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Me pidieron que hablara de mi...

Ante tal petici6n, citar6 a Pessoa...

"Estoy cansado, clara,

Porque a esta altura uno tiene que estar cansado.

De qu6 estoy cansado, no  lo s6;

Y de nada serviria saberlo,

Porque el cansancio seguirfa igual.

La herida duele porque duele,

No en funci6n de la Causa que  la ha abierto.

Sf , estoy cansado

Y un poco sonriente

De que el cansancio sea s6lo esto:

Ganas de dormir en el  cuerpo,

Deseo de no pensar en el alma

Y por encima de todo  uno transparencia ldcida

Del  entendimiento retrospectivo...

€Y la lujuria sin par de no tener ya esperanza?

Soy inteligente:  esto es todo.

He vista mucho, y he entendido  mucho  lo que he vista,

Y hay iin cierto placer, incluso, en el  cansancio que eso da:

El de que, al fin, la cabeza siempre sirve para algo" .

"Estoy cansado, claro"

Fernando Pessoa (1888-1935)



Gracias a todos aquellos qiie caininaron par la rivera de esta playa y

dejaron impresas sus huellas

Gracias par animar con sus voces los dias y por respetar el susurro

de la noche

Gracias por sonrefr y dejar que la luna dibujara estrellas en sLis

bocas

Gracias par abrazar con tanta esperanza el suefio que nos une

Gracias por compartir tantos momentos, tantos recuerdos

Gracias por permitirme crecer a su lado, par no dejarme sola en

este gran camino que es la vida

Gracias a cada uno de ustedes, a los presentes, a los ausentes y ante

todo a Dios
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Resumen

La   contaminaci6n   por   metales   pesados   representa   uno   de   los   principales

problemas   ambientales,   causando   degradaci6n   y   muerte   de   vegetaci6n,   rios   y

animales,  provocando  incluso,  dafios djrectos en  el  hombre.  Una  de  las fuentes  mas

directas de esta contaminaci6n es producida por la actividad industrial y minera,  la cual

genera  residuos liquidos  que son vertidos  a  los cursos de agua sin  previo tratamiento,

contribuyendo  al  deterioro  de  las  masas  de  agua  y su  medio ambiente.  En  lo que se

refiere    a    herramientas    normativas,    la   CONAMA    (Comisi6n    Nacional    del    Medio

Ambiente)   ha  trabajado  para  poner  en  vigencia  distintas  normas  cuyo  objetivo  es

regular  la  emisi6n  de  efluentes  a  cursos  de  aguas.  Ahora  los  empresarios  deben

buscar nuevas tecnologias que les permitan cumplir con la normativa.  Respondiendo a

esta  necesidad.  distintas  areas  cientificas  han  comenzado  a  estudiar  e  implementar

procesos  biol6gicos,  los que se perfilan  como una  alternativa factible para enfrentar la

problematica   ambiental.    La   biosorci6n   aparece   como   una   metodologia   de   gran

contribuci6n.  Se  basa  en  el  uso de  biomasa de  origen  microbiano,  centfandose en la

propiedad   inherente   de   grupos   qufmicos.   presentes   en   la   envoltura   celular,   de

interactuar con jones  metalicos.

En   esta   memoria,   con   el   fin   estudiar   nuevas   cepas   de   microorganismos

capaces   de    biosorber   cobre,    se   eligieron    cuatro    muestras    ambientales   como

inoculantes:   agua  del  rio   Mapocho,   agua  de  fuente  publica,   agua  potable  y  lodos

anaer6bicos, a partir de los cuales se seleccionaron microorganismos con la capacidad

de adherirse a superficies formando una biopellcula.  Como sistema de cultivo se utiliz6

columnas  de  polipropileno  de  5  ml  rellenas  con  perlas  de  vidrio  de  3mm.   Para  los

ensayos  de  biosorci6n  se  utilizaron  columnas  de  polipropileno  de  60  ml  y  piedras  de

acuario como material de relleno, las que resultaron ser menos reactivas con iones de

cobre en comparaci6n a otros materiales investigados. Ademas, se evaluaron dos tipos

de  medio  de  cultivo:   un  medio  complejo,  el  cual  contenia  un  suplemento  rico  en

proteJnas y vitaminas, y un medio minimo por estar constituido basicamente de sales y

glucosa  como  fuente  de  carbono.  A  partir  de  ambos  medios  se  obtuvo  biopeliculas

constituidas    por    una    alta    diversidad    de    microorganismos,    de    acuerdo    a    la

caracterizaci6n bioquimica.  La capacidad de biosorci6n de las biopeliculas vari6 segun

el   medio   de   cultivo   utilizado.   En   promedio,   Ias   biopeliculas   cultivadas   con   medio
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mlnimo   adsorbieron   41    LIg   de   cobre/g   de   material   de   relleno,   mientras   que   las

biopeliculas  cultivadas  con  medio  complejo  adsorbieron  28  ug  de  cobre/g  de  material

de  relleno.  La  cantidad  de  cobre  desorbido  fue  de  35  ug  de  cobre/g  de  material  de

relleno y 17 ug de cobre/g de material de relleno, respectivamente.

Con  el  fin  de  comparar  la  capacidad  de  biosorci6n  entre  biopellculas  multi-

especlficas y mono-especificas se hizo un aislamiento de cada una de las biopeliculas

multi-especificas,  obteniendo  4  biopellculas  mono-especificas:  bacteria  aislada  de  la

biopelicula  1  cultivada con medio minimo,  bacteria aislada de la biopelicula 3 cultivada

con  medio  minimo,  bacteria  aislada  de  la  biopelfcula  5,  asociaci6n  bacteria y levadura

aislada  de   la   biopelicula   5.   La   capacidad   de  biosorci6n   de  estas  biopeliculas  se

compar6 con  una  biopelicula de  la cepa  Baa/.//us sp.  F1.  Los  niveles de  captaci6n  de

cobre  alcanzados  por cada  una  de estas  biopeliculas  es  comparable  a  lo  observado

con Sac/.//us sp.  F1, la cual es reconocida por presentar elevados niveles de adsorci6n.

La asociaci6n  levadura y bacteria  mostr6 mejor nivel de captaci6n que Sac/.//us sp.  F1,

adsorbiendo  88  ug  de  cobre/g  de material  de  relleno  en  comparaci6n  a  los  57  ug  de

cobre/g de material de relleno adsorbidos por Bac/.//us sp.  F1.

Una   vez   determinado   el   potencial   de   biosorci6n   y   con   el   prop6sito   de

determinar  los  organismos  implicados  en   el   proceso  de   biosorci6n,   se  realiz6  la

caracterizaci6n  molecular  de  las  biopellculas  utilizando  la  tecnica  de  hibridaci6n  "in

situ". De cada biopel[cula se obtuvo una muestra representativa sobre la superficie de

un   portaobjetos.   Se  utilizaron   sondas  especificas  para   el   dominio   Bacteria  y  los

subgrupos  Ch,  P,  y,  6-proteobacteria,  y el  grupo  Cytophaga-Flavobacterium.  Los datos

expresados  en  abundancia  relativa  mostraron  que  los grupos  mas  representados en

las    biopeliculas    examinadas    correspondian    a    los    subgrupos    or-proteobacteria,

P-proteobacteria y y-proteobacteria.



