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Resumen

Las diversas actividades humanas, desde industriales hasta agropecuarias, generan desechos que
al ser vertidos al ambiente provocan serios desequilibrios en los diversos ecosistemas. Las
comunidades microbianas son las involucradas en la recuperacion de suelos y cuerpos de agua
gracias a su versatilidad de respuestas. Pseudomonas veronii 2E es una bacteria aislada a partir
de sedimentos del rio Reconquista, el curso de agua mas importante de la zona noroeste del Area
Metropolitana de Buenos Aires, cuya cuenca recibe las descargas de las principales actividades
industriales y agropecuarias de la zona. El objetivo general de nuestro proyecto es explotar las
estrategias adaptativas de P. veronii 2E para el desarrollo de sistemas de tratamiento de efluentes
industriales. Algunas de estas estrategias aplicables a la biotecnologia ambiental son: su
capacidad de formacién de biopeliculas, la reduccion microbiana de Cr(VI) y la produccion de

sideroforos.

Palabras clave: biotratamiento, efluentes de galvanoplastias, interacciones metal-

microorganismos, Pseudomonas veronii.
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Bacterial strategies as tools for Environmental Biotechnology

Abstract

Industrial activities lead to a constant perturbation in ecosystem equilibriums which restoration is
mediated by microorganisms thanks to their adaptability. Electroplating and metallurgical industry
discharges are loaded with metals such as Cu(ll), Cd(ll), Zn(ll) and Cr(VI), causing environmental
damages because of metal persistence and high mobility in aqueous systems. Pseudomonas
veronii 2E - isolated from polluted surface waters (Reconquista River, Buenos Aires Metropolitan
Area)- is able to biotransform Cr(VI) to Cr(lll) and showed adsorption capacity towards Cd(ll) and
Zn(ll) and ability to develop biofilms on different polymeric matrices. The aim of the study is to
exploit the strategies developed by Pseudomonas veronii 2E for the development of wastewater

biotreatments, especially directed to electroplating effluents.

Keywords: waste biotreatment, electroplating effluents, metal-microbe interactions, Pseudomonas
veronii.
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Introduccion

Las actividades industriales generan residuos que perturban el equilibrio de los ecosistemas.
Muchos de sus residuos contienen metales como Cd(ll), Zn(ll), Ni(ll), Pb(ll), Cu(ll) y Cr(VI), los
cuales son altamente persistentes en el ambiente. Algunas especies metalicas son moviles,
acrecentando el riesgo sobre todo en sistemas acuosos. Los microorganismos poseen una
capacidad adaptativa frente a las perturbaciones desarrollando o expresando estrategias de
supervivencia que resultan de interés a la hora de pensar en técnicas de restauracion de los
ambientes contaminados. Pseudomonas veronii 2E es una bacteria autéctona de la cuenca del Rio
Reconquista, el curso de agua mas importante de la zona noroeste del Area Metropolitana de
Buenos Aires, cuya cuenca recibe las descargas de las principales actividades industriales y
agropecuarias de la zona. Es un microorganismo resistente a altas concentraciones de Cd(ll),
Zn(ll), Cu(ll) y Cr(VI). Posee una capacidad biosortiva muy alta de Cd(ll), Zn(ll) y Cu(ll) [1],
mientras que es capaz de biotransformar la especie altamente téxica de Cr(VI) a una de menor
toxicidad como Cr(lll) [2, 3]. El objetivo general de nuestro proyecto es explotar las estrategias
adaptativas de P. veronii 2E para el desarrollo de sistemas de tratamiento de efluentes industriales.
Algunas de estas estrategias aplicables a la biotecnologia ambiental son: su capacidad de

formacion de biopeliculas, la reduccion microbiana de Cr(VI) y la produccion de siderdéforos.

Formacién de biopeliculas

El desarrollo de biopeliculas de P. veronii 2E posee diversas aplicaciones, dada la capacidad
adsortiva de metales de relevancia ambiental como Cd(ll), Zn(ll) y Cu(ll) que presentan los
exoplimeros que conforman la matriz [4, 1]. Estos metales aparecen en los principales efluentes de
la industria galvanoplastica, por lo que el disefio de biorreactores de lecho fijo o fluidizado son las
opciones viables para una descarga ecolégicamente amigable. Ademas del desarrollo de
biorreactores, la interaccion entre las biopeliculas de P. veronii 2E y los metales abre la posibilidad
de ampliar el espectro de uso. El hecho de utilizar como soporte de las biopeliculas una superficie
conductora habilita la medicién de una respuesta eléctrica y, como consecuencia, el disefio de

biosensores.

