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RESUMEN

El desarrollo de un biotratamiento eficiente para efluentes con contenido en metales, requiere
del conocimiento de las interacciones metal-microorganismos, microorganismo-superficies y
metal-componentes del efluente, de manera de efectuar un aprovechamiento maximo de la
capacidad retentiva o biotransformadora bacteriana. Para la puesta a punto e implementacion
de sistemas de tratamiento bioldgico de efluentes industriales con contenidos de Cd(ll), Zn(ll) y
Cr(VI) es indispensable, en un primer paso, de un disefo y funcionamiento de biorreactores en
escala laboratorio. De esta manera estamos desarrollando métodos de remediacion de
efluentes industriales, con particular interés en los efluentes de procesos de galvanoplastia.
Para cumplir el objetivo principal del proyecto de investigacién en curso estudiamos: a) la
biosorcion y/o biotransformacion de metales mediada por bacterias aisladas de ecosistemas
contaminados sumado a modificaciones de la movilidad bacteriana en presencia de metales; b)
la capacidad de adhesiéon microbiana a diferentes matrices formando peliculas; c) el
comportamiento de la comunidad microbiana y d) la capacidad de complejamiento de los

componentes del medio con el metal.

106



Revista QuimicaViva - Numero 2, afio 8, agosto 2009 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

Palabras clave: metales, bioremediacion, biosorcién, biotransformacién, quimiotaxis,

capacidad complejante.
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ABSTRACT

For the development of a successful biotreatment for wastewaters containing metals, studies on
metal-microbes, microbe-surfaces and metal-environment interactions are required. The correct
design of bioreactors for electroplating wastes at laboratory scale is the first step of our
research project. In order to fulfil our general aim, several aspects should be studied: a) Cd(ll)
and Zn(ll) biosorption and Cr(VI) biotransformation performed by indigenous bacteria; b) metal
influence on bacterial motility; c) bacterial capacity of biofilm development and microbial
community behaviour and d) complexing capacity of environment components with Cd(Il) and
Zn(ll).

Keywords: bioremediation, metals, biosorption, biotransformation, chemotaxis, complexing
capacity.

INTRODUCCION

La contaminacion de los suelos y de las aguas subterraneas y superficiales se origina
en practicamente cualquier actividad humana econémica o culturalmente importante. La
remediacion definitiva de estos sitios requiere la extraccion de los contaminantes.
Desgraciadamente, las técnicas de remediacion empleadas actualmente son muy costosas v,
en el caso particular de los suelos, suelen afectar la fertilidad y/o el uso posterior de los
mismos, mientras que en el caso de los acuiferos y aguas superficiales, puede comprometer
seriamente el uso de este recurso como fuente de agua para el consumo humano.

Teniendo en cuenta a todos los metales presentes en nuestro planeta, podemos
clasificarlos en tres grandes grupos (Duffus, 2002): 1. Esenciales para procesos biolégicos y a
su vez no téxicos a concentraciones altas (Clase A) 2. Esenciales pero téxicos mas alla de una
concentracién limite (“Borderline”) y 3. Netamente toxicos (Clase B). Dicha clasificacién esta
basada en el comportamiento como &cido de Lewis que cada catién metalico posee, ya que de
ello depende su tendencia hacia la formacién de complejos con diferentes familias de ligandos.
Por ejemplo el Ca y el K son metales no toxicos, pertenecientes a la Clase A; Cr y Mn son
metales esenciales para ciertos procesos biolégicos pero mas alla de una concentracion limite
ejercen cierta toxicidad debido a la capacidad de formar ciertos complejos con ligandos
biolégicos (Borderline) y por ultimo Cd, Hg y Pb que no poseen utilidad biolégica y ejercen una
accion toxica gracias a su alta afinidad por grupos funcionales con O, Ny S (Clase B).