Summary

Heavy  metals  pollution  represents  one  of  the  most  serious  problems  for  the

environment,  causing  the  degradation  and  death  of vegetation  in  rivers  and  animals,

causing   even,   direct   damages   in   man.   One   of  the   most   direct   sources   of  this

contamination   is   produced   by  industrial   and   mining   actMty  which   generates   liqiijd

drainages  that  are  spilled  to  the  water without  previous  treatment,  contributing  to  the

deterioration  of the  masses  of water and  its environment.  Regarding  normative tools,

the   CONAMA   (Comisi6n   Nacional   del   Medio  Ambiente)   worked   out  to   put  in   use

different  norms  to  regulate  the  emission  to  effuents  of water.  Now the  industry  must

look   for  new  technologies   that   allow  them   to   fulfill   the   norm.   Responding   to   this

necessity,   different  scientific  areas  have   begun  to  study  and   implement  biological

processes,  which  are  considered  being  a  feasible  alternative  to  face  environmental

problems.  Biosorption  appears  as  a  methodology  of  great  contribution.  It  is  based  on

the  use  of  biomass  of  microbial   origin,   being   centered  in  the  inherent  property  of

chemical groups,  present in the envelope cell, to interact with metal ions.

With  the  aim  to  study  new strains  of microorganisms  able to  biosorpt  copper,

four environmental  samples were  chosen  as  inoculants  in  this  research:  water of the

Mapocho  river,  water  of  public  source,   potable  water  and   anaerobic  sludges,  from

which organisms were selected by the capacity to adhere to surfaces forming a biofilm.

As culture system were used Polypropylene columns of 5 mililiter filled with glass beads

of  3mm.  For  the  biosorption  tests  polypropylene  columns  of 60  mililiter  and  aquarium

stones were  used  as the filling  material,  since they turned  out to be less  reactive with

copper  ions  in  comparison  to  other  investigated  materials.  In  addition,  two  types  of

culture media were evaluated:  complex medium,  which  contained  a  rich  supplement in

proteins and vitamins,  and  minimum  medium  basically constituted of salts and glucose

as carbon source.  From  both  media we obtained biofilms constituted by a high diversity

of microorganisms, as determined by the biochemical characterization. The capacity of

biosorption  of  biofilms  varied  according  to  the  culture  medium  used.  In  the  average,

biofilms cultured with  minimum  medium  adsorbed 41  ug  of copper/g  of filling  material,

whereas  biofilms  cultured  with  complex  medium  adsorbed  28  rig  of copper/g  of filling

material.  The  amount  of  desorbed  copper was  of  35  ng  of copper/g  of filling  material

and  17 Lig of copper/g of fHling  material,  respectively.
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To  compare the  biosorption  capacity  between  multi-specific  and  mono-specific

biofilms,   an   isolation  was  done  from  the  multi-specific  biofilms,   obtaining  4  mono-

specific   biofilms:   isolated   bacteria   from   biofilm   1   cultured   with   minimum   medium,

isolated  bacteria from  biofilm  3  cultured  with  minimum  medium,  isolated  bacteria from

biofilms  5,  association  bacteria  and  yeast  isolated  from  biofilms  5.  The  capacity  of

adsorption  of  these  biofilms  was  compared  with  one  biofilm  of  Bac/.//us  sp.  F1.  The

levels  of  biosorption  reached  by  each  one  of these  biofilms were  comparable to  that

observed with  Baa/.//us sp.  F1, which is recognized to present high levels of adsorption.

The association bacteria and yeast showed better level of biosorption than Sac/.//us sp.

F1,  adsorbing 88 ug of copper/g of filling material in comparison to 57 ug of copper/g of

filling material adsorbed by Sac/.//us sp,  F1.

Once  the  biosorption  potential  was  determined  and  in  order  to  identity  the

organisms implied in the biosorption process, the molecular characterization of biofilms

was made by using ''in situ" hybridization.  From each prepared biofilm a representative

sample was  obtained  over the  surface  of microscope  slides.  Specific  probes for the

domain  Bacteria  and  the  sub-groups  er,  a,  y,  8-proteobacteria,  and  the  Cytophaga-

Flavobacteria  group  were  used.  The  data  expressed  in  relative  abundance  showed

that the dominant groups in the biofilms examined corresponded to the sub-groups or

proteobacteria,   P-proteobacteria and y-proteobacteria.

xii



Par los Sueiios y esperanzas que a veces

parecen perder su esencia y convertirse en

angustias

Porque eso nunca suceda y porque siempre

mantengamos nuestra ilusi6n en la vida



1. INTRODUCCION

1.1  Biosorci6n

En  la  actualidad,  la  contaminaci6n  ambiental  es  un  problema  que  genera  gran

preocupaci6n  a  nivel  mundial.  De hecho durante  los  tlltimos  afios  se  ha  incrementado

el  grado  de  conciencia  de  la  poblaci6n,  asl  como  el  de  las  autoridades,  quienes  en

conjunto   han   comenzado   a   buscar   soluciones.   La   generaci6n   y   acumulaci6n   de

desechos,  genera  la  dispersi6n  de  gran  diversidad  de  compuestos  en  suelos,  aguas

superficiales  y  aire,   con   la  consecuente  filtraci6n  de  los  mismos   hacia   las  aguas

subterraneas,  las que constituyen la reserva de agua potable (Vullo, 2003).

El   agua   es   uno   de   los   recursos   que   mss   se   ve   expuesto   a   focos   de

contaminaci6n.    Entre    ellos    se    cuentan    los    desechos    domiciliarios    y    aquellos

provenientes  de  la  industrja  o  de  la  mineria.  En  efecto,  las  actividades  industriales

generan  una  contaminaci6n  a gran  escala  con  metales  pesados  (Cu,  Zn,  Pb,  Cd,  Cr.

Ni,  Hg,  Co, Ag, Au) y radiondclidos (U, Th),  Ios cuales presentan ciertas caracterJsticas

que los hacen altamente contaminantes:

1.    Son   compuestos   inorganicos   lo   que   implica   que   no   pueden   ser  degradados

naturalmente  por lo  que tienden  a  persistir indefinidamente  en  el  ambiente  (Cos§ich  y

col.,  2002).

2.    Presentan una elevada movilidad en los ecosistemas de aguas naturales.

3.    Al  ser  persistentes  tienden  a  acumularse  y  biomagnificarse  por  lo  que  pueden

alcanzar concentraciones altamente t6xicas para las distint.as formas de vida (Atkinson

y col.,1998).