Con el propésito de desarrollar biosensores utilizando biopeliculas, la superficie elegida debe tener
las siguientes caracteristicas: por un lado el P. veronii 2E debe ser capaz de formar biopeliculas
sobre la misma en una buena proporcion y por otro lado dicha superficie debe tener una buena
respuesta electroquimica para poder censar el analito de interés. Como se desea desarrollar un
sensor de bajo costo es conveniente elegir superficies de grafito comerciales de facil acceso y

econdémicas.

El objetivo en este aspecto es estudiar el desarrollo de biopeliculas de P. veronii 2E sobre

superficies conductoras de grafito y evaluar su respuesta electroquimica en diferentes condiciones.
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Produccion de sideréforos

Los siderdforos son productos bacterianos secretados al medio. Estas moléculas complejan
fuertemente al Fe(lll) y son sintetizadas cuando las concentraciones de hierro libre en el ambiente
en el cual viven son extremadamente bajas. Sin embargo, a pesar de su preferencia por el hierro,
pueden interaccionar con otros metales como Ni(ll), Zn(Il), Co(ll), Cu(ll), Pb(ll), Cd(ll) como una
estrategia de supervivencia en ambientes contaminados [5, 6, 7].

Los sideroforos secretados por Pseudomonas son pigmentos fluorescentes de un color verde-
amarillo que posee una estructura compuesta por: dihidroxiquinolina (croméforo responsable de la
fluorescencia), una cadena peptidica y una cadena de otro tipo (generalmente compuesta por

acidos di-carboxilicos) [8, 9].

Estos compuestos han recibido una atencion particular en los ultimos afos debido a las posibles
aplicaciones en el ambiente. Dentro de esta area a explotar, se encuentra la utilizacion de estos
analitos para la movilizacion y solubilizacién de metales de transicion, haciendo de los sideréforos

una herramienta Gtil en la biorremediacion [10, 11].

El objetivo de este estudio es evaluar la produccion de sideréforos producidos por P. veronii 2E en
presencia de Cd(ll) en el medio de cultivo y explorar una posible interaccién entre este compuesto

y dicho metal.

Biotransformacién de Cr(VI) a Cr(lll)

Las aguas residuales provenientes de galvanoplastias, de la industria metalurgica y la industria
quimica en general presentan concentraciones de Cr(VI) por encima de los niveles permitidos por
ley para su descarga en cuerpos de agua receptores o en plantas de tratamiento cloacal. Debido a
los efectos toxicos del Cr(VI), en el mundo existen leyes que limitan la concentracién de cromo
hexavalente que debe haber en un agua residual industrial para que pueda ser descargado en
forma segura. En Argentina la ley nacional 26.221, articulo 122, anexo B, regula los niveles de
Cr(VI) y Cr(lll) que deben tener los desaglies cloacales y establece que las descargas no deben
tener una concentracion mayor a los 0,2 ppm para Cr(VI) y de 2 ppm para Cr(lll). En Estados
Unidos el codigo de regulaciones federales (Code of Federal Regulations) en su titulo 40, volumen
24, inciso 141.62 establece que el nivel maximo de cromo total en sistemas acuaticos debe ser de
0,1 ppm. En Europa, la directiva 98/83/CE del consejo establece una concentracion de cromo en

aguas para consumo humano de menos de 0,05 ppm.

Por lo tanto, estas industrias deben tratar sus aguas previamente a la descarga. Sin embargo, los
tratamientos convencionales del tipo quimico (reduccién de Cr(VI) con bisulfito de sodio y posterior

precipitacion del Cr(lll) generado) son muchas veces ineficientes y costosos. En el presente trabajo
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se presenta un sistema de tratamiento biolégico que es mas econdmico, eficiente y

ambientalmente amigable.

Materiales y Métodos
Formacién de biopeliculas
Crecimiento de biopeliculas sobre superficies conductoras

Se inocularon 10mL de diferentes medios de cultivo (Tabla 1) suplementados con 0,5% glucosa
(Anedra), glutamato (Sigma-Aldrich) o succinato (Sigma-Aldrich), en presencia de distintos perfiles
de grafito (Faber Castell® 9B, CRETACOLOR® 4B, Arcair® y KOOH-I-NOR®) de 2-3mm de espesor,
con 1 mL de un cultivo overnight de Pseudomonas veronii 2E. Cada uno de ellos se incubé a 32°C,

100 o.p.m. (¢rbitas por minuto) durante 72 h. Se realiz6 por duplicado.

