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Aportes originales

Las aguas residuales provenientes de galvanopadéda industria metallrgica y la
industria quimica en general presentan concentraside Cr(VI) por encima de los niveles
permitidos por ley para su descarga en cuerposgd@ aeceptores o en plantas de
tratamiento cloacal. Por lo tanto, estas industiligisen tratar sus aguas previamente a la
descarga. Sin embargo, los tratamientos converie®ragel tipo quimico (reduccion de
Cr(VI) con bisulfito de sodio y posterior precimitan del Cr(lll) generado) son muchas
veces ineficientes y costosos. En el presentejoratgadesarrolla un sistema de tratamiento
biolégico que es mas econdémico, eficiente y amhblamnte amigable. En trabajos
anteriores al desarrollo de la presente tesis slaramn bacterias provenientes del rio
Reconquista (Buenos Aires) que eran resistent€s(®l) y poseian capacidad de reduccion
del Cr(VI) (Pseudomonas veroriE, Klebsiella oxytocd2 yKlebsiella ornithinolitycalP).

En el presente trabajo se evalud la capacidad digceced>n de cada una de estas cepas
cuando se encontraban en crecimiento en un meditivauo cuando se encontraban en
estado quiescente en suspensiones celulares smpdelas con un dador de electrones. La
diferencia entre ambas metodologias consistia efagucélulas en crecimiento poseian un
metabolismo activo aunque la concentracion bacteri@ra baja. En cambio, las
suspensiones celulares podian ser concentradasde faumentar la densidad celular que
normalmente se obtiene en un cultivo. Ademas, adajar en ausencia de un medio de
cultivo, se simplificaba el procedimiento y su aation a nivel industrial. Los resultados
obtenidos mostraron claramente que la tasa de cignude Cr(VI) dependia de manera
directamente proporcional a la concentracion bictar y, en menor medida, a la
concentracion del dador de electrones. Los ensegonscelulas en crecimiento arrojaron
tasas de reduccion bajas porque la densidad attareralos cultivos fue igualmente baja.
La cepa con la que se obtuvo la mayor tasa de c&nuen estado quiescente faeveronii

2E a una densidad de 36g (biomasa seca)/l y 20milutesa como dador de electrones.
En estas condiciones se logré una reduccion tetaCdVI) (1mM) en 4-5 horas. Se evaluo
la capacidad de reduccion de Cr(VI) de esta cepéstintos pHs y temperaturas y los
valores Optimos fueron 7 y 32°C respectivamentdinAde implementar el tratamiento a
aguas residuales industriales, se ensayaron dssttdtnicas de inmovilizacién bacteriana
por oclusion en agarosa o en alginato de calciatiBzaron suspensiones &e veronii2E

en base a los resultado anteriores. Tanto con seyawno con alginato de calcio la tasa de

reduccion en las condiciones dptimas se vio redugadque se agrega un paso de difusiéon



de los sustratos (Cr(VI) y glucosa) a través denddriz de inmovilizacion en la reaccion
global. El 100% de reduccion se alcanzé en 8 hdabido a que el alginato de sodio es
mAas econdmico que la agarosa, se empled a ésie erderimentos siguientes en los que se
aumento la escala de produccion de biomasa y tietéon Para esto se disefid un
biorreactor para la generacion de biomasa de maeenacontinua y se realizaron ensayos
en una columna calefaccionada en donde la badtenavilizada fue utilizada repetidas
veces en lotes consecutivos de soluciones de CAMIY. Esto permitid determinar la
cantidad de veces que el biocatalizador podiat#eado, antes de que perdiera actividad.
En total, el catalizador pudo ser reutilizado cineges antes de que la actividad reductora
disminuya de tal manera de que no se produzcalleecen total del Cr(VI) en 8 horas. A
partir de estos resultados se procedi6 al tratamidem dos aguas residuales provenientes de
una empresa productora de piezas metalicas deigride 0,26 y 0,69ppm de Cr(VI). El
tratamiento fue de forma continua con un tiempoedencion hidraulico de 30 minutos. El
tratamiento se efectud durante 150 horas corridéss ale la pérdida de actividad. No se
encontré cromo en el liquido tratado. Para rediosrcostos de implementacién de este
tratamiento a nivel industrial, se buscaron medies cultivo alternativos econdémicos
basados en melaza de cafia o glicerol crudo y uilizEmte comercial. Los mayores
rendimientos se obtuvieron con glicerol acido avB2y fertilizante al 0,6%v/v. Utilizando
este medio de cultivo se produjo la biomasa patartrun agua residual de una empresa
productora de acido crémico de 40ppm de Cr(Vl)aglia se trato en lotes consecutivos
produciendo la reduccion total del Cr(VI) en hastace horas durante cinco dias
consecutivos.

En conclusidn, se logré desarrollar un tratamidntddgico de aguas residuales de
baja y media concentracion de Cr(VI) utilizando medde cultivo econémicos para la
produccion de biomasa. Sin embargo, el tratamigataguas con mediana concentracion de
Cr(VI) resulté inviable por sus altos costos. Embe, el tratamiento de aguas residuales
con baja concentracion de Cr(VI) resulté mas ecacdmue el tratamiento convencional.
La tecnologia aqui desarrollada es adecuada p#maashiento de corrientes que contienen
una baja carga de Cr(VI) ya que presenta venta@moéenicas y ambientales en

comparacion con los métodos utilizados comunmente.
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El cromo en la naturaleza

El cromo (Cr) en su estado de valencia elementahasetal duro, lustroso, de color
gris y su ocurrencia en la naturaleza es rarao $ei¢de encontrar en ambientes altamente
reductores como en la mina Udachnaya en Rusia meedambién se producen diamantes
(Suekeret al 2005). Sin embargo, altas cantidades de Cr(llgremientran distribuidas en la
corteza terrestre en forma de cromita (R€G)x ElI Cr(VI) también se encuentra en la
naturaleza aunque en menores cantidades que H) 6gjb la forma de crocoita (PbCsO
(ATSDR 2000) (Fig. 1). La existencia de estos nate=r hacen que el cromo sea el sexto
elemento méas abundante en la corteza terrestrar@abundancia promedio de 100mg/kg
(Suekeret al 2005).

(¢) Thomas Witzke + Abraxas Verlag

Fig.1: a) Cromita extraida de Baltimore, Maryland, AUSb) Crocoita extraida deDundas mineral fiels
distrito Zeehan, Tasmania, Australia. ¢c) Cromo elgmieextraido de Sichuan, China. Fuente: a) www.atiodg/photo-
298709.html. b) www.mindat.org/photo-5846.htmiwsyw.mindat.org/photo-8009.html.

La cromita es el mineral explotado econdmicameara ja extraccion del cromo.
Las reservas mundiales de este compuesto se estjgerson mayores a las 480.000
toneladas métricas. Las principales reservas seeatran concentradas en Kazakhstan,
Sudafrica y la India con 220.000, 200.000 y 54.6@eladas métricas respectivamente
(Papp 2012). La crocoita, en cambio, es demasadopara ser explotada econémicamente

y sOlo es apreciada por coleccionistas (Suekat2005).
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Geoquimica del cromo

El cromo existe en la naturaleza de manera eswii CP, Cr(lll) y Cr(VI)
aungue existen otros estados transientes como(B)CrCr(V) o Cr(ll) (Daultonet al
2006). Cr(lll) es generalmente inmovil en el sugl que se adsorbe fuertemente a
superficies de arcillas minerales, a 6xidos de rmaego y a hierro hidratado tanto en la
forma de Ct" como en la forma de hidréxidos i6nicos (Heritgal 2004). Ademas, en el
rango de pH neutro Cr(lll) forma Cr(OHjue es insoluble, disminuyendo aun mas la
movilidad del cromo. El cromo trivalente puede, gmbargo, formar complejos con
compuestos organicos solubles y de esta manerariadgovilidad (Puzoret al 2007, Cao
et al 2011). El cromo hexavalente, en cambio, es solaehléoda la escala de pH vy, en
consecuencia, altamente movil. EI Cr(VI) puede ivitizarse al adsorberse en superficies
arcillosas cargadas positivamente, especialmeiptd acido. Sin embargo, este fenOmeno
de adsorcién puede suprimirse en presencia de icomepetitivos como el sulfato y el
fosfato o por aumento del pH o de la fuerza iO(Bzxtlettet al 1976).

En suelos y sedimentos en equilibrio con el oxigamoosférico existen oxidos de
manganeso y compuestos organicos oxidables. EllQof@sente en este suelo proveniente
generalmente de contaminacién puede ser redudBifllf) por la materia organica o por la
presencia de Fe(ll). El Cr(lll) generado puede imiicarse o formar complejos con materia
organica de manera de permanecer soluble. Esteoobog@nico soluble estara disponible
para que los 6xidos de manganeso lo oxiden a Cofpletando el ciclo (Fig. 2).

Estos procesos redox son posibles al mismo tiempquee la oxidacion de Cr(lll) a Cr(VI)
es relativamente lenta comparada con la reducad@rfVI1) a Cr(lll). La cinética de estas
reacciones dependera del pH del medio, la conaéditrale agentes reductores y oxidantes
y la disponibilidad de los sustratos. De esta nankx persistencia del Cr(VI) en el
ambiente se producira si la tasa a la que se imtmeal Cr(VI) es mayor que la tasa de
reduccion natural del suelo que suele ser de dipendliendo del tipo de suelo y de la
concentracion de Cr(VI) (Bartlett al 1991, Choppalat al2013).
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Oxigeno atmosférico
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Fig. 2: Ciclo del cromo en el ambiente (modificadgozhhlet al2013)

Usos del cromo en la industria

El cromo es utilizado en una gran variedad de imdiss En la industria textil el
dicromato de potasio @€r,0;) es usado desde 1820 como fijador o estabilizaidor
colorantes para prevenir la decoloracion de lasdiltextiles (Sueckeet al 2005). En
metalurgia, el cromo es usado para el procesoatearto de piezas metdlicas. El 90% del
consumo industrial del cromo se efectia en esteepom (ICDA 2014) que consiste en
“bafiar” a las piezas metélicas en una solucion d¥1lCque se conoce industrialmente
como “acido crémico”. De esta manera se obtienepuoducto de mayor dureza, bajo
coeficiente de friccion y resistencia a la corrasi®tras formulaciones con Cr(VI) se
utilizan, ademas, para la conservacion de la maznmraa el ataque de hongos e insectos y

para el curtido de cueros (Jacabsl 2004).
Toxicidad del cromo

Los efectos del cromo en la salud dependen de tawleesle oxidacion, de la
concentracion y de la via de exposicion. ElI Cr@i)considera un micronutriente esencial.

Segun el Instituto de Medicina del Consejo Nacial@alnvestigacion de los Estados Unidos

la cantidad de Cr(lIl) que un adulto o adolesceieiee incorporar en su dieta es de 20-45ug
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Cr(ll/dia (ATSDR 2012). Aun no se conoce en quécpsos metabdlicos interviene el
Cr(lll) pero se cree que esta involucrado en elab@tsmo de la glucosa (Bielicket al
2005, Dahlet al 2013). No obstante, la exposicion a altas conaeiatnes de Cr(lll) puede
causar afecciones respiratorias y alergias cuaaddal de entrada es por inhalacion y por
contacto dérmico respectivamente (ATSDR 21012). idagos estudios en los que se
reporte que el Cr(lll) tenga efectos cancerigen@deote la reproduccion y el desarrollo
embrionario, y los resultados son tema de debal&SDR 2012). El Cr(VI), en cambio,
produce un mayor dafo a la salud que el Cr(lll)esSinhalado, el Cr(VI) puede producir
irritacion nasal, perforaciones y ulceraciones ersepto nasal, bronquitis, neumonia y
cancer de pulmon (McNeikkt al 2012, Dahlet al 2013, ATSDR 2012). Si es ingerido,
puede provocar dolor abdominal, vomitos, Ulcerasydrragias y diarrea. Por contacto con
la piel, se pueden producir quemaduras, irritagi@ermatitis (ATSDR 2012). Ademas, el
Cr(VI) posee efectos mutagénicos. Dentro de lal@édl cromo hexavalente es rapidamente
reducido a Cr(lll) pasando por los estados interagedie Cr(V) y Cr(IV) generando
especies reactivas de oxigeno que producen dafilas estructura del ADN (Arslagat al
1987, Kadiiskaet al 1994, Liuet al 1995, McCarollet al 2010, Zhitkovichet al 2011). En
trabajadores expuestos al Cr(VI) se han registedfdotos adversos en los cromosomas y
existe evidencia de que el Cr(VI) induce la ruptdeala molécula de ADN, aberraciones
cromosomicas y desregulacion de la sintesis de AI$DR 2012).

Legislacion y regulacion de la descarga de aguassiduales que contienen Cr(VI)

Debido a los efectos téxicos del Cr(VI), en el murekisten leyes que limitan la
concentracion de cromo hexavalente que debe hab&n agua residual industrial para que
pueda ser descargado en cuerpos de agua recefnrésgentina la ley nacional 26.221,
articulo 122, anexo B, regula los niveles de Cr(/r(lll) que deben tener los desagues
cloacales y establece que las descargas no deben upa concentracibn mayor a los
0,2ppm para Cr(VI) y de 2ppm para Cr(lll). En Esis Unidos el cédigo de regulaciones
federales (Code of Federal Regulations) en swt#Q] volumen 24, inciso 141.62 establece
que el nivel maximo de cromo total en sistemastamsdebe ser de 0,1ppm. En Europa, la
directiva 98/83/CE del consejo establece una cdra@an de cromo en aguas para

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

A diferencia del Cr(VI), el Cr(lll) es mucho mentd&xico y forma precipitados
insolubles a pHs cercanos a la neutralidad. Estpigatad permite que el cromo pueda ser
separado del agua residual industrial para que gsésla ser descargado segun las
regulaciones vigentes. Por este motivo, muchosamrahtos de aguas residuales que
contienen Cr(VI) constan de un primer paso en el&uCr(VI) es reducido quimicamente
para que luego, con el agregado de sustanciagalsaprecipite en forma de hidroxido de

cromo.
Reduccion quimica de Cr(VI)

La reduccion quimica se logra al mezclar el agsauwal que contiene Cr(VI) con
sustancias reductoras como el bisulfito de sodieaucion acida para generar el agente
reductor HSG;, el diéxido de azufre gaseoso o0 sales de hieresréBa-Diazet al 2012,
Gheju et al 2006). Con bisulfito de sodio y con sales de bidar reaccion de reduccion
ocurre en condiciones de acidez por lo que luetjprdeeso se debe neutralizar para lograr
la precipitacion del Cr(lll) generado. Las reacei®igue ocurren son las siguientes (Barrera-
Diazet al2012):

> Bisulfito de sodio:

(1) NaHSQ (aq)+ H' (aq—> H2SO3(aq)+ N& (aq) (generacion del agente reductor)

(2) 4CI’Q¢2_(aq) + 6NaHSQ(aq) + 3HSOy(aq) + 8I—F(aq—)> 2Cn(SQy)3(ag) + SNaSOyaq) + 10HO
(reduccién)

(3) Cr(SOy)3(aq)+ 6NaOHag—> 2Cr(OH)s) + 2HO (precipitacion)

» Dioxido de azufre:
(1) SGQg+ HLO —> H:SOsaq) (generacion del agente reductor)
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Las reacciones de reduccion y precipitacion somiamas que las reacciones (2) y

(3) para el bisulfito de sodio.

