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1.1. Bacterias reductoras de sulfato (BRS)

El azufre, uno de los elementos mas abundantes en la Tierra, puede ser
transformado quimica y biologicamente. El sulfato es tomado comontetrreducido
a sulfuro e incorporado luego en aminoacidos azufrados y enzimas, en 80 [oee
se conoce como reduccion asimilatoria de sulfato. La reduccioilaasima de sulfato
no libera sulfuro al ambiente, a excepcidn de la putrefaccion degasi®mos muertos
(Rabuset al, 2006). Las reacciones de oxidacion y la reduccion para la genedacion
energia metabdlica son también importantes, como la reduccion ndagsimide
sulfato realizado por las bacterias reductoras de sulfato (BRBjporganismos
anaerobios que utilizan este compuesto como aceptor final de electomogee resulta
en la producciéon de sulfuro (Figura 1.1). Dado que miembros de losidsndie las
Bacterias y las Arqueas puede llevar a cabo este procesnosligvestigadores usan el
término procariotas reductoras de sulfato o microorganismos redudeilfato. Sin
embargo, se utiliza usualmente el término BRS para refeasirsgnbos dominios
(Muyzer y Stams, 2008).

Oxidos de
azufre de la

atmosfera
Di6xido de \

azufre de la D L Miviatasid
combustion de gRosicion uvia acida
seca de sulfato

combustibles piUE

fésiles y y dIOXI?o de
sulfuros de azufre

minerales

Didxido de
azufre y sulfato
de volcanes y
fuentes
termales

!

Sulfato en el

== ' sufatoenel Sl o Vo ey
Azufre reducido Descomposicién suelo Deposlt:lou_ﬁd’l.mcmn dg

(sulfuro de hidrégeno) organica Ifato

i (= o
Yeso roc%

Figura 1.1. Ciclo del azufre (Muyzer y Stams, 2008).os mayores depositos de azufre son los sulfuedsieiro
(pirita: FeS) y el yeso (CaSg) en sedimentos y rocas y el sulfato disuelto emgeb marina. El azufre es tomado
como sulfato por los microorganismos y las plantasubsecuentemente por los animales, en un prodeso
reduccion asimilatoria. Las BRS son responsablela deduccion no asimilatoria del sulfato, que fébsulfuro al
medio. La descomposiciéon de la materia organicarererobiosis genera sulfuro de hidrégeno. La cotidouge
compuestos fésiles y las emisiones volcanicas Hagedidxido de azufre en la atmosfera, que intéaaccon el

agua formando acido sulfirico y resultando enuadl acida.
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El principal interés sobre las BRS se centra en su utilizaida remediacion
de efluentes con altos contenidos de sulfato y en el uso del sulblégitéamente
producido para precipitar metales pesados en solucion mediantemacian de
sulfuros metalicos insolubles. Uno de los efluentes de interés drerelje acido de
mina (DAM). Los DAM son biolixiviados producidos en sitios mineros donde los
sulfuros metalicos del suelo son expuestos al aire y el agu@AMsposeen pH acido
(entre 3 y 6), altas concentraciones de sulfato y de metatesaplicacion de
biorremediacion mediante BRS no solo elimina los metales pesadbsuffato del
DAM, sino que ademas la actividad metabdlica de estos microorgaresoadiniza el

pH &cido.

1.2. Clasificacion de las BRS

Hasta mediados de la década de 1980, la clasificacion se haliadceea
mediante la observacion de la nutricion microbiana, la morfologide yalgunos
marcadores bioquimicos como la proteina desulfoviridina (una enzifita sedluctasa
participante de la reduccion no asimilatoria de sulfato), acidasogrespecificos o
menaquinonas (Rabes al, 2006). Los recientes avances en el andlisis de la secuencia
ARNr 16S ha permitido una clasificacion mas exhaustiva y sidieande las BRS.
Basado en el analisis comparativo de secuencias del gen ¥d8\fas BRS conocidas
se pueden agrupar en siete linajes filogenéticos, cinco en Bagadias en Archaea
(Figura 1.2). La mayoria de los microorganismos reductores déosctfaesponden a
los 23 géneros pertenecientes al grupo de las Deltaproteobaskegiaisio por las BRS
Gram-positivas dentro de las Clostridia@egulfotomaculum Desulfosporosinusy
Desulfosporomuga Existen tres linajes que contienen BRS termdfilas, Nitraspi
(Thermodesulfovibrip  Thermodesulfobacteria Tllermodesulfobacterium y
Thermodesulfobiacead ifermodesulfobiujn Dentro de las Arqueas, existen BRS del
géneroArchaeoglobugientro del grupo Euryarchaeota, y el génEnermocladiumy

Caldirvirga en Crenarchaeota.
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—@ Desulfobulbaceae

ﬂ‘ Wl)esulfcbaderaceae

:D@su[fobacterium anilini (A)237601)
Desulfarculus baarsii (AF418174)

4 Syntrophobacteraceae

[ Desulformonile limimaris (AF282177)
Desulformonile tiedjei (AMOB6646)

4 : Desulfovibrio spp.

[ Desulfonatronum lacustre (AF418171)
Desulfonatronum thiodismutans (AF373920)
Desulfonatronum cooperativum (AY725424)
Desulfonatronovibrio hydrogenovorans (X99234)

—‘7 Desulfomicrobium spp.
Desulfocaldus terraneus (AY464939)

W Desulfohalobium spp.

r Thermodesulfovibrio islandicus (X96726)
Thermodesulfovibrio yellowstonii (AB231858)

Desulfosporomuisa polytropa (AJ006605)
r Desulfosporosinus orientis (AJ493052)

Desulfosporosinus youngii (DQIT7470) -
Desulfosporosinus meridiei (AF076247) Clostridia

Desulfotomaculum spp.

Deltaproteobacteria

ellajoeg

0.10 Nitrospirae

Thermodesulfobium narugense (ABO77817) Thermodesulfobiaceae
Thermodesulfobacterium hveragerdense (X96725)
Thermodesulfobacterium thermaophilum (AF334601)
Thermodesulfobacteriurm comimune (AF418169) Thermodesulfobacteria
Thermodesulfobacterium hydrogeniphilum (AF332514)
Thermodesulfatator indicus (AF393376)

Archaeoglobus profundus (AF297529)
E Archaeoglobus veneficus (AF41818]) Euryarchaeota
Archaeoglobus lithotrophicus (A)299218)
Ij Thermocladium modestius (AB005296)
Caldivirga maquilingensis (ABO13926) Crenarchaeota

Figura 1.2. Arbol filogenético basado en la secueiacparcial del gen ARNr 16S de especies descriptde BRS

eaeyay

(Muyzer y Stams, 2008)Siete linajes filogenéticos de organismos redustdeesulfato, dos en el dominio Archaea
y cinco en Bactereae. El nimero dentro de las ramlapsadas indica la cantidad de especies deatwn grupo. La

barra de escala indica un 10% de diferencia esdasencias.

1.3. Metabolismo de compuestos organicos

En la reduccion no asimilatoria de sulfato los sustratos organianddsn y el
sulfato se reduce produciendo HHCO; que aumenta el pH de la solucién. En estos
casos, el donante de electrones y la fuente de carbono son el coisipoesto. En
casos minoritarios, se utiliza el hidrogeno como donante de electraigSG@ como

fuente de carbono. Debido a que gran parte del sustrato organico amsonilas
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BRS es oxidado para la conservacion energética y sélo una pequetianfras
asimilada en la biomasa, estos organismos poseen bajos rendimidutaeselLa
estequiometria anabdlica, catabdlica y del metabolismo global lpamxidacion
incompleta de lactato se enumeran en la Tabla 1.1. Se ha demostradas que
rendimientos catabdlicos de crecimiento (de generacion de acetaduccion de
sulfato) paraDesulfovibrio desulfuricanson independientes de las condiciones de
cultivo (Okabeet al, 1992, 1995; Okabe y Characklis, 1992); mientras que los
rendimientos anabdlicos de crecimiento (de produccion de biomasaysfoleidad
especifica maxima de crecimientgnédma SON funciones de las necesidades energéticas
de mantenimiento debido a las condiciones inhibitorias (Retbals 2006).

Tabla 1.1. Estequiometria metabdlica de oxidacion el lactato de Desulfovibrio desulfuricans (Okabe vy
Characklis, 1992).

Reaccion Estequiometria

Catabolismo CECHOHCOOH + 0,5 SO, —» CH;COOH + CQ + 0,5 HS + HO

Anabolismo CHCHOHCOOH + 0,6 N — 3 CH, 4No, 2004 + 1,8 HO

Metabolismo  CH;CHOHCOOH + 0,47 kB0, + 0,036 NH — 0,18 CH /Ny 004 + 0,47 HS + 0,94 CQ+ 0,94 CHCOOH +
global 1,05 HO

Diferentes mecanismos metabdlicos se han usado para exalmamdervacion
energética de la reduccion de sulfato acoplada a la utilizaciGusieatos organicos,
como la oxidacion del lactato acoplada a la reduccion de sulfat poecanismo del
hidrégeno (Figura 1.3) o el mecanismo del acido férmico.

Algunas BRS pueden crecer utilizando sulfito o tiosulfato como aesptie
electrones alternativos al sulfato, los cuales son reducidos wosuB86lo algunas
especies utilizan azufre elemental o nitrato como aceptor dioeles, los cuales son
reducidos a sulfuro o amonio, respectivamente (Metiral, 1997). Por otro lado las
BRS utilizan una gran variedad de compuestos organicos de bajo pesalanolec
incluyendo acidos mono-y di-carboxilicos alifaticos, alcoholes, compuestoatecos
polares e incluso hidrocarburos (Raktisl, 2006). Sin embargo, el lactato es la fuente
de carbono utilizada por la mayoria de las especies de B&3$g@ke, 1984). La
desventaja de la utilizacion de lactato es que la mayoria despesies lo oxidan
parcialmente a acetato y gQ@equiriendo una gran cantidad de sustrato para reducir el
sulfato y generando efluentes de alta demanda quimica de oxigeno (DQO).
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Figura 1.3. Representacion esquematica de la reduén de sulfato acoplada a la utilizacién de lactat@n

Desulfovibrio por el mecanismo del ciclo del hidrégengMatias et al., 2005). EI mecanismo del ciclo del
hidrégeno, propuesto para explicar la conservaedergética erDesulfovibrio creciendo con lactato y sulfato
(Odom y Peck, 1981), describe que el poder reduggoerado por la oxidacion del lactato es trartifed una
hidrogenasa citoplasmatica para generar éf cual difunde al periplasma, donde es reoxiddeloaceptor de
electrones para las hidrogenasas perisplasmicalscégscromo Tpl-c3, el cual transfiere electromesitocromos de
complejos redox asociados a membrana. Los elestgererados que son transportados a través denbramea se
utilizan en la reduccion citoplasmatica del sulfatejando protones en el periplasma para activATRsintasaEl
sulfato reacciona con ATP para formar adenosinfodoffato (APS), catalizado por la ATPsulforilagd. APS es
reducido a sulfito por la APSreductasa (afr), ehlcas consecuentemente reducido por la sulfito cteda

disimilatoria (srd) a sulfuro.

Las BRS se pueden clasificar en dos grupos en funcién de su dzabaci
funcional para oxidar los compuestos organicos completamente, qi@ido el
acetato) o incompletamente a acetato y, (Middel, 1988). La oxidacion incompleta
de los sustratos organicos se debe a la falta de un mecanisna peidacion terminal
del acetil-CoA. Las especies que pertenecen a las BRS de ioridacompleta
incluyen Desulfomonas pigralhermodesulfobacterium commupda mayoria de las
especies de los géneroPesulfovibriq Desulfotomaculumm Desulfomonas y
DesulfobulbugColleranet al, 1995). Algunas especies de los gén@&esulfobacter
Desulfosarcina Desulfococcus Desulfobacterium Desulfoorculus Desulfomoniley
Desulfonemapertenecen al grupo de los oxidantes completos. Este grupo también
incluyen algunas BRS comdesulfotomaculum acetoxidgn®esulfotomaculum
sapomandeng/ Desulfovibrio baarsii (Postgate, 1984; Colleraet al, 1995). Los
oxidantes incompletos suelen tener velocidades de crecimientoasaytns oxidantes

completos (Postgate, 1984). En la Tabla 1.2 se listan algunos deejusras de
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electrones alternativos, las fuentes de carbono y energia tipoelde oxidacién

(completa o incompleta) de la fuente de carbono para diferentes géneros.de BRS

Tabla 1.2. Propiedades fisiolégicas y morfologicate las BRS(Rabuset al., 2006).

Dadores de electrorfes

2
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Bacteria
Desulfovibrio \Y 30-38  + SG&; S0 i+ - + + - Metanol; glicerol; glicina;
Fumarato alanina; colina; furfural
Desulfomicrobium o/b 28-37 - S S0 [ T
Desulfobulbus o 2839 - S@;S045NOs 0 o+ - o+ -+ o+ - - - -
Desulfobacter ol/v 28-32 - SE; S0 cac+ + - - + E
Desulfobacterium o] 20-35 - S0 co £+ (+) (¢) * + + =+ - + Metanol glutamato; glutarato;
fenol; anilina; indol; nicotinato
Desulfococcus e 28-36 + SE; S0 co - (+) + + + + - - + Acetona
Desulfosarcina o (forma 33 - SQ%; S04% co+ () + + + + = - + -
agregados)
Desulfomonile 37 +  $05%; 3-Cloro ¢c + f nana- - - - + 3-o04anisato
benzoato
Desulfonema Filamento 30-32 + S&; S0 cC () + + - * + - £ -
multicelular
Desulfobotulus v 34 - s@* T T S
Desulfoarculus v 35-39 - SG; S0 co -(HE) + - - - - - -
Desulfotomaculum b rectos o 30-38 - S04%; Fumarato ilcox + + + 4+ * + + * Metanol; alanina
curvados, 50-65°
esporulante
Desulfosporosinus b rectos o 30-37 - S0& i + - - na+ + na - + 345trimetoxibenzoato
curvados,
esporulante
Thermodesulfovibrio v 65 - SQ%; S04° [T S
Thermodesulfobacter b 65-70 - S0 i + - - - - + - nana -
ium
Thermodesulforhabd b 60 - s& cC - + - 4+ 4+ + + - - -
us
Desulfacinum o 60 - S@; S04 na+ + + + + + + - - Hexanol
Desulforhopalus o 18-19 - S@; S05 i+ - + pa+ + - - - -
Desulforhabdus b 37 - S@; S04 c + + + na+ + - - - -
Desulfonatronovibrio v 37 - SQ@% S07° na+ - - na- - - - na -
Desulfonatronum v 37-40 - S@G; S04 i + - - pa+ - - - na -
Desulfohalobium b 37-40 - S@; S0 9 i + - - pa+ + - - na -
Desulfofustis b 28 - s i o+ o+ + + + + + + Glicolato, betaina, colina,
trietanolamina, indol
Desulfocella \% 34 - - i - - - + - - - - - 1-alanina; 2-metilbutirato
Desulfocapsa b 20-30 - - i - - - pa+ - - - - -
Desulfobacca o 37 - S@; S04 C - + - - - - - -
Desulfuromusa b 30 na §NO;: Fumarato; ¢ na + + * - + + - na -
DMSO; Fe(lll)-citrato
Desulfospira b curvo 26-30 - S@; S0 S c + - - + - + + - % Betaina, prolina
Desulfobacula b 28 na na c- + - - + - + na+ Tolueno;p-cresol,
benzaldehido; benzoato;
fenilacetato;
p-hidroxibenzaldehido;
p-hidroxibenzoato
Desulfofrigus b 10 - S@; S04 Fe(ll)- ¢ £+ -+ 4+ + - - -
citrato
Desulfofaba b 7 - SQ*; S04 [T T T T
Desulfotalea b 10 - S@; S0 Fe(lll)- 0o+ - - -+ + o+ - - -
citrato
Arquea
Archaeoglobus e 82-83 - co+ - na nana + na + na Péptidos, almidén

AL presente, + presente o ausente, -: ausBraepxidacion completa a GOnediante una via desconocida, cac:

completa por el ciclo del acido citrico, co: contpl@or la via de monoéxido de carbono deshidroge@asa

oxidacién incompleta a acetato como producto fifiak: utilizado, (+): escasamente utilizado, +: atlio o no

utilizado, -: no utilizado, na: no analizado o Bpmrtado,D v: vibrio, e: esférica, b: bacilo, o: ovaladdytilizado por

algunas cepas sin nombre, pero no por las espegieldas publicadag: Utilizado quiza con tiosulfato como

aceptor electrénicS’ Especies termofilicas.
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1.4. Contexto ecologico

Las BRS son organismos sumamente versatiles, no solo por la vadedad
aceptores y dadores de electrones que son capaces de uiitizatansbién por el
amplio rango de condiciones ambientales en las que son capaces.d@oviejemplo,
han sido detectadas en habitats con valores de pH extremos, corddMaDb valores
de pH de hasta 2 (Sen, 2001; Kolmert y Johnson, 2001) y en lagos alcaipbd$
superior a 10 (Geett al, 2006).

Las BRS son ubicuas y pueden ser encontradas en varios ambi¢mialesa
ingenieriles donde se disponga de sulfato. Especies oxidantes incaniglesacomo
Desulfovibriose encuentran frecuentemente en ambientes de agua dulcet(8hss
1998a), mientras que los ambientes marinos contienen grandes cantidadpseaies
mineralizantes de acetato. Debido a su alto contenido de sulfatosed@ases
anaerobicas de los sedimentos marinos (Mussehal, 2005; Llobet-Brossat al,
2002) y estuarios (Kondet al, 2004, 2008; Lelougt al, 2004, 2005; Jouliaet al,
2001) son sitios primarios para el crecimiento de BRS. La fuentaidono de estas
bacterias puede derivar de la actividad de microorganismostnetes o de una fuente
directa, especialmente en los habitats contaminados por una fuenigidetes, como
las aguas residuales y plantas de digestion anaerobia (Gibson, 199(Elf@ud& et
al., 1994; Daret al, 2005, 2007a; Hernandez-Eugergb al, 2000; Nanninga y
Gottschal, 1987; Kjeldsest al, 2009).

Las BRS representan un grave problema para la industria debido a su
participacion en la corrosién influida por microorganismos (CIMAJ€la y Herrera,
2005), hallandose en yacimientos de petrolezu et al, 1998; Nilsen et al, 1996a,
1996b;Beederet al, 1994; Rosneet al, 199)), yacimientos de gas (Hamilton, 1998),
tuberias de petroleo corroidas (Neria-Gonzakiz al, 2006), filtraciones de
hidrocarburos (Knittelet al, 2003; Kniemeyert al, 2007), estructuras marinas de
acero corroidas (Fekt al, 1998) y acuiferos contaminados con derivados del petroleo
(Kleikemperet al, 2002).

También se han encontrado BRS en suelos de arrozales (Stubner y, Meuse
2000; Stubner, 2002, 2004; Let al, 2009), fuentes hidrotermales (Jeantlebral,
2002; Dhillonet al, 2003), rizésfera de plantas (Hiretsal, 1999), minas subterraneas
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(Nakagawaet al, 2002), volcanes de lodo (Stadnitskaa al, 2005), tapetes
microbianos hipersalinos (Rissai al, 1994; Minzet al, 1999), piscinas de lodo
solfatarico (Goorissert al, 2003), desechos de industria quimicar(#ov et al,
2007) e incluse@n el contenido intestinal de algunos mamiferos y de los lsenm@snos
(Willis et al, 1997).

1.5. Interaccion con bacterias metanogénicas y acetogénicas

En ambientes aerobios, los microorganismos heterétrofos son capdessarde |
cabo una completa oxidacion del carbono organico a. los ecosistemas
anaerobios, sin embargo, la oxidacion es mucho mas compleja y rdgurszaccion
de diferentes grupos de microorganismos. Cada grupo microbiano teinxidacion
parcial del carbono organico y sus productos metabdlicos son a ssiméados por el
siguiente miembro de la cadena alimentaria hasta la oxidamidpleta (Figura 1.4). El
proceso implica la hidrolisis de compuestos de gran peso molecales, dcomo
proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos, a productos de mesmor pe
molecular tales como &acidos orgénicos y alcoholes por organismanfativos. Estos
luego pueden ser degradados a acidos grasos volatiles (acetpimnato y butirato) y
gases (Hy CQO,). Es en estas etapas donde actian las BRS si el ambientearenn
suministro abundante de sulfato. Si compuestos de bajo peso moleculael Goai@mto
y el hidrégeno se acumulan, los primeros procesos de oxidacion se inhista.eH
descubrimiento de las BRS que consumen acetato, se penso que la@onxidhacetato
era producido por una sintropia ente los organismos metanogenos YSaB®&Recho,
en ecosistemas carentes de sulfato como los sedimentos de agudoduteetandgenos
son los principales responsables de la utilizacion del hidrégeno gett@ Sin
embargo, en presencia de sulfato la metanogénesis es inhibiize yas BRS tienen
una mayor afinidad por dichos sustratos, manteniendo la concentraci@iodeer
niveles bajos a los cuales los organismos metandgenos no pueden cémg#ivitats
ricos en sulfato pueden producirse bajas velocidades de metasiegiée cantidad de
donantes de electrones disponibles alcanza un nivel lo suficientemente alto colao para

utilizaciéon no competitiva por los metanodgenos y las BRS (Gibson, 1990).
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Figura 1.4. Degradacion de materia

B
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En contraste con las BRS, los metandgenos utilizan un nimero limitado de

sustratos. Hasta el momento no se han descripto metandgenos capaitieardécidos
organicos como lactato, propionato y butirato, sustratos comunes paB&3askn
ambientes con baja concentracion de sulfato, estos compuestos sodadizgra
conjuntamente por comunidades microbianas de bacterias acetoggnargsieas
metanogénicas. Las BRS capaces de degradar propionato y butirato raezho mas
rapido que las comunidades metanogénicas, lo que da una ventaja competitiva. Debido a
la mayor afinidad por el sustrato, las BRS que utilizan hidrégenan fuera de
competencia a los microorganismos metanodgenos y acetdogenos. Sincemharigas
BRS requieren acetato como fuente de carbono y, por tanto, cuanddat acese
proporciona, coexisten con acetégenos. Las BRS que utilizan aeetdién superan a
los metandgenos acetoclasticos. Sin embargo, esta competencia tam edara como

para el hidrogeno (Muyzer y Stams, 2008).

Desde un punto de vista ecoldgico, es interesante entender cémo las BRS
interactian con las comunidades metanogénicas cuando el sulfptmildls es
insuficiente para la oxidacion completa de compuestos organicostasrcesdiciones,
las BRS competiran entre si por el sulfato disponibles. Laanbebeld. (1984)
encontraron que el génebesulfovibriotiene la mayor afinidad por el sulfato seguido
por Desulfobulbug/ Desulfobactery sugirieron que bajo limitacion de sulfato, las BRS

utilizan hidrogeno, etanol y lactato como sustratos, pero no propionato y acetato.

11
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1.6. Efecto de los factores ambientales sobre el crecimiento
de las BRS

Varios parametros ambientales de los procesos de remediacion guelce
utilizan a las BRS, como el pH, temperatura, el sulfuro y taxentraciones de
metales, afectan el crecimiento y la actividad de estos srgasi Los efectos de

algunas de estas variables se discuten en las secciones siguientes.

1.6.1. Efecto del pH

El rango de pH Optimo para el desarrollo de las BRS es alrededui de
siendo inhibido a valores de pH por debajo de 6,5 y por encima de 8,5 (Widdel, 1988)
El rango de pH y el pH 6ptimo de crecimiento para varias BR8nsuentran en la
Tabla 1.3.

Tabla 1.3. pH y rango de temperatura de crecimientde algunas especie de BRS.

pH Temp. (°C)

Género / Especie Rango Sptimo Rango Gptimo Referencia
Desulfobacter 6,2 -8,5 7,3 28 - 32 - Widdel, 1988
Desulfobulbus 6,0 - 8,6 7,2 28 -39

Desulfococus - - 30-36

Desulfomonas 6,5-8,5 7,2 - 30

Desulfosarcina 6,9-8,0 7.4 33-38 -

Desulfovibrio - 75 25-35 -

Desulfovibrio desulfuricans - 7,0 25-43 43 Okabe y Characklis, 1992
Termodesulforhabdus norvegicus 6,1-7,7 6,9 44 - 74 60 Beedsral, 1995
Desulfotomaculum solfataricufn 6,4-79 7,3 48 - 65 60 Goorissenal, 2003
Desulfotomaculum thermobenzoicum susp. 6,0 - 8,0 70-75 45 - 62 55 Plugegeal, 2002
thermosyntrophicunt

Desulfotomaculum thermocisternudm 6,2-8,9 6,7 41-75 62 Nilset al, 1996a
Desulfotomaculum thermosapovorahs - 72-75 35-60 50 Fardeatial, 1995
Desulfosarcinum infernum - 71-75 - 64 Reest al, 1995

A Esporulante.

No obstante, se ha encontrado actividad reductora de sulfato en etasiste
naturales y en sistemas ingenieriles con pH por fuera deaggfe (Tanget al, 2009).
Sin embargo, los aislados obtenidos de dichos sitios resultaron incdpaweser a pH
acido, por lo que se cree que la constitucion de micronichos y de bicgeeldil
consorcios microbianos genera, en los sitios nativos, un entorno afableelpara
desarrollo de las BRS. La formacion de sustancias poliméritaselares (SPE )
y de capas de precipitados de sulfuro metalico sobre las 8R®@cia para mantener
el pH del entorno celular en condiciones 6ptimas (Fatial, 1996; White y Gadd,

12
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2000). Ademas, los productos metabdlicos de las BfSSytacidos organicos, como el
acido acético producido por las oxidantes incompletas (Beisl, 1990), son
potencialmente toxicos a pH acido debido a que se encuentran sin dysdeiaste
modo son capaces de penetrar la membrana plasmatica y amh@ardesacoplantes
(Koschorreck, 2008). La informacion disponible en la literatura indicdaguBRS en
general no son acidofilas sino acido tolerantes. El interés p&R8stolerantes a pH

acido radica en la aplicacion de las mismas en la remediacion de los DAM.

Kolmert y Johnson (2001) informaron de un cultivo mixto de BRS acidofila
capaz de crecer a un pH de 3,0, respaldando la idea de que lassauititos de BRS
son mas tolerantes a condiciones extremas que los cultivos purosémaahiedujo
sulfato a pH menor que 3 en sedimentos acidos del lago neuquino Caviahue
(Koschorrecket al, 2003). Elliottet al. (1998) observaron reduccion de sulfato en
biorreactores con valores de pH entre 4,5y 3,0, y otros autores repoeduoaion de
sulfato en reactores a pH 3 con inéculos de BRS enriquecidos dersiie®s (Jong y
Parry, 2006) y de estiércol de caballo (Tsukanebtal, 2004). Sin embargo, el pH del
efluente de estos reactores fue siempre superior a 5,5 y no eogetlpH poseia el

interior de los reactores.

Algunas BRS fueron aisladas de un estanque con un pH de 3,4 Elulle
1969) y de una mina abandonada con condiciones ligeramente oxidantetay aci
(Fortinet al, 1996). Cuando se intentd cultivar estas BRS en el laboratorio, no hubo un
crecimiento significativo por debajo de pH 5,5 en ambos casos. Basamldes
resultados se concluyé que las BRS aisladas de condiciones oxigangaron un
entorno favorable mediante la reduccion del sulfato a sulfuro, lo @penpiond una
alcalinizacibn adecuada para su actividad. Gyate al. (1990) informaron
enriguecimientos microbianos que pudieron ser mantenidos a un pH de 3,8asnientr
que los cultivos puros no fueron capaces de crecer en un rango eetrgH3 y 5;
sugiriendo que las BRS presentes en ambientes acidos encontratmaminientes de
un pH mas alto en sedimentos y particulas en suspension. Koschatrrack2003)
atribuye la falta de éxito en el aislamiento de BRS acafike lagos acidos de mineria
a la falta de sustratos organicos y la competencia con lexibaaeductoras de hierro

por los dadores de electrones.

13
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No obstante, Johnsast al. (1993) informaron que una especie perteneciente a
los géneroPesulfotomaculunpudo crecer a pH de 2,9. Kuslal. (2001) reportaron
la presencia de BRS en un sedimento ligeramente acido afectadiasmimeria del
carbon con un pHin situ de 5,2; de donde aislaron una BRS esporulante con un pH
Optimo de 5,2 y capaz de crecer en el rango 4,9-6,1. Kietala(2006) demostraron la
reduccion de sulfato a pH 3,8-4,2 con metanol como sustrato con un cultivodmixt
una BRS esporulante aislada de un sedimento acido y una bacteriduntoree de
sulfato aciddfila; existiendo interacciones sintropicas entrbaangue suponian una
transferencia de hidrogeno. Ademas, el metanol no plantea proldentasicidad en
los valores de pH bajos, a diferencia de la mayoria de los amigésicos. También
Hardet al. (1997) fueron capaces de aislar una BRS de las aguas residieialea mina
de cobre capaz de crecer a pH 4,0 y observarorDgsalfovibrio salexigenpodria

crecer en metanol a pH 4,5.

1.6.2. Efecto de la temperatura

Las BRS se pueden clasificar en mesofilas (< 40 °C), tdamdfioderadas (40-
60 °C) y termofilas extremas (> 60 °C) en funcidon de su tempardptima de
crecimiento. Algunas termdfilas, tales como las especi€edalfotomaculunforman
endosporas para sobrevivir en ambientes extremos a 60 °C (Widdel, 1688jeal.
(1993) aislaron un numero de cepas termoéffmsheaglobuscon una temperatura
Optima de crecimiento de alrededor de 80 °C. La temperatura Ggdinseecimiento
para varios géneros de BRS se lista en la Tabla 1.2 y 1.3.

Okabe y Characklis (1992) estudiaron la relacion entre la teraperda
cinética y la estequiometria microbiana Desulfovibrio desulfuricansreciendo con
lactato como fuente de carbono y energia. Encontraron queal@alse mantenia
constante entre 25 °C y 43 °C pero decaia fuertemente por fuera dangs. El
rendimiento celular mostré un comportamiento similar pero en ebrasg 43°C, no
siendo atribuible su disminucion por fuera de este a un aumentcadedmmiento ya
gue fue en todos los casos despreciable. Sin embargo, la estequiometria d@rdducc
sulfato no dependio de la temperatura. Moesal (2005) arribaron a conclusiones

similares estudiando el crecimiento con acetato como fuentelztnoay energia de un
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cultivo mixto formado por productores de acido, productores de metano yoregude
sulfato. Se inform6 que el efecto de la temperatura sobrgal@.4era insignificante
dentro del rango de temperatura optimo 20 °C a 35 °C, con un coefidente
mantenimiento () despreciable; mientras que la tasa de reduccion de sulfato se
incrementd con el aumento de la temperatura. Experimentos deustooss confirman

gue la reduccion de sulfato aumenta cuando la temperatura de readciéresenta de

20 a 32 °C en cultivos mesofilos de BRS (Van Howeml, 1997; Weijmaet al,
1999).

Por otra parte, Rabu al. (2002) estudiaron el efecto de la temperatura sobre la
expresion de proteinas @esulfobacterium autotrophicymana BRS marina capaz de
crecer entre 0 °C y 31 °C. Observaron que a bajas temperatuBRS laespondio
reduciendo la actividad metabdlica en lugar de sintetidar novo proteinas
especialmente adaptadas.

1.6.3. Efecto del sulfuro

Predeciblemente, las BRS tienen una mayor tolerancia hasidf@lo que la
mayoria de las bacterias. El sulfuro puede estar presente ce®oHS y S en
solucion y en fase gaseosa comyg@HLa relacion entre las concentraciones de sulfuro

de hidrégeno en la fase liquida y la gaseosa se basa en la ley Henry (Ecuacion [1.1]).
[H2S]y) = o [H2S]g [1.1]

Donde, [HS]) es la concentracion de8l 100

en fase liquida y [bB]) en fase gaseosaoy el

valor del coeficiente de distribucion, a 30°C ¢ '™

H,S (aq)

igual a 1,99 (Hulshoff Padt al, 1998). El estado " soi _.._
del sulfuro sélo depende del pH del medio y de sl
temperatura. A pH bajo el sulfuro de hidrogen

producido esta presente en forma no disociada >
a medida que aumenta el pH se disocia enyHS

I Figura 1.5. Formas del sulfuro a diferentes
S* (Figura 1.5) (Lent al, 1998). El proceso de' °
valores de pH.
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disociacion viene dado por las Ecuaciones [1.2] y [1.3] (Kaksenal 2007).

(P [HSTH
s S s w K, H-HSH | pk,- 697 (25°C) [1.2]
k2o o [STIHY

La informacion disponible sobre la toxicidad de sulfuro y su mecanesno
controvertida. Por un lado, se ha informado que el sulfuro es absorbiti qadula y
destruye las proteinas, con lo que la célula se inactiva (Rgsi§&84). En ese caso, las
bacterias no deberian ser capaces de reanudar su actividegezumze los sulfuros se
retiran. Por el contrario, se informo que la inhibicion de sulfurceesrsible (Rei®t
al., 1992). Otra teoria afirma que la precipitacion de los elemeisirs ¢ la causa de
la disminucién de la actividad (Bharattial, 1990). Okabet al.(1992) afirman que la
inhibicién por sulfuro ocurre probablemente cuando este se combina comatkiéos
citocromos y otros compuestos celulares que contienen hierro, detelaesetosidad
de la cadena transportadora de electrones. En un trabajo ppsbsrimismos autores
sefialan que la precipitacion de hierro y otros micronutrientes plimditar el
crecimiento, pero que las BRS son capaces de reponerse del contaacardes

concentraciones de sulfuro (Okadteal, 1995).

Ademas de la incertidumbre con respecto a los mecanismos inbibithel
sulfuro, existen informes contradictorios con respecto a los efdetdas diversas
formas de sulfuro. Algunos estudios se han basado el efecto de drhibéti sulfuro
total (Hilton y Oleszkiewicz, 1988; Cord-Ruwisehal, 1988) y otros en el del,8 no
disociado (McCartney y Oleskiewicz, 1991, 1993). Speece (1983) afirmootuels
H.S no disociado es capaz de traspasar la membrana celularrdiéaseaemostré que
las bacterias tienen dos umbrales de inhibicidn, uno paraSehél disociado y el otro
para el sulfuro total, que dependen del pH del medio. O'Flakrtsl. (1998)
demostraron que varias cepas de BRS eran menos sensibles al tetfucuando el
pH se incrementaba de 6,8 a 8,0 y mas sensibles al sulfuro no dis@iadon pH
inferior a 7,2 el HS no disociado era dominante y llegaba al limite del umbral
inhibitorio, y a un pH superior a 7,2 el sulfuro total era responsable efetto

inhibitorio.
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El modelo de inhibicibn no competitiva ha sido utilizado en diferenaesjos
para describir los efectos del sulfuro disuelto total (SDT) WH#£ no disociado
(Maillacheruvu y Parkin, 1996; Kaksonen al, 2004a; Okabet al, 1995), donde se
reduce laumaxima POr la presencia de sulfuro pero la constante de saturacion media de

sustrato (Kac) No se ve afectada. La Ecuacion [1.4] describe este tipo de inhibicién:

_ HMmaxima SK,
(K, +SIK, +1)

7

Lac

[1.4]

Donde S es la concentracion de sustrato (lactatp)esKel coeficiente de
inhibicion e i es la concentracion de sulfuro total (Okatbal, 1995). La presencia de
sulfuro aumenta el gy en consecuencia disminuye el rendimiento de biomasa (Okabe
et al, 1995). Sin embargo, Cooneyal. (1996) cultivaron en lote la cejesulfovibrio
desulfuricanscon y sin burbujeo de nitrégeno (lo cual barria eb Hbresente) y
observaron que el rendimiento celular fue menor en presencia,8edebido
probablemente al aumento de la energia destinada a mantenimientQu@da haxima
no presentaba variacion. Los #e las biopeliculas son mayores que los de las células
libres (Kaksoneret al, 2004a), debido a que los EPS que unen a las biopeliculas
protegen las células contra los efectos téxicos (TeitzelseRa2003) y el aumento de
la concentracion de sulfuro estimula la produccion de EPS (Gkadle 1992). En la

Tabla 1.4 se dan valores derportados en diferentes trabajos.

Tabla 1.4. Constantes de inhibiciéon (K para la toxicidad del sulfuro disuelto total (SDT y el H,S sobre la
utilizacioén de sustrato (35 °C).

) ) Ki (mg/L) i

Microorganismo Sustrato pH DT S Referencia

Cultivo mixto de BRS Acetato - 35 8 Maillacheruvu y Parkin, 1996
Propionato - 681 194
H./CO;, - 422 140

Cultivo mixto de BRS Etanol 6,9-7,3 248 84  Kaksoneret al, 2004a
Acetato 6,9-7,3 356 124

Desulfivibrio desulfuricans Lactato 7,0 251 - Okalet al, 1995

Algunos géneros y especies de BRS son més vulnerables al sulfuotragie
Algunas concentraciones inhibitorias reportadas por la biblioggafencuentran en la
Tabla 1.5. Icgen y Harrison (2006a) estudiaron el cambio en la estrdetum cultivo
mixto de BRS mediante hibridacion fluoresceimesitu (FISH) en un biorreactor
continuo alimentado con hasta 1,5 g/L de sulfuro; siendo toxico [pesalfonema

Desulfobulbus sppy Desulfobacteriacegea pesar de que no lo era pBxesulfobacter
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DesulfotomaculumbDesulfobacterium sppy DesulfovibrionaceaePor otro lado, sélo

con 1,5 g/L de sulfuro se observo toxicidad f2eaulfococcus

Tabla 1.5.Concentraciones inhibitorias del sulfuro para difeentes cepas de BRS.

