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1. INTRODUCCION

El crecimiento industrial y el desarrollo de nuevas tecnologias dan como
resultado una gran diversidad de formas de contaminacién. Comunmente la via
de desecho de los contaminantes mas utilizada es el agua, la cual no siempre
puede ser tratada para su completa purificacion. Dentro de los contaminantes
que se encuentran en el agua residual estan los compuestos recalcitrantes
llamados nitrofenoles, estos son compuestos aromaticos provenientes de fuentes
antropogénicas, debido a la actividad de varios sectores industriales como el
quimico, petroquimico y textil (Uberoi y Bhattacharya, 1997). Uno de los
compuestos contaminantes encontrados en este tipo de aguas residuales es el
4-nitrofenol (4-NF), que puede ser utilizado como materia prima en la industria de
tinturas, fungicidas, manufactura de medicamentos y en procesos para oscurecer
el cuero. La produccion anual de 4-NF es de 20,000 toneladas al afio (US-EPA,
1980; Donlon et al., 1996). Y las concentraciones de 4-NF que se encuentran en

aguas residuales pueden estar entre 10 y 190 mg/L (Howard, 1989).

El 4-NF es un compuesto que esta clasificado como sustancia téxica. En general,
los compuestos que contienen un grupo nitro en su estructura tienen un riesgo
agudo a la salud humana causando cianosis, y con una exposicion crénica existe
el riesgo de desarrollar cancer; por lo cual resulta sumamente importante
disminuir la cantidad de este tipo de compuestos del agua residual antes de que

sean descargados al medio ambiente (Krick, 1979; Razo et al., 1996; She et al.,



2005). En este trabajo se plantea el uso de un proceso microbioldgico anaerobio
para transformar el 4-NF utilizando quinonas como mediadores redox (MR),
acoplada a la oxidacién de sustratos organicos (Field y Cervantes, 2005; Van Der
Zee y Cervantes, 2009)

Por otro lado la inmovilizacién de microorganismos se define como la ubicacion
fisica de células microbianas activas en un espacio o region especifica, ya sea
de forma natural o inducida. La inmovilizacion permite una mejora significativa de
su estabilidad, lo que hace posible su empleo en la produccién industrial de
quimicos, farmacéuticos, alimentos, tratamiento de residuos, diagndstico y
tratamiento de enfermedades, entre otras aplicaciones. La inmovilizacién de
microorganismos ha sido estudiada durante las ultimas décadas como la solucion
y el mejoramiento de sistemas de tratamiento de aguas, suelos y aires
contaminados (Garzén, 2008).

La inmovilizacién proveeria una mejora en procesos de biotransformacién en
donde se produce una alta salinidad en el medio, causada por las industrias de
fabricacion de colorantes, ya que al estar en contacto con estas sales se produce
una plasmolisis y / o pérdida de la actividad de las células y baja demanda
qguimica de oxigeno en el rendimiento de algunos tratamientos anaerébicos (Guo

et al., 2007).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminantes recalcitrantes en efluentes industriales

Algunos de los contaminantes comunmente desechados por efluentes
industriales, son compuestos aceptores de electrones, tales como colorantes
azoicos, compuestos nitroaromaticos, compuestos alifaticos halogenados,
compuestos aromaticos halogenados y metaloides, los cuales no se ven
afectados durante el tratamiento aerobico de aguas residuales convencional. Sin
embargo, bajo condiciones anaerobias estos contaminantes pueden someterse

a transformaciones reductivas (Field et al., 1995; Van Der Zee et al., 2009).

2.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del 4-nitrofenol

0. 0
N

Figura 1. Estructura del 4-NF

El 4-NF, p-nitrofenol o 4-hidroxibenceno es una molécula organica con férmula
quimica de CsHsNOs3, la cual posee un grupo hidroxilo en la posicion del carbono
1y un grupo nitro en la posicion del carbono 4. Este compuesto es un sélido en
forma de cristales de color amarillo claro. Los compuestos fenédlicos son incoloros
generalmente, es el grupo nitro el que les da la coloracion caracteristica de

tonalidad amarilla. La solubilidad es de 1.6 g/100 mL a 25°C.
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2.1.2 Impacto ambiental del 4-nitrofenol

La descarga del 4-NF al medio ambiente por medio de efluentes industriales tiene
repercusiones tanto en la flora como en la fauna. No se tienen datos de la dosis
letal media o de la concentracion letal en humanos, pero existen datos
relacionados en animales y microorganismos entre los cuales podemos encontrar
que la dosis letal media oral en ratas es de 202 mg/kg. También esta la
concentracion letal de 96 h para peces que se encuentra entre 10 y 100 mg/L. La
concentracion toxica limite para la cepa EC5 de Pseudomonas putida es de 0.9
mg/L de sustancia anhidra por 16 h segun la International Uniform Chemical
Information Database (IUCID).

En México, el limite maximo permitido de fenoles totales en agua potable debe
serde 0.001 mg/L (NOM-127-SSA1-1994). La biotransformacion del 4-NF con
G. sulfurreducens produce 4-AF y la cantidad de este compuesto para llegar a
una dosis letal es mayor, como en el caso de las ratas que la dosis letal media
oral es de 375 mg/kg. Esto nos indica que al realizar una biotransformacion del
4-NF se obtendria otro contaminante con una menor toxicidad para el medio

ambiente.

2.2 Procesos de tratamiento del 4-nitrofenol

2.2.1 Métodos fisicoquimicos

El tratamiento del 4-NF puede ser realizado por procesos fisicoquimicos entre los
cuales se pueden encontrar los procesos de adsorcidn, coagulacion-floculacién,

intercambio i6nico y oxidacién avanzada (Romero y Tzompantzi, 2012). Por
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medio de estos procesos puede llegar a realizarse la degradacién del compuesto
recalcitrante (Ramos et al., 2015), pero debido a su alto costo resultan una

alternativa poco viable.

2.2.2 Métodos bioldgicos

Existen microorganismos que pueden realizar la mineralizacién de compuestos
nitroaromaticos como Rhodococcus sp. y Desulfovibrio (Dickel y Knackmuss,
1991; Nishino et al., 2000). En general, las caracteristicas recalcitrantes y tdxicas
de estas sustancias plantean una amenaza para el ambiente y para la salud
(Roldan, 2008). El grupo nitro aporta resistencia en el anillo aromético a la
biodegradacion, varios autores han descrito estirpes bacterianas capaces de
utilizar estos compuestos como fuente de carbono, liberando nitrito al medio.
Entre estas cepas se incluyen especies pertenecientes a los géneros
Arthrobacter (Chauhan et al.,, 2000), Bacillus (Kadiyala et al., 1998),
Pseudomonas (Zeyer et al., 1986), Burkholderia (Bhushan et al., 2000),
Rhodobacter (Roldan et al., 1998), Sphingomonas (Zablotowicz et al., 1999),
Nocardioides (Ebert et al., 1999) y Rhodococcus (Lenke et al.,, 1992). Es
importante mencionar que la liberacién de nitrito al medio puede causar otra clase
de repercusiones, concentraciones elevadas de nitrogeno pueden promover el
desarrollo, mantenimiento y proliferacion de los productores primarios
(fitoplancton, algas bentonicas, macrofitos) contribuyendo al muy extendido
fenémeno de la eutrofizacion cultural de los sistemas acuaticos (Camargo y

Alonso, 2007).
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En microorganismos anaerobios, los procesos respiratorios son notables debido
a su capacidad para utilizar una variedad de compuestos como aceptores de
electrones. La oxidacién del acetato por medio de una deshidrogenasa libera un
electron el cual es captado por un NAD+ para convertirlo en un NADH y éste a su
vez es llevado al exterior por una enzima reductasa que se encarga de pasar el
electron hacia afuera de la célula bacteriana. Los transportadores de electrones
de tipo reductor pueden transferir electrones a distintos compuestos aceptores
finales de electrones, tales como colorantes azoicos, compuestos
polihalogenados, nitroaromaticos y metaloides oxidados, incluyendo minerales
insolubles, quinonas y acidos humicos (Hernandez et al., 2012). Aunque se sabe
mucho sobre el transporte microbiano de electrones, poco se entiende sobre el
transporte a compuestos organicos (Gennis et al., 1996; Lovley et al., 1991). Pero
el hecho de que las moléculas extracelulares exdgenas (como las quinonas)
pueden participar en la transferencia de electrones a los compuestos organicos
indica que éstas pueden hacer una contribucién significativa a la reduccién de
estos compuestos en muchos entornos (Lovley et al., 1996).