» Sales de hierro
(1) 6F€" (ag) + CRO/* (aq) + 14H (aq) —> 6F€ (aq) + 2Cr* g+ 7THO  (reduccion)

(2) Cr*aq) + 30H@g—> Cr(OH)s (precipitacion)

Si bien estos tratamientos son de muy facil aplicatienen muchas desventajas. La
principal es la cantidad de residuo sdlido quersdyce ya que el hidréxido de cromo es
muy poco compacto lo que dificulta su manejo, &@dsly disposicion final elevando los
costos (Lopez-Garciet al 2010). Ademas, para asegurarse una reaccion cangéevierte
un exceso del agente reductor lo que hace al sasteay poco eficiente e incrementa los
costos (Zakari@t al 2008). Esto hace que estos tipos de tratamiengeaon recomendados
para tratar aguas con bajo contenido de Cr(VI)eEoaso del uso de sales de hierro, se
forma en la reaccion de precipitacion hidroxidohierro(lll) lo que aumenta adun mas la
cantidad de residuo generado (Barrera-Rizad 2012) mientras que en el caso de la adicion
de bisulfito de sodio se pueden producir sulfuros gecesitan otro tratamiento (stal
2007). Por otro lado, las condiciones de reaccmm de extrema acidez lo que implica
acidificar el agua residual previo al tratamiemieyando el costo total del proceso (Zakaria
et al2008).

Reduccion electroquimica de Cr(VI)

En la reduccién electroquimica el agente reducaemerado mediante la disolucion
de un electrodo en el agua a tratar al aplicar aoneiente eléctrica. Si, por ejemplo, se
emplean electrodos de hierro, en el anodo, eldeamental solido se disolvera al oxidarse
por la liberacion de electrones que tiene lugapdicarse una diferencia de potencial. Los
cationes de Fe(ll) generados actian como agentBsctoges oxidandose a Fe(lll) y
reduciendo el Cr(VI) a Cr(lll) (Xet al2014). También puede ocurrir, sobre todo cuando se
trabaja a altas densidades de corriente, que leec&sh de Cr(VI) se produzca directamente
en el catodo por medio de los electrones que fudrerados al oxidar el electrodo de hierro

en el anodo (Barrera-Diaazt al 2011). El Cr(lll) generado precipita como hidraxide
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cromo al aumentar el pH entre 6 y 8. Este procesdisblucion del anodo para la liberacion
de agentes reductores se favorece a pHs bajosdgreemina electrodisolucion (Xet al
2014). Si se trabaja en condiciones de acidez raddese produce el fendmeno de
electrocoagulacion en donde el agente reductorugtodde la oxidacion del anodo (Fe(ll)
en el caso de electrodos de hierro) actia comotagiEsestabilizante (Barrera-Dieizal
2012, Akbalet al 2011) al formar hidroxidos insolubles. Estos agerdesestabilizantes
interactlan electrostaticamente con el contaminagtéralizando las cargas y formando un
precipitado insoluble. La formacion de hidrégensegso que ocurre por electrdlisis del
agua en el catodo produce la flotacion de los fasdormados facilitando el proceso de
remocién (Akbal et al 2011, Cheng 2003). Este proceso se lo denomina
electrocoagulacién/flotacién (Emamjomehal 2009). Para este tipo de tratamiento pueden
usarse también electrodos de aluminio en dondegehta desestabilizante es AlI(QH)
(Cheng 2003). Las reacciones que ocurren utilizamdelectrodo de hierro a bajo pH son

las siguientes (Barrera-Diat al 2012):
» Reaccion en el anodo
(1) Fe(sy—> Fé&aq+ 2€ (oxidacion del electrodo)
» Reacciones en el catodo
(1) 2H' (aq)+ 26 — Hy(g (generacion de hidrogeno gaseoso por reduccif@naienes)

(2) 2H0 + 26 —» Hyg) + 20H (generacion de hidrogeno gaseoso por electr@adis

agua)

(3) FE€"aq + € —» F€& 4q (reduccion del Fe(lll) formado por la oxidacion @e(ll)

en la reduccion de Cr(VI))

(4) HCrQy (aq) + 7TH (aq) + 3¢ — CrP*aq) + 4H,0 (reduccion de Cr(VI) directamente en
el catodo)
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» Reacciones en la solucion

(1) 3F€"ag)+ HCrOy (ag) + TH' (aq) —» 3F€(aq) + Crag + 4H0 (reaccion redox entre

el hierro y el cromo)

Estos tipos de tratamiento electroquimico presentmtajas con respecto a los
tratamientos quimicos ya que se reduce la cantidagactivos empleados debido a que el
agente reductor es generadaitu en el anodo a partir de la aplicacion de unaelifen de
potencial entre los electrodos (Benhadjal 2011). Ademas, la tasa de reduccion de Cr(VI)
en estos tratamientos es elevada disminuyenderaspt del proceso (Almaguer-Bussioal
2009, Akbal et al 2011). Sin embargo, altas dentgislale corriente son necesarias lo que
eleva el costo energético del tratamiento (Almagiessoet al 2009, Kurniawanet al
2006). A bajas concentraciones de Cr(VI) el procesouelve ineficiente por lo que, en
estos casos, se necesita un paso previo de camiéntgue eleva el costo total (Kurniawan
et al 2006, Xuet al2011). Por ultimo, las condiciones de extremaeziglie se emplean en
la reduccion de Cr(VI1) y la posterior neutralizacigara la precipitacion de Cr(lll) hacen

gue los costos aumenten por el consumo de acidases (Gagrat al 2013).
Tratamientos convencionales que no implican reduatide Cr(VI)

Entre los tratamientos convencionales de remocién Cd(VI) se encuentran
principalmente el uso de resinas de intercambiérécd y de membranas de ultrafiltracion.
La l6gica de estos tratamientos consiste en coraregitCr(VI) presente en el agua residual
en un pequefio volumen de manera de que sea meoantidad de agua residual que se
produzca disminuyendo los costos de su tratamiédemas, la concentracion del Cr(VI)
permite que sean aplicables los métodos de reducyidprecipitacion descriptos
anteriormente. Tenoriet al (2001) propone la reutilizacion del Cr(VI) eluidz una
columna de intercambio anionico aunque el liquidtatio en sus experimentos presento
una concentracion de Cr(VI) de 0,25ppm lo cual mmmgle con la legislacion de una gran
cantidad de paises para la descarga en cuerpogude Bn el caso de los tratamientos
mediante ultrafiltracién, primero se hace interaoar al Cr(VI) con polimeros de alta masa
molecular de manera de que los aniones, al encsatumidos a compuestos de mayor masa
molecular que etut off de la membrana, queden retenidos y puedan seradegadel
liquido (Sancheet al 2011, Aroueet al 2007, Jayalakashneit al 2012). Las ventajas de la
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tecnologia de intercambio anionico son la facillenpentacion del tratamiento y la ausencia
de la generacion de residuos sélidos (Dobrewskyal 1996). Las desventajas son la
necesidad de un pretratamiento del agua residesigal intercambio anionico y los altos

costos de las resinas (Ahmed al 1998). En cuanto al método de ultrafiltraciors la

principales ventajas son la facil implementaciorelypoco espacio requerido de los
cartuchos de filtracion. La gran desventaja de &staologia es el taponamientdamling

de la membrana que se produce con el uso. Estondigenla eficacia del sistema y resulta

en un aumento de los costos (Cébal 2005).

Tratamientos no convencionales

Los tratamientos no convencionales son tecnologi@stienen limitada aplicacion
por encontrarse aun en fase de desarrollo. Esttasriientos buscan resolver los problemas
de alto costo y baja eficiencia de los tratamiestos/encionales y son cruciales sobre todo
para paises en vias de desarrollo en donde lasesaspno cuentan con el capital para
implementar costosos sistemas de tratamiento. Esties tratamientos se encuentran la

biosorcion, la reduccion fotocatalitica y la reddoddiologica de Cr(VI).

Biosorcién de Cr(VI)

La biosorcion de Cr(VI) consiste en el uso de biema@eneralmente inactiva, como
resina de intercambio i6nico. Las superficies de daélulas bacterianas y de hongos
presentan gran cantidad de grupos funcionales ugien ser ionizados dependiendo del pH
del medio. A pH acido, las superficies celularesspntan carga positiva, por lo que los
aniones cromato quedarian retenidos a estas stiperfieparandose de la solucion. De esta
manera, se trata de reemplazar las resinas comtmmsadas en intercambio i6nico con
productos naturales que son mas econémicos degiro8atualmente, se esta estudiando la
composicion de distintas superficies celulares pataner un mayor control del proceso de
biosorcion. Ejemplos de aplicacion de esta tecrialggieden encontrarse en Tanhal
(2012) y en Ramrakhiawet al (2011).
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Reduccion fotocatalitica de Cr(VI)

La reduccion fotocatalitica del Cr(VI) involucra @éo de semiconductores como
TiO2 0 LaTi,O7 que al ser irradiados, generalmente con radiddngeneran electrones y
agujeros positivos que migran hacia la superfielesdmiconductor y producen la reduccion
del Cr(VI) conjuntamente con la oxidacion de otomsitaminantes, que suele ser por lo
general materia organica (Rengagtpl 2007, Barrera-Diaet al 2012). La gran ventaja de
este método de tratamiento consiste en la ausdadieactivos agregados ya que el agente
reductor es generado por el efecto de la radiagidme el semiconductor. Actualmente se
esta investigando el uso de semiconductores queesadtados con radiaciones de menor
energia y la inmovilizacién del semiconductor paclitar su separacioén del agua residual
a tratar (Idriset al 2010).

Reduccion biolégica de Cr(VI)

En la reduccidon biologica de Cr(VI), microorganismeoatalizan la reaccion de
reduccion utilizando enzimas especificas. Se helad diversos microorganismos capaces
de reducir Cr(VI), desde bacterias hasta hongodjstimtas condiciones de cultivo (Guaa
al 2014, Zhu et al 2008, Pifion-Castild al 2010, He et al 2011). El mecanismo de
reduccion de cromo hexavalente varia entre miceoosgnos aerobios y anaerobios. En
aerobios se ha reportado la existencia de dister@®atoreductasas cuyo mecanismo de
accion ha sido caracterizado. ChrR es una flaveprat dimérica purificada de
Pseudomonas putidslK1 que cataliza la transferencia de electroneGréV1) (Parket al
2000, Ackerleyet al 2004). En un primer paso, esta enzima transfiereelectron,
proveniente de NAD(P)H, al Cr(VI) generando Cr(Weduego sera transformado a Cr(lll)
con la transferencia de dos electrones mas (Waabl1995). Este mecanismo de reduccién
en dos pasos posibilita que el Cr(V) sea reoxidegfmontaneamente a Cr(VI) generando
especies reactivas de oxigeno que pueden provader celular (Ackerleyet al 2004).
YieF, en cambio, cataliza la reduccion directa d€Vi} a Cr(lll) a través de una
transferencia de cuatro electrones de los cuadssse transfieren para reducir el cromo y
uno se utiliza para reducir oxigeno. De esta mars@agenera una menor cantidad de
especies reactivas de oxigeno produciendo menos (Rdirk et al 2002). YieF fue
purificada de Escherichia coli En microorganismos anaerobios, la actividad

cromatoreductasa esta asociada a la cadena dpdri@nde electrones, utilizando al Cr(VI)
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como aceptor final de electrones (Wang 2000, Viataaj al 2002). Se ha demostrado que
los citocromos b y ¢ estan involucrados en la reiducde Cr(VI) en anaerobios (Cheugig

al 2007). Otros anaerobios, los sulfato-reductorasdycen HS como parte de su
metabolismo, que actia como agente reductor del)Cgénerando una transformacion del
cromo indirectamente (Wielingat al 2001, Fudeet al 1994). Los tratamientos de aguas
residuales basados en esta tecnologia consisteongactar el agua residual a tratar con el
catalizador, es decir, el microorganismo. Generatejeel catalizador se encuentra
inmovilizado de manera de poder separarlo facilmemgl agua residual para poder
reutilizarlo. Se pueden distinguir dos estrategi@snmovilizacion: formacion dbiofilm y
oclusion/encapsulamiento en geles poliméricos. Guae utiliza abiofilm como estrategia
de inmovilizacion, se cultiva al microorganismo l@arreactores en presencia de soportes
sobre los cuales los microorganismos se adhiepenliferan. Luego, el medio de cultivo es
sustituido por el agua residual a tratar que elesigmtado con nutrientes de manera de no
perder la actividad dddiofilm. Al salir del biorreactor, después de un tiempaestdencia
predeterminado, el agua residual presentara,sssteima funciond correctamente, una muy
baja concentracion de Cr(VI). En la encapsulacidofon en geles, el microorganismo es
cultivado en sistemas en lote o lote alimentadondaera de obtener una gran cantidad de
biomasa. Luego, las células son cosechadas y enhadps o atrapadas en el gel. La
diferencia entre oclusion y encapsulamiento comsieh que en ésta Ultima el
microorganismo se encuentra confinado en un medjoido rodeado de una matriz
semipermeable porosa. En la oclusion, en cambimi@ioorganismo queda inmovilizado
dentro de la matriz porosa. En el tratamiento deasgesiduales que contienen Cr(VI), el
catalizador, conformado por el microorganismo iniimado, es puesto en contacto con el
agua residual a tratar, que generalmente es supladwecon un dador de electrones, para
producir la reduccion del Cr(VI) en un tiempo dsidencia determinado. Ambas estrategias
de inmovilizacion liofilm y encapsulacion/oclusion) presentan ventajas yem¢sgjas que
seran discutidas en el Capitulo 1ll. Ahmeidal (2010), Elangovaet al (2009) y Xuet al
(2011) presentan algunos ejemplos de la aplica#la reduccion bioldgica de Cr(VI) en

tratamientos de aguas residuales.
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Hipotesis y objetivos
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Hipotesis

En el presente trabajo se desarrolla un sistenteatigniento basado en la reduccion
biologica de Cr(VI) aprovechando el potencial pnéseen bacterias autdctonas aisladas del
rio Reconquista en la provincia de Buenos AiresgefAtina. Se espera obtener un
tratamiento alternativo de aguas residuales queiec@mm Cr(VI) que presente mayor
eficiencia que los tratamientos convencionalesdiehila utilizacion de bacterias adaptadas
a las condiciones ambientales de estos procesos.

En primera instancia se establecen las condiciopgsas de reduccion biologica
de Cr(VIl) y se selecciona a la cepa mas eficaz. sEgundo lugar, se evalla la
biotransformacion de Cr(VI) utilizando a la cepdeseionada inmovilizada en distintas
matrices. Por ultimo, se utiliza el biocatalizadar un tratamiento integral de un agua
residual industrial y se calculan los costos daflatniento a escala industrial. Se evaltan

ademas, distintas alternativas de economizar ekpm
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Objetivo general

Desarrollo tecnolégico de un biocatalizador a bake células bacterianas

inmovilizadas para su uso en tratamientos de aggiduales que contengan Cr(VI).

Objetivos especificos

* Explorar la capacidad de biotransformacién de Qr@éd las cepas aisladas en
medio de cultivo nutritivo a distintas concentraae de Cr(VI).

* Determinar la capacidad de biotransformacion d&/KCde células en reposo de
las cepas aisladas en ausencia de medio de cultivepluciones buffer con
presencia de dadores de electrones. Establecstagloede crecimiento éptimo
para la biotransformacién de Cr(VI) de las cél@asechadas.

» Determinar la concentracién bacteriana y de dadoeldctrones 6ptima para la
biotransformacion de Cr(VI1) con células en reposo.

» Fijar las condiciones 6ptimas de pH y temperatana pa biotransformaciéon de
Cr(VI) de la cepa més eficaz en base a los reqadtadteriores.

e Estudiar la capacidad de biotransformacion de Gr@d células en reposo
inmovilizadas en alginato de calcio y agarosa.

» Determinar el efecto de la temperatura en la hisftamaciéon de Cr(VI) con
células en reposo inmovilizadas en alginato ddaalc

» Disefiar un sistema de producciéon de biomasa demeagala en un biorreactor
de 1L.

» Determinar la capacidad de reutilizacion del bializddor en un sistema de
sucesivos lotes de tratamiento de un agua ressihgtico y de una solucion de
acido créomico con 1mM de Cr(VI), empaquetado em@as de 60mL y su
aumento de escala a una columna calefaccionada. de 1

» Evaluar la capacidad de retencion de Cr(lll) delchtalizador inmovilizado en

alginato de calcio.
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Desarrollar un sistema de tratamiento con una amdu@mpaquetada con el
biocatalizador inmovilizado para aguas residuatetustriales reales de baja
concentracion de Cr(VI).