Numerosos efluentes industriales presentan concentraciones relativamente altas de
muchos metales, entre los cuales se encuentran aquellos pertenecientes tanto al grupo 2 como
al 3. Actividades tales como procesamiento o reciclado de metales (no ferrosos) y tratamientos
superficiales como las galvanoplastias, producen habitualmente efluentes con contenidos de
Cd, Zn, Cu, Pb, Hg, Ni o Co. En el caso de Cr es comun encontrarlo como Cr(VI) en efluentes
relacionados con actividades como la fabricacién de pigmentos y curtiembres ademas de los
procesos galvanicos. Las industrias asociadas a tales actividades efectian ciertos tratamientos
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de efluentes basados en la precipitacion quimica (Demir, 2007; Zoubolis, 2004). Sin embargo,
dicha precipitacion no permite la remocion de concentraciones bajas de los metales,
generalmente complejados y en coexistencia con material organico (Lim, 2003, van Veen,
2002). Generalmente los tratamientos quimicos son Utiles cuando las concentraciones son
mayores a 100 mg/L, no siendo el caso de muchos de los efluentes estando o no parcialmente
tratados. En tales situaciones es necesaria la implementaciéon de un tratamiento biol6gico
mediante el desarrollo de biorreactores acordes al metal a remover del sistema (Diels, 2003;
Konovalova, 2003; Chirwa, 1997). La actividad industrial que utiliza metales dentro de sus
procesos es netamente global y el cuidado en la eliminaciéon de sus desechos es de alta
relevancia en cualquier &mbito. La prevencion de la contaminacién es el primer paso hacia la
conservacion adecuada de todos los espacios de nuestro planeta, por lo que el desarrollo de
un tratamiento bioldgico eficiente y accesible deberia ser de interés tanto para industrias
nacionales como extranjeras.

Las estrategias microbianas de supervivencia frente a metales Clase B y “borderline” se
encuentran ampliamente estudiadas (Lovley, 2000; Valls, 2002). Aprovecharlas en beneficio del
ambiente es una posibilidad a tener en cuenta en el momento del correcto disefio de un
sistema de biorremediacion que asegure la eficiencia del proceso (Bender, 2004; Gadd, 2000;
Malik, 2004).

Cuando se trabaja con microorganismos es necesario evaluar cudl sera el destino de
los residuos biolégicos del proceso involucrado. Resulta entonces imprescindible conocer la
inocuidad desde el punto de vista sanitario y la implicancia de la liberacion de dichos
microorganismos al ambiente. Los microorganismos aislados de ecosistemas contaminados
son supervivientes de aquellos efectos téxicos provocados por metales mediante el
funcionamiento de diferentes mecanismos biolégicos, por lo que representan potenciales
microremovedores siempre y cuando no posean relevancia clinica.

La aplicacion de las estrategias microbianas de detoxificacion de metales como el
cadmio, cromo, plomo, niquel, zinc y cobre forma la base del tratamiento biolégico de efluentes
industriales. Dichas estrategias se basan en la adsorcion superficial microbiana del metal de
interés (caso Cu(ll), Cd(ll) y Zn(ll)), mecanismo denominado biosorcién (Ahluwalia, 2007;
Guibaud, 2009; Lu, 2006; Pal, 2008; Vijayaraghavan, 2005), o bien en la biotransformacion del
metal, en el caso de Cr(VI) (Konovalova, 2003; Thacker, 2007; Nkhalambayausi-Chirwa, 2001;
Asatiani, 2005; Megharaj, 2003; Abate, 2007), mediante la cual se produce un cambio en el
estado de oxidacién del metal que favorece su precipitacién posterior como material insoluble.

En el caso de la remocién de Cu, Cd y Zn por el mecanismo de biosorcion es necesario
implementar un proceso que funcione en fase heterogénea mediante la inmovilizacion de
células sobre soportes de bajo costo. Para lograr un sistema eficiente y exitoso, deberia
asegurarse la adhesion de los microorganismos a las diversas superficies utilizadas como
soportes. Dicha adhesion no es siempre posible cuando se trabaja con células adaptadas a
desarrollarse en suspensién, como es el caso de cepas cultivadas en un laboratorio. La

utilizacién de microorganismos aislados a partir de diversos ecosistemas resulta en un
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beneficio adicional, debido a que en sus ambientes naturales éstos ya se encuentran
intimamente relacionados con superficies de diferentes origenes formando las llamadas
biopeliculas (biofilms). El empleo de microorganismos organizados en biopeliculas para
diversos procesos de biorremediacién posee una serie de ventajas (Singh, 2006;
Perumbakkam, 2006). Entre ellas podemos mencionar, por ejemplo que estos procesos a)
permiten trabajar en fase heterogénea facilitando una circulacién continua del efluente a tratar;
b) posibilitan una mejor adaptacién y supervivencia bacteriana, especialmente en situaciones
de estrés, ya que la proteccion de la estructura macromolecular de la matriz mejora la eficiencia
del proceso manteniendo intacta la actividad biolégica de interés. El estudio de la formacion de
una biopelicula y sus condiciones ambientales 6ptimas, asi como también la estructura, los
fenémenos de quimiotaxis bacteriana (Caiazza, 2007; Kato, 2008; Pandey, 2002), transporte de
nutrientes y solutos de interés ambiental asociados a la misma son de fundamental importancia
a la hora de implementar procesos de tratamiento de efluentes mediante la utilizacién de
reactores de lecho fijo o fluidizado.