In6culo Sustrato ;I;%Tp pH (Srr?g-l;L) }(_irrzzlL) Inhibicion  Referencia
Desulfovibrio lactato 35 7,0 500 - CI%0 Okabeet al, 1992
desulfuricans
Desulfovibrio lactato 35 7,0 250 - ci50 Okabeet al, 1995
desulfuricans
Desulfovibrio spp.  lactato 37 6,2-6,6 - 547 106% Reiset al, 1992
Desulfovibrio Lactato 35 72-76 82 - CI80 McCartney y Oleszkiewicz,
desulfuricans 1991
Desulfotomaculum Acetato 37 6,8 443 239 CI50° O’Flahertyet al, 1998
magnum
Desulfovibrio Acetato 487 263
acetoxidans
Desulfovibrio H,/ CO, 554 299
vulgaris
Desulfovibrio Butirato 513 277
sapovorans
Desulfovibrio Acetato 583 315
postgatei
Desulfovibrio Etanol 498 269
multivorans
Desulfovibrio Propionato 223 121
propionicus
Cultivo mixto BRS  Acetato 374 202
H,/ CO 505 273
Propionato 328 177
Butirato 593 320
Etanol 561 303
UASB Etanol 35 7,1-8,0  1700- 570- 610 100% Kalyuzhnyiet al, 1997
9951
UASB Acetato 30 7,0 521 217 CI50° Visseret al, 1996
35 72-7,4 615 161
Lodo suspendido  H, 35 7 380 - CI50P Yamaguchet al, 1999
Acetato 270 -
Cultivo mixto BRS  Lactato 35 7173 - 300 cise? McCartney y Oleszkiewicz,
8,0 - 185 1993
Lodo granular Acetato 30 72-74 171 615 CIs? Visser, 1995
8,1-8,3 57 1125
Biopelicula Acetato 35 7,5-85 50 - 100% Stuetal, 1993
Biopelicula Acetato - 35 7 1300 - CI5b Isaet al, 1986a
etanol
Biopelicula H/ICO, 30 7 450 - Sl van Houtest al, 1994
Biopelicula H/CO, 55 7 250 - 100% van Houten al, 1997
Lodo de un digestor  AzGcar- 20-25 >7,5 - 500-1500 SI Grebeet al, 2005
etanol
Lodo granular Acetato - 35 75 - 750 CIsP Celis-Garciat el, 2004
Biopelicula propionato - 860
Lodo flocular Acetato- 35 8 70 1000 100% O’Flaherty y Colleran, 1999
etanol -
butirato

SI: sin inhibicién; 100%: inhibicién total; CI50pncentracién inhibitoria 509 inhibicién de la oxidacién de la
fuente de carbond’: inhibicién del rendimiento celulaf: inhibicién del crecimiento celulaP: inhibicion de la

reduccion sulfato; UASB: Reactor de lodo de fligoendente.

1.6.4. Efecto de los metales pesados

Mientras que bajas concentraciones de metales pesados pueden priamover
actividad de las BRS, las altas concentraciones son inhibitoriasleso letales
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(Neculitaet al, 2007). Ademas, los metales en solucion pueden causar efectos toxicos

sinérgicos como en el caso del niquel y el zinc (Powdsah, 1997) y el cobre y el zinc

(Utgikar et al,

2004). Contrariamente a la creencia comun de que solo los iones

metalicos solubles pueden ser toxicos o inhibidores, Utgikat. (2002) demostraron

gue los compuestos insolubles de metal también podian afectavidadctle las BRS,

bloqueando el acceso al sustrato y los nutrientes esenciales yasquecipitados

forman una capa sobre las bacterias.

En base a los resultados reportados por diversos autores (Tabla pugdse

arribar a la conclusion que las comunidades de microorganismos S@tlenas

resistentes a los metales pesados que los aislados bactes@restodo si fueron

obtenidas de sitios contaminados con dichas sustancias; y que lagbliapdtirmadas

de cultivos mixtos de BRS son mas efectivas que los cultivos piapje contienen

grandes cantidades de SPE que mejoran la precipitacion desytabglos (White y
Gadd, 1998, 2000). Ademas, la tolerancia a cada metal depende de la Ep@eie

al., 2001a, 2001b; Poulsat al, 1997)

Tabla 1.6.Concentraciones inhibitorias de metales pesados.

Concentracion de metal (mg/L) 5

Microorganismo s £ S = £ £ = g = £ = 5 Referencia

5 3 £ 2 & 8 & 5 38 & 2 £
Desulfovibrio vulgaris 15 4 10 85 20 - - - - 1009 Cabreraet al, 2006
Desulfovibrio spp 15 4 10 85 20 - - - -
Desulfotomaculum - - - - 12 - - - - 1009 Radhikaet al.,2006
nigrificans
Aislado BRS - - 20 - - 20 - - ¢ Medircioet al.,2007
Cultivo mixto de BRS - 105 - - 16,5 - - - - CI50° Utgikaret al, 2001

- 12 - - 20 - - - - 1009

Consorcios de BRS - 100 - - - 30 - - SI Garciaet al, 2001
Consorcio de BRS - 80 - - 150 400 - - - Sl Martinset al.,2009
Consorcio de BRS - 150 - 150 150 - 150 - - Sl Kieuet al.,2011
Consorcio de BRS - 80 - - 200 750 - - - - SI Alexandrincet al.,2011
Consorcio de BRS - - - - 150 - 1009%'  Azabouet al.,2007
Cultivo mixto de BRS 60 2 - 10 13 - 4 125 74 1009  Utgikaret al.,2003

SI: sin inhibicién; 100%: inhibicién total; CISOoncentracmn inhibitoria 5094% inhibicion del crecimiento ¢elar;

B: inhibicién de la reduccion sulfatb; disminucion de lgimama mayor en el caso del Co(ll).

En la remediacion de metales pesados se utilizan altas conmmrgsade dichas

sustancias, y para evitar el efecto inhibidor existen dos dlitexsgrincipales. Por un

lado, se intenta buscar BRS tolerantes o resistentes a sne¢sl@dos procedentes de

zonas con altas concentraciones de los mismos, como pueden ser zOras orsites

contaminados. Alternativamente, se pueden emplear biorreactores sediosdique

minimicen el contacto de los metales con los microorganismos. Algimosstos
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disefios son los reactores con recirculacion (Glombitza, 2001), Idsresade lecho
fluidizado y los reactores de membrana extractiva (Chuichulcéeaty 2001).

1.6.5. Efecto del oxigeno

Tradicionalmente se cree que los BRS son microorganismos hefiesotr
anaerobicos, incapaces de tolerar el oxigeno y, por lo tanto, rekigngi zonas
anoxicas. Sin embargo, a partir de los estudios de Cypienka. (1985) se ha
demostrado que las BRS son capaces de sobrevivir a cortos periodpesiei@x al
oxigeno conservando la capacidad de reduccion de sulfato y que la talatamndgeno
depende de la especie. Trabajos posteriores dieron ejemplosagetadad de algunas
BRS para reducir oxigeno y nitrato en condiciones aerobicasn(Pyli Cypionka,
1990). El proceso de respiracion es solo microaerofilo y se reduceeaedat una
concentracion de oxigeno mayor a 1 - 2 % (Krekefex, 1997; van Niekt al, 1998;
Abdollahi y Wimpenny, 1990; Marschadl al, 1993). Ademas, las diferentes cepas de
BRS tienen diferentes tolerancias de oxigeno (Marsatahl, 1993). Krekeler y
Cypionka (1995) encontraron que si una pequefia cantidad de oxigeno egsite prese
conjuntamente con otros aceptores de electrones, el oxigenonseme primero,
seguido por el nitrato y finalmente por compuestos del azdémpstrando que las
BRS utilizan el aceptor electrénico en base al rendimiento diverg@or otra parte, el
oxigeno induce cambios morfologicos tales como los que se han observado par

Desulfovibriqg que desarrollan células anormalmente alargadas é5alss1998a).

La toxicidad del oxigeno puede estar relacionada con la senslhilelaarias
proteinas aisladas de BRS. Hidrogenasas (enzimas clave deaboliseto energético)
(Cammacket al, 1994) y diferentes enzimas que intervienen en la oxidacién de
sustratos (Stams y Hansen, 1982; Hensgsnal, 1993; Zellner y Jargon, 1997)
aisladas deDesulfovibrio se inactivan rapidamente por el oxigeno. Foureieal.
(2006) han informado que la exposicion al oxigeno durante una hd@astdéfovibrio
vulgaris Hildenborough induce cambios en el contenido de proteinas, algunas de las
cuales participan en la sintesis de proteinas y acidos nucje@osa division celular.

Esto puede estar relacionado con los cambios morfologicos éBats 1998a) vy la
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ausencia de la divisién celular (Marschatl al, 1993) que han sido reportados en
presencia de oxigeno (Dol al, 2006).

Debido a los efectos toxicos del oxigeno, las BRS han desarrolladtegas
de adaptacién que pueden distinguirse en dos grupos: las de comportami@nto
moleculares (Cypionka, 2000). Las primeras estrategias incluyetadasr(Marschalét
al., 1993) y la formacion de agregados que permiten crear microansbami®icos
(Sigalevichet al, 2000a). Mecanismos similares se han propuesto para la capacidad de
BRS de crecer aerébicamente cuando son co-cultivadas con anaeralitaifas que
podrian eliminar el oxigeno, creando un micronicho en el que las BRSrpodkéer
(van den Endet al, 1997; Sigaleviclket al, 2000b). El segundo mecanismo permite
eliminar las especies reactivas del oxigeno y protegerseacem$r efectos nocivos
mediante mecanismos moleculares que implican enzimas (Tabla&aurhieret al.
(2006) identificaron varias proteinas de funciones desconocidas expresadas
diferencialmente en condiciones oxidativas, que podrian constituir nustemas

antioxidantes.

Tabla 1.7. Proteinas envueltas en la reduccion deigeno y la detoxificacion de especies reactivasl @xigeno
en el génerdesulfovibrio (Dolla et al., 2006).

Proteina Locacion
Reduccion del oxigeno
Citoplasmatica Rubredoxina-oxigeno oxidoreductasa Citoplasmapi®lu
Citocromo ¢ oxidasa Unida a la cara citoplasmatica de la
Citocromo bd oxigeno reductasa membrana
Periplasmatica [Fe] hidrogenasa Periplasma, soluble
Detoxificacion de especies reactivas del oxigeno
Superoxido Superoxido dismutasa Periplasma
Supero6xido reductasa Citoplasma
H,0, Catalasa Citoplasma
NADH peroxidasas Rubreritrina 1 Citoplasma
Rubreritrina 2
Nigeritrina
Peroxidasas tiol-especificas Tiol peroxidasa Citoplasma
BCP

1.6.6. Efecto del sulfato

La interaccion entre las BRS y los microorganismos metandégenosdeepe
considerablemente de la relacion de la DQO con el sulfato. Gmrlpetencia de estos
microorganismos depende en muchos casos el éxito de un procesoangeirat
anaerdbico. Estequiométricamente, 96 g de sulfato pueden ser reducsdifsra
oxidando 6 g de DQO, relacion DQO:sulfato de 0,67 (Hienéi@d, 2007). Bajo estas
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condiciones de exceso de sulfato los organismos metandgenos se verdesg@hoi

y Rim, 1991; Omilet al, 1998; Annachhatre y Suktrakoolvait, 2001a); pero compiten
con las BRS a relaciones DQO:sulfato entre 0,57 y 0,90 (Choi y Rim, $29Medida
que la relacion alcanza a 2 los metanogenos predominan (Mezahp1994). Por otro
lado, hay que observar que en sistemas reductores de sulfataldei@xiincompleta
donde se acumula acetato, la relacion DQO:sulfato necesita agor na la
estequiométrica (Sahinkayst al, 2007; Velasccet al, 2008; Sahinkaya y Gungor,
2010).

Sin embargo, ha sido demostrado que una alta concentracion de afieiftaola
actividad de las BRS (White y Gadd, 1996; Dratsal, 1998). Mooseet al, 2002
demostraron en un cultivo continuo con células libres que la concentoiciguifato
influencia la cinética microbiana. Para una determinada condéntiaiial de sulfato,
el aumento en el caudal de alimentacién produjo un aumento lineal dodalae
volumétrica de reduccion de sulfategd). El aumento de la concentracion inicial de
sulfato ([SQ?7;) de 1,0 a 10,0 g/L aumento ks de 0,007 a 0,170 g/L.h. Ademas, no
tuvo efecto sobre lagdxima €l coeficiente de decaimiento Ky los rendimientos de
produccion de biomasa {¥o4); mientras que la constante de saturaciog (fecio
linealmente en funcidn de la concentracion inicial de sulfato. Losesuéstimaron que
la Ecuacion [1.5], derivada de la ecuaciéon de Monod modificada por el modelo de
Contois (Chen y Hashimoto, 1980) y la de Pirt (1975), describia la cinética deidaducc
en funcién de la concentracion de sulfato.

lsos— { axima.- [80321 - Kd} . {[X] Y 4} .
S04 o .M[S—Oﬂ,z]i TS X/SO [1.5]

Donde, [S@*] es la concentracién de sulfato remanente, [X] es la conc@mtraci
de biomasa y K es la pendiente que relaciona & Kla [SQ?]i. Sin embargo, otra
investigacion realizada en un sistema de cultivo continuo con céfutas/ilizadas
encontré que a una determinada J&Q el aumento de la velocidad volumétrica de
alimentacion causaba un aumento de dg; hasta un maximo, mientras que el

incremento en la [SP]; de 1 a 5 g/L generd menores4(Baskaran y Nemati, 2006).

El trabajo publicado por Icgen y Harrison (2006b) revela que la sensibdita

concentracion de sulfato no es igual para todas las especies,imngtelongue una alta
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concentracion de sulfato era téxica p&asulfobacteriumy Desulfobulbusy que
Desulfococcusesultd ser mas resistente a concentraciones de hasta 15 g/L de sulfato.

1.7. Biorremediacion

Los procesos metallrgicos y la mineria son la principal causandaminacion
por metales pesados de las fuentes de agua, rios y lagos. La eliminastrsdgentes
contaminantes de aguas subterraneas y aguas residuales madgieed®itacion como
sulfuros es una de las aplicaciones mas Uutiles de la reduccién bioldgisalfdeo,
debido a la solubilidad extremadamente baja de los sulfuros rostglida alta
solubilidad de los sulfatos metéalicos (Hulshoff Bbhl, 1998). El volumen del residuo
asi generado es bajo en comparacion con el producido por la precipitagi@n c
hidroxido, usual en el tratamiento quimico de metales pesados (E@%3. Ademas,
los sulfuros metalicos son mucho més estables que los hidréxidos (Maateal,
1993) (Tabla 1.8).

Tabla 1.8. Solubilidad de los sulfuros metalicos ge los hidroxidos metalicos (K, 25°C) (Sheoraret al., 2010)

Metal - Me(l1) Solubilidad MeS Solubilidad Me(OH)
Mn(ll) 5,6.10%° 2,0.10%
Fe(ll) 1,0.10° 1,8.10%
Ni(lr) 3,0.10* 1,6.10'
cd(l 1,4.107 2,0.10*
Zn(ll) 45.10* 4,5.107
Pb(Il) 1,0.10° 4,210
Cu(ll) 4,0.10% 1,6.10"°

Por otro lado, el tratamiento quimico convencional incluye reactieoaltos
costos y genera una remocién ineficiente (Kaksoetral, 2007). La reduccion
biologica del sulfato es de especial interés en la eliminat@ometales pesados del
DAM (Glombitza, 2001; Giberet al, 2003; Jonson y Hallberg, 2002), que logra
también eliminar el sulfato y alcalinizar el efluente. EINDAeneralmente contiene
concentraciones relativamente bajas de carbono organico disuelto (@eeb@sng/L)
(Kolmert y Johnson, 2001), por lo cudl la disponibilidad de carbono de una fuente
externa limita la actividad microbiana (Gibext al, 2004; Zaguryet al, 2006). El
desafio es la seleccibn de un sustrato organico adecuado pael prereso sea
eficiente y econémicamente viable (Hulshoff Boél, 2001; Neculitaet al, 2007).
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En los casos en que el sulfuro queda en el efluente después degdidapién
del sulfuro metélico, este puede ser oxidado a azufre para suressapg&Annachhatre
y Suktrakoolvait, 2001a). Por lo tanto, los metales y el azufre seepymécipitar,
recuperar y reutilizar. Un ejemplo de este tipo de procesossesezha THIOPAQ, un
disefio desarrollado para eliminar el sulfato de zinc contenido eglas de desecho
en una fundicién (Nyrstar, Paises Bajos) que utiliza un reactogéipdift de 500 m
(Figura 1.6). La comunidad microbiana presente en este reactor ggonsom
principalmente de BRS heterétrofas de los génBessilfovibrioy Desulfomicrobium
y microorganismos metanégenos y homoacetogenicos. Las BRS prekg@rden de
la formacion de acetato por estos ultimos (Muyzer y Stams, 2008).

Figura 1.6. Representacion esquematica del
proceso THIPAQ para remover sulfato y zinc de

aguas residuales (Muyzer y Stams, 2008El
SO} +4H,+H —sHS +4HO

sulfato es reducido a sulfuro por las BRS en el
In* + HS = Z0S + H*

Biorreactor 2 primer biorreactor utilizando hidrogeno como

HS Efluente donante de electrones. Luego, el sulfuro precipita
_!"%]— = — purificado

Biorreactor 1

Agua de
desecho
SOy
metales
como el Zn())

—

los metales pesados, y el exceso de sulfuro es

t 5 convertido a azufre elemental por bacterias

Alre oxidantes de sulfuro en el segundo biorreactor. El

: ZHE + Ol =528+ THO metal y el azufre precipitados pueden ser

reutilizados.

La reduccion de sulfato mediante BRS termofilas es aplicable pastaghiento
de aguas residuales calientes que contienen sulfato, como lassveotigmpeleras, por
procesos de fabricacion de rayon y de desulfurizacion de gases de tiomfhuapeset
al., 2007); eliminando la necesidad de refrigeracion (Sipmal, 1999). Ademas, la
tasa de reduccién del tratamiento termofilico es mucho mayacelgleeun tratamiento
mesofilico, permitiendo mayores tasas de carga (Rintalatindg#t 1992; Visseet al,
1992).

1.8. Biorreactores sulfidogénicos
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La aplicacion de la reduccion biologica de g
Figura 1.7. Representacion

sulfato mediante BR# situ se ha centrado en sistemagsquematica de sistemas pasivos de

pasivos, como los humedales artificiales y, mé&gnediacion in stu. A. Barrera

reactiva permeable; B. Humedal

recientemente, las barreras reactivas permeables (B%ﬁ cial

Una BRP consiste en la instalacion en el acuifero deaun

Barrera reactiva permeable

oy

material reactivo (sustratos organicos que sustentan |
s D —— ?l?k‘)irréea
X tratada

actividad de las BRS, grava que brinda permeabilidad

piedra caliza para incrementar el pH) capaz de inducir.

los procesos fisicoquimicos y bioldgicos necesariBF’,'um;adew"wmi"zén Acuitarde
Superficie del agua

para remediar el agua subterranea contaminada (fm |
fluye a través de él (Figura 1.7.A) (Cruz Vigdi al,

- Salida
//:I

Perforacion

Sustrato =

2010). Una vez establecidaza la BRP, tedricamente, ogénico
requiere de mantenimiento (Gibest al, 2002). La
Tabla 1.9 resume algunos trabajos con BRP.

Tabla 1.9. Experimentos con BRP a escala laboratariy a gran escala (Gibertt al., 2002).

Origen de la materia Sulfato  tg Fuente organica

organica Sistema (/L) () adicional rsos (9/L.h) Referencia

Cultivo BRS, estiércol de Lote 1 - Ninguna 0,00012- Christenseret al, 1996
vaca, suero de leche 0,00018

Sedimento arroyo, aguas Lote 1,2-4,6 - Ninguna 0,0002- Waybrantet al, 1998
residuales, lodos, mantillo 0,0045

de hojas, madera, astillas,
estiércol de oveja, aserrin,
celulosa, arena, piedra caliza

Compost, estiércol, yeso, Columna 2 12 Lactato (3,5 0,0012- Hammack y Edenborn, 1992
piedra caliza g/L) 0,0041
Cultivo BRS Columna 1,92 50,4  Glicerol- 0,0104- Kolmert y Johnson, 2001
lactato-etanol 0,0125
Compost de setas Continuo 1 120-Ninguna 0,00088- Dvoraket al, 1992
408 0,00133
Compostaje municipales, BRP full- 2-4 2160 Ninguna 0,00063%1 Benneret al, 2002
hojas, virutas de madera, scale afio)-0,00042
piedra caliza, arena de silice (3% afo)

Otros sistemas pasivos son los humedales artificiales anaer@jieosatan
eficazmente efluentes que contienen metales pesados disueltaséa tle una
combinacion de procesos fisicoquimicos y biologicos (Sheetraad, 2010) (Figura
1.7.B). Constan de una cuenca poco profunda llena de sustrato, dongiea esea
introduce en la parte superior o inferior, fluye a través delatasyrse descarga en el
otro extremo a través de una tuberia instalada en la part@rnfesuperior, que

controla la profundidad del agua.

El uso de BRS a través de tratamientassitu mediante sistemas activos en
biorreactores (Figura 1.8) se ha centrado en maximizar la piédute sulfuro para
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optimizar la eliminacién de metales pesados y de sulfato €Halg 1996; Hulshoff Pol
et al, 1998).

———P»Salida gases

Salida gases

Células en
............... Suspension Células
recuperadas
Soporte de
""" inmovilizacion™""
A
Salida gases Salida gases Salida gases
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Figura 1.8. Algunos biorreactores sulfidogénicosA. Reactor continuo tipo tanque agitado (RCTB);Reactor
tipo tanque agitado con recuperacion de cél@ageactor de lecho empaquetado de flujo descen¢iehieFD);D.
Reactor de lecho empaquetado de flujo ascendenteFR/); E. Reactor de lodo de flujo ascendente (UASB);
Reactor de lodo con deflectores (RB); Filtro anaerdbico de flujo ascendente (FARA);Filtro anaerdbico de flujo
descendente (FAFD); Reactor hibrido de lodo y filtro anaerdbico (RB)Reactor de membrana extractiva (RME);
K. Reactor de membrana localizada en serie (RMSReactor de membrana inmersa en el compartimeéoitogico
(RMI); M. Reactor tip@as-lift con células libres (GLL)\. Reactor tipaas-lift con células inmovilizadas (GLID.
Reactor de membrana de fibra hueca (RMHAM)Reactor de lecho fluidizado de flujo descendéRieFFD); Q.
Reactor de lecho fluidizado de flujo ascendenteHRL).

La reduccion biolégicade sulfato se puede lograr con células suspendidas o
células inmovilizadas. La aplicacion de células libres en bidmessc de cultivo

continuo, tales como los reactores tipo tanque agitado (Metosh 2002 y 2005;
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Herreraet al, 1997) (Figura 1.8.A) gas-lift (van Houteret al, 1994, 1995a, 1995b)
(Figura 1.8.M) implica tiempos de residencia hidraulicgsdltos para evitar el lavado

del reactor por arrastre de las células, o bien la aplicdei@m sistema de recuperacion

y reincorporacion de la biomasa lavada del biorreactor (por eathion, floculacion,
centrifugaciéon o separacion magnética) (Figura 1.8.B). En unehior de células
inmovilizadas, el tiempo de residencia de la biomasa seajgaate! &, por lo que es
posible operar el reactor a flujos altos. La formacion de biopati@r los biorreactores

de células inmovilizadas ofrece ademas resistencia a condi@airemas tales como

pH bajo, altas concentraciones de oxigeno (Koleteat, 1997) o altas concentraciones
inhibidores, tales como los metales pesados y el sulfuro (Cobémdn 1995; Lyew y
Sheppard, 1997), generando velocidades de reaccion Optimas en comparacion con las
bacterias en suspension (Glombitza, 2001), proporcionando un aumento de la
estabilidad del proceso (Alvarez al, 2006) y mejorando el crecimiento microbiano
(Chenet al, 1994, Costerton y Wilson, 2004).

Los biorreactores de flujo vertical se han utilizado en numerososliast
(Dvoraket al, 1992; Cheongt al, 1998; Elliottet al, 1998; Drury, 1999; Tsukamoto
y Miller, 1999; Changet al, 2000; Willow y Cohen, 2003; Tsukamoéb al, 2004;
Johnson y Hallberg, 2005b; Jong y Parry, 2003). En los biorreactoresche |
empaquetado (RLE) las células son inmovilizadas sobre un soporte. En los Rujg de fl
descendente (Figura 1.8.C) el afluente se alimenta a tral@pdee superior, mientras
qgue en el modo de flujo ascendente (Figura 1.8.D) se alimenta a ttavia parte
inferior del reactor. Los biorreactores con flujo vertical puedenegr canales
preferenciales por donde percola el liquido afluente. Los biorreactimefiujo
ascendente tienden a evitar la compactacion y la formacién deséNaculitaet al,
2007).

Los biorreactores de lodos granulares de flujo ascendeptfio(qv anaerobic
sludge bed reactors UASB) (Figura 1.8.E) han sido aplicados para la reduccién de
sulfato (Colleranet al, 1994; Sancheet al, 1997), pero el desarrollo de granulos
apropiados requiere varios meses Yy resulta mas adecuado pataci@mpds
metanogénicas (Omigt al, 1997). Debido a la granulacion de la biomasa, no se
requiere un soporte de inmovilizacion, lo que reduce los costos iniciales en coémparaci

con otros sistemas de células inmovilizadas. Una variante del &&SH reactor de

27



Capitulo 1: Introduccién general

lodo granular de lecho expandido (EGSB), donde la velocidad del flujatqueesa el
lecho es suficiente para expandirlo y fluidizarlo. Los sistemasat#ores de lodo con
deflectores (RD) son una variante de UASB con deflectores intguneduerzan al
liquido a fluir de modo sinuoso permitiendo aumentar el tiempo de tortan la

biomasa (Figura 1.8.F).

En los reactores de filtros anaerdbicos (Figura 1.8.G y 1.8.H) laabaoras
retenida en los intersticios del material de empaque debresstadherirse al mismo y
también como una biopelicula inmovilizada sobre el soporte. Existe uriguranifon
hibrida entre los biorreactores de filtro anaerébico y los de logwailgres (Figura
1.8.1). El material soporte incluye materiales inorganicos (mpifgno, perlas de

vidrio y minerales alcalinos) (Kaksonen y Puhakka, 2007).

Los problemas asociados con el tratamiento anaerobio de aguidisales
mediante BRS estan vinculados principalmente a los efectos t&étoshS y los
metales pesados. Una disposicion Gtil para evitar este tipo de incamtes son los
biorreactores de membrana extractiva (Figura 1.8.J) (Chuichulceerah, 2001),
donde es posible separar los inhibidores del seno del reactor contenémocélelas
libres. En este tipo de reactores, el residuo conteniendo los metales es pasagtocket
la superficie de una membrana selectivamente permeable, mienuteael cultivo
microbiano es mantenido del otro lado de la misma. Bl permea del compartimento
biolégico al de los desechos y precipita los metales. Ademasjetabrana es
impermeable a compuestos cargados, impidiendo el contacto con lossmptdle
extremos Yy altas salinidades. Otro tipo de reactores de mensmanas de separacion
de biomasa, que estan conformados por un reactor de célulasylibnesunidad de
filtracion, lo que permite mayor retencién de la biomasa en catipar con otros
reactores de células libres. Existen diferentes configuracialee acuerdo a la
localizacion de la unidad de filtracion, como los localizados eg seri el biorreactor
(Figura 1.8.K) o inmersa en el biorreactor (Figura 1.8.L) (M#cK, 2004).

Los reactores tipaas-lift se aplican en sistemas que utilizan hidrogeno y
diéxido de carbono para la reduccién de sulfato (Figura 1.8.M y 1.8.N).ezalan
gaseosa se hace pasar por el liquido del reactor, se disuefuaded las células, que
pueden encontrarse libres o inmovilizadas sobre un soporte, lo que resuda e

formacion de sulfuros. Dado que el hidrogeno es bastante insoluble enocaggases
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que no han reaccionado al salir del reactor se represurizaclgme&l HSg) formado

y eliminado del liquido debe ser separado de la corriente de gesiceje para evitar

su acumulacién. Las principales desventajas del sistema son sohdjdidad acuosa
del hidrogeno, su pobteansferencia de masa, los problemas de seguridad derivados de
su uso, y el empleo de células libres sujetas a un posible lavadaasire. El uso de

un sistema de reactor de membrana de fibra hueca (Fi®u€) supera los problemas
de la utilizacién de reactorgss-lift Las principales ventajas del sistema de reactor de
membrana son el gran area expuesta a la fase liquida que pleseméanbrana
microporosa que resulta en flujos de masa altos, que,®Isd forma fuera de la
membrana y por lo tanto no se mezcla con el gas a presionrgergride las fibras
huecas, que no se requiere de un compresor de gas de reciclajdaynggmmbrana
proporciona una superficie adecuada para la inmovilizacion de BRSddDablas
limitaciones de transferencia de masa, los reacigaedift deben tener un volumen
significativamente mayor que los reactores de membrana p$ta@scde operacion son
mayores debido principalmente a la recompresion y el recideljegas (Tabak y
Govind, 2003).

Los sistemas de lecho fluidizado (RLF) (Figura 1.8.P y 1.8.Q) mmpiel
taponamiento y la formacion de canales en el lecho debido adadicion del soporte
de inmovilizacion mediante la corriente del liquido (Cattehwl, 2005; Kaksonert
al., 2006a; Silvaet al, 2006; Alvarezet al, 2006). El reactor anaerdbico de lecho
fluidizado de flujo descendente (RLFFD) es un sistema realmighén la eliminaciéon
de sulfato y metales pesados y la alcalinizacion de efluecitbssgCeliset al, 2009).

En otros sistemas de cultivo, el reactor sulfidogénico sueleasiptado a una unidad
de precipitacién donde toma contacto el sulfuro con el metal, realifmnelmediacion
del efluente en dos pasos al menos. El RLFFD utiliza pequefasiiaartice operan de
soporte para la inmovilizacién celular, con una densidad especifichaj@ague la del
liquido circundante, por lo que las particulas flotan en el reacon yluidizadas hacia
abajo por accion del caudal descendente de alimentacion yrtaulagion del efluente
(Garcia-Calderdet al, 1998). En estos sistemas de cultivo, el proceso se produce en un
solo paso, ya que es posible precipitar los metales en el méauntmr en el que se
desarrollan los microorganismos. El sulfuro metéalico producido estragta por el
flujo hacia la base del reactor, donde precipita y permitseggarado de las particulas
de soporte con la biopelicula en su superficie; impidiendo la oclusidectiel (Jong y
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Parry, 2003) o la formacion de canales (Kaksagteal, 2006a), la inhibicion causada
por la presencia de sulfuro de metal (Utgiketr al, 2002) y permitiendo su
recuperacion. Ademas, la recirculacion permite la neutralizacibmpHieacido y la
precipitacion de metales inmediatamente el agua residuatangteeactor, ademas de

la dilucién de sustancia inhibitorias del liquido ingresante (Sahinkaya y Gungor, 2010)

La comparacion de lags no es facil, debido a que existen varios factores de
influencia. La variabilidad de las concentraciones iniciales diatsulnfluyen el
crecimiento y la cinética de reduccion de sulfato de las BR#bgket al, 2002). Por
otro lado, algunos estudios ofrecen los porcentajes de eliminacion fdm sih la
presentacion de las concentraciones iniciales y finales (Cretcmlg 1998; Elliottet
al., 1998; Johnson y Hallberg, 2005b). Ademas, la fuente de carbono y el eidimi
de la reaccion influencian el porcentaje de reduccién de sulfata Eabla 1.10 se
resumen resultados obtenidos con diferentes configuraciones de baegact
sulfidogénicos. Las productividades volumétricas mas altas sealtanzado en
reactores de células inmovilizadas, en especial los sistnasho fijo (Stucket al,
1993; Selvaragt al, 1997; Baskaran y Nemati, 2006), camtucho mayores que en los

experimentos en lote.

Tabla 1.10. Velocidad volumétrica de reduccién deuffato (rsos g/L.h) obtenida para diferentes biorreactores

sulfidogénicos reportadosLos valores de sp4son los maximos obtenidos en cada publicacién.

Temp.  rsos

Reactor Sustrato (°C) (g/L.h) Referencia

UASB - 28 0,004 Hien Hoat al, 2007
RLE Lactato - 0,004 Jong y Parry, 2006
RLE Desechos de una planta recicladora de papel 25 0,005 Changt al, 2000

RLE Lactato, desechos organicos - 0,005 Wayletalt, 2002
RLF Etanol 25 0,008 Celi®t al, 2009

FA Lixiviado 19-25 0,008 Henry y Prasad, 2000
RCTA Efluente de una curtiembre - 0,012 Bosledfal, 2004

RLE Acetato 35 0,013 Liny Lee, 2001

RLF Lactato 25 0,015 Cheet al, 1993
Reactor en Efluente de una curtiembre - 0,016 Bostletfal, 2004
zanja

UASB Metanol 30 0,016 Weijmaet al, 2003

RLE Lactato Amb 0,017 Hammackt al, 1994
RLE Lactato 25 0,02 Jong y Parry, 2003
RCTA H, 30 0,02 Len®t al, 2003a

RLE Etanol, lactato, glicerol - 0,021 Kolmert yhison, 2001
UASB Efluente de una curtiembre - 0,024 Bosledfal, 2004

RM CO, H2 25 0,025 Tabak y Govind, 2003
RLE Etanol, tolueno 30 0,028 Cattongt al, 2005

RLE Extracto de carne, almidén, sacarosa, sojergitte 30 0,03 Silvet al, 2006

RLE Lactato - 0,031 Elliotet al, 1998

RCTA Melaza 27 0,035 Maree y Hill, 1987

RM CO,, H; 30 0,036 Fedorovicht al, 2000
RLE Glucosa, metanol, acetato 26 0,044 Cadewal., 1999

RLE CO, H 35 0,05 du Preez y Maree, 1995
RLF Melaza, agua de mina - 0,057 Maetal, 1991

RLE Metanol 23-26 0,067 Tsukamoto y Miller, 1999
UASB Almidon, sacarosa, lactato, propionato y acetato 5 5 0,069 Lenet al, 2003b
burbujeado M
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Tabla 1.10. Velocidad volumétrica de reduccién deuffato (rsos g/L.h) obtenida para diferentes biorreactores

sulfidogénicos reportadosLos valores de sp4s0n los maximos obtenidos en cada publicaciéon.

Temp. Isoa

Reactor Sustrato (°C) (g/L.h) Referencia

RCTA Acetato 35 0,076 Mooseat al, 2005

Digestor Glucosa, acetato 35 0,08 Polpresert y Haas, 1995

anaeroébico

UASB Lactato 35 0,096 Kaksoneet al, 2003b

RLE CO 35 0,1 du Preez y Maree, 1995

FA Glucosa - 0,101 Kuo y Shu, 2004

RLF Lactato 35 0,108 Sahinkaya y Gungor, 2010

RLE Metanol Amb 0,13 Glombitza, 2001

RLE Suero de queso 35 0,144 Deswagdt al, 1996

RLF Lactato 35 0,144 Sahinkaya y Gungor, 2010

UASB Almidon, sacarosa, lactato, propionato y aceta 55 0,166 Lenst al, 2003b

RCTA Acetato 35 0,172 Mooset al, 2002

RLF Lactato 35 0,179 Kaksoneet al, 2004a

UASB Melaza 30 0,18 Annachhatre y
Suktrakoolvait, 200a, 2001b

RLE CQ, H;, acetato 30 0,2 Foucheet al, 2001

RCTA con Agua residual 30 0,2 Selvaragt al, 1997

recirculacion

RLE Suero de queso 35 0,256 Hiligsmanet al, 1996

RLF Etanol Amb. 0,264 Nagpadt al, 2000

RLE Melaza 31 0,271 Maree y Strydom, 1985

RM Acetato, etanol 33 0,276 Valleret al, 2005

EGSB Acetato 33 0,368 Drieet al, 1998

UASB Etanol 30 0,375 Daet al, 2007b

UASB Acetato, propionato, butirato 30 0,376 Ostihl, 1996

GLI CO, CO, H 35 0,416 van Houteet al, 1996

GLI CO,, H, 55 0,464 van Houteet al, 1997

EGBS Etanol 33 0,524 de Smut al, 1999

UASB Acetato 32 0,584 Muthumbét al, 2001

RD Acidos grasos volatiles 30 0,625 Valletaal,, 2003

EGBS Metanol 65 0,625 Weijmat al, 2000

RLE Aguas residuales de produccién de peréxidoricga - 0,783 Silveet al, 2002

etanol

EGSB Etanol 33 0,875 de Smul y Verstraete, 1999

UASB Sacarosa 55 0,95 Lopeet al, 2007

RD Sacarosa, peptona 35 0,98 Barber y Stuckey, 2000

GLI CO,, Hy 30 1,08 van Houteat al, 1995a,
1995b

EGSB Acetato 33 1,19 de Smul y Verstraete, 1999

GLI CO,, H, 30 1,25 van Houteat al, 1994

RLE Melaza 35 13 Gasiorek, 1994

RLE Lactato 22 1,7 Baskaran y Nemati, 2006

RLE Agua residual 30 1,8 Selvaragt al, 1997

RLE Acetato 35 2,7 Stucket al, 1993

RCTA: Reactor continuo tipo tanque agitado; FAtrBilanaerébico; UASB: Reactor de lodo suspendiddiuje
ascendente; EGBS: Reactor de lodo granular expan®id: Reactor de lodo con deflectores; RLE: Raadéolecho
empagquetado; RLF: Reactor de lecho fluidizado; GRéactor tipo gas-lift con células libres; GLI: Rem tipogas-
lift con células inmovilizadas; RMFH: Reactor de memarae fibra hueca; RM: Reactor de membrana de

separacion de biomasa; Amb: Temperatura ambiente.