La biotransformacion de 4-NF se ha realizado por medio de tratamientos con
reactores anaerobios de flujo ascendente y lodos, donde las remociones fueron
mayores al 99% de una concentracion de 30 mg/L y con tiempos de retencion de
30, 24, 18 y 12 h (Khursheed y Grupta, 2001).

Gorontzy et al, en 1993, realizaron la transformaciéon de compuestos mono y
dinitroaromaticos entre ellos el 4-NF, el cual fue reducido con una efectividad de

100% a las 48 h [0.1 mM = 13.9 mg/L] con la cepa Desulfovibrio gigas.
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2.3 Uso de Mediadores Redox

Los MR son moléculas organicas que de forma reversible puede ser oxidadas y
reducidas, confiriendo de este modo la capacidad de servir como un
transportador de electrones en multiples reacciones redox. Con el uso de MR
ocurre la biotransformacion del contaminante en dos pasos. Primero se reduce
el MR con microorganismos al oxidar el sustrato, después el MR reduce de forma
quimica el contaminante (Dai et al., 2016). Los MR funcionan como catalizadores
ya que la alteracion en su estructura no llega a formar un producto y tienen la
capacidad de acelerar las reacciones mediante la reduccidén de la energia de
activacién (Ea) de la reaccién, cuanto menor sea Ea, mayor sera la velocidad
(Figura 2). Esto se debe a que el MR forma con los reactivos un complejo activado
distinto y menos energético que el que se forma en su ausencia, sin alterar los

parametros termodindmicos de la reaccion.

Reaccicn sin
catalizar

Energia de activacion sin
catalizador, E_

Energia de activacién con
catalizador, E_°
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Reaccion
catalizada

Transcurso de reaccion

Figura 2. Diagrama energético de una reaccion con catalizador y sin
catalizador.
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En algunos casos, la presencia de MR puede ser incluso un requisito previo para

que la reaccion tenga lugar. Estos son capaces de transferir electrones en las

reacciones redox entre una amplia variedad de compuestos inorganicos y

organicos.

La Figura 3 muestra el mecanismo de accion involucrado en la reduccién y

oxidacién de MR mediante un proceso microbiolégico. Ademas la reduccion de

0

.O/”+ el
4-aminofenol
Oxidado
Q OH
H S0:H

' S0,
|
0

* OH AH QS
Enzima

Reductas

N

i NADH NAD*

HBCJ\O‘ K / : COZ

Deshidrogenasa
(enzima liberando €")

G. sulfurreducens

Célula

Figura 3. Mecanismo de accion de los MR en la biotransformacion.
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un MR también puede ser promovida por reaccidon quimica con agentes
reductores que se encuentran comunmente en muchos ambientes anaerdbicos
(Van Der Zee y Cervantes, 2009).

Cuando la antraquinona-2-sulfonato (AQS) se convierte en el Ultimo aceptor de
electrones por medio de una enzima reductasa, se transforma a su forma
reducida AH2QS, esto ocurre durante la oxidacion de acetato.

Las sustancias humicas tienen importancia en las reacciones abidticas y
microbianas implicadas en la transformacion redox de varios contaminantes
azoicos, nitroaromaticos, compuestos policlorados, entre otros (Van Der Zee y
Cervantes, 2009).

Muchos microorganismos tienen la capacidad de reducir los mediadores redox
que estan vinculados a la oxidacidon anaerobia con sustratos organicos e
inorganicos. Los transportadores de electrones se pueden reducir de forma
quimica por medio de donantes de electrones que se encuentran en ambientes
anaerobicos (Field et al., 1995). La antraquinona es un MR comunmente utilizado
tanto en forma inmovilizada como soluble (Guo et al., 2007). La presencia de la
antraquinona promueve una rapida formacion inicial de arilhidroxilaminas (Guo et
al., 2010).

Se han utilizado MR en la decoloracién de colorantes azoicos, en donde se ve
incrementada la velocidad de decoloracion, debido al traspaso de electrones
desde la oxidacidon microbiolégica de sustratos organicos (los donantes de
electrones), hasta los aceptores finales de electrones que son los colorantes
azoicos (Dos Santos et al., 2004; Cervantes, 2002). Doong et al., en el 2014,

utilizaron la bacteria G. sulfurreducens para evaluar el efecto de quinonas en la
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decloracion de tetracloruro de carbono en presencia de ferrihidrita. La quinona
actuaria como el aceptor final de los electrones que proporcionaria G.
sulfurreducens en la reaccion. Se utilizé antraquinona-2,6-disulfonato (AQDS)
como un modelo para hacer la comparacion. La reduccion de ferrihidrita a Fe (II)
por G. sulfurreducens fue mejorada por AQDS, lausona y 1,4-naftoquinona,
presentando constantes de velocidad de 5.4-5.8, 4.6-7.4 y 2.5-5.8 veces mas
altas que los que no contenian quinonas.

Una de las probleméticas es la dosificacion continua de MR disueltos, que genera
un costo al invertir en los compuestos quimicos, asi como la contaminacién en el
efluente de estos compuestos que son también recalcitrantes (Van Der Zee et al.,
2003; Dai et al., 2016). Debido a esto se han buscado formas de inmovilizar los
MR. Se han utilizado fibras de carbdn activado con funcionalidad de mediador
redox (agregando AQDS), empleando lodo anaerobio en un reactor anaerobio de
flujo ascendente (UASB) empaquetado con la fibra de carbdn y con un tiempo de
retencion de 8 h, se encontraron incrementos de 1.47 a 2.11 veces para
biotransformar 75 mg/L de 4-NF, comprado con un reactor UASB que no contenia
las fibras de carbon (Amezquita- Garcia et al., 2016).

Wang et al., en el 2013, inmovilizaron AQS covalentemente en espuma de
poliuretano para un tratamiento de nitrobenceno con especies de Shewanella. La
inmovilizacién aceler6 la bioreduccion de nitrobenceno formando anilina, lo que
se atribuye a un efecto sinérgico entre Shewanella y el MR inmovilizado,
aumentando hasta 5 veces la constante de velocidad en comparacién con los

que no estaban inmovilizados.
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2.4 Geles de alginato

Los alginatos son co-polimeros de bloques de origen natural y rdpida gelificacion,
este polisacarido es principalmente aislado de algas marrones, esta compuesto
por residuos de B-D-manuronato y a-L-guluronato que se encuentran en forma
lineal. La gelificacion de alginato se presenta cuando los cationes divalentes,
interactuan idnicamente con bloques de residuos de acido gulurénico, lo que
resulta en la formacion de la red tridimensional que por lo general se describe
como el modelo de caja de huevo (Grant et al., 1973). Los cationes divalentes se
unen preferentemente a los bloques G (enlace de 3 guluronatos) en el alginato
en una manera altamente cooperativa. La afinidad de los alginatos hacia los
diferentes iones divalentes se ha demostrado que disminuye en el siguiente
orden: Plomo > Cobre > Cadmio > Bario (Ba2*) > Estroncio > Calcio (Ca®*) >
Cobalto, Niquel, Zinc > Manganeso (Merch et al., 2007). Los alginatos que
presentan grandes regiones de bloques de a-L-guluronato forman un gel de gran
fuerza, pero tienen alta porosidad. Y los que tienen mayores bloques de (3-D-
manuronato tienen fuerza media, pero con alta resistencia a expulsién de liquido,
tienen poros mas pequefos y suaves (Hernandez et al., 2005; Avendafio —
Romero et al., 2013).

Se han utilizado geles de alginato para la inmovilizacién de microorganismos, la
red de gel tridimensional es bioquimicamente inerte y las células pueden quedar
atrapadas en los espacios intersticiales del gel (Guo et al., 2007). La dosificacion
continua de las bacterias tolerantes a la sal conducia a un alto costo y la
produccién continua de lodos (Dai et al., 2016). Su et al., en 2009, inmovilizaron

antraquinona y lodo anaerobio en alginato de calcio, las esferas de alginato
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tuvieron un buen desempefo en la bioreduccion anaerobia de contaminantes,
incrementando de 3 a 7.7 veces la tasa de decoloracion.

El alginato de calcio ha sido utilizado para la inmovilizacion de MR a través de la
encapsulacidén de antraquinonas, para la reduccién de compuestos de tipo azo y
en la desnitrificacion, en procesos anaerobios (Guo et al., 2007).