Nombre Composicion (g/L)

M9
(Riedel-de Haén); MgSO, (JT Backer) 0,2

PY(B) bactopeptona (DIFCO) 2,5; extracto de levadura (Merck) 1,25

PY(T) triptona (Anedra) 2,5; extracto de levadura (Merck) 1,25

Tabla 1. Medios utilizados con su respectiva composicion.

Determinacion del crecimiento y la biomasa de la biopelicula con tincién Cristal Violeta

Se midi6 la Densidad Optica a 600 nm (DOgynm) del medio de cultivo para determinar el
crecimiento celular planctonico. Para la determinacion de la biomasa presente en la biopelicula se
utilizé el método descripto por O'Toole [12] y Sheikh [13]. Primero se lavaron las superficies de
grafito con abundante agua, las mismas se tifieron con Cristal Violeta 1 %(m/V) durante 10
minutos. A continuacion se quitd el exceso de Cristal Violeta realizando lavados sucesivos con
agua destilada y se realizd la extraccion del colorante con 5 mL de etanol 96 %(v/v) durante 20
minutos. Se midié la absorbancia del extracto resultante a 590 nm y se comparé contra curva de
calibrado realizada con una solucién patrén de Cristal Violeta.

Evaluacion del comportamiento electroquimico de las superficies de grafito

La respuesta electroquimica del grafito en ausencia de la biopelicula se midié realizando
voltamperometria ciclica en una celda convencional de tres electrodos utilizando como electrodo
de trabajo el grafito a testear, como contraelectrodo una barra de grafito comercial y como

electrodo de referencia un electrodo de Ag/AgCIl Metrohm. Se utilizé NaNO; (Sigma-Aldrich) o KCI
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(JT Backer) 0,1 M como electrolito soporte y la velocidad de barrido fue 0,1 V/s en ausencia y

presencia de una sonda electroquimica de K4[Fe(CN)g] 50 mM (JT Backer).

Produccion de sideréforos

En estudios anteriores se ha podido obtener las mejores condiciones para la produccion de
sideréforos por parte de P.veronii 2E. La produccion de sideroforos fue realizada en un sistema en
lote usando como medio liquido de cultivo M9-succinato (K;HPO, 7,3 g/l, KH,PO, 3 g/l, NH,CI 6,6
g/l, NaCl 3,3 g/l, succinato 5 g/l). Las condiciones 6ptimas de incubacion fueron 25°C, 120 rpm y 48
h.

Efecto de Cd(ll) en el medio de crecimiento y en la produccion de sideréforos

Para evaluar si se observaba o no una estimulacién en la secrecién de los sideréforos por parte de
P.veronii 2E, se agregd Cd(ll) al medio de cultivo en concentraciones finales de 0,01mM, 0,1 mMy
0,5 mM, utilizando una soluciéon madre 0,25 M CdCl, (Sigma). Luego se inocularon con un cultivo
de P.veronii 2E en medio M9-succinato sin metal (24 h, fase exponencial) y se incubaron en las
mismas condiciones descriptas anteriormente. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron (6300
g, 15 min, 4°C), descartando el pellet y se filtr6 el sobrenadante a través de una membrana de
acetato de celulosa de 0,45 ym de diametro de poro (Millipore®). La produccion de siderdforos fue
analizada realizando un espectro de absorcion entre 300 nm y 500 nm. Nuevamente como control

se utilizé en medio de cultivo sin inocular.

Estudio de la interaccién de sideréforos producidos por P. veronii 2E con Cd(ll)

Se estudid una posible interaccién metal-sideréforo en los sobrenadantes de cultivo obtenidos con
M9-succinato. Para ello se realizaron agregados de 1 uM, 10 yM o 100 uM de concentracion final
de Cd(ll) a partir de una solucion madre de CdCl, 0,25 M (Sigma). Luego de 3 h de incubacién con
agitacion a temperatura ambiente se realizé un espectro de absorcion de cada muestra. Como

control se utilizé medio de cultivo sin inocular con las tres concentraciones de Cd(ll).