1.9. Estudio molecular de la ecologia microbiana

Las técnicas microbiolégicas convencionales, basadas en ehiaitia de
cultivos puros, técnicas morfolégicas, bioguimicas, metabdlicas yédisia genéticos,
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han proporcionado vasta informacion sobre la biodiversidad de las comunidades
microbianas en sistemas naturales e ingenieriles. Sin embladm que los medios de
cultivo tienden a favorecer el crecimiento de ciertos grupos deoonganismos
(mientras que otros que son importantes en la muestra original ferprly que se
ignoran las condiciones de cultivo bajo las cuales la mayoriasserdllan (Muyzer,
1999), los métodos convencionales representan sOlo una parte minoritalda de
diversidad real existente. De este modo, s6lo entre un 0,001 y un 1 %s de |

microorganismos viables son realmente cultivables (Toedvak, 2003).

Una solucion adecuada a este problema es utilizar métodos de biologia
molecular. Algunas de estas técnicas estan basadas eRNelriAosomal de la
subunidad pequefia (ARNr 16S) o de sus genes correspondientes, considecindola
un “reloj molecular” o “cronédmetro evolutivo”. Esta molécula fue ielaglebido a su
universalidad y abundancia en todos los seres vivos1(EOribosomas/célula) y el
hecho de que es una molécula altamente conservada durante la evoluciontianeque
algunas regiones muy variables. Organismos dentro de un dominio a menudo comparten
la misma secuencia de ADN en la region mas conservada, asiepte las especies del
mismo género pueden presentar diferencias en las regiones esrfdbesect al,

1987). Estas caracteristicas permiten la comparacion de los angandgentro del
mismo dominio, asi como la diferenciacion de las cepas de laan@ispecie. Por otra
parte, la secuencia del gen es lo suficientemente larga comsgasbtenida mediante
secuenciacion y generar datos estadisticos robustos.

En el caso especifico de las BRS, ha sido de gran utilidadifacitih de genes
funcionales comunes para los diferentes grupos de BRS; por ejemplgeres
codificantes de las enzimas correspondientes a las rutas negtabddi reduccion de
sulfato. El gen dsr que codifica la enzima sulfito reductasa,enmama clave de la
reduccion del sulfito a sulfuro y necesaria para todas las BRS nearcador funcional
mejor estudiado (Geetd al, 2006).

Durante décadas, un reactor biolégico se ha considerado una “caj& negra
Recientemente, las técnicas moleculares de ecologia microbgarfean empleado
principalmente al estudio de los fléculos (lodos activados) y biopdiagkcados al
tratamiento de aguas residuales. Un creciente nimero de métodoscapicos y

moleculares han facilitado el andlisis de la organizacion edpadas caracteristicas
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filogenéticas las comunidades de las biopeliculas (Rejtat, 2006). A continuacion
se describen algunas de las técnicas moleculares de ecolocgibiama de mayor

utilidad empleados en este trabajo.

1.9.1. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE)

Las electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante qu{(D@BGE) y
térmico (TGGE), son técnicas a partir de las cuales Igenfratos de ADN de igual
longitud pero con secuencia distinta se pueden resolver electrdorétite (Fischer y
Lerman, 1979). Estas técnicas permiten la separacion de una thetarlagénea de
genes amplificados por PCR (reaccion en cadena de la polinemrasan gel de
poliacrilamida con un gradiente quimico de formamida y urea en coacengs
crecientes (en el caso de la DGGE) o un gradiente térmiteng®eraturas crecientes
(TGGE) en el sentido de la migracion electroforética (Mugzeal, 1993). Se pueden
estudiar moléculas de ADN de hasta 700 pb de longitud, con la caticaede llevar
acoplada una cola artificial rica en GC en uno de los extresiaslida a uno de los dos
cebadores en posicion 5’), para evitar la desnaturalizacion compléa®NeMuyzer
et al, 1993). Las bandas individuales representan aquellos ADN que han frenado su
migracion por el gel al desnaturalizarse por completo (exceptola de GC) (Figura
1.9).

Muyzer et al. (1993) demostré6 que mediante esta técnica se puede acceder a la
identificacibn de componentes que representan el 1 % de la poblacisraudaen
estudios posteriores realizando PCR anidadatéd PCRse logré detectar por DGGE
especies que representaban el 0,01 % de la poblacion, amplificando gomempar
de cebadores la secuencia blanco y reamplificando sucesivamenteliadores que
hibridaban en regiones internas a las amplificadas por los prinleha§ps et al,

2000). Se utilizo este tipo de amplificacion del ADN para calaatebiopeliculas
desarrolladas  sobre  superficies que  presentaban  corrosion  inducida
microbiolégicamente (CIM) (Neria-Gonzélet al, 2006), muestras de lixiviados de
rellenos sanitarios (Dalgt al, 2000), muestras de biorreactores industriales éDat,

2005) y de una mina (Kaksonenal, 2006b).

33



Capitulo 1: Introduccién general

(\Q Ref 1_2_Ref
A %{SQ) D B ColaCG

Extraccion B c DGGE .mfm

/ ADN total PCR Chequeo del pesQuu 1 »
[ — O molecular i== O

O S E .

i

Pirrermmern
Prrer ey an

~—

ajuBZIfRINTRUSEP BlUBIPRID

Células
bacterianas Producto de Gel de agarosa E
PCR Cortado de
las bandas y
1] i
552 PCR con cebadores Zlglc\;on del
Lo E sin cola de CG
= Filiacion AT Y 5w Purificacion

=

filogenética Tm C M TQ ﬁ “ :ij ﬁ Secuenciacién
— — : \%

Figura 1.9. Representacion esquematica de la DGGE. Se extrae el ADN de la muestra original; Bgeh ARNr

F

16S es parcialmente amplificado por PCR, por legarcon cebadores universales (o con cebadoresifisps para
determinados grupos de microorganismos), para mamezcla de fragmentos de ADN de la misma longi€ud
chequeo del peso molecular en un gel de agarasajledcada una de las moléculas de ADN de difessteencia
representa un microorganismo diferente; D. La needel ADN se separa por electroforesis en un gelcdiEmida
de gradiente desnaturalizante de urea y formarhaamoléculas de ADN migran hacia el polo posithal llegar al
sitio del gel con su correspondiente fuerza desaliante (dependiente de la secuencia de ADNgtereen; E. Las
bandas pueden ser cortadas del gel, el ADN extmaisiecuenciado; F. La comparacion de las secuedelagen
ADNr 16S con una base de datos permite determanfilidcion filogenética de los microorganismosgmetes en la

muestra.

La mayor parte de los trabajos utilizan el gen ARNr 16S comacbl para la
PCR-DGGE. Existen numerosos cebadores disefiados para amplificarsecuencia
selectivamente para los diferentes grupos de BRS @ady, 2000; Daret al, 2005;
Stubner y Meuser, 2000), asi como cebadores generales para Eabact&rgueas.
Algunos de estos cebadores se enumeran en la Tabla 1.11. Sin endoaigén t
existen trabajos que utilizan genes funcionales como el dsis(@ext 2006; Kjeldsen
et al, 2009).

Tabla 1.11. Algunos cebadores utilizados para la aptificacion especifica del gen ARNr 16S para diferges
grupos de BRS (Dalyet al., 2000).R (Go A); Y(CoT);K(GoT); M(AoC); S(GB); W(AoT).

e oo Posicién Temp. Tamafio
Cebador Secuencia5’- 3 ADNr 16S Grupo blanco hibridacién (°C) amplicon (pb)
DFM140 TAG MCY GGG ATA ACR SYK G 140-158  Desulfotomaculum 58 700
DFM842 ATA CCC SCW WCW CCT AGC AC 842-823
DBB121 CGC GTAGAT AACCTG TCY TCATG 121-142 Desulfobulbus 66 1120
DBB1237 GTA GKA CGT GTG TAG CCC TGG TC 1237-1215
DBM169 CTA ATR CCG GAT RAA GTC AG 169-183 Desulfobacterium 64 840
DBM1006 ATT CTC ARG ATG TCAAGT CTG 1006-986
DSB127 GAT AAT CTG CCTTCAAGC CTG G  127-148  Desulfobacter 60 1150
DSB1273 CYY YYY GCRRAG TCGSTGCCCT  1273-1252
DCC305 GAT CAG CCA CAC TGG RAC TGA CA 305-327 Desulfosarcina 65 860
DCC1165 GGG GCA GTATCT TYAGAGTYC 1165-1144
DSV230 GRG YCY GCG TYY CAT TAG C 230-248  Desulfovibrio 61 610

DSV838 SYC CGR CAY CTAGYR TYC ATC 838-818
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Para conocer la composicion y diversidad de los microorganismos pertezgecient
a la comunidad microbiana, se pueden recortar las bandas sepamadatficarlas y
secuenciarlas (Llobet-Brossa al, 2002; Kaksonert al, 2006a). También se puede
revelar el gel con sondas especificas que hibriden con el ADMNetd&#minados
microorganismos para identificar bandas de interés (Blabl, 2000; Muyzeret al,
1993), o realizar un estudio estadistico de la estructura de la cathusegun la
posicion e intensidad de las bandas (Frosetial, 2002). La DGGE es el método de
eleccion cuando la informacién que se necesita no es tan profundaeti@soiéo de
vista filogenético como la proporcionada por una biblioteca de ¢lgegs precisa
como para determinar los miembros dominantes de una comunidad microbmana. U
simple analisis de patrones de bandas puede ser suficiente para deternmeadms o
observar los cambios espaciales y temporales de un consorcicet(ldy 2008),
detectar la presencia de determinado organismo (Btsite 1996) o observar el efecto
de una variable sobre la composicion de un consorcio (Alexanelria 2011). Sin
embargo, en general esta técnica se combina con otros métodos. ralo,eja
secuencia de las bandas predominantes de la DGGE permite el desestndas
aplicables a FISH, lo que permite cuantificar los microorganisynadservar su
disposicion espacial. La combinaciéon de la DGGE con la realizaciGnaléiblioteca

de genes analiza exhaustivamente una comunidad microbiana.

La DGGE y la TGGE tienen limitaciones como la optimizacidoirecta del
gradiente. Incluso en gradientes optimizados, pueden aparecer bandasqueicas
representen a varios organismos diferentes. Asimismo, existeoong@nismos que
generan mas de una banda en el DGGE, debido a que poseen difengiaesiel gen
ADNr 16S (Heackt al, 1998). Ademas, los procariotas poseen distintas cantidades de
copias del mismo por célula, lo que impide un analisis cuantitativosdgatrones de
banda. Por ejemplBacillus subtilisposee 10 operones de genes ARNr mientras que
Desulfovibrio vulgarigposee 5. Otra desventaja es que la extraccion y amplificacion del

ADN gendmico puede ser dificil.
1.9.2. Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Las sondas fluorescentes son secuencias cortas de ADN (16-20 idas)eot
marcadas con un flouréforo. Estas secuencias reconocen secuenges ABINr 16S

en las células e hibridan con eliassitu. La hibridacionin situ con oligonucleétidos
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marcados fluorescentemente se ha utilizado con éxito para anafineahas
comunidades microbianas en diferentes ambientes (Amatnal, 1995).
Metodolégicamente, la técnica implica la fijacién de las nmagstn un portaobjetos, lo
que incrementa la permeabilidad y mantiene la integridad moidalégas células
hibridadas con las sondas fluorescentes se visualizan en un microst®pio
epifluorescencia o un microscopio confocal, pudiéndose comparar cuzentittite la
poblacion total analizada con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) con la aadbh

especifica que hibrida con la sonda utilizada (Hetkal,, 1992) (Figura 1.10).

O
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Figura 1.10. Representacion esquematica de FISHA. La muestra es tomada e inmediatamente fijada con
formaldehido para preservar la integridad celudar éspecial los ribosomas); B. Se hibridan las traeson las
sondas especificas (marcadas con un fluor6forauesxtsemo 5°, un fluoréforo diferente para cadadsyrgue se
pegan al ARNr 16S; C. Tincién con el marcador ersal DAPI (que se adhiere de forma inespecificaDall); D.
observacion en un microscopio de epifluorescenaim microscopio confocal (para fléculos, biopelécudtc.); E.
Cuantificacion de las células hibridadas de formanual (microscopio de epifluorescencia y confocatn
analizador de imagenes digital (ambos microscomias)n un citometro de flujo. La relacién de c&ume hibridan
con una sonda especifica a las células totaledificatias por DAPI o con una sonda general, deoetgntaje de

dicho grupo en la muestra (Sanz y Kéchling, 2007).

Mediante esta técnica los microorganismos pueden ser identifitacklszados
y cuantificados en casi todos los ecosistemas. La especificidadsdada permite la
deteccioén / identificacion en cualquier nivel taxonémico con una resoladécuada
para diferenciar entre las especies individuales. El principanuaniente de esta
técnica radica en la falta de disponibilidad de sondas dirigidas al taxodaleseaque

es posible, en teoria, el disefio sondas para cada aplicacion griesdasases de datos
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de secuencia del ARNr. Entre las limitaciones mas importaiéesesta técnica
encontramos la necesidad de optimizar las condiciones de hibridaeidando la
temperatura o concentraciones de formamida en la solucion de hibrida&iargvitar
la aparicion de falsos positivos, la dificultad de asegurar laegadilidad celular, la
necesidad de normalizar la sefial de fluorescencia emitida paraicaanbtfrectamente
los resultados y de un conocimiengo priori del ecosistema en estudio y los
microorganismos con mas probabilidades de ser detectados. Adema&sfiel dk una
sonda especifica y restrictiva sin ambigiedades para un cgmpo de
microorganismos no siempre es posible, la cuantificacién puededseso y subjetiva
(recuento manual) o complejas (analisis de imagenes) gadibia estructural de los
agregados (lodo granular y biopelicula) requiere un microscopio conjoaat

programa de analisis de imagen (es necesario personal entrenado).

1.9.3. PCR cuantitativa en tiempo real (GPCR)

Las técnicas analiticas dirigidas al gen ARNr 16S o gamesddnales fueron
ampliamente utilizadas para la cuantificacion de microorganismedsante métodos de
hibridacién. Sin embargo, sus limites de deteccion (del orden°deopids de ADN /
ARN) los hacen poco sensibles. De este modo, s6lo pueden ser utipasal@suestras
de concentracion microbiana relativamente alta. Los métodos basddd3@R, por el

contrario, son capaces de detectar ADN / ARN en bajas concentraciones.

Una nueva técnica conocida como PCR cuantitativa en tiempo r€&R) e ha
impuesto para la deteccion y cuantificacion de microorganismamrentraciones
bajas. Este método controla la cantidad de productos de PCR en teahin base al
aumento exponencial de la concentracién del producto de PCR durante kigosuce
ciclos de amplificacion, puede ser estimada la concentracionl ideila ADN/ARN
blanco (Figura 1.11). El sistema de deteccion puede ser germral, la deteccion
mediante SYBR Green (un agente intercalante que fluoresce al unirdesaracleicos
de doble hebra), o especifico, mediante sondas de secuencia defieidiorescen al
hibridar con la secuencia blanco incluidas en el amplicén) o cebadores mattagos.
ARNr 16S vy los genes funcionales son las secuencias dianaomésiroente usadas

para la cuantificacion de ADN microbiano mediante gPCR.
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Figura 1.11. Representacion esquematica de la qPCR. Se extrae el ADN de la cepa de referencia; B. El
estandar para la qPCR se construye en base a tidachile células (cuantificado por técnicas miasldgicas
clasicas) o (C) en base al nimero de copias deblggmo (ej. ARNr 16S) amplificandolo por complgtor PCR
convencional y cuantificando la cantidad de ADNr(pgtodos espectrofotométricos); D. Se extrae eNAIR las
muestras; E. Se realizan diluciones seriadas tfetdar y las muestras y se amplifican mediante gRiéRectando la
cantidad de ciclos necesarios para superar unndeteto umbral de sefial fluorescentg) (@&ra cada dilucion; F. Se
construye la curva de calibracion graficando géiCfuncién del logaritmo de la concentracion dehedar (copias
del gen o células) que debe tener una pendientmame 3,32 (100 % de eficiencia de amplificacidB); Se
interpola el valor del Ct para conocer la concemira de las muestras en todas las diluciones edgdes se
construye una curva del logaritmo de la concerdraen funcion del Ct para corroborar que no exgtéicion de
la PCR (100 % de eficiencia de amplificacién); h &so de usar SYBR Green como sistema de detecsbe
realizarse una curva de disociacion al final dgR&ER, cuya primera derivada muestre un solo masimdar para
las muestras y los estandares; y/o realizarselantaoresis en gel del de agarosa para determgimael tamafio del

amplicén es el deseado (J).

Las BRS son un grupo de microorganismos polifiléticos y debido a piéiaam
base de datos filogenéticos del gen ADNr 16S, varios pares de abgdmndas estan
disponibles para diferentes niveles de clasificacion. Segun Sta@d2)( el analisis de
gPCR para las BRS Gram-positivassulfotomaculunposee un limite de deteccion de
100 copias de ADN, lo que equivale & Hdpias ADN /g de suelo; mientras que los
limites de deteccién de BRS Gram-negativas fueron entrg 10° copias ADN / g
suelo (Stubner, 2004).
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Otro enfoque para la deteccidbn de BRS es el uso de genes furgigoale
codifican enzimas de la via de reduccion de sulfato, como srd Daafg €t al, 2004).
Esta aplicacion fue usada por diversos autores para cuantificareBR8uestras
naturales (Schmidtova y Baldwin, 2011; latal, 2009; Kondcet al, 2008), en plantas
de tratamiento anaerdbico (Kjeldsehal, 2009; Ben-Dowet al, 2007) y en DAM
(Kock y Schippers, 2008).

1.10. Objetivo de la tesis

Desarrollar sistemas de remediacion bioldégica de metaledgeautilizando BRS

obtenidas de muestras ambientales.

39



Capitulo 1: Introduccién general

40



Capitulo

Caracterizacion de consorcios
microbianos para su utilizacion en
biorreactores sulfidogénicos

Para la aplicacion de la bioprecipitacion de metplesados mediada por BRS es necesario maximizar la
produccién de sulfuro para optimizar la eliminactimmetales pesados y de sulfato. En este sesgdo,
debe seleccionar una cepa de BRS o un consor@®8econ una alta velocidad de reduccion de sulfato.
Por otro lado, los efluentes a remediar suelenrtdragas concentraciones de carbono disuelto
(requiriendo la adicién de una fuente de carborteraa), altas concentraciones de metales pesados y
valores de pH acidos. Por ello, es fundamental camias fuentes de carbono consumidas por la BRS a

aplicar y su tolerancia a dichas condiciones adwgers

En este capitulo se estudid la reduccion de sutfetdliferentes consorcios bacterianos enriqueados
partir de muestras ambientales y de cepas de B&&das a partir de los mismos. Una de dichas
comunidades denominad® proveniente del efluente de una curtiembre, dupyor cantidad de
sulfato total y a una velocidad mayor. Debido aa®stentajas, se estudid el efecto de la fuente de
carbono, la presencia de metales pesados (zinmogroobalto, niquel, cobre y cadmio) y el pH inicia
del medio de cultivo sobre el crecimiento del cocisoR y de la cepdc aislada del mismo y sobre la
estructura de la comunidad microbiarR aplicando DGGE (electroforesis en de gradiente

desnaturalizante). Ademas, se analizé la precipitase los metales pesados estudiados.

Tanto R como Rc fueron capaces de utilizar lactato y etanol coomenfe de carbono. Por otro lado,
mientras que el pH acido perjudico el desarroll®RdeR¢ la presencia individual de los metales pesados
no mostré un efecto significativo, a excepcion @alll) que afect6 al aisladBc. A diferencia del pH
acido que disminuyd la riqueza microbiana del coieoR, la presencia de metales pesados ejercié
efectos muy leves sobre su composicion. Ademaweleipitacion de los metales fue casi total fara

Rg¢ siendo el Cr(lll) el tnico metal que permanecidibtd.
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2.1. Objetivo

= Obtener comunidades y cepas puras de BRS a partir de muestras ambientales.

= Seleccionar un inéculo en base a su capacidad de reduccion de sa#ato, |
fuentes de carbono que consume, su resistencia a la presenciaatEs me
pesados (Cr(lIl), Cu(ll), Co(ll), Cd(I), Ni(ll) y Zn(ll)) ysu tolerancia al pH
acido para su utilizacion en biorreactorres sulfidogénicos.

= Estudiar la bioprecipitacion de metales pesados en solucion.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Fuente del inoculo y aislamiento

Se enriquecieron diferentes comunidades reductoras de sulfato dadasH,
D, 8 y 9. Fueron utilizados sedimentos tomados del efluente de una curtiemlare en
zona del Rio Lujan (Buenos Aires, Argentina) para el enriquestonde la comunidad
microbianaR. D provino de carfierias de transporte de crudo sometidas a corrosion
inducida microbiologicamente (CIMB y 9 se obtuvieron de diferentes zonas del
volcan Copahue (Neuquén, Argentina). Todas las muestras fueron otorgadaBmor e
Edgardo Donati. Para el enriqguecimiento y mantenimiento de los ngeroemo se
utilizé el medio liquido Postgate B (Postgate, 1984) (Tabla 2.1)nt#bacion se
realizé a 30 °C a pH neutro en botellas de suero de 120 mL llemgdetamente (sin
camara de aire) cerradas herméticamente con tapones de ggeiadgs con virolas
metalicas.

Después de varios cultivos de enriquecimiento de los cons&cig 9, cepas
de BRS fueron aisladas y nombradas con el subiediRe 8c y 9c, respectivamente).
El aislamiento en medio sdlido por estrias se llevd a cabo en rRedigate C
(Postgate, 1984) (Tabla 2.2 y 2.3) con agregado de agar al 2 %. ¢as sgacolocaron
en jarras de anaerobiosis con generadores de anaerobiosis (AX&ebGen AN35)
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y fueron incubadas a 30 °C. Se utilizé un indicador del mantenimient@sde |
condiciones anaerObicas (OXOID Anaerobic Indicator BR55). Las cslomegras

(debido a la presencia de FeS) se transfirieron a medio Postgate B liquido.

Tabla 2.1. Medio de cultivo liquido Postgate B (Ptgate, 1984).

Sustancia Cantidad (por litro)
NH,CI 10g9
MgSQ,. 7H,0 209
KH,PO, 0,59
CasQ 10g
Lactato de sodio 3549
Extracto de levadura 109
Acido ascoérbico 01g
FeSQ.7H,0 0549
Acido tioglicélico 0,1 mL
pH 70-75

Tabla 2.2. Medio de cultivo liquido Postgate C (Ptgate, 1984).

Sustancia Cantidad (por litro)
KH.PO, 05¢9
NH.CI 1049
NaSO, 45¢g
CaCb.6H,0 0,069
MgSQ.. 7H,O 0,069
Lactato de Sodio 6,09
Extracto de levadura 109
FesSQ 0,004 g
Citrato de sodio .70 0,39
Solucién de anaerobiosts 5,0 mL
pH 75+0.2

ATabla 2.3. Esterilizado por separado, mediantadién.

Tabla 2.3. Solucién de anaerobiosis.

Sustancia Concentracion (por litro)
Acido ascorbico 20,09

Acido tioglicélico 20,0 mL

pH 7,0

2.2.2. Determinacionde yu .. yr,_.

Con el fin de seleccionar para los ensayos posteriores los miarsonga mas
efectivos en la reduccién de sulfato, se realizaron cultivos por ddplide los
consorcio obtenidoR( D, 8 y 9), de las BRS aisladaR¢ 8c y 9¢) y de Desulfovibrio
sp ATCC49975 (usada como cepa de referencia) en medio Postgate Ge (@ka
Characklis, 1992) (Tabla 2.4) a 30 °C en botellas de suero de 120 pdnsma de aire

y cerradas herméticamente.
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Tabla 2.4. Medio de cultivo sintético Postgate G (Kabe y Characklis, 1992).

Sustancia Cantidad (por litro)
NaCl 1,209
KCl 0,30 ¢
NH,CI 0,309
MgCl,.6H,0O 0,409
CaCb.2H,0 0,159
KH,PO, 0,319
Lactato de sodio 5649
NaSO, 4,20 g
Solucién de anaerobiosts 5,0 mL
Solucién de vitaminas ® 1,0 mL
Solucién de microelementBs 1,0 mL
Solucién de selenitd 1,0 mL

A Esterilizado por separado, mediante filtracidhablas 2.3, 2.5, 2.6 y 2.7.

Tabla 2.5. Solucién de vitaminas (Okabe y Characldi 1992).

Sustancia Cantidad (por litro)
Biotina 0,019
Acido p-aminobenzoico 0,059
Vitamina By, 0,059
Tiamina 0,10 g

Tabla 2.6. Solucién de microelementos (Okabe y Chaeklis, 1992).

Sustancia Cantidad (por litro)
HCI (25 %) 6,5 mL

FeCb.4H,0O 1509

H3BO; 0,069
MnCl,.4H,0O 0,109

CoCh.6H,O 0,12¢9

ZnCl, 0,079

NiCl,.6H,O 0,025 g
CuCh.2H,0 0,015¢9
NaMo0,.2H,0 0,025 g

Tabla 2.7. Solucién de selenito (Postgate, 1984; &lle y Characklis, 1992).

Sustancia Cantidad (por litro)
NaOH 0,50 g
Na:SeQ 0,003 g

Se contaron en forma directa la cantidad de células y la corméntoe acido
lactico al final del ensayo. Se determind la concentracion ddcselfiael tiempo para
cada in6culo y se calcularon las velocidades volumétricas de i@dulecsulfato @os)

mediante la Ecuacion [2.1].
rsoa= ([SO4"s - [SQ¥7])) / 4t [2.1]

Donde, [S@]s y [SOs]; son las concentraciones inicial y final de sulfataty

es el tiempo de cultivo en el cual se produjo la reduccion de sulfato.
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Se determiné adicionalmente la velocidad especifica de cestonmaxima
(Umaximg de los aislados mediante la estimacion de la biomasa poed&iém de la
densidad optica (DO) a 600 nm aplicando el modelo de crecimiento de Monod, que
relaciona el valor de la velocidad especifica de crecimig)ty (a concentracion de
sustrato limitante (S), entendiéndose por éste al componente del adeedlidtivo que
esté en menor proporcion respecto de las necesidades del microorganismo:

= - S
u Manma §+ S [2'2]

Donde, Kk es la constante de saturacion (da una idea de la afinidad del
microorganismo por el sustrato). En el caso del medio de cultivo aligddd, S fue el
lactato. Normalmente Ktiene valores pequefios (1@ 10° g/L) y despreciables con
respecto a concentraciones relativamente pequeias de S, populsajigeiala @umaxima
en la fase exponencial del crecimiento. De modo que Varia durante el cultivo,
siendo un valor constante y maximo en la fase exponenciak«t y nulo en la

estacionaria. Ademas, dado que:

rx= 1. X [2.3]
En fase exponencial, la Ecuacion [2.3] se reduce a:

rx = dX/dt = maxima. X [2.4]

Donde k es la velocidad de crecimiento microbiano, X es la concentracion de
biomasa y t es tiempo. Integrando la Ecuacion [2.4] a t = 0 yX§ &oncentracion

inicial de microorganismos):

De la pendiente de la grafica de In X en funcién de t enska daponencial se

puede calculagimaximamediante la Ecuacion [2.5].

2.2.3. Consumo de diferentes fuentes de carbono
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Se ensayaron diferentes sustratos como fuente de carbono de ladammuni
microbianaR y del aisladdrc Para ello, se utilizé medio de cultivo Postgate G (Tabla
2.4) sustituyendo el lactato de sodio por cantidades equivalentesneh dgé las
siguientes sustancias: glucosa (4,0 g/L); piruvato (sal sodicg/l9;9metanol (99,9 %
(v/v), 5,4 mL/L); acetato (sal sédica, 5,5 g/L); acido formico (36,&/86, 5,3 mL/L);
isopropanol (99,5 % (v/v), 3,4 mL/L); etanol (96 % (v/v), 3,7 mL/L); ydédbenzoico
(2,3 g/L). Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado en botellasdede
120 mL cerradas herméticamente con tapones de goma y llenptetzonente con
medio de cultivo sintético de pH 7,0 con la fuente de carbono correspondieste
cultivos se incubaron a 30 °C durante 25 dias. Luego, se determiné éatcacion de

sulfato para detectar actividad reductora de sulfato.

2.2.4. Efecto del pH y los metales pesados
2.2.4.1. Disefio factorial fraccionado 2"

Los disefos factoriales completos son inaplicables cuando debenusksic=st
un gran numero de variables. Aunque sélo se utilicen dos niveles dariasles el
nimero de experimentos &5 (dondek es el nimero total de variables). Todos los
disefios de los llamados “disefios de dos niveles” permiten analiedectd de un
namero relativamente grande de factores en un numero relativapenqieio de
experimentos. Para reducir el nUmero de experimentos se puedar utiti disefio
factorial fraccionado 2"® a dos niveles, en el quevariables pueden ser estudiados en
s6lo al menos2n experimentos. El disefio aplicado aqui es el disefio factorial
fraccionado 2’2 que a diferencia de otros disefios de dos niveles (ej., Plackett-
Burman) permite una interpretacion estadistica méas amplissdefdctos debido a que
la interaccion de dos factores no se confunden con los efediopalés, y al menos se
puede estimar siete efectos independientes, compuesto cada uno paergiesiones
de dos factores cada una (Vander Heyetead, 2001) (Apéndice).

Se utilizaron siete factores en dos niveles: pH (7,0 y 5,0), G4(8)y 0 ppm),

Zn(ll) (6,1 'y 0 ppm), Cr(lll) (3,7 y 0 ppm), Co(ll) (5,0 y 0 ppm), Cd(B)Fy 0 ppm) y
Ni(Il) (5,7 y O ppm). La Tabla 2.8 muestra la matriz experimesgpitada, donde cada
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fila representa un experimento y cada columna representa unaevanidgdpendiente.
Los signos + y - representan los niveles alto y bajo, respeeitamnmi_os siete trios de

interacciones de dos factores fueron nombrados con las letras A a la G (Tabla 2.9).

Tabla 2.8. Matriz experimental para el disefio factoal fraccionado 2, 3para 7 factores.

Experimento Variable .
pH Cu( Zn(ll) Cr(ll) Co(ll) caqn Ni(I)
1 N - . - " - "
2 - _ i + j N
3 + R ) + . i '
4 + + + + + + .
> * - + - + B
8 ) + - + - + -
7 - + n . i )
8 + + B i )
9 + + + + -
10 + + B . N
11 - + + - + +
12 _ ) ] i i !
13 - + + N i N
14 + R " . i N
15 + R ) + i N N
16 - + + . .

Tabla 2.9. Efectos de la interaccién de dos fact@e&ue pueden ser estimados.

Efecto compuesto por la confusién de tres

. R . Interaccion de dos variables
interacciones de dos variables

A Cu(ll) — Ni(ll) Zn(1l) — Cd(lly Cr(Il) — Co(lly
B pH — Ni(ll) Zn(ll) — Co(ll) cr(ll) — cd(ll)
C pH — Cd(ll) cu(ll) - Co(ll) cr(il) — Ni(lr)
D pH — Co(ll) cu(lly - cd(ll) Zn(ll) — Ni(ll)
E pH — Cr(ll) cu(lty - zn(ll) cd(lr) - Nidll)
F pH — Zn(ll) cu(ln) - cr(lly Zn(ll) — Co(ll)
G pH — Cu(ll) Zn(ll) — Cr(ll) Co(ll) — Cd(ll)

Para calcular el error estandar de los efectos, se hiciesorepeticiones en los
niveles nominales de las variables (donde cada metal se enc@ntrahaoncentracion
equivalente a la mitad del nivel alto y a pH 7,0). Adicionalmente, se realizantroles
abidticos para cada uno de los ensayos del disefio factorialofradoi (donde el

inoculo fue suprimido) y tres cultivos de cada inéculo sin contenido ddendn pH
neutro).

Todos los ensayos se llevaron a cabg

en botellas de suero de 120 mL cerrad _
herméticamente con tapones de goma | el D0 L HD SR

. . Cizigura 2.1. Fotogrfl'a de los ensayos del disefio
llenas casi completamente con medio de

factorial fraccionado.
cultivo sintético (Tabla 2.4) (Figura 2.1)
cuyo pH se ajusto a los valores definidos por el disefio facta@iémado (pH 5 o 7)

con solucion de NaOH o HCI. Bajo condiciones anaerobicas (burbujepesdteNl), se
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afadi6 a las botellas 10 mL de inéculo y se complementé con soluestgetes de los
metales correspondientes. Los cultivos se incubaron a 30 °C hasta cuealetectd

consumo de sulfato.

Se determinaron las concentraciones de sulfato, de metales pekadaiio
lactico y de acido acético al inicio y al final de la eixgrria. EI consumo total de
sulfato y lactato y la generacion total de acético fueron adidic como respuesta para
observar el efecto de las variables mediante el analisidigtsto que se detalla a en la
Seccion 2.2.4.2. Durante el transcurso de los cultivos se tomaron mdéesiesente
de las repeticiones a niveles nominales de las variables, deek<ultivos sin
contenido de metales y del experimento 4 del disefio factorialdrexio (conteniendo
todas las variables en su nivel alto) y se determinaron las crawenes de sulfato y
de &cido lactico de cada una con el objetivo de obtener lagcamée metabolizacidon
de estos compuestos en presencia simultanea de diferentes rivetexcentracion de

los metales ensayados.
2.2.4.2. Analisis estadistico del disefio factorial fraccionado

En este tipo de disefos estadisticos, el efecto de cada var@idee estimarse

comokEy:

Ex=(ZV -2yy).2
X N - [2.6]

Donde, X v ¥y £ y x son la suma de las respuestas cuando el factor x se
encuentra al nivel alto o bajo, respectivamente, y N es el nUmexpdementos del
disefio. Los graficos de probabilidad normal se usaron para identickctores con
efecto significativo. Se considera que los efectos de los facjaeesaen en una linea
recta alrededor del cero en dichos graficos no son efectos Gtjads, mientras que
los que se desviaban si lo son. Para eliminar la subjetividad detlangrafico, se
aplicé una interpretacion estadistica (Chen, 2003). Para elloalsglocun limite
numeérico (margen de error, ME) y se considerd que los factonesicsitivos son
aquellos que se encuentran en el intervalo (-ME, +ME). Se calcudfeato critico,

Ecritico, de la siguiente manera:

Ecritico = ttab - (SE} [2.7]
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Donde, #p es el valor tabulado del estadistico t y (SE) el error estandar del
efecto. El nimero de grados de libertad y el miveé significancia determinaron gbt

El error (SE) fue estimado por dos métodos: mediante el algoritmo de Dong y a
partir de réplicas del experimento a niveles nominales. Segigogitmo de Dong, un
error inicial estimado, (s basado en todos los efectos es usado para calcular la
estimacion final del error estandas, @cuaciones [2.8] y [2.9]). Este ultimo determina
el ME (Ecuacion [2.10]).

S =1,5. mediana | [2.8]
s = V(m 2B [2.9]

Donde Ees el efecto del factor i, Es un efecto cuyo valor absoluto es menor o

igual a 2,5%g y m es el numero de dichos efectos.
ME = t(l—(a/2),g|) .S [2.10]

Donde, gl corresponde a los grados de libertad, en este casot glo= 0,05.
Los efectos | que son mayores o iguales a ME se consideran significgtaosler
Heydenet al, 2001).

Para estimar el error mediante las réplicas de los exgeids a niveles
nominales, se realizaron tres réplicas. Luego, el errondest&de calcula utilizando la

Ecuacioén 2.10:
(SE)=V(4 .S/ N) [2.10]

La varianza Sse determina de las réplicas a niveles nominales,f&l és un
valor-t tabulado con R grados de libertad (donde R= N-1 y N es el alaaéplicas)

con el cuél se estima.s
2.2.4.3 Cinética de crecimiento a diferentes valores de pH inicial

Luego de observar mediante el disefio factorial fraccionado quagisble con
efecto mas significativo fue el pH, se realizaron cultivos & 85,5, 6,0, 6,5y 7,0 del

consorcio bacterianR para determinar como afectaba la cinética de crecimied® y
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reduccion de sulfato. Los experimentos se llevaron a cabo por quiatiqpéa botellas

de suero de 120 mL cerradas herméticamente con tapones de gomaasy llen
completamente con medio Postgate G (Tabla 2.4) del pH correspondentaultivos

se incubaron a 30 °C durante 25 dias y se tomaron muestras diariggaentia
determinacion de la concentracion de sulfato, el pH y la DO a 600 nm. Con dichos datos
se determinaron lapdximay 1@ fso4 para cada valor de pH inicial, como se detalla en la
Seccion 2.2.2.