Los fenémenos de adhesién, agregacion y biosorcién dependen de las propiedades
eléctricas de las superficies bacterianas por lo que el estudio de la movilidad electroforética es
imprescindible para la comprension y optimizacion del funcionamiento del tratamiento biol6gico
a implementar (Tsuneda, 2004; Eboigbodin, 2006; Deng, 2005, Borrok, 2005, Bingol, 2005)

En el caso de la biotransformacién de Cr(VI) a Cr(lll) es necesario mantener las células
en continuo crecimiento, ya que se trata de una reduccion enzimatica, por lo que los reactores
adecuados tendrian el formato de un quimiostato. El efluente liberado a partir de los mismos
enriquecido en Cr(lll) seria procesado para lograr la separacién efectiva de dicho catién en el
medio liquido, como Cr(OH); utilizando agentes floculantes.

Asi como el desarrollo de un biotratamiento eficiente requiere del conocimiento de las
interacciones metal-microorganismos, es necesario conocer en detalle las interacciones
microorganismo-superficies y metal-componentes del efluente, de manera de efectuar un
aprovechamiento maximo de la capacidad retentiva microbiana. Por lo tanto, con un trabajo
interdisciplinario se busca integrar los resultados que surjan como consecuencia del mismo, lo
que no es comun encontrar en la bibliografia disponible. En el Area Quimica Ambiental de la
UNGS hemos desarrollado un proyecto de investigacién que actualmente se encuentra en
curso, cuyo objetivo general es la puesta a punto e implementacién de sistemas de tratamiento
biolégico de efluentes industriales con contenidos de Cd(Il), Zn(ll) y Cr(VI) a través del disefio y
funcionamiento de biorreactores en escala laboratorio. De esta manera estamos desarrollando
métodos de remediacion de efluentes industriales, con particular interés en los efluentes de
procesos de galvanoplastia. Para cumplir nuestro objetivo estudiamos: a) la biosorcién y/o
biotransformacién de metales mediada por bacterias aisladas de ecosistemas contaminados
sumado a modificaciones de la movilidad bacteriana en presencia de metales, es decir
interacciones metal-microorganismos; b) la capacidad de adhesién microbiana a diferentes
matrices formando peliculas, por lo tanto las interacciones bacteria-superficies; c) el
comportamiento de la comunidad microbiana, es decir interacciones bacteria-bacteria y d) la
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capacidad de complejamiento de los componentes del medio con el metal, o sea interacciones
metal-entorno. Este proyecto es netamente interdisciplinario en donde todos los aspectos de la
Quimica se hallan representados: Microbiologia, Quimica Analitica (Electroquimica),
Fisicoquimica, Quimica Organica y Quimica Biol6gica. La integracion del conocimiento
generado es la via de comprensién de los fenbmenos en estudio para el éxito en el
cumplimiento de nuestro objetivo general.

Este trabajo resume el grado de avance alcanzado por nuestro grupo y muestra la
evolucién que hemos tenido a lo largo de estos anos desde que el articulo Microorganismos y
metales pesados: una interaccion en beneficio del medio ambiente, fue publicado en esta
revista Quimica Viva, Afo 2 Numero 3, en el afio 2003.

MICROORGANISMOS

Los microorganismos con los que trabajamos son cinco cepas bacterianas, que fueron
aisladas a partir de ecosistemas con conocidos niveles de contaminacién con metales. Dichas
bacterias poseen capacidad adsortiva para Cd(Il) y Zn(ll) y ademas capaces de reducir Cr(VI) a
Cr(lll). Estas cinco cepas fueron identificadas por secuenciacién del gen del rARN 16S como
Pseudomonas veronii 2E, Delftia acidovorans AR, Klebsiella oxytoca P2, Klebsiella
ornithinolytica 1P y Ralstonia taiwanensis M2.