NOTA: todo el material de vidrio fue lavado previamente con HCI 6 M y enjuagado con agua 18
MQcm Millipore® para eliminar trazas de Fe(lll). Las soluciones y los medios de cultivo fueron
preparados en agua 18 MQcm Millipore®.

Biotransformacion de Cr(VI) a Cr(lll)
Tratamiento de aguas residuales industriales

Se obtuvo una suspension bacteriana de 500 mL (densidad: 54g/L) en agua destilada a partir de la
cosecha de 10 cultivos en lote de 1 L en caldo nutritivo (5 g/L peptona de carne, 3 g/L extracto de
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levadura (Merck) y 1 g/L glucosa (Sigma)) utilizando un biorreactor de disefio propio (incubacién:
24 h a 32°C). Las células fueron luego inmovilizadas en alginato de calcio. Brevemente, la
suspension bacteriana fue mezclada con 500 mL de una solucién de alginato de sodio (Sigma) 1
%(m/v) y la mezcla fue goteada con una jeringa de 60 mL sobre una solucién de CaCl, (Merck)
0,05 M a 4°C. Las esferas formadas reposaron en esta solucién por 15 minutos a 4°C, luego fueron
lavadas dos veces con agua destilada y utilizadas inmediatamente. Las células inmovilizadas
fueron empaquetadas en una columna de 1 L termostatizada con camisa externa. A través del
lecho de la columna se bombearon dos aguas residuales industriales, AR1 y AR2, de 0,26 y 0,69
ppm de Cr(VI) respectivamente (ver composicion en Tablas 2 y 3) y suplementados con 200 ppm
de glucosa. El caudal fue de 7 mL/min de manera de establecer un tiempo de retencién hidraulico
de 30 minutos. El volumen de columna fue de 0,21 L y la temperatura de trabajo fue de 32°C. Las
aguas residuales fueron bombeadas alternativamente: cada 10 horas de tratamiento de AR2, el
afluente fue cambiado por AR1 que circulaba por la columna durante 14 h antes de cambiar el
afluente nuevamente por AR2. Periddicamente se determind la concentracion de Cr(VI) y Cr(Ill) en

el liquido tratado.

Conductividad 897us/cm Conductividad JAAIS/E
Dureza 398mg/l Dureza 450mg/|
Alcalinidad 421mg/| Alcanilidad 384mgl/I
Sulfatos 54mgl/ Sulfatos 46mg/l
Cloruros 21,6mg/l Cloruros 81,5mg/l
Calcio 93,0mg/l Calcio 115mg/l
Nitratos 27,9mg/l Nitratos 78,5mg/l
Magnesio 36,9mg/I Magnesio 44,2mgl/l
Sodio 48,3mgl/l Sodio 47,3mgl/|
Silice 77,2mg/l Silice 77,4mg/|
pH 8 pH 7,7
0,26mgl/| 0,69mgl/l
Tabla 2. Composicion del agua residual AR1. Tabla 3. Composicion del agua residual AR2.
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Determinacion de la concentracién de Cr(VI)

Para la determinacion de Cr(VI) se utilizd el método descripto por Patra [14]: se mezclé 1 mL de
muestra con 1 mL de H,SO, 1N y 0,2mL de solucién de 1,5-difenilcarbazida (DPC) preparada
disolviendo 4 g de acido ftalico y 0,25 g de DPC en 100 mL de etanol 96 %(v/v). La absorbancia de

la solucion resultante se midié a 540 nm.

Determinacion de la concentracién de Cr(lll)

La determinacion de Cr(lll) se realizé6 segun el método descripto por Souza [15]. Brevemente el
sobrenadante fue llevado a pH 12, se le agregé H,O, a una concentracién final de 1,4 M y se
incub6 a 60°C por 40 minutos para la oxidacion completa del Cr(lll) a Cr(VI). El Cr(VI) obtenido en

la solucién fue determinado como fue descripto anteriormente.

Produccion de biomasa con medios de cultivo alternativos

Se prepararon medios de cultivo alternativos con melaza de cafia (marca El trébol) 2 %(m/v) o
glicerol acido 5 %(v/v) (proveniente de la planta de elaboracion de biodiesel del partido de Malvinas
Argentinas, Buenos Aires) como fuente de carbono y fertilizante (marca Afital) 0,6 %(v/v) como
fuente de nitrdgeno. Las fuentes de carbono fueron esterilizadas por calor a 121°C por 15 minutos.
El fertilizante fue esterilizado por filtracion y luego agregado a las fuentes de carbono estériles. El
pH de los medios fue neutralizado con NaOH 6 M. El caldo nutritivo (Merck) (5 g/L peptona de
carne, 3 g/L extracto de levadura) mas glucosa (Sigma) (1 g/L) fue esterilizado por calor a 121°C

por 15 minutos.