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

Determinar la capacidad de crecimiento de la ceecsonada en medios de
cultivo a base de sustratos econémicos (melazaiile ¢ glicerol crudo como
fuente de carbono y energia y fertilizante comateiele nitrogeno y fosforo).
Desarrollar un sistema de tratamiento para aguagluaes de mediana
concentracién de Cr(VI) con células producidas rdirpde un medio de cultivo
econdémico.

Comparar los costos del tratamiento con el costo t@d@amiento quimico

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

En trabajos anteriores se demostrd que las cdfabsiella oxytoca P2,
Pseudomonas veronRE y Klebsiella ornithinolytica 1P aisladas del rio Reconquista
(Buenos Aires) eran resistentes a Cr(VI) (Garawagti al 2010). En dichos trabajos,
ademas, se report6 la biotransformacion de Cr(\MIy@1) cuando a estas bacterias se las
cultivaba en medio nutritivo en presencia ¢€KO;. Esta reaccidon se confirmé al medir en
los sobrenadantes de los cultivos una disminucibtaeoncentracion de Cr(VI) mientras
que la concentracién de cromo total se mantenistaote. Esto descarta que la desaparicion
de Cr(VI) se deba a procesos de acumulacion detgréa bacteria o a fenomenos de
adsorcion que podrian ocurrir en la superficie dréamha fundamentalmente a pH acido.

En el presente capitulo se estudian las condicienekas que las cepas aisladas
anteriormente en este laboratorio son capacesddeireCr(V1) a Cr(lll). En primer lugar se
ensayo el proceso de biotransformacién cuandodetetias se encontraban en crecimiento
en medio de cultivo nutritivo. La concentracionlae nutrientes fue el doble que la utilizada
por Garavagliaet al (2010) para determinar si asi se aumentaba la desgeduccion.
Ademas se estudidé la biotransformacion de Cr(Vilizahdo suspensiones de células
enteras en ausencia de medio de cultivo. De est@naase busco simplificar el medio de
reaccion para facilitar la aplicacion de esta téagia a un tratamiento industrial y la
recuperacion del Cr(lll) generado. Se determindasncondiciones Optimas en cuanto a
concentracion de biomasa y de dadores de electgueesstimulen la reduccion de Cr(VI).
Para la cepa con la que se obtuvo los mejoresmegrtios en cuanto a la tasa de reduccion
se determinaron, ademas, los valores Optimos dey geimperatura de la reaccion de

biotransformacion.
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En el presente capitulo se persiguen los siguiefijesivos:

» Explorar la capacidad de biotransformacién de Qr@éd las cepas aisladas en
medio de cultivo nutritivo a distintas concentraas de Cr(VI).

* Determinar la capacidad de biotransformacion d&/KCde células en reposo de
las cepas aisladas en ausencia de medio de cuttivepluciones buffer con
presencia de dadores de electrones. Establecstagloede crecimiento 6ptimo
para la biotransformacion de Cr(VI) de las célalasechadas.

» Determinar la concentracion bacteriana y de dadoeldctrones Optima para la
biotransformacion de Cr(VI) con células en reposo.

» Fijar las condiciones Optimas de pH y temperatana pa biotransformacion de

Cr(VI) de la cepa mas eficaz en base a los reqdtadteriores.
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Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayosaé&aron por duplicado y repetidos

oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Determinacion cuantitativa de Cr(VI)

En todos los ensayos la concentracion de Cr(VI) deeerminado utilizando el
método de la difenilcarbazida (Ahmatal 2010): a 1mL de muestra se le agregaron 9mL
de SO, 0,2M y 0,2mL de difenilcarbazida (DPC) 0,25% eetana. La mezcla se dejo
reposar durante 10 minutos y se midié la absoreaacb40nm. El valor obtenido se

compard con la curva de calibracion realizada dstintes concentraciones de@®t,0;.

(Fig. 1).

1,2 4

y = 0,0634x + 0,0052
R? = 0,9997

Absorbancia s4onm

0 I I
0 5 10

Cr(V1) (1)

15 20

Fig. 1: Curva de calibracion de Cr(VI) por el métatiola difenilcarbazida
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2. Reduccion de Cr(VI) mediada por células en cultb

Los resultados de Garavaghtal (2010) mostraron qu€lebsiella oxytocd&2 presentaba la
mayor tasa de reduccion de Cr(VI) cuando se lavaia en medio nutritivo en presencia de
cromo hexavalente, en comparacion con las c@sasidomonas veronE y Klebsiella
ornithinolytica 1P. Por este motivo se eligioka oxytocaP2 para la realizacion de los

siguientes ensayos.

2.1. Evaluacion del efecto de acostumbramientor@V/IF en células de Klebsiella oxytoca

P2 en la biotransformacion de Cr(VI)

2.1.1 Preparacion del pre-inéculo

Se inoculé Klebsiella oxytocdP2 a partir de medio semi-sélido en 10mL de medio
PYG (peptona 5g/L, extracto de levadura 2,5g/L ycgsa 1g/L) y se cultivdo a 32°C y

120rpm en ausencia y presencia de 0,05mM Cr(VIRgoy 48 horas respectivamente.

2.1.2 Ensayos de reduccién de Cr(VI)

El pre-indculo se agreg6 a 100mL de medio fresc@ RY¥iplementado con Cr(VI)
0,2mM y se incubd a 32°C con agitacion a 120rpndaGios horas se tomaron muestras de
2,5mL, se midié la D&@onmY Se centrifugaron por 15 minutos a 63009 y 4%d&ermind
la concentracion de Cr(VI) en el sobrenadante. Coordgrol se utiliz6 medio de cultivo

estéril suplementado con 0,2mM de Cr(VI).
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Fig. 2: Reduccion de Cr(VI) cdflebsiella oxytocd2 con o sin agregado de Cr(VI) en el pre-inéculo

Los resultados obtenidos en estos experimentos steanan un leve incremento en
la tasa de reduccién de Cr(VI) cuando al pre-imbcsé le habia agregado cromo
hexavalente (Fig. 2): un 80% del Cr(VI) total sduje a Cr(lll) en 24 horas en el cultivo
cuyo pre-indculo contenia Cr(VI). En cambio, ercaltivo que fue inoculado con un pre-
in6culo que no contenia Cr(VI) se produjo una reducdel 66,7% en 24 horas. Ademas, el
crecimiento en los cultivos que fueron inoculadopaatir de cultivos con Cr(VI) fue
levemente mayor que en los cultivos cuyo indculdugocultivado en presencia de Cr(VI)
aungue no se evidencia una diferencia en la vedldoag$pecifica de crecimiento que fue de
0,64 h' (Fig. 3). Esto sugiere un efecto de acostumbramiahCr(VI) que posibilita una
mayor resistencia al mismo y, por lo tanto, mayeciiento y en consecuencia una mayor

tasa de reduccion de Cr(VI).
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Fig. 3: Crecimiento bacteriano en cultivos con Cr(.BmM en presencia y ausencia de Cr(VI) en eimdeulo

2.2 Biotransformacion de Cr(VI) en células en cn@einto

Se realizaron cultivos de 100mL en PYG de las céseudomonas veronfiE,
Klebsiella ornithinolyticalP yKlebsiella oxytocaP2 a partir de pre-inéculos (cultivados a
32°C por 48 hs) de 10mL de cada cepa en PYG suptadeecon 0,05mM de Cr(VI). Cada
cepa fue cultivada en presencia de tres conceotregide Cr(VI) diferentes: 0,05, 0,1 y
0,2mM (2,6ppm, 5,2ppm y 10,4ppm respectivamentestass concentraciones fueron
escogidas por encontrarse por debajo de la comcémrminima inhibitoria de crecimiento
de las bacterias empleadas (Garavagjlial 2010). Como control se utiliz6 medio de cultivo
estéril suplementado con cada una de las concemtescde Cr(VI) ensayadas.

Se observé que las tres cepas fueron capaces deirretl cromo contenido en
solucion a diferentes tasas (Fig. 4a, 5a y 6a).dubtvos deP. veronii 2E produjeron una
reduccion del 82, 95, y 71% en 24 horas a concgatres iniciales de Cr(VI) de 0,05, 0,1y
0,2mM respectivament&. oxytocaP2 produjo una biotransformacién en 24 horas dsf 76
80% a 0,1 y 0,2mM de Cr(VI) respectivamente, masgue con 0,05mM, se produjo una
transformacion del 100% del Cr(VI) presente en 8&d. ornithinolytica 1P redujo el
100% de cromo hexavalente a 0,05 y 0,1mM en 6 y@&shrespectivamente. A una

concentracion inicial de Cr(VI) de 0,2mM, el portage de reduccion fue del 88% en 24
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horas. Esta cepa fue la que presentd el mayor majeede reduccion de Cr(VI) y también
presentd el mayor crecimiento en todas las coniisioensayadas. Pudo observarse,
ademas, el efecto del Cr(VI) en el crecimiento &daho (Fig. 4b, 5b, y 6bK. oxytocaP2

no alter6 su tasa de crecimiento especifica al atanda concentracion de Cr(VI) de
0,05mM a 0,1mM pero aumento6 al aumentar el Cr(Md)2anM (Tabla 1). Sin embargo, la
biomasa producida disminuy6 con cada aumento eanleentracion de Cr(VI): con 0,1mM
la biomasa disminuy6 al 36% mientras que con 0,2dedayd al 4,8% considerando al
100% como la biomasa producida en presencia den®J0Sr(VI). K. ornithinolytica 1P en
cambio, mantuvo la misma produccion de biomasaceeinento la tasa de crecimiento
especifica con cada aumento en la concentracid@r@4). Por otro ladoP. veronii 2E
tuvo un maximo de crecimiento y de tasa de crecitnia 0,1mM Cr(VI) (ver Tabla 1). Las
tasas de reduccion inicial aumentaron con el aurmngstia concentracion inicial de Cr(VI)
como era esperable para una cinética enzimaticarniagyores tasas de reduccion inicial se
obtuvieron conK. oxytocaP2 y K. ornithinolytica 1P (ver Tabla 1). Sin embargo, las
velocidades de biotransformacion obtenidas no tasul satisfactorias para ser aplicadas en
un tratamiento de aguas residuales. Por este medivovestigd como alternativa el uso de
células en reposo en lugar de células en crecimidatemas este sistema, al independizarse

del medio del cultivo, facilitara la operacion tratamiento.

Tasa de crecimiento especifica (h '1)

Tasa de reduccion inicial (mgCr(VI)/h*L)

e 0.05mM Cr(VI) | 0,2mM Cr(Vl) | 0,2mM (CrVI) | 0,05mM Cr(VI) | 0,1mM Cr(VI) | 0,2mM (CrVI)
2E 0,13 0,39 0,3 0,12 0,32 0,35
P2 0,42 0,42 0,64 0,27 0,33 0,88
1P 0,44 0,565 0,58 0,32 0,43 0,76

Tabla 1: Tasas de crecimiento y de reduccion delCd&/cada cepa para cada una de las concentraaen@r(VI) ensayadas.
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Fig. 4: a) Reduccion de Cr(VI) con bacteriasRdeveronii 2E, K. ornithinolyticalPy K. oxytocaP2 en crecimiento con Cr(VI)

0,05mM. b) Curvas de crecimiento de las distintpasen presencia de Cr(VI) 0,05mM.
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Fig. 5: a) Reduccion de Cr(VI) con bacteriasRleveronii 2E, K. ornithinolytica 1Py K. oxytocaP2 en crecimiento con

Cr(VI1) 0,1mM. b) Curvas de crecimiento de las distintepas en presencia de Cr(VI) 0,1mM
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Fig. 6: a) Reduccion de Cr(VI) con bacteriasRieveronii 2E, K. ornithinolyticalPy K. oxytocaP2 en crecimiento con

Cr(VI) 0,2mM. b) Curvas de crecimiento de las distintepas en presencia de Cr(VI) 0,2mM.
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3. Reduccién de Cr(VI) con células en reposo
3.1 Influencia de la fase de crecimiento en laraiesformacion de Cr(VI)
3.1.1 Obtencidon de biomasa en fase exponencial

Debido a que la cepH. oxytocaP2 presento las mayores tasas de reduccion de
Cr(VI) en el trabajo de Garavaglet al (2010) con células en crecimiento, se realizé un
cultivo de esta bacteria en 100mL de PYG a 32°Q0Ordm de agitacion a partir de un pre-
in6culo de 10mL d&. oxytocaP2 en fase estacionaria cultivado en el mismo mgédiolas
mismas condiciones. El pre-inéculo no se realizo ebagregado de Cr(VI) para obtener
una mayor cantidad de biomasa y para simplificgrretedimiento teniendo en cuenta la
posible aplicacion industrial de esta tecnologidagas las leves diferencias en la tasa de
reduccion de Cr(VI) encontradas en 2.1.2. Las aslgle cosecharon estando en fase de
crecimiento exponencial (5 horas de cultivo) partgigacion a 6300g por 15 minutos, se
lavaron con buffer KHPO/KH.PO, pH 7 100mM y se resuspendieron en 100mL de este
mismo buffer. La densidad obtenida fue de 0,89 bearsecal/L.

3.1.2 Reduccién de Cr(VI) con células en reposedusdas en fase exponencial

A la suspension obtenida se la suplement6 con £82mM (10,4ppm) (la maxima
concentracion utilizada en los ensayos con célwas crecimiento) y con dos
concentraciones de un potencial dador de electrgme®n este caso fue glucosa 2,4mM y
80mM. La suspension se incub6 a 32°C con agitaéléara descartar la reduccion abidtica
por parte de la glucosa se realizé un control aquduyo todos los componentes de la
suspension (glucosa 80mM, buffer y Cr(VI) 0,2mMEepto las bacterias. Como controles
adicionales se utilizé al buffer suplementado s@a Cr(VI) 0,2mM y a la suspension
bacteriana suplementada con Cr(VI) en ausencidutesa. Se tomaron muestras cada dos
horas y se midié la concentracion de Cr(VI) enofirenadante como en 2.1.2. Para las dos
concentraciones de glucosa ensayadas, se obseavéeduccion minima de Cr(VI) sin
diferencias significativas con los controles (Fif), por o que se ensayo6 posteriormente con
células cosechadas cuando alcanzaron la fasecesteai (20-24 horas de cultivo).
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Fig. 7: Reduccion de Cr(VI) con célulasideoxytocaP2 en fase exponencial con distintas concentraside glucosa

3.1.3 Reduccién de Cr(VI) con células en reposedusdas en fase estacionaria

Se realiz6 un cultivo como en 3.1.1 y las célulmgs@secharon como en ese mismo
apartado pero luego de 20-24 horas de cultivaddressidad de la suspension obtenida esta
vez fue de 1,2g biomasa seca/L. A esta suspensitinagyregé Cr(VI) en una concentracion
de 0,2mM vy, dados los resultados negativos obtereda3.1.2, se vario la concentracion de
glucosa y se utilizé esta vez una concentracionmaile 9,2mM y una maxima de 160mM.
La suspension se incub6 a 32°C con agitacion. Gammwoles se realizaron los mismos que
en el apartado 3.1.2 utilizando 160mM de glucosa phcontrol de reduccion abidtica. Se
tomaron muestras cada 2 horas y se determin6 laentracion de Cr(VIl) en el
sobrenadante. Se produjo una reduccion del 50%d#ll) en 10 horas en presencia de
160mM de glucosa y del 40% en presencia de 9,2niMattor de electrones (Fig. 8). Este

mayor porcentaje de reduccion que el que se obtwwvo células en fase exponencial

46



probablemente se deba a la mayor cantidad de béoowesla que se trabajé con respecto al

ensayo anterior y no al estadio fisiolégico celular

0,25 -
s
S
2
8

0,05 -

0 I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (hs)

—e— P2 + Cr(VIl) +glc (9,2mM) —=—P2 + Cr(VI) —— Buffer + Cr(VI) + glc
—x— Buffer + Cr(\V) —a— P2 + Cr(Vl) + glc (160mM)

Fig. 8: Reduccién de Cr(VI) con célulasiieoxytocaP2 en fase estacionaria con distintas concentreside glucosa.