2.2.5. Métodos analiticos
2.2.5.1. Determinacién de sulfato

La concentracion de sulfato se determind por el método turbidimétrico
utilizando un espectrofotometro Beckman DU 640 (Fullerton) a 450 nmr(iGrepet
al., 1985). Cuando se adiciona bario a una solucion conteniendo sulfato, el sulfato de

bario precipita segun la Ecuacion [2.11]:
SO,% + BaCh —BaSQ | +2CI [2.11]

Antes de la determinacion del sulfato remanente en el medio deocliis
elementos suspendidos (bacterias y solidos inorganicos) fueron separ&dosudstra
por centrifugacion, ya que la presencia de éstos interfideeraadida de la turbidez. A
500 pL de muestra, estandar o blanco (agua) se le agregan 12,5 mL de agua y 500 uL de
solucion reguladora (7,5 mL de glicerina, 4,5 mL 11,25 g NaCl, 15 mL etanol y
45 mL de agua destilada). Se agrego cloruro de bario en polveaesoese mezcld en
un vortex vigorosamente, se incubé 5 minutos a temperatura ambientaigiéda
absorbancia. La curva de calibracion se realizé utilizando una soldeignlfato de
sodio.

2.2.5.2. Determinacién de metales pesados en solucién

La concentracion de metales pesados en solucion se midid usando un
espectrofotometro de absorcion atdmica Shimadzu AA-6650 (Shimadzu Giompora

Previamente, las muestras fueron filtradas con una membranand@otale poro de
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0,22 um para remover biomasa y sélidos en suspension.
2.2.5.3. Determinacion de acido lactico y acético

Para determinar la concentracién de lactato y acetato & wibmatografia
liguida de alta resolucionhigh performance liquid chromatograptyHPLC-). El
cromatografo (Waters 1525) estaba equipado con detector de ateedtdodiodos
(Waters 2996) y se midio la absorbancia a 210 nm. Se utilizé umamralPRP-X300
(Hamilton). La temperatura de trabajo fue 30°C y la fase méwmbasulfurico 0,001 N
(2,0 mL/min). La curva de calibracion se realizé con solucioneside k&ctico y acido

acético a diferentes concentraciones.
2.2.5.4. Determinacién de densidad éptica

Para estimar la biomasa se determind la DO a 600 nm mediante un

espectrofotometro Beckman DU 640 (Fullerton), utilizando agua como blanco.

2.2.6. Morfologia bacteriana
2.2.6.1. Fijacion de las células

Las células en suspension fueron fijadas con tres volumenes de
paraformaldehido (PFA) 12 % (p/v) en PBS (NaCl 8,7 g/L,R®; 0,4 g/L; KkHPO,
1,23 g/L) e incubadas 2 horas a 4 °C. Luego, se centrifugé en 5000ag por 15
minutos. El precipitado fue lavado con PBS dos veces, resuspendido en cteadaez
PBS y etanol (1:1) y almacenado a -20 °C. 10 uL de muestra sé eolgortaobjetos
de pocillos multiples y se deshidraté con incubaciones sucesivas aet®sren etanol

70 % y 98 %. Luego, se secO a temperatura ambiente.
2.2.6.2. Tincién de DAPI

La morfologia bacteriana se investigd usando un microscopio de
epifluorescencia (Leica 2500) por el método de tincion de DARG-@amidino-2-
fenilindol). DAPI se us6 a una concentracion final de {@bnL en PBS. Luego de

incubar 3 minutos se lavaron los portaobjetos con etanol 80 % y lueg@uanSe
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secaron a temperatura ambiente y se cubrieron los pocillos camschntidecolorante
y cubreobjetos.

2.2.7. Conteo directo de células

Para contar de modo directo la cantidad de células se utiliz6 oreracée
Petroff-Hausser y un microscopio optico con contraste de fase (NIKON Labophot).

2.2.8. Analisis de las comunidades microbianas por DGGE
2.2.8.1. Extraccion de ADN

El ADN total del consorcio bacteriano de cada experimento defiaigctorial
fraccionado, de los triplicados a nivel nominal y de los ensaydsrartes valores de
pH (Seccidn 2.2.4.3) se extrajo hirviendo los cultivos 10 minutos. Luegentiifugar,
el sobrenadante se conservo a -20 °C y fue posteriormente utilizadonooloke de

amplificacion de la PCR.
2.2.8.2. Amplificacion por PCR

Para el andlisis de DGGE la amplificacion mediante PCR deduencia parcial
del gen codificante de ARNr 16S se realizé con el par de celsapgara Eubacterias
341f-GC (5"-CCTACGGGAGGCAGCAG-3, con cola de GC UNIDA EXTREMO
57 y 907r (5"-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3") (Tesket al, 1996). La mezcla de
reaccion contenia: 04oM de cada cebador; dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, @)25de
cada uno; y 8 mU de GoTaq DNA polymerase (Promega) en Greerm ®oiffar (5X).
La PCR se llevé a cabo en termociclador Mastercycler (Epp@rctor el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial de 4 min a 94 °C; 10 ciclos de desnatubal(84ci
seg a 92 °C), pegado de cebadores (45 seg a 62 °C) y polimerizavidna(Z2 °C); 25
ciclos con una temperatura de pegado de cebadores de 57 °C y ns@exieal a 72
°C por 10 min.

Se observé la presencia de un amplicon unico del peso molecular adecuado
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mediante electroforesis en gel de agarosa 1,2 % (p/v) en soluciéadagulTAE
(193,6 g/L Tris base, 45,7 mL/L acido acético y EDTA 14,9 g/L; pH 7o4) una
tincion en bromuro de etidio (0,5 mg/mL) y un marcador de peso moleutkd0 pb

(Invitrogen).

2.2.8.3. DGGE

La DGGE se realizé en un equipo CB
Scientific DGGE-2401 (Figura 2.2). Los gele
de acrilamida (6,0 % (p/v)) se prepararon [
corrieron en la solucién reguladora TAE. !
gradiente lineal desnaturalizante contenien__
entre 30 y 70 % de desnaturalizante (100 %
definido como 7 M de urea y 40 % (v/v) d¢
formamida) se formo utilizando un sistema d'

vasos comunicantes y una bomba peristalti

e . —— - A w 3
Figura 2.2. Fotografia del equipo de DGGEA.
DGGE polimerizaron durante una hora antespa de electroforesis; B. Gel; C. Regulador de

de ser sembrados. La electroforesis se realfg@peratura; D. Resistencia; E. Termémetro

por 16 horas a un voltaje constante de 100 V a

regulable. Luego de armados, los geles

una temperatura de 60 °C. Luego de la electroforesis, los gelg®eis® con una
solucion de Syber Gold (Invitrogen) y se fotografiaron en un transiador UV

transillumination Universal Hood Il (BIO-RAD).
2.2.8.4. Andlisis estadistico de patrones de DGGE

Los diferentes geles se alinearon con las muestras corresposdeenises
repeticiones a valores nominales como referencia. La posicidasdbandas y su
intensidad fueron analizadas con el programa informético GelConmipasge dimilitud
entre las muestras se compard por un analisis de agrupamiematrdel de bandas
digitalizado. La similitud de los patrones de banda se analiz6 medibcoeficiente de
correlacion de Dice y graficado en un dendograma. El coeficienterddacion de
Dice es expresado como:

S =100. 2ng
(n\ + ng) [2.12]
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Donde ng es el numero de bandas en comun entre las dos muegtes,eh
namero de bandas en la muestra Ag)es el nimero de bandas en la muestra B. Un
valor de cero indica que las muestras son completamente difeyed@3 que son
idénticas. El algoritmo usado para obtener el dendograma fue éVIAR@weighted

pair group method with arithmetic averag€srominet al, 2002).

2.3. Resultados y discusion

2.3.1. Comunidades microbianas reductoras de sulfato

Se lograron enrigquecer cuatro comunidades microbianas nomiitadas y 9
capaces de reducir de forma no asimilativa el sulfato a sulfuro.

Figura 2.3. Sitios de origen de las comunidades @&RS. A Rio Lujan, Buenos AiresRj; B. Cafierias de acero
corroidas por BRShftp://www.bushman.gdc(D); C. Salto del Rio Agrio, Neuquém){ D. Cascada del Gigante,

Neuquén 9).
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El consorcioR provino de los sedimentos del efluente de una curtiembre en el
cauce del Rio Lujan (Figura 2.3.A) que presentaban las caractésrisipicas de
presencia de BRS (olor a sulfuro de hidrogeno y ennegrecimiento).t&nipes de
ecosistema ya se ha demostrado la viabilidad de BRS (Batladff2004).

La comunidadD se obtuvo de los sitios corroidos de cafierias de transporte de
crudo que presentaban corrosion inducida microbiologicamente (CIM)réF3.B).
La importancia de las BRS en la corrosion de cafierias de trensigopetroleo fue
demostrado por Neria-Gonzaletzal. (2006) y Videla y Herrera (2005).
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Figura 2.4. Sistema geotermal Copahue-Caviahue (Gitchiarini et al., 2010). Circulos rojos: Cascada del

Gigante (CG) (de donde se obtuvo el consd®gi®alto del Agrio (SA) (de donde se obtuvo el cro® 8).

Los consorcio$ y 9 fueron obtenidos del sistema geotermal Copahue—Caviahue
situado en el noroeste de la Provincia de Neuquén, Argentina (Rigdr&aviahue es
una villa de montafia al pie del Volcan Copahue en las costas delClaagahue. El
Volcan Copahue (37°53, 71°10,20), 2977 m snm, posee un lago acido en su crater
(Laguna del Volcan, pH 0,2-1,1). En el flanco este de la montafia, debapgalel |
existe una fuente de aguas termales acidas (el Verted&yausd junto con otra fuente
de agua termal (pH 0,3-2,3) alimentan el Rio Agrio Alto (pH 0,5-2,53pl&Es de
varias caidas de agua entre las que se encuentra la Cask&igante (CG) de donde
se aislo el consorci® (Figura 2.3.D), el Rio Agrio descarga en el glaciar del Lago
Caviahue (LC, pH 2,1 a 3,7). Luego, el rio continda con una gran caidaaléSadfo
del Agrio, SA, de donde se obtuvo el consoiid-igura 2.3.C), y fluye hacia el este
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(Chiacchiariniet al, 2010). Numerosos estudios han caracterizado los microorganismos
aciddfilos de esta zona (Chiacchiarigti al, 2010; Wendt-Potthoff y Koschorreck,
2002; Koschorreclet al, 2008). Koschorreclet al. (2003) determind la presencia de
BRS en el Lago Caviahue desarrolladas a pH 3,0. Wendt-Potthoff y Kasth(2002)
cuantificaron por niamero mas probable (NMP) las BRS en el RiooAgnmi las
afluencias al Lago Caviahue (37°52°10”°S - 71°06°'34"°0) y en la lzaj@adel rio
(37°52°42"S - 71°03°19"0), reportando cantidades del orden de 16 géfifas/mL

respectivamente.

Los cultivos de las comunidades ~

obtenidas y de la cepa de referenci
Desulfovibrio sp arrojaron las curvas de
reduccion de sulfato de la Figura 2.5. La:
rsos promedio aproximadas fueron 0,010
0,013; 0,012; 0,012 y 0,008 g/L.h pare

Sulfato consumido (g/L

0,0 : :
Desulfovibrio sp. R, 8 9 y D, 0 100 200
Tiempo (hs)

respectivamente. Todos los cultivos
. L o Figura 2.5. Consumo de sulfato en funciéon del

agotaron el acido lactico, sustrato I|m|tant§emloo para las comunidades bacterianas.R

del cultivo. De este ensayo se concluyo qu@iadrados)D (circulos), 8 (triangulos vacios) 9

el consorcioR redujo mas sulfato (sulfato(t@ngulos llenos) 'y de la cepa de referencia

] ] Desulfovibrio sp(rombos).
reducido 2,04 g/L) y en menos tiempo que
el resto de los consorcios, incluso desulfovibrio sp. Los consorcio8 y 9 (1,70
g/L, para ambos consorcios) presentaron curvas similares a I&edelfovibrio sp.

(1,64 g/L), mientras que resulto ampliamente inferior (1,20 g/L).

Estos resultados son comparables a los obtenidos en diferentessrepoge
BRS creciendo en medios de cultivo con sulfato y lactato. Coehegl. (1996)
realizaron un cultivo en lote deesulfovibrio desulfuricangn medio Postgate C (en
condiciones de temperatura y pH Optimas) que redujo alrededor de 26t BflLhoras
(0,03 g/L.h). La mayor cantidad de sulfato total reducido con respedte &msayo
puede deberse a que el medio Postgate C contiene alrededor de 7d&latésto que
el medio de cultivo usado en este ensayo (Postgate G). Sin embalgera€t al.
(2006) cultivaronDesulfovibrio vulgarisy Desulfovibrio sp.en el mismo medio de
cultivo, reduciendo 1 g/L en 7 dias (0,006 g/L.h) y 1 g/L en 10 dias (0,004,g/L.h)
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respectivamente. Estos resultados fueron inferiores a los enconttacdoge este
trabajo incluso para la misma cepa de colecbiésulfovibrio sp..

Se obtuvieron recuentos celulares muy cercanos para todas lasam(le8t18
3,5.1¢, 1,8.16, 1,5.1¢ y 2,9.1¢ células/mL paraDesulfovibrio sp. R, 8, 9 y D,
respectivamente) lo que demostré que las variaciones de la actireidactora de
sulfato no fueconsecuencia de la cantidad de biomasa presente. Se decidi@ enldas

capacidad de reduccion de sulfato aislar cepas BRS&1g 9.

2.3.2. Aislamiento de cepas de BRS y caracterizacion

Los cultivos en medio Postgate G de las tres cepas aiskadizs ®nsorciof,
8 y 9 (nombradaskg 8c y 9c¢, respectivamente) agotaron por completo la fuente de
carbono (sustrato limitante) y consumieron cantidades similarssilté¢o, aunque a
diferentes &o4 (0,006; 0,004 y 0,004 g/L.h paRc 8c y 9c, respectivamente) (Figura
2.6). En los tres casos, lepky la cantidad total de sulfato reducido fueron inferiores o
iguales a los obtenidos en sus respectivos consorcios de origerxikaqbtenida para
Rg 8cy 9c fueron 0,008; 0,005 y 0,005 hrespectivamente (Figura 2.7). Estos valores
fueron del orden de los obtenidos por algunos autores para aisladggndeb
Desulfovibrio (Tabla 2.10). Aunque varios trabajos reportan upgikk mayor, estas
velocidades de crecimiento son pequefias en comparacion con otro tipo de

microorganismos.
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Figura 2.6. Consumo de sulfato en funcion del tiengp Figura 2.7. Determinacion de Baima para los
para los aisladosRc (cuadrados),8c (triangulos vacios) aislados Rc (cuadrados), 8c (triangulos vacios) y9c

y 9c (triangulos llenos). (triangulos llenos).
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Tabla 2.10. Velocidades especificas de crecimiemt@xima reportadas para BRS consumidoras de lactato.

Organismo ?ﬁ’,‘f‘;ima Medio de cultivo ;I;%Tp' pH Referencia

Desulfovibrio desulfuricans 0,395 Postgate G 25 7,0 Okabe y Characklis, 1992
Desulfovibrio desulfurican® 0,074 Postgate B 30 7,0 Petrataal, 2006
Desulfovibrio desulfurican® 0,050 Postgate B 30 7,0 Petrataal, 2002
Desulfovibrio desulfurican® 0,052 Postgate C 37 7,8 Cooneyal, 1996.
Desulfovibrio desulfurican®* 0,056

Desulfotomaculum acetoxidafis 0,058 Sintético 29 7,1-7,3  Widdel y Pfennig, 1981
Desulfovibrio africang 0,060 Complejo 30 7,2 Traoret al, 1982
Desulfovibrio gigag 0,092

Desulfovibrio desulfurican$ 0,104

Desulfovibrio vulgaris 0,222 Complejo 30 7,2 Traoe¢ al, 1981
Hiidenborougt®

Desulfovibrio vulgaris® 0,011 Sintético 30 7,1 Ingvorsen y Jorgensen, 1984
Desulfovibrio sapovoran 0,007

Desulfovibrio salexigen® 0,021

Cultivo mixto® 0,002 Complejo 30 7,0 Visser, 1995

CSistema de cultivo continuBSistema de cultivo en loteBurbujeado con N

Por otro lado, a los aislados se les practi

una tincion de Gram, se observd su morfolog
(Figura 2.8) y movilidad. La tincion de Gram fug
negativa para los tres aislados, como es comin [
las BRS mesdfilas. En la Tabla 2.11 se resumen
caracteristicas de los consorcios microbianos y de §

Figura 2.8. Morfologia bacteriana del

aislados obtenidos. _ J
aislado Rc observada por el método de

tincién con DAPI.
Comparando los valores obtenidos @@xkha

rsos Y cantidad total de sulfato reducido de los distintos aisl&iosesulto ser la cepa
mas eficiente. Ademas, los valores dg; Iy la cantidad total de sulfato reducido Re
fueron mayores en comparacion con el resto de los consorcios. En eittuarmterior,
los ensayos posteriores se realizaron con la comuRigldd cepaRc

Tabla 2.11. Comunidades microbianas y BRS obtenidas

Consorcio 5% Sc?r?zs-umido Aislado Morfologia Celular ~ Gram 9 Sc?r?zs-umido Hmaima
(g/L.h) 9 (g/L.h) ()
(9/L) (9/L)
R 0,012 2,0 Rc Bacilos no ) 0,006 1,9 0,008
mdviles, en pares.
D 0,008 1,2 - - - - - -
8 0,011 1,7 8c Vibrios méviles ) 0,004 1,7 0,005
9 0,011 1,7 9c Espirilos moviles. (-) 0,004 1,7 0,005
- no realizado.

2.3.3. Utilizacion de fuentes de carbono

Se observd que tanto la ceBa como el consorcio microbiano de origBn
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fueron capaces de utilizar sélo etanol y lactato como fuentesad®mno para la
reduccion de sulfato. En presencia de glucosa, piruvato, metanolfoacatalo
férmico, isopropanol, etanol y acido benzoico no se verificd opalescehcred® del
cultivo (indicativo del crecimiento celular) ni reducciéon de sulf@omo se registra en
la Tabla 1.2 algunos de los géneros de BRS Gram negativassajgaitilizar estos
dos sustratos sddesulfovibrioy Desulfobulbus

Los productos del metabolismo del acido lactico fueron investigaddmmbe
HPLC. Se observé quecy R oxidaban incompletamente el lactato a acido acético y
gue cada uno generaba un producto adicional pero diferente entre IstaBo éeR, el
producto adicional poseia un tiempo de retencion en los cromatogdantéBLC de
1,2 relativo al del &cido lactico (de aproximadamente 1,6 minutos) ye,vglacion al
tiempo de retencion del acido acético (2,5 minutos) (Figura 2.9.A)sjgcto de
absorcion ultravioleta del compuesto incégnita poseia un maximo a 200tnonay260
nm, en contraste con el acético y el lactico que poseen solocaximana 200 nm
(Figura 2.9.B). Par®c¢ se observo un producto metabdlico diferente a un tiempo de
retencion 0,52 relativo al lactico y 0,33 relativo al acético, cpearo ultravioleta
poseia un solo maximo a 200 nm (Figura 2.9.C y D).
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Figura 2.9. Productos metabdlicos de la oxidaciom¢ompleta de acido lactico par&R y Rc. A. Cromatograma de
HPLC del cultivo deR con acido lactico como sustra®; Espectro ultravioleta de los productos de oxigladel
lactico deR: acido acético (rojo) y el producto metabdélicodguita (azul)C. Cromatograma de HPLC del cultivo de
Rccon &cido lactico como sustrai®; Espectro ultravioleta del producto incognita diglacion del lactico d&c
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En la literatura se han reportado diferentes productos organidasodilacion
incompleta del acido lactico para las BRS (adicionales éticag como el butanol
(generado para regular el flujo de electrones en la reduccion deodq{ifaoreet al,
1982)), etanol (Traoret al, 1981) y formiato (Matiast al, 2005).

2.3.4. Precipitacion de metales pesados

Para evaluar la eficacia de la precipitacion de metaledapoepaRc y el
consorcioR, la concentracion de metales pesados se midié al principidiyabidel
experimento en las tres réplicas a nivel nominal (donde todos Iltdemestaban
presentes). En estos experimentos las concentraciones inicidtes etales fueron:
Cu(ll) 2,4 ppm; Zn(ll) 3 ppm; Cr(lll) 1,9 ppm; Co(ll) 2,5 ppm; Cd(ll) 2,8 ppri(ll)

2,9 ppm. La Figura 2.10.A muestra la concentracion relativa de emetas réplicas de

los cultivos de la comunidad bacteridRda cepaRcy el control abidtico. Como puede
verse, la eficacia de precipitacion de metales pesados fuymedfa y Rcy baja para el
control abidtico, indicando que la produccidon biologica de sulfuro promovié la
precipitacion de los metales presentes. El cadmio y el ziemri completamente
removidos de la solucion; y el cobre, el cobalto y el niquel permanacen baja
concentraciéon (al menos 92, 80 y 86 % de precipitacion, respectivamente). Sin embargo,
la eliminacion del cromo fue baja tanto p&aomo paraRc que lograron inmovilizar

56 y 35 % del metal, respectivamente. Ademas, al determingoreentaje de
precipitacion de cromo en todos los ensayos del disefio factoriglioimnado que
presentaron una reduccion efectiva de sulfato (corridas 3, 4, 9dellajslado y de la
comunidad, se observo que la precipitacion de cromo en todos los ceafttaba en el
rango 50 - 80 %, y para los ensayos abidticos entre 60 - 20 %; evidkncjae en
todos los casos el cromo no fue precipitado efectivamente como losatim®es. Este
resultado contrasta con el hecho de que el sulfuro de cromo tieng variss o6rdenes

de magnitud menor que los sulfuros del resto de los metales ensgyamoparable al

del CuS (Ni(ll), 3.13°> Co(ll), 4.10**> zn(ll), 2.10%° > Cd(ll), 8.10°"> Cu(ll), 6.10

37~ Cr(ll1), 6.10%"). Sin embargo, este resultado coincide con el reportado por Cabrera
et al. (2006), quienes encontraron que la efectividad de la precipitaciéron® por
Desulfovibrio vulgaris fue la mas baja entre la de varios iones ensayados, observando

un aumento en el porcentaje de metal precipitado con el aumento aecéamtcacion
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inicial de metal, precipitando alrededor de 7, 10, 20, 23y 25 % con 1, 4,5, 4512 y
ppm de cromo, respectivamente. En dicho estudio, la precipitacion de rrigeel fue

alta, al igual que en este ensayo (Tabla 2.12), sin embargo la del cobrey funéemaor.

Concentracion relativa
Concentracion relativa

Cu(lly Cd() Ni(ly 2zZn() Co(l)y Cr(ll) Cu(ll) cd(n Ni(y zn()y Co(ll) Cr(i)

Figura 2.10. Concentracion relativa de metales pedas (final a inicial) en los cultivos de la comuniad
microbiana R (barras blancas), la cepaRc (barras de color negro) y el control abiético (baras ralladas). A
Concentraciones iniciales a niveles nominales (24 ppm; Zn (Il) 3 ppm; Cr (11l) 1,9 ppm; Col)I2,5 ppm; Cd
(1) 2,8 ppmy Ni (11) 2,9 ppm)B. Concentraciones iniciales a niveles altos (Qu4( ppm; Zn (1) 6,1 ppm; Cr (l11)
3,7 ppm; Co (1) 5,0 ppm; Cd (II) 5,5 ppm y Ni (B)7 ppm).

Al determinar la precipitacion de todos los cationes en el ensayerouhdel
disefio factorial fraccionado (de pH 7,0 y concentracién inicial daleseen nivel alto:
Cu(ll) 4,8 ppm; Zn(ll) 6,1 ppm; Cr(lll) 3,7 ppm; Co(ll) 5,0 ppm; Cd(ll) 5,5 pgm
Ni(ll) 5,7 ppm) paraR, Rcy el control abiético (Figura 2.10.B), se observa que los
niveles de precipitacion fueron similares a los obtenidos paregfdisas a valores
nominales en el caso d& mientras que par®c la eficiencia de precipitacion fue
menor, siendo solo el cobre y el cadmio precipitados eficazmerge sustrae la
precipitacion abiotica. El orden relativo de precipitacion (Cd > Guw>Ni > Cr > Zn =
Co) es, a excepcion del cromo, comparable al ordendelelsus sulfuros.

Varios autores (Tabla 2.12) han realizado experiencias de predpijtdai
mayoria de las cuales se han realizado con soluciones individuales dationes
metalicos. Se puede cotejar que la precipitacién de zinc, cobre,ocadmguel suele
ser alta en todos los estudios, independientemente de la concentnazainyide la
precipitacion simultanea con otros metales. Sin embargo, exisadifgwatura sobre la

precipitacion de Cr(lIl) y Co(ll).
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Tabla 2.12. Precipitacion de metales pesados repados.

Cu(ll) Zn(11) Cr(ll) Co(ll) Cd(ll) Ni(ll) o
e c o c o c g
2 b 2 b 2 € o= € Referencia
T 8 3ZE S EE S ¥E 8 3E 8 3E 38 EE 3
S a E S g E S g E S g E S g E S g E S22 IS
E2 $¢ £E2 §¢ £2 89 E& 8% E2 8% £E8 8% 38 &
2,4 92 3 100 1,9 57 2,5 80 2,8 100 2,9 86 L S Estiedio R)
2,4 96 3 100 1,9 35 2,5 84 2,8 100 2,9 86 L S Estiedio RQ
4 45 5 100 4,5 10 - - - - 8,5 96 L N Cabretal, 2006
- - - - - - - - 20 85 - - L N Medirciet al, 2007
- 150 100 - - - - - - - - L N Azaboet al, 2007
- - 210 70 - - - - - - - - L N Radhiket al, 2006
50 98 50 98 - - - - 50 98 - - | S Jong y Parry,200
80 100 150 100 - - - - - - - - L N Martires al, 2009
150 100 150 100 - - - - - - 150 100 L S Kieual, 2011
200 97 80 96 - - - - - - - - L S Alexandrimb al,
2011

L: células libres; I: células inmovilizadas; S:towd con los metales en forma simultanea; N: caltton cada metal

por separado.

2.3.5. Efecto de los metales pesados y el pH sobre la reduccion total de

sulfato

Para analizar la influencia de los siete factores independientesigtéofastores
compuestos por tres interacciones de dos factores sobre la dawotislade sulfato
reducido por la comunidaR y la cepaRg se realizaron los graficos de probabilidad
normal. En la Figura 2.11.A se muestra la grafica de probabilidad ahorm
correspondiente a la cepa El algoritmo de Dong se us6 para calcular el margen de
error (ME) @ = 0,05). De esta figura, es claro que el pH, la presencia de eoklS
ppm Yy la interaccion G (pH -Cu(ll), Zn(ll) - Cr(Il), Co(ll) Cd(ll)) tienen un efecto
significativo en la reduccién de sulfato. Mientras que la presencia de 4,8 ppm dg cobre
el factor G ejercen una influencia negativa leve sobre la cegduae sulfato, el
aumento del pH ejerce una influencia positiva importante; es decirelquig &cido
tiene un marcado efecto inhibitorio sobre la reduccion de sulfatd @sladoRc El
mismo analisis aplicadoRrevela que el pH fue el Unico factor con efecto significativo,
mientras que la presencia de metales o su interaccion no tugfesta alguno sobre la
reduccion de sulfato. Esto podria estar asociado a la presencigatésimos menos

sensibles a la presencia de cobre y al efecto sinérgico representado poadaion G.

El andlisis de grafico de probabilidad normal aplicado al consunatoticido
lactico y la generacion de acido acético, mostrado Baran las Figuras 2.11.B y

2.11.C, arroja un resultado concordante. El pH neutro ejerce un ebtsitivgen las
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respuestas pamd y Rc Sin embargo, parRc la presencia de cobre y la interaccion
bifactorial G se encuentra dentro de los limites del ME (,05), pero muy cerca de

ellos.
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De acuerdo a este resultado, la variable que resulté tener un prdoueigieto
sobre la reduccion de sulfato fue el pH; afectando paralelamlect@sumo de lactato
y la produccion de acético, mostrando que no afectd la estequiomelaiaedeiccion
de sulfato. Consiguientemente, el pH 5,0 posee un efecto ampliamebi@iithsobre
la reduccion de sulfato tanto sobre el aislBidacomo sobre su consorcio de origen
Se ha informado en numerosos estudios que las BRS son muy sensiimelcanes
acidas suaves y son inhibidas por el pH inferior a 5 (Johetsaly 2009; Garciat al,
2001).

El hecho de que los metales estudiados no tuvieran efecto sitinifisobre la
reduccion de sulfato de las BRS, quiza radica en que las concamdsa@studiadas
fueron relativamente bajas (Cu(ll) 4,8 ppm; Zn(ll) 6,1 ppm; Cr(lIl)Fih; Co(ll) 5,0
ppm; Cd(Il) 5,5 ppm y Ni(ll) 5,7 ppm). Sin embargo es de destacar que olassrvo
inhibicion con 5,5 ppm de cadmio, que puede inhibir completamente la actividzsl de

BRS a concentraciones tan bajas como 4 ppm (Utgikat, 2003; Hacet al, 1994).
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En la Tabla 2.13 se comparan las concentraciones inhibitorias deswefzortadas en
la literatura. No fueron encontrados trabajos donde se describiesgbiaion causada

por el cobalto.

Tabla 2.13. Concentraciones inhibitorias de metalgzara las BRS.

Concentracion de metal (ppm)

L )
Inhibicién (%) caqn cranm cu Ni (D) Zn an Referencia

100 6 23 6 13 25 Mortoet al, 1991

50¢ 40 - - - - Loka Bharattet al, 1990
100 >4 60 4 10 40 Haet al, 1994

50° - - 100 - - Songt al, 1991

100° 112 - 64 59 65 Uelet al, 1991

100° - - - 10 13 Poulsoet al, 1997

100° - - - >100 - Fortiret al, 1994

100° - - 32 - - Pershad y Jia, 1998
100° - 15 9 17 >20 Cabreset al, 2006

100° - - - - 12 Radhikat al, 2006

508 - 11 - 17 Utgikaret al, 2001

100 - 12 - 20

100° - - - - 150 Azaboet al, 2007

100 4 60 2 10 13 Utgikaet al, 2003

A Inhibicién de la actividad® Inhibicién del crecimiento.

En todos los trabajos se observo que el cobre es el metal gaeatprenenor
concentracién inhibitoria, apoyando el resultado obtenido en este estudi@amaean
efecto inhibitorio del cobre a 4,8 ppm en los cultivos del aidRgisiendo éste el Unico
metal de los estudiados con efecto inhibitorio. El orden relativoodeeatracion
inhibitoria de metales reportado por Cabretal. (2006) fue Cu >Ni >Mn >Cr > Zn.
Segun otros autores es Cu > Cd > Ni > Zn > Cr (Moetoal, 1991; Hacet al, 1994;
Utgikar et al, 2003).Por su parte, el consorci® demostrd ser totalmente resistente a
los metales ensayados y a la sinergia ejercida por lanprasemultanea de al menos
dos de cualquiera de ellos, reforzando la hipotesis que afirma qoemasidades de
microorganismos originarias de sitios expuestos a metalegigesuelen ser mas
resistentes a los mismos que los aislados bacterianos (Aetlabu2007; Cabrerat
al., 2006).

Por otra parte, el efecto significativo observado en el aiskadgercido por la
interaccion G, puede deberse a la interaccion del pH con el Clligndll) con el
Cr(ll), o bien de Co(ll) con el Cd(ll). Debido al disefio estamisutilizado, es
imposible distinguir a cual de estas tres interacciones difalets se debid la
disminucién del crecimiento del aislad®c En la literatura se ha reportado la
consecuencia sinérgica de la presencia simultanea de ddesneteno en el caso del
niquel y el zinc (Poulsoat al, 1997) o el cobre y el zinc (Utgikat al, 2004), pero

nada hay publicado sobre la interaccion del zinc y el cromo o dek@gbal cadmio.
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Para elucidar cual de ambos ejerce un efecto negativo solmeciehiento deRg se
requeriria de la aplicacion de un disefio factorial completo sobre estas gariable

2.3.6. Efecto de los metales pesados y el pH sobre la cinética de

crecimiento

Observando las cinéticas de reduccion de sulfato de las ré@mlmadas a
valores nominales de las variables y de los ensayos sin contenidetalesnpard y
Rc (Figura 2.12), se determindé que la comunidad microbiana redujo el sulésto m
velozmente que el aislado pero que la cantidad total de sulfatodegac cada uno no
vario. Para ambos indculos, la presencia simultanea de metaledogesa las
concentraciones nominales no ejercido un efecto visible sobre lald¢asaduccion de
sulfato ni sobre el tiempo de latencia. La reduccién de 2 g/L &Esske alcanzo tras
alrededor de 6 dias de cultivo para el consoRegIn presentar fase de latencigofr
0,017 g/L.h); mientras que la cepa necesitd 15 dias, con alrededor de 5 dias de
latencia (0,006 g/L.h). Lasss deR fue incluso mayor que la encontrada para cepas de
coleccion en presencia de niveles similares de metal. Cadirata(2006) observaron
que la presencia individual de diferentes metales en solucién eent@oiones
similares a las de este trabajo generaba la disminucionrélg, lde la cantidad total de
sulfato reducido y un aumento de la fase de latepara Desulfovibrio vulgarisy
Desulfovibrio sp. reduciendo, por ejemplo, sélo alrededor de 0,5 g/L en siete dias
(0,003 g/L.h) y 1 g/L en diez dias (0,004 g/L.h), respectivamente, sangia de 4,5
ppm de Cu(ll).

Al comparar la curva de consumo de sulfato para el aifadm presencia de
valores nominales y niveles altos de cada metal ensayado, seadipserel aumento de
la concentracién de los cationes en un 100 % generd una disminucién dedadcant
total de sulfato reducido (Figura 2.12) perodasise mantuvo en valores similares. Al
determinar la concentracion de acido lactico en funcién del tiempstes ensayos, se
constatd que solo en presencia de los metales en niveles atidaelactico no habia
sido agotado (Figura 2.13). Esto muestra que en este ensayo, datessmet ejercieron

un efecto sobre la cinética del organismo.
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En el caso del consorci®, la

cinética de reduccibn observada en

Sulfato (g/L)

presencia simultanea de los metales en
nivel alto no presenté variaciones con

respecto a la obtenida en valores

nominales, pero requiri6 de una fase de

0 100 200 300 400 500 latencia (Figura 2.12). Por consiguiente,
Tiempo (h) ) ) ;
_ y . se consideré que el consordfera mas
Figura 2.12. Concentracion de sulfato en funcion de

tiempo para la comunidad bacterianaR y el aislado @Pto que el aislad®c para la aplicacion

Rc en ausencia de metales (blanco), en presencia dgecnoldgica de reduccién de sulfato, en

metales a niveles nominales (negro) y ativeles altos . .,
_ _ _ virtud de su mayor tasa de reduccion y la
(gris). ConsorcioR: rombos; AisladdRc cuadrados. Las

barras de error representan la desviacion estantee €SiStencia a todos los metales pesados

las réplicas de cada ensayo. ensayados.

g

5 Distintos autores informaron que

© ,

I la presencia de metales pesados genera
-

una disminucion de lasgs y de la
cantidad total de sulfato reducido.

Medircio et al. (2007) encontraron que la

0 100 200 300 400 500  presencia individual de 20 ppm de cadmio
Tiempo (h) . .
en un cultivo de un aislado de BRS

Figura 2.13. Concentracién de lactato en funcion de . . . .
_ _ _ disminuyé la cantidad de sulfato total
tiempo para Rc en presencia de metales a niveles

nominales (negro) y a niveles altos (gris). reducido (alrededor de 0,75 g/L en 8 dias,
0,004 g/L.h) con respecto a un cultivo con
igual cantidad de manganeso. Azabetual. (2007) hallaron que el aumento de la
concentracién de zinc disminuia k4 registrando una baja de 0,5 g/L de sulfato total
reducido en presencia de 10 ppm de zinc con respecto al contrahemel periodo de
tiempo. Martinset al. (2009) encontraron que cultivando un consorcio en presencia de
hierro, cobre y zinc (400 ppm, 80 ppm y 150 ppm, respectivamente) se rkducia
misma cantidad total de sulfato que en el control, pero qug4a&na mucho menor,

necesitando 110 dias contra 30 dias del control para llevar a cabo la reduccion.