Se ha llevado a cabo la inmovilizacién de quinonas en geles de alginato de calcio,
formando esferas al ser goteada la solucidén de alginato de sodio en cloruro de
calcio. Los cristales quedan atrapados dentro de la esfera (Cheetham et al 1979).
Debe utilizarse una adecuada concentracion de iones calcio y polimero para
evitar la ruptura de las esferas durante el proceso, y que ademas tanto el sustrato
como el producto puedan movilizarse satisfactoriamente a través de la red de
alginato de calcio (Purwadi, 2006). La limitacién de la transferencia de oxigeno a
través del alginato de calcio es una ventaja para este proceso, debido a que la
biocatdlisis que realiza el microorganismo debe ser en condiciones anaerobias.
Se puede reforzar también la inmovilizacion por ejemplo utilizando nanotubos de
carbono. La inmovilizacidn de AQDS en esferas de alginato y nanotubos de
carbono (NTC) se llevd a cabo para realizar la reduccién de 20 mg/L de U (VI) a
U (IV) con una efectividad de 97.5% en 8 h, la cual fue mayor que las que no
contenian AQDS. Se utilizé una concentracion de 0.7% de AQDS-NTC en las
esferas. También se realizé la operacién en ciclos (8 ciclos) y de forma continua,
con efectividades de 92% y 90% respectivamente (Wang et al., 2015).

Se han utilizado esferas de alginato de calcio (0.01 y 5% de alginato) con un
tamano de 1.5-2.5 mm para determinar la sorcién de 4-NF (2 mM = 278 mg/L) en
presencia de tensoactivos, en donde se encontré que la efectividad fue de un
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47% con 0.22 g de alginato de calcio a las 72 h, la remocion de 4-NF aumenta al

incrementar la cantidad de grupos funcionales (Peretz, 2004).

3. HIPOTESIS
El tratamiento del 4-NF con AQS inmovilizada en alginato de calcio y de bario,
ocurre con tasas de biotransformacion mas altas en comparacion con los

controles sin mediadores redox.

4. JUSTIFICACION

La aplicacion de MR en sistemas de tratamiento de aguas en continuo ha sido
poco explorada, ya que se requeririan dosis continuas del mediador para
alcanzar una buena capacidad catalitica. Es por ello que también se han
estudiado estrategias que permitan inmovilizar los MR en distintos soportes,
buscando mantener su capacidad catalitica. Por tal motivo, el uso de geles de
alginato puede resultar una alternativa para inmovilizar tanto MR como
microorganismos para ser aplicados en procesos de reduccidén de contaminantes

electrofilicos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar las tasas de biotransformacion de 4-NF con AQS inmovilizada en alginato

de calcio y en alginato de bario utilizando Geobacter sulfurreducens.

5.2 Objetivos especificos
1. Preparar y caracterizar geles de alginato de calcio y de bario que contengan

AQS inmovilizada.

2. Evaluar la capacidad catalitica de AQS soluble e inmovilizada en geles de
alginato de calcio y de bario durante la reduccion de 4-NF por G.

sulfurreducens.

3. Evaluar la capacidad catalitica de AQS y G. sulfurreducens simultdneamente
inmovilizados en alginato de calcio y de bario en un proceso de

biotransformacién de 4-NF.

4. Evaluar la capacidad catalitica de AQS y G. sulfurreducens simultdneamente

inmovilizados en alginato de calcio y de bario en un proceso de

biotransformacién de 4-NF a diferente pH.
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6. MATERIALES Y METODOS
La parte experimental se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion en
Ciencias Ambientales del Centro de Laboratorios Especializados (CELAES) de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

6.1 Microorganismo y medio de cultivo

Se utilizé una cepa de Geobacter sulfurreducens que se obtuvo del Laboratorio
de Ciencias Ambientales del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnolégica (IPICYT), mediante una estancia en enero del 2015. G.
sulfurreducens es un bacilo gram negativo de 2 a 4 por 0.5 pum, inmaovil, no
formador de esporas, anaerobio estricto, y quimioorganotréfico. Oxida acetato y
puede utilizar Fe (lll), S°, Co (lll), fumarato o malato como aceptores finales de
electrones. Puede también utilizar hidrégeno como donador de electrones para
la reduccion de Fe (lll), mientras que no puede utilizar otros compuestos como
acidos carboxilicos, azucares, alcoholes, aminoacidos, extracto de levadura,
fenol, y benzoato. El rango de temperatura de crecimiento es de 30 a 35°C.
Puede lograr crecer hasta en la mitad de la concentracion de cloruro de sodio

encontrada en el agua de mar (Caccavo et al., 1994).
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El medio que se utilizé para el cultivo de G. sulfurreducens fue el siguiente:

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo para G. sulfurreducens.

MEDIO NBAF

d H20 800 mL
NB mineral elixir 10 mL
100 X NB mix 10 mL
DL vitaminas 10 mL
Na2SeOs 0.3 mg
Resazurina al 1% 0.5 mL
CaClz »« H20 0.04¢
Fumarato de sodio 40 mL
MgSQOa4 - 7 H20 019
NaHCOs3 1.8¢
Na2COs « H20 059
Acetato de sodio * 3 H20 2.04 g

Preparacién del medio en botellas serolégicas: Se llenaron botellas serolégicas

con medio NBAF, las de 15 mL (botella chica) con 10 mL y las de 120 mL (botella
grande) con 87 mL, se sellaron, se les intercambié la atmdésfera con N2/CO:2
(80%/20%) alrededor de 15 min y se esterilizaron en autoclave (Tuttnaver®,
2540M) 15 min a 121°C y 15 Ib de presién.

Reactivacion de la cepa: Se descongelé la botella serolégica que contenia la cepa

pura con 24 h de crecimiento y se encontraba en conservacion a -70°C.
La cepa fue reactivada en un frasco que contenia medio NBAF con una resiembra
y se incubd a 37°C (Prendo®, INO 659V-7).

Resiembra del cultivo puro: Las resiembras se realizaron en botellas serolégicas

con 10 mL de medio NBAF a las cuales se les agreg6 0.1 mL de cisteina 100 mM
y 0.2 mL de extracto de levadura al 5% (previamente esterilizados y con

intercambio de atmdsfera). Se inocularon con 1 mL de un cultivo de 48 h del
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microorganismo en condiciones de asepsia empleando jeringas estériles. Estas
resiembras se realizaron cada 48 h y se incubaron a 37°C.

Cinética de crecimiento: Se sembré en un frasco con 10 mL de un preindculo (de

48 h) y se dejo incubar 24 h, posteriormente de éste se sembraron frascos
(triplicado) con un indculo de 24 h para obtener un volumen final de 100 mL, se
incubaron a 37°C, a los cuales se les tom6 1 mL de muestra cada 2 horas para
realizar la lectura de la densidad éptica (D.O.) en un espectrofotometro UV-Vis
(Spectronic®, Genesys 5) a una longitud de onda de 600 nm.

Elaboracion del concentrado celular: Para la elaboraciéon del concentrado de G.

sulfurreducens se resembré en una botella de 10 mL, se incubd por 48 h y se
tomo todo el volumen para resembrar una botella grande con 87 mL de medio
(ahadiendo 1 mL de cisteina y 2 mL de extracto de levadura), esta ultima se
incubd por 24 h. Después este cultivo se utilizd como indculo para resembrar
varias botellas con 87 mL de medio, de igual forma a lo descrito anteriormente.

Se vacio el contenido en tubos falcon, y se centrifugé a 4,500 rpm por 10 min.
Los pellets se resuspendieron en 5 mL de agua por cada botella con 100 mL de
medio aproximadamente. Se llevd a cabo un ajuste por medio de D.O. en un
espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 600 nm, para que en las
cinéticas se manejaran valores de 0.2 de absorbancia de inéculo en el volumen

final.
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6.2 Curva de calibracion del 4-NF

Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una soluciéon madre de 5000 mg/L
de 4-NF preparada en medio basal, de la cual se prepard una solucion stock de
100 mg/L con buffer de fosfatos (KaHPOs4 12.06 g/L, KH2PO4 5.23 g/L).

Posteriormente se prepararon las soluciones para cada estandar segun la

siguiente tabla:

Tabla 2. Preparacion de estandares de 4-NF

Estandar Concentracion de Solucién Buffer de fosfatos
Numero estandares stock mL
(mg/L) (mL)
0 0 0
1 5 2.5 47.5
2 10 5 45
3 15 7.5 42.5
4 20 10 40
5 25 12.5 37.5
6 30 15 35
7 40 20 30

Se realizaron las lecturas a 400 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(Spectronic®, Genesys 5).
En base a esta curva de calibracion se obtuvieron los calculos para determinar la

concentracidon de 4-NF en las muestras.