Se inoculd P. veronii 2E en 10mL de caldo nutritivo en un erlenmeyer de 125mL y se incubé a 32°C
y 120 rpm de agitacion. Luego, se inocularon 5mL del cultivo en 45mL de caldo nutritivo o en
medios alternativos con melaza de cafia o glicerol acido como fuente de carbono y fertilizante
como fuente de nitrégeno. Se utilizaron erlenmeyers de 250mL para esta operacién. Los cultivos se
incubaron a 32°C hasta que alcanzaron la fase estacionaria: 24 h para los cultivos en caldo
nutritivo y con melaza y 72 h para los cultivos en glicerol. El crecimiento bacteriano se evalué por
peso seco: se centrifugd la totalidad del cultivo a 6300 g por 15 minutos, se lavaron los pellets dos

veces con solucion fisiolégica y se secaron a 60°C hasta peso constante.

Resultados y Discusién
Formacién y cuantificacién de biopeliculas

A través de una curva de calibracion se pudo relacionar la absorbancia a 590 nm con la
concentracion del Cristal Violeta, y con ella se cuantifico6 de manera indirecta la cantidad de
biopelicula formada, si bien se debié tener en cuenta que cierto porcentaje del Cristal Violeta fue
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adsorbido a la superficie de manera inespecifica sin deberse a la presencia de la biopelicula. Esto
se pudo observar en el grafito KOOH-I-NOR® donde no se observé formaciéon de biopelicula

aunque se cuantificé una leve concentracion de cristal violeta.

Por otra parte se observé formacion de biopeliculas sobre las superficies de grafito Faber Castell®
9B, CRETACOLOR® 4By Arcair®.

Respecto de cudl es la fuente de carbono mas adecuada en la cual P. veronii 2E se registra un
mejor desarrollo de la biopelicula, se pudo ver que ésta dependia de la superficie de grafito en

cuestion. Los resultados se exponen en la Figura 1.

KOH-4-NOOR® Faber Castel® 9B
Medio PY glc Medio PY glc
DOgp 1200 | 1307 Doﬁ.,.,b 0.970 0.973
[CVIx10°M | 027 | o040 | [IGVIX1OM | 500 | 470
Imagen
- A b
CRETACOLOR® 4B
Medio PY gic PY5uc PY glicerol
DOs 1.262 1308 | 0890 00981 0.665 0787
[CVIz10°M | 4.10 490
- H
CRETACOLOR®4B
Medio M9 gic M9 dicernl M9 suc M9 glu
DOso 1.863
[CVIx10°M | 317 :
- .
Medio
DOseo
[CV]x10°M
Imagen
Medio PY(T) gu
DOt 46275 | 4.97
[CVIx10°M 160 | 139
- .
Arcar®
Medio M9 glu M9 Suc M9dc
DO 1.894 1.977 1.080 05650 2.390 2.456
[CvIx10°M | 221 2.15 151
Imagen
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Figura 1. Desarrollo de biopeliculas en diferentes medios de cultivo sobre superficies de grafito.

Para analizar el comportamiento electroquimico se utilizdé Voltamperometria Ciclica, en la cual se
midié la intensidad de corriente en un rango de potencial. En la misma, se partié de un potencial de
partida V, y éste se aumenté a una velocidad de 0,1 V/s hasta un valor maximo V; para luego
regresar a V,. Si en la solucién se encuentran una especie con propiedades 6xido-reduccion, se
espera observar un pico correspondiente a la reduccidon de dicha especie al ir de Vo a V4, y al
realizar el camino inverso se espera obtener un pico correspondiente a la oxidacién. Dichos

voltamperogramas, son caracteristicos para cada cupla redox.

Con el fin de desarrollar un sensor se desea que la superficie del electrodo no haya una respuesta
electroquimica en presencia de un electrolito soporte, es decir que no se desea observar ningun
pico en el rango de potenciales analizados en la voltamperometria ciclica, por lo cual la intensidad
de corriente observada permanecera casi constante. Asimismo, en presencia de una cupla
conocida, como [Fe(CN)6]3'/[Fe(CN)6]4', se espera observar una sefal en el potencial caracteristico

de la cupla y cuya intensidad sea considerablemente significativa.