3.1.4 Dependencia del estadio fisiolégico celulardgl dador de electrones en la

biotransformacion de Cr(VI)

Para distinguir claramente si la fase de crecimiestt que se encontraban las
bacterias influia en la tasa de reduccién de Cr(8#)trabajé con suspensiones de células
cosechadas en fase exponencial y estacionarisedlexaron a una misma densidad de 1,19
biomasa secal/lL y se les agregd glucosa 20mM, defoptimizar la concentracion del dador
de electrones, y Cr(VI) 0,2mM. Los ensayos se zasdh a 32°C con agitacion y se
realizaron los mismos controles que en 3.1.2. lemiltados arrojaron que las células
cosechadas en fase estacionaria redujeron un 18%aeh&r(VI) que las células en estado
exponencial (Fig. 7). En total, las células cosdaban fase estacionaria redujeron un 45%
del Cr(VI1) en 10 horas mientras que las célulagdozdas en fase exponencial redujeron un

35% en el mismo tiempo.
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Fig. 7: Reduccion de Cr(VI) con célulasKieoxytocaP2 en reposo cosechadas en fase exponencialy(esfgcionaria (est).

Para evaluar el efecto del NADH como otra alteusatie dador de electrones se
agrego en una concentracion de 1mM, como desgieioamente en bibliografia (Des#i
al 2008), a otra suspensiéon obtenida como en elajm®.1.3 de 1,1g biomasa seca/L y
0,2mM Cr(VI). Los resultados obtenidos se ven enFgura 8. Se obtuvo una
biotransformacion del 91% del Cr(VI) presente ehoBas con las células en presencia de

NADH. El dador de electrones produjo una reduceididtica del 26,7% en 8 horas.
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Fig. 8: Reduccion de Cr(VI) con célulasideoxytocaP2 en reposo con NADH 1mM como dador de electrones

En todos los ensayos realizados hasta el momemaélolas en reposo, no fue
posible disminuir la concentracion de Cr(VI) a vakpor debajo del limite permitido para
la descarga de efluentes que es de 0,2ppm (0,00388iM embargo, se observo que a
mayor biomasa, mayor era la tasa de reduccion @d)Qror lo que se decidié trabajar con
suspensiones de mayor densidad bacteriana, comceéatlas suspensiones obtenidas en los

cultivos hasta obtener 36g biomasa secal/L.

3.2 Obtencién de biomasa concentrada

Una vez establecidas las condiciones de trabaja |o&r ensayos con células en
reposo deK. oxytocaP2 (en cuanto al estadio celular y biomasa dajogbse realizaron
cuatro cultivos de cada una de las cepas en 10@RYd5 a 32°C y 120rpm de agitacion
inoculados a partir de 10mL de cultivos de cadaacap fase estacionaria en las mismas
condiciones de temperatura y agitacion. Una vezatpanzaron la fase estacionaria (24 hs),

se cosecharon las células por centrifugacion (Itutos a 6300g), se lavaron con buffer
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KoHPOJ/KH,PO, 100mM pH 7 y los pellets bacterianos obtenidogduéel lavado fueron
conservados a -20°C hasta su uso. Al momento deatizacion, los pellets fueron
descongelados, lavados nuevamente y todas lassdlbtenidas de los cuatro cultivos se
resuspendieron en una sola solucion de 50mL deblfHPO/KH,PO, para cada cepa,

concentrando 8 veces cada suspension bacteriarrasmatto al cultivo original.

3.3 Efecto de la concentracion del dador de elewtsoen la reduccion de Cr(VI)

Se suplement6 a las suspensiones bacterianasdaeriisial: 36 g biomasa seca/l),
con Cr(VIl) ImM (52ppm) y con glucosa 80mM o 20mMan NADH 1mM y se las incubd
a 32°C con agitacion. Estas concentraciones de@made electrones representan los valores
generalmente utilizados en bibliografia (¥ual 2011, Desaet al 2008, Zhuet al 2006).
Como control se utilizé el buffer KPO/KH,PO, més el dador de electrones y Cr(VI) en
ausencia de bacterias. La reduccion de Cr(VI) azw@runa tasa mucho mayor que en los
ensayos anteriores. Se verificé que para las dépagytocaP2 yK. ornithinolyticalP la
presencia de un dador de electrones es fundanpartabhcelerar el proceso de reduccion de
Cr(VI): con 80mM de glucosa se obtuvo una tasa efuacion de aproximadamente
0,21mgCr(VI)/h*g biomasa seca para ambas cepastraseque con 20mM se obtuvo una
tasa de reduccion de 0,11 y 0,2 mgCr(VI)/h*g biomssca para P2 y 1P respectivamente.
En ausencia de dador de electrones las tasas deci&d para P2 y 1P fueron de 0,02 y
0,11mgCr(V1)/h*g biomasa seca respectivamente. &nheo, la cepd. veronii 2E pudo
reducir el Cr(VI) a tasas elevadas incluso en aigemle dadores de electrones
(0,32mgCr(VIl)/h*g biomasa seca en ausencia de dddalectrones y 0,34mgCr(VI)/h*g
biomasa seca con 20mM de glucosa) (Fig 9 y 10a &pa presento las mayores tasas de
reduccion en todas las condiciones por lo que @erearentos posteriores se trabajo sélo
con P. veronii 2E y con glucosa a una concentracion de 20mM cdadwor de electrones

por presentar un buen rendimiento y poseer undmgtm en comparacion con el NADH.
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3.4 Biotransformacion de Cr(VI) por Pseudomona®rer2E
3.4.1 Efecto de una mayor concentracion inicialatévI)

Para establecer la capacidad reductorePdeeronii 2E a una concentracion de
Cr(VI) inicial mayor, se trabajé con suspensionelilares obtenidas como en el apartado
3.2 alas que se suplement6 con 20mM glucosa y\,enfVI) y se las incub6 a 32°C con
agitacion. Se tomaron muestras periddicamente ddiresadante y se midio la
concentracion de Cr(VI). Se obtuvo una reduccioh1@9®% del Cr(VI) en 12 horas en
presencia de glucosa mientras que en ausenciatelelaor de electrones, en el mismo
tiempo se obtuvo una reduccion del 84,8% (Fig. ld)tasa de biotransformacién de Cr(VI)
en presencia de glucosa fue de 0,56mg Cr(VI)/htgnidisa seca y de 0,44mg Cr(VI)/h*g
biomasa seca en ausencia de dador de electroneso €m esperado, estas tasas de
reduccion fueron mayores que las obtenidas en 18.8oaede la concentracion inicial de
Cr(VI) fue de 1mM.

52



Q(Vl) (mM)

R —— —p—=
2 ——2E+Q (M) +glc
—a—2E+Q M)
15 Buffer +Q'(Vl) +glc
1 —a— Buffer +Q(M)
05
O l T ]
0 5 Tempo(hy 10 15

Fig. 11: Reduccion de Cr(VI) pé&. veronii2E a una concentracion de Cr(VI) inicial de 2,5mM

3.4.2 Efecto de la temperatura

Para estudiar el efecto de la temperatura en laab&formacion de Cr(VI), se
incubaron suspensiones bacterianas Pdeveronii 2E (densidad 36g biomasa seca/l)
suplementadas con Cr(VI) 1ImM y glucosa 20mM a 2@8>C, 32°C, 40°C y 50°C con
agitacion. Como control se utilizé al buffeb,HPOJ/KH,PO, suplementado con 20mM
glucosa y 1mM Cr(VI) en ausencia de bacterias.t#evo un 100% de reduccion de Cr(VI)
en 8 horas a todas las temperaturas excepto a(bi@fC12a). La mayor tasa de reduccion se
observé a 32°C y fue de 0,34mg Cr(VI)/h*g biomaseagFig 12b). Ademas, para verificar
la labilidad de la actividad biolégica a la tempera, se sometid a las células a un bafio de
100°C por 10 minutos y luego se las incubd a 32fiCagitacion en presencia de Cr(VI) y
glucosa como en los demas ensayos. No se obsatuécién de Cr(VI) con las células

tratadas de esta manera.
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3.4.3 Efecto del pH

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

« Buffer KsHPOY/KH PO, 100mM pH 7 y 8.
» Buffer MES (2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid)i™ pH 5,5 y 6.
» Buffer Tris (tris[hydroxymethylaminomethane])-HGOH®.

Las suspensiones fueron suplementadas con Cr(VIM dmglucosa 20mM e
incubadas a 32°C. Se tomaron muestras cada dos ia midié la concentracion de
Cr(VI) del sobrenadante.

Se logro un 100% de reduccion de Cr(VI) en 6 harasl 7 y 8 mientras que no se
observo reduccion de la totalidad del cromo agregsda los pHs 5,5, 6 y 9 en el tiempo
del ensayo (Fig. 13a). La mayor tasa de reducc#mis a pH 7 (0,34mg Cr(VI)/h*g
biomasa seca) (Fig. 13b).
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Discusion

La biotransformacion de Cr(VIl) mediada pgeseudomonas veronflE, Klebsiella
oxytoca P2 y Klebsiella onithinolyticalP en crecimiento es factible a concentraciones
subtoxicas de cromo. Sin embargo, el tiempo dec@dn necesario para alcanzar una
concentracion de Cr(VI) permitida para el vertidnas apropiado para poder implementar
esta tecnologia en un tratamiento de aguas reeglualdustriales. Dichos residuos
generalmente son muy voluminosos y circulan cortaudal elevado. Una gran industria
puede llegar a generar 10ddiarios a un caudal de 5fh. Por lo tanto, el tratamiento debe
ser rapido para no provocar una acumulacion ded aggidual. Distintos autores investigan
el uso de bacterias en crecimiento para la bidwamscion de Cr(VI) (Gnanamaseit al
2010, Patraet al 2010, Deyet al 2011, Leitaet al 2011) aungque en estos casos se utilizaron
para la remediacion de suelos o0 aguas contaminades para el tratamiento de aguas
residuales industriales.

El uso de suspensiones celulares en ausencia de deedultivo permite concentrar
la biomasa y, en consecuencia, elevar la tasa dieca®dn de Cr(VI) (Zhuet al 2006).
Ademas, la ausencia de medio de cultivo simplificenanera de operar ya que se minimiza
el agregado de materia organica. Sin embargo, dreemente es necesaria la adicion de
distintos compuestos que actian como dadores detrogles que estimulan la
biotransformacion y, en algunos casos, son imprd#iies para que la reaccion se efectue.
Desaiet al (2008)reportaron que la actividad cromatoreductasa senmeto en un 25, 21y
14% cuando a extractos celulares Reudomonas sgs1DM21 se los suplementd con
citrato, succinato y acetato respectivamente. Enbg@ no encontraron un aumento en la
tasa de reduccién cuando se agrego fructosa, éaataghonato o glucosa. >at al (2011)
demostraron que el acetato de sodio aumentabadad&areduccion de Cr(VI) 5 veces en
aerobiosis y hasta 20 veces en anaerobiosi®amonibacter phargmitetusSSE-09.
Murugavelh et al (2012) estudiaron la biotransformaciéon de cromoakialente en
Halomonas spen células en reposo y establecieron que glueasalfdador de electrones
optimo. Ellos especulan que esto se debe al acbsammento que experimenksalomonas
sp. al crecer en un medio con glucosa lo que fadiitatilizacion de este sustrato para la
reduccion de Cr(VI). En el presente trabajo se midsque la cep&@seudomonas verorie
podia reducir Cr(VI) sin el agregado de un dadoeldetrones. Esto probablemente se deba
a la presencia de compuestos oxidables unidosnetabrana plasmatica bacteriana que no
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pudieron se removidos en los diversos lavados.dBattral (2011) reportaron la presencia
de citocromos externos e@Geobacter sulfurreducengue acumulan electrones y se
descargan una vez que aparece un aceptor de sktive la misma maneRseudomonas
veronii 2E podria acumular electrones que fueron generamtpsexceso durante el
crecimiento en estructuras similares a lascéebacter sulfurreduceng descargarlos para
la reduccion de Cr(VI). Debido a que las estrugtusgumuladoras de electrones se
encuentran unidas a la bacteria, éstas no se pierdéos lavados. Todo esto explicaria la
alta tasa de reduccidén obtenida d®nveronii 2E aun sin el agregado de un dador de
electrones.

El efecto de la temperatura y pH en la biotransémion de Cr(VI) fue estudiado en
este trabajo par®. veronii 2E. Trabajos con células en crecimiento, en reppsmn
extractos libres de células arrojaron valores Gpgirde pH y temperatura similares a los
obtenidos aqui (Kathiravaet al 2011, Desaet al 2008, Murugavellet al 2012). También
se han encontrado cepas bacterianas cuyo pH Opdare la reduccion de Cr(VI) es
levemente alcalino: Get al (2013) aislaron @&seudochromobactrum sB5 que reduce
Cr(VI) preferentemente a pH 8 mientras que &hal (2006) y Xuet al (2011) trabajan con
cepas dePannonibacter phargmitetug Achromobacter spque son capaces de reducir
Cr(VI) a pH 9. Oppermast al (2008) lograron purificar una cromato reductasav@niente
de Thermus scotoductuSA-01 cuya temperatura 6ptima de funcionamientdee65°C. La
pérdida de actividad registrada inmediatamente elocambio de pH y dependiente del
tiempo con el cambio de temperatura en el presgat®jo coincide con el perfil de
inactivacion de enzimas. Esto implicaria que lavatetd cromatoreductasa es de naturaleza
enzimatica. Varios trabajos relatan la existenaauta cromatoreductasa soluble para
distintasPseudomonagSuzuki et al1992; Park et al. 2000) y de una asociada a membran

deBacillus megateriunfCheung et al. 2003).
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Conclusion

En el presente capitulo se establecieron las comeés Optimas en las cuales las
cepas aisladas producian la biotransformacion ¢1)CSe demostré que la concentracion
de la biomasa era el factor fundamental para inenéan la tasa de reduccion y por tal
motivo se estableci0 que la mejor manera de operar con suspensiones celulares
concentradas (a una densidad de 36g/l) en ausaaceraedio de cultivo en lugar de utilizar
bacterias en crecimiento. De esta manera, surg@@gypresencia de glucosa como dador de
electronesP. veronii2E era la cepa reductora de Cr(VI) méas eficazdsida concentracion
Optima 20mM. Por lo tanto, se trabajo con esta papa determinar las condiciones éptimas
de pH y temperatura de la reaccion de reduccié@rél). Los valores 6ptimos de pH y
temperatura fueron 7 y 32°C respectivamente. Lagltagdos obtenidos en los experimentos
descriptos en este capitulo permitieron optimizer parametros de trabajo para poder
desarrollar un biocatalizador que pueda ser imphade en tratamientos de aguas

residuales que contengan Cr(VI).
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Capitulo 1l
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Inmovilizacion dePseudomonas
veronii 2E aplicada a tratamientos de
aguas residuales que contienen Cr(VI)
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Introduccion

El uso de catalizadores en distintas reaccionek endustria siempre plante6 la
necesidad de separar facilmente el catalizadomaelio de reaccién para que pueda ser
reutilizado. Para esto, distintas técnicas de inlizagion se han desarrollado, sobre todo
desde que se comenzaron a usar enzimas que,sallsieles en el medio de reaccion, seria
muy dificil su recuperacion si no se inmovilizaraisto también se aplica a
microorganismos que, aunque no se disuelvan enediorde reaccion, son dificiles de
recuperar. Como se vio en el Capitulo I, existes dstrategias de inmovilizacion de
microorganismos: desarrollo déofilm o encapsulamiento/oclusion. La inmovilizacién por
desarrollo de biofilm permite que el catalizador (microorganismo) se emege
continuamente al agregar nutrientes al liquidatatr Sin embargo, la principal desventaja
de este método radica en la dificultad de genemnabiafilm, que suele tomar dias en
desarrollarse completamente. Ademas, durante &ntr@nto debe haber un continuo
suministro de nutrientes y oxigeno para queailm no pierda actividad lo que complica el
proceso. Otro punto en contra es qudiefilm puede no presentar una alta densidad de
células por lo que los tiempos de residencia @ghitniento se incrementan (Patnal 2014,
Sahinkaya et al 2012). La inmovilizacion por oclusion/encapsulamie luego de
cosechadas las células, en cambio, es de simpiea@ph y permite inmovilizar
suspensiones celulares de alta densidad. Una weavilizado, el microorganismo se
encuentra en un ambiente protegido lo cual aumantala Util del catalizador aunque ésta
es menor que en el caso ddiofim. Una desventaja del método de
oclusion/encapsulamiento es que los reactivos datvavesar la estructura de la matriz para
llegar al catalizador lo que aumenta el tiempo tdslamiento, aunque, al utilizar altas
densidades celulares, este tiempo es menor quiecasaede que se utilicdnofilms (Xu et
al 2011).