6.3 Protocolo de inmovilizacién
Para la formacion de las esferas de alginato de calcio o alginato de bario con MR
se prepar6 una soluciéon de 5 g/L de AQS (Cheetham et al., 1979), y se anadio

alginato de sodio al 3%. Las esferas que tenian G. sulfurreducens se prepararon
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con el concentrado antes mencionado, resuspendido en agua. Se mezcld y
posteriormente introdujo la solucién en una jeringa y se dejé gotear en un vaso
de precipitado que contenia una solucién de CaClz o de BaClz al 0.2 M, para
formar esferas de un tamafno de 2.5 mm de diametro. Las esferas se dejaron
madurar en CaClz o en BaClz durante 24 horas para mejorar la estabilidad a 4°C
(Van Der Zee et al., 2009; Peretz, 2004), Otros autores han mostrado que la etapa
de maduracion en el proceso de preparacion de esferas fue generalmente lenta,
llegando al equilibrio de estado estacionario después de aproximadamente 15
horas, esto puede variar con la concentracion de cationes, la fuerza idnica y el
pH (Velings y Mestdagh, 1995). Previo a la elaboracion de las cinéticas se realizo
un lavado de las esferas en medio basal (NBAF sin aceptores finales de
electrones, ni sustrato) por 12 h en una incubadora con agitacién (Lab-Line®,
3525).

Este material se caracteriz6 mediante analisis infrarrojo para documentar la
presencia de AQS en las esferas y se compard con las que no contenian AQS.
Las esferas se dejaron secar por 24 h a 37 °C en una incubadora (Prendo®, INO
659V-7), para eliminar el exceso de agua y que no generara interferencia. El
analisis se llevé a cabo en un espectrometro FTIR (Perkin-Elmer®, Spectrum-

one).

6.4 Biotransformacion reductiva de 4-nitrofenol
Todos los experimentos de biotransformacién de 4-NF se llevaron a cabo en

cultivos en lote por triplicado en botellas seroldgicas de vidrio de 120 mL, con un
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volumen de trabajo de 50 mL del medio previamente descrito pero sin incluir
resazurina ni fumarato. La concentracion de acetato se ajustdé a 1 g/L, el cual
sirvio como fuente de carbono y primer donador de electrones (Caccavo et al.,
1994); y se utilizd 1 mL de extracto de levadura de una solucion de 50 g/L
(Cheetham et al., 1979). Las condiciones anaerobias se lograron mediante el
intercambio de atmosfera burbujeando el medio con una mezcla de N2/CO:2
(80%/20%) por 15 min. El 4-NF se anadid a partir de una solucién stock de 5 g/L.
Las incubaciones, se realizaron a 37°C y 150 rpm, para que la bacteria se
adaptara a la concentracion del AQS y hubiera una reduccién total del MR.

El 4-NF se midi6 a partir de las muestras procesadas de la siguiente manera: se
tomo una alicuota de 1 mL de cada botella y se centrifugé 10 min a 10,000 rpm.
Se realizaron diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 del sobrenadante con buffer de fosfatos
para realizar las lecturas y evitar variaciones en el pH, se midié por
espectrofotometria UV-Vis a una longitud de onda de 400 nm. La concentracién
de 4-NF se determind ajustando las absorbancias a la curva de calibracion.

Las tasas de biotransformacion de primer orden se calcularon mediante el ajuste
de la curva de biotransformacién a la siguiente ecuacion:

Ce = Cox ekt (1)
Donde C:es la concentracidén a un tiempo dado, Co es la concentracidn inicial, kq

es la constante de velocidad de biotransformacion y t es el tiempo.
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6.4.1 Ensayos de biotransformacion de 4-NF con AQS soluble
Se realizaron cuatro cinéticas de biotransformacién de 4-NF agregando AQS y
G. sulfurreducens (1 mL de 0.5 de absorbancia a 600 nm) de forma soluble, con
un tiempo de pre incubacion de 12 h, de acuerdo a lo siguiente:
1. Distintas concentraciones (50, 100, 200 y 400 mg/L) de 4-NF en
ausencia de AQS.
2. Distintas concentraciones (50, 100, 200 y 400 mg/L) de 4-NF en
presencia de 0.2 mM de AQS para evaluar su efecto como MR.
3. Biotransformacién de 100 mg/L de 4-NF bajo distintas concentraciones
(0.025, 0.050, 0.1, 0.2 y 0.4 mM) de AQS.
4. Biotransformacién de 100 mg/L de 4-NF en presencia de 0.2 mM de AQS
bajo distintos valores de pH (5, 6, 7, 8 y 9).
Se utilizaron los controles: enddgeno, estéril, sin AQS, sin 4-NF.
Al realizar cinéticas de biotransformacién con diferentes concentraciones de 4-
NF y AQS, se busco obtener informacion de posibles efectos inhibitorios en el

metabolismo de G. sulfurreducens.

6.4.2 Ensayos de biotransformacion de 4-NF con AQS inmovilizada

La biotransformacion de 4-NF (100 mg/L) en presencia de AQS inmovilizada en
alginato de bario se realizé utilizando 100 esferas de este material. La
concentracion resultante de AQS fue de 0.767 mM, esta concentracion es mas
alta debido a que solo estan en contacto las moléculas que se encuentran en la

superficie de la esfera. Se inocul6 1 mL de G. sulfurreducens a partir de la
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solucion concentrada para una D.O. final de 0.5, adicionalmente se incluyeron los

siguientes controles: enddgeno, estéril, sin AQS y esferas solas.

6.4.3 Biotransformacion de 4-NF con AQS y G. sulfurreducens
inmovilizadas
Se realizaron cuatro cinéticas de biotransformacion de 4-NF utilizando AQS y G.
sulfurreducens simultdneamente a una concentracion de 0.767 mMy D.O. de 0.5,
respectivamente. Los ensayos fueron los siguientes:
1. Distintas concentraciones (50, 100, 200 y 400 mg/L) de 4-NF y 100
esferas de alginato de calcio.
2. Distintas concentraciones (50, 100, 200 y 400 mg/L) de 4-NF y 100
esferas de alginato de bario.
3. Biotransformacién de 100 mg/L de 4-NF utilizando 100 esferas de
alginato de calcio bajo distintos valores de pH (5, 6, 7, 8 y 9).
4. Biotransformacién de 100 mg/L de 4-NF y 100 esferas de alginato de
bario bajo distintos valores de pH (5, 6, 7, 8 y 9).
Se utilizaron los controles: enddgeno, estéril, sin AQS y esferas solas.
Adicionalmente, las esferas utilizadas con 100 mg/L de 4-NF (ensayos 1y 2
recientemente descritos) fueron reutilizadas bajo las mismas condiciones durante
varios ciclos (48 h por ciclo) a fin de evaluar si se mantenia la capacidad catalitica.
Se tomaron en cuenta los ciclos en los cuales las esferas aun estaban en buenas

condiciones.
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Biotransformacion de 4-NF con AQS

inmovilizada en alginato de calcio y de bario

C—

Alginato de sodio 3%
AQS 5 g/L

CaCI2 o] BaCI2 0.2M

\/ 24 h, 4°C

Medio NBAF (N_/CO,

)

Acetato (1 g DQOI/L)

4-NF (100 ma/L)

Incubacion 37°C, 150 rpm

—

Alginato de sodio 3%
AQS 5 g/L
G. sulfurreducens

CaCI2 o] BaCI2 0.2M
24 h, 4°C

Figura 4. Biotransformacion de 4-NF con AQS inmovilizada en alginato de

calcio y de bario.
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Disposicion de los residuos generados.
La disposicion de todos los residuos generados durante la etapa experimental,
se realiz6 conforme se dicta en el manual de disposicion de residuos quimicos y

peligrosos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

Tabla 3. Disposicion de residuos.

Residuo Contenedor
4-nitrofenol E Organico
Na2SeOs E Inorganico
Cloruro de calcio A
Alginato de sodio A
Esferas alginato de calcio o de bario A
Esferas de alginato + AQS E Organico
Esferas de alginato + 4-NF E Organico
Esferas de alginato + AQS + 4-NF E Organico
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Crecimiento

En la cinética de crecimiento que se presenta en la figura 5, se pudo determinar
que el tiempo de crecimiento maximo fue a las 24 h, con un inéculo inicial de 0.1
de D.O. Estos resultados se ajustan adecuadamente a una cinética de primer
orden. El crecimiento fue una formacién de agregados color rosa, caracteristico

de la cepa G. sulfurreducens (Figura 6).

