas, una elevada concentracion
microbiana. Algunos estudios reportaron que, en ecosistemas acuaticos, la
concentracion de biomasa inmovilizada es superior a la encontrada en un sistema donde
se encuentra libre. Esto, posiblemente se deba a que, en los sistemas acuéticos, la
biomasa puede ser arrastrada impidiendo que se mantenga O que aumente Ssu

concentracion. Sin embargo, también se menciona que en la inmovilizacion de
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levaduras en perlas de alginato de calcio, la concentracién de biomasa adicionada no
disminuye, pero tampoco aumenta, debido a que las células se encuentran atrapadas
impidiendo su crecimiento y reproduccion. En la inmovilizacién de microalgas en perlas
de alginato, la concentracion de biomasa también se ve controlada, esto es debido a que
el espacio dentro de la perla no permite un aumento en la densidad celular. También
explican que la cantidad de luz que sea capaz de pasar a través de la perla ser& un factor
limitante para el incremento de la biomasa, asi como la cantidad de nutrientes
disponibles para las microalgas (Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta 2008).

En otros trabajos se menciona que la inmovilizacion ofrece una elevada resistencia a
compuestos toxicos, atribuyendo este fendmeno a diferentes razones, entre las cuales se
encuentran las diferencias fisioldgicas entre los microorganismos inmovilizados y los de
crecimiento libre o planctonico. También se asocia a la concentracion de nutrientes
alrededor de la matriz, lo cual permite que los microorganismos sobrevivan a altas
exposiciones frente a compuestos téxicos. Por ultimo, en un biofilm, la matriz de
exopolimeros formada por los mismos microorganismos, reduce la difusion de las
sustancias toxicas hacia el interior del mismo, gracias a la carga neutra o polianionica
que posee, protegiendo asi a los microorganismos que la componen.

Por otro lado, se ha demostrado que cuando se inmoviliza la biomasa, se produce una
baja pérdida celular posibilitando la recuperacion de la misma del efluente después del
tratamiento sin usar filtracion (Ahmad, Bhat, and Buang 2018).

A modo de resumen, estos beneficios traen como consecuencia, por un lado, que la
biomasa bacteriana cuando est4 inmovilizada en una matriz inerte, se torna mas
resistente frente al estrés provocado por el ambiente, factor importante en la
supervivencia, multiplicacion, utilizacion de nutrientes, competencia con la biomasa
indigena, y adaptabilidad de células microbianas (Zhang et al. 2020). Por otro lado, el
incremento en el &rea superficial cuando las células se inmovilizan tiende a reducir las
limitaciones de transferencias de masa, que a su vez aumenta el acceso al contaminante,
elevando de esta manera el rendimiento en la remocion de MRA en un proceso de
biorremediacion (Przystas, Zabtocka-Godlewska, and Grabinska-Sota 2018). Ademas,
esta técnica al permitir el uso del sistema repetidas veces hace mas facil la separacion

biomasa-efluente.
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Estrategias de inmovilizacion

La inmovilizacion se define como el proceso por el cual se restringe, total o
parcialmente, los grados de movimiento de células por asociacion a un soporte.
Dependiendo de la forma en la que se lleva a cabo la inmovilizacion, algunos autores la

clasifican en dos grandes grupos: naturales y artificiales (Britos 2013).

Inmovilizacion natural: La adsorcion espontanea de células a diferentes tipos de

materiales constituyen los sistemas naturales, en los cuales las células se unen por
interacciones no especificas débiles. En condiciones ambientales apropiadas, este
primer paso de asociacion puede conducir a la colonizacién del soporte y la formacion
de un biofilm. Las células permanecen confinadas en una matriz de polimeros
extracelulares que ellas mismas excretan, siendo esta asociacion mas firme que la

esperada por adsorcion simple.

Inmovilizacion artificial: Para células con pobres caracteristicas adhesivas o de
floculacion existen numerosas técnicas de inmovilizacion artificiales. En base a los
mecanismos fisicos involucrados, pueden dividirse en cuatro grandes categorias: union
0 adsorcidn a una superficie, atrapamiento en una matriz porosa, autoagregacion y

confinamiento por barreras.

Asi, otros autores (Reyes-Reyes et al. 2018) clasifican la inmovilizacién en
reversible o irreversible. Un confinamiento reversible se lleva a cabo induciendo la
adhesion de las células a superficies de matrices naturales o sintéticas como la zeolita, el
poliuretano, el alcohol de polivinilo, poliacrilamida y polietilenglicol, entre otros. Por
otra parte, la estrategia de inmovilizacion irreversible presenta diversas alternativas. Sin
embargo, uno de los métodos irreversibles mas estudiados es la encapsulacion de
celulas al interior de esferas gelatinosas. Este tipo de inmovilizacion protege al
biocatalizador de condiciones ambientales adversas, pero la velocidad de reaccion
queda limitada a la difusion de los sustratos a través de la matriz inmovilizadora.
Algunas de las matrices mas utilizadas en esta metodologia son el alginato de calcio,
agar, silice, carragenanos y gelatina, entre otros.

Otros autores, la clasifican en inmovilizacion pasiva e inmovilizacion activa (Reyes-
Reyes et al. 2018).
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» Inmovilizacion Pasiva: Algunos microorganismos, de forma natural, tienden a

formar aglomerados o unirse a superficies y crecer en ellas. Esta interaccion con
superficies puede darse por la presencia de estructuras celulares como la capsula
y las fimbrias en el caso de las bacterias, y en el caso de los hongos sus propias
hifas. Durante la inmovilizacion pasiva puede darse un proceso de formacion de
biofilms, dentro de los cuales el 15-25% corresponde solamente a células vivas.
El porcentaje restante estd compuesto por agua en su mayoria, exopolisacaridos,
proteinas y acidos nucleicos; estos 3 Ultimos compuestos forman las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS por sus siglas en inglés, para mas informacion
ver Capitulo 3). Las biopeliculas o biofilms son estructuras complejas, con
sistemas de canales de agua y aireacion, los cuales permiten el transporte de
nutrientes, desechos, oxigeno, y agua, entre otros. Gracias a estos canales se
generan diferentes gradientes de presién, pH y oxigeno, lo cual permite que se
desarrollen micronichos y diversos grupos bacterianos. La formacion del biofilm
se da en 4 pasos principalmente (Ver Figura 31). Durante el primer paso, las
células perciben una superficie de adherencia y forman una union activa
reversible por medio de fimbrias, apéndices, pilis, o proteinas de superficie.
Durante la segunda fase, se produce un incremento de la biomasa celular,
formando microcolonias alrededor del area de adherencia, asi como la formacion
de EPS permitiendo que sea una union irreversible. La composicion del
exopolisacarido en el EPS puede variar segun el tipo de microorganismo o las
condiciones ambientales, siendo los principales componentes alginatos, N-acetil-
glucosamina, glucosa, y galactosa. Durante el tercer paso, el biofilm crece y
madura, permitiendo la adhesion de nuevas colonias bacterianas. Luego de la
maduracion, se da el Gltimo paso, en el cual células individuales o
conglomerados se desprenden del biofilm por erosién, abrasion o separacién
para formar nuevos conglomerados (Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta
2008). Este tipo de inmovilizacion ha sido usada en muchos ensayos en
diferentes tipos de matrices tanto naturales como sintéticas. Se han reportado
diversos estudios en los que las matrices organicas tienen mayor capacidad de
biosorcion de la que pueden brindar las matrices sintéticas. Esto se debe a que
los materiales organicos tienen mayor cantidad de grupos funcionales como
aminos, carboxilos, fosfatos, entre otros, lo cual permite una adherencia y

crecimiento mas eficaz.
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Figura 31. Maduracion del biofilm: 1: Las células perciben una superficie de adherencia y

forman una unioén activa reversible por medio de fimbrias, apéndices, pilis, o proteinas de
superficie. 2: Se produce un incremento de la biomasa celular, formando microcolonias
alrededor del &rea de adherencia, asi como la formacion de EPS permitiendo que sea una unién
irreversible. 3: El biofilm crece y madura, permitiendo la adhesion de nuevas colonias
bacterianas. Finalmente, las células individuales o conglomerados se desprenden del biofilm por
erosion, abrasion o separacion para formar nuevos conglomerados. (Imagen extraida de

https://www.aquamx.com.mx/single-post/2016/06/27/biofilms-bacterianos).

La esponja vegetal o de luffa, es una fibra vegetal proveniente del fruto de la luffa, la
cual es obtenida una vez que se ha secado el fruto y se ha retirado el pericarpio del
fruto (Ver Figura 32). Debido a diversas propiedades como no ser tdxica ni reactiva,
asi como su bajo costo, permite que sea usada ampliamente en la inmovilizacién de
microorganismos como Chlorella sorokoniana, Porphyridium cruentrum,
Penicillium cyclopium, Funalia trogii, entre muchos, para la remocion de diversas
sustancias tdxicas como metales, colorantes, sustancias cloradas, entre otras.
Diversos estudios como el de Garzén-Jiménez and Barragan-Huerta (2008) reportan
que la inmovilizacion de Funalia trogii en esponja de luffa, asi como la

inmovilizacion de un consorcio bacteriano en este mismo soporte y en fibras de
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coco para la degradacion de diversas sustancias toxicas (Garzén-Jiménez and
Barragan-Huerta 2008; Shen et al. 2018).

Figura 32. Esponja de luffa (Imagen extraida de (Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta 2008).

>

Inmovilizacion activa: Dentro de las técnicas de inmovilizaciéon activa, o

inmovilizacion artificial pueden distinguirse el enlace quimico, atrapamiento en
geles de polimeros naturales o sintéticos, y el uso de agentes floculantes. Los
agentes floculantes se usaron inicialmente con el fin de agregar y sedimentar
particulas suspendidas, evitando asi el uso de técnicas como la centrifugacion.
Actualmente pueden usarse con el fin de permitir que células que por su
naturaleza propia no tienden a aglomerarse, lo hagan, permitiendo asi el
atrapamiento de otras sustancias suspendidas en el medio. En cuanto a agentes
floculantes, el quitosano ha sido, por excelencia, el compuesto mas usado. Este
polimero es un polisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas
aleatoriamente de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unida por enlaces
B-(1-4), el cual es extraido de la quitina. Posee una carga positiva, y es soluble
en medios acidos. El atrapamiento en una matriz porosa, es uno de los procesos
mas utilizados. Este puede darse en polimeros sintéticos (resinas, acrilamidas,
poliuretanos), proteinas (gelatina, coldgeno, albumina de huevo), o polisacaridos

naturales (agares, carragenanos o alginatos). Consiste en la inmovilizacion de
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células dentro de una matriz, la cual impide la difusién de las células en el
medio, pero permite el paso de metabolitos y nutrientes. ElI procedimiento
general para el atrapamiento de las moléculas en gotas de polimeros, consiste en
suspender el microorganismo a inmovilizar en una solucion liquida que contiene
el polimero en estado soluble. Para la gelificacion de esta mezcla se usan
diferentes métodos de acuerdo a la naturaleza del polimero a usar. Entre los
métodos comunmente usados se encuentran la disminucion o aumento de
temperatura, la gelificacion mediada por cationes multivalentes, y otros métodos
quimicos como la adicion de las gotas a un buffer enfriado en hielo o en
diferentes soluciones de composiciones varias. Este tipo de inmovilizacion,
puede tener como problema que las células libres del medio se ubiquen sobre la
superficie de la esfera y la degraden, permitiendo la liberacion de la biomasa
inmovilizada. Para solucionar este problema, se ha implementado el uso de
esferas de gel con un nucleo interno que contiene las células inmovilizadas (Ver
Figura 33) y una capa externa protectora que impide su liberacién. Algunas de
las ventajas que ofrece este método, es que permite la inmovilizacidn de una alta
concentracion de biomasa y de diferentes especies de microorganismos,
separados fisicamente unos de otros y ofrece una alta resistencia a sustancias

toxicas presentes en el medio.

- s -
i SIS

Figura 33. Esquema de inmovilizacién por atrapamiento en geles: Consiste en la
inmovilizacion de células dentro de una matriz, la cual impide la difusion de las células
en el medio, pero permite el paso de metabolitos y nutrientes (Imagen extraida de

(Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta 2008).