La remoci6n de metales pesados desde las aguas de desecho industrial se ha

realizado  tradjcionalmente  mediante  m6todos  fisico-qulmicos  entre  los  que  destacan:



precipitaci6n,  oxido-reducci6n,  intercambio i6nico,  membranas y evaporaci6n  (Cossich

y  col„  2002;  Eccles,  1999:  Kratochvil  y Volesky,  1998).  Sin  embargo,  estos  m6todos

nan  comenzado  a  ser  cuestionados  debido  a  que  resultan  caros,  generan  grandes

cantidades  de  lodos y son  insuficientes  a  la  hora  de  remover los  metales  a  partir de

soluciones diluidas (Cossich y col.. 2002).

Durante   los   tiltimos   afios  se  han   planteado   metodos   biol6gicos   como   una

tecnologia   alternativa   para   el   tratamiento   de   los   efluentes   industriales  y   mineros

(Eccles,  1999;  Gadd,  2000).  Entre  ellos  podemos  mencionar  la  biotransformaci6n,  la

biomineralizaci6n,  Ia  bioacumulaci6n y la  biosorci6n.  De los procesos mencionados,  la

biosorci6n es uno de los fen6menos mas ampliamente estudiado debido  a que posee

caracteristicas  que  la  harlan  una  tecnica  comercialmente  rentable.(Vullo,  2003).  Se

basa en  el  uso de microorganismos vivos o muertos,  o bien sus derivados,  los cuales

son  capaces  de  captar  iones  metalicos  presentes  en  soluci6n,   utilizando  para  ello

grupos funcionales situados en su superficie celular (Atkinson y col.,  1998).

Quiza   uno   de   los   dispositivos   considerados   como   mas   eficientes   para   la

remoci6n  continua  de  metales  desde  soluciones  sean  las  columnas  de  sorci6n,  las

cuales  contienen   las   particulas  de   biosorbente  empacadas  o   inmovilizadas  en  su

interior.  Las  columnas  de  sorci6n  operan  en  ciclos  consistentes  de  carga  (sorci6n),

regeneraci6n  (desorci6n)  y  lavado.  Durante  el  ciclo  de  carga,  Ia  soluci6n  a  tratar  se

hace  pasar  a  trav6s  de  la  columna  donde  los  metales  en  soluci6n  son  capturados y

retenidos por el  biosorbente.  Cuando el  biosorbente alcanza su capacidad maxima de

sorci6n  de  metales,  la  columna  es  sacada  de  operaci6n.  El  biosorbente es  entonces

regenerado utilizando soluciones acidas o basicas, obteniendose pequefios vommenes

de metal conc6ntrado. Posteriormente la columna se lava para eliminar los remanentes



de  las  soluciones  de  desorci6n  y  los  s6lidos  atrapados  en  la  matriz  (Kratochvil  y

Volesky,1998).

Dentro de los mecanismos utilizados por los microorganismos para remover los

metales pesados desde soluciones encontramos:

1.    Precipitaci6n / Acumulaci6n extracelular (Schoemann y col., 2001).

2.    Sorci6n sobre la superficie celular / Complejaci6n (Yee y col., 2004).

3.    Acumu]aci6n intracelu[ar (Cossich y col., 2002).

Diversos  tipos  de   biomasa   microbiana   han   sido   propuestos  como   posibles

biosorbentes,   entre   los  que  se  encuentran   los   hongos   (Tsekova  y  Petrov,   2002;

Muraleedharan y col.,1995;  Prakasham y col.,1999),  las levaduras  (Breieveroa y col.,

2002),  las  algas  (da  Costa  y  col.,  2001),  las  bacterias  (Mameri  y col.,  1999)  e  incluso

plantas   (Elankumaran   y   col„   2003).   La   gran   mayoria   de   estos   microorganismos

presentan  una  capacidad  de  adsorci6n  de  metales  tan  o  mas  eficiente  que  la  de

resinas  comerciales.  Asi  par ejemplo,  las  resinas  comerciales  adsorben  alrededor de

0,35 a 5 miliequivalentes de metal por gramos de masa seca,   Sargassum sp., un alga,

entre  2  a 2,3  miliequivalentes por gramos de biomasa,   Rft/.zapus arrhizus,  un hongo,

1,1  miliequivalentes  por gramo de  biomasa  seca y Ec/on/.a  radiata,  una  bacteria,1,8  a

2,4 miliequivalentes par gramo de biomasa seca  (Kratochvil y Volesky,1998).

Dentro de los factores considerados en la elecci6n de un biosorbente,  anexo a

su capacidad de unir metales,  se mencionan la disponibilidad y abundancia, esto es, si

se  haya  naturalmente  presente  en  el  ambiente  o  como  material  de  desecho,  lo  cual

tiene un impacto directo en la economla del proceso.

Con  respecto  a  la  biomasa  utilizada  como  biosorbente  en  la  tecnologia  de

biosorci6n se'ha de considerar (Atkinson y col.,1998):



1.    Procedencia

2.    Biomasa activa (viva) o inactiva (muerta)  .

3.    Inmovilizaci6n

4.    Regeneraci6n

5.    Capacidad

6.    Especificidad de metal

7.    Cin6tica de reacci6n

Los  factores   antes  mencionados  tienen   repercusiones  directas  tanto  en   la

eficiencia  como  en  los  costos totales del  proceso.  Asi  por ejemplo,  al  utilizar biomasa

inactiva no es  necesario  invertir en  requerimientos nutritivos de la biomasa ni tampoco

considerar el  mantener condiciones especiales  de  cultivo.  A  Ia  vez,  se  ha  observado

que  la   reversibilidad   del   proceso  es  mas  facil,   permitiendo  la   regeneraci6n  de  la

biomasa y su reutilizaci6n (Cafiizares-Villanueva, 2000).

La   inmovilizaci6n   del   biosorbente   es   otro  factor   relevante   al   momento   de

considerar los costos.  Por un lado, queda de manifiesto que las c6lulas en suspensi6n

no resultan adecuadas para su uso en columnas debido a su baja densidad y pequefio

tamafio,   lo   que   provoca   el   taponamiento   del   lecho,   ademas   de   presentar   baja

resistencia  mecanica y la dificultad  para separar la  biomasa del  efluente.  No obstante,

a  las  ventajas  que  entrega  el  atrapamiento  celular.   Ios  costos  de  los  agentes  de

inmovilizaci6n no pueden ser ignorados (Atkinson y col„  1998).

El  uso  de  microorganismos  que  en  forma  natural  presentan  la  capacidad  de

adherirse a superficies s6lidas formando una biopelicula,  ha comenzado a ser utilizado

en  diferentes  configuraciones  de  biorreactores   (Cafiizares-Villanueva,  2000).   Estos

sistemas  presentan  las  ventajas  antes  mencionadas  para  las  celulas  inmovilizadas

pero sin incurrir en los gastos de un agente de inmovilizaci6n.