0.6 -
E 05 -
[
o 04 -
3
= 0.3 -
(©
S 02 -
(°}
2 0.1 9
2
Q 0 T T T T T T
< 0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

Figura 5. Cinética de crecimiento de G. sulfurreducens.

Figura 6. Crecimiento de G. sulfurreducens de 15 dias.
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7.2 Caracterizacion de las esferas de alginato de calcio y de bario.

Se logr6 la formacién de las esferas de alginato de calcio y alginato de bario con
un tamano de 2.5 mm. En el proceso de maduracion en CaClz0 en BaCl: las
esferas se compactaron al formarse complejos entre el alginato y los cationes

hacia el interior del gel (Velings y Mestdagh, 1995; Peretz, 2004).

Figura 7. Esferas de alginato de calcio (A, B, C y D). Esferas de
alginato de bario (E, F, G y H). Esferas solas (A 'y E). Esferas con
AQS (B y F). Esferas con G. sulfurreducens (C y G). Esferas con
AQS vy G. sulfurreducens (D y H).
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La AQS vy las células quedaron inmovilizadas por atrapamiento fisico dentro de
las esferas de gel. Al realizar los lavados las esferas presentaron un hinchamiento
osmdtico, siendo mayor en el alginato de calcio. La preparacion del gel con iones
de bario se cree que formd enlaces mas fuertes debido a que tiene un radio
atémico mas grande (2.15 Angstrém) en comparacién con calcio (1.8 Angstrém),
por lo tanto la produccion de una disposicion apretada con huecos mas pequenos
(Bajpai y Sharma, 2004). Se observo que el pH del medio (8.4-8.6) producia una
inestabilidad mecanica en el gel, provocando que las esferas de alginato de calcio
incrementaran de tamafno hasta 3 mm como se observa en la Figura 7. Se puede
suponer que se debio a la formacion de especies de Ca(OH)2 en donde el cation
ya no se encontraba unido al alginato (Velings y Mestdagh, 1995). También se
puede suponer que el proceso de hinchamiento de las esferas se debe al
intercambio de los iones Ca?* y Ba?* con los de Na* presentes en las sales del
medio, formando otras especies de calcio como lo son los hidréxidos o los
fosfatos, provocando el hinchamiento debido a la captacion de agua. Este
argumento se ve apoyado por la aparicion de turbidez en el sistema seguido de
la formacién de fosfato o hidroxido con calcio o bario (Figura 8), la presencia de
la turbidez se observd desde el inicio del lavado y no se observé al cambiar las
esferas al frasco de cinética, aun asi el intercambio de iones llevd a cabo de
manera mas lenta conforme pasaba el tiempo. Los valores de captacion de agua
de equilibrio siguen el orden Ca?* > Ba?* y el tiempo de duracion total antes de la
disoluciéon completa sigue el orden inverso es decir, Ba?* > Ca?* (Bajpai y Sharma,

2004; Mgrch et al., 2007).
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Figura 8. Izq. Medio solo. Der. Lavado de esferas de alginato de bario.

En un estudio en el que se produjeron esferas con alginato de sodio (4%),
utilizando cloruro de calcio y cloruro de bario (4%), se encontré que las esferas
con iones de bario se hinchaban un 40% en buffer de fosfato salino a pH 7.4,
mientras que las esferas de alginato de calcio llegaban a un 160% de absorcidn
de agua, para su posterior disolucién (Bajpai y Sharma, 2004). Se ha observado
que las esferas producidas con alginatos de calcio y bario al exponerlas en
solucidn salina, el intercambio de los cationes con los iones sodio era menor en
alginato de bario en los geles que contenian mayor cantidad de bloques de
residuos de acido gulurénico, y también presentando un fenémeno de

hinchamiento de las esferas menor (Mgrch et al., 2007).
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En la comparacion de los espectros de andlisis infrarrojo de los alginatos, se pudo
observar intensidad en las bandas de la region 2853-2962 cm™' que pertenecen

a los enlaces C-H en grupos alquil.

Asignacion Alg-Na'™?
fem']
v(OH) 3260
VICH ) pomers s 2026
viCO0 )i
V(CO0) i 1595 4
V(CO0)am 1406 ]’ Av=189 cm
S(CCH)+ s(COH) 1294
v(CO)+ v(CCC) 1082

v(CO)+ §(CCO)+ 5(CC) 1026

Figura 9. Bandas caracteristicas de un espectro infrarrojo de alginato de sodio.

Cuando un acido carboxilico se transforma en carboxilato, los enlaces C=0 y C-
O se sustituyen por dos enlaces equivalentes C=0 intermedios. Por lo tanto, el
ion carboxilato tiene dos bandas caracteristicas, una de las cuales es intensa, de
la deformacién axial asimétrica del enlace C-O y que aparecen entre 1650 y 1550
cm'. La otra, mas débil, se observa alrededor de 1400 cm' y viene de la
deformacion axial de C-O simétrica.

La banda 1250 + 80 cm™' se puede acoplar con la deformacién axial del enlace
C=0.

Las bandas encontradas en 1030-1050 cm™' pertenecen a los enlaces C-C, C=0
y C-O-C.

La formacién de la sal con los grupos carboxilato, reflejan un desplazamiento de

la banda 1737 cm™ hasta 1580 cm™' (Pinotti, 2007).
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La adicion de G. sulfurreducens en los alginatos, disminuia la intensidad de las
bandas, se puede suponer que la coloracion de la bacteria pueda causar una

interferencia en la lectura.

Pero en el caso de la adicion de AQS y G. sulfurreducens juntas las bandas

adquirieron mayor intensidad.

A) Alginatode calcio

2848

M~
B) &
Con G. sulfurreducens

=] [
[=)] [=]
i <t
— —

2917

Transmitancia (%)

1033

N\ AQSYy G. sulfurreducens

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Numero de onda (cm?)

Figura 10. Espectro infrarrojo de los alginatos de calcio. Solo (A), con G.
sulfurreducens (B), con AQS (C), con AQS y G. sulfurreducens (D).
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Alginato de bario
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3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Ntmero de onda (cm™)

Figura 11. Espectro infrarrojo de los alginatos de bario. Solo (A), con G.
sulfurreducens (B), con AQS (C), con AQS y G. sulfurreducens (D).
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Como podemos observar en las figuras 10 y 11, cuando habia presencia de AQS
en los geles (C y D), aumentaba la intensidad de las bandas que corresponden
al desplazamiento del carboxilato y alrededor de 1000 cm' que corresponde a la
union con un grupo sulfonato, con esto se puede comprobar la presencia de los

grupos funcionales de la quinona presentes en la superficie de las esferas.

7.3 Curva de calibracion de 4-NF
La curva de calibracion dio como resultado una pendiente con valor de 0.0557 y

un coeficiente de correlaciéon (R?) de 0.9997.

N
(%
J

N
1

y = 0.0557x
<> R? = 0.9997

Abs (400 nm)

o
PN
N4

0 5 10 15 20 25 30 35 40
4-NF (mg/L)

Figura 12. Curva de calibracion de 4-NF
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7.4 Biotransformacion de 4-NF

Los experimentos de biotransformacion reductiva de 4-NF permitieron elucidar
por un lado el papel de G. sulfurreducens para oxidar acetato utilizando 4-NF
como aceptor final de electrones y por otro lado evaluar el proceso utilizando la
capacidad catalitica de AQS al actuar como MR. Ademas, fue posible
documentar el proceso reductivo de 4-NF utilizando AQS y G. sulfurreducens
inmovilizadas simultaneamente en alginato de calcio y de bario. También se
encontrd que la reduccion del 4-NF puede ser afectada por factores como el
donador de electrones, la concentracion del contaminante, la concentracion del
MR, la densidad celular, la temperatura, el pH y la mezcla de las condiciones. A

continuacién se muestran los resultados encontrados.

7.4.1 Biotransformacion de 4-NF en ausencia de AQS

El ensayo de biotransformaciéon de 4-NF por G. sulfurreducens en ausencia de
AQS se realiz6 con una cinética a diferentes concentraciones del contaminante,
con el fin de conocer si la bacteria era capaz de utilizar el 4-NF como aceptor final
de electrones de manera directa e investigar a qué velocidad se efectuaba esta
biotransformacion.