84



Universidad Nacional Capitulo 2- Introduccidn
de General Sarmiento

En vista de los beneficios de la inmovilizacion surgié una alternativa atractiva para
producir biosorbentes eficientes. Se han llevado a cabo un gran nimero de trabajos para
estudiar la inmovilizacién basados en la capacidad de biosorcion, estabilidad, y reciclaje
y los resultados fueron mucho mas prometedores comparados con la biomasa nativa en
estado libre. Hasta la fecha, han sido utilizados como matriz: perlas de alginato, perlas
de carragenano, espuma de poliuretano, perlas de agarosa, agar en perlas, geles de
poliacrilamida, gel de silice, fibras de capron, material de ceramica, cellex-T, resina de
intercambio anidnico, amberlita, resina de intercambio cationico, vidrio de poro
controlado, esponja cilindrica luffa, nanoesferas de grafeno, nanofibras de quitosano,
espumas de polivinilo y papel de filtro (Ver ejemplos de biomasa inmovilizada en
diferentes matrices Figura 34). Estas matrices se emplean para la eliminacién de iones
metalicos (Ni, Cu, Cd, Zn, Au, Cr, Hg, U, Pb, Al, Co, Fe, Mn, Pd, Pt, Ag), iones
moleculares inorganicos (amonio, fosfato, nitrato, nitrito, fosforo, etc.) y otros

compuestos organicos incluyendo tintes (Manzoor et al. 2019).

Figura 34. Microfotografias obtenidas por SEM; a: Inmovilizacion bacteriana en los poros
del grano verde de café; b: Inmovilizacién de la biomasa en espuma de poliuretano; c:
biomasa inmovilizada en alginato de calcio; d: otros materiales utilizados para inmovilizar
microorganismos (Imagenes extraidas de Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta 2008 y

(Martinez-Trujillo and Garcia-Rivero 2012).
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Parametros a tener en cuenta en un proceso de biosorcion

La biosorcion de iones metalicos por diversas matrices bioldgicas ha sido usada
extensamente en la ultima década debido a su potencial para tratamientos de aguas
residuales. La seleccion de la biomasa como potencial biosorbente es la etapa clave de
la biosorcion, ya que la mayoria de los materiales biologicos tienen afinidad hacia los
iones metalicos. Generalmente, el objetivo es tener aplicaciones a gran escala por lo que
los principales factores a tener en cuenta durante la seleccion son precio y
disponibilidad. La biomasa bacteriana ha sido usada exitosamente como biosorbente y
pueden ser obtenidas en grandes cantidades provenientes de residuos industriales y a
muy bajo costo (Figueroa-Torres et al. 2016).

Segun diversos estudios, la biomasa microbiana, tanto la metabdlicamente inactiva
como la viva/activa, contiene ligandos disponibles para unirse y acumular especies
metalicas pudiendo ser usadas como biosorbente. La biomasa inactiva ofrece mas
ventajas ya que puede ser obtenida por productos provenientes de la fermentacion u
oxidacién quimica, no requiere la suplementacion de nutrientes y puede ser regenerada
facilmente. Es uno de los métodos menos destructivo y en el caso de usar polimeros
sintéticos de oclusion, tanto la disolucién de particulas del gel, como la liberacion de las
células inmovilizadas es facil y rapida.

Otro pardmetro importante a tener en cuenta para una remediacién de efluentes
exitosa, es la matriz de inmovilizacion. Se debe tener en cuenta que las matrices que se
usaran como soporte cumplan con ciertas caracteristicas tales como: la presencia de una
superficie de adherencia amplia, que sea de facil operacion y regeneracién; debe tener
buena porosidad con el fin de permitir un intercambio constante de sustratos, productos,
gases, etc., ademas, debe tener una buena estabilidad quimica, biolégica, mecénica y
térmica (Garzon-Jiménez and Barragan-Huerta 2008; Botello, Ortiz, and Pefia 2016;
Pérez Garcia 2015). La inmovilizacion de biosorbentes es fundamental para la
aplicacion industrial ya que se requieren tratar grandes volimenes de efluentes. Esto
vuelve imperativo que el biosorbente sea facilmente separado de las aguas residuales
para estar disponible para su reso. El uso de una matriz porosa es un requerimiento
importante para la fijacion de la biomasa, ya que mejora significativamente la eficacia
de la separacion (Ramteke and Gogate 2016).

Un soporte adecuado para la inmovilizacion de microorganismos con aplicacion en el

area ambiental debe proporcionar condiciones apropiadas para la supervivencia de las
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células y su funcionamiento como indculo, lo cual da como resultado una vida media ~
suficientemente larga. Se requiere que el soporte no sea toxico, ni contaminante y que
tenga una calidad constante, para permitir una disponibilidad Optima de los
microorganismos en el sitio de interés y eventualmente evite su dispersion. Es
importante aclarar que en la biorremediacion de suelos contaminados una lenta
liberacion de los microorganismos inmovilizados puede ser ventajosa. En contraparte,
en los sistemas de tratamiento de aguas subterraneas o residuales contaminadas es
importante mantener la estabilidad del soporte para evitar el incremento en la formacion
de lodos cuya disposicion y tratamiento puede incidir en los costos globales del proceso
(Martinez-Sénchez et al. 2012).

Comparacion de sistemas: Batch vs. Continuo

La mayoria de los trabajos sobre biosorcion que aparecen en la literatura han sido
Ilevados a cabo en sistemas batch. Sin embargo, los estudios reportados demuestran que
el tipo de columna que opera con flujo continuo es mas (til en tratamientos de aguas
residuales a gran escala y tiene distintas ventajas sobre el sistema en batch: es facil de
operar, alcanza altos rendimientos y puede ser facilmente escalado desde un
procedimiento a escala laboratorio. La mayoria de los procesos de separacion y
purificacion que emplean tecnologias de biosorcién usan continuamente columnas de
lecho fijo, las cuales son eficaces para ciclos de biosorcién/desorcion. Asi, puede ser
tratado un gran volumen de aguas residuales con una cantidad definida de biosorbente
en la columna, posibilitando el rediso de microorganismos. Luego de cargar el efluente,
el contaminante puede ser concentrado en un volumen mas pequefio de material sélido o
ser desorbido en un eluido para recuperacién, eliminacion o contencion. Desde el punto
de vista econdémico el uso de la columna de lecho fijo es rentable porque permite la
recuperacion del metal en este caso y regenerar la biomasa con un consumo
relativamente menor de reactivos (Kumar et al. 2011).

A modo de resumen, el objetivo de este segundo capitulo es seguir en la linea de
busqueda de una metodologia que permita el disefio de un biorreactor que sea eficiente
y principalmente econémico para remover cobre de efluentes. Para lograr esto, se partio
de las mejores condiciones halladas en el Capitulo 1 (temperatura=32 °C, medio de

crecimiento M9 y concentracion de cobre en el efluente 1mM) y se pretende solventar
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sus limitaciones mediante la técnica de inmovilizacion pasiva de la biomasa para la
construccion de biorreactores a escala laboratorio.

Por otro lado, pensando en una aplicacién industrial de este biotratamiento, se enfoco
el estudio de este capitulo en evaluar diferentes disefios de reactores para lograr
optimizar el funcionamiento del proceso, con la intencion tanto de remover cobre del
efluente como asi de recuperarlo por su redso, a través de métodos que permitan

mantener los costos de operacion al minimo.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Evaluar métodos de inmovilizacion de P. veronii 2E sobre diferentes matrices:

»  Esponjas de luffa
»  Piedra Pdmez

> Piedra Sanitaria.

o Disefiar un proceso de eliminacién de Cu(lIl) con el sistema P. veronii 2E inmovilizado.
e Optimizar la capacidad de biosorcion de Cu(ll) por parte de células enteras de
Pseudomonas veronii 2E inmovilizadas en el soporte, para la construccion de

biorreactores (batch y continuo) a escala laboratorio.

o Disefiar un proceso de recuperacion de Cu(ll) retenido por el sistema inmovilizado en el

reactor batch y continuo.
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MATERIALES Y METODOS

Ensayos de inmovilizacion de la bacteria:

Eleccion del soporte

Para elegir la matriz méas adecuada de inmovilizacién, se tuvieron en cuenta
pardmetros tales como: buena adhesion, facil de operar y manejar, elevada porosidad,
alta estabilidad térmica, mecanica bioldgica y quimica. Para esto se escogid esponja de
luffa (EV), diatomitas (PS) y un sintético de piedra pémez (PP) como candidatos para

llevar a cabo la inmovilizacion.

Tratamiento de los soportes:

Para la utilizacién de la EV, primero se las cortd en cuadrados de 2 cm x 2 cm, luego
se las peso y se ajusto el peso de las mismas a 0,08 g en balanza analitica (+ 0,0001 g).
A continuacion, se las hirvio en agua destilada durante 30 min, se las dejé en reposo en
agua ultrapura - 18 MQcm Millipore - durante 24 h renovando el agua 3 o cuatro veces.
Al finalizar este tiempo, se las dejo en estufa a 70 °C hasta peso constante, luego se las
envolvid por separado en papel aluminio y se las esteriliz6 en autoclave a 1 atm de
sobrepresion, 121 °C durante 20 minutos. Al finalizar este proceso, las EV se ubican en
el reactor batch en condiciones de esterilidad.

En el caso de PS, conocidas generalmente como piedras sanitarias para mascotas, son
esencialmente diatomitas. Las mismas fueron tamizadas para tener un tamafio de piedras
promedio. Luego se lavaron con agua destilada 3 veces, se secaron en estufa a 120 °C
hasta peso constante, se colocaron en un medio fresco y se esterilizaron en autoclave a 1
atm de sobrepresion, 121 °C durante 20 minutos.

Para la inmovilizacion en PP, se comprd un sintético de piedra pomez, primero se
probd cortando la barra de PP en cubos de 1 cm x 1 cm y segundo, se probé cortandolas
en cubos lo méas pequefios posible. A continuacion, a ambos procesados, se los hirvid

durante 30 min en agua destilada y, se secaron en estufa a 120 °C hasta peso constante.
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Se los coloco en medio fresco y se esterilizaron en autoclave a 1 atm de sobrepresion,
121 °C durante 20 minutos.

Inmovilizacion de la biomasa bacteriana en los diferentes soportes

Para la puesta a punto de la técnica de inmovilizacion bacteriana, se llevaron a cabo
los ensayos de la misma manera para cada soporte. Se introdujo para cada ensayo 0,40
0, 057 gy 1,24 g de EV, PP y PS respectivamente en un reactor tipo batch, que
consistio en un Erlenmeyer de 500 mL de capacidad, con 90 mL de medio de cultivo
fresco. Luego, se inoculd con 10 mL de una suspension bacteriana en fase de
crecimiento estacionaria temprana, en una relacion al 10% en volumen, obtenido a 32
°C con leve agitacion. El tiempo de incubacion se fue variando, de manera de
determinar en qué momento se obtenia la mayor cantidad de biomasa inmovilizada (BI)
por gramo de soporte. El medio de cultivo fue renovando cada 2-3 dias en condiciones
de asepsia. Al finalizar este tiempo, se lavo el contenido del biorreactor con agua
ultrapura - 18 MQcm Millipore - estéril una vez, y se secé en estufa a 32 °C hasta peso
constante, este valor se considero peso final (Pf). Se determino la cantidad de biomasa
inmovilizada por diferencia del Ps menos el peso de la matriz sin bacterias. Esto se
guardo en freezer a -20 °C, sacandolo s6lo para llevar a cabo los ensayos.

Para monitorear la colonizacion de Pseudomonas veronii 2E sobre los diferentes
soportes, se llevo a cabo un analisis por microscopia de barrido electrénico (SEM) antes
de la inmovilizacion y al finalizar la misma mediante la contratacion de un servicio
brindado por el Centro Integral de Microscopia Electrénica (CIME) en Tucuman-
Argentina y en el Laboratorio de Microscopia en Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales de la Universidad Nacional de Buenos Aires (UBA).

Diseno de los reactores

Para el disefio de un reactor continuo (Ver Figura 35), se mantuvieron constantes los
parametros mas importantes, tales como temperatura, pH, caudal y agitacion.

Para ello, el reactor consistié en una jeringa de 60 mL de capacidad conectada en la
base con una manguera a través de la cual ingresaba el efluente. En la parte superior de

la jeringa se colocd, a modo de cierre, un tapon de goma perforado por un tubo de
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vidrio, de esta manera, al armar el reactor se obtenia un volumen de trabajo de 50 mL.
El tubo de vidrio, permitia la salida del efluente a través de una manguera de silicona.