Se observé que las superficies de Faber Castell® presentaron una respuesta no deseable pues la
misma resultdé ser muy resistiva (Figura 2A), por lo que la intensidad aumenta a medida que el
potencial es mayor. Esto no nos permitiria detectar otros procesos de 6xido-reduccion de interés en
el rango de potenciales explorados. Por otro lado las superficies CRETACOLOR® y KOH-I-
NOOR® presentaron una buena respuesta en presencia del electrolito soporte, ya que no se
observaron picos; pero en presencia de la cupla [Fe(CN)e]S'/[Fe(CN)G]"" la senal esperada fue
imperceptible (Figura 2B) o muy pequefa (Figura 2C). Por el contrario el grafito Arcair® en
presencia del electrolito soporte no se observé senal debida a procesos de oxido-reduccion y en
presencia de la cupla redox conocida presentd un voltamperograma caracteristico (Figura 2D), es

decir se observaron los picos caracteristicos de la cupla con una sefal significativa.
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Figura 2. Voltamperometria ciclica correspondiente al grafito: A. Faber Castell®, B.
CRETACOLOR?®, C. KOH-I-NOOR® y D. Arcair®.

Si se desea desarrolla un sensor, se desea que éste no sea costoso, por tal motivo se eligieron
superficies de grafito de facil acceso y relativamente econémicas. Pero mas alla del costo es
necesario que la superficie de grafito cumpla con dos requisitos mas; por un lado P. veronii 2E
debe ser capaz de formar biopeliculas con un buen cubrimiento y por el otro lado debe poseer una
buena respuesta electroquimica, es decir que no se observe una respuesta en presencia de un
electrolito soporte y que en presencia de una cupla conocida se espera que posea una respuesta
significativa. Por todo esto, con el fin de desarrollar sensores se eligié para los préximos ensayos la

superficie de grafito Arcair® ya que cumple con los requisitos antes mencionados.

Produccién de sideréforos con agregado de Cd(ll) en el medio de cultivo

Pseudomonas veronii 2E posee la capacidad de tolerar altas concentraciones de metales, tales
como Cr(Ill), Zn(ll), Cu(ll), Ni(ll) y Cd(ll) [1]. Las estrategias utilizadas por esta especie implican la

biotransformacion y la interaccion de compuestos celulares con los metales téxicos. Es por ello que
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se estudio si una de las estrategias utilizadas por dicha bacteria era la producciéon de compuestos
extracelulares como los sideréforos. En investigaciones anteriores, se observé que la P.veronii 2E
secretaba al medio liquido cantidades importantes de sideréforos y se pudieron obtener las
condiciones 6ptimas de produccidon del compuesto. En este trabajo, se quiso estudiar si la
produccion de este metabolito era afectada cuando se encontraba Cd(ll) en el medio de
crecimiento y si era capaz de interaccionar con el mismo, indicando que existia una posible

detoxificacion por parte de la bacteria.

Para estudiar la produccién de sider6foros por parte de P.veronii 2E en presencia de Cd(ll) y la
posible interaccion sideroforo-Cd(ll), se utilizé un método simple que se basa en las caracteristicas
estructurales del compuesto: espectrofotometria de absorcién. Segun Mehri [16], una absorbancia
maxima cercana a los 400 nm es caracteristica de los grupos cromoforos presentes en los
sideréforos producidos por Pseudomonas del grupo fluorescente y sus complejos metalicos. La
Figura 3 muestra los espectros de absorcion entre 300 y 500 nm de los sobrenadantes de P.veronii
2E crecida en presencia o ausencia de Cd(ll). La absorbancia maxima obtenida para el
sobrenadante sin metal fue de 403 nm, mientras que cuando el metal se encontraba presente en el

medio de crecimiento tuvo un desplazamiento del maximo de absorcién (efecto batocromico).

La Figura 4 muestra la curva de dosis- respuesta del Cd(ll) en la produccién de los sideréforos. Los
valores de la absorbancias estan expresados como absorbancia maxima (absorbancia tipica del
grupo croméforo de los sideréforos producidos por Pseudomonas) sobre absorbancia a 600 nm
(longitud de onda en la cual se mide el crecimiento bacteriano). De esta forma, se hizo
independiente del crecimiento bacteriano el valor obtenido para la produccion del metabolito. Como
se puede observar en la Figura 4, no se evidencié una estimulaciéon en la produccion de los

sideréforos por parte de P.veronii 2E en presencia del metal en el medio de cultivo.