Se pudo observar, tal como se muestra en la Figura 13 en donde hubo una
disminucion en la concentracion de 50 mg/L de 4-NF a través del tiempo (144 h)
con una efectividad del 100%. Esto indica que G. sulfurreducens si realiza la

biotransformacion pero es muy lento el proceso.
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—H—50 mg/L

—5—100 mg/L
—A—200 mg/L
—5— 400 mg/L

—=—Enddgeno
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—*%—Sin 4-NF
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Figura 13. Cinética de biotransformacién de diferentes concentraciones de 4-NF
sin MR, pH 8.4-8.6.

También se pudo observar que en las concentraciones de 200 y 400 mg/L hubo
inhibicién en el proceso de biotransformacién. Las altas concentraciones de 4-NF
resultan ser toxicas para diversos tipos de microorganismos. Se han realizado
estudios para la biotransformacion de 4-NF utilizando lodo digestor anaerobio,
bacterias metanogénicas, bacterias anaerdbicas haléfilas, lodos de depuracion
anaerobia y sedimentos enriquecidos en los cuales se biotransformé 4-NF en
concentraciones desde 5 hasta 100 mg/L con efectividad media o baja y tiempos
muy largos (Razo-Flores, 1997).

Uberoi en 1997, en un proceso con lodo anaerobio por lotes logré la
biotransformacion de 20, 30 y 40 mg/L de 4-NF en 5, 6 y 19 d respectivamente,

con una efectividad del 99%; al incrementar la concentracién de lodo (al doble),
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el tiempo de biotransformacion se vio reducido a 2, 3 y 6 d para las anteriores
concentraciones mencionadas.

Se ha podido realizar la adaptacién de microorganismos a concentraciones mas
altas de 4-NF, en donde se utilizé lodo granular en un reactor UASB, que en un
periodo de 200 dias se fue incrementando desde 12 hasta 260 mg/L la
concentracion de 4-NF y teniendo efectividad de 80 a 100% en la
biotransformacion (Donlon et al., 1996).

Las celdas de combustible microbianas también han sido utilizadas para la
biotransformacion de 4-NF, realizando el transporte de electrones desde la celda
del &nodo en la que estaba el consorcio hasta el catodo donde se encontraba el
contaminante, realizando la reduccion de 100 mg/L de 4-NF con una efectividad
de 66.7% en 50 h (Zhang et al., 2016).

El proceso de reduccion anaerobia con consorcios también se ha realizado con
contaminantes similares estructuralmente al 4-NF, en los cuales se genera el
traspaso de electrones que realiza la modificacién del grupo nitro al grupo amino,
utilizando lodo anaerobio para reducir 2,4-dinitrofenol con el cual se obtuvo una
efectividad de 62.5% para biotransformar una concentracion de 45 mg/L en 45 d;
3-nitrofenol el cual en un periodo de 10-12 d se biotransformé el 73.6% de una
concentracion de 100 mg/L (She et al., 2005).

En otra ocasion se utilizd Shewanella putrefaciens para realizar la
biotransformacién de nitrobenceno, utilizando lactato como donador de
electrones se logré una efectividad de 98.4% para reducir 0.149 mM en 24 h

(Luan et al., 2009).
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7.4.2 Biotransformacion de 4-NF con AQS soluble

Se determiné la capacidad catalitica de 0.2 mM de AQS soluble bajo diferentes
concentraciones de 4-NF (50-400 mg/L). Aun y con la adicion de MR los
resultados mostraron que a concentraciones de 400 y 200 mg/L de 4-NF se
alcanzaron reducciones muy bajas de 10 y 26%, respectivamente, después de
12 h de incubacién. A pesar de la baja efectividad observada, G. sulfurreducens
fue capaz de reducir el 4-NF mediado con AQS, pero en ausencia de la quinona
se vio muy disminuido el proceso de biotransformacién. Ademas, la baja
efectividad se puede suponer que se deba a una posible inhibiciéon del compuesto
sobre el microorganismo. Por otro lado, a la concentracion de 50 mg/L se
observé efectividad en la biotransformacion de 90% en tan solo 4 h de incubacion.
Para cultivos con 100 mg/L de 4-NF se alcanzé una efectividad de 70% a las 12
h (Figura 14). La biotransformacion de 4-NF con G. sulfurreducens es muy
efectiva comprada con cepas como Desulfovibrio gigas que realizan la
biotransformacion de 0.1 mM (13.9 mg/L) de 4-NF en 48 h (Gorontzy et al., 1993).
Concentraciones superiores 100 mg/L de 4-NF reflejan inhibicion en G.
sulfurreducens, teniendo una mayor resistencia comparada con la inhibicién
observada en cepas como D. gigas que con concentraciones superiores a 0.2
mM (27.8 mg/L de 4-NF) retardan el crecimiento, lo cual se hizo evidente al
observar una fase de latencia prolongada y una concentracion de 1.0 mM (139.1
mg/L de 4-NF) llevé a completar la inhibicion del crecimiento (Gorontzy et al.,
1993). Zablotowicz en 1999, utiliz6 Sphingomonas sp. para realizar la
biotransformacion de 0.1 mM (13.9 mg/L) de 4-NF con una efectividad de 90.1%

a las 36 h, cabe mencionar que la biotransformacion es muy similar a la realizada

44



por G. sulfurreducens sin la adicion de MR, pero la concentracion de

contaminante a biotransformar es muy baja.

1§
— 0.8 —5—50 mg/L
o
(@) —6— 100 mg/L
D 0.6 —&— 200 mg/L
- —&— 400 mg/L
E 0.4 a —%—Sin AQS
1
<

o
N

o

Tiempo (h)

Figura 14. Cinética de biotransformacidn de diferentes concentraciones de 4-NF
con 0.2 mM de AQS, pH 8.4-8.6.

La capacidad catalitica de AQS al actuar como MR también fue documentada a
través de las tasas de reduccion (ko) observadas. La Tabla 4 muestra los valores
de kg para las diferentes condiciones probadas. Se encontr6 que hubo un
incremento en la ks de hasta 9.43 veces al utilizar AQS en la biotransformacién
de la concentracién de 100 mg/L comparado con el control que no tenia MR. Se
ha evaluado el uso de quinonas con G. sulfurreducens por ejemplo para la
decloracion de tetracloruro de carbono en presencia de ferrihidrita. Utilizando la
quinona como el aceptor final de los electrones evaluando lawsona, 1,4-

naftoquinona y AQDS se observdé que fueron mas altas las constantes de
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velocidad (5 - 7 veces) de los que tenian mediador redox, que los que no

contenian quinonas (Doong et al., 2014).

Tabla 4. Tasa de biotransformaciéon de diferentes concentraciones de 4-NF con
0.2 mM de AQS soluble.

Concentracion de 4-NF K, (h) Incremento
(mg/L)
50 0.4890
100 0.0830 9.43
200 0.0278
400 0.0090
100 (Sin AQS) 0.0088

Al realizar la variacién de las concentraciones de AQS para biotransformar 100
mg/L de 4-NF se encontré que 0.4 mM de AQS tuvo una efectividad de
biotransformacion del 90% a las 14 h de incubacion. Con 0.1 y 0.2 mM de AQS
se biotransformé alrededor del 80% del 4-NF en el mismo periodo. Finalmente la
efectividad de biotransformacién utilizando 0.025 y 0.050 de AQS fue entre 45-
55% (Figura 15). Entre mayor fue la concentracién del MR se aumentd la
efectividad de biotransformacién sin presentar inhibicion de G. sulfurreducens por

la concentracion de AQS.
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Figura 15. Cinética de biotransformacién de 4-NF (100 mg/L) a diferentes
concentraciones de AQS (0.025-0.4 mM), pH 8.4-8.6.

La Tabla 5 muestra valores de kq al evaluar diferentes concentraciones de AQS.
Los incrementos para las concentraciones de 0.025, 0.050, 0.1, 0.2 y 0.4 fueron
de 4.98, 6.31, 9.89, 13.48 y 17.39 veces en comparacion con el control que no
tenia AQS. Encontrando que, entre mayor fue la concentracion de MR, mayor fue
la tasa de biotransformacion de 4-NF. Se han observado altos incrementos de las
tasas de biotransformacion con otros MR como es el caso del uso de nano
particulas de bio-paladio, las cuales fueron reducidas por lodo activado (48 h),
para después biotransformar 1 mM (139 mg/L) de 4-NF en tan solo 6 h, lo que
dio como resultado de 20 veces mayor la reduccion de 4-NF con nanoparticulas

de bio-paladio, que los granulos sin nanoparticulas (Suja et al., 2014).
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Tabla 5. Tasa de biotransformaciéon de 100 mg/L de 4-NF con diferentes
concentraciones de AQS soluble.