El efluente circulaba mediante la accion de bombas peristalticas que trabajaban en
simultaneo con el mismo caudal, reguladas de forma tal que una vez lleno un reactor, la
soluciéon de cobre era trasladada a otro reactor y asi sucesivamente, teniendo la
precaucion de evitar pérdida de efluente por la parte superior de cada reactor. Para ello,
se procedid al sellado de la parte superior con cinta de teflon y Parafilm®. A su vez,
para asegurar que la temperatura se mantenga constante, cada reactor fue envuelto con
una camisa de circulacion de agua. La misma consistio en envolver las jeringas con
mangueras de paredes flexibles, a través de las cuales circulaba agua a 32 + 2 °C por la
accion de un bafio termostatizado. Para evitar variaciones de temperatura a lo largo del
sistema, se cubrieron las jeringas, con un material aislante similar al utilizado en
equipos de aires acondicionados.

Para aumentar el tiempo de contacto cobre-Bl y mejorar asi el proceso de biosorcion,
el sistema era continuamente homogeneizado. Esto se logré por un agitador magnético
colocado debajo de cada reactor que accionaba una bala magnética dentro de cada
jeringa. Este agitador magnético, ademas, tiene un dispositivo de regulacién de
temperatura que colaboraba para mantener la temperatura de trabajo constante.

Bomba peristaltica

O—,

Salida del Efluente

M

Bafio de agua caliente

(=
.

Material aislante —[r

Bomba peristdltica

)
7

[i Entrada del Afluente

Agitador magnético

- 32°C

Figura 35. Esquema del disefio de un reactor continuo.
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Reactor con recirculacion

Para el disefio del reactor con recirculacion (Rrc) se basé en el disefio del reactor
mencionado anteriormente, con la modificacion de que la entrada y salida del efluente
provenia de un unico reservorio de efluente modelo con contenido de cobre (Ver Figura
36).

ANANARANANANS
ANAARNNNNNN

Figura 36. Biorreactor con recirculacion.

En este caso consistio en una sola jeringa, a la cual se le introdujeron 5 EV de 0,08 g
cada una, que tenian adherida biomasa inmovilizada (1g Bl g soporte™) y se recircul6
200 mL de una solucién 1 mM de cobre. Se tomaron muestras a diferentes tiempos por

medio de jeringas de 5 mL conectadas a las mangueras, durante 216 h (9 dias). En
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simultaneo del ensayo, se media el control, que consistié en un reactor disefiado de la
misma manera pero que contenia 5 EV sin biomasa adherida.

Reactores conectados en serie

Para el disefio de los reactores conectados en serie (Rs) se colocaron tres reactores en
secuencia uno seguido del otro, cuyo disefio es el mismo descripto anteriormente. El
efluente modelo circulaba del reservorio (afluente) al primer reactor a traves de la
manguera ubicada debajo del primer reactor. Luego, una vez lleno, el efluente salia de
la parte superior del primer reactor y entraba por la parte inferior del segundo reactor y
asi sucesivamente. Una vez que los tres reactores se llenaban, el efluente se colocaba en
un segundo reservorio titulado “efluente tratado” (Ver Figura 37).

A la salida de cada reactor se encuentran los puntos de toma de muestras que

consistian en jeringas de 5 mL de capacidad.

Figura 37. Biorreactores conectados en serie
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Retencion de metal por la biomasa inmovilizada

Para estudiar la biosorcion del metal, se expuso la Bl a 50 mL de una solucién de
Cu(lIl) 1 mM, el pH fue ajustado a 5,5 con 0,5 mL de una solucién de Buffer MES 1M a
32 °C en un reactor tipo batch. Se tomaron muestras a diferentes tiempos durante 5 h y
una ultima a las 24 h y se cuantificé cobre en cada sobrenadante. En paralelo se llevo a
cabo el control abidtico para cada ensayo que consistié en 50 mL de una solucién de
Cu(ll) (0,5 /1 mM) con el buffer MES y el soporte sin bacterias.

Ademas, se construyeron dos tipos de reactores continuos. Por un lado, se disefié un
reactor con recirculacion (Rrc) con 50 mL de capacidad en donde se hizo recircular un
efluente modelo de cobre. Por otro lado, tres reactores conectados en serie (Rs) que
operan de forman continua fueron construidos y, al igual que el modelo de reactor
anterior, tienen 50 mL de capacidad. Cada reactor fue revestido con mangueras y
cubiertos con un material aislante en donde circulaba agua a 32 °C regulada por un bafio
térmico conectado a los reactores. Ambos reactores fueron enfrentados a 200 mL de un
efluente modelo de Cu(ll) 1 mM a pH 5,5 ajustado por 2 mL de una solucién de Buffer
MES 1 M durante 9 y 1 dia respectivamente. En paralelo, se llevaron a cabo los

controles abidticos descriptos anteriormente.

Desorcion de Cobre por la biomasa inmovilizada

Para evaluar la desorcion de Cu retenido por la Bl y la matriz, al finalizar el tiempo
de biosorcion, el biorreactor fue vaciado, luego se introdujo 17 mL de una solucién de
HCI 75 mM, esto se dejo incubar a 32 °C durante 30 min, se considerd esto como un
ciclo. Para evaluar en que instancia el Cu(ll) era enteramente desorbido se llevaron a
cabo dos ciclos més. Se determind la cantidad del metal en cada sobrenadante. Para Rrc
y Rs debido a que la cantidad de efluente era 200 mL, la desorcion se llevo a cabo en 80
mL con HCI 75 mM. Para el Rrc la solucion &cida se la recirculd durante 1 hora

mientras que al Rs se hizo recircular por cada reactor durante 10 minutos.
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Estudio de la inmovilizacion de la biomasa en matrices inertes

Se llevo a cabo el estudio del desarrollo bacteriano sobre la superficie de cada matriz.
La Figura 38. a), b), c), d), e) y f), muestran los cambios macroscépicos de la
superficie antes y después de la inmovilizacion bacteriana.

Figura 38. Cambios macroscépicos de la matriz: a: EV, b: PS'y c: PP antes de la
inmovilizacion bacterianay d: EV, e: PSy f: PP con la biomasa inmovilizada
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La Figura 39 muestra las imégenes de la colonizacion bacteriana sobre las diferentes
matrices obtenidas por Microscopia de Barrido Electronico (SEM). La Figura 39. d), e)
y f), corresponden a las matrices libres de biomasa y la Figura 39. a), b) y ¢), muestran
el desarrollo bacteriano sobre EV, PS y PP respectivamente. Las microfotografias SEM
evidenciaron que la bacteria pudo desarrollar un biofilm extenso sobre la esponja de
luffa, mientras que en piedra pomez, parece poder adherirse solo en los pliegues de la
superficie. Finalmente, como diatomitas present6 mayor porosidad, el crecimiento

bacteriano aparece como una delgada pelicula sobre la superficie.

| B orestow WO 40w Wogr 200KX  Soiasien [l | Yo piredcew WO 49w ege 200KX  sgwaewien [

Figura 39. Anélisis de la Bl por SEM: a: EV, b: PS, c: PP con biomasa inmovilizada y d:
EV, e: PSy f: PP sin la biomasa adherida.
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Cu(ll) [mM]

Cinéticas de biosorcion de Cu(ll) por la biomasa inmovilizada en

reactores Batch

A continuacion, se muestran los resultados méas relevantes de la retencion de Cu(ll)
por la biomasa inmovilizada (Bl). Se puede observar en la Figura 40, Figura 41 y
Figura 42, el Cu(ll) residual en funcion del tiempo cada ensayo con sus respectivos

controles abidticos.

=e=Bjosorcion

Como puede observarse en la Figura 40 y Figura 41, la concentracion de cobre
residual obtenida por la Bl y la matriz ((0,36 £ 0,01) mM y (0,79 + 0,01) mM) fue
menor que la del soporte libre de biomasa siendo de 0,866 + 0,004 mM y 1,12 + 0,02
mM para EV y PP respectivamente. Esto se corresponde con un porcentaje de
biosorcion de (71 £ 2)% vy (33 £ 1)% para la Bl y la matriz vs. (27 +2)% y (7 £ 1)%
del soporte sin biomasa, para EV y PP respectivamente, evidenciando la influencia
bacteriana sobre la biosorcién de cobre. El grupo de investigacion de Verma (2013)
obtuvo resultados similares estudiando la biosorcion de cobre por Penicillum citrinum
inmovilizado en alginato de calcio. En este estudio, la biosorcion evaluada fue 76,2%
pero usando una concentracion del metal seis veces menor. Los resultados de biosorcion
obtenidos en la Figura 40 y Figura 41 se corresponden con los hallados en el estudio
de la biomasa inmovilizada en los diferentes soportes, en donde la bacteria pudo

colonizar exitosamente la superficie completa de la esponja de luffa, mientras que en PP

Capitulo 2- Resultados y Piscusiongs

de Cu(ll) 55
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Figura 40. Biosorcion de Cu(ll) por la Figura 41. Biosorcion de Cu(ll) por la Bl
Bl en EV a 32 °C bajo agitacion. en PP a 32 °C bajo agitacion.
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solo crecid en los pliegues del mismo. Debido a esto, es esperable que la Bl en EV

presentara la mayor biosorcion y en PP los valores sean notoriamente mas bajos.

1,5
='w=Bijosorcion de
Cu(Il) porla
= 1,0 Bl en PS
-~
g
=
g-' =O=Sorcion de
o 05 Cu(II) por
PS como
conftrol
0’.0 L | L | L | L | L |
0 5 10 15 20 25

Tiempo [h]

Figura 42. Biosorcién de Cu(ll) por la Bl en PS a 32 °C bajo agitacion.

En la Figura 42 se observa una concentracion residual de (0,10 £ 0,03) mM y (0,132
+ 0,004) mM. Esto se corresponde con un porcentaje de biosorcion del (92 £ 2)% y
(91,4 +£0,3)% para la Bl en PS y por la matriz sin biomasa respectivamente. A pesar de
que en este sistema se obtuvo la retencion de cobre mas alta, practicamente la totalidad
de la retencion del metal ocurre por la PS. Ademas, las particulas de diatomitas se
disgregan quedando como un fino polvo en suspension durante el experimento,
haciendo este método inadecuado para el proposito establecido.

A modo de conclusién, se puede decir que efectivamente la EV fue la matriz mas
apropiada para inmovilizar P. veronii 2E, ya que la bacteria pudo colonizar enteramente
la superficie de la matriz con una alta retencion (71 £ 2%). Incluso, estos valores de
biosorcidn son mas altos que los obtenidos en otros trabajos como el de Tsekova (2010)
que lograron una retencion del 34,4% del metal. Por lo tanto, los ensayos siguientes
fueron continuados so6lo con la Bl en esponja de luffa. Cabe destacar que en todos los
casos, la biosorcion ocurre sorprendentemente rapido, obteniendo la mayor cantidad del

metal a las 3 h, esto tiene una significancia practica para un proceso de biorremediacion.
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Los resultados de la biosorcién de la Bl en las diferentes matrices se resumen en la
Tabla 12.

Tabla 12. Biosorcion de cobre por la Bl en diferentes matrices.

Matrices Ci Cu(ll) [mM] Cf Cu(ll) [mM] g [mmol/g] mmol Cu(ll) residuales % Biosorcion

Bl en EV 1,25+0,01 0,36+0,001 0,056+0,001 0,018+0,001 71+2
EV (Control) 1,19+0,02 0,866+0,004 0,041+0,004 0,0433+0,0002 27+2

Bl en PP 1,186+0,001 0,79+0,01 0,032+0,001 0,040+0,001 33+1
PP (Control) 1,20+0,01 1,12+0,02 0,007+0,001 0,056+0,001 7+1

Bl en PS 1,25+0,02 0,10+0,03 0,0458+0,0002 0,005+0,001 92+2
PS (Control) 1,16+0,01 0,132+0,004  0,0417+0,0003 0,0066+0,0002 91,4+0,3

Cinéticas de biosorcion de Cu(ll) en reactores continuos

Para el estudio de biosorcién de cobre en reactores continuo, se disefid, por un lado,
un reactor continuo con recirculacion (Rrc) y por otro lado tres reactores que operan de
manera continua (Rs). Ambos fueron cargados con la biomasa inmovilizada en EV y se
las enfrentd a 200 mL de un efluente modelo conteniendo 1 mM de Cu(ll) bajo las
condiciones anteriormente mencionadas. Los resultados se muestran en la Figura 43 y
Figura 44, donde para el Rrc se observa una concentracion de cobre residual de (0,67 +
0,04) mM y (0,23 £ 0,02) mM a las 24 y 216 h respectivamente. Esto se corresponde
conun (33 £ 5% y (77 + 2)% de biosorcion correspondiente a la Bl y la EV, de los
cuales el 27% y 50% corresponde solamente a la biosorcién por parte de la biomasa a 1

y 9 dias respectivamente.