Produccion de sideréforos en P.veronii 2E por Cd(ll)
250 P.veronii 2E SM+0.5mM Cd(ll)
’ P.veronii 2E SM+0.01mM Cd(ll)
200 1 F’.veronii 2E SM+0.1mM Cd(ll)
© P.veronii 2E SM
€ 1.50 -
]
2
2 1.00 -
2
<
0.50 ~
0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorcién de sobrenadante filtrado de P. veronii 2E crecida en M9 succinato
suplementado con 0,01mM, 0,1 mMy 0,5 mM de Cd(Il).
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Figura 4. Efecto dosis respuesta de Cd(ll) sobre la produccidn de sideréforos producidos por

P.veronii 2E crecida en M9 succinato suplementado con 0,01mM, 0,1 mMy 0,5 mM de Cd(ll).

Estudio de la interaccion de siderdforos producidos por P. veronii 2E con Cd(ll)

Los primeros estudios de interaccion sideréforo-Cd(ll) mostraron un corrimiento del
maximo de absorcion acompafiado por un cambio de la forma de la curva cuando las
concentracion del metal adicionada era de 100 yM. No se observaron cambios significativos para

concentraciones finales de Cd(ll) de 1 uM y 10 uM con respecto al control.

Algunos estudios han mostrado que los metales influyen en la produccion de sideréforos. Segun
Braund [5], este compuesto en el medio extracelular complejaria a los iones metalicos, diferentes
que el Fe(lll), disminuyendo su difusion intracelular, haciendo a la bacteria tolerante a los
ambientes con altas concentraciones de Al(Ill), Co(ll), Cu(ll), Ni(ll), Pb(ll) y Zn(ll). Mehri [16]
observé un decrecimiento en la producciéon de sideréforo cuando se suplementaba en el medio
Zn(ll) y una siderogénesis al aumentar la concentracion de Mn(ll) en el medio de cultivo para el
género Pseudomonas. Por otro lado, Sinha [17] observé que la produccién de sideréforos por parte
de Pseudomonas aeruginosa estaba inducida por Cd(ll). En el presente trabajo, se observé una
disminucién en la produccién del sideréforo producido por P.veronii 2E al aumentar la
concentracién de Cd(ll) en medio liquido. Este fue acompafiado por una disminucion en el
crecimiento bacteriano. En contraste a lo observado por otros autores en otras especies de
Pseudomonas, la presencia de Cd(ll) en el medio de cultivo no solo afecté el crecimiento sino

también podria estar afectando la sintesis y/o secrecién del sideroforo.

Al estudiar la interaccién entre el sobrenadante que contenia el metabolito de interés producido en

medio M9-succinato y el cation Cd(ll), se pudo observar una deformacion de la curva caracteristica
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para los sideréforos producidos por Pseudomonas fluorescentes cuando la concentracion era de

100 pM (Figura 5). Este cambio de la curva y el desplazamiento del maximo de absorcion del

compuesto en presencia del idn podria deberse la complejacion del metal por parte del sideréforo.

2.50 -
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1.00 -

Absorbancia
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0.00

——— P.veronii 2E SM

——— P.veronii 2E SM+Cd(ll) 1uM
P.veronii 2E SM+Cd(ll)10 uM
P.veronii 2E SM+Cd(ll) 100 uM
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Figura 5. Espectro de absorcién con 1uM, 10uM o 100uM de Cd(ll) del sobrenadante filtrado de P.

Biotransformacién de Cr(VI) a Cr(lll)

Tratamiento de aguas residuales industriales

veronii 2E crecida en M9 succinato.