INTERACCIONES METAL-BACTERIA
Biosorcion de Cd(ll) y Zn(ll): estudios fisicoquimicos sobre Pseudomonas veronii 2E.
Habiendo evaluado la capacidad biosortiva de los microorganismos aislados, se
escogio a Pseudomonas veronii 2E como objeto de estudio, debido a los mayores rendimientos
obtenidos (Vullo, 2008) en cuanto a biosorcién se refiere. Se utilizaron dos estrategias para
estudiar la interaccion metal-bacteria: a) el desarrollo de isotermas de adsorcion para Cd(ll),
para Zn(ll) y para mezclas de ambos y blusqueda de un modelo fisicoquimico que ajuste para la
comprension del fendmeno y b) la exploracion de los cambios en la carga superficial
bacteriana por efecto de los iones metdlicos, mediante mediciones de movilidad electroforética
en presencia de Cd(ll), Zn(ll) y mezclas de ambos (Méndez, 2009).

a) Isotermas de adsorcion

La construccion de isotermas de adsorcién consisti6 en exponer suspensiones
bacterianas, con masa celular constante, a diferentes concentraciones de Cd(ll) (0 a 2 mM),
Zn(ll) (0 a 0,5 mM) y a mezclas de ambos (diferentes combinaciones con 0,5 y 0,1 mM de
concentracion total). Luego de una incubacion a 32°C durante 24 hs. se midié el metal
remanente en los sobrenadantes por Voltametria de Preconcentracion Electrolitica, luego de
centrifugar (3.000 x g, 15 min) y filtrar las muestras (0,45 um de diametro de poro). El pH de las
mezclas metal-bacteria debid mantenerse regulado ya que la adsorcion es un fenémeno
dependiente de este parametro. En particular el pH=7,5 fue regulado con solucién de HEPES
(acido N-[2-hidroxietil]piperazin-N'-[2-etansulfonico], pKa= 7,5) 10 mM. Al graficar g, es decir la
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cantidad de metal retenida por g de peso seco bacteriano en funcién de la concentracion de
metal en equilibrio se obtiene el gréafico de la Figura 1.A.
El valor de g se calcula como:
g= (Ci- Ceg) x Vi / my

donde G; es la concentracion inicial del metal C¢q es la concentracién de metal en equilibrio, V;
es el volumen total de la mezcla y m, es la masa total bacteriana expresada en peso seco.

La isoterma obtenida para Cd(ll) difiere de la de Zn(ll) en cuanto a la capacidad
maxima de adsorcién, es decir el valor de q al cual se llega al plateau de la curva es mucho

mayor en el caso del cadmio.
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Figura 1. A. Isotermas de adsorcion de Pseudomonas veronii 2E para Cd(ll) y Zn(ll). B.
Linealizacion segun el modelo de Langmuir para Cd(ll) y C. Linealizacion segun el
modelo de Freundlich para Zn(ll).

Para comprender el fenédmeno de adsorcion se estudié el ajuste de nuestro sistema
bioloégico a algunos de los modelos fisicoquimicos establecidos. Se ensayaron dos modelos:
Langmuir y Freundlich. El modelo de Langmuir establece la existencia de una monocapa
superficial adsorbente saturable. Cada particula adsorbida no modifica la capacidad adsortiva
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de la monocapa, por lo que las interacciones adsorbente-adsorbato son independientes. Las
expresiones que se obtienen para este modelo son:

g = Omax - Ceq 1(Kg + Ceq) 0 Ceq /a= Kq/ Qmax + Ceq /" Qmax

siendo gmax la capacidad adsortiva maxima y Ky es la constante de equilibrio de disociacion
metal-superficie. Si se grafica Ceq /q vs. Ceq ¥ €l grafico resulta lineal, significa que el sistema se
ajusta a este modelo. La biosorcién de Cd(ll) aparentemente ocurre por un mecanismo acorde
con el modelo de Langmuir (Figura 1.B., Vullo, 2008).

El modelo de Freundlich no considera la existencia de una monocapa homogénea sino
una superficie heterogénea en donde no todos los sitios de interaccion son iguales e
independientes. No se puede aproximar a una capacidad adsortiva de saturacion maxima, ya
que la superficie se va modificando a medida que la adsorcién progresa. Matematicamente
hablando, la isoterma de Freundlich se define segun la siguiente ecuacion:

q= KF-Ceq 1/n

donde Kr y n son llamadas constantes de Freundlich, caracteristicas de cada sistema y son
indicadores de la capacidad e intensidad del proceso de adsorcion. Si se aplica In a la ecuacion
anterior se obtiene la siguiente expresion:

Ing = InKg+ (1/n) In Cgq

Por lo tanto si se grafica In g vs. In Ceq, ¥ se obtiene un grafico lineal quiere decir que el sistema
responde a este modelo. En nuestro caso ocurre con Zn(ll), segin puede observarse en la
Figura 1.C.

¢ Qué pasé con las mezclas de Cd(ll) y Zn(Il)? Los valores de q obtenidos son bien
diferentes de acuerdo a la concentracion total inicial de ambos metales. Cuando esta
concentracién es baja (0,1 mM) el valor de q total permanece constante entre 0,05 y 0,06
mmoles de metal/g peso seco celular, mientras que cuando la concentracién inicial total es 0,5
mM g aumenta con la concentracion de Cd(ll) hasta coincidir con los valores de g obtenidos
con Cd(ll) solo.