Luego de determinar mediante el disefio factorial fraccionad@lcpid fue el

factor con mayor influencia, se procedid6 a ampliar la informaoifbdecida por ese
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disefio estadistico para el consoRjadeterminando el efecto del pH en la cinética del
crecimiento y de la reduccién de sulfato. Como se expone emusaR2.14.A, las
cinéticas de reduccion de sulfato a pH 7,0 y 6,5 fueron muyasésil(sos 0,021 y
0,019 g/L.h, respectivamente). A pH 6,0 se observdO un aumento en el pegiodo d
latencia (72 horas), pero lgor fue semejante a la obtenida en los casos anteriores
(0,025 g/L.h). Sin embargo, a pH 5,5 se observd no sélo una dilacién del pggiodo
latencia (11 dias), sino que ademassls fue menor (0,009 g/L.h). A pH 5,0 no se
detectd reduccion de sulfato. Lagsuma estimadas fueron similares (0,03) Ipara los
ensayos pH 7,0 y 6,5. Sin embargo, a pH 6,0 este parametro disminuyé a'0,82 h
pH 5,5 la dispersién aumenté considerablemente, creciendo sélo 3 dédisds rcon

un tiempo de latencia considerablemente mayor (300 h aproximadamepkep,0 la
comunidad no fue capaz de crecer ni de reducir sulfato (Figura 2.12.14\B). Por

otra parte, el final pH de los cultivos fue similar en todos &€ excepto para los

ensayos a pH inicial 5,0 (Figura 2.14.C).

Sulfato (g/L)
DO 600 nm

0 200 400 600 0 200 400 600
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.14. Curvas de crecimiento del consorci® a
diferentes valores de pH inicial. A. Concentracién de
sulfato en funcién del tiempoB. Estimacion del
crecimiento microbiano mediante DO en funcién del
tiempo; C. pH del medio de cultivo en funcién del tiempo.
Triangulos llenos: pH 7,0; Cuadrados vacios: pH; 6,5

Cuadrados llenos: pH 6,0; Rombos vacios: pH 5, mis

U1 O O N N 00 oo O

llenos: pH 5,0.
0 100 200 300 400

Tiempo (h)

Los resultados encontrados aqui se corresponden con los hallados mmsdive
autores que muestran que por debajo de pH 6,5 las BRS presentan ratipirdey
inhibicion (Widdel, 1988) y que valores de pH inferiores a 5,0 suelemneatepor
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completo el desarrollo celular (Foret al, 1996; Tuttleet al, 1969).

2.3.7. Efecto del pH y los metales sobre la composicion del consorcio

bacteriano

_»a.'_.?m v A S

El efecto que cada una de las variabl'

Figura 2.15.
Electroforesis en gel
estudiadas en este capitulo ejerce sobre de agarosa de los
estructura de la comunidad bacteriaRa se amplicones  para
DGGE. Calle 1 a 3:

amplicones; Calle 4:

analiz6 mediante PCR-DGGE. Previamente
este ensayo, se practicaron corrid¢ control negativo;

electroforéticas en geles de agarosa y .. Calle 5: marcador de
. ope . peso molecular.
comprob6 que se amplificara un anico fragmento

de ADN del tamafio esperado (600 pb aproximadamente) (Figura 2.15).

Las Figuras 2.16.A y 2.16.B ilustran el patron de bandas de DGGEggara |
experimentos 1 a 8 y de 9 a 16 del disefio factorial fraccion@dbla( 2.8),
respectivamente. La Figura 2.16.C muestra el gel de DGGE par&nkesyos
practicados a diferentes valores de pH inicial.

A B C
EEETEER R EBWIEMER Fi:4+: 8000 H] 1l Hi|ESE e g n
: < 43 & i A £ :

ill__lllll 5

Figura 2.16. Gel de DGGE obtenido para la comunidadhicrobiana R. A. Calles 1 a 8: ensayos 1 a 8 del disefio
factorial fraccionado; Calles 9 a 12: replicas bbres nominales; Calles 1,2, 6 y7apH5,0; G 5y 8a 12 a
pH 7,0.B. Calles 1 a 8: ensayos 9 a 16 del disefio factiveetionado; Calles 9 a 12: replicas a valoresinales;
Calles 1,2,6,7y9al2apH 7,0; Calles 3 a8%aypH 5,0C. Ensayos diferentes valores de pH; Calle 1: pH 5,0
Calle 2 a 4: pH 5,5; Calle 5y 6: pH 6,0; Calle B:ypH 6,5; Calle 9 y 10: pH 7,0; Calle 11: replzavalores

nominales del disefio factorial fraccionado (referan
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El hecho que las repeticiones a niveles nominales generaran @m g&atoandas
idéntico es una clara muestra de la reproducibilidad de la prisbas resultados
confirman que el método de “huellas dactilares” de DGGE es unanhienta muy
fiable para la caracterizacién de la estructura de las conuesidzacterianas y para

evaluar el impacto de las condiciones ambientales sobre la misma.

Se observaron al menos 18 bandas distintas identificables de @i$erent
intensidades en todas las muestras y en todos los geles. Lasnessite las bandas en
los perfiles de DGGE corresponden a identidades microbianas indigdyalas
intensidades de la banda representan sus cantidades relativas.eE dénibandas en
un gel de DGGE se puede utilizar como indicativo de la riqueza csrianidad. Una
reduccion en el nimero de bandas con respecto a los ensayos a pldaebgervo en
todos los experimentos de pH 5,0 (1 a 4 bandas), lo que indica que la comunidad
bacteriana era muy sensible a la disminuciéon del pH. Todaddadas que se
presentaron en los experimentos a pH 5,0 se pudieron encontrar ersdy®s a pH
7,0. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas err@t pat bandas de
los experimentos realizados a pH 7,0 lo que sugiere que los memids abundantes
de las comunidades bacterianas fueron similares. El efecptidaliede analizarse con
mas detalle en la Figura 2.16.C, donde se presentan los perfilesGle aiigenidos en
los experimentos efectuados a pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5y 7,0. Como puedo vers&nrel pat
de bandas fue muy similar para todos los casos excepto paratiesscetectuados a
pH 5,0. Esto indicaria que todos los miembros de la comumtdaéron capaces de
tolerar valores de pH de hasta de 55. A pH 5,0 sOlo se observd una banda,

produciéndose una drastica disminucion de la riqueza del consorcio.

Las posiciones de las bandas identificables en cada perfil d@EDiGeron
digitalizadas y las semejanzas entre los patrones se @xpesiante el coeficiente de
similitud de Dice, basado en la presencia / ausencia de eada.lEn la Figura 2.17,
gue muestra el analisis de agrupamiento realizado sobre los perfilakedjgie observo
gue el patron de bandas de DGGE de las réplicas a valores lesmializadas en el
gel 2.16.A (muestras R1.1 a 1.4 de la Figura 2.17) presentaron 18G##ititud y en
el gel 2.16.B (R2.1 a 2.4 de la Figura 2.17) obtuvieron un coeficientecdedBi87 %;
lo que quiere decir que estos ensayos independientes analizados en angetisia
DGGE generaron un perfil de bandas igual o similar. En bassearesultado, se
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consider6 que las muestras sembradas en un mismo gel de DGGE dae p@sedel
87 % de similitud eran muy similares o iguales. Por otro ladordplicas a niveles
nominales usadas en los diferentes geles (como referencia paliaesicion) fueron
concentradas en diferentes grupos del dendograma. El coeficiemteldedsentre los
grupos que contenian a los patrones de bandas conseguidos en el gel 216aA1(R
de la Figura 2.17) y los obtenidos en el 2.16.C (R3) fue de 90 %; y pasaces los
del gel 2.16.B (R2.1 a 2.4 de la Figura 2.17) fue de 80 %. Por lo que seecOrtgie
las muestras sembradas en diferentes geles que poseian al m&nde 8ibnilitud eran

muy similares o iguales.

Se determin6 que los ensayos realizados a diferentes valores ideipHde
entre 5,5y 7,0 en ausencia de metales pesados generaron patrometadesibalares
(84 a 100 %). Ademas, los ensayos realizados a pH inicial entge70bcon o sin
metales se agruparon separadamente de los ensayos de pH 5,0 con o sin metales (58 %).

Los patrones generados en el gel 2.16.A por las réplicas a nivel@salesm
(R1.1 a 1.4 de la Figura 2.17) y la muestra 4 con niveles altos deltsdosetales
ensayados (ensayo 4 del disefio factorial fraccionado) fueroramatt iguales (100
%), revelando que un aumento del 100 % en la concentracion de los metales no afecto la
composicion del consorcig. Adicionalmente, las diferentes combinaciones de metales
produjeron en la mayoria de los ensayogHa7,0 poco efecto diferencial sobre la
composicién del consorcio bacteriano (como en el caso del ensaydB3greb5 % de
similitud; el 5y el 4 con 94 %; el 9 y el 10 con 92 %). Por cdp] los perfiles
generados en ausencia de metales pesados a pH inicial entre/ 8,5gel 2.16.C)
fueron muy similares a los producidos por las muestras con diferentes coon@sate
metales a pH 7,0 en el gel 2.16.A (Dice de 100 % a 84 %); pero vacablesspecto a
las del gel 2.16.B (desde 80 % hasta 65 %).
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BB E B OO B

E

Figura 2.17. Andlisis de dendograma de los patronefe banda del DGGE de la comunidad microbian®. 1 a
16: experimentos 1 a 16 del disefio factorial fmtado. R: réplicas a valores nominales (R1.1 acb4esponden al
gel de la Figura 2.20.A; R2.1 a 2.4, correspondegehde la Figura 2.20.B; R3: corresponde al gelal Figura
2.20.C); pH 5;5,5; 6; 6,5y 7: cultivos a difeienvalores de pH inicial (a, b y ¢, correspondiferentes réplicas
de cada ensayo). Azul: pH inicial 7,0; Celeste:ipidial 6,5; Verde: pH inicial 6,0; Amarillo: pH iacial 5,5; Rojo:

pH inicial 5,0. Optimizacién: 1 %; Tolerancia: 1 %.

Existen numerosos trabajos que aplican la técnica de PCR-DGGRMisis
de agrupamiento para examinar el efecto de diferentes vargiles la estructura de
consorcios microbianos (Llobet-Brossial, 2002; Roederat al, 2010). Otros tantos
estudios realizaron los andlisis mediante DGGE y clonacion (Sghiekaal, 2007;
Kaksonenet al, 2006a). Sin embargo, sélo algunos autores aplicaron estos métodos al
estudio del efecto de los metales pesados y el pH sobre las comunidadesbacteria

Alexandrinoet al. (2011) realizaron un analisis de DGGE para determinar el
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efecto de la presencia de 0,75 g/L de hierro, 0,20 g/L de zinc y 0J08@ gbbre sobre

la composicion de una comunidad bacteriana obtenida de una fumarola con alto
contenido metalico. Observaron que, a pesar de que no se registfactos e
inhibitorios en la reducciéon de sulfato ni una disminucion de la cargeriaaa por la
presencia de los metales, la diversidad bacteriana dedrésticamente. Este resultado
contrasta con el aqui obtenido, dado que el cons&dige resistente a los metales
ensayados. Sin embargo, cabe remarcar que los autores utilizaron recnmees
mayores a las usadas aqui.

Churchet al. (2007) utilizaron DGGE y clonacién para estudiar el efecto del pH
acido sobre la composicién de una comunidad microbiana de BRS obtenida de una mina
abandonada de California, realizando cultivos a pH neutro y a pH 4,0. lavesaut
encontraron cambios en la intensidad y en la presencia de las barldagatrones de
DGGE; sin embargo, no se observé una disminucion tan importante detandien
bandas a pH acido como resulté aqui, a pesar de que la cinéticaciede de sulfato
del consorcio alli estudiado se vio afectada por el pH.

2.4. Conclusiones

Se obtuvieron cuatro consorcios de BRS de sitios naturales y ds
contaminados con metales pesados a partir de los cuales smaigjpas de BRS. E
virtud de sus cinéticas de crecimiento mas competente, seisebron al consorciB

y el aisladdRc (proveniente de aquél) para su caracterizacion.

Se determiné qu® y Rc utilizaron lactato y etanol como sustratos organ
dadores de electrones. La oxidacion incompleta del acido lacticR gdrRc genero
como productos organicos acido acético y otro compuesto incognita. El seger
diferente entré&k y Rc

Se caracterizd la precipitacion simultanea de Cu(ll), Zn@pll), Co(ll),

Cd(Il) y Ni(ll) a niveles de concentracion nominal pRery Rc . Los porcentaje:

precipitacion de cada metal pBry Rc fueron similares (entre 100 y 80 % para
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diferentes metales) siendo el Cr(lll) el inico metal que pretié soluble luego de
precipitacion bioldgica (57 y 35%, paRay Rc respectivamente). A los niveles
concentracion altoRR logré una precipitacion similar a la antedicha, mientrasRy

resultd deficiente.

El desarrollo celular del consorc® no presenté restriccidbn ante la preser
individual de los metales ensayados en sus mayores concentraciones:; a
interaccion sinérgica de dos de los mismos; pero la presencidigsiea de todo

generd un aumento en el periodo de latencia.

De todos los metales ensayados en sus mayores concentracionel
presencia individual de Cu(ll) ejercié inhibiciébn sobre el desarrolload#ado Rc
Ademas, se vio perturbado por la sinergia derivada de la presenuitieea de zinc !
cromo, cobalto y cadmio o bien cobre y el pH; y de la presenciatéitealde todos Ic
metales, lo que disminuy6 la cantidad de sulfato total reducido pe afect6 la
cinética. Sin embargo, la presencia simultdnea de los metalesiveles de

concentracion nominal no modifico el comportamient®de

El pH 5,0 resulté altamente inhibitorio pdRay Rc Los pH acidos entre 5,5
7,0 generaron sobf® un aumento de la fase de latencia y una disminucion de [

volumétrica de reduccion de sulfato.

La alta reproducibilidad en los perfiles de DGGE de réplegserimentales
confirma que esta técnica es una herramienta fiable pacaréaterizacion de |
estructura de la comunidad bacteriana y evaluar el impactoasiecdndiciones

ambientales.

La composicion del consorcio microbiaRose vio afectada significativamen
por el pH 5,0, pero no por los valores de pH entre 5,5y 7,0. La presencidaties|
pesados afectdé de forma variable la estructura de la comunidad, aangagoria de
las muestras conteniendo diferentes combinaciones, concentraciockse ausencii

de metales resultaron muy similares.

Se decidié utilizar al consorcioR en aplicaciones tecnolégicas ¢

reducciéon biologica de sulfato estudiadas en los griores capitulos

con lactato como fuente de carbono en base a suistsncia a metales
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pesados, alta tasa de reduccién de sulfato, efedatiad en la

precipitacion de metales pesados y tolerancia a waes de pH inicial
entre 5,5y 7,0.
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Capitulo

Evaluacion de soportes para la
inmovilizacion de BRS

La aplicacion tecnoldgica de la bioprecipitaci6mutales pesados mediante la actividad de BRSaenpli
el uso de sistemas continuos con células en susépeftsque requiere de altos tiempos de residdfigia
para evitar el lavado del reactor por arrastrejdded la baja velocidad de crecimiento de las BRSa
salvar esta desventaja, se suelen aplicar sisteoragélulas inmovilizadas, donde la biomasa queda
retenida en el biorreactor formando una biopeli@dare un soporte. Ademas, la formacién de una
biopelicula favorece la supervivencia de los miogaaismos ante condiciones adversas como el pH
acido, las altas concentraciones de metales, sulfwtros inhibidores del desarrollo celular. A @e
escrutar la capacidad de inmovilizacion de diferesoportes, se requiere un método sencillo y \eglez
barra una cantidad numerosa de materiales en pensayos para una posterior utilizacién en

biorreactores continuos, los cuales implican ubaj@ prolongado y laborioso.

Es este capitulo se estudi6 mediante ensayos sineplefecto del tipo de soporte y del tamafio de
particula del mismo sobre la capacidad de adhes#éhnlar y la estequiometria microbiana de la
comunidad de BRSR, para seleccionar las matrices Optimas para slzacibn en reactores

sulfidogénicos. Ademas se caracterizaron median®&SP los consorcios bacterianos formados en

presencia de cada una de las matrices.

Se demostrd que todos los soportes estudiado#tgpedrbon vegetal, vermiculita, arena, perlasideo

y esponja de poliuretano) permitieron la reducdi@égica de sulfato, pero con rendimientos disisnil
Ademas, los resultados de DGGE demostraron unaedifa en la composicion de las comunidades
microbianas formadas en las distintas matrices.nivhs que la arena y la vermiculita presentaron
reactividad con el sulfuro biolégicamente generddgerlita fue el soporte estudiado que indujo anay

adhesion celular y una alta capacidad reductosalfieto.
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3.1. Objetivo

= Disefar ensayos sencillos y rapidos para evaluar de modo prelofifer@ntes
matrices de inmovilizacion celular adecuadas para la producciéacide
sulfhidrico en procesos continuos con células inmovilizadas.

= Determinar la influencia del tipo de soporte (carbon vegetal, espden
poliuretano, arena, perlita, vermiculita y perlas de vidrio) yaehaifio de
particula de cada matriz sobre la adhesion celular, la estegjti@microbiana

y la composicion de los consorcios bacterianos inmovilizados.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Inoculo y medios de cultivo

El in6culo utilizado fue elconsorcioR enriquecido de los sedimentos del
efluente de una curtiembre del Rio Lujan (Capitulo 2). Los expersaet realizaron

utilizando el medio de cultivo sintético Postgate G (Tabla 2.4) a pH 7,0.

3.2.2. Propiedades fisicas de los materiales de soporte

Se probaron materiales de bajo costo y alta disponibilidad: carboraivEDé);
perlita (P), vermiculita (V), arena (A), perlas de vidrio (Bv@spuma de poliuretano
(EP). EI CV se triturdé en un mortero para generar pequenasupasticas particulas de
EP fueron hechas por el corte de una hoja de poliuretano de 1 cspesoreen
rectangulos de 1 cm de ancho y 10 cm de alto. Los granos de RY keslavaron con
acido nitrico 5 % (p/v) y luego sucesivamente con agua deshitsta pH neutro. La
EP se lavd con agua destilada. Los materiales restantes fudratados durante 72

horas y luego el pH fue neutralizado. Todos los materiales se secaron a 6&a°=ka

79



Capitulo 3: Evaluacion de soportes para la inmovilizaciGBRI®

constante. Las PV tenian un diametro promedio de 3,0 mm. P, V, A y Gdhfue
fraccionados por tamizado. Las fracciones tenian un tamafio de mall® de+16
(fraccion 1: 2,0 mm a 1,19 mm de diametro promedio), -16 a +20 @ra2cil,19 mm
a 0,84 mm) y -50 a + 60 (fraccion 3: 2am a 250um). La densidad especifica
aparente de los materiales (determinada como el peso de ldpalee} fueron: CV
0,38 g/mL; P 0,16 g/mL; V 0,36 g/mL; A 1,65 g/mL; PV 1,78 g/mL y EP 0,02 g/mL.

3.2.3. Ensayo de inmovilizacion / actividad

La prueba de inmovilizacién se realizé para todos los matenal®dos los
tamafnos de particula en botellas hemolisis de 120 mL. Aproximadarh@nnlL de
soporte y 110 mL de medio de cultivo se colocaron en cada botaliegy fueron
tapadas herméticamente con tapones de goma y virolas metiadisasotellas fueron
esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Se afiadio 10imcude a
las botellas de cultivo, previamente suplementadas con solucionetelzinais (Tabla
2.3) y de vitaminas (Tabla 2.5) y burbujeadas con nitrégeno gaseasiizadtecon un
filtro para aire de 0,22 um. También se prepararon botellas deolcabtético, las
cuales no fueron inoculadas y fueron tratadas de la misma mamneréog otros

experimentos. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Las botellas se incubaron durante 20 dias en un agitador rotatorio@2a®30
°C. Luego, se retiré el medio en condiciones asépticas y fuwadeepara cuantificar
las células planctonicas, para los ensayos de PCR-DGGE ydpteeminar las
concentraciones de sulfatigido lactico y acido acético. A partir de estos ultimos datos
se calcularon los rendimientos estequiométricos de produccion deodd&iagt y de
reduccion de sulfato (9649 segun las siguientes ecuaciones:

Yeis= [Al 1/ ([S]i - [S]) [3.1]
Ysous= ([SO4”]i - [SO14) / (IS]i - [S]) [3.2]

Donde, [A} es la concentracion de acetato al final del cultiva,){$$}; son las
concentraciones inicial y final de lactato (sustrato lim&aiSQ?]; y [SOs*]s son las

concentraciones inicial y final de sulfato.
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Los soportes se lavaron dos veces con agua estéril para eliminaayor
cantidad posible de bacterias plancténicas, fueron colocados eonsfraeviamente
tarados y se les agregaron 10 mL de agua estéril. Laas@h@sentes en la biopelicula
fijada al material fueron despegadas por un tratamiento de ulttesdorante 30
minutos. El liquido se retir6é y se utilizé para cuantificar la Bisanadherida. Los
contenedores tarados se secaron y se pesaron para computardid cdetsoporte

usado y relativizar la biomasa adherida.

3.2.4. Métodos analiticos

Se determinaron las concentraciones de sulfato, acido lacticdigoasgun se

describe en las Secciones 2.2.5.1y 2.2.5.3.

3.2.5. Determinacion de proteinas

La concentracién de biomasa adherida y plancténica se estimé reeliant
cuantificacion de proteinas basada en el método de Bradfordandiiz un
espectrofotometro de microplacas (Benchmark, BIO—RAD) y albumineadgovina
como estandar. Cada determinacion se realizd por triplicado. A 20 mueéstra se
agregaron 50 pL de NaOH 1N y se incubd 15 minutos para romper la péuka. c
Luego, se agregd 1 mL de reactivo de Bradford (100 mg/L CoomaseeG50; 100
mL/L H3PO, 85 % (v/v); 50 mL/L Etanol 96 % (v/v)). Al cabo de 5 minutos se leyo la
absorbancia a 590 nm. La curva de calibracion se realizo entre 0 y 50 ppm de proteinas.

3.2.6. Extraccion de ADN - PCR - DGGE

El ADN total de las células plancténicas y las células addese extrajo de los
experimentos con P, V y CV del diametro de particula de lainad y de PV y EP
utilizando el kit comercial Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek). 8mliz6 sobre dos de las
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tres réplicas realizadas en cada ensayo. Las muestras déokeDbke utilizaron para el
ensayo de PCR-DGGE segun las técnicas descriptas en las Secciones 2.2.8.2 a 2.2.8.4.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Ensayo de actividad

La Figura 3.1 muestra los seis soportes utilizad"

para la prueba. La observacion bajo lupa mostré que
pesar de tener el mismo diametro de particula, la

presentd una forma redondeada y una estruct;

altamente porosa; la V plana y delgada, con forma

escamas o laminas y no porosa; y las particulas de f®wra  3.1.  Soportes  de

. inmovilizacion. Carbon Vegetal (CV);
poligonales de bordes rectos y aguzados, con poros -

Perlita (P); Perlas de Vidrio (PV);

correspondientes a los vasos xilematicos y zonas deRgasiculita (v); Arena (A): y Esponja

y compactas. de Poliuretano (EP).

El CV y la EP fueron reportados como soportes de inmovilizacion &msis
de cultivo continuo de alta eficiencia de reduccién de sulfato (®ilval., 2006).
También lo fueron las PV (Baskaran y Nemati, 2006; Ammiaal, 1992) y la A
(Baskaran y Nemati, 2006; Jong y Parry, 2003; E#ioal, 1998; Cheret al, 2003;
Tsukamotoet al, 2004). Sin embargo, segun la bibliografia consultada, la V y la P no
fueron estudiadas en sistemas reductores de sulfato. El ensagtivitiad realizado
sobre las matrices en sus diferentes fracciones demostro cgistémsas eran capaces
de agotar practicamente toda la fuente de carbono (lactato), degmetiopresencia de
ninguno de los soportes estudiados inhibi6 el crecimiento de la comunidadabect
La medicién de sulfato y de acetato demostré que el consorcio malatexttividad
reductora de sulfato, y que la fuente de carbono era oxidada de focomapieta
generando acetato y GQ@omo productos; mientras que los testigos abidticos no

mostraron cambios en la concentracion de sulfato, acido lactico y acido acético.
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Los rendimientos ¥o4se YpsoObtenidos en presencia de cada soporte fueron
independientes del diametro promedio de las particulas del mdteatdh 3.1). En
publicaciones anteriores, se registraroross de 0,45 g/g paraDesulfovibrio
desulfuricanscreciendo en suspension (Okabe y Characklis, 1992), valores similares
los obtenidos en este estudio para P, CV y PV (0,48 g/g, 0,45 g/g y 0,46 g/g
respectivamente). Los otros soportes presentaron un menor consumotdeEuor
publicado por Okabe y Characklis (1992) paramgdftie de 0,62 g/g y en este estudio
fue de 0,55 g/g, 0,57 g/g y 0,53 g/g para P, CV y PV, respectivameribs&®0 en el
resto de los soportes (A, EP y V) una menor generacion de acetatopude ser
consecuencia de la presencia de microorganismos capaces de icaisagetato
generado por las BRS, ya sean bacterias no reductoras de suB&S ceductoras
completas comdesulfobactero DesulfotomaculumWiddel, 1988). Si este ultimo
fuera el caso, se esperaria un aumento en el rendimiento de mdfatmo en relacion
al lactato consumido, pero el obtenido (Tabla 3.1) es menor a lomohetdos para el
resto de los soportes. Por lo tanto, los bajos valoresgderytodos los casos pudo ser
consecuencia de la presencia de BRS oxidantes incompletas extividdd de
reduccion menor a las del génddesulfovibrio Cualquiera sea el caso, resulta claro

gue la naturaleza del soporte afecta la actividad del consorcio de BRS.

Tabla 3.1. Rendimientos estequiométricos.

Soporte ¥is(9/9) Ysous(9/9)
Arena (Af 0,47+0,01 0,36+0,01
Carbon Vegetal (CV) 0,57+0,00 0,4510,05
Perlas de Vidrio (PV) 0,53+0,02 0,46+0,03
Esponja de Poliuretano (EP) 0,44+0,04 0,38+0,03
Perlita (P} 0,55+0,09 0,48+0,04
Vermiculita (V) 0,46+0,01 0,33+0,05

A Promedio de todos los diametros de particula ewlsesy

Por lo nombrado anteriormente, se puede decir que los soportes quéepETMit
una mayor actividad reductora de sulfato y cuyos rendimientoguésteétricos se
asemejaron a los esperables para el gédbesnlfovibriofueron P, CV y PV. Diversos
autores (van Houteet al, 1995a; Celi®t al, 2009; Daret al, 2005; Daret al, 20074a;
Pereyraet al, 2008) que utilizaron reactores con BRS inmovilizadas demostraron por
técnicas de biologia molecular (FISH, DGGE, gPCR, secuenciaaitbe,aras) que los
sistemas que presentaban mayor eficiencia contenian una poblaciGmatacten
predominancia del géner®esulfovibriq por lo que resultd promisorio obtener

resultados similares a los esperados para estas bacterias.
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En el caso de Ay V, se observg, B

un ennegrecimiento del material y de

medio debido a la probable formacion d

.. ,ye = e .
precipitados de sulfuro metalico, POFigura 3.2. Soportes ennegrecidos por la actividade
accion del sulfuro biolégicamente'as BRS. Las placas de la derecha corresponden a los

) tthamientos abioticos y las de la izquierda ablidsicos.
generado y metales provenientes dg

. Vermiculita; B. Arena.
soporte (Figura 3.2). La reactividad de
estos dos materiales y la formacién de precipitados capacesudeebdecho de un

reactor, los descartd para futuras experiencias en reactores tubulares.

La biomasa total obtenida por frasco (planctonica y adherida, dstioano
cantidad de proteinas) fue dependiente del soporte ensayado (Figutas gdstemas
con EP y V, los cuales fueron menos eficientes en la reduccigufe&o, generaron la
mayor cantidad de biomasa. No fue posible determinar la biomasaepsagb con A
debido a la interferencia del los abundantes precipitados de sulfuro, amgopr

cuantificaciones altamente aleatorias.

Figura 3.3. Contenido de proteinas totales por bolia.
P (Perlita); V (Vermiculita); CV (Carb6n VegetaBV
(Perlas de Vidrio) y EP (Esponja de Poliuretano).
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3.3.2. Adhesion Celular

La determinacion de proteinas en la biopelicula puede utilizams® @wn
indicador indirecto de la cantidad de células adheridas al soparimdeilizacion. Se
determinaron las proteinas adheridas y planctonicas en cada uno alesdgss. La
medida se estableci6 como masa de proteina (g) por volumen de lg¢ctiagQra
3.4.A) y se calcul6 el porcentaje de adhesion relativo a la cdnititd de proteinas por

ensayo (suma de las proteinas adheridas y las plancténicas) (Figura 3.4.B).
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Figura 3.4. Proteinas adheridas. AProteinas adheridas por volumen de lecho (d8L)Porcentaje de proteinas
adheridas relativo al total de proteinas obtenpdasensayo (adheridas y plancténicas). P (Perita)/ermiculita);
CV (Carbén Vegetal); PV (Perlas de Vidrio) y EPf&isja de Poliuretano). Diametro de particula pramet (2,0
mm a 1,19 mm), barras negras; 2 (1,19 mm a 0,84 itvemjas gris oscuras; y 3 (2@m a 250um), barras blancas.
PV y EP, barras gris claro. Las barras de erraesponden al error estandar entre las tres réplaada ensayo.

La cantidad de biomasa inmovilizada resulté ser fuertemente deptndel tipo
de soporte y del tamafio de particula del mismo, presentando preatecitd mayor
adhesion por unidad de volumen a menor tamafio de particula. Sin embargo, el CV
poseyd una buena adhesion en las fracciones 1, 2 y 3, pero no obtuvo un aumento
consistente con la disminucién del tamafio de particula. Se observo sppole con
mayor adhesién celular en todos los tamafios de particulas fuafzaaldo un 39,0 %
de proteinas adheridas en la fraccion 3 (diametro promediqur@% 250um), donde
la cantidad de proteinas por volumen de lecho fue 0,30 g/L (Figura 3.4.A). La
present6 una adhesion similar a la P en las fracciones 1y 2, pero ladedalifilecho
(que impide su aplicacion en reactores biotecnoldgicos) y su meic@neifr de
reduccion de sulfato (Tabla 3.1) la dejaron en desventaja con resp&ctB.aSin
embargo, en la fraccién 3 la V inmovilizé un 50 % mas de biomasaadeesialvando
la desventaja de la eficacia reductora. La PV presentd una lmmasilizacion (9,72
%,; 0,04 g/L) a pesar de su menor superficie disponible. La EP, quesnrabrajos fue
utilizada con alta efectividad (Sihet al, 2006), no presento resultados superiores a los
obtenidos con los otros soportes (1,88 %; 0,03 g/L). La causa de la ak®adie
mostré la P se puede atribuir a la altisima superficie disgo(Bdrcia Calderodet al,
1998), reportado en estudios anteriores como principal causa de digmidatik en
reactores con células inmovilizadas (Baskaran y Nemati, 2006).

La cuantificacion de proteinas como estimativo de la adhesion baetdue un
método Util para comparar con los reportes de otros autores.e€Calig2009) obtuvo

85



Capitulo 3: Evaluacion de soportes para la inmovilizaciGBRI®

en un reactor de lecho fluidizado con flujo descendente (RLFFD) in@caterdun lodo
granular e inmovilizado sobre particulas de polietileno (diametrortiewa: 0,5 a 1,0
mm), 3,6.10" g/L de proteinas, un valor muy inferior al obtenido en este estudio par
todos los soportes estudiados, aun para los diametros de particutssesnBypr otro
lado, Sowmeryan y Swaminathan (2008) reportaron un RLFFD relleno derlRnm

de didmetro con una adhesion de biomasa de 0,135 g/L de sélidos valtitigelos.
Estos datos son ampliamente inferiores a los obtenidos en este estpdsar de
tratarse del mismo material y de diametro menor. Se det@rque la proporcion de
proteinas / biomasa para un cultivo de células libres del consbfeedel 33 % (p/p).
Realizando la conversion pertinente, obtenemos 0,39 g de biomasa /L pardaP
fraccion 2 (didmetro de particula comparable). Sin embargo, nuestasados son
inferiores a los mostrados por Silehal. (2006) sobre CV y EP (25 y 10 g/L de sdlidos
volatiles, respectivamente) en sistemas de cultivo continuo. Estittades indican que

el origen del in6culo afecta fuertemente la adhesién sobre undépsoporte en
particular. Prudemet al. (2007) demostraron que la naturaleza del consorcio microbiano
influencia el desempefio de una zona reactiva permeable reductsuHatie utilizada
para el tratamiento de aguas contaminadas con metales pesadeg.ad? al. (2008)
encontraron que el inoculo influenciaba el rendimiento de un sistemadtide en lote

para la remediacion de un drenaje de mina.

Otros autores reportaron la cantidad de biomasa adherida por volureshale
para otro tipo de materiales. van Hou&tral. (1995a) cuantificaron entre 1 y 8 g/L de
sélidos volatiles desarrollados sobre particulas de 0,2 a 0,5 mm dla pémez
obtenidas de un reactgas-lift Silva et al. (2006) aplicaron ademas de CV y EP,
polietileno de baja densidad y ceramica a base de alumina, codhesioa de 10 y 21
g/L de solidos volatiles pero con una reduccién de sulfato iaefei Kuo y Shu (2004)
utilizaron cubos de tricloroacetato de celulosa, obteniendo 13 g/L dedaioaliset
al. (2009) reportaron 0,76 g/L de solidos volatiles inmovilizados sobre padicg

polietileno de baja densidad en un reactor de lecho fluidizado.

3.3.3. Anadalisis del patron de bandas de DGGE
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Por lo general, los reactores anaerobios utilizados para la i@tdecsulfato se
inoculan con consorcios indefinidos de microorganismos anaerobios y abldeagse
una poblacion de BRS se desarrolle en la biopelicula. Varios autoregfi@ado que
la composicion de la comunidad microbiana influye en la estabilideld-gndimiento
de los reactores anaerobios, de ahi la importancia de entetodec@ssorcios (Celist
al., 2009). La técnica de PCR-DGGE se aplic6 a las muestras t®madas células
adheridas y en suspension para P, V y CV (de diametro de particula entre 2,0,18m y
mm, fraccién 1) y para PV y EP con el objetivo de determinassiliferencias en los
rendimientos estequiométricos se debian a variaciones en la cdGpode la

comunidad bacteriana presente.
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Figura 3.5. DGGE y analisis de agrupamiento de lasomunidades bacterianas adheridas y plancténicas dies
diferentes soportesP (Perlita); V (Vermiculita); CV (Carbon VegetaBV (Perlas de Vidrio) y EP (Esponja de
Poliuretano). a: Células adheridas. p: Célulasgbienicas. Los nimeros de la izquierda de las randisan los
coeficientes de similitud de Dice. Tolerancia 199§ optimizacién 1,00 %.

La Figura 3.5 muestra los patrones de bandas correspondientebaxtasas
desarrolladas en las biopeliculas y en suspension para cada.sSpooteservaron al
menos 21 bandas diferenciadas en todas las muestras. Mientras que elpates
estaban presentes en todas las muestras, como la indicada letna l&, algunos
miembros de la poblacion microbiana se hallaron sélo en algun soporte, como en el caso
la banda B detectada s6lo en CV o la C encontrada sélo en PV. Algunos
microorganismos fueron favorecidos por la presencia de un determinade soporo
en el caso del indicado por la flecha D en la Figura 3.5 preseni@ lgopelicula
formada sobre P. En base a la cantidad de bandas, las poblacioeasepres los
sistemas con PV, EP y CV fueron mas ricas que las observadasyd®@nComo se ve,
la presencia de una determinada matriz de inmovilizacién dhimyla composicién de

la comunidad bacteriana en cada sistema.
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Diversos autores utilizaron la técnica de DGGE como estaatieganalisis de los
consorcios microbianos asociados a biopeliculas desarrolladas eroslisistemas
como por ejemplo cafierias de petrdleo corroidas microbiologicamearia-(Bbnzalez
et al, 2006); reactores aerdbicos y anaerobicos de tratamiento de efl(idntgzeret
al., 1993); un reactor fluidizado tipo filtro anaerébico con silice deaQl5mm como
soporte de inmovilizacion celular (Kaksoneh al, 2006a). Lima de Oliveirat al.
(2009) realizaron ensayos de PCR-DGGE de las biopeliculas diesiasosobre
diferentes tipos de soportes en reactores de lecho fijo. Ebabsgo se estudio la
presencia / ausencia de bandas en geles de DGGE tras plifecacion con cebadores
para bacterias totales y por otro lado con cebadores espepdi@8RS, detectando
diferencias entre los patrones obtenidos a partir de argpindida, EP y carbén. Los
materiales utilizados alli influyeron en el desarrollo de lawwodad microbiana, ya que
seleccionaron algunos microorganismos en detrimento de otros; de maldo sifo

observado en este capitulo.

Por otro lado, a pesar de que los patrones de bandas de lasicglolakzadas y
las libres desarrolladas en presencia de un soporte en particufaeron iguales,
algunas especies fueron halladas como planctonicas y tambiénegogeentes a las
biopeliculas, indicando que ciertas especies microbianas posei@gma tandencia a
desarrollarse en suspension como adheridas. De todas formas, excapi® Pase

observo mayor diversidad en la poblacion de células inmovilizadas que planctonicas.