Para el Rs, se midio la cantidad de cobre en mmol, a la salida de cada reactor y en el
efluente, obteniéndose (0,04 + 0,01), (0,025 + 0,003), (0,013 £ 0,001 y (0,038 + 0,001)
mmol de Cu(ll) para el reactor 1, 2, 3 y efluente respectivamente. Se calcularon los
mmol de cobre biosorbidos por diferencia entre los mmol iniciales (cantidad de cobre en
el afluente) y residuales, obteniéndose un total de 0,154 mmol, cantidad de metal que se
corresponde con un porcentaje de biosorcion del (56 + 7)% a las 24 h. El grupo de
trabajo de Liu (2013), reporto resultados similares con un porcentaje de biosorcion del
55,4% pero usando una concentracion inicial menor de cobre (0,79 mM).
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Figura 43 Biosorcion de Cu(ll) por la Bl en EV, a 32 °C en un volumen final de 200 mL
por 9 dias, en un biorreactor continuo con recirculacion. La concentracion del metal
medida en el sobrenadante se observa en rojo por la Bl sobre la matriz y en azul la

biosorcién correspondiente a la matriz sola como control.
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Figura 44. Biosorcion de Cu(ll) por la Bl en EV a 32 °C en un volumen final de 200 mL en
tres reactores continuos durante 24 h. En (@) se muestra la concentracion residual de
metal para el reactor 1 (en azul), para el reactor dos (en rojo) y para el reactor 3 (en
verde). Los controles (A ) con sus respectivos colores y la concentracion inicial de metal en

amarillo.
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A pesar de que los resultados muestran una biosorcion de cobre mayor en el Rs
comparado con el Rrc a las 24 h ((56 £ 7) % vs. (33 = 5)), el Rs contenia una mayor
biomasa inmovilizada. Para evaluar cual de los sistemas era el mas eficiente, se
comparé la capacidad normal de biosorcion de un sistema g en ambos reactores, Rrc y
Rs, a las 24 h. Asi, g' se calcula de acuerdo con la Ecuacion 6.

q =— (6)

nt

Donde g es el numero de sitios ocupados y nt es la cantidad inicial de Cu(ll) en

mmol.

En este sentido, es posible comparar la capacidad normal de biosorcién de Cu(ll) de
cada sistema, independientemente de la cantidad de biomasa y metal con el que trabaja.
Los resultados de q' fueron 0,34 y 0,43 g para Rs y Rrc respectivamente. Para una
mayor comprension sobre el rendimiento de Rs, se evalud un balance de masa teniendo
en cuenta que la cuantificacion del metal se centr6 en Cu(ll) residual. Para este
propdsito, se midid el cobre en el sobrenadante a la salida de cada reactor y en el
reservorio del efluente tratado como se menciond anteriormente. Al integrar el balance
de masa con los valores de ¢', se podria concluir que el reactor con recirculacion es mas
eficiente que 3 reactores conectados en serie, uno secuencialmente después del otro. Un
punto interesante para profundizar en este analisis seria determinar la biosorcion de
Cu(ll) mediada por la Bl en los reactores conectados en serie, agregando una
recirculacién del efluente de 1 a 9 dias y compararlo nuevamente con el Rrc. En las
Tabla 13 y Tabla 14 se resumen los resultados de la biosorcién de cobre obtenidos por

la Bl en EV en ambos reactores.
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Tabla 13. Biosorcion de cobre mediada por la Bl en Rs

Bl en EV en Rs
[mM] ailsitel e q %Cu residual
sobrenadante
Reactor 1 0,9+0,3 0,04+0,01 0,05+0,02 16+4
Reactor 2 0,5+0,1 0,025%0,003 0,08+0,01 10+2
Reactor 3  0,27+0,01 0,013+0,001 0,10+0,01 5+1
Afluente 1,4+0,1 0,28+0,02 - 100
Efluente  0,77+0,02 0,038+0,001 - 13,2+0,3

Tabla 14. Biosorcién de cobre mediada por la Bl en Rrc.

Bl en EV en Rrc

Tie”rﬁpo [MM] m:;?eln;gn(t: )] q %Bcilc;sgrucién
24 0,67+0,04 0,133+0,009 0,08+0,01 3345
48 0,56+0,06 0,11+0,01 0,11+0,02 4316
72 0,47+0,02 0,095+0,005 0,13+0,05 5242
168 0,33+0,02 0,065+0,005  0,167+0,003 6742
216 0,23+0,02 0,046+0,004  0,191+0,004 7742

Ensayos de desorcion de cobre por la biomasa inmovilizada en reactores

batch

Para la desorcidn de cobre por la Bl, los ensayos se basaron en los mejores resultados
obtenidos en el Capitulo 1 (0,075 M de HCI). Las desorciones de cobre por la Bl en
cada soporte se expresan en concentracion de cobre residual obtenida en funcion del

namero de ciclos realizados y se muestran en la Figura 45, Figura 46 y Figura 47. En
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las mismas, se puede observar un patrén similar de desorcion en la cual la cantidad de
cobre recuperado desciende desde el primer al tercer ciclo. Este patron de cobre
recuperado en funcion de los ciclos realizados es idéntico al obtenido para la desorcion
por la BL en el Capitulo 1.

En la Figura 45 se visualiza una cantidad de Cu(ll) en el sobrenadante de (0,026
0,001), (0,0083 + 0,0002) y (0,0021 £ 0,0001) mmol, correspondiendo a un porcentaje
de recuperacion de cobre de (54 £ 4)%, (17,5 £ 0,8)% vy (4,3 = 0,4)% para el primer,
segundo y tercer ciclo. Mientras que en la Figura 46 se observa una cantidad de Cu(ll)
de (0,0164 + 0,0002), (0,00544 + 0,00001) y (0,00262 + 0,00007) mmol, esta cantidad
de metal obtenido se corresponde con un porcentaje de recuperacion del (82 + 8)%, (27
+2)% vy (13,0 £ 0,7)% para el primer, segundo Y tercer ciclo. Por Gltimo, en la Figura
47 se obtuvo (0,0270 + 0,0002), (0,0113 + 0,0002) y (0,00566 * 0,00002) mmol, siendo
los porcentajes de recuperacion (46,8 + 0,2)%, (19,6 + 0,3)% y (9,81 + 0,01)% para el
primer, segundo Y tercer ciclo. De esta manera, se obtuvo una recuperacion total de
cobre de (76 + 5)%, (100 = 11)% vy (76,3 = 0,5)% para la Bl en EV, PP y PS
respectivamente.

El grupo de trabajo de Akhtar (2004) obtuvo resultados similares, el 98% de
desorcion de Ni(ll) (10 mg/L) por Chlorella sorokiniana inmovilizada en esponja de
luffa, mientras que con la misma matriz mostraron un (76 + 5)% de desorcion de Cu(ll).
Aunque el porcentaje de recuperacion de metal obtenido en este estudio es menor al que
reporta Akhtar, es valido mencionar que la concentracion de metal inicial usada en este
ensayo fue seis veces mayor que la de su grupo de investigacion, lo que confirma que el
agente de desorcion usado es adecuado para este sistema. Desafortunadamente, si bien
en la literatura Ni et al. (2012) se registran experimentos de desorcion de metales, sus
datos son insuficientes para comparar y asegurar la viabilidad del método desarrollado

en este trabajo para Cu(ll).
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0,06 , _ 0,06
=O=Desorcion de =o=Desorcién de
0,05 - Cu(ll) porla Bl 0,05 Cu(ll) por la BI
S 004 ] enEv 9 004 en PP
S g8 <-Desorcionde £ 0,03 - ~=Desorcion de
£ Cu(ll)porlaEV = Cu(ll) por PP
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Figura 45. Desorcion de Cu(ll) retenida en la Bl en Figura 46. Desorcion de Cu(ll) retenida en la Bl en
EV en azul y su correspondiente control (EV) en PP en azul y su correspondiente control (PP) en verde
verde a 32 °C, bajo agitacion. a 32 °C, bajo agitacion.

0,06 =C=Desorcion

0,05 & de Cu(ll) por
— la Bl en PS
o 0,04 -
£
£ 0,03 - -0=Desorcién
= i de Cu(ll) por
= 0,02
3 ’ PS como

0,01 A control

0,00 .

0 1 2 3

Numero de Ciclos

Figura 47. Desorcion de Cu(ll) retenida en la Bl en PS en azul y su correspondiente control (PS)

en verde a 32 °C, bajo agitacion.
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Los resultados de desorciéon de Cu(ll) retenida en la Bl en los diferentes soportes se
resumen en Tabla 15, Tabla 16 y Tabla 17.

Tabla 15. Desorcion de cobre retenida en la Bl en EV y su control en reactor batch.

Bl en EV EV (Control)
(0) 0)
[mM] mmol Cu(ll) Yo y [mM] mmol Cu(ll) Yo y
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcion
C'f'o 1,51+0,08  0,026+0,001 54+4  125+#001 0,016£0,001  100+11
C'2C'0 0,49+0,01 0,0083+0,0002 17,5+0,8 - - -
C'g'o 0,1240,01 0,0021+0,0001  4,3+0.4 ; - ;
Tabla 16. Desorcion de cobre retenida en la Bl en PP y su control en reactor batch.
Bl en PP PP (Control)
0] (0)
[MM] mmol Cu(ll) Yo 5 [MM] mmol Cu(ll) Yo 5
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcidon
C'lc'o 0,9740,01  0,0164+0,0002 82+8 0,414£0,001  0,00704+0,00002 100,0+0,2
C'2C'0 0,320£0,001 0,00544+0,00001 1542 - - -
c|§|o 0,154+0,004 0,00262+0,00007  3,0+0,7 - ; ;
Tabla 17. Desorcion de cobre retenida en la Bl en PS y su control en reactor batch.
Bl en PS PS (Control)
(0] (0)
[MM] mmol Cu(ll) %) 5 [MM] mmol Cu(ll) %0 5
sobrenadante Desorcion sobrenadante Desorcidn
C'f lo 2,16+0,01 0,0270+0,0002 46,8+0,2 2,12+0,01 0,0265+0,0003 51,5+0,9
C'§'° 091+0,02  0,0113+0,0002  19,6+0,3 0,894+0,001 0,01117+0,00001 21,7401
Ciclo 0,453+0,001 0,00566+0,00002 9,81+0,01 0,445+0,006 0,00556+0,00007 10,8+0,2

3
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Desorcion de Cobre por la biomasa inmovilizada en reactores continuos

Para el Rrc y Rs, como el volumen del efluente modelo fue de 200 mL, la desorcidn
se llevo a cabo en un volumen final de 80 mL de desorbente 0,075 M, discriminando la
desorcion de la matriz libre de biomasa. Los resultados de desorcion para el Rrc se
muestran en la Figura 48, donde se puede observar la maxima concentracion desorbida

a los 60 minutos, siento una desorcion caso total (96 * 2) %.

2,5 -
20 - =O=Desorcién por
’ la Bl en EV
= 15 en Rrc
E
= 10
5
O 0,5
0,0 n n n n n n 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo [min]

Figura 48. Desorcion de Cu(l1) retenida en la Bl en EV en un reactor con recirculacion a
32°C.

En la Tabla 18 se muestra un resumen de los resultados de desorcién obtenidos por
la Bl en EV en Rrc hasta los 60 min completando la desorcién a los 90 min. Estos
porcentajes de recuperacion son mayores al obtenido con BL en 30 min (54 + 4%). Para
Rs, los resultados se compilaron en la Tabla 19, en donde se muestra la desorcion de
cobre obtenida por la Bl y la EV fue del (48 £ 1)%.
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Tabla 18. Desorcion de cobre retenida en la Bl en EV en Rrc.

Bl en EV en Rrc

T[iririnnqo i) mTeZIi(iJl;(ll ) Des;/fci(’)n
5 0,85+0,07  0,07+0,01 45+4
10 1,10+0,08  0,09+0,01 58+6
15 1,33+0,05 0,106+0,004 71+4
20 1,4+0,1 0,11+0,01 7418
25 1,51+0,09 0,12+0,01 80x7
30 1,60+0,05 0,128+0,004 85+5
60 1,82+0,07 0,15+0,01 96+2

Tabla 19. Biosorcion / Desorcion de cobre por la Bl en EV en Rs.

o ) _ Cu(ln Cu(ln)
Cu Inicial Cu adsorbido  Cu desorbido ) )
porcentaje porcentaje
[mmol] [mmol] [mmol] ) )
adsorbido desorbido
Bl + EV 0,28+0,02 0,15+0,02 0.074+0,002 56+7 48+1

Evidentemente, los porcentajes bajos de desorcion en Rs podrian estar asociados a un
tiempo de contacto insuficiente entre el sistema y el desorbente. Esta conclusion se basa
en los resultados obtenidos en Rrc, donde Bl en EV pudo desorber casi todo el Cu(ll)
retenido (96 = 2) %.
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Conclusiones

En este segundo capitulo de tesis, se estudié la inmovilizacion de Pseudomonas
veronii 2E en diferentes soportes: esponja de luffa (EV), piedra pémez (PP) y piedras
sanitarias (PS), en las cuales la bacteria pudo adherirse exitosamente.