En el presente capitulo, se emplea una estrategimrdovilizacion de la cepa
Pseudomonas veror®E por oclusion en alginato de calcio y en agarBbsalginato es un
polimero producido por algas marrones y bacteng®s mondmeros son el acidel-
guluronico y el acid@-D-manurénico que se unen linealmente por unioregPawaret al
2012, Paquest al 2014). En contacto con cationes polivalentespgbaiméro de alginato
de calcio se entrecruza formando una red tridinogsiporosa (hidrogel) (Fig. 1) dentro del

cual pueden atraparse microorganismos, inmoviliaksd
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Fig. 1: Formacién del gel de alginato por la inteién con cationes EXadaptado de Paquesal 2014).

La agarosa es un polisacarido lineal extraido dasatojas compuesto por unidades
repetitivas de agarobiosa que es un disacaridoaidorpor D-galactosa y por 3,6-anhidro-L-
galactopiranosa (Zamora-Moeaal 2014, Le Gofet al2014) (Fig. 2).
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D-galactosa 3,6-anhidro-galactopiranosasa

Fig. 2: Estructura quimica de la agarosa (adapdaddahmanet al 2003)

La agarosa forma geles cuando se encuentra eriGolacuosa dependiendo de la
concentracion y de la temperatura a la que se atreui@ solucion. A altas temperaturas la
agarosa adopta en solucién una estructureaddom coily al enfriarse entre los 60°C y
40°C adquiere una conformacion helicoidal que teladagregarse formando una red
tridimensional rigida y estable, es decir, un ded Goff et al 2014, Takoet al 1988,
Fernandezt al 2009, Mohammeet al 1998, Deszczynski et al 2003, Matsetoal 2002)

(Fig. 3).
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Fig. 3: Estructura de la red de agarosa gelifi¢auzlificado de Le Gofét al2014).

En el presente capitulo se persiguen los siguieftjesivos:

Estudiar la capacidad de biotransformacion de Gr@d células en reposo
inmovilizadas en alginato de calcio y agarosa.

Determinar el efecto de la temperatura en la bisftamacion de Cr(VI) con

células en reposo inmovilizadas en alginato ddaalc

Disefiar un sistema de produccién de biomasa demeagala en un biorreactor
de 1L.

Determinar la capacidad de reutilizacién del biakizddor en un sistema de
sucesivos lotes de tratamiento de un agua resginttico y de una solucion
proveniente de un bafio de piezas metélicas de degenjuague de &cido
cromico con 1mM de Cr(VI), empaquetado en jerird@$0mL y su aumento de
escala a una columna calefaccionada de 1L.

Evaluar la capacidad de remocién de Cr(lll) dekhtalizador inmovilizado en

alginato de calcio.
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Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayosaé&aron por duplicado y repetidos

oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Reduccién de Cr(VI) con células inmovilizadas ealginato de calcio y en agarosa
1.1 Inmovilizacion en alginato de calcio

Para proceder a la inmovilizacién por oclusion, @dulas deP. veronii 2E
cosechadas como en el apartado 3.2 del Capitfierdbn resuspendidas en 25mL de agua
destilada obteniendo asi un suspension de 729 beosea/L. La suspension se mezclo con
un mismo volumen de alginato de sodio 1,5%m/v mé&zcla se goted sobre una solucion a
4°C de CaGl 0,2M utilizando una jeringa de 60mL. Las esferasathginato formadas,
conteniendo a las bacterias en una concentracififacede 36g/L, reposaron en esta
solucion por una hora a 4°C, luego fueron lavadais agua destilada y utilizadas
inmediatamente. El volumen aparente de esferaddu#mL. Como control se produjeron
esferas de alginato de calcio libres de célulasiesiglo el mismo procedimiento mezclando

agua destilada con la solucion de alginato de semliogar de la suspensién celular.
1.2 Inmovilizacidon en agarosa

La suspension de. veronii 2E de 25 mL y 72g biomasa seca/L de densidad fue
mezclada con una solucion de 25mL de agarosa ® 2,25°C en una caja de petri de 9cm
de diametro. La mezcla se dejé enfriar hasta quiicgecompletamente dando una
concentracion celular final de 36g/L y un volumgmar@nte de 50mL. La mezcla sélida se
corté en trozos cubicos de 2cm de lado y se lavaeponagua destilada para ser utilizados
inmediatamente. Como control, se utilizaron trozdbicos de agarosa producidos con el
mismo procedimiento mezclando agua destilada caollzcion de agarosa en lugar de la

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

Las células inmovilizadas en alginato de calcionyagarosa (volumen aparente
50mL) fueron suspendidas en 50mL de una soluciorind® Cr(VI) y 20mM glucosa
(segun las condiciones establecidas por los remdtdel Capitulo II) e incubadas a 32°C
con agitacion. Cada dos horas se tomaron muestréss dobrenadantes y se determiné la
concentracién de Cr(VI) como en la seccién 1 dgdithéo Il. La tasa de reduccién tanto
para el catalizador inmovilizado en alginato decicacomo en agarosa fue muy baja al
compararla con la obtenida con células libres abteio una reduccion de Cr(VI) del 48,9%
en 6 horas para la bacterias en alginato de cgldel 55,4% en el mismo tiempo para las
bacterias inmovilizadas en agarosa (Fig. 4a). Segoli6 entonces a suspender a las células
inmovilizadas en 25mL de la solucion de cromo haleawe y glucosa de manera de
incrementar la relacion volumétrica catalizadonv@y@ 2:1 en lugar de 1:1 y asi acelerar la

reaccion de reduccion (Fig. 4b).

—e— 2E alginato
—a— Control alginato

—=— 2E agarosa

—x— Control agarosa

O I I I !
0 2 4 6 8

Tiempo (hs)

Fig. 4a: Reduccién de Cr(VI) con células inmovilizaéa alginato y agarosa en 50mL de solucién
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Fig. 4b: Reduccidén de Cr(VI) con células inmovilizada alginato y agarosa en 25mL de solucion

Pudo observarse que el aumento en la relaciénzztar-Cr(VI) produjo el efecto
esperado de aceleracion de la reaccion al incrembrgt contactos entre el catalizador y el
Cr(VI). El porcentaje de Cr(VI) reducido en 8 horfae del 100% para las bacterias
inmovilizadas en alginato de calcio y del 95,5%apks inmovilizadas en agarosa. Se
observa, ademas, el proceso de ingreso del Cr{M) alginato de calcio y la agarosa en los
controles libres de células que explica la dismimwale la concentracion de Cr(VI) en
ausencia del catalizador. Cabe destacar que ssténdicion no es ocasionada por reduccion
abidtica ya que el Cr(VI) pudo ser recuperado eresimos lavados con agua destilada. En
base a estos resultados se eligio al alginato kd& aamo matriz de inmovilizacion para
futuros experimentos por ser mas economico y posjyeroceso de gelificacion, al ser
independiente de la temperatura puede ser contralaa mayor facilidad.
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1.4 Optimizacion de la temperatura en la reducaeérCr(VI) con células inmovilizadas

Las células inmovilizadas (50mL de volumen apajeatealginato de calcio como
en 1.1 se suspendieron en 25 mL de una solucid@dr@d) 1mM y glucosa 20mM y se
incubaron a 20°C, 25°C, 32°C, 40°C y 50°C. Cadahdoas se tomaron muestras del
sobrenadante y se determiné la concentracion dél)C&e observé que la mayor tasa de
reduccion se dio a 40°C obteniendo un 100% de c#tuen 4 horas, mientras que a 20°C,
25°C y 32°C el tiempo de reduccién para lograr weduccion del 100% se vio
incrementado en comparacion con el tiempo obtengbBndo células libres. A 32°C la
biotransformacion total del Cr(VI) se produjo el Hroras con células libres mientras que
con células inmovilizadas el 100% de reducciontsevm en 8 horas. A 50°C se observo

pérdida de actividad como se habia observado ataséibres (Fig. 5).

Cr(VI) (mM)

- -¢--- Control 20°C

-m- - - Control 25°C
--A--- Control 32°C
--x- - - Control 40°C
--X%- - - Control 50°C

—e—20°C
—+—25°C
—a— 32°C

—e—40°C

' —e—50°C

Tiempo (hs)

Fig. 5: Reduccion de Cr(VI) con células inmovilizadesubadas a distintas temperaturas
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1.5 Reduccion de Cr(VI) en sistemas en lote

Como una aproximacién a un tratamiento de aguéduaes, se evaluo la capacidad
de reuso del catalizador. Para esto, se empagnei@socelulas inmovilizadas (volumen
aparente de 50mL) en jeringas de 60mL y se pusierortontacto con 25mL de una
solucién de Cr(VI) 1mM y glucosa 20mM en agua. Caroatrol se utilizaron esferas de
alginato libres de células como en 1.1. Se det@rda@nconcentracion de Cr(VI) cada dos
horas y cuando se alcanzé una reduccion del 100%6atao se renovo la solucion. Durante
las primeras 24 horas el sistema conservo la efidey se produjo reduccion total del

cromo hexavalente durante los primeros tres latezcho horas (Fig. 6).

Cr(VI) (mM)

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

Fig 6:Biotransformacién de Cr(VI) en lotes secuenciadosigni-columnas de tratamiento de 60mL
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2. Aumento de escala del proceso de biotransformac de Cr(VI): aproximacion al

tratamiento de aguas residuales con contenido de )

2.1 Obtencién de biomasa

Se disefidé un biorreactor de 1L de capacidad utidiaaun erlenmeyer de 3L con
entrada para aire y medio de cultivo y salida deegay de cultivo bacteriano. El aire se
introdujo en el biorreactor con un aireador a tsagté un filtro de ésteres de celulosa de
0,45um de didmetro de poro para esterilizarlo (Fjg.La agitacion fue provista por un
agitador magnético y la temperatura de trabajodi28°C. Un litro de medio de cultivo
compuesto por 8g/L de caldo nutritivo (5g/L de pept de carne y 3g/L de extracto de
levadura) y 1g/L de glucosa se inoculé con 100mLudecultivo en fase estacionaria
obtenido luego de 24 horas de cultivoRdeveronii2E en el mismo medio a 32°C y 120rpm
de agitacion. Luego de 20 horas de cultivo, seataséL de cultivo dejando 100mL en el
biorreactor y se agregé otro litro de medio fredeste procedimiento se repitié 10 veces.
Las células cosechadas fueron lavadas con agusa peltets obtenidos se conservaron a
-20°C hasta su utilizacion.

Salida de gases

N il NIES ;’* Hiltro de jairesde
PRatwi Yy -

q‘.‘i‘i_"l b

celulos:

Manguera i N = il P
para e = - RESsE
salida de o T\ — A “Lyg0 | Entradade
cultivo / PR B o=l aire

Bomba | £ } el Medio de
peristaltica e | A cultivo fresca

Aireador

P

Cultivo siendo

cosechad Agitador magnético

Mangueraspata.entrada de
medio de cultivo fresco

Fig. 7: Biorreactor utilizado para la obtencion déilomasa a inmovilizar.
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La Figura 8 muestra la cinética de crecimiento dré&amo obtenida en el cultivo de
1L deP. veronii2E en el biorreactor y en el cultivo de 100mL izzalo en urerlenmeyer
de 500mL con 120rpm de agitacion y a 32°C. Puedmrghrse el mayor crecimiento
obtenido en el biorreactor probablemente produetammka mayor tasa de transferencia de
oxigeno que la que se obtiene en el cultivoedenmeyer.Esto posibilitaria que en el
biorreactor, el cultivo no se limite en oxigeno. kelocidad maxima especifica de
crecimiento (s fue de 0,4H.
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O I I I
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0 [ I I I

0 5 10 15 20 25 30
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Fig. 8: Crecimiento bacteriano en a) cultivo de 10@m®aP. veronii2E en erlenmeyer de 500mL y b) en cultivo de 1bienreactor
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2.2 Inmovilizacion celular

Se obtuvieron pellets bacterianos a partir de 1fvos de 1L, se lavaron con agua y
se suspendieron en 500mL de agua. Esta suspedSigrbiomasa seca/L) se mezcld con
500mL de alginato de sodio 1,5%m/v y se goted sobeesolucion de Cag0,2M (Fig. 9).
Las células inmovilizadas se mantuvieron en eshac&m por 1 hora a 4°C, luego se
lavaron y se las suspendid en agua para su usodiatme EI volumen aparente del
catalizador inmovilizado fue de 1L y la concentéactelular final fue de 23,5g/L.

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

2.3 Biotransformacion de Cr(VI) por células inm@aldas

Las células inmovilizadas (masa: 530g, volumeneaparll) se empaquetaron en
una columna de 1L de capacidad (Fig. 10) y se pusien contacto con 300mL de una
solucion de Cr(VI) 1ImM y glucosa 20mM o con unaudibn de 1:215 de acido cromico
proveniente de un bafio de segundo enjuague despieziglicas neutralizado previamente
con NaOH 6M (ver composicion en el apéndice A)t@earon muestras cada dos horas a

75



32°C y se determind la concentracién de Cr(VI) érsabrenadante. Con el objeto de
homogeneizar, a cada hora el liquido en la colusmaarecirculado con la ayuda de una
bomba peristaltica. Una vez que no se detectdé CENlel liquido se renovo la solucién de
Cr(VI). Se observé una pérdida de actividad redactoon cada agregado de Cr(VI)
aumentando, en cada lote, el tiempo necesario Ipgrar una reduccién del 100% del
Cr(VI). Se obtuvo un 100% de remocion de cromoosrprimeros cuatro lotes tanto para la
solucion de acido crémico como para la solucioiCd®/ 1) sintética (Fig. 11 y 12). Para la
solucién sintética, la reduccién total del Cr(\V#) grodujo en tres horas en los dos primeros
lotes. En el tercer lote se necesitaron 6 horaes Ipgrar este mismo porcentaje de reduccion
mientras que en el cuarto se necesitaron 10 hBeaa.la solucion de acido crémico, los dos
primeros lotes consumieron tres horas mientrasefjtexcero y el cuarto necesitaron 3,5y 5
horas respectivamente para alcanzar un porcergagddccion del 100%.

——

Bomba peristaltica para
el mezclado

Fig. 10: Columna utilizada para los ensayos de dmsformacion de Cr(VI1)
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Fig. 11: Biotransformacion de Cr(VI1) en lotes secighas de 300mL de una soluciéon de Cr(VI) y glucosa.

Cr(VIl) (mM)

UL

Tiempo (hs)

Fig. 12: Biotransformacion de Cr(VI) en lotes secigmhes de 300mL de una dilucién de acido cromicogn@énte de

un bafio de segundo enjuague de piezas metélicas.
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En total, se pudieron tratar 70,57mg de Cr(VI) amte que se registre una pérdida
de actividad reductora tal que no permita una reédaadel 100% del Cr(VI) en 8 horas para
el caso del tratamiento de la solucion de acidm@a.