Todos estos resultados sugieren una interaccién metal-bacteria diferente dependiendo
del metal involucrado. Es probable que dicha interaccion esté dada por sitios superficiales
distintos.

b) Movilidad electroforética bacteriana
La interfase formada entre la cubierta externa bacteriana y el entorno extracelular juega
un rol importante dentro de la fisiologia microbiana. Los componentes de esta capa externa son

fundamentalmente macromoléculas con grupos funcionales carboxilato, fosfato y amino, que
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confieren una carga expuesta superficial de signo negativo. La carga electrostatica influye
sobre la polaridad e hidrofilicidad, propiedades determinantes de las funciones celulares. La
carga superficial celular se puede estimar mediante la determinacion de potencial zeta (¢), que
es el potencial eléctrico de la region interfacial entre la superficie bacteriana y el entorno
acuoso. La ecuacion de Smoluchowski:

¢=(N-W/(e-¢)

relaciona al potencial zeta con la movilidad electroforética (), n es la viscocidad del medio, €,
es la permitividad del vacio y € es la constante dieléctrica del medio.

La movilidad electroforética es una propiedad intensiva que indica la habilidad de las
particulas de moverse en un campo eléctrico. Una modificacién sobre la superficie provocada
por la interaccién con un catién, modificaria la carga neta negativa de la superficie celular y, por
ende, u. Ademas p depende de la fuerza ionica del medio y obviamente del pH, por lo que
ambos parametros deben mantenerse constantes a lo largo de las mediciones. Las mismas
suelen realizarse por una técnica denominada light scattering utilizando un instrumental
especial como por ejemplo “Brookhaven 90-plus zetameter”. En la Figura 2. se representa la
variacion de la movilidad electroforética en funcién de la concentracion del catién en
condiciones de fuerza ionica constante (KCI 10 mM) y pH constante (pH=7,5, buffer HEPES 10
mM). En ambos casos la presencia del catién hace menos negativa la carga neta superficial, es
decir p se hace mas positiva. El comportamiento de Cd(ll) es bien diferente al del Zn(ll). A
concentraciones bajas de Cd(ll) u se modifica y permanece constante mas alld de una
concentracion 0,05 mM, mientras que recién a una concentracion de Zn(ll) de 0,2 mM, u llega a
un valor constante. Los valores de pu son mas positivos en presencia de Zn(ll) comparados con
los del Cd(Il). Esto se debe a un mayor efecto pantalla que ejercen las cargas positivas del
cation de menor radio, es decir la carga superficial negativa se encuentra menos expuesta con
zinc que con cadmio.

Estos resultados permiten confirmar la suposicién de que la interaccion Cd(ll)-bacteria
ocurre en sitios diferentes que la interacciéon Zn(ll)-bacteria. Si bien ambos metales difieren en
los sitios de afinidad, esto no quiere decir que sean independientes entre si, es decir que la
presencia de uno puede llegar a modificar la interaccion de la célula con el otro.
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Figura 2. Movilidad electroforética de Pseudomonas veronii 2E en presencia de cadmio

0 zinc.

Biotransformacion de Cr(VI)

La capacidad microbiana de reducir Cr(VI) a Cr(lll) puede estar mediada por la
actividad de la enzima cromato reductasa, descripta por varios autores (Thacker, 2007). No
solamente es necesaria la biotransformacién de Cr(VI) para la remocién del cromo de un
efluente industrial, sino que también es imprescindible lograr una separaciéon del mismo de los
sobrenadantes obtenidos en dicho proceso. Dicha separacion del sistema acuoso consiste en
la inmovilizacién del Cr(lll) en su forma insoluble Cr(OH)s. Si bien este compuesto es altamente
insoluble en agua, la formacion y floculacién de Cr(OH); requiere de ciertas condiciones
fisicoquimicas del entorno.