Una vez inmovilizada la biomasa, se evalué el soporte mas adecuado para un
biotratamiento de remediacion de cobre de un efluente modelo. A través de estudios de
Microscopia de Barrido Electronico (SEM), se pudo estudiar el crecimiento de la
biomasa sobre cada superficie, y se hallé que P. veronii 2E pudo colonizar mejor la
superficie de la esponja de luffa. Estos resultados se correspondieron con las diferencias
de biosorcion obtenidas por la Bl en cada matriz, en donde la mayor retencién de cobre
se obtuvo para este sistema alcanzando un porcentaje de biosorcién del (71 + 2)% en 24
h. Ademas de la cantidad de BI, la esponja de luffa presentd mayor resistencia
mecanica, a diferencia de las PS que se disgregaron en medio acuoso a las 24 h. Otro
criterio que se tuvo en cuenta para su eleccion, es la mayor porosidad de esta matriz
cuando se la compara por ejemplo con PP en la que la biomasa sélo pudo crecer en los
pliegues de la superficie a diferencia de lo que ocurrié con EV en donde la trama de la
matriz permitié el desarrollo del biofilm en la totalidad de su superficie. Asi, se
determind que la matriz mas adecuada para el crecimiento de Pseudomonas veronii 2E
fue la esponja de luffa, soporte que se utiliz6 para el resto de los ensayos.

Por otro lado, se evidenci6 la capacidad tanto de la bacteria como de cada matriz de
desorber cobre, usando la concentracion de desorbente en la que se obtuvo la mayor
recuperacion del metal en el Capitulo 1. Asi, se concluyd que el HCI es un desorbente
eficaz para los sistemas ensayados ya que se obtuvieron buenos porcentajes de
desorcion de cobre por la Bl en cada matriz, obteniendo una recuperacion de metal del
(54 £ 4)%, (82 + 8)% y (46,8 £ 0,5)% para la Bl en EV, PP y PS respectivamente.

Uno de los objetivos que se plantean en la introduccion general, es poder utilizar este
tipo de biotratamiento a escala industrial. Si bien previamente se necesitan los ensayos a
escala laboratorio, es imperativo que haya un proceso con continuidad para facilitar la
remediacion del efluente. Esto se debe a que si se opera en batch implicaria un llenado
del reactor a volimenes muy grandes, seguido de un vaciado del reactor al finalizar
cada etapa lo que incrementaria enormemente los tiempos de tratamiento, costos

energéticos, mano de obra, etc. Por ello, para lograr un oOptimo disefio del
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biotratamiento, se construyeron dos reactores que operan de manera continua. Por un
lado, se construyd un reactor continuo con recirculacion del efluente (Rrc) y, por otro
lado, se construyeron tres reactores continuos conectados en serie (Rs). A pesar de que
los resultados obtenidos mostraron una biosorcion de cobre del (33 = 5)% Yy (55,8%)
para Rrc y Rs respectivamente, se demostré que un reactor con recirculacion es un
disefio mas eficiente tanto para el proceso de biosorcién como para la recuperacion del
metal, siendo la capacidad normal de biosorcion de Cu(ll) de cada sistema (q') de 0,34 y
0,43 g para Rs y Rrc respectivamente. También, en este tipo de disefio (Rrc), el tiempo
de contacto entre el sobrenadante y la Bl en EV es mayor, permitiendo una desorcion
casi completa del metal. Este objetivo no se pudo alcanzar con este mismo sistema en
Rs, obteniéndose una recuperacion de cobre del (34)% y (96 + 2) % para Rs y Rrc
respectivamente.

Al comparar los resultados de biosorcion obtenidos por la Bl en EV en Rrc y reactor
batch, es interesante destacar que, aunque la retencion de cobre fue mayor en el reactor
batch que en continuo (71 £ 2)% vs. (33 = 5)% a las 24 h, este Gltimo tiene més de 3
veces la cantidad de metal que el primero, y, si observamos el resultado de retencién de
cobre a los 9 dias en el Rrc, se obtuvo un porcentaje de biosorcion del (78,2 + 0,6)%
usando la misma cantidad de biomasa en ambos reactores. Esta conclusion es
extremadamente valiosa, ya que implica mayores retenciones del metal sin ningun tipo
de modificacion del sistema.

Asi, al inmovilizar la biomasa, se mantuvo una elevada biosorcion de metal, pero con
la ventaja de una mayor facilidad de la separacion biomasa—efluente tratado, sin pasos
posteriores como por ejemplo una centrifugacion, minimizando los costos y abriendo la
posibilidad de reutilizar el sistema.

A pesar de las numerosas ventajas presentadas a lo largo de este capitulo, hay que
mencionar que este tipo de biotratamiento tiene sus limitaciones como tasas més lentas
en la remocion de metales de los efluentes en comparacion con los métodos fisicos y
quimicos. Sin embargo, no se debe descartar la ventaja de este proceso al ser mas
econdmica, ya que no hay dependencia de un metabolismo bacteriano activo respaldado
por una matriz econémica, y la posibilidad de reutilizacion. Ademas, este proceso no
genera efluentes secundarios como si lo hacen los procedimientos fisicoquimicos,
convirtiéndose en una alternativa ecoldgica y, por lo tanto, una tecnologia sostenible

para eliminar el cobre de manera eficiente.
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Es necesario mencionar que, a la hora de remediar efluentes reales, hay que tener en
cuenta la elevada posibilidad de hallar presencia de ligandos metélicos, por lo que se
esperaria que la capacidad complejante disminuya la disponibilidad de metales entre
otras interferencias. Es por este motivo, no se debe ignorar la enorme complejidad que
un efluente real representa, por lo que se vuelve imperativo un estudio més profundo, a
través del andlisis y su caracterizacion posterior.

Este capitulo constituye un paso necesario y fundamental para el disefio de un
biotratamiento eficiente y econdmico, ya que ademas de las ventajas explicadas en el
Capitulo 1, se solventa la limitacion del uso de biomasa libre mediante la

inmovilizacién de la misma.
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Introduccion

Las crecientes y continuas descargas de grandes cantidades de metales de relevancia
ambiental (MRA) en el ecosistema y la necesidad de métodos de remocion
ambientalmente amigables y sostenibles, ha impulsado la bdsqueda de nuevos
procedimientos para la remocion de estos compuestos. Desde este punto de vista, los
procesos de biotratamiento bioldgicos basados en la biosorcion y bioacumulacion de
MRA se presentan como tecnologias innovadoras mas eficientes y ecolégicamente
amigables. Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) son un ejemplo del
desarrollo de estrategias de supervivencia por las bacterias en ambientes contaminados
con metales, por lo que las nuevas tecnologias buscan aprovechar este tipo de respuesta
microbiana para su implementacion en el desarrollo de biotratamiento de aguas

residuales (Ferreira et al. 2017).

Definicion de EPS

Algunos autores usan la abreviatura EPS como un término mas general para
representar diferentes tipos de macromoléculas tales como polisacaridos, proteinas,
acidos nucleicos, lipidos y otros componentes poliméricos presentes en el interior de
varios agregados microbianos. Otros autores, proponen que todos los polimeros fuera de
la superficie externa de la célula, que no estan anclados directamente a ella, son EPS.
Sin embargo, la gran mayoria de los reportes bibliograficos establecen que los EPS son
principalmente secreciones de microorganismos de elevada masa molar y productos de
lisis celular e hidrolisis de macromoléculas localizadas tanto en el exterior de las células
como en el interior de agregados microbianos (Sheng, Yu, and Li 2010), que
constituyen la forma de vida de la mayoria de los microorganismos, como los biofilms o
biofldculos (Cordoba Velandia 2011). Esta dltima definicion es la que se adoptara en
esta tesis, denominando las sustancias poliméricas extracelulares como EPS.

Esta mezcla compleja de biopolimeros es producida tanto por agregados microbianos
como los biofilms, biofléculos y biogranulos como por una gran variedad de bacterias

en estado planctonico incluyendo procariotas y eucariotas.
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Tipos de sustancias poliméricas extracelulares

Existen diferentes criterios de clasificacion de los exopolimeros microbianos;
(Ferreira 2016) establece que independientemente de su origen, los EPS se pueden
clasificar en:

EPS unido (EPSu): Si se encuentran unidos a la superficie de la célula.
EPS soluble (EPSs): Si se hallan suspendidos en el medio liquido circundante.

A esta definicidn, Sheng (2010) agrega que la estructura del EPSu generalmente se
representa mediante un modelo de dos capas. La capa interna, que consiste de EPS
fuertemente unido (FU-EPS o TB-EPS por sus siglas en inglés), tiene una forma
determinada, estd unida firmemente y de forma estable con la superficie de la celula. La
capa exterior, por otro lado, consiste en EPS débilmente unido (DU-EPS o LB-EPS por
sus siglas en inglés), una capa mucosa suelta y dispersable (Ver Figura 49). Ademas,
Sheng (2010) establece que el DU-EPS en agregados microbianos es siempre menor
que el de FU-EPS, y por lo tanto puede tener cierta influencia en las caracteristicas de

los agregados microbianos.

AN

Souble EPS

BOUND EPS

Figura 49. Esquema de los diferentes tipos de EPS bacteriano: EPS soluble, EPS
fuertemente unido (TB) y débilmente unido (LB). (Imagenes extraidas de Alaba et al. 2018 y
Sheng et al 2010).
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Otros autores, como Cordoba Velandia (2011), clasifican los EPS en:
EPS extraibles: Son aquellos que constituyen la fraccion que se encuentran intimamente
ligada a la superficie de la célula. Aca se incluyen macromoléculas solubles, coloides y

las mucosas.

EPS solubles: Es la fraccion que tiene la capacidad de moverse libremente entre los
fléculos. Estos incluyen los polimeros capsulares, geles condensados, polimeros
débilmente unidos y material organico adjunto (Cordoba Velandia 2011).

A lo largo de esta tesis se enfocaré en las sustancias poliméricas extracelulares que
no se encuentran unidas a las células y se referiran hacia ellas como EPSs o

simplemente EPS.

Funcién de las sustancias poliméricas extracelulares

Los EPS cumplen funciones vitales dentro de los aglomerados microbianos, entre
muchas de ellas, se puede mencionar: permiten la formacién de una matriz
tridimensional que mantiene a los microorganismos unidos, también intervienen en la
adhesion del biofilm a la superficie o, ayudan a la retencién de agua en casos de escasez
(Cordoba Velandia 2011). Otra funcidon importante es la acumulacién de enzimas
activas, como las involucradas en la digestion de macromoléculas exdgenas, para
adquisicion de nutrientes cuando las condiciones del medio son hostiles, aumentando la
posibilidad de supervivencia. Asimismo, estabilizan la estructura del biofilm, como es el
caso del DNA extracelular, el cual demostré ser un componente fundamental ya que
media la interaccién célula-célula. De hecho, se ha demostrado que la remocion del
DNA extracelular por un tratamiento con DNasa a etapas iniciales interfiere con la
maduracion del biofilm. Pero, en biofilms maduros, el mismo tratamiento mostré un leve
impacto sobre la arquitectura del mismo (Ghafoor, Hay, and Rehm 2011). EI EPS forma
también, una barrera protectora que brinda resistencia a biocidas y otros agentes nocivos
(Laspidou and Rittmann 2002). Por otro lado, permite a los microorganismos vivir
continuamente en altas densidades celulares en comunidades estables de poblaciones
mixtas. En otras palabras, la matriz del EPS es un medio que permite la cooperacion y
comunicacion entre células en agregados microbianos. La adhesion y cohesién ocurre

entre el EPS y la biomasa, entre otros sélidos suspendidos, por formacion de complejos



Universidad Nacional Capitulo 3~ Introduccién
de General Sarmiento

originados por diferentes interacciones como fuerzas de London, interacciones
electrostaticas y puente hidrogeno, las cuales llevan a la formacion de biofléculos. Estas
propiedades de los exopolimeros los hacen adecuados para muchas aplicaciones tales
como floculacién, sedimentacion, deshidratacion, union a metales y remocion de
compuestos organicos toxicos. Ademas, la biosintesis de los EPS promueve la fijacion
de las células a un soporte sélido, esto ayuda en el establecimiento y continuacion de
colonias microbianas para la estructura de un biofilm maduro y protector del estrés del
entorno (Nouha et al. 2018).