Con el objetivo de demostrar la

T -
confiabilidad de la técnica, se realizaro L B G
réplicas de extraccion de ADN y PCR }J __-.l Ezz
DGGE. La Figura 3.6 muestra alguno. [ P
duplicados donde se observan patrones | { Ll Er
bandas muy similares o idénticos, | ] I Pr

lo quI‘—:gura 3.6. Patron de bandas de DGGE para
demuestra la alta reproducibilidad del ensayaéplicas independientes de diferentes ensayos de
inmovilizacién. P (Perlita); V (Vermiculita); CV

El andlisis de agrupamiento de la Figur&aroon Vegetal); PV (Perlas de Vidrio) y EP

. . 1Esponja de Poliuretano). a: Células adheridas. p:
3.5 ilustra que el consorcio presente en Ig

Celulas planctonicas. *: réplica.
biopelicula y las células en suspension para
cada soporte fue similar en todos los casos, pero la mayotwihsié encontré para PV

(coeficiente de similitud de Dice 87 %) y la menor para EP¥%pIPor otro lado, las
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comunidades provenientes de los ensayos de PV y EP fueron agrupada$, (57 %
mientras que V y CV fueron agrupados separadamente (55 %). Por (dsnemsayos
con P presentaron los consorcios mas diferenciados (43 %).

Zhang y Fang (2000) aplicaron el analisis de agrupamiento destbies de
DGGE digitalizados para comparar un consorcio reductor de sattmo un cultivo
en suspension y formando una biopelicula sobre cupones de acero, con un
procedimiento de digitalizacion muy similar al aplicado en estiedio. Los graficos de
agrupamiento obtenidos por los investigadores hallaron que la inmovilizaciduajo
un efecto similar sobre la comunidad microbiana, agrupando los consorcios
pertenecientes a las biopeliculas separadamente de los cetigaspension. Por otro
lado, encontraron que los patrones de DGGE de las células adibférdasn menos
entre si que los perfiles de los cultivos en suspension, indicando que los
microorganismos en biopeliculas son mas estables y menos sussegtéaérono que
las comunidades en suspension. Estos resultados son similares abéeocpot Acinas
et al. (1999) utilizando DGGE.

3.4. Conclusiones

Se evalud la inmovilizacion de un consorcio de BRS mediante cultivastes
de un modo rapido y simple permitiendo seleccionar los soportes apropadoR

posterior reduccion biolégica de sulfato en un sistema continuo.

Ninguno de los soportes estudiados (perlita P; carbén vegetal CVeubiany/,
arena A, perlas de vidrio PV y esponja de poliuretano EP) inhibiaractividad
reductora de sulfato del inéculo. Sin embargo, iones metalicos protenge Ay V
reaccionaron con el sulfuro, descartando estos materiales jagilecéeion en reactore

biolégicos.

El tipo de soporte de inmovilizacion influencié la estequiometriaedaccion

del sulfato, la de produccion de acetato, la cantidad de biopeliculadarm la

composicién del consorcio bacteriano desarrollado.
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La P present6 una adhesion celular superior al resto de los sopsdagados
a los reportados por otros autores, exhibio altos rendimientos de Geddecsulfato

promovié la formacion de una biopelicula diferenciada.

Los soportes que obtuvieron una alta efectividad dadhesion de

células, buenos rendimientos estequiométrico y quesultaron inertes

al sulfuro biolégicamente producido (P, CV, EP, PV)se seleccionaror
para ser utilizados en sistemas continuos de célslanmovilizadas que
permitan obtener velocidades de reduccion de sulfataltas y tiempos

de retencion bajos con respecto a los sistemas amtulas libres.
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Capitulo

Reactor de lecho empaquetado de flujo
ascendente

La inmovilizacién celular es ampliamente utilizagla los reactores anaerobios de tratamiento de aguas
residuales para incrementar la concentracién ddolmasa y evitar su pérdida por arrastre, pernaiten

operar el reactor con tiempos de retencién hidrésl{k) mas cortos.

En este capitulo se estudio la eficiencia del cas® en un cultivo en lote con células suspendidas y en
un reactor de lecho empaquetado con flujo ascead@RLEFA). Se evaluaron en los RLEFA
individualmente las matrices seleccionadas en pit@la 3: carbén vegetal (CV), perlita (P), pertis
vidrio (PV) y esponja de poliuretano (EP). Se dairé para cada sistema el mengrque permitia
mantener 100 % de consumo de la fuente de carbmmsirgto limitante) 4£"™™) y las velocidades
volumétricas de consumo de sustratos. Se estudibidpelicula formada sobre cada matriz por
microscopia electrénica de barrido (MEB), DGGE, P@kantitativa en tiempo real (gPCR) y se

cuantificéd la biomasa inmovilizada.

El RLEFA con cualquiera de los soportes estudigiesenté una velocidad de reduccion de sulfat) (r
mayor y un ¢""™ menor que el del sistema en lote; siendo la Bmdrse mas efectivo. Asi mismo, fue

la matriz que presenté mayor cantidad de biomasarath (probablemente debido a su mayor area
especifica) y una comunidad microbiana diferencideldos otros sistemas, tal como se demostré en el
Capitulo 3 en los ensayos en lote con células iflinadas. Ademas, a diferencia de los otros sopplae

totalidad de las bacterias inmovilizadas sobrerepecieron al grupo de las BRS.
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4.1. Objetivo

» Evaluar la productividad del RLEFA empaquetado con los cuatro meserial
seleccionados en el Capitulo 3 (carbon vegetal (CV), esponja de fawlaure
(EP), perlita (P) y perlas de vidrio (PV)) y compararla e un cultivo en
lote de células en suspension utilizando el cons&ciomo indculo.

» Estudiar la biopelicula inmovilizada en la superficie de los difesetipos de

soporte utilizados en el RLEFA.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Inoculo y medios de cultivo

El inéculo utilizado fue etonsorcio de BRR. Los experimentos se realizaron

en medio de cultivo sintético Postgate G (Tabla 2.4) a pH 7,0.

4.2.2. Cultivo en lote con células en suspension

Se utilizé un reactor tipo tanque agitado con capacidad de 2 Lrgizar
cultivos en lote con el objeto de determinar los parametros asdtela comunidai
y de la cepaDesulfovibrio sp.(ATCC 27882), utilizada como microorganismo de
referencia. El biorreactor conteniendo 1,5 L de medio de cultivo feeliesido en
autoclave a 121 °C por 30 minutos y luego enfriado y purgado por 2 horas con nitrégeno
gaseoso esterilizado mediante un filtro de aire de 0,22 pm. Lueagreg@aron 100 mL
de in6culo y se incubé a 30 °C agitando a 210 rpm. La salida de gasests®o
cerrada y no se utilizé control de pH. Este experimento se dgadizduplicado para

cada inoculo.

Durante el transcurso del cultivo se tomaron muestras a inte@ltiempo

apropiados y sobre ellas se determind DO y concentraciones de potaatato,
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acetato y sulfato. A partir de estos datos se calcularon los rendimieertps@siétricos
de produccion de acetato¥ y de reduccién de sulfato {¥,9 segun se describe en
la Seccion 3.2.3. Ademas se determing la velocidad de crecimigreoifesa maxima
(Umaximg Y la velocidad de reduccion de sulfatgoff segun se describié en la Seccion
2.2.2.

4.2.3. Reactores de lecho fijo de flujo ascendente (RLEFA)
4.2.3.1 Soportes utilizados

Los materiales usados para estos ensayos fueron: carbon EyBtaperlita
(P); perlas de vidrio (PV); y esponja de poliuretano (EP). Lotenakes fueron
preparados como se describe en la Seccion 3.2.2. Las PV usadas tuwidi@metro
de 3,0 mm. La EP se corté en cilindros de 4 cm de diametro (didimeerno de la
columna de vidrio utilizada como reactor). La P y el CV utilizag® de tamafio de
particula entre 2,0 mm y 1,19 mm. El area superficial de losialatese determind por

el método BET (Brunauer—Emmett—Teller).
4.2.3.2. RLEFA

Los RLEFA se hicieron con columnas de vidrio (g, 4 cm, H, 21 cm) con dos
puertos laterales y dos puertos en los extremos superior ridferlas columnas. La
parte inferior y superior de cada biorreactor contenia un dis@ndeale vidrio de 4 cm

de didametro. El reactor se llend con la matriz de inmovilizacion designada.
4.2.3.3. Determinacion del médulo de dispersion axial

Con el objetivo de determinar el comportamiento fluido dinamico de los
RLEFA, se determind el médulo de dispersion axial para los reactllenos con P y
CV. Se cargo la columna con una solucion buffer de pH 4,0 (biftalgtotdsio 10,21
g/L) y se alimento con otra solucion buffer de pH 8,90 (tetraborasodie 5,04 g/L).

Se ensayd un caudal de alimentacion de 287 mL/h. Se tomaron muesttasetie
comienzo de la alimentacion a intervalos de 1 minuto y a cada ulahizo una
medida de pH. Con el pH se calculd la concentracion de protofjeseiin:
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[H*] = 10°" [4.1]

Luego se grafico [H en funcion del tiempo. La curva obtenida mostré un
escalén de [H que indicd el momento en el que comenzo a salir la solucion buffer de
mayor pH. Luego se grafico la derivada en cada punto de la curvemaatefuncion
del tiempo medio del intervalo considerado. El valor maximo repi@sd tiempo de

retencion ().
Para el célculo de la derivada se utilizo la ecuacion siguiente:

d[H"1()/dt = (H "Ties — [H'3) /4t [4.2]
El tiempo medio del intervalo considerado se calculé como:

t(i) = t; + (4t/ 2) [4.3]

El tiempo de retencion mediq tue el primer momento de la distribucién dada

por la gréfica de d[H(i)/dt en funcion de t(i) y se calculé analiticamente mediante:

2 d[H*]()/dt . t()) . 4t

tR=

2 d[H*](i)/dt . 4t [4.4]

La varianza de la curva d[Hi)/dt en funcién de t(idi6 una idea del grado de
dispersion que sufridé el escaldn a través de la columna, corresporaliesggundo

momento de la distribucion.

2 d[H*()/dt . t(i)? . 4t
o’= - - R [4.5]
2 d[H*](i)/dt . 4t

Con los valores dexty o se calculd el médulo de Peclet (Pe) mediante la
ecuacion aproximada (valida pard(tr)°< 0,3) :

A I(tr)? =2/ (Pe + 1) [4.6]
Pe=v.L/D [4.7]

Donde, v = velocidad del fluido dentro del reactor, L = largo detoegcD; =
coeficiente de dispersidon axial. La inversa de Pe se cooote modulo de dispersion.
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Toma valores de 0,002 para dispersiones pequeias, de 0,02 para dispersiones
intermedias y de 0,2 para dispersiones grandes (Frala1986).

4.2.3.4. Operacion del reactor

El efecto de la matriz de inmovilizacion sobre el desempefio aeebctor fue
estudiada mediante la realizacion independiente de corridas exptatesecon CV, P,
PV y EP. La Figura 4.1 muestra un esquema del montaje exp&lmsilizado. El
medio liquido se introdujo al reactor mediante una bomba peristgltseaesterilizé
durante 30 minutos a 121 °C con el puerto efluente abiertoryasguera sumergida en

una botella con medio de cultivo para eliminar el aire y garargiza el medio llenara

completamente los huecos.

Figura 4.1. Diagrama esquematico del proceso
A. Erlenmeyer de salida lateral para integrar el
medio de cultivo con las soluciones esterilizadas
por filtracién; B. Nitrogeno con filtro esterilizéa

de 0,22um; C. Bomba peristéltica; D. Reactor

tubular conteniendo el soporte; E. Recipiente

colector del efluente; F. Trampa; G. Recipiente con

soluciéon de Fe(ll) para capturar eb3Hen fase

gaseosa; H. Reservorio de medio de cultivo fresco.

100 mL de inéculo se bombearon al reactor por los puertos lateradts fue
cerrado por 20 dias e incubado a 30 °C en camara termostatizadaepaitir la
inmovilizacidén pasiva de las células bacterianas. Luego deldmede formacion de la
biopelicula, el liquido contenido en los biorreactores fue repuesto poreatongoin
medio de cultivo fresco a un alto caudal de alimentacion (alrededs® mL/h) con el
objetivo de eliminar la mayor cantidad posible de microorganismos eersisn.
Posteriormente, se alimento inicialmente la columna a caudaldeajopdo de trabajar
a un k similar a la inversa de lajima del consorcio. A ese instante se lo denominé

como tiempo cero. Ektse calcul6 segun:

tr=Vh/Q [4.8]

Donde, el volumen hueco f)/se midié como el volumen de liquido drenado por
cada lecho y el caudal (Q) se determiné midiendo el volumen dentefloetenido

durante un cierto periodo de tiempo.
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Luego, tras el establecimiento del estado estacionarig, ® disminuyd de
forma escalonada. La condicidon de estado estacionario se supuso (uebkeeias
durante un periodo de funcionamiento igual a &,%t depdsito conteniendo medio
fresco se burbujeé continuamente con nitrdgeno gaseoso estéril patenendas

condiciones anaeroébicas.

Se tomaron diariamente muestras del puerto efluente y fuerozaaiaalipara
determinar concentracion de sulfato, lactato y acetato. Losegatoedios de los datos
en un estado estacionario para los regimenes de carga volantétriespondientes se
utilizaron para determinar la velocidadlumétrica de consumo de lactatg) (y de
reduccion de sulfato o5 y para comparar el rendimiento de los biorreactores en

diferentes condiciones. Dichos célculos se realizaron mediantesitasentes

ecuaciones:

rs=([S]r - [Sl) / & [4.9]
rsoa= ([SO:°1: - [SO¥"T) / tw [4.10]
Yeis= [Al e/ ([Sr - [Se) [4.11]
Ysoars= ([SO4] - [SO1e) / (ST - [Se) [4.12]
% Consumo de lactato = ([S} [S]e) . 100 / [S} [4.13]
% Consumo de sulfato = ([S8; - [SO*]e) . 100/ [SQ?], [4.14]

Donde, [S] Yy [S]e son las concentraciones de lactato (sustrato limitante) en el
reservorio y en el efluente del biorreactor, 5y [SO*]e Son las concentraciones de
sulfato en el reservorio y en el efluente del biorreactors §&]la concentracion de

acetato en el efluente del biorreactgres el tiempo de retencion correspondiente.

La disminuciéon gradual dektcontinué hasta que se detect6 lactato (fuente de
carbono y sustrato limitante del crecimiento) en el efluentedidqe denominé como
t™"™° 3l menor & aplicado que permitidé a cada sistema mantener la veloddad

reduccion de sulfato constante y agotar completamente el lactato.
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Después de eso, el material de inmovilizacion drenado fue fracciarado
porciones de 1 cm de acuerdo a la longitud de la columna. Las fracsigqresor e
inferior fueron tomadas de la cola y la cabeza de la columrnzectesamente, y la
fraccion media fue tomada a la altura media del reactorfrh@siones inferior, media y
superior (denominadas 1, 2 y 3, respectivamente) de cada reston fitilizadas por
separado para las determinaciones de biomasa adherida, para olasergpelicula
microscopicamente (MEB y FISH) y para la extraccion déNADposterior analisis por
PCR-DGGE y gPCR.

4.2.4. Métodos analiticos

Se determinaron las concentraciones de sulfato y acido ladcicétigo segun se
describe en las Secciones 2.2.5.1 y 2.2.5.3; La DO se determind contallseetela
Seccion 2.2.5.4.

4.2.5. Microscopia electronica de barrido

La efectiva formacion de la biopelicula sobre la superficiéad® y el CV se
examind por microscopia electrénica de barrido (MEB). Particul®&\yd€V tomadas
de las zonas medias de ambos biorreactores se analizaron corpaimgepiio Philips
SEM 505. Las muestras fueron recubiertas con una capa de oro $puttelr Coater
Edwards S150B. Se utilizaron como testigos de referencia, pastidel CV y P sin

biopelicula adherida.

4.2.6. Determinacion de proteinas

La concentracion de biomasa adherida se estimé mediante laficaeidin de
proteinas basada en el método de Bradford. Luego de lavar los sopamteagua
destilada estéril, se colocaron cantidades establecidas de caddeuwrltiss en frascos

previamente tarados para determinar la masa de proteinas inmovilizadas por volumen de
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lecho segun se describe en la Seccion 3.2.5. Cada determinacionlize per
triplicado.

4.2.7. Extraccion de ADN - PCR - DGGE

El ADN total de las células adheridas se extrajo de los sspotilizando el kit
comercial Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek) segun las indicaciodes fabricante. Se
realizaron dos extracciones de cada zona de cada reactoruéstsas de ADN total de
las células adheridas se utilizaron para el ensayo de PCR - DGGE sdgénitas que
se describen en las Secciones 2.2.8.2 a 2.2.8.4 y para qPCR. En un s6b@ElEse
compararon todos los soportes y las zonas de los reactores. Luemgntdd geles se
emplearon para observar la similitud de los patrones de bandas diplleas de
extraccion de ADN — PCR — DGGE de cada soporte y cada zonaadleryéos cuales

se alinearon utilizando la muestra de la zona media del reactor con P.

4.2.8. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)
4.2.8.1. Estandar de ADN

El estandar de ADN para las curvas de calibracion para gs&CBreparé
amplificando el gen ADNr 16S cuasi-completo de la d@paulfovibrio gigad.e gall
(DSM 496). ElI ADN total se extrajo hirviendo un cultivo por 10 minutostrdagando
y utilizando el sobrenadante como molde para la PCR con la combidact@ibadores
universales para Eubacterias 27f (5-GAGTTTG(AC)TCCTGGCTEAG — 1541r
(5"-AAGGAGGTGWTCCARCC- 3’). La mezcla de reaccidon contuvovbde cada
cebador; dATP, dCTP, dGTP, y dTTP, 0,29 cada uno; y 8 mU de GoTaq DNA
polymerase (Promega) en Green GoTaq Buffer. El programa ddieagdiin fue de 30
ciclos de 30 seg desnaturalizacion a 95 °C, 45 seg apareamienaddadores a 52
°C y elongacion a 72 °C por 60 seg. El producto de PCR se purificando el kit
comercial Qiaquick PCR purification kit (Qiagen) segun el protodeldabricante. La

concentracion de ADN se determind en pg ADN/uL con el fluoréme&ubit
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Biophotometer (Invitrogen). La concentracion de copias del producto dedP€&iReslo
a partir de la concentracion de ADN y el tamafio del fragmento:

Copias del ADN blanco /uL =A M (B . C . 16?9 [4.15]

Donde, A es la concentracion de ADN en pg/uL, B es el peso de unAbNie
por pmol (0,66 ug/pmol), Nla constante de Avogadro (6,022 X¥@ol) y C el largo
del amplicon (1532 pb).

4.2.8.2. PCR Cuantitativa

El conjunto de cebadores U1040f y U1402r se usaron para medir la calgidad
copias del gen codificante del gen ARNr 16S de EubacteriasstoyaB85f y 907r se
utilizaron para cuantificar la cantidad de copias del mismodgeBRS totales (Tabla
4.1). En el trabajo de Amaret al. (1992) se utilizé el dltimo par para realizar PCR
convencional. Este conjunto de cebadores posee el mayor abarcamiekfRINd€.6S
de las BRS, sin embargo no se habian sido utilizados anteriormeatensayos de
gPCR. En este trabajo se adapta ese ensayo y se utilarab@eacion de los cebadores
385f y 907r en un ensayo de qPCR con SYBR Green y el gen ARNr 16S cmo bl
para la cuantificacion de BRS totales.

Tabla 4.1. Cebadores utilizados para la qPCR

Blanco Nombre Secuencia (5-3") Tamafio del Tempera_tura de Referencia
producto (pb) apareamiento
Eubacterias U1040f TGCATGGYYGTCGTCAGCT 362 55°C Zammiét al.,2008
u1402r TGGTKTGACGGGCGGTGT
BRS 385f CGGCGTCGCTGCGTCAGG 540 53°C Amanet al, 1992
907r CCGTCAATTCCTTTRAGTTT

Las curvas de calibracién fueron construidas usando las correspondientes
combinaciones de cebadores con concentraciones de ADN estandrad&01€opias
en diluciones seriadas de 1/10 por triplicado. La eficiencia de amplificaciondica®

por la ecuacion:
E =[10(- 1/m) - 1] . 100 [4.16]

Donde, m es la pendiente de la recta de calibracion de la chadtda&iclos
necesarios para superar un umbral de sefial fluorestergehld cycleo G) versus el
logaritmo decimal de la cantidad de copias del ADN blanco. En tigaauna curva
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de calibracidon confiable debe tener un pendiente entre —3,0 y —3,9ponideste a
una E de 80 - 115 %.

Para cuantificar las copias del gen ARNr 16S en los soportes yiegerminar
si existian sustancias que produjeran inhibicion de la PCR, lasrasusstmidieron en
cuatro diluciones seriadas 1/10 y se determiné la E de cadd.amanediciones se
realizaron por triplicado. Al menos tres réplicas de controle®\BIN se realizaron en
cada prueba de gPCR, donde la muestra fue sustituida porAatpmas, en la gPCR
para cuantificar BRS se us6 un control negativo de amplificacionmentis ADN de
Acidithiobacillus ferroxidan®\TCC 23270.

La qPCR se realizé con el equipo Mx3000P QPCR System (Stralageue
respectivo programa informatico (MxPYo QPCR Software). La amplificacién se
realiz6 en un volumen total de 28 usando SYBR GreenER gPCR Supermix
Universal (Invitrogen) con 500 mM de cada cebador, 3 mM de Maditional al
incluido en el kit y 5uL de muestra. El programa de amplificacion constd de una etapa
inicial de 2 min a 50 °C y 10 min a 95 °C, seguido por ciclos de 30 seg
desnaturalizacion a 95 °C, 60 seg de apareamiento de los cebatiotesnperatura

especifica para cada par de cebadores (Tabla 4.1) y una elongacién a 72 °C por 60 seg

Debido a que el SYBR Green se une de forma inespecifica a asdamléculas de
ADN de doble cadena, se obtuvieron las curvas de disociacion pantizgargue las
sefales conseguidas correspondiesen a productos de amplificacidificespgao a
productos inespecificos, dimeros de cebadores u otro tipo de arreghwsgiaima de
amplificacion fue seguido por una etapa final de curva de fusidrucarrampa de
temperatura de 60 a 95 °C. Posteriormente, se corroboré que la lodgitlmbs
productos de PCR sea la correcta para el amplicon deseadegioofetesis en gel de
agarosa al 1,5 % con un marcador de peso molecular con incrementos de 100 p

(Invirtogen).

El limite de cuantificacion de cada curva de calibracién determinado por la
concentracién que produjo un t@l que: (i) el valor de (fuera mayor al del control
negativo (ii) el analisis de la curva de fusion revelaraisino pico que el de la mayor
concentracion y/o (iii) el producto de PCR correcto fuera visibleefgmtroforesis en

gel de agarosa (Stubner, 2004).
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4.2.8.3. Célculos y analisis estadistico

A partir de los valores de concentracion obtenidos por gPCR se calculd e
namero de copias del gen ARNr 16S por volumen de lecho (mL) en funci@s de |
diluciones utilizadas para la amplificacion y la cantidad deimatilizada para la
extracciéon de ADN. El numero de copias para cada ensayo se pranegdlitr de las
determinaciones de los dos extractos de ADN (tres repeticionesadie dilucion
diferente). El nUmero de copias se comparo mediante analisis de-puaehl pares con
un nivel de significanciaa) de 0,05 y los valores se combinaron en una media

ponderada.

4.2.9. FISH (Hibridacion in situ con sondas fluorescentes)
4.2.9.1. Fijacion de las células

Los soportes de inmovilizacion de los reactores rellenos con ¥ fu€on
lavados con PBS estéril. Luego, 1 mL de cada soporte fue tratado tasonitio
durante 10 minutos con 1 mL de PBS estéril para desprender la bigpslicdanar la
integridad celular. Las células asi obtenidas fueron fijadasida Seccién 2.2.6.1. Dos
muestras de cada fraccidon fueron tomadas y dos pocillos del pordaotgepocillos

multiples fueron usados para cada una.
4.2.9.2. Hibridacién

Los oligonucledtidos marcados con Cy3 usados para la hibridacion sibetescr
en la Tabla 4.2La hibridacién se llevé a cabo utilizando formamida 35 % (v/v) con las
sondas SRB385, ARCH915, EUB338 y NON338 para la deteccion especidfaje
Arqueas, Eubacterias y para la hibridacion inespecifica, tesgpeente. El buffer de
hibridacion contenia por mL: 0,18 mL de NaCl 5M, 0,2 mL de Tris HCI pH 7,4 1M
0,35 mL de formamida y 1 pL de SDS (dodecil sulfato de sodio) 10% (/o3
portaobjetos fueron colocados en una cadmara humeda para la hibridacidte @ura
horas a 46 °C en horno (HL-200 HybriLinker, UVP Laboratory Product®gd,u

fueron lavados con buffer de lavado (conteniendo por mL: NaCl 5M, 0,014 ns_; Tri
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HCI 1M pH 7,4, 0,2 mL; EDTA 0,5 M pH 8,0, 0,010 mL y SDS 10% (p/v), 0,5 uL) por

20 minutos a 48 °C y enjuagados con agua.

Tabla 4.2. Oligonucledtidos utilizados para el enya de FISH.

Sonda Blanco Secuencia (5°-3") Referencia
SRB385 BRS CGCGTCGCTGCGTCAGG Amannet al, 1990
EUB338 Eubacterias GCTGCCTCCCGTAGGAGT

ARCH915 Arqueas GTGCTCCCCCGCCAATTC Stahl y Amarg91l
NON338 Control negativo ACTCCTACGGGAGGCAGC Maegizal, 1992

4.2.9.3. Tincion con DAPI y observacion microscopica

La tincibn con DAPI se realiz6 segun la Seccion 2.2.6.2. El ensayo de
hibridacion in situ se investigd usando un microscopio de epifluorescencia (Leica
2500). Diferentes campos microscopicos de cada pocillo fueron analipadas
confirmar los resultados. Las células hibridadas fueron analizsdasdeterminar la
fraccion de sefiales positivas visualizadas para cada sondma@anre la observada

para la sonda general para bacterias EUB338 0 a las células totalescamiDads>|.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Cultivo en lote de células en suspension

Los capitulos anteriores demostraron la alta eficienciadieec#n de sulfato de
la comunidad de BRR. Para estudiar en detalle su cinética y su estequiometria se
realizd un cultivo en lote en un reactor tipo tanque agitado. El culizcseguido
mediante la determinacion de la DO (como estimativo del crectimicelular, Figura
4.2.A) y se determinaron las concentraciones de sulfato, lactatajcay proteinas a
intervalos de tiempo adecuados (Figura 4.2.B, C y D, respectivamente).
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Figura 4.2. Curvas de crecimiento del cultivo en te en reactor tipo tanque agitado del consorcidR. A.
Estimacion del crecimiento microbiano por DO a 600 en funcidén del tiempd3. Concentracion de sulfato en
funcion del tiempoC. Concentracién de acido lactico (rombos grised® ycido acético (rombos negros) en funcién

del tiempo;D. Concentracion de proteinas en funcién del tiempo.

En base a la concentraciéon ¢

= 46
proteinas durante la fase exponencial é 447
crecimiento se estimé UnGnaima de 0,07 H ;E: jf):
correspondiente a up tle 14 h (Figura 4.3) yé 32
s 3
una sos de 0,042 g/L.h. Moosat al (2002) 341
cultivaron en suspensién un indcu 2(2) | | |
proveniente de una planta de tratamiento 20 25 30 35 40
Tiempo (h)

aguas residuales en un reactor tipo tangu.
. Ia'%ura 4.3. Determinacion de la velocidad
agitado, con acetato y peptona como fuente
especifica de crecimiento maximapmaxima del
carbono y pH 8,0. Con ungtde 90 h consorcior Pendiente 0,07h R? 0,90.
obtuvieron una dos de 0,007 g/L.h, un
resultado ampliamente inferior al obtenido con el consd®cioos cultivos efectuados
con Desulfovibrio sp.generaron las curvas de la Figura 4.4.ukaima Observada fue

0,10 h* correspondiente a um tle 9,8 h y unasps de 0,053 g/L.h. Los valores de
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Umaxima Obtenido paraDesulfovibrio sp.y R fueron del orden de los reportados por
diferentes autores para aislados del gébesulfovibrio(Tabla 2.10).
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Figura 4.4. Curvas de crecimiento del cultivo en te en reactor tipo tanque agitado deDesulfovibrio sp.. A.
Concentracion de sulfato en funcién del tiempo;Concentracién de acido lactico en funcion deingie; C.

Concentracion de proteinas en funcién del tiellpdeterminacion de |amsma(Pendiente 0,10h R? 0,92).

Ambos cultivos agotaron completamente la fuente de carbono y redujeso
cantidad de sulfato similar correspondiente a Wwds¥ de 0,42 y 0,41 g/g para
Desulfovibrio sp.y R, respectivamente. Tal como se observé en el Capitulo 2, el
consorcioR presenta parametros cinéticos similares a los observadotapzsapa de
referenciaDesulfovibrio sp..Sin embargo, en dicho capitulo se calcularon a partir de
cultivos estaticos sp4 de 0,010 y 0,013 g/L.h pardesulfovibrio sp.y R,
respectivamente, valores inferiores a los obtenidos en estos ensaycsusa de la
diferencia entre los resultados pudo ser que el biorreactor posedantia camara de
gas superior inicialmente formada pos por lo que el HS generado por el cultivo fue
diluido en un gran volumen, en comparacion con los frascos utilizadosesisasio
anterior con poca o nula cAmara gaseosa, donde la concentracig® ele fllse gaseosa
pudo ser mayor, causando inhibicion del desarrollo microbiano, como sa déetal
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Capitulo 1. Por otro lado, els¥4s (0,41 g/g) y el ¥;s (0,54 g/g) observado para el
consorcioR crecido en suspension fueron similares a los obtenidos para los cultivos
inmovilizados sobre P, PV y CV reportados en el Capitulosd4¥ 0,48, 0,46 y 0,45

a/g; Ypis 0,55, 0,53 y 0,57 g/g; respectivamente), lo que indica que la estequigonoetr

se modifico.

4.3.2. Modulo de dispersion axial del RLEFA

Se realizaron gréficas de valores dé][eh funcion del tiempo (Figura 4.5) y las
de la primera derivada de dichos valores (Figura 4.6) paraEFRIelleno con P y
CV, como modelos para la columna a utilizar. Se calcul6 un modulo desitispde
0,017 y 0,012 para el P y CV, respectivamente, demostrando que los seaattliear
se comportaron como un sistema de flujo piston con dispersion axratedlia. Por lo
tanto, fue posible aplicar los modelos hidraulicos pertinentes pafetacion de los
RLEFA, considerando un tiempo de operacion de 1,5 vecgpaitd el establecimiento
del estado estacionario. Por otro lado, relobtenido experimentalmente para cada
sistema (1,1 y 0,9 h para P y CV, respectivamente) fue magalcalado teéricamente
en base al caudal de alimentacion (Q) y el volumen huegd@¥ y 0,5 h paraP y CV,
respectivamente). Esta diferencia puede atribuirse a ladctén de las matrices con
los trazadores utilizados, por ejemplo adsorcion del trazador. Elo efer esta
interaccion es aumentar la dispercion por lo cual el valodetahodulo de dispercion

es eventualmente menor al calculado para cada columna.
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Figura 4.5. Grafica de pH en funcién del tiempo paa la determinacion del mddulo de dispersién axial el

RLEFA relleno con diferentes soportes. ACarbén vegetaB. Perlita.
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Figura 4.6. Grafica de derivada del pH en funcion dl tiempo para la determinacion del médulo de
dispersion axial del RLEFA relleno con diferentes@portes. A CV;B. P.

4.3.3. Comportamiento del RLEFA

Se determind que la fraccién huatmlas columnas fueron: CV 57 %; P 67 %;
EP 91 % y PV 41 %. Los cuatro RLEFA (Figura 4.7) rellenos con R, EP\W PV se
mantuvieron funcionando por un tiempo prolongado (2200, 1291, 1797 y 744 horas,
respectivamente) sin presentar inconvenientes de oclusion ni cordEmésa
microbiolégicas, demostrando que los sistemas fueron lo suficienterastables como
lo reflejan las curvas de concentraciones de sulfato, lactatetgto en el efluente de
los biorreactores durante el transcurso del experimento (Fg8ja Al & inicial,
similar para todos los reactores, el tiempo requerido para obiere biopelicula
madura capaz de alcanzar valores de concentracion constantefleenet fue de 4,6,
6,0, 1,5y 3,2 veces g{,ipara P, CV, EP y PV, respectivamente. Diferentes autores han
reportado la necesidad de operar reactores sulfidogénicos durant@sen inicial
prolongada con el objetivo de establecer una biopelicula establedeapducir sulfato
de modo eficiente y constante (Sahinkaya y Gungor, 2010; Kaksinan 2006a;
Sahinkayaet al, 2007; Villa-Gomezet al, 2011; Celiset al, 2009; Sahinkayat al,
2011).
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Yoao=- - -'..“l

L e
e reactor dedho fijo de flujo ascendente parala EP y P.

Figura 4.7. Fotografia del sistema d

Todos los sistemasostraron ung""™ menor y un valor desgs mayor que el
del sistema con células en suspension, siendo P el soporte nmetges{iei 2,98 h, 0,58
g/L.h; CV 4,15 h, 0,40 g/L.h; EP 9,94 h, 0,19 g/L.h; PV 8,53 h, 0,21 g/L.h,
respectivamente) (Figura 4.9 y 4.10). Debido a querl8e" obtenidos en los cuatro
casos fueron menores al del sistema con células en suspensiomifise gee la
actividad reductora de sulfato fue llevada a cabo por la biopeliulguy a estos
caudales las células en suspension fueron lavadas del reactor por. &wastedores de
rsos reportados en la literatura para diferentes sistemas deocdii BRS, como se
resume en la Tabla 1.10, se hallan entre 0,004 y 2,7 g/L.h, encontrarslcessultados
de este estudio en este rango. En la Tabla 4.3 se detallan agpeasncias realizadas
con sistemas de células inmovilizadas junto con los resultadosed&astjo. Como
puede apreciarse alli, para PV de 3 mm de diametro con lactatofuente de carbono
en un RLEFA, el valor reportado por Baskaran y Nemati (2006 fiestsuperior y el
de ko4 inferior (28,6 h, 0,04 g/L.h) a los obtenidos en este capitulo para elomism
material y para el cultivo en lote con células en suspens&iéto infiere que la
comunidadR seria méas eficiente que la utilizada por dichos autores. Sirrgmbas
resultados son deficientes en comparacion a los obtenidos por los raisii@Es con
arena de cuarzo de 0,225 mm (0,5 h, 1,7 g/L.h); lo cudl es esperable aldhitario
de particula casi 10 veces menor al de la P de este estudiembergo ambos
materiales poseian un area superficial similar (éste paxafoe determinado por BET;
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Tabla 4.3). Estos rendimientos se obtuvieron para una concentracion ierelaadion

de 1 g/L de sulfato; pero con 2,5 g/L, una concentracién similarusada en este
trabajo (2,8 g/L), para la arena de cuarzazedumentaba y lasgsdisminuia (2,7 h 'y

0,81 g/L.h), mostrando un efecto negativo del aumento de la concentracion de sulfato. A
concentraciones de sulfato comparables, los resultados obtenidos ceste espitulo

y los obtenidos con arena de cuarzo reportados por Baskaran y NeoG@) (
mostraron g y rsos Similares; a pesar de que los autores no obtuvieron un 100 % de
consumo de la fuente de carbono a dighdor lo tanto, la causa de la alta efectividad
de la P se puede atribuir a la elevada superficie disponiblelgpa@hesion celular,
reportado en estudios anteriores como principal causa de disminuciéws dg
(Baskaran y Nemati, 2006; Garcia Caldeebral, 1998). Por otro lado, Jong y Parry
(2003; 2006) realizaron experiencias con lactato como sustrato argégmi®LEFA
empleando arena de 2 mm como soporte de inmovilizacion, pekyiagie obtuvieron

a un g de 16 h fueron de al menos un orden de magnitud menor a los aquadegist
Esta deficiencia pudo deberse a que dichos sistemas eran de pHdacidk, afecta
severamente a las BRS como se describe en el Capitulo 1. Sahjn&aygor (2010)
aplicaron un reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (RLFFD) con esponja y
RLEFA con zeolita como soportes y acido lactico como fuente de carbopél
neutro, 2 g/L de sulfato y ug te 12 h, estos autores encontrarg similares entre
ambos sistemas (0,060 y 0,064 g/L.h, respectivamente), los cuales fueyon mu
inferiores a los aqui obtenidos. En procesos con sustratos organicastelfaldactato

los resultados encontrados en la literatura fueron variables. vaertadwl. (1995a)
obtuvieron altosgos con un sistemgas-lifta & 4,5 h. Otros trabajos que utilizan lecho
empaguetado con fuentes carbonadas diferentes al lactato mugstraferiores a los
resultados aqui obtenidos (Sileaal, 2006; Kuo y Shu, 2004; Venkata Moheinal,

2005; Celiset al, 2009).