Se bombearon alternativamente dos aguas residuales industriales (AR1 y AR2) a través de la

columna empaquetada con células inmovilizadas en alginato de calcio. La Figuras 6a y 6b

muestran el contenido de Cr(VI) en el liquido a la entrada (afluente) y a la salida de la columna

luego de 30 minutos (efluente). La concentracion de Cr(VI) en el liquido tratado permanecio

siempre por debajo de la concentraciéon permitida para la descarga de efluentes segun la norma

norteamericana (0,1ppm). En total pudieron tratarse 42 L de agua residual, es decir, 200
volumenes de columna (VC): 88 VC (18,4 L) correspondieron AR2 y 112 VC (23,52 L) a AR1. El

tratamiento total fue de 96,5 h. En ninglin momento se detectd Cr(lll) en el liquido tratado.
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Figura 6. a) Concentracion de Cr(VI) del liquido a la entrada (afluente) y a la salida (efluente) de la

columna de tratamiento en funcién del tiempo y b) en funcién del volumen del liquido tratado.

Produccion de biomasa con medios de cultivo alternativos

La Figura 7 muestra el crecimiento alcanzado por P. veronii 2E en los distintos medios de cultivo.
El mayor rendimiento se produjo con glicerol 5 %(v/v) y fertilizante 0,6 %(v/v) alcanzando una
biomasa de 9,5 g/L. Con melaza de cafia y caldo nutritivo el crecimiento fue similar. La biomasa
producida en estos casos fue de 4,8 y 4,9 g/L respectivamente. La productividad en glicerol fue de
1,52 mg/h mientras que con caldo nutritvo y melaza fue de 2,06 mg/h y 1,87 mg/h

respectivamente.
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Figura 7. Crecimiento bacteriano en los distintos medios de cultivo (C.N: caldo nutritivo. Melaza:

melaza 2 %(m/v) y fertilizante 0,6 %(v/v). Glicerol: glicerol acido 5 %(v/v) y fertilizante 0,6 %/(v/v)).

Numerosos autores proponen diversos tratamientos de aguas residuales que contienen Cr(VI). Qu
y col. [18] investigan el uso de bacterias magnetotacticas para la remocién de Cr(VI) por adsorcion.
La gran ventaja de este sistema es la facil separacién del adsorbente del agua residual por
aplicacion de un campo magnético que hace innecesaria la inmovilizacién. Yu y col. [19] emplean
nanoparticulas de hierro cero-valente para la reduccién de Cr(VI). Este método tiene la ventaja de
la facil remocion del catalizador al aplicar un campo magnético y la alta tasa de reduccién que se
obtiene. Gopalakannana y col. [18] utilizaron nanoparticulas de magnetita inmovilizadas en alginato
entrecruzado con cationes Ce(lll) para la remocién por adsorciéon del Cr(VI). Sin embargo, pocos
estudios realizan una evaluacién econdémica de los métodos propuestos. En el presente trabajo se
propone un método para el tratamiento de aguas residuales con bajo contenido Cr(VI) y una
alternativa para reducir los costos en la produccion de la biomasa. Utilizando glicerol y fertilizante
como medio de cultivo y glicerol como dador de electrones durante el tratamiento de reduccién de
Cr(VI), se obtiene un costo de la materia prima de U$D 1782,4 para el tratamiento de 785m° de dos
aguas residuales tipo AR1 y AR2 con un tiempo de retencion hidraulico de 30 minutos (ver Tabla
4). El tratamiento quimico que es cominmente usado en la industria, en cambio, tiene un costo de
U$D 2139,1 considerando solo los reactivos para acidificar (la reducciéon quimica se favorece a pH
acido) y neutralizar (precipitacion del Cr(lll)) el agua a tratar mas el floculante utilizado para la
remocion del Cr(lll) generado. Por lo tanto, el tratamiento bioldgico es viable a bajas

concentraciones de Cr(VI) ya que es mas econdémico que el tratamiento quimico convencional.
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Reactivos Cantidad (kgo L) Precio (U$D)/ kg o L Costo total (U$D)
Glicerol 4cido 0,1/L 36

Glicerol acido 7950L 0,1/L 795

Fertilizante 216L 0,4/L 86,4

NaOH 120,8 kg 1,55/kg 187,24

Alginato de sodio 60kg 11/kg 660

CaCl, 88,8kg 0,2/kg 17,76

Tabla 4. Cantidades y costo de los distintos reactivos usados para el tratamiento biolégico de 785

m® de agua residual de baja concentracion de Cr(VI) tipo AR2 y AR1.

Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una diversidad de respuestas de Pseudomonas

veronii 2E en cuanto a la formacién de biopeliculas, produccién de sideréforos y biotransformacion

de Cr(VI). Esta versatilidad hace de la bacteria una herramienta promisoria aplicable en soluciones

de problemas ambientales generados por los sistemas productivos.
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