Diversos articulos estudian la biosintesis de los EPS, como Rehm (2015) que estudio
la biosintesis critica y las rutas metabdlicas de la biosintesis dependiente del tipo de
EPS por ejemplo, homopolisacaridos o heteropolisacaridos. Las tres etapas principales
de los EPS involucradas en la sintesis son: asimilacion del sustrato de carbono, sintesis
intracelular del polisacarido y exudacion de EPS fuera de la célula. Sin embargo, estos
pasos dependen de mdltiples factores como ser: la especie microbiana (genes
involucrados en la sintesis de EPS), la composicién del medio (fuente de carbono y
nitrégeno y relacion C/N) y las condiciones de trabajo (pH, temperatura, oxigeno

disuelto) entre otros.

Composicion de las sustancias poliméricas extracelulares

Los EPS estan compuestos de polisacaridos, proteinas, sustancias humicas, acidos
nucleicos, etc. Estos exopolimeros presentan diversos grupos funcionales cargados en la
superficie como carboxilos, aminos, fosfatos, carbonilos, grupos hidroxilos que podrian
interactuar con contaminantes disueltos a través de intercambio idnico y formacién de
complejos. Como la mayoria de los exopolimeros producidos por bacterias, tienen una
polaridad, por lo que pueden existir en diferentes configuraciones dependiendo del pH,
temperatura, fuerzo ionica, electrolitos en soluciones, etc. Estos factores pueden
cambiar la conformacion completa y la orientacién de grupos funcionales afectando la
carga efectiva, y por lo tanto, las propiedades de adsorcién a cationes metalicos (Mao,
Hu, and Yan 2011).

Algunos estudios han reportado que la cantidad de EPS liberada en procesos
anaerdbicos de tratamiento de aguas residuales es menor que las que se libera en un

proceso aerobico. Esto puede ser debido a que la produccién de EPS en un proceso



Universidad Nacional Capitulo 3~ Introduccién
de General Sarmiento

anaerdbico esta restringida por las bacterias metanogénicas o que los biopolimeros son
degradados a CO. y CHa. Sin embargo, en cuanto a la composicion, la fraccion de
proteinas que se producen en un proceso anaerobico es mayor gque para un proceso
aerobico (Cordoba Velandia 2011).

En otros estudios, se muestra que la extraccion de EPS en los procesos anaerdbicos
es mas dificil que en procesos de lodos activados aerébicos, debido a la fraccion mineral
presente en los lodos granulares y a la conformacion compacta de los granulos
anaerobicos.

La importancia de los EPS en los sistemas de tratamiento biol6gico de aguas
residuales radica en gran medida en su relevancia de diferentes aspectos para los
agregados de microorganismos, asi como en su relacion con la sedimentacién del lodo
(Cordoba Velandia 2011).

Factores que influyen en la produccion de los EPS

La estructura quimica de las sustancias poliméricas secretadas por ceélulas
microbianas dependientes de las diferentes condiciones ambientales es diversa (Kuang
et al. 2019).

Los polisacaridos y proteinas son los componentes principales del EPS (comprenden
entre un 75%-90% de su masa) y en menor medida se encuentran los acidos nucleicos,
lipidos, &cido urdnicos, glicoproteinas y algunos compuestos inorganicos. En el EPS de
los lodos de tratamiento de aguas residuales, casi el 20% en peso lo componen
sustancias humicas, mientras que en cultivos celulares de Pseudomonas NCIMB 2021
la composicién del EPS solubles y capsular es un copolimero de carbohidratos y
proteinas. Para el exopolimero extraido del biofilm de Pseudomonas putida las proteinas
fueron el componente principal (75%) seguido de los polisacaridos y DNA. La fraccion
proteica de la matriz del EPS no se ve fuertemente afectada por el tipo de fuente de
carbono del medio de cultivo. Esto se corresponde con las observaciones de algunos
trabajos, donde se reportaba un contenido persistente de proteinas (del EPS de los lodos
activados), cuando los microorganismos eran suplementados con diferentes tipos de
fuentes de carbono como glucosa o acetato de sodio. Por otro lado, la adicion de

diferentes fuentes de nitrégeno afecta el contenido proteico. Por ejemplo, en situaciones
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limitacion de NH4ClI, se report6 que el contenido proteico del EPS se vio incrementado
(Ferreira 2016).

Otro de los polimeros que constituyen el EPS es el DNA, componente intracelular
que se libera cuando la célula se lisa, que puede ser absorbido por la matriz polimérica.
Las sustancias himicas son componentes que estan presentes naturalmente en los lodos
activados proveniente de la hidrolisis de residuos orgéanicos. Las mismas pueden quedar
adsorbidas a la matriz polimérica (biofilm) por diferentes grupos funcionales como
grupos carboxilicos y fendlicos. EI DNA y las sustancias humicas han sido reportadas
como influyentes en las propiedades seroldgicas y la estabilidad de los biofilms. Un
ejemplo de esto lo constituye un estudio que demuestra que el DNA extracelular es
requerido para el establecimiento inicial del biofilm en Pseudomonas aeruginosa debido
a que ayuda a la adhesion bacteria-superficie por modulacién de las cargas e
hidrofobicidad de las interacciones entre el microorganismo y la superficie abiotica
(Ghafoor, Hay, and Rehm 2011). En forma similar, el biofilm formado por muchas otras
bacterias libera especificamente DNA en condiciones de estrés o debido a la lisis

celular.

Meétodos de extraccion de EPS

El proceso de extraccién es un paso fundamental para la caracterizacion y el estudio
de los EPS. Un buen método de extraccion es aquel que es efectivo en la liberacién de
EPS, generando la menor lisis celular y no produce alteracion de las caracteristicas de
los exopolimeros (Cordoba Velandia 2011). Sin embargo, debido a que no existe un
método universal para este procedimiento, es importante que el que se seleccione para
utilizar sea determinado para cada caso dependiendo de las necesidades y limitaciones
especificas. De hecho, algunos autores aseguran que los EPS extraidos por un solo
método no son representativos de la cantidad total.

Existen una gran variedad de procesos que se han implementado en las Gltimas
décadas con el fin de extraer los EPS, dentro de los cuales se encuentran métodos que
involucran procesos fisicos, quimicos o una mezcla de ambos.

Métodos fisicos: Se basan Unicamente en fuerzas mecanicas (a excepcion del método

por vapor).
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» Centrifugacion: Se usa comUnmente para separar los EPS solubles de la

biomasa basandose en las diferencias de densidades de los compuestos. Sin
embargo, este método no provee una extraccion significativa de los EPS
presentes en los agregados de microorganismos, debido a que usualmente en
estos aglomerados, los componentes se encuentran intimamente ligados. Este
método es comunmente utilizado como control, ya que emplea una técnica
menos destructiva.

» Ultrasonido: se basa en la obtencién de una fuerza cortante a partir de la
aplicacion de sonido de alta frecuencia.

» Vapor o calentamiento: En este método la extraccion de los EPS se logra

mediante la disrupcion de los floculos al someter las muestras a altas
temperaturas. Varios autores aseguran que este procedimiento causa
desnaturalizacion de las proteinas y lisis celular. Sin embargo, hay trabajos en
los que se evidencia que una temperatura de 80 °C no desnaturaliza a las
proteinas (Tapia Quezada 2010).

Métodos quimicos: Se basan en la adicion de ciertos compuestos quimicos a la

muestra con el fin de romper los enlaces existentes en la matriz y facilitar su liberacion.

» Tratamientos alcalinos: Se basan en la adicion de bases para crear

condiciones alcalinas en el medio y generar cargas que ayudan a disociar los
EPS de los floculos. EI NaOH es una de las bases mas usadas para este
propasito.

» EDTA: EI &cido dietilaminotetracético es un agente quelante que compleja
los iones de calcio de los lodos activados, reduciendo la fuerza de los floculos
y liberando los EPS. Sin embargo, hay estudios que afirman que este método
causa lisis celular y contaminacion de los EPS con el EDTA utilizado en la
extraccion.

» Formaldehido: Este compuesto se une a las estructuras celulares reaccionando
con algunos grupos funcionales como los carbonilos, amino e hidroxilo y

adicionalmente previene la lisis celular.

Otras sustancias que son utilizadas para la extraccion de los EPS son; etanol, fenol y

glutaraldehido.
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Métodos combinados: Es la combinacion de métodos fisicos y quimicos con el

objeto de mejorar la eficiencia y hacer reproducibles los experimentos.

> Resinas de intercambio iénico: Se basa en la remocion de cationes

multivalentes de la matriz del lodo que participan en la union de los EPS,
llevando a un rompimiento de estos aglomerados y a la posterior liberacion
de los EPS. El principal mecanismo de intercambio ocurre entre los cationes
divalentes y el Na“ de la resina. Debido a que dicho intercambio es
controlado por difusion es importante estandarizar las condiciones de
agitacion, tiempo y temperatura de extraccion. Se considera un método
combinado dado a que durante el proceso de extraccion se utiliza la agitacion
para optimizar el contacto de la mezcla con la resina.

» Formaldehido + NaOH + ultrasonido: El formaldehido se fija en la matriz de

las células reaccionando con diferentes grupos funcionales, previniendo la
lisis celular, la adicion del NaOH aumenta el pH en la matriz lo que
desestabiliza la estructura y la aplicacion del ultrasonido provee una fuerza

mecanica que permite la disrupcion de los fléculos.

A modo de resumen se puede decir que no existe un consenso acerca del mejor
método de extraccion para la obtencion de los EPS. No obstante, existe una tendencia
general que indica que los métodos quimicos presentan una mayor eficiencia de
extraccion. Sin embargo, algunos autores reportan que este tipo de métodos genera
contaminacion de las muestras, afectando el proceso de caracterizacion de los EPS. Esto
quedd demostrado por las diferencias de absorcion de las bandas en el analisis de
espectrometria infrarroja de los métodos de glutaraldehido, formaldehido + NaOH,
etanol y EDTA con respecto al control (Tapia Quezada 2010).

En cuanto a los métodos fisicos, se reporta una mejor eficiencia para las técnicas de
vapor y resinas de intercambio ionico. Sin embargo, en el caso de las resinas de
intercambio i6nico, la cantidad de EPS extraido dependia fuertemente del tiempo de
extraccion, intensidad de agitacion y el equipo utilizado.

A la hora de evaluar un método de extraccion de EPS, uno de los factores mas

importantes a tener en cuenta es tratar de reducir al minimo la generacion de lisis.
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En conclusién, teniendo en cuenta los datos encontrados en la bibliografia
especializada, la composicion bioquimica del EPS es afectada por muchos factores tales
como el método de extraccion utilizado, la suplementacion de nutrientes, el origen del
EPS, el tipo de lodo analizado, la fase de crecimiento, el microorganismo, etc.

La composicién molecular del EPS es muy importante ya que define las propiedades
biosorbentes gracias a los grupos funcionales presentes. La composicion quimica del
EPS asi producido, puede determinar su adecuacion para diversos tipos de usos. Entre
las aplicaciones méas novedosas, una de las mas importantes es la remocion de MRA
(Nouha et al. 2018).

Continuando con la busqueda de disefios de biotratamiento que sean econémicos y
sustentables para eliminar metales toxicos, se aprovecha la capacidad de Pseudomonas
veronii 2E de producir EPS, ligandos de metales, para cumplir este objetivo. Asi, a lo
largo de este capitulo se estudiara la posibilidad de implementar el EPS bacteriano para
el desarrollo de un biotratamiento eficaz para la remocion de cobre de efluentes
industriales. Para ello, se procedera a una extraccion y purificacion de los exopolimeros
bacterianos y se analizard su interaccion con cobre, principal especie hallada en
efluentes de la industria de galvanoplastia, a traves de sucesivos ciclos de biosorcion y

desorcion.
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Objetivos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Estudiar la extraccion e inmovilizacion de las sustancias poliméricas
extracelulares solubles.

¢+ Estudiar la interaccion de las sustancias poliméricas extracelulares solubles
(EPSs) inmovilizadas con Cu(ll) 1 mM.