¢ Cbémo se comporta el Cr(lll) en agua? Forma una serie de acuocomplejos como por

ejemplo:

CrHO)* + HO = [Cr(H:0)s(OH)* + HO"

Ahora bien, si esta solucion se trata con una solucion de NaOH 0,1M ocurre lo siguiente:

a. Primer paso: precipitacion a un pH cercano a 7

[Cr(Hx0)e]** + 30H €——— [Cr(H0)3(OH)s] () + 3H0

b. Segundo paso: redisolucion del precipitado a pH altamente alcalinos

[Cr(H;0)5(0OH)s] (s) + 30H #——— [Cr(OH)s]* + 3H,0

Considerando la constante del producto de solubilidad, el pH al cual comienza la precipitacion
seria alrededor de 7 para una concentracion inicial de Cr(lll) de 0,045 mM. Dicho valor
corresponde a concentraciones encontradas en efluentes industriales, que a su vez exceden
los limites establecidos para su descarga (menor que 2 mg/l o 0,038mM segun la Resolucion

115



Revista QuimicaViva - Numero 2, afio 8, agosto 2009 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

336/03 de la Provincia de Buenos Aires y Resolucion 79.179/90 de Recursos Hidricos de la
Nacion Argentina).

Por lo tanto ademas de testear la capacidad bioreductora de las bacterias, es necesario
poder separar exitosamente el cromo mediante procesos quimicos de floculacion acoplados
con la biotransformacion.

En la Tabla 1 se muestran los maximos valores obtenidos en cuanto a la
biotransformacién de Cr(VI) de cultivos bacterianos en lote, tanto puros como mixtos
(Garavaglia, 2009). La desaparicion de Cr(VI) se midi6 utilizando técnicas espectrofotométricas
de acuerdo a recomendaciones internacionales (APHA, 1998).

Tabla 1. Remocion de Cr(VI) por parte de cultivos puros como mixtos en sistemas en
lote. Los valores corresponden a los mejores rendimientos obtenidos en fase

estacionaria de crecimiento.

Cepa % Eliminacion de Cr(VI)
Klebsiella oxytoca P2 74,32
Klebsiella ornithinolytica 1P 65,01
Ralstonia taiwanensis M2 48,31
Pseudomonas veronii 2E 44.47
Delftia acidovorans AR 38,83
Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas 72,88
veronii 2E
Pseudomonas veronii 2E + Klebsiella oxytoca 59,82
P2
Klebsiella ornithinolytica 1P + Klebsiella 65,65
oxytoca P2
Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas 54,67

veronii 2E + Klebsiella oxytoca P2

Los mayores porcentajes de remocion de Cr(VI) se obtuvieron con Klebsiella oxytoca
P2 y con el cultivo mixto Klebsiella ornithinolytica 1P + Pseudomonas veronii 2E. Estas dos
Ultimas cepas en forma conjunta mejoraron notablemente el rendimiento en la
biotransformacién. Si bien estos cultivos demostraron una reduccion de Cr(VI), en ningin
momento se observé la precipitacion de compuestos insolubles de Cr(lll), a pesar de obtener
un pH=8 en todos los casos. Las mediciones de cromo total realizadas por espectroscopia de
absorcién atdmica demostraron que todo el Cr(lll) permanecia en solucion por lo que se
ensayaron métodos de floculacién con diferentes agentes. Con la utilizaciéon de Na,CO; 0,1 M
se logrd una precipitacién practicamente cuantitativa del Cr(lll) en solucion.
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Movilidad Bacteriana

De acuerdo al entorno celular, las bacterias pueden experimentar diferentes tipos de
movilidades, modificandolas a su beneficio. En los medios liquidos o semi-sélidos de baja
densidad, cierto grupo de bacterias son capaces de desplazarse libremente por medio de un
apéndice denominado flagelo. El desplazamiento en este tipo de medios es denominado
swimming. Cuando un grupo de bacterias coloniza un ambiente terrestre o que presenta
restricciones para su movilidad, no puede propagarse a través del mismo por swimming. En
dichos casos, el desplazamiento se produce por un proceso denominado swarming. El
swarming se suele describir como una forma de movilidad rapida, grupal y coordinada que
depende de dos factores fundamentales: el contacto constante célula-célula y la sintesis de
una nueva bateria de flagelos a lo largo de toda la superficie celular. La quimiotaxis es la
movilidad dirigida hacia un posible sustrato o en contra de un compuesto con efecto negativo
para los microorganismos.