Concentracion de AQS K, (h'1) Incremento

(mM)

0.025 0.0428 4.98

0.050 0.0543 6.31
0.1 0.0851 9.89
0.2 0.1159 13.48
0.4 0.1496 17.39

Sin AQS 0.0086

En la evaluacién de la biotransformacién a diferente pH se observé que a pH 9
se obtuvo una efectividad de 90% a las 20 h de incubacion. A pH 7 y 8 fue
alrededor del 80%. Para pH 5 y 6 se obtuvieron biotransformaciones menores a
60% (Figura16). La capacidad de G. sulfurreducens para sobrevivir a pH menor
de 7 puede verse afectada, ya que debido al metabolismo de la bacteria el pH se
va modificando, el pH inicial tiende a ir disminuyendo conforme avanza la cinética.
Estudios anteriores con bacterias tolerantes a sales, han demostrado que el
rango de pH en el que se benefician las reacciones como decoloracion (100%

de efectividad) es entre 6-10 (Guo et al., 2007).
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Figura 16. Cinética de biotransformaciéon de 4-NF (100 mg/L) a diferente pH (5-
9) y AQS 0.2 mM.

Las tasas de reduccion al evaluar con diferentes pH reflejan que a pH 9 hubo un
incremento de 1.15, 1.47, 2.04 y 3.02 veces al comparar con lospH 8, 7,6y 5
respectivamente. La capacidad catalitica disminuye conforme el pH es mas
acido, se puede suponer que esto pasa debido al aumento de protones en el
medio los cuales estarian reteniendo el paso de los electrones y retardarian el

traspaso de éstos al aceptor final.

Tabla 6. Tasa de biotransformacién de 100 mg/L de 4-NF con 0.2 mM de AQS
soluble a diferente pH.

pH K, (h')

0.0284
0.0420
0.0582
0.0743
0.0857

© 0 N O O
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7.5 Biotransformacion de 4-NF con AQS inmovilizada

En este experimento se evalu6 AQS y G. sulfurreducens solubles e
inmovilizadas, la concentracién de AQS soluble se ajust6 a la concentracién que
contenian las esferas (0.767 mM), esta vez se obtuvo el 100% de la
biotransformacion de 100 mg/L de 4-NF a las 10.5 h, y tomando en cuenta que
no se realizé preincubacion. La inmovilizacion de AQS vy la bacteria es mas
efectiva que utilizar solo AQS inmovilizada, logrando biotransformaciones de 90
y 75% respectivamente a las 48 h. Cabe mencionar que la bacteria inmovilizada
estaba a una concentracién mayor que la que se utilizé soluble, esto se debié a
la cantidad de esferas utilizadas (100), para lo cual se necesitdé 2.38 mL del
concentrado, considerando que 1 mL de alginato proporcionaba 42 esferas. En
el control sin MR se biotransform6 el 25%. Las esferas solas muestran una
disminucién de 4-NF de 10%, lo cual se puede atribuir a una absorcién por parte
de las esferas. Esta absorcién es menor a la observada en otros experimentos,
en donde se presentaba una absorcion de 47% en alginato de calcio (Peretz,

2004).
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Figura 17. Cinética de biotransformacion de 4-NF (100 mg/L) AQS soluble e
inmovilizada en alginato de bario, pH 8.4-8.6.

En el caso de las dos inmovilizaciones (AQS sola y AQS con G. sulfurreducens)
se pudo documentar una mayor tasa de biotransformacién cuando se utilizaba el
MR. Aumentando la ks en 4.41 y 7.24 veces con las inmovilizaciones de AQS
solay AQS con G. sulfurreducens respectivamente en comparacién con el control
sin MR. Al estar G. sulfurreducens de forma soluble y el MR inmovilizado, solo se
tiene contacto con el mediador que se encuentra en la superficie lo que dificulta
el traspaso de electrones hacia el interior de la esfera, sin embargo al contener
la esfera el MR y la bacteria se puede promover este traspaso a través de los
filamentos de las células, creando una red de traspaso de electrones por el

interior de la esfera.
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Tabla 7. Tasa de biotransformacion de 4-NF con AQS y G. sulfurreducens soluble
e inmovilizadas en alginato de bario.

-
K, (h) Incremento

Alginato de bario

AQS (i) Geo (s) 0.0256 4.41

AQS (i) Geo (i) 0.0420 7.24
AQS (s) Geo (s) 0.2376
Sin AQS 0.0058
Esferas solas 0.0013

Se han utilizado fibras de carbon activado con funcionalidad de mediador redox
(agregando AQDS), empleando lodo anaerobio en un reactor anaerobio de flujo
ascendente (UASB) empaquetado con la fibra de carbén y con un tiempo de
retencion de 8 h, se encontraron incrementos de 1.47 a 2.11 veces para
biotransformar 75 mg/L de 4-NF comparado con un reactor UASB que no
contenia las fibras de carbdén (Amezquita- Garcia et al., 2016).

Se realizaron ciclos de biotransformacion de 4-NF utilizando AQS sola
inmovilizada en los dos tipos de geles y G. sulfurreducens soluble, las esferas
solo resistieron un ciclo, en el siguiente ciclo las esferas ya se encontraban con
rompimiento. Es probable que G. sulfurreducens tenga alguna actividad con la

superficie de la esfera, lo que hace que se debilite y se rompa con mayor facilidad.

7.6 Biotransformacion de 4-NF con AQS y G. sulfurreducens
inmovilizadas.
La inmovilizacidon en los geles de alginato permitieron la encapsulacion del MR y

de la bacteria, los iones de calcio y de bario fueron formando una estructura de
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gel en la superficie de las esferas y entre mayor era el tiempo de maduracién, les
dieron mas soporte al interior. De esta forma, la encapsulacién proporciond una
proteccidn al microorganismo para que no estuviera en contacto directo con las
altas concentraciones del contaminante o las variaciones en el pH; aun asi la
biotransformacion no fue tan rapida como con AQS soluble, ya que la parte que
estaba en contacto con el medio era solo la superficie de la esfera. Se pudo
observar en el alginato de calcio menor estabilidad mecanica, lo cual fue
evidenciado por el hinchamiento de las esferas debido a la introduccion de
liquido, permitiendo asi la liberacion de AQS y G. sulfurreducens. En el alginato
de bario se pudo observar una mejor inmovilizacién, lo cual hizo mas lenta la
biotransformacion que en alginato de calcio, pero con menor hinchamiento y
mayor tiempo de duracién de las esferas. Hay que tomar en cuenta que el pH y
los componentes del medio al que se expusieron las esferas causaron también
esta alteracion de la estructura en la superficie, ya que al momento de hacer el

lavado se pudo observar turbidez antes mencionada.

La biotransformacion de 4-NF con las esferas que contenian AQS y G.
sulfurreducens en alginato de calcio fue efectiva para las concentraciones de 50
y 100 mg/L, con valores de 100 y 70% a las 33 y 50 h respectivamente. En el
control sin AQS y con una concentraciéon de 100 mg/L de 4-NF, se observd una
disminucién del contaminante, lo cual puede ser atribuido a un proceso de
absorcién. La concentracién de 200 mg/L fue biotransformada en un 35% vy la de

400 mg/L fue del 15% a las 50 h.
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Figura 18. Cinética de biotransformacién de 4-NF (50-400 mg/L) con AQS 5 g/L
y G. sulfurreducens inmovilizadas en alginato de calcio, pH 8.4-8.6.

En el caso de las esferas con el gel de alginato de bario, hubo un comportamiento
similar, solo que en esta ocasién tardé6 mas la biotransformacion. Como ya se
menciond antes, esto puede deberse a que hubo una mejor inmovilizaciéon y
mayor estabilidad mecanica del material. Los resultados indican que se alcanzé
el 100 y 60% de reduccion en las cinéticas con 50 y 100 mg/L del 4-NF
respectivamente a las 48 h de incubacién. La reduccion en las concentraciones
de 400 y 200 mg/L de 4-NF, junto con el control sin AQS (100 mg/L de 4-NF), fue

menor al 15%.
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Figura 19. Cinética de biotransformacién de 4-NF (50-400 mg/L) con AQS 5 g/L
y G. sulfurreducens inmovilizadas en alginato de bario, pH 8.4-8.6.