¢+ Estudiar un método eficaz de desorcion de cobre por las sustancias poliméricas

extracelulares solubles.
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Materiales y Métodos

Extraccion y Purificacion del EPS soluble

Para la extraccion y purificacion del EPS soluble bacteriano, las células crecidas en
1,2 L de medio se separaron por centrifugacién (7000 g, 15 min) y el EPS presente en el
sobrenadante se precipitd con el agregado de 2,2 volimenes de etanol 96% (v/v),
quedando en reposo overnight a -20 °C. Posteriormente, el EPS precipitado se separ6
por centrifugacion (7000 g, 20 min, 4 °C), repitiendo los pasos de centrifugacion y
precipitacion tres veces. El medio de cultivo seleccionado para la produccion de EPS
fue M9 suplementado con Glicerol 2% basados en los resultados de Ferreira (2016)
quien estudié las condiciones dptimas de produccién del EPS soluble de Pseudomonas
veronii 2E y fue éste medio el que registré su mayor produccion. Se agregd un paso mas
de purificacién, en donde a la fraccion precipitada con etanol, se la resuspendio en un
minimo de agua ultrapura - 18 MQcm Millipore -y se la dializ6 utilizando membrana de
celulosa (Sigma Aldrich, MW>12400 Da) contra agua ultrapura (18 MQcm Millipore)
por 48 h para remover especies de baja masa molecular (impurezas, sales, polimeros
pequefios, etc.) y se tomd a esta fraccion como EPS soluble, de aqui en mas EPS. A
continuacidn, el EPS fue sometido a evaporacion al vacio hasta sequedad y llevado a

peso constante en estufa a 32 °C obteniendo como resultado 1,04 g de EPS.

Estudio de la interaccion EPS con Cobre

El EPS obtenido como se indic6 previamente, se resuspendié en 12 mL de agua
ultrapura - 18 MQcm Millipore - y se lo introdujo en una nueva bolsa de dialisis dentro
reactor batch que consistié en un Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, al cual se le
agrego 50 mL de una solucion de Cu(ll) 1 mM ajustando el pH a 5,5 por el agregado de
500 uL de buffer MES 1 M. Se dej6 incubando durante 96 h a 25 °C, tomando muestras
a diferentes tiempos para estudiar la cinética de biosorcion. La concentracion de Cu(ll)

en el sobrenadante fue medida espectrofotométricamente usando el Método del Acido
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Bicinconinico (Ver Capitulo 1, pag. 47). La capacidad de biosorcion del metal mediada

por el EPS fue expresada de acuerdo a la Ecuacion 7.

VX (Ci—Cf)
1= m

(7)

Donde Ci es la concentracion inicial, Cf es la concentracion final, V es el volumen

total de la mezcla de sorcidn ensayada y m es la masa del biosorbente en peso seco.

Desorcion de cobre retenido en los exopolimeros

Al finalizar la etapa de biosorcion, se llevo a cabo la desorcion del metal utilizando
una solucion de HCI 0,075 M como desorbente, siendo el volumen final de trabajo de
17 mL. Esto se repitio 2 veces mas, resultando en un total de 3 ciclos de desorcion, todo
Ilevados a cabo en el mismo reactor batch que se utilizé en la biosorcién. Los resultados

de la desorcién del metal fueron calculados de acuerdo a la Ecuacion 8.

mmol Cu(Il)desorbidos

% de desorcién de Cu(Il) = mmol Cu(Il)adsorbidos

x 100 (8)
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Resultados y Discusiones

Todos los ensayos llevados a cabo en esta tesis se realizaron por duplicado y fueron
repetidos aleatoriamente para asegurar su reproducibilidad, se representan por su

promedio * su desvio estandar.

Se llevo a cabo la extraccion y purificacion del EPS de acuerdo a la metodologia
previamente mencionada en Materiales y Métodos. Para una mejor comprension, en la
Figura 50 se esquematiza un breve resumen de la metodologia empleada, obteniéndose
al final del proceso 1,04 g de EPS. Esto se enfrenté a 50 mL de una solucién de Cu(ll)
1mM durante 96 h a 32 °C bajo agitacion a pH 5,5 ajustado con 500 pL de buffer MES
1M.

1200 mL de | . 4 i ] -,
ymLdea Centrifugacién a Se agrego 2,2 volumenes Centrifugacién a
suspension bacteriana . de etanol 96% (v/v) .
crecida en medio M9 a 7000 g, 20 min. ’ © 7000 g, 20 min,
overnight a -20 °C. 4°C (X3)
25 °C durante 48 h. .
El pellet se seco El pellet fue lavado 3 El EPS fue dializado
en flujo laminar veces con agua con membrana de
durante 6 h ultrapura - 18 MQcm celulosa contra agua
(EPS). Millipore - y se dejo ultrapura - 18 MQcm
overnight a 4 °C. Millipore - a 20 °C

durante 48 h.

Figura 50. Esquema de Produccidn y extraccion del EPS.

Composicion del EPS utilizado.

El EPS de Pseudomonas veronii 2E estudiado en esta tesis, se obtuvo por
reproduccion de los mejores resultados de Ferreira (2016) y utilizando por consiguiente
el mismo método de extraccion. Los mismos, muestran que el EPS contenia de azucares
neutros, proteinas, acido urdnicos (azlcares acidos) y fosforo total. Los resultados que
se observan en la Tabla 20 estan expresados en % mg componente (g EPS)™.

Este EPS bacteriano, estd principalmente compuesto de carbohidratos (48% m/m),
proteinas (37% m/m), fosforo total (14% m/m) y &cidos uronicos (1% m/m). Se
obtuvieron resultados similares en el grupo de investigacion de Ajao (2020) quienes

recuperaron un 62-77% peso seco de EPS proveniente de aguas residuales, de los cuales
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el 44% correspondia a carbohidratos. Esto confirma que el EPS es una matriz compleja

de biopolimeros que contienen carbohidratos como componente principal.

Tabla 20. Composicion del EPS de P. veronii 2E (extraida de Ferreira (2016)).

Componente Método Colorimétrico %

Polisacaridos neutros Antrona 48

m-hidroxidifenil/ H2S04
/ acido sulfimico

Proteinas Totales Bradford 37

Fosforo Total Azul de Molibdeno 14

En este trabajo se obtuvo 1,04 g de peso seco de EPS luego de 48 h de incubacién. El
grupo de Parmar (2020) obtuvo resultados similares donde se extrajo 1,34 g % (m/v)
pero después de las 72 h de incubacién a la misma temperatura (25 °C). Ademas, el
grupo de trabajo de Parmar (2020) concluy6 que un aumento en la temperatura o un
tiempo de incubacion mayor a 72 h disminuyen el rendimiento de EPS obtenido. Por lo
tanto, seria interesante llevar a cabo ensayos de obtencién de EPS extendiendo el tiempo
de incubacion de 48 h a 72 h para evaluar si incrementa la cantidad de EPS extraido.

Ferreira (2016) establece con respecto a la fraccion proteica, que las proteinas
atrapadas en el EPS no necesariamente se encuentran relacionadas a actividad
enzimatica, algunas son estabilizadoras, actuando de nexo entre la superficie de las
células y los polisacaridos presentes en la matriz polimérica. Por otro lado, muchas de
las exoenzimas pueden estar relacionadas con la degradacion del biopolimero. El
sustrato para estas enzimas extracelulares son polimeros solubles como los
polisacaridos, proteinas 0 DNA, gue como se menciond previamente en la introduccion,
resultan en la produccion de nutrientes para el biofilm.

Respecto de la determinacion de fosforo, el método utilizado cuantifica el fosforo
total, sin dar informacion de su origen, y podria estar asociado a DNA extracelular

(DNAe) y/o a lipoproteinas, o lipopolisacaridos (LPS) atrapados en el polimero.
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Inicialmente se creia que el DNAe era producto de la lisis celular causada por el método
de extraccion; cada vez mas investigaciones estan comprobando que estos compuestos
son liberados a la matriz del polimero para cumplir con funciones especificas.
Recordemos que el DNAe tiene un rol importante en la formacion y estabilidad de los
biofilms. A su vez, los lipopolisacéaridos (LPSs) ademas de polisacéridos, también
contienen fosforo en su estructura y podrian formar parte del EPS. Estos compuestos
podrian aportar al caracter hidrofébico en la matriz del biopolimero. Sin embargo, no
hay muchos estudios enfocados en la presencia y estructura de LPSs dentro de los EPS
(Ferreira 2016).

Por otro lado, a pesar de que Daniel (2016) probé que Pseudomonas veronii 2E tuvo
un desarrollo de biofilm 6ptimo en medio rico PY a las 55 h, Ferreira (2017) demostrd
que la mayor produccion de EPS se obtenia en un medio minimo salino con glicerol
como Unica fuente de carbono a las 48 h. Ademas, Ferreira (2017) mostr6 que, tanto la
fuente de carbono como la de nitrégeno, son factores que afectan la produccion de EPS
entre otros parametros tales como la temperatura y esto se corresponde con lo
establecido en el trabajo de Ajao (2020). La mayor produccién de EPS por P. veronii
fue observada en medio M9 con glicerol a 25 °C. Esto tiene una relevancia significativa
para un proceso de biotratamiento de aguas residuales debido a que el glicerol es un
producto de la industria del biodiesel, por lo que contribuiria a un proceso de
produccién sostenible de EPS. Por otro lado, trabajar a 25 °C implica bajos
requerimientos de energia lo cual impacta directamente en los costos de operacion,
haciéndolo altamente deseable para un disefio de biorremediacion ambiental.

Ademas, el método de extraccion utilizado tiene un efecto significativo en la
composicion del EPS. En este caso, se utilizo etanol con sucesivas centrifugaciones y,
en estas condiciones, los carbohidratos neutros son principalmente precipitados lo cual
se corresponde con los resultados obtenidos. Mas aln, en el trabajo de Ajao (2020), se
usé un método de recuperacion similar pero la proporcién de acidos uronicos obtenida
fue mayor. Se cree que esto se debi6 al hecho de que ellos no precipitaron el EPS con

etanol lo cual se corresponde con la conclusién previamente mencionada.
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Diserio del proceso de biosorcion de Cobre por el EPS

En la Figura 51 se muestra el esquema del reactor batch en el cual el experimento se
Ilevo a cabo, tanto para los ciclos de biosorcién como los de desorcién del metal.

CU(") 1mM 32 °C

% e ‘z‘iﬁ

2R "

Reactor

——

pH=5,5

O Agitacion= 110 rpm

Figura 51. Esquema del proceso de biosorcion de Cu(ll) mediada por el EPS en un reactor
batch.

Los resultados obtenidos por la interaccién EPS-Cu(ll) se muestran en la Figura 52,
donde puede observarse que a las 24 h el proceso de biosorcion casi alcanza el
equilibrio, obteniendo una gmax de 0,064 + 0,001 mmol/g de EPS. Sin embargo, se
puede observar que el EPS puede biosorber una pequefia cantidad adicional de metal,
alcanzando la mayor biosorcién a las 96 h, con una gmax de 0,066 + 0,001 mmol/g de
EPS. Estos resultados muestran que el EPS tiene una elevada capacidad de retencién de
cobre (81 £2)% vy (85 = 2)% a las 24 h y 96 h respectivamente.

El EPS es una matriz compleja que tiene asociado diferentes grupos tales como
acidos carboxilicos, grupos fosfato diéster y monoéster, grupos amino, los cuales estan
involucrados en un equilibrio acido—base y pueden tener asociadas diversas cargas
dependiendo del pH. A pH de trabajo (5,5) estos polimeros tienen un caracter anionico
lo que constituye una propiedad interesante desde un punto de vista biotecnoldgico por
su aplicabilidad potencial en el tratamiento de efluentes conteniendo MRA (como Cd,
Zn, Cr, Hg, Cu, etc.).
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Figura 52. Biosorcion de Cu(l1) mediada por el EPS en un reactor batch.

A continuacion, en Tabla 21 se muestra un resumen de los resultados obtenidos de la

cinética de biosorcion de cobre mediada por el EPS bacteriano.