Los tres tipos de movilidad son importantes durante la formacion de biopeliculas y
pueden ser afectados por cambios en el medio. Como la formacion de biopeliculas es
fundamental en el disefio de biorreactores de lecho fijo o fluidizado, la presencia de metales en
los efluentes a tratar puede afectar el desarrollo adecuado de la pelicula microbiana. Se estudié
entonces la influencia de los metales Cd(ll), Zn(ll), Cu(ll) y Cr(VI) sobre los distintos tipos de
movilidad observada para las bacterias méviles Ralstonia taiwanensis M2, Pseudomonas
veronii 2E y Delftia acidovorans AR. El ensayo de swimming se realiz6 en medio de cultivo
PYG (peptona de caseina 2,5 g/L, extracto de levadura 1,25 g/L y glucosa 0,5 g/L) adicionado
con 3 g/L de agar y se inocul6 por puncién en tubos con diferentes concentraciones de cada
metal. Un resultado swimming positivo consistié en una distribucién homogénea de la poblacion
bacteriana en todo el medio. El ensayo de swarming se realiz6 por puncion central en placa
con medio de cultivo nutritivo con el agregado de 4g/L de agar. La movilidad tipo swarming se
verificd por el agrandamiento en direccion radial del desarrollo bacteriano a lo largo del tiempo
de incubacion. El ensayo de quimiotaxis fue una adaptacién del chemical in plug colocando en
placas una gota central con el quimioefector en agarosa 0,5% y alrededor una suspension
bacteriana en agarosa 0,35%. La aglomeraciéon microbiana en torno a la gota central evidencio
una quimiotaxis positiva, mientras que una disminucion de la concentracién bacteriana
alrededor de la gota central fue provocada por una quimiotaxis negativa. Los resultados
obtenidos fueron variados ya que cada cepa respondié de manera diferente. En la Figura 3 se
ejemplifican algunos de ellos.
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guindotaxis positira al Cu(II), que achia com guimisatrac tande (foto ab ajo)

Figura 3. Accion de los metales sobre la movilidad de Ralstonia taiwanensis M2.

INTERACCIONES BACTERIA-BACTERIA

El desarrollo de cultivos mixtos sélo es posible si las bacterias logran crecer en forma
conjunta a lo largo de todo un cultivo en lote. Es por ello que primeramente se evalud la
posibilidad de que las bacterias liberaran alguna actividad antimicrobiana. Como se ve en la
Figura 4, tanto Ralstonia taiwanensis M2 como Delftia acidovorans AR la poseen, tal como lo
revelan sus respectivos halos de inhibicion alrededor de sus colonias.

Delfha acidovorans AR

Elebsielln ornithinoytica 1P Falstonia tatwanensis NI2

Peendomonas veroni 2E

Figura 4. Ensayo de actividad antimicrobiana sobre Pseudomonas veronii 2E.
Para efectuar un seguimiento de la composicién de un cultivo mixto se efectué una

Electroforesis en Gradiente de Gel Desnaturalizante (DGGE, Muyzer, 1993) del ADN
bacteriano, extraido a partir de muestras pertenecientes a diferentes estadios de los diferentes
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cultivos mixtos. Los resultados obtenidos fueron claros: sélo pudieron coexistir Klebsiella
ornithinolytica 1P y Pseudomonas veronii 2E, el par que demostré un pronunciado incremento
en la eliminacién de Cr(VI) (Tabla1). En los demas casos se vio una clara predominancia de
Klebsiella oxytoca P2 sobre las demas bacterias, no pudiendo mejorar los rendimientos
obtenidos en cuanto a la biotransformacion de Cr(VI).

INTERACCIONES BACTERIA-SUPERFICIES

La posibilidad de generar biopeliculas esta determinada por la capacidad que posee
una determinada bacteria de interactuar con superficies que pueden actuar como soporte.
Superficies poliméricas (siliconas, teflon, poliuretanos, etc.; Vullo, 2008) y vidrio son ejemplos
de matrices a ensayar para la utilizacién de las mismas en biorreactores. La Figura 5 muestra
una vision microscopica del desarrollo bacteriano sobre las matrices ensayadas. Las bacterias
aisladas se adhieren a una diversidad de superficies, esto posibilita la inmovilizaciéon de los
microorganismos para usos en biotratamientos.

MANGUERA DE SILICONAS ESPUMADE POLITURET ANO

Comirol

Falatonia taiwanensiz M2

Frewdomonas veronii 2E

TEFLON Peeudomonas verowii 2E
Catrol
- i
- o X
Fseudomonar veronit 2E Freudomonas veronit 28

Figura 5. Peliculas microbianas en diferentes matrices, vistas con un aumento de 100x.

INTERACCIONES METAL-ENTORNO

La biodisponibilidad es un factor a tener en cuenta a la hora de evaluar interacciones
metal-microorganismos. Esta determinada por la capacidad de asociacion del cation metalico
con componentes del entorno celular, que pueden ser solubles o asociados a particulas en
suspensién. Considerando el material soluble, la capacidad complejante de ciertas sustancias
organicas puede traer como consecuencia una disminucion en la concentracion de metal libre
en solucién. Tanto en efluentes industriales como en medios de cultivo existen variedades de

sustancias con grupos funcionales disponibles que pueden actuar como complejantes. La
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evaluacién de la capacidad complejante tanto del medio de cultivo como del efluente a tratar es
indispensable y determinante de la eficiencia global del biotratamiento.