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

para el caso de la solucion de acido crémico.

Lote = Cr(VI) tratado (mg)

Cr(VI) tratado total (mg)

% actividad

reductora(mgCr(VI1)/h)
1 16,89 16,89 5,63 100
2 18,03 34,92 6 100
3 18,1 53,02 5,17 86,2
4 17,55 70,57 35 58,3
5 17,9 88,47 2.24 37,3

Tabla 1: Detelles del tratamiento de una soluc®aaldo crémico en lotes secuenciados.

La actividad reductora fue medida como el Cr(Vdtddo en cada lote por unidad de
tiempo del tratamiento. En la Figura 13 puede olasse que la pérdida de actividad se
empez6 a producir a partir de los 35mg de Cr(\d)anios y que con cada 1mg de Cr(VI)
tratado después de los 53 mg, se produjo una pedeith actividad efectiva del 1.7%.

120 -

100 +

80 -

60 -

% Actividad

40 -

20 ~

20

40 60
Cr(VI) tratado (mg)

80

100

Fig. 13: Disminucion de la actividad a medida guamdgcurre el tratamiento. La pendiente de la respaesenta la
pérdida de actividad con cada 1 mg de Cr(VI) tratadgo de tratar 53mg y su valor es 1,7.
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3. Retencion de Cr(lll) en alginato de calcio con gin células ocluidas

De manera de establecer un posible destino dell)XCdénerado luego de la
reduccion del Cr(VI), se realizaron ensayos denabé& de Cr(lll) utilizando al catalizador
inmovilizado. Para esto, una suspension bactedanBOmL y densidad 50,5g/L se mezclo
con el mismo volumen de una solucién de alginateatko al 1%m/v. La mezcla se goted
sobre una solucion a 4°C de CaQJO5M. Las bacterias inmovilizadas reposaron derab
minutos en esta solucion a 4°C. Luego fueron law@da agua destilada y secadas al aire a
temperatura ambiente. Los ensayos de remocion aeamn suspendiendo 10g del
biocatalizador en 10mL de una solucion de Cr{¥@ distintas concentraciones de Cr(lll)
(250, 500, 1000, 2000, 5000, 7000 y 10000 ppm) y3pphra evitar la precipitacion del
Cr(lll). La suspension se incubd en agitacion aC3g6r 24 horas. Luego de este periodo, la
concentracion de Cr(lll) fue medida en el sobrensgl@xidando el Cr(lll) remanente y
midiendo la concentracién de Cr(VI) por el métodola difenilcarbazida. Este método fue
utilizado siempre que se determiné la concentraciénCr(lll) en los experimentos
siguientes. El procedimiento fue descripto por @oet al (2006). Brevemente, el
sobrenadante fue llevado a pH 12, se le agre@ & una concentracion final de 1,4 M y se
incubd a 60°C por 40 minutos para la oxidacion detapdel Cr(VI) a Cr(lll). EI Cr(VI)
obtenido en la solucion fue determinado como fisemdigto por Patrat al (2010): 1mL de
muestra fue mezclado con 1mL deS&, 1IN y 0,2mL de solucion de DPC preparada
disolviendo 4g de acido ftalico y 0,25g de 1,54diiisarbazida en etanol 96%. La
absorbancia de la solucion se midié a 540nm y s&paod con una curva de calibracion
para determinar la concentracion del Cr(VI) (Fid). Este método fue utilizado en todas las

determinaciones de Cr(VI) de los experimentos siges.
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Fig. 14: Curva de calibracn utilizada para la determinacion de la concendradie Cr(VI) por el método de la difenilcarbazi

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

siguiente calculo:

q=(GC)*Vim

En donde

g: Capacidad de retencion (mg Cr(lll)/ g biocatadiar)
Co: Concentracion inicial de Cr(lll) (mg/L)

C: Concentracion final de Cr(Ill) (mg/L)

V: Volumen (L)

m: Masa del biocatalizador (g)
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La Figura 15 describe los resultados obtenidos:

a(mg Cr(lll)/g)

0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Cr(l11) (ppm) (equilibrio)

Fig. 15: Remocion de Cr(lll) por el biocatalizadadiferentes concentraciones en el equilibrio delfyr(l

Con las concentraciones de Cr(lll) usadas no fusbfm alcanzar la capacidad
maxima de remocién del biocatalizador. La mismaedaer mayor a 3mgCr(lll)/g
biocatalizador. Si se tiene en cuenta que en Isay®s de biotransformacion de Cr(VI)
realizados en 2.3 se utilizaron 5309 del biocaddliz y se trataron 88,47mg de Cr(VI), todo
el Cr(lll) generado podria removerse por el bidcador si se liberara al sobrenadante.
Ademas, se calculd el porcentaje de Cr(lll) questmnido en la matriz de alginato libre de
células y se lo compar6 con el porcentaje de rednamiiando se utilizé al alginato de calcio
con células inmovilizadas. Las esferas de algidatecalcio libres de células se produjeron
mezclando una solucion 20mL de alginato de sodiov®con un mismo volumen de agua
destilada. La mezcla se goted sobre una soluciéiCale, 0,05M a 4°C. Las esferas
reposaron en esta solucion a 4°C por 15 minutegpldfiueron lavadas con agua destilada y
secadas al aire. Pudo observarse que la matrilgohata de calcio fue capaz de remover
una importante cantidad de Cr(lll) (87,3%) cuanddg de esferas se las incub6 con 10mL
de una solucion de Cr(NJ con 500ppm de Cr(lll) por 24 horas a 32°C. Lasresfele
alginato de calcio conteniendo célulasRdeveronii2E presentaron una remocion de Cr(lll)

del 98,3% cuando se las incubd en las mismas dondi (Fig. 16).
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Fig. 16: Remocion de Cr(lll) con esferas de algirdgaalcio libres de células y con células inmoaiias cuando se

las incubé en presencia de 500ppm de Cr(lll).
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Discusion

La inmovilizacion bacteriana es una herramienta mtlycuando se trabaja con
células a modo de biocatalizadores ya que permitacil separacién del medio de reaccion.
En el presente trabajo se decidié por una inmadlim por oclusién ya que es mas sencilla
que la inmovilizacion pobiofilm y permitié inmovilizar densidades celulares magajae
las que se encuentran enhiafilm. Las bacterias inmovilizadas tanto en alginatealeio
como en agarosa presentaron tasas de reduccionr(ié) @ceptables pero, como se
mencionod anteriormente, por cuestiones de cospas gimplicidad de manejo se prefirio al
alginato de calcio como matriz de inmovilizacidmcluso, Britoset al (2012) determinaron
algunas deficiencias al usar agarosa para inmavilina cepa deactobacillus animalido
gue inclin6 la balanza mas a favor del alginatecaleio. Las tasas de reduccién observadas
al utilizar células inmovilizadas fueron menoreg ¢ps obtenidas con células libres. Esto se
debe a que la bacteria, o sea el catalizador, cgeptra dentro de una estructura que el
sustrato, el Cr(VI), debe atravesar para que sdugaa el contacto catalizador-sustrato y se
efectle la reaccion. Esto hace que se introduzaauawo paso limitante en la reaccion, y
por lo tanto, el proceso global se torna méas lelt@umentar la temperatura, la velocidad
de difusion de los sustratos también aumenta, gmics ensayos de biotransformacion con
células inmovilizadas mostraron un aumento en &a tde reduccion al aumentar la
temperatura. La temperatura éptima de biotransfaidnade Cr(VI) deP. veronii2E es de
32°C, como se desprendié de los experimentos agakizen el Capitulo Il. Sin embargo,
con la bacteria inmovilizada se obtuvo una maysa tée reduccion a 40°C, indicando que el
paso que gobierna la velocidad de la reaccion tencaso es el de difusion de los sustratos a
través de la capa de alginato de calcio. No obestalet manera de reducir el costo energético
del proceso, se decidi6 trabajar a 32°C.eXal (2011) describe cémo el grosor de la capa
de alginato de calcio influye en la velocidad deelaccion de reduccion y demuestran que a
mayor grosor, menor es la tasa de reduccion. Laerdracion de la solucidon gelificante de
CaCt y el tiempo de incubacién que las esferas pernesmea esta solucién controla el
grosor de la capa de alginato de calcio. Estadicidoh de la técnica de inmovilizacion es su
principal desventaja como ya se menciond anteriotene

La capacidad de reutilizacion de un biocatalizader muy importante porque
determina la vida util del mismo. Se observo erelosayos a mayor escala (en columna de

1L) que el rendimiento fue mayor que en los ensayogenor escala (en jeringa de 60mL).
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Esto probablemente se deba a que en los ensaymsyar mscala la relacion entre el
volumen aparente del catalizador (1000mL) y la @6lude Cr(VI) (300mL) era de 3,3:1
mientras que en los ensayos a menor escala es®mnefae de 2:1 (50mL de volumen
aparente del catalizador y 25mL de solucién de Qy(Warios autores determinaron la
capacidad de reutilizacion de diversas cepas hactsr inmovilizadas en distintas matrices
y bajo distintas condiciones de operacion. Konoxal@t al (2003) estudiaron la
biotransformacion de Cr(VI) en células Beeudomonagnmovilizadas en agar-agar. Este
biocatalizador pudo reducir 20mg/L de Cr(VI) duebtlotes consecutivos. Ellos deducen
que la pérdida de actividad cromato reductasa be dela acumulacion de metabolitos
téxicos dentro de la matriz de inmovilizaciéon. Zéual (2008) lograron reducir hasta 8
veces consecutivas una carga de Cr(VI) de 7mMeatitio células libres dschromobacter
en condiciones de anaerobiosis. La pérdida deidatiia atribuyen al consumo del dador
de electrones ya que observan un reestablecimilenta capacidad de reduccién de Cr(VI)
al agregar mas lactato como dador de electronest ¥(2011) utilizaron repetidamente a
Pannonibacter phragmitetiemovilizada en alginato de calcio y observaroa pérdida en

la eficiencia de reduccion de Cr(VI) del 22,67%oetavo lote. Geet al (2013) utilizaron a
células libres dePseudochromobactrum spy. de Proteus sp.durante 3 lotes a una
concentracion de Cr(VI) de 20mg/L cada uno obselvanna pérdida gradual de la
actividad cromatoreductasa. Estos dos ultimos esitao ofrecen posibles explicaciones
acerca de la pérdida de actividad observada. fpmesknte estudio se logro reutilizar a la
bacteriaP. veronii 2E durante cuatro lotes consecutivos de 1mM d¥ICrGe observé
pérdida de actividad reductora con cada lote. Lavidad téxica del Cr(VI), que se
manifiesta durante el proceso de reduccién al gemadicales libres que dafian al ADN de
las bacterias, volviéndolas inviables, puede setivmode la pérdida de la actividad
cromatoreductasa. Ademas, la acumulacion de Cddhtro de las bacterias puede generar
efectos toxicos en las mismas contribuyendo erstaiducion de la eficiencia de reduccién.

La adsorcion de Cr(lll) ha sido documentada enrdog estudios. Garcia-Reyes

al (2010) utilizaron agro-residuos como material dosote de Cr(lll) logrando una
capacidad maxima de 28,7mg Cr(lll)/g a pH 4. lbagezal (2004) usaron esferas de
alginato de calcio protonadas alcanzando una adguhenaxima de adsorcion de 112mg
Cr(ll)/g a pH 4,5. En el presente trabajo, la agad maxima de remocion alcanzada fue
suficiente para retener todo el Cr(lll) generado lpobiotransformacion de Cr(VI) en los

diferentes ensayos, en caso de que el Cr(lll) seesrire en el sobrenadante.

84



Conclusion

En el presente capitulo se utiliz&seudomonas verorE inmovilizada en alginato
de calcio y en agarosa como catalizador en la céglucle Cr(VI). El alginato de calcio se
destac6 como la mejor matriz de inmovilizacién persimplicidad de aplicacién y su bajo
costo. La velocidad global de la reaccion disminalyatilizar células inmovilizadas ya que
se introdujo un nuevo paso limitante determinaetéad/elocidad de reaccion: la difusion de
los sustratos a través de la matriz de inmoviltaaciEste fendmeno difusivo quedo
evidenciado en los experimentos de reduccion ez con células inmovilizadas a
distintas temperaturas (20, 25, 32, 40 y 50°CYye8bzaron, ademas, ampliaciones de escala
tanto en el proceso de produccion de biomasa camel @roceso de inmovilizacion y
reduccion de Cr(VI). Se evalué la capacidad delization del biocatalizador en solucion
sintética de Cr(VI) y en un bafio de enjuague @tilz en la industria y se observd una
pérdida gradual de la actividad cromatoreductasantie! 5 lotes consecutivos. Ademas, se
determiné la capacidad de remocion de Cr(lll) det&talizador para establecer el posible

destino del Cr(lll) generado por la reduccién dé/Qr
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industriales y optimizacion de costos
de produccion de biomasay
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Introduccion

Los tratamientos convencionales de aguas residgalescontienen Cr(VI) poseen
grandes desventajas como ya se mencionaron entrtauncién de este trabajo. Los
resultados obtenidos, detallados en los capitultsriares, con el uso de bacterias
inmovilizadas para el tratamiento de aguas reseduadn Cr(VI), permitieron desarrollar un
sistema alternativo de tratamiento. De esta maserbusca reemplazar los tratamientos
convencionales por otro més eficiente, econémiampientalmente amigable.

Uno de los parametros a definir en un tratamiestaglias es el tiempo de residencia
hidraulico que es el tiempo que el liquido debéatsz para alcanzar la calidad deseada.
Este tiempo debe ser el menor posible para gasaniiz tratamiento eficiente. Si bien una
gran concentracion del catalizador y de los sustrgarantizan un tiempo de retencién bajo,
también implican mayores costos de produccion yswmo de reactivos. Por lo tanto, es
necesario optimizar el tratamiento de manera denebtun bajo tiempo de retencion con la
menor cantidad de catalizador y reactivos necesario

El costo total del tratamiento es otro importardeametro a definir. Dentro de esta
categoria se contemplan el consumo de reactivesnelgia, inversion en infraestructura, el
costo de la disposicion final de residuos y la mé@obra.

En la produccion de un biotratamiento como el qudesarrolla en la presente tesis
se diferencian claramente dos tipos de costosb@sociado a la produccién de biomasa
y el costo asociado a la implementacion del tragatoi Para economizar la produccion de
biomasa se busca sustituir el medio de cultivazatiio cominmente en investigacion por
otro cuyos ingredientes sean residuos industralgsbproductos de poco valor comercial.
Por ejemplo, Ahmaet al (2010) utilizan residuo liquido de anana para peadel biofilm
para el tratamiento de aguas residuales con Cy(¥)sconiet al (2009) utilizan melaza de
cafia de azucar para producir exopolisacaridos deepa dé&ordonia polysoprenivorans
Martone et al (2005) utilizan un hidrolizado de proteinas de loex como fuente de
nitrégeno econdémica proveniente del residuo dedastria del fileteado de pescado.