Tabla 21. Cinética de biosorcion de Cu(ll) mediada por el EPS

tr Cf Cu(ll) q mmol Cu(ll) residuales %

[h] [mM] [mmol/g] Biosorcion
24 0,212+0,001  0,064+0,001 0,01080+4x10° 81+2
96 0,174+0,001  0,066+0,001 0,01312+4x10° 85+2

Como se puede observar de los resultados obtenidos, el EPS biosorbié un (85 £ 2)%
del metal a las 96 h, de los cuales desorbié el (72,9 + 0,8)% del Cu(ll) retenido, siendo
una cualidad atractiva cuando se busca reciclar el metal. Estos resultados son similares a
los hallados para la BL en el Capitulo 1, donde se obtuvo una retencién de cobre del (88
+ 1) y una desorcion del (70 = 6) % para el mismo tipo de efluente modelo (50 mL de
una solucién de Cu(ll) 1 mM). Sin embargo, teniendo en cuenta las gmax halladas para
ambos casos, la capacidad de retencion de la BL es un poco mayor a 5 veces la
capacidad de retencion del EPS soluble ((0,35 + 0,03) mmol Cu/g vs, (0,066 + 0,001)
mmol Cu/g). Esto es esperable, ya que en el proceso de biosorcidn por la BL, existe la
probabilidad de una interaccion del metal con las bacterias como con el EPS unido, el

cual, segun el grupo de Sheng (2010) se encuentra en mayor cantidad que el EPS
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débilmente unido. El grupo de Ajao (2020) obtuvo resultados comparables en relacién a
la biosorcidn al enfrentar al EPS proveniente de aguas residuales contra 100 mL de una
solucion de cobre de 50 mg/L con una retencion del 99,9% y una desorcion del 86%.
Esto podria significar que el EPS producido por Pseudomonas veronii 2E tiene diversas
propiedades que lo convierte en un biosorbente apropiado para cobre y un candidato
potencial para un proceso de biotratamiento tanto para eliminar cobre del efluente como

para su posterior reciclado.

Desorcion de cobre retenido por el EPS

Los ensayos de desorcién de Cu(ll) retenido por el EPS fueron llevados a cabo de
acuerdo a la metodologia mencionada en Materiales y Métodos. Los resultados se
pueden observar en la Figura 53, donde se observa una recuperacion de (0,733+0,008)
mM, (0,3848+0,0007) mM vy (0,236+0,007) mM de cobre para el primero, segundo y
tercer ciclo respectivamente. Ademas, se puede visualizar un patrén de desorcion
idéntico a los hallados para la desorcion de la biomasa libre (BL) e inmovilizada (BI),
obteniéndose una recuperacion de metal descendente desde el primer al tercer ciclo.
Para una mejor comprension, estos resultados se traducen en una recuperacion de (39,5
*+ 0,4)%, (20,73 £ 0,04)% y (12,7 = 0,4)% para el primero, segundo Yy tercer ciclo
respectivamente, siendo una desorcion total de (72,9 £ 0,8)% del metal retenido por el
EPS.
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Figura 53. Desorcién de Cu(ll) mediada por el EPS en un reactor batch.

En la Tabla 22, se presenta en forma resumida los resultados de la desorcién de

Cu(Il) retenidos por el EPS bacteriano.

Tabla 22. Desorcién de Cu(ll) mediada por el EPS en un reactor batch

0,075 M HCI
[mM] e ) % Desorcién
sobrenadante
1f biosorcion 0,16+0,02 0,0016%0,0002 -

Ciclo 1 0,733+0,008 0,0213+0,0002 39,5+0,4
Ciclo 2 0,3848+0,0007 0,01116+0,00002  20,73+0,04

Ciclo 3 0,236+0,007 0,0068+0,0002 12,7+0,4
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Conclusiones

En este tercer capitulo de tesis, se estudio la capacidad de retencion de Cu(ll) que
presentan las sustancias poliméricas extracelulares solubles (EPS) producidas por
Pseudomonas veronii 2E, obteniéndose las siguientes conclusiones particulares:

Para un efluente modelo conteniendo 1 mM de Cu(ll), las sustancias poliméricas
extracelulares solubles de P. veronii 2E crecida en medio M9 son buenos adsorbentes
para cobre a 32 °C, ya que 1,04 g del EPS tuvo una capacidad m&xima de retencion de
0,066 + 0,001 mmol/g, esto se traduce en una remocion del (85 + 2%) de cobre.

Para la etapa de recuperacion de cobre, se utilizaron las mejores condiciones de
desorcion halladas en el Capitulo 1, lo que probo la capacidad del EPS de desorber el
cobre retenido, obteniéndose una recuperacion del metal del 39,5+0,4 en el primer ciclo
y una desorcion total del (72,9 + 0,8)%. En otras palabras, se logré concentrar el metal
del efluente modelo 3 veces con 0,075 M de HCI como desorbente.

Las conclusiones de este tercer capitulo contribuyen al disefio del biotratamiento para
la remocién y posterior recuperacion de cobre. Esto se debe a que se trabaja
manteniendo aquellas condiciones que ofrecian ventajas al disefio llevadas a cabo en el
Capitulo 1, como la utilizaciéon del glicerol como fuente de carbono de la bacteria,
sumado a la ventaja que representa la produccién del EPS al obtenerse en condiciones
de temperatura ambiente (25°C). Esto implica la reduccién de los costos al no requerir
por ejemplo sistemas refrigerantes y agregando la ventaja de la inmovilizacion del
biosorbente que lo convierte en un sistema mucho mas sencillo de manejar y econémico
sin pasos posteriores de separacion del biosorbente - efluente tratado. Aungue, es
necesario mencionar que el uso de este tipo de biosorbente conlleva un aumento en los
costos de operacion debido a la extraccion y purificacion del EPS que requiere. Sin
embargo, seria conveniente hacer un balance costo—beneficio debido a que, a sencillos

calculos, se necesitd 1,04 g del EPS para remover mas del 80% del metal en 24 h.
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Conclusiones Generales

A modo de conclusion final, se pueden extraer las siguientes consideraciones en esta
tesis:

Para un efluente modelo conteniendo 1mM de Cu(ll), las células de P. veronii 2E
crecidas en medio minimo salino M9 son mejores adsorbentes para el metal que las
crecidas en medio nutricionalmente rico como PYG a 32 °C, ya que retuvieron la
méaxima cantidad de cobre (88 + 1%).

Para un efluente modelo conteniendo 0,5 mM de Cu(ll), las células de P. veronii 2E
crecidas en medio PYG son mejores adsorbentes que las crecidas en M9 para el metal a
25 °C, ya que retuvieron la maxima cantidad de cobre (90 £ 2%).

Las isotermas de biosorcion de Cu(ll) demostraron que las células crecidas en ambos
medios (M9 y PYG) se ajustan mejor al modelo de Langmuir. También, se reafirma por
los parametros cinéticos que Pseudomonas veronii 2E crecida en medio M9 es mejor
biosorbente de Cu(ll) que la crecida en PYG mostrando una capacidad méxima de
remocion de (0.52 £ 0,03) mmol/g de biosorbente.

Para un efluente modelo conteniendo 1 mM de Cu(ll), las sustancias poliméricas
extracelulares solubles P. veronii 2E crecida en medio M9 son buenos adsorbentes para
cobre alcanzando una remocion del 85% y desorbiendo un 73% de metal retenido.

Se demostrd que la matriz méas adecuada tanto para el desarrollo de P. veronii 2E
como para su implementacion en el biotratamiento fue la esponja vegetal de luffa.

Se evidencid la capacidad, tanto de P. veronii 2E como de cada matriz estudiada, de
desorber el cobre retenido.

Se disefiaron diferentes modelos de reactores continuos, y se demostré que un
reactor con recirculacion es mas efectivo que tres reactores continuos conectados en
serie, uno secuencialmente después del otro. Ademas, en este tipo de disefios, se logrd
mantener una biosorcion elevada de cobre y se alcanzé una desorcion completa del
metal retenido en un periodo corto de tiempo.

A modo de resumen podemos confirmar que esta tesis ofrece una posible solucion
ante la problematica establecida, debido a que se demostré que es posible la
implementacion de un biotratamiento sostenible que elimine cobre de efluentes liquidos

por el uso de bacterias autoctonas de zonas contaminadas con MRA. Ademas, el disefio
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de reactores propuesto en este trabajo establecid que es posible el escalado del
biotratamiento, en este caso se probd un escalado de 10-200 mL de efluente modelo.

A lo largo de esta tesis se hallaron resultados interesantes desde un punto de vista
econdémico, que impactarian directamente en los costos globales del biotratamiento.
Entre ellos, se puede mencionar el uso de glicerol como fuente de carbono, al ser un
subproducto de la industria del biodiesel representa materia prima econémica. Por otro
lado, el proceso de biosorcion, como se menciond en reiteradas ocasiones, no depende
de un sistema metabolico activo, por lo que no seria necesario el agregado constante de
nutrientes, y, sumado a la ventaja de inmovilizar esta biomasa, ofrece un sistema
sencillo de manejar y econémico al facilitar la separacion efluente tratado-biomasa y
posibilitar su redso. Otra alternativa es el uso del EPS, que demostrd tener elevada
afinidad por cobre, por lo que representa un biosorbente eficaz y es un polimero que se
encuentra disponible en solucion para ser utilizado. Todos estos resultados, contribuyen
a una disminucién en los costos de operacion del proceso que es uno de los grandes
desafios de las industrias a la hora de implementar un sistema de tratamiento de
efluentes. Por Gltimo, se debe mencionar que este tipo de biotratamiento no produjo
desechos secundarios, por lo que su implementacién no impactaria negativamente en el
ambiente.

Aunque las conclusiones de esta tesis son prometedoras, aun representan el primer
paso para un disefio de un biotratamiento eficiente y econémico en la remocion y

recuperacion de cobre a escala industrial con efluentes reales.
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Perspectivas a futuro

Los pasos a continuar serian:

Estudiar la Bl en EV en tres reactores conectados en serie, pero con una recirculacion
del efluente durante 9 dias para evaluar si mejora la eficiencia de retencion de cobre y
volver a compararlo con la retencién obtenida en el reactor con recirculacion.

Prolongar el tiempo de contacto de Bl cargadas con metal con HCI, en los ensayos de
desorcion en los reactores en serie, para evaluar si aumenta el porcentaje de
recuperacion del metal.

Como se mencioné en reiteradas ocasiones en el Capitulo 3, es ampliamente
conocido el uso de las sustancias poliméricas extracelulares en la aplicacion como
biosorbentes de MRA en efluentes industriales. Por ello, otra de los pasos a seguir es
evaluar diferentes métodos de produccion y recuperaciéon del EPS unido, inmovilizarlo
con la misma técnica descripta para el EPS soluble (Ver Capitulo 3) y estudiar su
interaccion con Cu(ll) como otra potencial alternativa de biotratamiento de efluentes
con contenido en metales.

Teniendo en cuenta que el objetivo final del biotratamiento desarrollado en esta tesis
es la implementacion a escala industrial, es indispensable hacer un escalado del reactor
a volumenes crecientes, evaluando los parametros en cada escalado de manera
independiente como: temperatura, tiempo de retencion hidraulico, pH, tipo de agitacion,
cantidad de biosorbente, concentracion inicial de cobre, etc. Se vio de los resultados
obtenidos en el Capitulo 1, un efluente con concentraciones variadas de cobre conlleva
tratamientos diferentes, por lo que en una primera instancia es necesario cuantificar la
cantidad de metal a tratar.

Una vez que se puso a punto la técnica de remocion, el paso a continuar seria la
utilizacion de un efluente real de galvanoplastia para ver el comportamiento del sistema.
Para ello, es imprescindible una caracterizacion previa del tipo de efluente a tratar por

medio de estudios fisicos y quimicos adecuados.
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Anexo |
Medio de cultivo minimo M9:
KoHPOy =-----mmmmmmmmmm oo -- 69
KH2POyg === mmmmmmm o e 39
N 1g
NaCl  =--emememememeooeo oo 059
2% extracto de levadura -------------=-=-=----m-mmmmmmme - 2,50 mL
1 M CaClp -mmmmmmmmmm o 1mL
1 M MgSOg4 e 2,2mL

Aditivado con 2% glicerol por litro de agua destilada.
Se autoclavo a 1 atm de sobrepresién, 121 °C durante 20 minutos, las soluciones de
CaCl> y MgSOs se esterilizaron por filtracion y se agregaron en condiciones asépticas

en campana de flujo laminar.

Medio de cultivo PYG:

PEPLONA =-========mmmm e oo 5.
Extracto de levadura ---------==-==-==n-eeommeemeeeee 259
GlUCOSA ====mmmmmmmm e e lg

Por litro de agua destilada.

Se autoclavo a 1 atm de sobrepresion, 121 °C durante 20 minutos.

Curva de Calibracion

Siguiendo el procedimiento especificado en materiales y métodos, se muestra a
continuacion, en la Figura 54, la curva de calibracidn para la determinacién del cobre

residual en cada ensayo.
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Figura 54. Curva de Calibracién de Cu(ll)

|_158