Por otro lado, el ¥o4spara el cultivo en lote de células libres (0,41 g/g) fue
similar al de los cuatro sistemas de lecho empaquetado, siecdo/giable para los
diferentes g para cada uno de los soportes (P 0,38 £ 0,03 g/g; CV 0,39 £ 0,02 g/g; EP
0,38 £ 0,03 g/g; PV 0,40 = 0,03 g/g; los errores corresponden a la déswestandar
entre los diferentesg) (Figura 4.9). Estos valores resultaron comparables con los
rendimientos estequiométricos reportados f2eaulfovibrio desulfuricang0,45 g/g)
(Okabe y Characklis, 1992). Paralelamente, el valorggga¥menté con la disminucién
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del & para todos los soportes desde alrededor de 0,45 hasta llegar agOaBﬂ”&?imo
(Figura 4.10); un valor superior al obtenido en cultivo en lote (0,46 g/g)speilar al

0,62 g/g reportado pam@esulfovibrio desulfuricangOkabe y Characklis, 1992). Estos
resultados sugieren que en las biopeliculas inicialmente fornsatbas las matrices
estaban presentes bacterias consumidoras de &cido acético quistiemore®levados
caudales de alimentacion. El valor deo¥s (g/g) encontrado en el Capitulo 3 para el
crecimiento en lote de células inmovilizadas en P, CV, EP y PV (0,48, 0,45, 0,38 y 0,46,
respectivamente) fue en algunos casos similar al encontrado RhE&#\ (0,38, 0,39,

0,38 y 0,40). Sin embargo elpX¥ (g/g) (0,55, 0,57, 0,44 y 0,53) resultd6 menor al
encontrado en los RLEFA gf"t"™.

Todos los RLEFA empacados con las diferentes matrices fueracesape
consumir el 100 % de la fuente de carbono en alguna o varias deldaglades de
dilucion ensayadas (Figura 4.11). El porcentaje de reduccion de sulaimanfue
similar para los cuatro reactores (alrededor de 67 %), adsulbgico dado que los
Y soasfueron similares para todos los soportes y el acido lacticmagusmitante del
crecimiento, fue agotado. Baskaran y Nemati (2006) usaron un medioltd® c
conteniendo una cantidad similar de sulfato (6,7 g/L de lactato y 2 &egdulfato) en
relacion 2,7 lactato / sulfato, mientras que en este capituloligé utia relacion 1,6 y
una concentracion de sulfato de 2,8 g/L. Segun los autores, el porcencajeversion
de lactato y sulfato fue 48 y 79 % (consumo de 3,2 g/L y 2,0 g/L), respectivameate, pa
un RLEFA de ¢ y rsos Similar al obtenido aqui para la P, donde los % fueron 100 y 61
(consumo de 4,5 g/L y 1,7 g/L). Por lo tanto, el sistema usado pamvestipadores
mostré ser mas eficiente en la reduccion de sulfato en relalcg@msumo de la fuente

de carbono, no asi en cuanto al aprovechamiento de esta.
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Tabla 4.3. Caracteristicas de varios biorreactoresulfidogénicos con células inmovilizadas.

Soporte Fuente de carbono y energia Sulfato Biogali
Inéculo Reactor 'I;emp. pH D'a'T‘e”o Area - ConcentracionConsumo tr Concentracion Consumo rsos _B|oma§_a BRS/ Referencia
(°C) Naturalez. particula  superficial Naturalez inicial (g/L) (%) (h) inicial (g/L) %) (@/Lh) inmovilizada totales
(mm) (m?/mL) inicial (g () inicial (g () g/L. (/) (%)
Agua RLE FA 22 7 Arena de cuarzo 0,225 0,321 Lactato 2,7 63 0% 1,0 73 1,7 na na Baskaran y
producida en 6,7 48 21 25 79 0,8% Nemati, 2006
un depésito de 13,3 25 2,1 50 35 0,68
petréleo Cubos de - 0,007 2,7 63 53 1,0 89 0,2
estropajo poroso
Perlas de vidrio 3 0,001 93 28,6 1,0 100 0,02
Agua de RLE FA 25 4,5 Arena >2 na Lactato 3,7 na 16,2 2,5 82 0,02 na na Jong y Parry,
humedal de 2003
sitio minero
Agua de RLE FA Amb. 6 Arena >2 na Lactato 4,76 na 16,2 0,09 73 0,0042 na na Jong y Parry,
humedal de 5,5 76 0,0049 2006
sitio minero 5 74 0,0072
4,5 69 0,0038
4 80 0,0022
35 1 o
Agregados de GLI 30 5,0 Piedra pémez 0,2-0,5 na 2,HCO, - na 45 48 0 0 @ na van Houteet
BRSy 55 20 0,21 ? al., 1995a
bacterias 6,0 52 0,52 8
homo- 7,0 68 0,67 ?
acetogénicas 7,5 80 0,83 8
8,0 100 1,08 8
Lodo de RLE de flujo 30 na  Carbén vegetal na 1,790 Agua residual 0,00128°° 90 0,02 0,0014 45 0,03 2% 55,4 Silvaet al,
UASB horizontal Esponja de - 1,007 sintética: extracto 86 39 0,02 1% 44,8 2006
poliuretano de carne, almidén,
Polietileno de bajana 0,820 sacarosa, soja, 84 0 0 16 32,F
densidad detergente
Ceramica a base - na 86 0 0 2P 18,F
de alimina
Sobrenadante FA FA na na  Cubos de - - Glucosa 40 71 48 0,4 98 0,008 133 na Kuo y Shu,
de tanque de triacetato de 75 24 0,4 87 0,015 na 2004
digestion celulosa 77 12 0,4 75 0,025
anaerobica 81 48 0,8 93 0,016
63 24 0,8 78 0,026
45 12 0,8 71 0,047
100 48 2,0 70 0,029
99 24 2,0 68 0,057
86 12 2,0 61 0,101
Lodo de UASB 55 6 Gréanulos de lodo 2 - Almidén, sacarosag,87P° na 38 07 90 0,166 na na Lent al,
UASB UASB 35 lactato, propionato4,27°?° 42 03 100 0,069 2003b
burbujeado y acetato
con N
Lodo de UASB 28 7,2-7,8 - - - 0,9 66-78 0,028 0,15 42 0,004 12,5 na Hien Hoaet
tratamiento al., 2007

anaerébico




Tabla 4.3. Caracteristicas de varios biorreactoresulfidogénicos con células inmovilizadas.

Soporte Fuente de carbono y energia Sulfato Biogali
< Temp. ia = t ~ - .
Inéculo Reactor o p pH D'a“,“e"o Area - ConcentraciénConsumo Concentraciéon Consumo rsos B lomasa BRS / Referencia
(°C) Naturalez. particula  superficial Naturalez b (h)y - inmovilizada totales
(mm) (m?/mL) inicial (g/L) (%) inicial (g/L) (%) (g/L.h) (/L) (%)
Lodo de UASB 55 6 - - - Sacarosa 1,%0 100 10 0,15 100 0,35 na na Lopest al,
reactor 5 0,15 80-95 0,28-0,33 2007
anaerdébico 0,40 80-95 0,8-0,95
4 0,15 55-65 0,19-0,23
0,40 30-40 0,3-0,4
Lodo de UASB 30 775 - - - Etanol 0,6 100 4 1,5 >93 >0,375  10° ufc/mL” 5¢° Daret al,
UASB 2007b
Lodo de RLF FA 30 7,1 Bolitas de alginato - - Agua de desechd?° 6 78 0,06 1,6 80 na na 4 Venkata
UASB Mohanet al,
2005
Efluente de  RLF FA 35 7 Zeolita 0,5-1 na Lactato 0,67 92 12 1 19 0,016 na na Sahinkaya y
digestor 6-7 1,34 96 2 37 0,064 Gungor, 2010
anaero6bico 55 97 61 0,100
5 95 55 0,092
95 71 0,120
1,70P° 90 86 0,144
2,00P%° 80 79 0,132
4 1,70°%° 93 24 85 0,072
3,5-4 86 81 0,068
2-2,5 87 82 0,068
RLF FD 7 Cubos de esponja 0,5 na 0,67°° 95 12 1 14 0,012
6-7 1,342 95 2 36 0,060
5,5 94 55 0,092
5 93 40 0,068
91 43 0,072
1,70°° 86 57 0,096
2,00°%° 70 66 0,108
4 2,50°° 54 24 85 0,072
3,5-4 79 86 0,072
2-2,5 76 88 0,072
Lodo de RLF FA 25 6,5 Polietileno de baj&®,5-1,0 na Etanol 1 72 48 1,66 22 0,0075 096 na Celiset al,
UASB densidad 2009
Lodo de RLF FD 25 7,0  Polietileno de baj8@ na Lactato 51° 34 24 1,0 70 0,03 0,7% na Villa-G6mez
digestor densidad 1,2PH etal, 2011
anaero6bico
Efluente de  RLE FA 30 7,0 Perlita 2,0-1,2 0,3381 Lactato 4,5 100 2,98 28 61 0,58 0,52 100 Este estudio
curtiembre Carbon vegetal 2,0-1,2 na 100 4,15 58 0,46 0,24 4
Perlas de vidrio 3,0 0,0018 99,1 8,53 62 0,21 0,02 70
Esponja de - 0,6541 100 9,94 67 0,19 0,04 17
poliuretano

A'En base al volumen hueco del lech&n base al volumen total del reacfo?p de BRS sobre células totales determinado pd'l‘l;l'—qS(')lidOS volatilest En base a la cantidad de nitrégeno (
biomasa;” Cuantificacion por cultivo® Parte superior del lech8; Parte inferior del lecho; na: No analizado; -: bresponde; RLF: Reactor de lecho fluidizado, RREactor @ leche

empaquetado, UASB: reactor de lodo de flujo asasted&A: Filtro anaerdbico, GLGas-lift con células inmovilizadas; FA: Flujo ascendent2;, Flujo descendent82°: g de DQOIL.
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Figura 4.10. Velocidad volumétrica de consumo  Figura 4.11. Porcentaje de consumo de &cido
de &cido lactico (g, rombos llenos) y de lactico (rombos llenos) y sulfato (rombos vacios)
reduccion de sulfato (gos rombos vacios) en los  en los RLEFA en funcién de la inversa delgt

RLEFA en funcion de la inversa del .

4.3.4. Biopelicula inmovilizada

El examen de las particulas de P y CV (soportes que presentayam m
rendimiento) de la zona media de cada biorreactor con MEB mosigeimas similares

a las encontradas en numerosos estudios con el objetivo de aprdorandeion de
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biopeliculas en sistemas de BRS inmovilizadas (Seletw}, 1997; Silveet al, 2006;

Baskaran y Nemati, 2006; Kuo y Shu, 2004; Cetial, 2009; Kolmert y Johnson,
2001); lo que indicaria el establecimiento de la biopelicula. Serer@ una patina
rugosa en la superficie de las particulas de los reactéigasd 4.12.D y 4.12.F) en
comparaciéon con los materiales sin tratamiento microbiologico Imastraban

superficies limpias y lisas.

—5 um——

Figura 4.12. Microscopia Electrénica de Barrido.A. Perlita (500X);Car Vg | (1000X)C. Perlita
control; D. Perlita del biorreactoE. Carbén Vegetal controf. Carbdn Vegetal del biorreactor (4000X).

116



Bioprecipitacién de metales pesados por bacterias redudemasdfato aisladas de muestras ambientales

Por otro lado, la naturaleza porosa de la P se puede apretadfigara 4.12.A,
al igual que la estructura de los vasos xilematicos del CV 4ri2aB. Estas imagenes
mostraron que los poros de ambos materiales eran de un diameto ana§ pm,
adecuado para la entrada de los microorganismos y su aglomeraappmudhos
factores responsables de la formacion de biopeliculas y la adhesléa délulas a
superficies inertes. De estos factores, el tamafio del pordddescripto como el mas
importante, con mayor efecto que la rugosidad superficial macroacpjacsuperficie
total (Huysmaret al, 1983; Sethet al, 1995; Joo-Hwaet al, 1996). El diametro de
poro 6ptimo estd en el rango de uno a cinco veces el diametro mayor
microorganismo, de manera que los materiales con poros en eldariz10um son
ideales para la inmovilizacién de las células bacterianase @h al, 2000). La
importancia de estos poros se deriva de su capacidad para propouioeatorno
protegido de la velocidad de corte donde las células pueden estahdemerapas que

serviran de base para el crecimiento de la biopelicula (Rajaiy 2006).

Se determinaron las proteinas %: 08
adheridas en cada uno de los soporte § o7 - ad
S0
en las diferentes zonas del & 06-
©
biorreactor; y se observo que el order & 05
@©
relativo de proteinas adheridas poi g 0.4
, 203"
volumen de lecho promedio en todo o
0,2 1
el reactor para cada matriz (P: 0,52
0,1
g/L; CV: 0,24 g/L; EP: 0,04 g/L; PV: 00 Le=e=l1 L ‘
PV EP cv P

0,02 g/L) (Fig. 4. 13) fue inverso al
tRminimo determinado (P' 208 h CV.Figura 4.13. Masa de proteinas adheridas por volumede

lecho.CV (Carb6n Vegetal); P (Perlita); PV (Perlas derig
4,15 h; EP: 9,94 h; PV: 8,53 h)' D%/ EP (Esponja de Poliuretano). Zona del reactderior (1,

modo que, se puede suponer que l@lras gris oscuro); media (2, barras gris clarsyerior (3,
aumento de la productividad de 108§2"as blancas).

reactores fue consecuencia directa de una mayor cantidad desdiomzovilizada
causada por una mayor superficie disponible (area superficial: P, Oy888L; EP,
0,6541 mimL; PV, 0,0018 mmL). Sin embargo, la EP no obtuvo un resultado
proporcional a su area superficial, lo que hace suponer que existie@n otr

caracteristicas de las matrices que influenciaron la inmovilizaciglace
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Las cantidades de proteinas inmovilizadas sobre PV y EP reauianilares a
las obtenidas en los cultivos en lote sobre estos mismos sopompésil(Ca), mientras
que en los sistema de cultivo continuo con P y CV adhirieron al nteneses mas
biomasa que los cultivos del Capitulo 3 en el mismo tamafio de parHoulatro lado,
se percibié que en los RLEFA con mayor adhesién microbiana, P ya\Wold de los
reactores (zona 3) contenia mas células que la cabeza (zoebmgdio de los mismos
(zona 2). Las cuantificaciones de biomasa inmovilizada encontradaferentiis
reportes muestran valores entre 0,8 y 25 g/L de lecho (TablaChB8%iderando una
proporcion de proteinas / biomasa de 33 % (p/p) (Capitulo 3), la cantidadntzsa
inmovilizada sobre cada material (P, CV, EP y PV 1,58 ¢/L, 0,72 ¢IR,@L, y 0,06
g/L, respectivamente) resultd similar o baja con respecto a otros autorassdfitiezet
al. (2011) encontraron que la cantidad de biomasa inmovilizada en un RLPEDddz
de la zona del lecho. Hallaron, de forma similar a lo observado aquéxigtian menos
microorganismos adheridos al soporte presente en la entrada deddi@rigue en el

material mas cercano al puerto efluente.

4.3.5. Estructura de las comunidades bacterianas de las biopeliculas
(DGGE)

Por lo general, los reactores anaerobios utilizados para laci@auae sulfato se
inoculan con consorcios indefinidos de microorganismos anaerobios y pordaesant
deseable que una poblacion de BRS se desarrolle en la biopelicalgrpducir el
sulfuro. En un sistema de cultivo continuo alimentado con una fuente Unicaid@mut
y parametros de operacion constantes, la competencia entspéages podria tender a
reducir la diversidad de las mismas. Sin embargo, especiesodisarhente
competidoras pueden coexistir si ocupan diferentes nichos. €eat (2009) han
sefialado que la composicion de la comunidad microbiana influye eralédlidad y el
rendimiento de los reactores anaerobios, de ahi la importanciateleder a estos
consorcios. La caracterizacion microbiana de la biopelicula puede ayudaeguions
buen funcionamiento del reactor. Una técnica de gran alcance queaagadzcterizar
toda la comunidad es la DGGE con el gen ARNr 16S como blanco.
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La técnica molecular de PCR-DGGE fue aplicada a las nagdsimadas de las
diferentes zonas de los reactores (inferior, media y superior § B) 2on el objetivo
de determinar si los tobservados respondian solo a la cantidad de biomasa adherida o
si ademas existian variaciones en la composicion de la comunicladidaa presente
en la biopelicula que influenciaban la efectividad de los soportessiguaa 4.14
muestra los geles de DGGE correspondientes al dominio Bacteria #iomasa
inmovilizada sobre los soportes en las zonas 1, 2 y 3 de cada RBEF#hservan al
menos 30 bandas identificables en todas las muestras. Se regist® patrones de
bandas variabilidad entre soportes (como ya se habia observado edielmsiiminar
del Capitulo 3) y entre las distintas zonas de los reactores.a&desm pudo apreciar
que las muestras pertenecientes al sistema con P poseian coemibigedrianas mas
ricas que los otros soportes, presentando mayor cantidad de bandawxidifies, en
especial en las zonas inferiores y media. Algunas especies pudierorosgiraeias sélo
en algunas muestras, como la poblacion representada por la bandka Zoda media
de la P. Algunos microorganismos fueron mas favorecidos en alguntse@sacomo
el indicado por la flecha B para el reactor con P. Otros predoomingobre una

poblacion, como la banda C en la zona superior de la P.

Figura 4.14. DGGE y analisis de

PPN N ‘Cvi  agrupamiento de las
cvs3
cv2

[ PV

|| PvV2  soportes y zonas de los

! PV3 biorreactores. CV  (Carbén
EP]

Ep: Vegetal); P (Perlita); PV (Perlas

EP: de Vidrio) y EP (Esponja de
P1
| P2
P3 inferior (1); media (2) y superior

comunidades bacterianas

formadas sobre los distintos

229 Poliuretano). Zona del reactor:

(3). Los numeros de la izquierda

de las ramas son los coeficientes

de similitud de Dice.

El dendograma obtenido a partir del gel de DGGE se da en laRidu, donde
se ilustra que el consorcio presente en las tres zonas delr @ac@V y de PV son las
mas similares entre si (coeficiente de Dice 65 % y 69 %ecEgsamente); mientras que
la zona inferior de EP presenta un consorcio diferente al deldelsteactor y la P (el
soporte con mayor biomasa adherida y merBI"t% en su zona superior es el

consorcio mas diferenciado de todos los estudiados (23 %). Estand#eren la
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composicion de los consorcios bacterianos y en la cantidad de biomesalizada a
lo largo de las columnas evidencia el comportamiento fluidodinanicdldijeopiston,

como fue indicado inicialmente por la determinacion del médulo de dispersion axial.

| = ] ret  Figura 4.15. Geles de DGGE para duplicados
| Ml de extraccion de ADN.CV (Carbdn Vegetal); P

| i (Perlita); PV (Perlas de Vidrio) y EP (Esponja

l I ::;f de Poliuretano). Zona del reactor: inferior (1);

mg; media (2) y superior (3). El nimero a

l
B [

|

La robustez del andlisis se constata en los patrones de bamgasmilares o

PLl  Ej: Ccv2.1: Carbon vegetal, zona media, extracto
R

pil

n i mzr  continuacién del punto es la extraccion de ADN.
- k
l ! de ADN 1.

idénticos obtenidos para los duplicados de las extracciones de ADM.Higgura 4.15
se muestran algunas de estas réplicas para las cualeficitmede Dice fue del 100
%.

Distintos trabajos aplican el ensayo de PCR-DGGE para analiziecto de
distintas variables sobre los consorcios microbianos inmovilizados ereduitmres
sulfidogénicos. Sahinkayat al. (2007) realizaron ensayos utilizando dicha técnica para
detectar cambios temporales en los consorcios formados sobr® glican RLFFA.

Por otro lado, Lima de Oliveirat al. (2009) aplicaron la misma herramienta sobre las
biopeliculas desarrolladas sobre arcilla expandida, esponja de taplause carbdn en
reactores de lecho fijo. Estos autores demostraron que el tipo deesopiloia la
composicion de la comunidad microbiana, en analogia con los resultactostrados

aqui.

4.3.6. Composicion de los consorcios bacterianos (qPCR - FISH)

El estudio de la composicion cuantitativa de la comunidad es espa@alina
mejor comprension de la ecologia de la reduccion de sulfatgPC& es ideal para el
analisis cuantitativo de las estructuras de la comunidad microl@anal, que varios

grupos de bacterias se pueden cuantificar.
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La enumeracion de bacterias totales pc 540

qPCR mediante el uso del par de cebador 3| 1
301

U1040f y U1402r se realizo mediante curva |

estandar cuyo rango de cuantificacion lineal fu 2o |

de 16 a 16 copias por PCR; el coeficiente de 1°]
10 T T T
regresion lineal (B fue de al menos 0,93 yla 4 6 8 10

Log [Copias ]

eficiencia de amplificacion (E) 104 % (Figura
_ _ Figura 4.16. Curva de calibracion para

4'16)' Zammitet al. (2008) obtuvieron Para g antificacion de las copias del gen ARNr 16S de

estos mismos cebadores una E entre 102 y edBacterias totalesY=-3,214 X + 47,032; R=0,93.

%, y un R entre 1,00 y 0,98. Stubner (2002) obtuvo una E entre 121 y 133 % para

diferentes cebadores que amplificaban el ARNr 16S.

La amplificacion de las diluciones seriadas 1/10 de los ¢asrae ADN de los
soportes mostrd que todas las matrices presentaron inhibicionrandagas sin diluir
(inhibicion completa de la PCR o un incremento en{ely@n incremento lineal en el
C: en la gréfica logaritmica de las diluciones ente 1/10 y*1¢af una E apropiada

(Figura 4.17). Estas ultimas diluciones fueron las utilizadas para la cuandific

Figura 4.17. Inhibicién de la PCR determinada por& E

S gi | A de las diluciones seriadas de los extractos de ADdé
29 cada soporte Pendiente de la recta (m), eficiencia (E)¥ R
27 2 para cada ensayo: Perlita (P — rombos), m= 3,39,
§2: - E=102,1%, B=0,98; Carbén Vegetal (CV — cuadrados),
21 . m= 3,29, E=99,1%, ®&0,94; Perlas vidrio (PV -
19 ‘ ‘ ‘ triangulos), m= 3,22, E=97,0%,%F0,91; y Esponja de
0 1 2 3 4 Poliuretano (EP — circulos), m= 3,16, E=95,2%=R00.

Log [Dilucion]

La primera derivada de las curvas de disociacion generd solo ummax4 -
86 °C para el ADN estandar y para las muestras extraidas s@portes, lo que refiere
qgue la sefal obtenida correspondié al amplicon deseado y no a unt@mebmoducto
de amplificacion inespecifico. Un ejemplo de esto se muestraréguiea 4.18 para PV
y para los estandares de la curva de calibracion. Una eleesisf@n gel de agarosa

confirmé el tamafio correcto de los amplicones (362 pb).
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Disscciatien Curve Dissociation Curve

Figura 4.18. Primera derivada de las curvas de distacion para el ensayo de gPCR para Eubacterias @les.
A. Desulfovibrio gigasLe Gall (estandar)B. Extractos de ADN de PV a diferentes diluciones01a 1/18

(naranja, azul y rojo respectivamente).

Las dos extracciones de ADN de cada muestra no tuvieron diferencia
significativas en base a la prueba-t de comparacion de n{edi@s05), por lo que se
utilizaron para calcular las medias y los errores estandararitédad de copias del gen
ARNr 16S de bacterias totales por mL de lecho promedio en eadtor fue de: P
6,6.10" copias/mL; CV 1,9.18 copias/mL; EP 3,7.f0copias/mL y PV 1,8.10
copias/mL (Tabla 4.4). Ademas, las tres zonas de cada reactiuvieron distintas
cantidades de copias por mL (Figura 4.21). El orden relativo de adlvetider entre
los distintos soportes y entre las diferentes zonas de cadar fie@ccomparable con el
obtenido por cuantificacion de proteinas adheridas (Figura 4.13). tadazh de
microorganismos inmovilizados fue superior al reportado porddal. (2007b), los
cuales cuantificaron mediante técnicas de cultivo tradicionafelsabferias por mL de
lecho en un UASB.

El rango de cuantificaciéon lineal de

las curvas estandar utilizadas pars 4
cuantificar las copias del gen ARNr 16S d
BRS totales (mediante los cebadores 385f 5
907r) fue desde f0a 13° copias por PCR %

(Figura 4.19). El coeficiente de regresior

. . .y 6 7 8 9 10 11 12
lineal (R) para las curvas de calibracior Log [Copias
para todas las qPCR realizadas fue de rygura 4.19. Curva de calibracién para la

menos 0.98 y la E 100.2 %. La temperatufaantificacién de las copias del gen ADNr 16S de
» i BRS totales.Y=-3,257 X + 59,833; R=0,98.
de fusion observada para los estandares de
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la curva de calibracion fue 75 a 77 °C (Figura 4.20.A). Para la npayte de las
muestras, se conservd esta temperatura (Figura 4.20.B). Sin embargoydas de
disociacion de algunas de las muestras mostraron picos poco defiigloa @.20.C).

No obstante, una electroforesis en gel de agarosa confirmo6 que altprddlPCR era

del tamafo correcto (540 pb). Esto pudo ser consecuencia de las eféeemperaturas

de disociaciéon causadas por las variaciones de las secueatigend ARNr 16S,
reportado por Zammigt al. (2008) como promotoras de varios picos en la curvas de
disociacion pero de un uUnico tamafo de amplicon, descartando artefactodosomo
dimeros de cebadores. Estos autores realizaron dichas observaciooesactomes que
amplificaban el primer tercio del gen ARNr 16S, mientras quaelU1040f y U1402r

no mostraba estas ambigledades; concluyendo que las variaciosesudacia se
hallan en las primeras 1040 pb del gen ARNr 16S, dentro del cualfieamplios
cebadores 385f y 907r. Stubner (2002) obtuvo curvas de amplificacion poco definidas
para todas las muestras ambientales ensayadas pero un tamariolicenainico, y
atribuyd este hecho a la variabilidad de secuencias, a pesar dstugié el segundo y
altimo tercio del gen ARNr 16S.

Dissociation Curve Dissociation Curve Dissociation Curve

Figura 4.20. Primera derivada de las curvas de distacion para el ensayo de qPCR para cuantificaciéode
BRS. A Desulfovibrio gigad e Gall (estandarB. Extractos de ADN de P, PV, CV y EP (rojo, naragjis y verde,
respectivamente) con picos de disociacion defini@ogxtractos de ADN de P, PV, CV y EP (rojo, naragjis y

verde, respectivamente) con curvas de disocianigdefinidas.

El ensayo especifico para BRS obtuvo un niumero de copias promedidan ¢
reactor de 7,96.14 6,70.16, 6,31.18 y 1,24.18 por mL de soporte en P, CV, EP y
PV, respectivamente (Tabla 4.4). El ensayo de gPCR desarrolladtliz& para
enumerar e identificar los cambios en la poblacion de BRS enféwsrdes reactores,
mediante la cuantificacion de BRS en relacion a la cantidad deribactotales. La
normalizacion constituye un medio para evaluar el nivel de BRS propalal tamafio
de la poblacion total. La abundancia relativa en comparacion al nimeapids del
gen ADNr 16S de bacterias totales promedio dentro de cadarrdaet 100 %
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(resultado mayor de 100 debido al error del ensayo); 4 %; 17 % ypedd®, CV, EP
y PV, respectivamente (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Resultados obtenidos para los RLEFA radhos con los distintos soportes.

Parametros P CcVv EP PV
£ (1) 3,0 42 9,9 85
rsos(g/L.h) 0,6 0,4 0.2 0,2
Fraccién hueca (%) 67 57 91 41
Area superficial (fimL) 0,3381 nd 0,6541 0,0018
Proteinas adheridas (g/L) 0,52 0,24 0,04 0,02
Bacterias totales (copias/mL) 6,610 1,9.16° 3,7.10 1,8.16
BRS totales (copias/mL) 8,040 6,7.16 6,3.16 1,2.16
% BRS 100 4 17 70

A Porcentaje mayor de 100 debido al error del ensajano fue posible realizar la determinacion.

El nimero de copias del gen ADNr 16S de BRS cuantificados en ocadale
los reactores se representan junto al nimero de copias del genaladactales en la
Figura 4.21. Se observo que la EP present6 una baja proporcion deoBRE explica
la poca productividad del reactor relleno con dicho soporte. Por atop & CV
presenté también una baja proporcion de BRS, pero esto se compensa eyorla m

cantidad de biomasa adherida.

= 1EH3; Figura 4.21. Cuantificacidon del nimero de copias digen
= 1 ARNr 16S de bacterias totales y de BRS adheridas po
é 1'E+12§ i volumen de lecho a los diferentes soportes en lasg zonas
3 1'E+11§ de los reactores usando el ensayo qPCR con SYBR €ne
1,E+10é Medias de los triplicados de qPCR y los duplicadeslas
1'E+09; extracciones de ADN. Las barras de error represetda
1’E+08§ desviacion estandar de las mediaV (Carbon Vegetal); P
1,E+07E (Perlita); PV (Perlas de Vidrio) y EP (Esponja adittetano).

Zona del reactor: inferior (1, barras gris oscumgdia (2,
PV EP cv P . )
barras gris claro) y superior (3, barras blanchas barras

lisas corresponden a las bacterias totales y |#adaa

adyacentes a las BRS.

Pereyraet al. (2008) observaron que a pesar de la alta reproducibilidad
determinada para la técnica de qPCR, las réplicas biolégieasnpaban diferencias
estadisticamente significativas. Schmidtova y Baldwin (2011) obserwma relacion
directa entre el porcentaje de BRS sobre la poblacion totalrfdeseto por gPCR) con
la velocidad de reduccién de sulfato de un consorcio bacterianoeSdlig2006), que
compararon RLE rellenos con distintos materiales, observaron mediEBite altas
proporciones de BRS (55 y 45 %) en sistemas empacados con CV y E&Rlgcian
eficientemente sulfato (0,03 y 0,02 g/L.h). Estos mismos mateim@eovilizaron, en
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este estudio, sélo el 4 y 17 %, respectivamente. Dar et al. (2@&ptjaron un 50 %

de BRS sobre bacterias totales para un UASB. Venkata Malan(2005) observaron
s6lo un 14 % en un RLFFA, pero en base a técnicas dependientes de Talilaod(3).

Por otro lado, los resultados de cuantificacion de copias del gen P&8\pueden ser
recalculados como bacterias/mL de soporte asumiendo que el numero de copi
promedio del gen en bacterias es 3,6 (Klappenkaeth, 2001) y considerando como
modelo aDesulfovibrio vulgaris subsp. vulgartsiyo nimero de copias es 5 (Muyzer y
Stams, 2008). Con esta consideracion, los porcentajes calculados enalsdsacterias

por volumen de lecho son menores a los calculados en base a laslebges ARNr

16S.

Estudios anteriores utilizaron la qPCR como método de cuantificaci@R8e
totales utilizando como diana el gen dsr (Schmidtova y Baldwin, 20htDBeet al,
2007; Liuet al, 2009; Kock y Schippers, 2008; Koneéob al, 2008) y de diferentes
grupos taxonomicos de BRS (Stubner, 2002, 2004; Peetyah 2008) en relacion a
las Eubacterias totales, ambos detectados por el gen ARNr 1@&misango, la técnica
desarrollada en este capitulo utiliza so6lo el gen ARNr 16S pamaae la poblacidon de
BRS totales y la de Eubacterias. Ademas, la aplicacionistehs de deteccion con
SYBR Green libera la necesidad de utilizar sondas especif@e la deteccion de

amplicones, para lo cual se requiere conocer la secuencia completa ddRiyeri65.

La técnica FISH fue empleada en diversos estudios para idenBiRS en
biopeliculas formadas en reactores de células inmovilizadasnfAebal, 1992; Silva
et al, 2006; Daret al, 2007b, 2008). Esta practica puede emplearse de forma
complementaria a la de gPCR, tal como lo hicieron Kock y Schigpeds). Con este
objetivo, se aplicd FISH sobre los soportes de las diferentes zonas de loesezm P
y CV, usando sondas para detectar Eubacterias totales (EUB338)ag\(NRCH915)
y BRS totales (SRB385); ademas de una sonda para determirtabri@acion
inespecifica (NON338) y DAPI para observar las células totdlas imagenes
conseguidas se exponen en la Figura 4.22 y 4.23.
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ZONA DEL RLEFA RELLENO CON PERLITA
MEDIO
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Figura 4.22. Hibridacién in situ de la biopelicula formada sobre perlita en las di#frentes zonas del RLEFA
(inferior, medio y superior) con las sondas NON33thibridacion inespecifica), SRB385 (especifico pafaRS),
ARCH915 (especifica para arqueas) y EUB338 (especif para eubacterias) marcadas con Cy3 (color rojoy

tincién de DAPI (color azul) para observar las céllas totales.400X.
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ZONA DEL RLEFA RELLENO CON CARBON VEGETAL
INFERIOR ~MEDIO SUPERIOR
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Figura 4.23. Hibridacion in situ de la biopelicula formada sobre carbon vegetal elas diferentes zonas del
RLEFA (inferior, medio y superior) con las sondas KN338 (hibridacion inespecifica), SRB385 (especidic
para BRS), ARCH915 (especifica para arqueas) y EUB8 (especifica para eubacterias) marcadas con Cy3

(color rojo) y tincion de DAPI (color azul) para okservar las células totales400X.

Con respecto al comportamiento de las sondas, se observé que SRB385 y
NONZ338 generaban algunas zonas de hibridacion inespecifica que no preseritaba
con DAPI. Por otro lado, la sonda ARCH915 no presenté hibridacién en ninglam de

muestras. Se pudo observar que P poseia mayor cantidad de btmtdaasqjue CV;
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sobre todo en la zona superior del reactor, lo cual se cuantifico p& gR©r la
determinacion de proteinas adheridas a P. Ademas, cualitativanaepteporcion de
BRS sobre las bacterias totales resultd superior en el cés®dtal como se determiné
por gPCR.

4.4. Conclusion

Todos los RLEFA fueron operados raduperiores al del cultivo con célul

libres y lograron mayoresds

Los Ysog4s fueron similares para los soportes individuales a los difer¢
caudales de alimentacion, entre los cuatro sistemas de lgzlyoali obtenido para €
cultivo en lote con células en suspension. gkpara los cuatro soportesdltos fue
similar al obtenido en cultivo en lote con células en suspension.ngiargo, pare
todos los soportes elp$aumento al disminuir ekt sugiriendo que en los consorci
iniciales estaban presentes bacterias consumidores de &cido goét no resistierol

elevados caudales de alimentacion.

El cultivo en RLEFA empaquetado con P fue el sisteande
cultivo que permitié menor ™"y una mayor rse. La productividad
superior de P se debi6 no sélo a la alta cantidaceiomasa adherida
sino que ademas la estructura del consorcio micradmo de la

biopelicula formada sobre P se diferencié de losrimados sobre otros

soportes y presentd la mayor proporcion de BRS corespecto a las

bacterias totales. Estos resultados fueron correat@ante aproximados

por los ensayos efectuados en el Capitulo 3.
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Capitulo

Reactor de lecho fluidizado de flujo
descendente

Los biorreactores sulfidogénicos con células infimadas pueden ser de una etapa (el sulfuro dd meta
precipitado se mantienen en el biorreactor juntolacbiomasa) o dos etapas (la produccion de suifur
los procesos de precipitacion se separan para fefairecuperacion de metal). El rector de lecho
fluidizado con flujo descendente (RLFFD) es un psac de una etapa en la que el soporte de
inmovilizacion flota en la parte superior del rescy se fluidiza por el caudal descendente y la
recirculacion del efluente. Los precipitados defusal metélico se depositan en el fondo del reactor
separado de la biomasa, permitiendo su recuperaeidimpidiendo la oclusion del reactor.
Adicionalmente, el disefio del RLFFD permite elamiento de aguas residuales acidas y con inhiksdore

celulares como las altas concentraciones de mgtateslos y el §$ generado por las BRS.

En este trabajo se evaluaron perlita (P) y bolpolipropileno (PP) como matrices de inmovilisaci
en rectores de flujo descendente (RFD) sin re@oidh en una etapa (el soporte de inmovilizaciétafl
en la parte superior del reactor y el caudal pravana leve expansion del lecho) y en RLFFD,
alimentados con soluciones acidas de Cu(ll). Sedesbn el tiempo de residencia minimg"t™), la
velocidad volumétrica de reduccién de sulfateyfif de consumo de lactatos)r de precipitacién de
Cu(ll) (rep y la estequiometria de los procesos. Ademasnalkizé la biopelicula formada en los RFD
caracterizando la comunidad bacteriana preseng&H(lyl MEB) y cuantificando la cantidad de biomasa

inmovilizada.

El RFD con P obtuvo urk®™™ menor y unagos mayor con respecto a PP (y similares al RLEFA del
Capitulo 4 relleno con el mismo material) debidgua permitié inmovilizar mayor cantidad de biomasa,
a pesar de que la proporcién de BRS sobre lasrizctetales fue similar en ambos RFD. Por otre,Jad
mientras que el RLFFD con P no pudo aplicarse (gl material decantd por efecto de la fluidizagio

el RLFFD con PP permitié velocidades volumétricamares que el RFD relleno con el mismo material.






Bioprecipitacién de metales pesados por bacterias redudemasdfato aisladas de muestras ambientales

5.1. Objetivo

= Operar reactores de flujo descendente (RFD) en una etap&istnlezion con
P y PP como materiales de soporte para estudiar la productiedadiaccion
de sulfato y de precipitaciéon de Cu(ll). Estudiar la biopeliculndola sobre
cada matriz de inmovilizacion.