Con respecto a la calidad del biosorbente se puede decir que esta depende de

cuanto  metal  es  atraido  y  retenido  por  la  matriz.  La  determinaci6n  de  la  captura  del

metal por el biosorbente se basa. en la g`rah mayoria de los estudios, en un balance de

masas,  suponiendo  que  el  metal  que  desaparece  de  la  soluci6n  se  haya  unido  al

biosorbente.    El    metal    sorbido    (q),    se   expresa    habitualmente   en    unidades   de:

miligramos  de  metal  biosorbido  por  gramo  (en  peso  seco)  del  material  biosorbente

(Kratochvil y Volesky,  1998).

Los modelos de Langmuir y Freundlich sirven de base para describir la relaci6n

entre la captura de metal (q) y la concentraci6n final en equilibrio del metal residual que

permanece  en  soluci6n.  La  curva  resultante  es  lo  que  se  conoce  como  isoterma  de

sorci6n,  donde  se  pueden  estudiar  dos  constantes  facilmente  interpretables:  qmax,  la

cual  corresponde  a  la  mss  alta  captaci6n  de  metal  posible  (el  "plateau"  de  la  curva,

esto es la saturaci6n de la isoterma), y el coeficiente b, el cual se relaciona a la afinidad

entre  el  biosorbente  y  el  metal.  A  pesar  que  el  modelo  de  Langmuir  no  describe  los

fen6menos que gobiernan el  proceso de biosorci6n.  considerado como un  proceso de

intercambio   i6nico,   este   ha   sido   ampliamente   ut"izado   por   los   diversos   estudios

realizados en el area  (Krtachvil y Volesky,1998).

A pesar de la evidencia de efectividad y economia de la biosorci6n, los estudios

se  ham  desarrollado  basicamente  a  escala  de  laboratorio.  Atin  cuando  existen  unos

pocos    §istemas    desarrollados    a    escala    industrial,    su    utmzaci6n    no    ha    sido

masificada (Gupta y col., 2000).

Hasta hace unos pocos afios en Chile, la legislaci6n existente sabre la descarga

de  efluentes  industriales  a  cursos  de  agua  naturales  era  bastante  permisiva  y  poco

respetada. A la fecha,  la entrada en vigencia de la nueva normativa de RILES  (D.  S.  IV°

90nooo  del   Ministerio   Secretaria   General   de  la   Presidencian   compromete  a  los



industriales a evitar descargas de liquidos que contengan contaminantes en cantidades

superiores  a  los  llmites  que  estab[ece  la  norma.  El  llmite  maximo  permitido  para  la

descarga de cobre corresponde a 1  ppm para los cuerpos de aguas fluviales y 0.1  ppm

para   los   cuerpos   de   aguas   lacustres.   A   su   vez,   se   exige   a   los   industriales   la

caracterizaci6n  de  sus  descargas  liquidas  y  en  caso  que  sus  efluentes  superen  la

norma, a buscar la tecnologia mas adecuada para el tratamiento de sus RILES (SISS,

2004).

La  presente tesis se enmarca dentro de un gran  proyecto de investigaci6n que

busca desarrollar un sistema a escala industrial que permita el {ratamiento de efluentes

mineros e industriales utilizando la t6cnica de biosorci6n,

El  objetivo  de  esta  memoria  es  investigar  nuevas  cepas  de  microorganismos

que  presenten  tanto  la  capacidad   natural  de  adherirse  a  superficies,   asi  como  la

capacidad de captar iones metalicos a partir de una soluci6n de metal diluida.

Un   segundo   objetivo   es   lograr   la   caracterizaci6n   tanto   bioquimica   como

molecular    de    los    microorganismos    que    presenten    las    caracteristicas    antes

mencionadas,  utilizando  para  la  caracterizaci6n  molecular la tecnica de  hibridaci6n  "in

situ".

1.2 Hibridaci6n  "in situ"

Actualmente,   esta   ampliamente   reconocido   que   las   pruebas   fisiol6gicas   y

bioquimicas que frecuentemente se utilizan en  los laboratorios para la identificaci6n de

las  bacterias  son  ambiguas  y  requieren  de  microorganismos  capaces  de  crecer  en

medios de cultivo conocidos (Manz,1992).

El advenimiento de la biologia molecular contribuy6 a desarrollar una t6cnica de

tinci6n  que  permite  la  identificaci6n  de  organismos  individuales y  su  cuantificaci6n  en



comunidades,   sin  la  necesidad  del  aislamiento  en  cultivos  puros.   Esta  t6cnica  se

conoce como  hibridaci6n  "in  situ" y puede ser utilizada  en  combinaci6n  con diferentes

metodos de detecci6n que incluye la microscopia de epifluorescencia,  microscopia de

barrido confocal laser y citometrla de flujo (DeLong y col.,1999).

A pesar de las ventajas de la tecnica, su aplicaci6n sobre muestras ambientales

tiene ciertas limitaciones: baja intensidad de la serial, limite de detecci6n del ntlmero de

c6lulas,   accesibilidad   de   la   sonda,   ntlmero   de   secuencias   y   sondas   disponibles,

metodos   de    cuantificaci6n    manuales,   "background"    celular   y   el    inherente   bajo

contenido   celular  asociado   a   los   organismos   presentes   naturalmente   en   distintas

fuentes  ambientales  (Amann  y col.,1995;  DeLong  y  col.,1999;  Ouverney y  Fuhrman,

1997).

En   la   presente   investigaci6n   se  aplic6   la   hibridaci6n  "in   situ"  con   el  fin  de

obtener una aproximaci6n a la caracterizaci6n molecular de las biopeliculas empleadas

en   el   proceso   de  biosorci6n.   En   esta  linea,   mss  que   una   caracterizaci6n  de  las

poblaciones  naturales  de  los  diferentes  in6culos  utilizados,   lo  que  se  pretende  es

definir las poblaciones microbianas implicadas en  la captaci6n del cobre.  En efecto,  es

de  esperar  que  los  grupos  microbianos  mas  representativos  en  cada  una  de  las

biopel[culas tengan un mayor aporte en la biosorci6n de metales pesados.



1.3 0bjetivos

1.3.10bjetivo general

Aislar,    estudiar    y    comparar    la    cgpacidad    de    biosorci6n    de    diferentes

microorganismos que posean la capacidad natural de adherirse a superficies formando

un biopelicula,  asi como una elevada captaci6n de metales y que sean mas eficientes

en   el   proceso   de   biosorci6n   que  una   biopelfcula   de  Sac/.//us  sp.   Fl   previamente

caracterizada.

1.3.2 0bjetivos especificos

•     Seleccionar diferentes tipos de fuentes microbianas que se utilizafan como in6culos

para la formaci6n de biopellculas sobre soportes s6lidos.

•     Establecer  una  relaci6n  entre  las  condiciones  de  cultivo  de  las  biopeliculas  y  su

capacidad de biosorci6n.  Probar distintos tipos de medio de alimentaci6n.