La capacidad catalitica de AQS al estar en dos diferentes geles de alginato se
vio alterada por la inestabilidad mecanica de las esferas. En la concentracion de
100 mg/L de 4-NF la ka se vio incrementada 2.03 y 8.45 veces para el alginato de
calcio y el alginato de bario respectivamente en comparacion con los controles
sin MR. Se han realizado estudios en donde se utilizé AQS inmovilizada en
espuma de poliuretano y se observé una efectividad de 95.6% para reducir
nitrobenceno con Shewanella, y que se aumento hasta 5 veces la constante de

velocidad en comparacién de los cultivos que no tenian MR (Wang et al., 2013).
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Tabla 8. Tasa de biotransformacién de 4-NF (50-400 mg/L) con AQS y G.
sulfurreducens inmovilizadas en alginato de calcio y de bario.

Concentracion K, ') Incremento
de 4-NF (mg/L)
Alginato de calcio Alginato de bario
50 0.0741 0.0244
100 0.0210 0.0093 2.03y8.45
200 0.0096 0.0022
400 0.0037 0.0018
Sin AQS 0.0103 0.0011
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Cuando el pH del medio fue modificado se pudo ver una variacion en la
biotransformacion con las esferas de alginato de calcio. Teniendo como resultado
que a pH de 9 y 8 las biotransformaciones fueron alrededor del 70% a las 48 h
mientras que a pH 7 fue del 60%. En el caso de los pH de 6 y 5 fueron menores

al 30%.
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Figura 20. Cinética de biotransformacion de 4-NF (100 mg/L) con AQS 5 g/L y
G. sulfurreducens inmovilizadas en alginato de calcio a diferente pH.

El alginato de bario provee una mejor proteccion a la bacteria y la
biotransformacion se vio favorecidaapH de 7,8y 9 (> 90 %). ApH de 6 y 5 fue

de 62% y 47% respectivamente.
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Figura 21. Cinética de biotransformacion de 4-NF (100 mg/L) con AQS 5 g/L y
G. sulfurreducens inmovilizadas en alginato de bario a diferente pH.

H

8

La capacidad catalitica en alginato de calcio para los diferentes pH se documenté
de la siguiente manera. Se presenté un incremento en el pH 9 de 1.21, 1.08, 1.90
y 3.88 en comparacion con los pH de 8, 7, 6 y 5 respectivamente. Con alginato
de bario a pH 8 se increment6 1.15, 1.26, 2.66 y 4.19 con respecto a los pH de
9, 7, 6 y 5 respectivamente. Dentro de los mejores pH de cada gel el de bario fue
mayor 5.27 veces que el de calcio. La capacidad catalitica en ambos geles es

hasta 5 veces mayor en pH basicos (pH 8 0 9) que en &cido (pH 5).
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Tabla 9. Tasa de biotransformacién de 4-NF (100 mg/L) con AQS y G.
sulfurreducens inmovilizadas en alginato de calcio y de bario.

-
Ky ()
pH Alginato de calcio Alginato de bario
5 0.0026 0.0127
6 0.0053 0.0200
7 0.0093 0.0421
8 0.0083 0.0532
9 0.0101 0.0459

Tabla 10. Tabla comparativa del porcentaje de biotransformacion de 4-NF (100
mg/L) con AQS y G. sulfurreducens.

Soluble Inmovilizada
Alginato de Calcio | Alginato de Bario

48 h 48 h
Sin AQS (pH 8.4-8.6) 34% (48h) 35% 12%
AQS y Geo (pH 8.4-8.6) | 66% (12h) 69% 60%
pH 5 44% (20h) 15% 47%
pH 6 59% (20h) 34% 62%
pH 7 77% (20h) 52% 89%
pH 8 82% (20h) 60% 94%
pH 9 87% (20h) 65% 91%
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Aunque los porcentajes de efectividad se reflejaron mayores cuando se utilizaron
esferas de alginato de calcio, también se debe considerar el hecho de que las
esferas al estar en contacto con el medio presentaron deterioro lo que puede
hacer que se esté llevando a cabo una biotransformacion de forma soluble. Al
centrifugar la muestra se pudo observar una mayor formacion de precipitado con

las esferas de alginato de calcio (Figura 22).

Figura 22. Precipitado. A) Alginato de calcio. B) Alginato de bario.

En la figura 23 se puede observar el comportamiento de las esferas en los ciclos
de biotransformacion, se encontré que las esferas con alginato de bario tenian
una mayor resistencia, logrando completar cinco ciclos de 48 h con efectividad
que oscila entre 40 y 60% de biotransformacion después del primer ciclo (85%).
Las esferas con alginato de calcio presentaron una duracion de dos ciclos, pero
se observé una similitud en la biotransformacion con respecto a las de esferas
bario. Al momento de la toma de muestra se observd que no presentaran ruptura

las esferas (Figura 24).
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Figura 23. Ciclos de biotransformacion de 4-NF (100 mg/L) y AQS inmovilizadas
en alginato calcio y de bario.

Figura 24. Esferas de alginato de calcio. A) Esfera en buena
condicion. B) Esfera con ruptura a la mitad.
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8. CONCLUSIONES

Se prepararon geles con 3% de alginato de sodio y 0.2 M de solucién gelificante
(cloruro de calcio o de bario) que contenian AQS y G. sulfurreducens, obteniendo
esferas de 2.5 mm, las esferas de alginato de calcio presentaron un hinchamiento
(3 mm) al estar en contacto con el medio debido al pH. Por medio de
espectroscopia IR se pudo comprobar la presencia de AQS en las esferas,
presentando mayor intensidad en las bandas de union a grupo sulfonato. Se pudo
determinar que las esferas de alginato de bario tienen mayor resistencia durando
5 ciclos de biotransformacion con efectividad entre 45-80% en comparacion con
las de alginato de calcio (2 ciclos y efectividad de 55-75%).

En este estudio se comprob6é que la biotransformacion de 4-NF con G.
sulfurreducens se vio mejorada al adicionar AQS en comparacion con los
controles que no tenian MR.

Las concentraciones de 400 y 200 mg/L de 4-NF causan efectos inhibitorios en
G. sulfurreducens tanto de manera soluble como inmovilizada con
biotransformaciones menores al 40%.

Se evalud la capacidad catalitica de AQS soluble (0.2 mM) al comparar las tasa
de biotransformacién de 4-NF (100 mg/L), en donde se observé que el incremento
fue de 9.43 veces comparado con el control sin MR con una efectividad de 80%
alas 14 h. Al aumentar la concentracion de AQS la tasa de reduccion también se
incrementd. Por otro lado, al modificar el pH del medio se observé que bajo
condiciones alcalinas (pH 8 y 9) aumenta la capacidad catalitica de AQS,
presentando mayores tasas de biotransformacién con valores de 0.0743 y 0.0857

h-! respectivamente.
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La capacidad catalitica de AQS inmovilizada (0.767 mM) en alginato de bario
presento un incremento de 4.41 en comparacion con el control que no tenia MR
para la biotransformacion de 100 mg/L de 4-NF.

Se evalud la capacidad catalitica de AQS inmovilizada (0.767 mM) con G.
sulfurreducens simultaneamente en alginato de calcio y de bario en donde se
observaron incrementos de 2.03 y 8.45 veces respectivamente en comparacion
con los controles sin MR en la biotransformacion de 100 mg/L de 4-NF.

Se evaluaron las tasas de biotransformaciéon de AQS inmovilizada (0.767 mM)
con G. sulfurreducens simultaneamente en alginato de calcio, se observo que a
pH de 7 y 9 existe una mayor capacidad catalitica de AQS en la biotransformacién
de 4-NF (100 mg/L), presentando tasas de 0.0093 y 0.0101 h-'! respectivamente

y en alginato de bario fueron de 0.0532 y 0.0459 h'' a pH 8 y 9 respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos este proceso puede ser empleado para el
tratamiento de aguas residuales que contengan 4-NF, se puede utilizar la
inmovilizacién en esferas de alginato de bario, en las cuales se encuentren tanto
la bacteria como la AQS inmovilizadas en una cantidad aproximada de 2,000
esferas /L para tener buena eficiencia al biotransformar 100 mg/L de 4-NF. Se
debe considerar que para no causar efectos inhibitorios en la bacteria G.
sulfurreducens la concentracion de 4-NF no debe ser mayor de 200 mg/L. El pH
se podria ajustar a que oscilara entre 8 y 9, para tener una mayor efectividad en

la biotransformacion.
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