En el presente capitulo se emplea a la bacteseudomonas veronRE en un
tratamiento de aguas residuales reales provenidatagaa empresa productora de piezas de
griferia. En primera instancia, se disefa el tr&gato de manera de que la concentracion de
Cr(VI) en el efluente no supere los 0,1ppm, quéaasaxima concentracion permisible en

efluentes aptos para el vertido en Estados Unileanzar esta concentracion de Cr(VI) en
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los efluentes es muy importante para las empresagmrales que quieran entrar en
mercados exteriores como Europa o Estados UnidoseBunda instancia, se evaltan los
costos del tratamiento y se exploran alternativaisa preducir el mismo. La estrategia
empleada para disminuir los costos de producciénduwe reemplazar al medio de cultivo
utilizado, compuesto por glucosa, peptona de caseixtracto de levadura, por otros con
glicerol o melaza de cafia como fuente de carboepeygia y fertilizante como fuente de
nitrégeno y otros nutrientes (Apéndices B y C).nielaza de cafia es un subproducto de la
produccion de azucar compuesta de diferentes tipagzlcares, aminoacidos y vitaminas.
El glicerol utilizado en el presente trabajo eglalerol acido proveniente de la fabricacion
de biodiesel. Se estima que cada 10kg de biodisseproduce 1kg de glicerol crudo
(Santibafiezt al 2011, Huet al 2012). El glicerol &cido se obtiene luego del gripaso en
el proceso de purificacion del glicerol y su proddn es muy econdémica. El proceso de
purificacion total del glicerol, en cambio, es mogstoso, sobre todo para medianos y
pequefios productores de biodiesel (Santibéfiek2012, Manosakt al 2011). Ademas, la
produccion de biodiesel se encuentra en notableaianpor lo que se origina un excedente
de glicerol crudo que las empresas, muchas veebsnddescartar como residuo (Ratal
2014). Por lo tanto, la utilizacion de gliceroldipara la produccién de biomasa, ademas
de ser econdémica, proporciona una solucion al pmal del exceso de glicerol crudo
producido durante la produccién de biodiesel.

En el presente capitulo se persiguen los siguieftjesivos:

e Desarrollar un sistema de tratamiento con una cmdummpaquetada con el
biocatalizador inmovilizado para aguas residuatetustriales reales de baja
concentracion de Cr(VI).

« Evaluar los costos del tratamiento propuesto ybéstar alternativas para
economizar el proceso.

* Determinar la capacidad de crecimiento de la cefecsonada en medios de
cultivo a base de sustratos econémicos (melazaiil@ ¢ glicerol crudo como
fuente de carbono y energia y fertilizante comateiele nitrogeno y fosforo).

* Desarrollar un sistema de tratamiento para aguagluaes de mediana
concentracion de Cr(VI) con células producidas rdirpde un medio de cultivo

econdmico.
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Desarrollo experimental

En este trabajo experimental todos los ensayosaé&aron por duplicado y repetidos

oportunamente para asegurar su reproducibilidad.

1. Disefio del tratamiento de aguas residuales induisles

Las células d&®seudomonas verorZiE fueron cosechadas a partir de 10 cultivos en
lote de 1L en caldo nutritivo (5g/L peptona de earBg/L extracto de levadura y 1g/L
glucosa) utilizando el biorreactor descripto eapdrtado 2.1 del Capitulo Ill. Las bacterias
fueron inmovilizadas segun el apartado 2.2 del tokpianterior utilizando una
concentracion final de alginato de sodio y de Ga€l0,5%m/v y 0,05M respectivamente y
un tiempo de residencia en la solucion de d€I15 minutos. Estas concentraciones y este
tiempo de residencia fueron elegidas para acelaraelocidad de difusion del Cr(VI) a
través de la matriz de alginato de calcio. Adenadgeducir la concentracion de estos
reactivos se economiza la produccion del biocatdbr. La densidad de la suspension a
inmovilizar, antes de mezclarse con la solucionalignato de sodio, fue de 54g/L. La
densidad final fue entonces de 27g biomasa sedas. células inmovilizadas fueron
empaguetadas en una columna de 1L (ver apartadieR@apitulo IIl). Se bombearon dos
aguas residuales industriales, AR 1 y AR 2, de §,269ppm de Cr(VI) respectivamente
(ver composicion en apéndice D) y suplementada260ppm (1,1mM) de glucosa con un
caudal de 7mL/min a través de la columna de mashemstablecer un tiempo de retencion
hidraulico de 30 minutos (Fig. 1). La concentracitah dador de electrones se disminuyo
con respecto a los ensayos anteriores ya que teetacion de Cr(VI1) en el liquido a tratar

fue menor. El volumen de columna fue de 0,21L.
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Fig. 1: Esquema del sistema de tratamiento. Lahdle rojas indican el sentido del flujo de aguadikinetro de la
columna era de 8cm.

Al tratar al agua residual AR 1, se observé quedacentracion de Cr(VI) era
indetectable en el agua tratada (Fig. 2a) a ldaale la columna. Sin embargo, al tratar a
AR 2 se observd una acumulacién de Cr(VI) a medjda transcurria el tratamiento,
alcanzando una concentracion de 0,1ppm en 17 (@igas2b). Por lo tanto, de manera de
evitar esta acumulacion de Cr(VI), se procedidadizar un tratamiento en el cual se trato a
las dos aguas alternativamente: cada 10 horasatemiento de AR 2, el afluente fue

cambiado por AR 1 que circulaba por la columna mhgrdl4 horas antes de cambiar el
afluente nuevamente por AR 2 (Fig. 3ay b).
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Fig. 2: Tratamiento de AR 1 (a) y AR 2 (b) especiiita la concentracion de Cr(VI) del agua a la ent(adente) y

a la salida (efluente) de la columna.
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Fig 3: Variacion de la concentracion de Cr(VI) diliente y efluente de la columna en funcion dehpe (a) y el

volumen tratado (b) durante el tratamiento de ¢pma AR 1y AR 2.
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Bajo este esquema de tratamiento, se utilizé a agsidual con menor cantidad de
Cr(VI) (AR 1) para “lavar” la columna, evitandodaturacién de la misma que se produce al
tratar a AR 2 por mas de 10 horas en continuo.ol, tse traté un volumen igual a 200
volimenes de columna (VC) (42L): 88 VC (18,4L) espondieron AR 2 y 112 VC
(23,52L) a AR 1. En ningtn momento se detectdé Gh el liquido tratado que fue medido
como en el apartado 3 del Capitulo Ill. El tratartoedur6 96,5 horas. Como puede
observarse, el tratamiento abarcé una semana.egarllel fin de semana, las bacterias
quedaron suspendidas en el agua residual sinuksgién y, al reanudar el tratamiento, la

mayor parte de la actividad cromatoreductasa sia lpedodido.

2. Reduccién de costos del tratamiento
2.1 Disminucion de la concentracion bacteriana mavilizar

Para reducir los costos del tratamiento, se redmjooncentracion de bacterias
inmovilizadas de manera de utilizar un menor volarde medio de cultivo. La densidad de
la suspension celular a inmovilizar fue de 42,7g/tultando en una concentracion celular
luego de la inmovilizacion de 21,4g/L. Se obsermoeste caso que la acumulacion de
Cr(VI) al tratar AR 2 se producia mas rapidameitdaé 4,5 horas) que utilizando una

concentracion de bacterias mas elevada como dfrif).14).
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Fig. 4: Tratamiento de AR 2 con menor concentrad@bacterias en la suspension a inmovilizar (42g/1)
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La acumulacion de Cr(VI) al tratar AR 2 se prodejo4,5 horas mientras que con
54g/L de bacterias en la suspension a inmovilizanisma acumulacion se produjo en 17
horas.

2.2 Disminucion de la concentracion del dador desgbnes

En el experimento del apartado 1.1 el tratamiemtaeslizd utilizando 200ppm
(1,2mM) de glucosa como dador de electrones. Deeraatte disminuir el consumo de este
reactivo se procedio a tratar las aguas con 200phirgM) de glucosa. En las primeras 50
horas se trataron ambas aguas residuales suplefagman 20ppm de glucosa. Al alcanzar
una concentracion de 0,1ppm de Cr(VI) en el efenta hora 50, se lavé la columna con
AR 1 suplementado también con 20ppm de glucos2ptioras. Luego del lavado (hora 71
del tratamiento) se cambié el afluente por AR 2leupntado esta vez con 200ppm del
dador de electrones y, luego de dos horas de fiertton se suplementd nuevamente con
20ppm de glucosa para confirmar si se producia disainucion de la actividad del
biocatalizador al disminuir la concentracion decgka. Efectivamente, a las dos horas de la
disminucién en la concentracion de glucosa (hordelSratamiento), el Cr(VI) se acumulé
hasta 0,1ppm por lo que se procedio a lavar lanmoéucon AR 1 nuevamente y se continud
tratando a ambas aguas residuales: AR 2 suplenzeatexd200ppm de glucosa y AR 1 con
20ppm del dador de electrones (Fig. 5). Pudo obssevque al tratar a AR 2 con 200ppm de
glucosa la acumulacién de Cr(VI) en la columna sedyo luego de un tiempo de
tratamiento mayor que al tratar a AR 2 con 20pphdddor de electrones. Entre la hora 93
y 113, el Cr(VI) no se acumuld en la columna y etdss horas 127 y 137 el aumento en la
concentracion de Cr(VI) del efluente fue aumentathelstamente al tratar a AR 2.
Probablemente, en los tiempos iniciales del tragatnj compuestos oxidables unidos a las
bacterias funcionaron como dadores de electron@® jcon la glucosa agregada (en el
Capitulo 1l se hizo referencia a esto al obseraarelduccion de Cr(VI) con células en
suspension en ausencia del dador de electronespn&lmirse estos compuestos, la glucosa
agregada (20ppm) no fue suficiente para asegueanlta tasa de reduccidon produciendo la
acumulacion de Cr(VI1) en la columna (hora 50 datiatmiento). El agregado de una mayor
concentraciéon de glucosa soluciond este problenmaeatando la tasa de reduccion y
disminuyendo, por lo tanto, la tasa de acumulad®r(VI) en la columna.
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Fig. 5: Tratamiento iniciado con menor cantidaddielor de electrones. Se indican los intervaldsggue se varié la

concentracion de glucosa. Luego de la hora 75, AR Buplementado con 200ppm de glucosa.

Bajo este esquema de tratamiento se pudieron trateotal 314 VC (66L): 138 VC
(29L) correspondieron a AR 2y 176 VC (37L) a AR 1.

2.3 Sustitucién del medio de cultivo

A fin de economizar la produccion de biomasa sequ® a probar diferentes
medios de cultivo a base de melaza da cafia dera@ticdrébol) y de glicerol acido
proveniente de una fabrica de biodiesel de MalviArgentinas, Buenos Aires. La melaza es
un subproducto de la produccion de azucar compumstgoritariamente por glucosa
mientras que el glicerol es un subproducto deddyecion de biodiesel. Ambos sustratos se
caracterizan por ser de muy bajo costo. Como fustgtrogeno y de otros micronutrientes
se utilizé un fertilizante comercial (Afital macmicro) (ver apéndice C). Todos los medios
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de cultivo fueron llevados a pH 7 con NaOH 6M yae da adicion del fertilizante

acidificaba el medio.

Se inocularon 10 mL de medio de cultivo alterngticompuesto por distintas
concentraciones de melaza de cafa (1%, 0,5% y O\%nfertilizante 0,6%v/v, desde un

cultivo en medio semi-sélido d& veronii2E. No se observo crecimiento luego de 48 horas

de cultivo por lo que se prepararon pre-inéculosl@mL de caldo nutritivo a 32°C con
120rpm de agitacion. Luego de 24 horas de cultwol. del pre-inGculo se agregaron a

45mL de cada medio alternativo estéril. Se mididdaorbancia a 600nm de cada cultivo

luego de 24 y 48 horas (Fig. 6).

DO 600nm
N

i

@24 hs
m48 hs

. i
0
0,10% 0,50%

Concentraciones de melaza (% m/v)

1%

C.N.

Fig. 6: Crecimiento en distintas concentracionesdiaza y 0,6%v/v de fertilizante y en caldo nivoit{C.N.) a 24 y 48 hs.

Debido a los bajos rendimientos obtenidos, compearadn el que se obtiene con un

medio nutritivo comercial, se ensayaron medios @twvas composiciones de melaza (0,1,
0,5, 1y 2%m/v) y fertilizante (0, 0,6 y 1,2%v/vilos resultados de los maximos

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

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

Los ensayos con glicerol acido se realizaron irevawld 1mL de cultivavernight
(32°C, 120rpm) deP. veronii 2E en caldo nutritivo, en 9 mL de un medio coregibl a
distintas concentraciones (1%, 2%, 5% y 10%v/wnilizante al 0,6%v/v. Los cultivos se
incubaron por 72 horas a 32°C con agitacién. Del@dque los cultivos presentaron
formacion de grumos, el crecimiento se determind geso seco de la masa bacteriana
generada en los 10mL del cultivo. Para esto, loslL1@e cada cultivo se centrifugaron a
6300g por 10 minutos y los pellets obtenidos sarsechasta peso constante a 60°C. La

Figura 8 resume los resultados.
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Fig. 8: Crecimiento bacteriano en medios con difee®mroncentraciones de glicerol y 0,6%v/v de fediite luego de 72
horas de cultivo.

A fin de comparar los resultados de la Fig. 8 @adbtenidos con melaza al 2%m/v
y fertilizante al 0,6%v/v y con caldo nutritivo ¢~i7), se inocularon 9 mL de cada uno de
esto medios con 1mL de cultivo en caldo nutritive@ Rl veronii 2E overnight (32°C y
120rpm). Luego de 24 horas, los cultivos fuerortrdeigados a 6300g por 10 minutos y los

pellets se secaron a 60°C hasta peso constankeglua 9 muestra los resultados obtenidos.
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Fig. 9: Crecimiento bacteriano luego de 24 horasudiévo en caldo nutritivo (C.N.), melaza 2%m/v yefo de 72
horas de cultivo en glicerol 5%v/v.

Puede observarse el mayor crecimiento obtenidaglioerol en comparaciéon con los
otros medios de cultivo.

2.4 Biotransformacion de Cr(VI) con células inmpatias en alginato de calcio cultivadas
en glicerol 5%v/v.

Utilizando células dd>. veronii 2E cultivadas en glicerol 5%v/v y en 0,6%v/v de
fertilizante, se trataron en lotes consecutivosaagresiduales sintéticas ahora con un
contenido de Cr(VI) de 40ppm. Se eligid esta cotreeidn tan alta porque ésta era la
presente en el agua residual de una empresa pooautd acido cromico. Se realizaron 2
pre-inéculos de 10mL dB. veronii2E en caldo nutritivo a 32°C y 24 horas de incudac
con 120rpm de agitacion. A partir de estos cultigasiniciaron dos cultivos de 100mL cada
uno en glicerol 5%vl/v y fertilizante 0,6%v/v. Lacubacion se realizo por 72 horas a 32°C
con agitacion. Luego de este periodo las célulasofu cosechadas por centrifugacion
(63009, 15 minutos) y resuspendidas en 40mL de dgsiilada. Esta suspension (densidad
569 biomasa/L) se mezclé con 40mL de una soluogtalginato de sodio 1%m/v y se goted
sobre una solucion de Ca(,05M a 4°C. Las esferas de alginato de calciméoias

reposaron en esta solucion por 15 minutos a 4°€gddueron lavadas con agua destilada y
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usadas inmediatamente en ensayos de biotransfamndei Cr(VI) en presencia de 1%v/v
de glicerol &cido como dador de electrones. El ptadsolucion fue ajustado con NaOH 6M
a pH 7 previo al ensayo. La incubacion se realiZ2%C con agitacion. Una vez que la
concentracion de Cr(VI) fue indetectable en el spbhdante, las células inmovilizadas
fueron suspendidas en otra solucion de las mismateristicas (40ppm Cr(VI), 1%v/v

glicerol &cido y pH 7). Este procedimiento se iépiurante 5 ciclos (Fig. 10).

Cr(V1) (ppm)

O N T T T T !
50 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (hs)

Fig. 10: Tratamiento en lotes consecutivos de waagsidual sintética cd veronii2E inmovilizada cultivada en glicerol acido 5%v/v.