•      Determinar la capacidad de biosorci6n de cada una de las biopeliculas obtenidas.

•     Aislar   microorganismos    a    partir   de   aquellas    biopeliculas    multiespecies   que

presenten los mejores niveles de captaci6n y determinar su capacidad de biosorci6n.

•     Comparar   la   capacidad   de   biosorci6n   entre   las   biopellculas   obtenidas   y   una

biopel[cula de Baa/.//us sp.  F1,

•     Caracterizar     las     biopeliculas     obtenidas     utilizando     tecnicas     bioquimicas    y

moleculares como cultivos diferenciales e hibridaci6n "in situ".



2.  IVIATERIALES Y IVIETODOS

2.1  Materiales y Reactivos

2.1.1  Reactivos para la biosorci6n

I) Reactivos Merck, Alemania (para analisis)

Cloruro de sodio (Nacl),  Fosfato diacido de potasio (KH2P04),  Sulfato de hierro (11)

(Fes04.7H20),  Sulfato de amonio ((NH4)2S04).

ii) Reactivos M&B, Alemania

Sulfato de magnesio (Mgs04.7H20)

iii) Reactivos lnducorn, Chile

Agua colada de maiz

2.1.2 Reactivos para Espectrofotometrfa de Adsorci6n At6mica (EAA)

i) Reactivos Merck, Alemania

Patrones EAA, Titrisol.  Soluci6n estandar de cobre.

2.1.3 Reactivos para la hlbridaci6n "in situ"

i) Reactivos Winkler Ltda., E.E.U.U (para biologia molecular)

SDS Sodio dodecilsulfato (Naci2H25S04), Cloruro de sodio (Nacl),  Fosfato de sodio

dibasico anhidro (Na2HP04), Tris (C4H„N03), Alcohol etilico (C2H60),  Formamida

desionizada (CH3NO)

ii) Reactivos Winkler Ltda., Mexico (para biologia molecular)

EDTA sal dis6dica 2-hidrato  (CioHi4N208Na2.2H20)

iii) Reactivos Merck, Alemania (para biologia molecular)

Formaldehido 37%  (CH20)



2.2 M6todos

2.2.1  Toma de miiestra

Con   el    objetivo    de    contar   cor`   una   diversidad    de   microorganismos,    se

recolectaron    muestras    de    distintos    ambientes    acuaticos.    Entre    los    ambientes

seleccionados   hay   muestras   que   difieren,   por   ejemplo,    en   la   disponibilidad   de

nutrientes,   encontrando   aguas   con   un   alto   contenido   de   materia   organica   (rio

Mapocho)   asi   como   pobres   en   nutrientes,   es   decir,   oligotr6ficas   (agua   potable).

Ademas,    se    seleccionaron    ambientes    anaer6bicos    (Iodos)    y    una    muestra    de

biopeliculas tomadas de las paredes de una fuente pdblica.

Las  muestras  ambientales  se  utilizaron  como  in6culos  para  la  formaci6n  de

biopeliculas en  columnas,  las que luego fueron  evaluadas en  la  remoci6n de metales

pesados desde aguas contaminadas, en un proceso denominado como biosorci6n. Las

muestras ambientales seleccionadas corresponden a:

i.  Agua  de/  r/.o  Mapocho  (biopelicula  81):  recolectada  a  la  altura  del  puente  Plo

Nono, comuna de Providencia (Chile). Se extrajo un volumen aproximado de 500 ml.

ii. Agua de fuenfe ptib/jca (biopelicula 82):  la fuente se ubica en el parque Forestal,

comuna  de  Santiago  (Chile).  Incluy6  un  volumen  de  500  ml,  ademas  de  muestra  de

biopelicula  de la fuente,  para ello se  utiliz6 una espatula esteril con  la  cual se rasp6 la

pared de la fuente.

iii.    [odos   anaerob/.os   (biopelicula    83):    recolectada    de   un    reactor   U.A.S.B,

perteneciente  al  laboratorio  de  Microbiologia  de  la  Pontificia  Universidad  Cat6lica  de

Valparaiso (Chile).  La muestra se deposit6 en un recipiente est6ril y se mantuvo a 4°C.
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iv.  Agua  pofab/e  (biopelicula  84):  obtenida  de  la  red  domiciliaria.  Laboratorio  de

Microbiologia.  Facultad  de Ciencias  Quimicas y Farmaceuticas.  Universidad  de Chile.

Santiago (Chile).

2.2.2 Disefio de las columnas de lecho fijo

2.2.2.1  Co]umnas de 5 ml

Para   construir   las   columnas,   se   utilizaron   jeringas   de   polipropileno.   Una

columna  tipo  consta  de  dos  partes:  el  cuerpo  de  la  columna  esta  formado  por  una

jeringa  de  5  ml,  la  cual  se  cort6  a  la  altura  de  la  graduaci6n  de  5  ml,  desechando  la

zona superior,  mientras que la tapa de la columna esta formada por una jeringa de  10

ml  cortada a la altura de la graduaci6n de  10 ml,  conservando la zona superior. Ambas

partes  estan  ensambladas  a  presi6n  y  selladas  con  tefl6n.  La  columna  cuenta  con

entrada de liquido por su zona inferior y salida en la parte superior (Figura  1).

Estas   columnas   se   utilizaron   para   conservar   y   mantener   las   biopeliculas

ambientales multiespecies.

Secci6n  inferior
jeringa 5ml

Seccibn superior
jeringa  10 ml

Figura    1:    Columna    utilizada    para    formar    las
biopeliculas.   La  columna  es  de  polipropileno  y  se
haya   rellena   por   perlas   de   vidrio   de   3   mm   de
diametro.  Su volumen es de 5 ml.
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2.2.2.2 Co[umnas de 60 ml

Se  construy6  de  igual  forma  que  las  columnas  de  5  ml  cambiando  s6lo  los

voltimenes de las jeringas utilizadas.  El  cuerpo de la  columna estuvo formado por una

jeringa de 60 ml,  mientras la tapa se form6 con una jeringa de 20 ml.  Estas columnas

se utilizaron para efectuar los experimentos de biosorci6n.

2.2.2.3 Material de re][eno:

El material de relleno se utmz6 como soporte para la adherencia y formaci6n de

la biopelicula al interior de la columna. Se emplearon dos tipos de material de relleno:

a)   perlas  de vidrio  de 3,0  mm  de diametro,  Marienfeld  (Alemania),  para`Ias columnas

de 5 ml. Se pesaron, aproximadamente, 5,8 g de perlas de vidrio por columna.

b)   piedras  de  acuario  (gravilla)  de 3,9  mm  de diametro  promedio,  para  las  columnas

de 60 ml. Se pesaron, aproximadamente, 98,5 g de piedras de acuario por columna.

2.2.3 lnoculaci6n y formaci6n de las biopeliculas en las columnas

Las muestras ambientales se inocularon en columnas de 5 ml,  con recirculaci6n

por  24  h,  considerando  una  tasa  de  diluci6n  (D)  igual  o  mayor  a  0,5  h-1(Figura  2).