¢Cémo se mide la capacidad complejante de un sistema acuoso? La técnica es la
Voltametria de Preconcentracion Electrolitica de Onda Cuadrada, mediante la cual se realiza
una titulacién del sistema por agregados crecientes de una solucién del metal de interés. En la
Figura 6 se muestra un grafico representando la titulacién del medio de cultivo utilizado para el
desarrollo de nuestras bacterias (PYG: peptona de caseina 2,5 g/L, extracto de levadura 1,25
g/L y glucosa 0,5 g/L). Se graficé la corriente de pico Ip en funcién de la concentracion de Cd(ll)
total agregado. Se ven dos curvas: 1) la correspondiente a los puntos con circulo abierto es la
titulacion control en un entorno sin capacidad complejante, que corresponde a una recta ya que
la concentracion de metal es directamente proporcional a la corriente detectada en el
instrumental y 2) la correspondiente a puntos con circulos cerrados: no es un grafico lineal en
este caso ya que los primeros puntos poseen una tendencia diferente a los cuatro Ultimos.
Marcando la recta para el caso 1) vemos que su origen es el (0,0), lo cual es légico ya que la
corriente registrada es nula cuando la concentracion de Cd(ll) = 0. Tomando los dltimos cuatro
puntos del caso 2), y trazando la recta a la que aproximan, se puede extrapolar la misma al eje
X, cortandolo en un valor de concentracién de Cd(Il) cercano a 1 uM. ;Qué quiere decir esto?
Que en el medio de cultivo ensayado existen ligandos que complejan el Cd(ll) agregado en una
concentracion de 1 uM, suponiendo una estequiometria metal-ligando 1:1. El Cd(ll) disponible
genera una senal de corriente de pico Ip correspondiente a una menor concentracion que la
agregada, con lo cual parte del Cd(Il) agregado se encuentra en una situacion de equilibrio de
complejamiento con componentes del medio de cultivo que no permiten su deteccion. La
linealizaciones de Ruzic y Scatchard (graficos insertos en la Figura 6) contribuyen al calculo de

constantes de estabilidad de los complejos.
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Figura 6. Titulacion del medio de cultivo PYG con solucion de Cd(ll) para la

determinacion de la capacidad complejante.
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CONCLUSIONES: PRESENTE Y FUTURO

Gracias a los estudios realizados y como conclusion global en cuanto a las
interacciones metal-microorganismos, microorganismo-superficies, microorganismo-
microorganismo y metal-entorno, hemos podido avanzar en el disefio de biorreactores sobre
lecho fijo para Cd(ll) y Zn(ll). En la Figura 7 vemos dos reactores en funcionamiento cuyos
volumenes de trabajo son 50 mL (C50) y 200 mL (C200). Hemos tenido resultados preliminares
de un 50% de retencion de Cd(ll) y Zn(ll) en efluentes artificiales, situacién que aun podemos
mejorar, antes de trabajar con efluentes industriales reales, para luego efectuar una ampliacién
de escala de trabajo.

Figura 7. Biorreactores de laboratorio en funcionamiento para la retencion de Cd(ll) y/o
Zn(ll).

¢ Cudles son las actividades programadas en un futuro cercano? Haciendo un listado,
podemos resumirlas asi:
= Mejoramiento del funcionamiento de biorreactores de lecho fijo.
= Estudios de formacién de biopeliculas en diversos materiales para utilizar como lechos.
= Ensayar la retencion de cationes en biorreactores utilizando efluentes artificiales de
mezclas que contienen Cd(ll) y Zn(ll).
= Determinar la capacidad complejante de efluentes de galvanoplastias.
= Probar el funcionamiento de los biorreactores con efluentes industriales.
= Determinar la presencia de actividad cromato-reductasa en las bacterias que demostraron
la capacidad de eliminar Cr(VI).
= Desarrollar un biorreactor con células en suspension para Cr(VI) acoplado con precipitacién
quimica.
= Profundizar los estudios en comunicacién célula-célula: quorum sensing y la influencia de

los metales sobre este fendémeno.
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Es claro que queda mucho por delante, pero nos encaminamos hacia el desarrollo de
tecnologias innovadoras aplicables en la prevencion de la contaminacién. El tratamiento
adecuado de los efluentes industriales, previo a su descarga en cursos de agua, es
imprescindible para el resguardo la calidad del recurso.
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