= Ultilizar reactores de lecho fluidizado de flujo descendente (R)LEBN P y PP
para remediar agua residual acida sintética conteniendaaitaentraciones de
Cu(ll).

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Inoculo y medios de cultivo

El in6culo utilizado fue etonsorcioR de BRS enriquecido de los sedimentos

del efluente de una curtiembre del Rio Lujan en el Capitulo 2.

5.2.2. Propiedades fisicas de los materiales de inmovilizacion

Los materiales usados para estos ensayos fueron perlita (Pilag pe
polipropileno (PP). La P fue preparada como se describe en d&i®&c2.2 con un
tamano de particula entre 2,0 mm y 1,19 mm. La densidad aparentesgeti®®rmino
como se describe en la Seccion 3.2.2 y el tamafio de particdia seemidié con un

calibre.

5.2.3. Reactor de flujo descendente (RFD)
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Capitulo 5: Reactor de lecho fluidizado de flujo descendente

5.2.3.1. Determinacion delg™"™m°

Los RFD se hicieron con columnas de vidrio (g, 4 cm, H, 21 cm) con uto puer
superior, dos laterales y un fondo cénico para la coleccion de los f@eéogpde sulfuro
metdlico. La Figura 5.1 muestra un diagrama esquematico del m@xjagrimental
utilizado. En este experimento no se utilizé la recirculacion eéeliorde cultivo para la
fluidizacion del reactor, sélo se aplico el caudal de alimentacion descendenlegpar
la separacion del sulfuro metélico. El biorreactor se llen6 con 1255@1% del
volumen total del reactor) de la matriz de inmovilizacion designade esterilizé en
autoclave durante 20 minutos a 121 °C. Los ensayos fueron realizados cordenedi
cultivo sintético Postgate G (Tabla 2.4) a pH 7,0. El medio liqustieriese introdujo
en el reactor mediante una bomba peristaltica junto con 100 nmocldo, luego de lo
cual se permitio la inmovilizacion pasiva de la biopelicula gero el reactor tal como
se describe en la Seccion 4.2.3.4, para lo cual se supuso que la condiegiadde
estacionario se establecié durante un periodo de funcionamiento muat@veces el

tr.

Figura 5.1. Diagrama esquematico del
procesa A. Erlenmeyer de salida lateral para

integrar el medio de cultivo; B. Nitrégeno con

filtro de 0.22um; C. Bomba peristéltica; D.

Reactor conteniendo el soporte; E. Recipiente

colector; F. Trampa; G. Recipiente con Fe(ll)

para capturar el $$ en fase gaseosa; H.

Reservorio de medio de cultivo fresco; |.

Bomba para recirculacién; J. Reservorio con

metales pesados; K. Bomba peristaltica para

alimentacion con metales pesados.

Se tomaron muestras diariamente del puerto efluente y fuerozaalaaipara
determinar concentraciones de sulfato, lactato y acetato. Los valkedessrde los datos
en el estado estacionario para los regimenes de carga votanoétniespondientes se
utilizaron para determinar eft"™ los rendimientos ¥oss€ Ypis l0s porcentajes de
consumo de los sustratos y las velocidades ¥ s segun se detalla en la Seccién
4.2.3.4.

5.2.3.2. Determinacién de la velocidad volumétrica de precipitacién de cobre

132
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Se opero el RFD para remediar una solucion de alrededor de 0,5 QLi(Ifey
pH 5,0 (esterilizada mediante filtracion con una membrana de 0,P2ljpmentada por
un puerto independiente al puerto de alimentaciéon de medio de cultivo nhiteeaia
aguja que inyectaba la solucion metalica en la zona donde termehdéeho. La
alimentacion de medio de cultivo se mantuvo constante al caudadté®)eeido por el
tg™"MM° v e| caudal de alimentacién de la solucién de cobrg.{Qse aumentd
gradualmente hasta detectar la presencia de Cu(ll) eentfl A partir de estos datos
se calcularon el porcentaje de precipitacion de cobre y la velovwmlamétrica de
precipitacion (s, mmol/L.h) a dicho Qetar Finalizado el ensayo se retiro de la columna
el material soporte conteniendo la biopelicula y se utilizé pasndieiar la biomasa

adherida y observar la biopelicula microscépicamente (FISH, MEB).
5.2.3.3. Determinacién de proteinas

La concentracion de biomasa adherida al lecho de P y PP re@ ssijun se

describe en la Seccién 3.2.5.
5.2.3.4. FISH

Se lavaron muestras de soporte de inmovilizacion de los reactee®s con P
y PP con PBS estéril y 1 mL de cada soporte fue tratado cosouiila durante 10
minutos con 1 mL de PBS estéril para desprender la biopeliculacdlalss asi
obtenidas fueron fijadas segun la Seccion 2.2164%.oligonucledtidos marcados con
Cy3 usados para la hibridacion junto con el protocolo de hibridacién yrtirgin
DAPI se describen en las Secciodexs9.2 y 4.2.9.3.

5.2.3.5. Microscopia electronica de barrido

La efectiva formacion de la biopelicula sobre la superficie del PP sénéxpan
microscopia electronica de barrido (MEB) segun se describe $ackkdn 4.2.5. Se

utilizaron como testigos de referencia particulas sin biopelicula adherida.

5.2.4. Reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (RLFFD)
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Capitulo 5: Reactor de lecho fluidizado de flujo descendente

El RLFFD utilizado fue similar al del ensayo 5.2.3.1 pero mas peqaefdocfn,
H, 15 cm). El mismo fue rellenado con un volumen menor de soporte (equevalent
15 % del volumen total del reactor) y se recirculo el efluemteun caudal mayor a 200
mL/h; logrando expandir el lecho levemente (menos del 10 %) de modo de
homogenizar el liquido dentro del reactor y permitir que el pradpitde sulfuro
metalico decantase y pudiese ser recogido por la base delrréac esterilizacion e
inoculacion de los biorreactores fue idéntica al ensayo de la08e@.3.1, utilizando
en estos pasos medio sintético Postgate G (Tabla 2.4) a pH 7,0. deiésy formacion
de la biopelicula, la alimentacién se realiz6 con un agua resishiélica de pH acido
(3,5) y alto contenido de Cu(ll) (alrededor de 0,6 g/L), caratieas similares a las de
un drenaje acido de minas (DAM). La concentracion de cobre erdretat¢a de lactato
(sustrato limitante del crecimiento) utilizadas en el residgaido sintético y la
velocidad volumétrica de administracién de dichos compuestos se aaicalpartir de
los ensayos de precipitaciéon de la Seccion 5.2.3.2, de modo que el sulfuiadgene
fuese equimolar a la cantidad de cobre presente. La composicidrsideloréquido
sintético se baso en la del medio Postgate G (Tabla 5.1). Elonsis suplementd con
un coagulante con el objetivo de promover la decantaciéon de los pamspita sulfuro

de cobre.

Tabla 5.1. Residuo liquido sintético.

Sustancia Cantidad (por litro)
NacCl 1,209
KCl 0,30 g
NH,CI 0,30g
MgCl,.6H,O 0,40¢g
CaCh.2H,0 0,15¢g
KH,PO, 0,31g
Lactato de sodio 5,60 g
Na,SO, 4,20 g
CuChL.2H,0 4 1,65¢
Solucion de anaerobiogis® 5,0 mL
Solucién de vitamina B 1,0 mL
Solucién de microelement§s 1,0 mL
Solucién de selenitd 1,0 mL
Coagulanté 0,5 mL
pH 35

A Esterilizado por separado, mediante filtracfmablas 2.3, 2.5, 2.6 y2.7.

El caudal de alimentacion fue constante y determinado pgF'®"t calculado
previamente para cada soporte. Se tomaron muestras diarianlgmiertz efluente y
fueron analizadas para determinar concentraciones de sulfatoeootwkicion, lactato

y acetato en el estado estacionario. Dichos datos se utilizan@n calcular las
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velocidades volumétricas y los porcentajes de precipitacion de galeconsumo de
sulfato y lactato tal como se describié anteriormente.

5.2.5. Métodos analiticos

Se determinaron las concentraciones de sulfato, cobre y acido Meideético segun se
describe en las Secciones 2.2.5.1, 2.2.5.2 y 2.2.5.3, respectivamente.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. RFD

Las perlas de PP vy la
(Figura 5.2) poseian una densida
aparente de 0,92 y 0,16 g/mL
respectivamente; ambas menores a
del agua, lo que permitié que las

matrices permanecieran flotandc

cuando se colocaron en los

bi dio liauid EIFigura 5.2. Soportes de inmovilizacion. A. Bolitas de
iorreactores con medio liquido. L olipropileno (PP): B. Perlita (P).

tamafio de particula fue de 4,1 mmy

de 1,19 a 2 mm para PP y P, respectivamente; y la fraccion hue#ay289 %,
respectivamente Ambos reactores se mantuvieron funcionando por un tiempo
prolongado (1464 y 792 horas, respectivamente) sin presentar inconverdentes

oclusién ni contaminaciones microbiolégicas, demostrando que los sidieenas lo

suficientemente estables (Figura 5.3). Aliticial, similar para ambos reactores, el

tiempo requerido para alcanzar valores de concentracion constartefleante fue de

6,4 y 14 veces ekt para P y PP, respectivamente.
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PERLITA POLIPROPILENO
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Figura 5.3. t; aplicados y concentraciones de acido lactico, amét y sulfato en el efluente de los reactores de

flujo descendente rellenos con P y PP en funciénldiempo de proceso.
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La P resultod el soporte mas eficiente con A" de 2,6 h yuna kosde 0,7
g/L.h. Estos valores fueron similares a los obtenidos para el Rldairacado con P
ensayado en Capitulo 4 (3,0 h y 0,6 g/L.h). Para el PR™&I"t fue mayor y el 4os
menor respecto a la P (5,9 h y 0,3 g/L.h, respectivamente) (Figura 5.4). Algunos
experimentos reportados han utilizado RLFFD sulfidogénicos, algunios deales se
encuentran detallados en la Tabla 5.2. Se puede observar que los resitdiitss

obtenidos en este estudio fueron superiores a los de los RLFFD.

Tabla 5.2. Reactores de lecho fluidizado de flujoesscendente sulfidogénicos encontrados en la liteuaa.
@

Sustrato Soporte 2 Sulfato pH
o = [ =) () = =
o S £ S = 2 S
© : g « = 5 £ -~ O ]
N S S N s 5 £9 & = ¢ S
o = c S < = 7} ] c ‘© = ~ %
= £ 8 o 2 ot S o = o = = - =
S — S 1S C £~ © 28 - @ @
8 g 52 & g s ¢ 63 S 58 § 3 § g £ %
£ Z 038 ¢ z & 4 @@ &5 OE @ £ & £ o
Efluente de¢Lactato4,5 100 Polipropilenast,1 - 12 59 28 55 0,3 30 7,0 >7,8 RFD de
curtiembre 100 Perlita 2,0- - 65 26 61 0,7 7,0 estudio
1,19
Lodo Etanol 1 72  Polietileno 0,5-1 25 0,7 48 1,7 22 0,0085 6,5 7,7 Cels et al,
Lactato 2 60 de baja 0,8 28 0,020 6,7 2009
densidad
Efluente delLactato2* 70 Cubosde 0,5 15-20 na 12 2 66 0,1 5 8 Sahinkaya
digestor esponja Gungor,
anaerébico 2010
Lodo deLactato5* 34 Polietileno 3 30 0,7- 24 1 70 0,03®5 7,0 7,0 Vila-Gémez
digestor de baja 1,3 etal, 2011
anaerébico densidad

A Expresado como g de DQOIL.

Por otro lado, el ¥o4sde los dos reactores fue poco variable para los diferentes
tr (P 0,38 £ 0,04 g/g y PP 0,40 £ 0,03 g/g; los errores corresponden aiecies
estandar entre los diferente$ tFigura 5.4). Estos valores resultaron comparables a los
rendimientos reportados parBesulfovibrio desulfuricans(0,45 g/g) (Okabe vy
Characklis, 1992) y a los encontrados en los diferentes RLEFA ¢gtu©a4 (en
promedio, 0,39 g/g). Paralelamente, lagsyresentaron un comportamiento erratico en
el caso de la P y se mantuvieron constantes para el PP e&nfdetik (P 0,64 + 0,13
g/g y PP 0,59 + 0,04); ambos similares a los observados para loARIEEEapitulo 4
(0,60 g/g) y al reportado parBesulfovibrio desulfuricang0,63 g/g) (Okabe y
Characklis, 1992). Los dos RFD sin recirculacion fueron capacesndemir el 100 %
de la fuente de carbono en alguno o varios de doapticados. El porcentaje de
reduccion de sulfato maximo fue de 55 % para PP y 61 % para P, iafeioses a los
observados en los RLEFA (67 %) (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Rendimientos, concentraciones de acidéctico, acético y sulfato en el efluente, porcerjes de
consumo Yy velocidades volumétricas de consumo dectiéo y sulfato de los reactores de flujo descenden
relleno con P y PP en funcion delgt Lactato, rombos grises; Acetato, rombos vaciosfagylrombos llenos.

Rendimientos: ¥, rombos vacios; 45 rombos llenos.
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Luego, se procedié operar el RFD para remediar un solucion de pH0 & @/L
de Cu(ll), donde la alimentacién de medio de cultivo se mantuvo constacdedal
establecido por ekF™™ (P 2,6 h; PP 5,9 h) y el caudal de alimentacién de la solucién
de cobre (Qeta) S€ aumento gradualmente determinando la velocidad volumétrica de
precipitacion (s, mmol/L.h) maxima de cada sistema a la cudl el porcengje d
precipitacion de cobre se mantenia cercano al 100 %. Se obsereb REP relleno
con PP poseia unapide cobre maxima igual a 4,69 mmol/L.h, donde la precipitacion
del metal era de 99,8 %. En el caso de la Ppdafue 5,60 mmol/L.h con una
precipitacion del 99,3 %. En la Tabla 5.3 se resumen diferentesogatbande se
aplicaron sistemas sulfidogénicos para bioprecipitar cobrerdciptacion en todos los
casos fue alta, pero la concentracion de cobre inicial fue merrang la utilizada en
este capitulo. Sin embargo, cabe destacar que a diferenciaaek$abajos, es este
estudio la solucién de metales pesados ingresante no se mantuvo en contacto directo co
el lecho conteniendo los microorganismos inmovilizados, lo que reduce un posible
efecto inhibitorio. De este modo, la separacion espacial entréréda de medio y la
entrada de la solucion metélica al reactor permitio tratar concentracion de Cu(ll)
cinco veces mas elevada que el valor maximo reportado en &uliterPor otro lado,
en general las publicaciones no exponen la velocidad volumétrica dpitpoe@n de

metales, sino que s6lo marcan el porcentaje de precipitacion.

Tabla 5.3. Remocidn de cobre mediante algunos reaces sulfidogénicos reportados en la literatura (Naulita et
al., 2007).

L pH Sulfato (g/L) Cu(ll) (mg/L) .
Reactor Vol. (L) Sustrato organico EntradaSalida Entrada Salida Entrada Sali aeferenma
RFD de 0,25 Lactato 5,0 68-78 28 1,1 500 3,3  Este estudio (Perlita)
laboratorio 1,3 1,0  Este estudio
(Polipropileno)
Biorreactor 92.000- Estiércol y paja 3,3-7,5 6,5-7,5 0,07- na 0,003- <2 Zaluskiet al, 2003
de campo 108.000 0,23 3,1
Escala piloto 20.000 Estiércol, heno, aserrin §,5-7,5 6,5-7,5 <0,060 <0,040 2-23 <2 Reisingeal, 2000
alfalfa
Escala pibto 570 Tallos de arroz, estiércaB,6 6,2 na na 15 0,08 Checetrpl, 1998
y piedra caliza
Escala piloto 200 madera, heno, aserri3-3,5 5,5-7 3-35 2545 357 <05 Reisretal, 2003
alfalfa, y estiércol
Laboratorio 45 Estiércol, aserriny suero  2,5-8,5 <1 <0,3 20 <0,1  Drury, 1999
Laboratorio  25-29 Estiércol 2,762 6371 1 0,9- 8 0 Willow y Cohen, 2003
Laboratorio 4,8 Lactato 4,5 7,2 2,3 <0,4 5,1-56B81 Jongy Parry, 2003
Columna 9 madera, compostaje 8,8-4 7 15 1,2 14 <1 Beaulietial, 2000
estiércol
Columna 0,25 compostaje, mader6,8 7-8,5 2,6 0,2-0,7 50 <5 Chaetgal,, 2000
lodos y suelos ricos en
materia organica
RLFFD de 5 Lodo de digestor7 7 1 0,3 10 0,3 Villa-Gémezet al,
laboratorio anaerobico 2011
RLFFD de 0,3 Lactato 5 8 2 0,7 100 1-2 Sahinkaya y Gungc
laboratorio 2010
Cultivo lote 31 Suero 3,0-44 3,5-6,0 0,9 0,7 4.9- <1,7 Christensest al, 1996

A Calculado en base a la concentracion de cobredmeeli Q... Y €l caudal de alimentacién de medio de cultivo.
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En ambos reactores lagy, s y los parametros estequiométricos se mantuvieron
en valores similares a los obtenidos en los mismos sistemasd amregado de la
solucién metdlica. Por otro lado, a pesar de quengh@ego a triplicar el caudal de
alimentacion del medio de cultivo, el efluente (de pH inicial 5€3redd en todos los
casos un valor de pH entre 6,8 y 7,8. Diferentes autores han reportdcalitdzacion
de efluentes &cidos conteniendo metales pesados mediante sistdfitkgénicos
(Tabla 5.2) con valores finales de pH entre 3,5 y 8,5. De este modesesgaohue el
sistema fue capaz de remediar una solucién precipitando el cobsjmgendo el

sulfato y neutralizando el pH acido.

La cantidad de proteinas adheridas pgr B
volumen de lecho (P: 2,13 £ 0,01 g/L; PP: 0,
+ 0,02 g/L) fue inversa alkf™™ observado
para cada reactor (P: 2,6 h; PP: 59 h). [ 5

modo que se puede suponer que el aumento

la productividad de los reactores fue
Figura 5.5. Soportes de inmovilizacién luego del

tg?amiento. a. Bolitas de polipropileno (PP); b.
biomasa inmovilizada; y que ademas, esto feerlita (P).

consecuencia directa de una mayor cantidad

esperable en funcion de la gran area superficitd @ adhiriéndose mas células como

consecuencia de una mayor superficie disponible.

Los valores de biomasa inmovilizada, calculados en base a la dadtda
proteinas adheridas y la relacion 0,33 g de proteinas por g de biabtsadp en el
Capitulo 3), muestran que la cantidad de biopelicula formada soliteylel PP es
superior a la reportada por otros autores para sistemas ddRILBBla 5.2). Celi®t
al. (2009) marcan la importancia de la velocidad de recirculacion smlmantidad de
biopelicula inmovilizada: una alta velocidad superficial, que causaxpsmgon del
lecho grande, genera friccibn entre las particulas de soporte gomsecuente
desprendimiento de la biomasa, existiendo un compromiso entre ladbidizy la
formacion de la biopelicula. La ausencia de recirculacion eretegia del experimento
favorecié probablemente la deposicidon de una gran cantidad de micreorgsren la

superficie de las matrices.
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La observacién por MEB de las particulas de PP mostro imagieniézes a las
visualizadas en el Capitulo 4 para otros soportes con formacion de duitzpeli

sugiriendo la presencie microorganismos (Figura5.6).

Figura 5.6. Microscopia electrénica de barrido. A Polipropileno sin biopeliculaB. Polipropileno con
biopelicula. 400X.

En el ensayo de FISH (Figura 5.7) se pudo observar que la biopeticukda
sobre P y PP estaba formada casi totalmente por Bactesizdo snuy baja la sefal
obtenida con las sondas especificas para Arqueas (ARCH915) waresma las
obtenidas con la hibridacion inespecifica revelada con la sonda debl coegativo
(NON338). Casi la totalidad de las células tefiidas por DAPbifubibridadas con la
sonda para Eubacterias (EUB338). Ademas, la intensidad obtenida mnda
especifica para BRS (SRB385) fue muy similar a la obtenida Rabacterias,
sugiriendo que la mayor parte de la poblacion presente en la biop&ico&ba parte
del grupo de las BRS. Dat al. (2007b) ya habia utilizado esta técnica para relacionar
la efectividad de los biorreactores sulfidogénicos con la proporcidR&: sobre la
poblacién microbiana total.
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PERLITA POLIPROPILENO

SONDA SONDA

ARCH915 SRB385 NON338

EUB338

Figura 5.7. Hibridacién in situ de la biopelicula formada sobre los soportes denovilizacion en el RFD sin
recirculacion con las sondas NON338 (hibridacién especifica), SRB385 (especifico para BRS), ARCH915
(especifica para arqueas) y EUB338 (especifica paeaibacterias) marcadas con Cy3 (color rojo) y tinéin de

DAPI (color azul) para observar las células totalegt00X.

5.3.2. RLFFD

El reactor utilizado en este ensayo fue de menor volumen totaltyvo menor
cantidad de matriz de inmovilizacion que el anterior con el objetivibudkézar mas
facilmente el lecho mediante bombas peristélticas de laiaraEn el caso de la P, la
recirculacion constante del efluente causo la precipitacion del lecho patabidn total
de las particulas de P al final de la etapa de inmovilizacidngpds la biopelicula. La
P es un material ceramico expandido que se caracteriza por pweest su interior, y
esa caracteristica le confiere la ligereza y la logasidad. Al recircular liquido
constantemente, la P se hidratd, perdiendo el aire que la mantetaiaddl y
precipitandola al fondo del reactor. Sin embargo, algunos autoresepartado la
utilizacion de P en RLFFD (Sowmeyan y Swaminathan, 2008; GartdarCaet al,
1998). Por lo tanto, mas alla de que este material poseia dataaerde adhesion
celular superiores y de que g"f"™ fue menor, no fue posible utilizarlo en sistemas

con recirculacion. Solo pudieron hacerse mediciones en el sistema conteniendo PP.
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Para formular el residuo sintético en base al medio Pos@atenteniendo
cobre y de pH 3,5 que se utilizaria para alimentar el sastgon un solo puerto, se
utilizaron los parametros cinéticos y estequiométricos obtenidosesisagy/o realizado
con el RFD sin recirculacion. Como al"f"™ (5,9 h) el sistema con PP consurei®
promedio 1,6 g/L de sulfato (equivalente a 0,017 moles/L de sulfuroagienese
supuso gue se podrian precipitar cantidades equimolares de Cu(lla(eqies a 1,06
g/L de Cu(ll) o 2,90 g/L de CugPH,0). El residuo sintético se formuld finalmente
con 0,60 g/L de Cu(ll) con el fin de evitar la inhibicion celularlpgsresencia de altas
concentraciones de metal en caso de que el pH acido no pernuiiEticas

microbianas éptimas.

Para el sistema de RLFFD relleno con PP operago50th las velocidades
volumétricas fueronpp 1,50 mmol/L.h, 040,18 g/L y § 0,26 g/L.h y se obtuvo una
precipitacion de cobre del 96,4 %, un consumo de sulfato del 36,6 % y de twita
37,2 %; elevando el valor del pH de 3,5 a 7,4. Estos resultados fueron degi@ant
comparacion con los registrados por el Rdtibrecirculacion relleno con PP operado al
mismo k (repde 4,69 mmol/L.h,4040,30 g/L.h y 0,69 g/L.h; 99,8 % de Cu(ll), 55 %
de sulfato y 100 % de lactato). Una de las causas posibles déedandia del
rendimiento de ambos sistemas pudo ser la separacion espaalaeghtrada de
medio de cultivo y la entrada de la solucion metalica del RFDesinculacion que
permitid que la zona superior del lecho no fuese inhibida por la altertcecion de
cobre y el pH acido. Por otro lado, el RLFFD fue alimentado con unei&olde pH
mas acido y con mayor cantidad de Cu(ll) que el RFD sin tdaaién, lo que inhibiria
a las BRS. Sin embargo, estas desventajas deberian haber Isabtassgor la
recirculacion del efluente remediado de pH alcalino y con pocaladntie metales en
solucion, lo que neutralizaria el pH y diluiria los metales. Por otro ladepdasion del
lecho promueve el desprendimiento de la biopelicula, lo que podria disrtanuir

eficiencia del biorreactor (Celet al, 2009).

5.4. Conclusiones
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El cultivo continuo en un RFD sin recirculacion con P permitiéo med8iy

mayor ko4 que el mismo sistema con PP. Estos valores fueron simaldossobtenidos
con el mismo material en un sistema de lecho empaquetado deaskegndente. La
causa de la alta efectividad de la P se pudo atribuir a una n@ayoacion de
biopelicula. Ademas, los organismos presentes en la misma p&teracsu mayoria
al grupo de las BRS. Por otro lado, ebYse Ypisparala P y el PP fueron cercanos I

de Desulfovibrio desulfuricans

En el RFD sin recirculacion relleno con P se obtuvo una mayoridatbce
precipitacion de Cu(ll) que en el relleno con PP, mientras que da®rgajes de
precipitacion de Cu(ll) fueron similares. En ambos casos se logiéaliear el pH
inicial de valor 5,0. La separacion espacial entre la entradaed® m la entrada de Ia
solucién metalica al reactor permitié tratar una concentrat@d@u(ll) cinco veces mas

elevada que el valor maximo reportado en la literatura.

En el RLFFD con recirculacion la P se hidrato, perdiendo ehagda mantenia
flotando y precipitandola al fondo del reactor; lo que impidié su atién. El sistema
conteniendo PP generd velocidades volumétricas y porcentajesnieaeion de
lactato, sulfato y cobre inferiores a los registrados paraF€) Bin recirculacion;

neutralizando el pH inicial de valor 3,5.

144




Capitulo

Conclusiones generales

Se obtuvieron consorcios y aislados de BRS de ambientes nat8eatgslecciono al consorcio

R (oxidante incompleto de lactatpara su aplicacion en sistemas sulfidogénicos en base a su
eficiencia en la reduccién de sulfato, su resistencia a mgiagados en solucion (presencia
individual y simultdnea de Cu(ll), zZn(ll), Co(ll), Cr(lll), Gd)X y Ni(ll)) y su tolerancia a
valores de pH entre 7,0y 5,5.

R fue capaz de bioprecipitar diferentes metales (Cu(IN)Zi&o(Il), Cd(Il) y Ni(ll)) casi por
completo; siendo el Cr(lll) el Unico que permanecié soluble (50 %).

Se logro evaluar certeramente la inmovilizacion del consdeeBRS mediante cultivos en lote
de un modo rapido y simple, permitiendo seleccionar los soportesajwspara la posterior
reduccion biologica de sulfato en un sistema continuo. Se distingula quariz influencio los
rendimientos estequiométricos, la cantidad de biomasa inmoviljzkdastructura microbiana
de los consorcios formados. Se eligieron perlita P; carboetale@V, perlas de vidrio PV y
esponja de poliuretano EP en base a que su efectiva de adhesion de célulasehdenientos
estequiométrico y a que resultaron inertes al sulfuro biolégictemproducido. Ademas, se
observo de forma preliminar que la P promovi6 una adhesion celular y reridsrsaperiores.

minimo

El cultivo en RLEFA empaquetado con P fue el sistema de cultivpemuatio menor J y
una mayor {, con respecto al cultivo en lote con células libres y al RLESN CV, PV y EP.

La productividad superior de P se debi6 a la alta cantidad deatsoadherida y a que la
estructura del consorcio microbiano de la biopelicula formatleesP se diferencié de los
formados sobre otros soportes, presentando la mayor proporcionledRrespecto a las

bacterias totales.
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Capitulo 6: Conclusiones generales

El cultivo continuo en un RFD sin recirculacion con P peémitenor £ y una mayor g,

con respecto al mismo sistema con polipropileno (PP), debido a qaglinthmayor cantidad

de biomasa. Ademas, los organismos presentes en la mismagiarteamesu mayoria al grupo
de las BRS. ELf""™y la ., del RFD con P fueron similares a los obtenidos con el mismo

material en el RLEFA.

El RFD sin recirculacion relleno con P obtuvo ugamayor y un porcentaje de precipitacion de

Cu(ll) similar al logrado con PP (99 %). En ambos casos se logtéalizar el pH inicial de
valor 5,0. En el RLFFD con recirculacion la P decantd al fondlaedetor por efecto de la
recirculacién; lo que impidié su utilizacidén a pesar de saopbrte mas efectivo. EI RLFFD
conteniendo PP genero velocidades volumétricas y porcentajes de elimindeiétatde sulfato

y cobre inferiores al registrado para el RFD sin recuaiah; neutralizando el pH inicial de
valor 3,5. La ventaja del RFD sin recirculacion radico emrpaacion espacial en el reactor de

la entrada de metales pesados y el lecho.
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Apendice

Disenos factoriales fraccionados de dos
niveles

A medida que el nimero de factores en un diséfuthenta, el nimero de ensayos
necesarios para obtener una réplica completa sobrepasa rapidasneaterrsos de la mayoria
de los experimentadores. Una réplica completa de un didefem@ere 64 ensayos. En este
disefio so6lo 6 de los 63 grados de libertad corresponden a lassgidocipales, y Unicamente
15 a las interacciones de dos factores. Los 42 restantespoorden a las interacciones de tres
0 mas factores.

Si el experimento puede suponer razonablemente que algunas iotexaate orden
superior son despreciables, la informacidn sobre los efectagpatas y las interacciones de
menor orden puede obtenerse realizando so6lo una fraccion del disefio factoriat@ompl

Un uso importante de los factoriales fraccionarios se da ereXdpsrimentos de
escrutinio, donde se consideran muchos factores con el fin midicde aquellos que tienen
efectos importantes, de haberlos. Los experimentos de escrstieien realizarse en las
primeras fases de un proyecto cuando es probable que muchos desfacttialmente
considerados tengan poco o ningun efecto sobre la respuesta. Los faetosss identifican
como importantes se investigan entonces con mayor detalle en experimetiosrpes

Las experiencias con estudios que involucran muchos factoregdmalucido a la
observacién de que, en algun punto, las interacciones de alto aueéentia convertirse en
despreciables y pueden ignorarse en el esquema general refgaciones preliminares. En
la practica, los efectos principales tienden a ser mayoeefagunteracciones de dos factores,
que a su vez tienden a ser mayores que las interacciorres fctores y asi sucesivamente. El
factorial completo tiene cierto grado de redundancia si ektigador puede estar mas o menos
seguro de que las interacciones de alto orden son despreciablestagtircunstancias, las
estimaciones de efectos principales e interacciones delugo se pueden obtener a partir de
una fraccion del disefio completo.

El uso de disefios factoriales fraccionados en la investigacdustrial o en

biotecnologia se basa primordialmente en la hipotesis de dadrde factores que supone que
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Apéndice: Disefios factoriales fraccionados de dos niveles

una pequefia fraccion de los efectos de factores es sigmifipara un proceso, mientras que el
resto de los efectos es inerte para propdsitos practicos.
La ventaja de reducir el tamafio del experimento tiene un ptagiérdida de parte de

la informacion sobre algunos efectos.

Resolucion del diseno relacionada con la aleatorizacion

Los disefios factoriales fraccionados se agrupan en clases déoamuretas relaciones
de aleatorizacion que existen en el disefio, estos grupos seiddenpiér su resolucién. Los
disefios mas comunes son aquellos con resolucion lll, IVy V.

Resolucion lll:disefio en el que ningun efecto principal se confunde con otro efecto
principal, pero los efectos principales se confunden con interacciodes éctores y éstas con
otras interacciones de dos factores.

Resolucion IV:disefio en el que ningun efecto principal se confunde con otro efecto
principal o con una interaccion de dos factores, pero éstos se confundei entre

Resolucién Vdisefio en el que ningun efecto principal ni interaccion de dos fasw®res
confunde con otro efecto principal o interaccion de dos factores, gmas Ultimas se
confunden con las interacciones de tres factores.

En general, cualquier disefio factorial fraccionado de resol&intiene interacciones
deq factores confundidas con efectos que tengan menRsgdactores. La notacion usada para
identificar un disefio junto con su resolucion contiene un subimdioano para indicar la
resolucién del disefio; de esta manera, la notagihid@entifica un factorial fraccionario®2

con resolucion V.

Examen de los efectos con una grafica de probabilidad normal

Se supone que las observaciones del experimento tienen una distribuoi@h can
varianza constantef, pues representan la variacién normal aleatoria alrededor de una naedia fij
cuando los cambios en los niveles de los factores no tieaeto eéal sobre la respuesta. Asi,
los efectos factoriales estimados a partir de estas obser@sdienen una distribucién normal
alrededor de una media 0 con variaszauando los factores no tienen efecto y la gréfica de los
efectos estimados sera una linea recta en la graficaodabigidad normal, pero los efectos

estimados que no se ajustan a una linea recta no se pueden explicar @odm \edeatoria.
Diseno de resolucion III con N unidades experimentales para N - 1

factores

Un disefio de resolucion Il se puede construir para investigaN - 1 factores coN
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unidades experimentales, dondees un mdultiplo de 4. Por ejemplo, la fraccion media del
factorial 2 que se encuentra en la Tabla 2 es un factorial fraccionarig’dedie tieneN - 1 =

3 factores investigados cdh= 4 unidades experimentales. En los disefios con resolucion Il los
efectos principales no son alias entre si, pero lo son de las inberdectios factores. Un disefio

2"P con resolucion 1l requierp generadores de disefio. Suponiendo que se desea un disefio de
resolucion Ill paraN - 1 = 7factores efN = 8 corridas, estas ultimas serian la fraccion (1/16) de
las 27 = 128 necesarias para el factorial completo. Asisefidies un factorial fraccionario

2. que requier@ = 4 generadores de disefio. La construccion del disefio se iniciaiersdoi

los coeficientes + y — para las p efectos principales en orden normal.

En la Tabla 1 se muestran los coeficientes + y - pana = 3efectos principales\, By
C, en orden normal para un factorial completo G&2?,

Unidad

.

D=AB E=AC F=BC G =ABC Tratamiento
- + - def
afg

beg
abd
cdg
ace

bef
abedefe

1+ +

(=BT S

+

+

-1

R S I B A B |-
+ 00+ 4+

oo

R S I
I R
+ o+

Tabla 1. Un factorial fraccionario 2, "*con generadores de disefio ABD, ACE, BCF y ABCG.

Los coeficientes necesarios para el resto de los facior&, F y Gse asocian con los
coeficientes de todas las columnas de interaccidh, @&y C, de este modo, las columnas que
indican los niveles de los factorBsE, F y Gse generan a partir de las siguientes relaciones de
equivalenciaD=AB E=AC F=BC G=ABC.

Entonces, lop = 4 generadores de disefio senX AB = ABD ; E x AC=ACE ;FxBC
=B CF;GxABC = ABCG.

La relacién de definicion se encuentra con la multiplicaciélosiecuatro generadores
en todas las formas posibles. La relacion de definicién cometel = ABD = ACE = AFG =
BCF = BEG = CDG = DEF = ABCG= ABEF = ACDF = ADEG = BCDE = BDFG = CEF&
ABCDEFG.

La estructura de los alias del disefio para los efectoxigales se encuentra
multiplicando cada uno de estos por las interacciones incleidksrelacion de definicion. Las
interacciones de dos factores que son alias de los efectapgeacsonA = BD = CE = FG;
B=AD=CF=EF,C=AE=BF=DG;D=AB=CG=EF,E=AC=BG=DF; F=AG =
BC = DE; G = AF = BE = CD.
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Apéndice: Disefios factoriales fraccionados de dos niveles

Los disefnos de resolucion IV requieren 2N unidades experimentales
para N-1 factores

Los disefios de"? de resoluciéon IV no tienen efectos principales que sean aliasodeootie
interacciones de dos factores y se pueden estimar sin bagaseconfundido con interacciones

de dos factores, lo que no era el caso con los disefios de resolucion llI. Un disefidaba R

= n debe tener al men@s unidades experimentales o corridas. Un disefio de resolucién IV con
n factores se puede generar a partir de un disefio de resadllicién n - 1 factores mediante

una técnica de doblez, que consiste en agregar una segunda fraccidis@fio de resolucion

lll paran - 1factores em corridas, todos los signos en la segunda fraccion son los inversos de
la primera: La columna | en la primera fraccion tiene coaites +, mientras que en la segunda
fraccion la columna | tiene sélo coeficientes -, esta coludema&oeficientes se usa para un

factor agregado el disefio ahora tiarfactores cor2n corridas.

Tabla 2. Disefios de factoriales fraccionados®.

Niimero Unidades Resolucion Generador
de factores  experimentales  Fraccion del disefio de disefio*

3 4 111 C=AB

e

a 8 1 v D = ABC

5 8 i u D=AB
E=AC
16 ! v E = ABCD

6 16 i v E = ABC
F=BCD

8 L 1 D=AB

E=4AC

F=BC

7 12 ! v F=ABCD
G = ABDE

16 i WY E=ABC

F=BCD

G =ACD

8 x 1 D=AB
E=AC
F=BC
G = ABC

8 64 ] v G = ABCD
H = ABEF

32 L v F = ABC

G = ABD
H=BCDE

v E=BCD

F=ACD

G = ABC

H=ABD

—
=N
==
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