Posteriormente,  cada  columna  se  conect6  a  la  alimentaci6n  con  el  medio  de  cultivo,

con circulaci6n de tipo continua.

En  el  caso  particular  de  la  muestra  de  agua  potable,  la  columna  se  conect6

directamente a la red domiciliaria,  con sistema de circulaci6n tipo continuo por 24 h.
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columna rellena con
perlas de vidrio

Figura    2:    Sistema   de   inoculaci6n    utilizado    para   formar   las
biopeliculas  en  las  columnas.   El  pre-in6culo  se  hace  recircular,
por medio de una bomba,  a trav6s de la columna durante 24 h.

En total se inocularon 8 columnas, considerando un duplicado para cada una de

las  4   muestras  ambientales  seleccionadas.   El  disefio  experimental  consta  de  dos

grupos de columnas puestas en  paralelo,  constituyendose cada grupo de 4 columnas,

donde un grupo se aliment6 con medio complejo (Tabla  1),  mientras el grupo duplicado

se aliment6 con medio minimo (Tabla  1).

El  medio de cultivo se suministr6 de forma continua utilizando un flujo promedio

de 3,16 ml/h y una tasa de diluci6n promedio de 1,26 h-1.

Para   el   proceso   de   inoculaci6n   y   cultivo   se   utiliz6   una   bomba   peristaltica

Masterflex,     6:600     modelo     91-55     (E.E.U.U),     con     cartuchos     para     mangueras

Masterflex   13.   Los  reactores  se  mantuvieron  en  un  cuarto  aislado,   a  temperatura

ambiente.

2.2.4 Preparaci6n de los medios de cultivo

Tanto  el  medio  de  cultivo  complejo  como  el  medio  minimo  corresponden  al

descrito  par Allison y Sutherland  (1987),  donde el  extracto de levadura y la triptona  se
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reemplazaron por agua colada de maiz de acuerdo a lo descri{o por Ballesteros (2005)

y sulfato de amonio, respectivamente.

Tabla 1 :  Medio de cultivo.  Reactivos y concentraciones utilizadas.

Reactivos Medio complejo

Na2HP04 .2H20 0,0998 9/I

KH2P04 0,0230 9/I

K2S04 0,0077 9/I

Nacl 0,0077 9/I

Mgs04 . 7H20 0,0015 9/I

Cac12 .  2  H20 0,0010 g/I

Fes04 .  H20 0,00015 9/I

agua colada de maiz 0,19 9/I

Glucosa 0,38 9/I

pH 7,0

El medio minimo es identico al medio complejo, excepto que el agua colada de

malz se reemplaz6 por 0.19 g/I de (NH4)2S04.

2.2.5 0bservaci6n microsc6pica de las bacterias en el efluente de las columnas

de lecho fijo

Transcurrida  una  semana  a  partir  de  la  inoculaci6n  de  las  columnas  de  lecho

fijo,  se  procedi6  a  observar al  microscopio  la  presencia  de  bacterias  en  su  efluente.

Para ello, se tomaron muestras del efluente de cada columna y se analizaron al fresco

mediante  contraste  de  fases  en  un  microscopio  Carl  Zeiss,   modelo  Standard  20

(Alemania),  utilizando un  aumento de 400X.  Las bacterias presentes en el efluente se
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desprenden desde la biopelicula formada en la columna y por lo tanto, forman parte del

consorcio bacteriano ahi formado.

2.2.6 Mantenci6n de las co[umnas

Cada tres meses se procedi6 a inocular nuevas columnas de 5 ml, rellenas con

perlas  de  vidrio,   con  el  fin  de  reemplazar  a   las  columnas  mas  antiguas.   Para  la

inoculaci6n,   la  columna  nueva  se  conect6  al  efluente  de  la  columna  antigua,  con

circulaci6n continua, durante 24 h, utilizando un flujo aproximado de 3 ml/h.

2.2.7 Caracterizaci6n de las biopelicu]as ambienta[es mu[tiespecies

2.2.7.1 Tinci6n de Gram

Este tipo de tinci6n se llev6 a cabo sobre las biopeliculas con el fin de tener una

primera  aproximaci6n  a  su  caracterizaci6n.  La  tinci6n  permite  diferenciar  entre  dos

grandes grupos de bacterias: Gram positivas y Gram negativas.

Se  tom6  una  muestra  del  efluente  de  cada  una  de  las  columnas  sabre  un

portaobjeto y luego se sec6 utilizando un mechero.  La tinci6n de la muestra se realiz6

segtln  el  protocolo  establecido  para  la  tinci6n  de  Gram  y  posteriormente  se  observ6

con microscopio Carl Zeiss,  modelo Standard 20 (Alemania),  a un aumento de  1000X.

2.2.7.2 Aislamiento y mantenci6n de las cepas bacterlanas

Para aislar las cepas bacterianas constituyentes de las biopeliculas ambientales

multiespecies formadas en las columnas de lecho fijo, se tom6 una muestra de 5 ml del

efluente de  cada  una  de  las ocho  columnas en tubos ester"es.  Luego,  bajo campana

de flujo laminar modelo Aura H100.  EHRET (Alemania),  las muestras se agitaron y con

un  asa  se  sembraron  en  placas  con  medio  TSA  (Tryptic  Soy Agar),  Difco  (E.E.U.U).

Las placas se incubaron a 28°C por 24 h, para luego observar el crecimiento.
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Para mantener las cepas bacterianas obtenidas de las biopellculas, se  sembfo

cada una de ellas en tubos de ensayo con medio TSA.  Los tubos se incubaron a 28°C

por 24 h, y se guardaron a 4°C.

2.2.8 Biosorci6n y desorci6n

2.2.8.1  Preparaci6n de las soluciones de CuS04 y HCI

Para  el  proceso  de  biosorci6n de cobre,  se utiliz6  una soluci6n  de 20  ppm  de

Cu  2+.    El  pH  de  la  soluci6n  se  mantuvo  entre 4,6  y  5,3,  considerado  como  lo  6ptimo

para el desarrollo del proceso de biosorci6n.

Para el proceso de desorci6n se utiliz6 una soluci6n de Hcl, pH  1,0.

2.2.8.2 Biopeliculas ambientales multiespecies

2.2.8.2.1  Columnas de 5 ml

Los   primeros   experimentos  de   biosorci6n  y  desorci6n   con   las   biopeliculas

ambientales  se  realizaron  en  columnas  de  5  ml  rellenas  con  perlas  de vidrio.  Para  la

inoculaci6n de las columnas, estas se conectaron directamente al flujo de salida de las

columnas de 5 ml,  que mantenian el in6culo inicial  (Figura 3).  La inoculaci6n se realiz6

por  un  periodQ de  24  h,  con  sistema  de  circulaci6n  tipo  continuo.  Posteriormente,  las

columnas se desaguaron,  quedando  listas  para  ser ocupadas en los experimentos de

biosorci6n.
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peristaltica                        soporte

Figura 3: Sistema de inoculaci6n de las columnas empleadas en el proceso de
biosorci6n.