Puede observarse la pérdida de actividad cromatctesh con cada ciclo de
reduccion de Cr(VI). El biocatalizador resulté a&fite por cuatro ciclos de hasta nueve
horas. El quinto ciclo necesitaria de por lo meh®shoras para que la concentracion de
Cr(VI) alcance niveles permitidos para el vertidd dgua residual. No se encontrd Cr(lll)

en los sobrenadantes tratados.
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Discusion

Numerosos autores proponen diversos tratamientosagies residuales que
contienen Cr(VI). Quet al (2014) investigan el uso de bacterias magnetottpara la
remocion de Cr(VI) por adsorcidn. La gran ventageedte sistema es la facil separacion del
adsorbente del agua residual por aplicacion deaorpo magnético que hace innecesaria la
inmovilizacion. Yuet al (2014) emplean nanoparticulas de hierro cero-tal@ara la
reduccion de Cr(VI). Este método tiene la ventagalal facil remocién del catalizador al
aplicar un campo magnético y la alta tasa de rednaue se obtiene. Gopalakannan et al
(2015) utilizaron nanoparticulas de magnetita iniiadas en alginato entrecruzado con
cationes Ce(lll) para la remocion por adsorcion @€NM1). Este adsorbente presenté una
mayor capacidad adsortiva que el alginato de oetas nanoparticulas de magnetita por
separado. Sin embargo, pocos estudios realizarewalaacion econémica de los métodos
propuestos. En el presente trabajo, la busquededdeir los costos del tratamiento fue una
constante. Los experimentos en los que se redwanadad de biomasa inmovilizada o se
disminuyd la concentracion de glucosa como dad@ieldrones en el tratamiento de aguas
residuales reales, produjeron bajas tasas de riédupor lo que estas variantes fueron
desechadas como alternativas para economizar ekswo Por lo tanto, se evalud la
produccion de biomasa con medios de cultivo ecoogsnutilizando melaza de cafia de
azucar o glicerol como fuente de carbono y energia fertilizante comercial como fuente
de nitr6geno. La melaza de cafia produjo rendimsentomparables a los obtenidos con
caldo nutritivo cuando se encontraba a una corm@dtr del 2%m/v y con 0,6%v/v de
fertilizante en 24 horas de cultivo. El glicerolpn eeambio, produjo una densidad
aproximadamente dos veces mayor que la obtenidalda nutritivo cuando se utilizé una
concentracion del 5%v/v y 0,6%v/v del fertilizaraeanque se necesitaron 72 horas de
cultivo. Sin embargo, aunque la masa bacterianarfaigor con glicerol, la productividad
fue la menor: 1,52mg biomasa seca/h mientras que ngelaza y caldo nutritivo la
productividad fue de 1,87mg biomasa seca/h y 2,06immasa seca/h respectivamente. El
trabajo de Moita et al (2014) es un ejemplo del desaglicerol como fuente de carbono y
energia aunque el proposito en este caso no pradaccién de biomasa sino la produccion
de polihidroxialcanoatos. La productividad de bismabtenida en ese estudio fue de
11,25mg/h utilizando 0,92g/L de glicerol en reaesode volumen de trabajo de 1500L.

Srikanth et al (2014) utilizan melaza como fuergecdrbono y energia para la produccion
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de biomasa fungica y pululano, un exopolisacaritiizado en la industria alimenticia y
farmacéutica. En ese estudio se obtienen cultivms wna concentracion de 1,25g/L
utilizando melaza al 5%m/v. Han et al (2012) uditiza fermentacion de la melaza para la
produccion de hidrégeno utilizando cultivos mixiasovilizados en biorreactores. Esta
amplia cantidad de trabajos en la que se utilizestratos econdmicos para la generacion de

biomasa y productos destacan la relevancia devéssiigacion sobre este tema.
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Conclusion

En el presente capitulo se utilizé al biocatalizadmovilizado para tratar un agua
residual real de manera continua. Durante el tiat@dm se observé una acumulacion
progresiva del Cr(VI) en la columna por lo que geotque proceder a un lavado de la
misma utilizando un agua residual con menor comaeidn de Cr(VI). Alternando el
tratamiento de las dos aguas residuales, se pai@o tm volumen considerable con un bajo
tiempo de retencién hidraulico. Ademas, se evaluaiternativas para disminuir los costos
del tratamiento. En primer lugar, se evalu6 dismnina concentracion bacteriana y la
concentracion de glucosa como dador de electrommes fos resultados no fueron
satisfactorios porque se reducia notablementeriadeal de agua que podia ser tratada. En
segundo lugar, se ensayaron medios de cultivosnatieos mas econdmicos para la
produccion de biomasa basados en melaza y glicernb fuente de carbono y energia y
fertilizante como fuente de nitrégeno. Ambos medemiltaron buenas alternativas para la

produccion econémica de biomasa.
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Consideraciones finales y conclusion

111



En el presente trabajo se desarroll6 un sistensatiEmiento bioldgico para aguas
residuales industriales que contienen Cr(VI). Emer lugar, se establecié que el uso de
células en suspensioén de alta densidad era masriente para el tratamiento que el uso de
células en crecimiento. Se observo que la densidath suspension y el agregado de
dadores de electrones favorecian el proceso deai@duacelerando la reaccion. De las
cepas testead&@seudomonas verorliE se destacé como la mas eficiente presentateto al
tasas de reduccion de Cr(VI). En segundo lugapreeedid a la inmovilizacién bacteriana
en distintas matrices de manera de hacer factibles@ de este biocatalizador a nivel
industrial y se desarroll6 un sistema de producd@ébiomasa, inmovilizacion y tratamiento
de aguas artificiales con contenido de Cr(VI) deyonaescala. Ademas, se investigé la
remocion de Cr(lll) en las células inmovilizadas. tercer lugar, se traté un agua residual
real en un sistema continuo y se exploraron alteasa de medios de cultivo mas
econdémicos de manera de hacer viable el sistentr@taéeniento. Los resultados obtenidos
demostraron la factibilidad de esta tecnologia phtaatamiento de aguas industriales con
Cr(VI) en concordancia con otros estudios revisagloseste trabajo. Sin embargo, muy
pocos estudios y trabajos cientificos hacen reféaete la viabilidad de la tecnologia. Por
consiguiente, se hace una evaluacion de los caoproducir esta tecnologia y se la

compara con los costos asociados a tratamienta®icoionales.

Viabilidad de la biotransformacion de Cr(VI) commatimiento de aguas residuales con

contenido de cromo.

En la Argentina, el tratamiento mas utilizado es réauccion quimica con
metabisulfito de sodio y posterior precipitaciom @glll) generado con hidréxido de sodio.
La reduccion se realiza en medio acido y la pregpn es estimulada con la adicién de un
floculante. La Tabla 1 enumera las cantidades qugiizan para tratar 10hpor dia de un

agua residual que contiene entre 50 y 40ppm delCr(V
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Reactivos Cantidad (kg) Precio (U$D)/ kg Costo total (U$D)

Metabisulfito de sodio 14 1,12 15,68
Acido sulfarico 10 0,5 5
Soda caustica 10 1,55 15,5
Floculante 3 2,25 6,75

Tabla 1: Cantidades y costo de los distintos reastisados para el tratamiento quimico de*@enagua residual
con 40ppm de Cr(VI). Datos obtenidos de una empgrasductora de acido cromico de identidad reservada.

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

Utilizando aP. veronii2E inmovilizada en alginato de calcio y cultivagaglicerol
5%v/v y fertilizante 0,6%v/v se podrian tratar fOpor dia durante una semana antes de
renovar al biocatalizador. El sistema de tratamiessria en lotes consecutivos. La Tabla 2
enumera la cantidad y el costo de los reactivogsams para esto, suponiendo que los
cultivos alcanzan una densidad como la obtenidasésm estudio de 9,59 biomasa/L. Para
tratar 10m por dia se necesitaria inmovilizar una suspend@hOni de 55g biomasa/L de
densidad. Considerando que el cultivo tendria ®gnasa/L se necesitarian 6Dmie
cultivo con 600L de glicerol acido, 360L de fertdinte y 12,96kg de NaOH para
neutralizar el medio. Para la inmovilizacion seas#tarian 100kg de alginato de sodio y
148kg de CaGlteniendo en cuenta que se usarian®lderalginato de sodio 1%m/v y 26m
de CaCl 0,05M. Durante el tratamiento se emplearian 508Iglicerol acido como dador

de electrones mas 7,2kg de NaOH.
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Reactivos Cantidad (kgo L) Precio (U$D)/ kgo L Costo total (U$D)
Glicerol acido 600L 0,1/L 60
Glicerol acido (dador
de electrones) SO0k 0L >0
Fertilizante 360L 0,4/L 144
NaOH 20,2kg 1,55/kg 31,3
Alginato de sodio 100kg 11/kg 1100
CaCb 148kg 0,2/kg 29,6

Tabla 2: Cantidades y costo de los distintos reastilsados para el tratamiento bioldgico de %@enagua residual

con 40ppm de Cr(VI)

El costo total por semana seria de U$D 1414,9 éohqiee un costo mensual de U$D

5659,6. Este costo representa un 91,5% mas qustel del tratamiento quimico indicando

la inviabilidad del tratamiento bioldgico en estsa.

Para el tratamiento en linea de una corriente gedeecentracion de Cr(VI), como

en el caso de las aguas AR 1 y AR 2, a un caud&ndé con un tiempo de retencion

hidraulico de 30 minutos se necesitarian las sigese cantidades de medio de cultivo,

alginato de sodio y Caglel volumen de columna seria de 2°5mor lo que se necesitaria

una suspensién bacteriana de*6muna densidad de 55g biomasa/L. Por lo tanto, se

necesitaria un cultivo de 38rmon 360L de glicerol 4cido, 216L de fertilizant& kg de

NaOH. Para la inmovilizacién serian necesarios 6@&galginato de sodio y 88,8kg de

CaCb. Durante el tratamiento se necesitarian 7950L lamergl acido como dador de

electrones para tratar 783me agua residual mas 113kg de NaOH. La TablawBmesos

costos de este tratamiento con respecto a la magenma.

114



Reactivos Cantidad (kgo L) Precio (U$D)/ kgoL  Costo total (U$D)

Glicerol acido 360L 0,1/L 36
Glicerol acido (dador
7950L 0,1/L 795
de electrones)
Fertilizante 216L 0,4/L 86,4
NaOH 120,8 kg 1,55/kg 187,24
Alginato de sodio 60kg 11/kg 660
CaCh 88,8kg 0,2/kg 17,76

Tabla 3: Cantidades y costo de los distintos reastissados para el tratamiento biolégico de 78%ragua residual

de baja concentracion de Cr(VI) tipo AR2 y AR1.

El costo total del tratamiento seria de U$D 17§@#785n1 de agua tratada (345m
de AR2 y 440mide AR1). Considerando sélo los costos del &citfdrito, la soda caustica
y el floculante necesarios para el tratamiento gudrde un agua residual como AR 1y AR
2, se obtiene un costo de U$D 2139,1 para el tiatdmde 785m El consumo de estos
reactivos depende del volumen del agua a tratar genla concentracién de Cr(VI) por lo
que es posible extrapolar los datos de la TabEnlconclusion, el tratamiento bioldgico es
viable cuando se tratan corrientes con baja cora@ah de Cr(VI) ya que es mas
economico que el tratamiento quimico. Ademas almein que sera enviado a disposicidon
final ser&d menor con el tratamiento bioldgico ya& @ste serd el volumen que ocupen las
esferas de alginato. En cambio, con el tratamieptionico, el volumen de los barros

originados por la precipitacién de Cr(lll) es mwnsiderable.
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Conclusiones finales

Como producto del presente trabajo pueden despmnldes siguientes conclusiones:

» El uso de suspensiones de células bacterianagpesoraltamente concentradas se
adecua mejor al tratamiento de aguas residuale€gdfl) que el uso de células en
crecimiento utilizando &lebsiella oxytocaP2, Klebsiella ornithinolyticalP y
Pseudomonas verorfE.

* El agregado externo de dadores de electrones &rsispes de ceélulas en reposo
influye positivamente en la reaccion de reducci@n Gt(VI) para las cepak.
oxytocaP2, K. ornithinolyticalP yP. veronii2E. Sin embargo, mientras que para
las cepa¥X. oxytocaP2 yK. ornithinolyticalP el agregado de dadores de electrones
es fundamental para que la reaccién se produzcea, Raveronii 2E no lo es,
pudiendo reducir el Cr(VI) a una elevada tasa swlen ausencia de dadores de
electrones, al menos durante una primera rondadigecion.

* De las tres cepas bacterianas estudiadasxytocaP2, K. ornithinolyticalP yP.
veronii 2E) P. veronii2E fue la que presenté una mayor tasa de redudeidr(VI)
en una suspension de células en reposo (36g biseaad.) con 20mM de glucosa
como dador de electrones.

* El pHy la temperatura 6éptimos de reduccion de Qrpdra suspensiones de células
en reposo de. veronii2E fue de 7 y 32°C respectivamente.

« La inmovilizacién de suspensiones bacterianas g tilpara la aplicacion de la
biotransformacion de Cr(VIl) mediada por bacteriascae se reduce la tasa de
biotransformacion porque se agrega un paso adaiéea la difusion de los sustratos
a través de la matriz de inmovilizacion.

* Las bacterias inmovilizadas pueden ser reutilizddessa 5 veces si se tratan aguas
residuales de 1mM Cr(VI).

* Fue posible el tratamiento en linea de aguas ra&siude baja concentracion de
Cr(VI) con un tiempo de retencién hidraulico der8ihutos usando R. veronii2E
inmovilizada en alginato de calcio.

» El crecimiento dé. veronii2E en medios de cultivo econdmicos basados eerglic

0 melaza de cafia como fuente de carbono y fertttzeomo fuente de nitrégeno fue
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factible obteniendo un mejor rendimiento en gliteree en melaza o caldo nutritivo
aunque con un tiempo de cultivo mayor.

El tratamiento de aguas residuales de mediana etacen de Cr(VI) en lotes
consecutivos utilizando B. veronii 2E inmovilizada en alginato de calcio no es
viable ya que su costo es mayor que el tratamiegnionico convencional. En
cambio, el tratamiento en linea de corrientes @a bontenido de Cr(VI) si resultd

viable por ser mas econdmico que el tratamientmabnente empleado.
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Apéndice A

Composicion de metales del bafio de acido cromicocsegundo enjuague de piezas

metalicas determinado por espectrofotometria dereiés atomica:

Metal Concentracion

Cr 109/l
Pb 1,3 mgl/l
Cu 99 mg/l
Cd <0,05 mg/l
Zn 128 mg/l
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Apéndice B

Composicion de la melaza de cafia (Tetlal 2009)

Componentes % melaza

Agua 20
Sacarosa 35
Glucosa 7
Fructosa 9
Otras substancias reductoras 3
Otros carbohidratos 4
Cenizas 12
Compuestos nitrogenados 4,5
Acidos no nitrogenados 5
Ceras, esteroles y fosfolipidas 0,4

Referencia

Teclu D, Tivchev G, Laing M, Wallis M (2009) Deteirmation of the elemental composition
of molasses and its suitability as carbon sourcegfowth of sulphate-reducing bacteria.
Journal of Hazardous Materials 161:1157-1165.
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Apéndice C

Composicion del fertilizante Afital Macro-Micro.

Componente Concentracion (%m/m)

Nitrégeno 10,00
Fosforo 5,00
Potasio 8,00

Cobre 0.50

Magnesio 0.30

Manganeso 0.30

Hierro 0.20

Zinc 0.10

Boro 0.05
Molibdeno 0.003
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Apéndice D

Composicion de las aguas residuales industrialeg ARR 2
Tabla 1: Componentes de AR 1
Tabla 2: Componentes de AR 2

Conductividad 897us/cm Conductividad 1121ps/cm
Dureza 398mg/I Dureza 450mg/I
Alcanilidad 421mg/l Alcalinidad 384mg/l
Sulfatos 54mg/l Sulfatos 46mg/l
Cloruros 21.6mg/l Cloruros 81.5mg/l
Calcio 93.0mg/l Calcio 115mgl/l
Nitratos 27.9mg/l Nitratos 78.5mg/l
Magnesio 36.9mg/l Magnesio 44.2mg/|
Sodio 48.3mg/l Sodio 47.3mgll
Silice 77.2mg/| Silice 77.4mg/l
pH 8 pH 77
Cr(VI) 0.26mg/I Cr(Vi) 0.69mg/|
Tabla 1 Tabla 2
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