Las columnas se conectaron a un volumen inicial de una soluci6n de 20 ppm de

Cu2+,  con recirculaci6n, y agitaci6n constante (Figura 4). Transcurridos los primeros 30

min  desde  el  inicio  del  experimento  se  tom6  una  muestra  de  5  ml  de  la  soluci6n

contenida  en  el  matraz  (Figura  4),  se  centrifug6  a   13.000  rpm  por  10  min  en  una

microcentrifuga,  Micro Centaur MSB010.CX2.5, Sanyo (Reino Unido), y se guard6 para

ser medida en el espectrofot6metro de adsorci6n at6mica,  Perkin Elmer,  modelo 3110

(E.E.U.U).  Inmediatamente despues de tomar la muestra, se agreg6 sobre el volumen

inicial,  un  segundo  volumen  de  soluci6n  de  20  ppm  de  Cu2+,  obteniendose  un  nuevo

volumen  final  el  cual  permaneci6  recirculando  durante  30  min  adicionales.  EI  proceso

continu6 de esta forma,  aumentando en intervalos de tiempo determinados la soluci6n

recirculante de CuS04.  El experimento finaliz6 luego de haber tomado siete puntos de

muestra.
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columna de
biosorci6n

60ml

F]9ura 4:  Proceso de biosoroi6n.  Una soluct6n de 20 ppm  de cobre se hace
recircular a traves de iina columna de polipropileno,  de 60 ml,  que contiene la
biopellcula   formada   sobre   piedras   de   acuario.   La   soluci6n   de   cobre   se
mantiene en constante agitaci6n.

Una vez realizado el  prooeso de adsoroi6n de Cu 2+ por las biopeliculas de las

columnas,   correspondi6   el   proceso   de   desorci6n.   Previamente   las   columnas   se

vaciaron  y  lavaron  con  agua  destilada  para  remover  el  cobre  no  adsorbido  por  la

biopelicula.  Luego, se hizo recircular por las columnas,  un volumen de una soluci6n de

Hcl,    pH  1,0,  durante  30  min.  Transcurrido  este  tiempo,  la  columna  se  vaci6  y  la

soluci6n remanente se agit6 pare tomar 5 ml de muestra de la soluci6n.

2.2.8.2.2 Columnas de 60 ml

En  estas  columnas  se  utiliz6  piedras  de  acuario  como  material  de  relleno,

variando los voltlmenes de soluci6n recirculante de CuS04 y Hcl.
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2.2.8.3    Biosorci6n    y    desorci6n    de    cobre    utilizando    una    biopelicula    de

Bacillus sp. FI

Para   los   experimentos   de   biosorci6n  y  desorci6n   con   Baa/.//us  sp.   Fl   se

utilizaron  columnas de 60  ml,  rellenas con  piedras de  acuario.  Para  la  obtenci6n de la

biopelicula  de  Baa/.//us sp.  Fl  se  utiliz6  un  bio-reactor tipo  I  (Barriga,  2001)  construido

de  politetraf]uoroetileno;  teflon  PTFE,  con  un  diametro  de  40  mm  y  una  longitud  de

400   mm.   Conformado,   ademas,   por   un   dispositivo   de   entrada   de   aire-llquido,

dispositivo  de  salida  de  aire  y  sistema  de  inyecci6n  de  aire,  relleno  con  piedras  de

acuario.   La  biopelicula  se  creci6  a  28  °C.  Como  medio  de  cultivo  se  utiliz6  medio

Allison y Sutherland,  mantenido con recirculaci6n.  Posteriormente,  las columnas de 60

ml    se    rellenaron    con    las    piedras    de    acuario    previamente    colonizadas    con

Bacillus sp. F 1.

Los experimentos de biosorcidn y desorcion de cobre se realizaron siguiendo el

mismo   protocolo   establecido  para   los  experimentos  de   biosorci6n  y  desorci6n   en

columnas de 60 ml con las biopellculas ambientales multiespecies.

2.2.8.4 Elecci6n del material de relleno para las columnas de lecho fijo

Para  determinar  la  posible  captaci6n  de  los  metales  s6lo  por  el  material  de

relleno se  realizaron  experimentos de biosorci6n y desorci6n,  los cuales se llevaron a

cabo en columnas de 60 ml, sin bacterias.

Se  midi6  la  capacidad  de  absorber cobre de tres tipos de  material  de  relleno,

ademas,  se  consider6  la  columna  y  las  mangueras  sin  relleno.   Los  materiales  de

relleno  evaluados  correspondieron  a  perlas  de  vidrio,   piedras  de  acuario  y  anillos

Rashig    de   vidrio,    con    un   diametro   promedio   de   3    mm,    3,9    mm   y   9   mm,

respectivamente.
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2.2.8.5  Biosorci6n  por  las  bacterias  aisladas  de  las  biopeliculas  ambientales

multiespecies

Se  evalu6  la  capacidad  de  adsorci6n  de  cobre  de  bacterias  aisladas  de  las

biopeliculas   ambientales   multiespecies.    Para   ello,    a   partir   de   cada    biopellcula

multiespecie se realiz6 un aislamiento en placas con medio TSA. Para elegir las cepas

bacterianas a utilizar en el proceso de biosorci6n, se tom6 como criterio de selecci6n el

aspecto  mucoso  de  las  colonias,  lo  que se  consider6  como  un  indicio  de  la formaci6n

de exopolisacaridos.

Las  colonias  bacterianas  seleccionadas  se  sembraron  en  estria  en  tubos  de

ensayo   con   medio   TSA   (Tryptic   Soy   Agar),   y   se   incubaron   por   24   h   a   28°C.

Posteriormente,  con un  asa esteril se tom6 una  muestra de la poblaci6n  bacteriana. y

se  inocul6  en  medio  minimo  liquido.  Este  medio  se  conect6  a  la  columna  de  60  ml

rellena con piedras de acuario y se mantuvo en  recirculaci6n durante 24 h a un flujo de

7,6 ml/h.  Luego,  la columna se desconect6 del sistema de inoculaci6n y se conect6 al

medio   de   cultivo   minimo   con   circulaci6n   continua   durante  4   dias   a   temperatura

ambiente.  Al  t6rmino  de este  periodo,  la  columna  se desconect6  del  medio de cultivo,

se  retir6  todo  el  medio  retenido  en  la  columna  y  se  sec6  a  temperatura  ambiente

durante  la  noche.  En  estas  condiciones  la  columna  queda  lista  para  ser  utilizada  en

ensayos de biosorci6n.

Las  cepas  bacterias  elegidas  para  los  ensayos  de  biosorci6n  corresponden  a

tres  bacterias  mss  una  asociaci6n  de  bacteria  y  levadura,  las  cuales  se  detallan  a

continuaci6n:  i)  Bacteria  aislada  de  biopellcula  81  (rio  Mapocho)  cultivada  con  medio

minimo,  ii)  Bacteria  aislada  de  biopelicula  83  (lodos)  cultivada  con  medio  mlnimo,  iii)

Bacteria  aislada  de  biopelicula  85  (lodos).  La  bacteria  aislada  de  la  biopelicula  5  se

obtuvo de un estudio en paralelo (Bravo, 2005.  Memoria en curso para optar al titulo de
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Bioquimico.  Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaceuticas.  Universidad de Chile). La

biopelicula  85  se form6  a  partir de  un  in6culo de  lodos anaerobios,  el  mismo utilizado

para   la   formaci6n   de   las   biopellcula   83,   pero   alimentada   con   medio   AIIison   y

Sutherland.   iv)  Ademas,  se  realiz6  la  biosorci6n  con  una  asociaci6n  de  bacteria  y

levadura  aislada  de  la  biopelicula  85.  La  bacteria  que  participa  de  esta  asociaci6n

corresponde a  la  misma  bacteria  mencionada en  el  punto  iii,  la  que se aisl6 en  cultivo

Puro.

2.2.9  Caracterizaci6n  de  las  biopeliculas  ambientales  multiespecies  utilizando

medios de cultivo diferenciales

Para   aislar  las   bacterias   de   las   biopellculas   ambientales   multiespecies   se

recolectaron  10 ml del efluente de cada una de las ocho columnas y luego con un asa

esteril  se  sembr6  en  placas  con  medio  TSA.   Las  placas  se  incubaron  a  28°C  por

24  h.  Las  colonias  formadas  se  sembraron  en  estria  en  media  TSA,  se  crecieron  a

28°C y se mantuvieron a 4°C.

Para   la   caracterizaci6n   bioquimica,   cada   una   de   las   colonias   aisladas   §e

sembraron  en  estria  en  medios  de  cultivo diferencial  coma:  agar con  hierro  de  Kligler

(KIA)  Difco  (E.E.U.U),   agar  con  hierro  y  lisina  (LIA)  Difco  (E.E.U.u),   agar  citrato  de

Simmons   (SC)   Difco   (E.E.U.U)  y  caldo  triptonado  con  urea,   Difco   (E.E.U.U),  y  se

incubaron a 28°C por 24 h.

2.2.10   0btenci6n    de    las    biopeliculas    ambientales    multiespecies    para   su

caracterizaci6n por hibridaci6n "in situ"

Las   biopeliculas   se   formaron   sobre   portaobjetos   de   vidrio   (Fisherbrand)

dispuestosenunacamaradeflujofabricadaenacrilicoydisefiadaenelLaboratoriode
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Microbiologia (Figura 5).  Sus dimensiones corresponden a  13 cm de largo por 7,7 cm

de ancho y un espesor de 0,8 cm. La camara cuenta con cuatro canales a traves de los

ouales  circula el  efluente de  las  columnas.  El  portaobjeto se coloc6 a  lo  largo de  un

canal quedando en  contacto con el efluente que contiene las bacterias.  La formaci6n

de la biopelicula se llev6 a cabo por un periodo de 1  a 2 h. Transourrido este periodo

de  tiempo,  los  portaobjetos  se  desmontan  de  la  camara  de  flujo  y  se precede  a  la

fijaci6n de las celulas adheridas.

Figura   5:   Sistema   utilizado   pare   obtener   muestras   de   Las   biopellculas
formadas  en   las  columnas,   para  su  posterior  caracterizaci6n  mediante  la
tecnica de hibridacidn "in situ".

2.2.11 Caracterizaci6n de las biopeLiculas ambientales multiespecies utiljzando la

t6cnica de hibridaci6n "in Situ"

2.2.11.1  Fijaci6n de la biopelicula adherida al porfaobjeto

Las  biopeliculas  formadas  sobre  los  portaobjetos  se  fijaron  con  soluci6n  de

paraformaldehido  al  4%  por  30  min  a  temperature  ambiente y  el  fijador se  lav6  por

tratamiento con PBS  IX y luego con agua destilada esteril.  Lag biopeliculas fijadas se

conservaron   en   soluci6n   PBS   IX:   Etanol  a  -20°C.   Finalmente,   la  biopelioula  se
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deshidrat6 en pasos sucesivos de 3 min en etanol al 50%,  80% y 96%, quedando lista

para ser hibridada con la sonda especifica.

2.2.11.2 Sondas de oligonucle6tidos

Para  la  caracterizaci6n  molecular de  las distintas  biopeliculas formadas  sobre

los  portaobjetos  se  utilizaron  las  siguientes  sondas  de  oligonucle6tidos  con  marca

fluorescente  (Tabla  2):  EU8338  para  miembros  del  dominio  Bacteria,  BET42a  para  la

subclase   beta   de   las   Proteobacterias,   GAM42a   para   la   subclase   gama   de   las

Proteobacterias,  ALFlb  para la subclase alfa de  las Proteobacterias,  SR8385 para la

subclase    delta    de    las    Proteobacterias    y    CF319a    para    el    grupo    Cytophaga-

Flavobacterium.  Las  sondas  de  oligonucle6tidos  utillizadas  son  especificas  para  RNA

ribosomal  bacteriano  y  contienen  indocarbocianina  (Cy3)  como  fluor6foro,  el  que  se

encuentra unido al extremo 5' de la sonda.

Para  asegurar una  6ptima  especificidad  de las sondas  BET42a y GAM42a,  se

utilizaron sondas sin marca fluorescente de GAM42a y BET42a.  De tal forma,  cuando

se  hibrid6  con  la  sonda  BET42a,  se coloc6 en  la  soluci6n  de  hibridaci6n  una  cantidad

en exceso de la sonda sin marca fluorescente GAM42a, la cual actu6 como competidor

de  BET42a,  anulando  de  esta  forma  la  union  no  especifica  de  la  sonda  BET42a  a

rRNA de bacterias de la subclase gama de las Proteobacterias (Manz y col.,1992).
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Tabla 2: Sondas empleadas para la hibridaci6n Win situ".

Sonda Secuencia (5.- 3.) Posici6n rRNA Especificidad Referencla

EU8338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 16S. 338-355 Bacteria Amann y col.,1990

BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT 23S.1027~1043
Subclase-betaproteobacteria Manz y col.,1992

GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT 23S,1027-1043
Subclase-gamaproteobacteria Manz y col..1992

ALFlb CGTTCG(CIT)TCTGAGCCAG 16S,19-35
La mayorla de lasalfa-proteobacterias Manz y col..  1992

CF319a TGGTCCGTGTCTCAGTAC 16S  (319-336)

Cytophaga-Flavobacterium delphyllumCytophaga-flavobacteriumbacteroides

Manz y col..  1996

SR8385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG 16S (385402)
Mayoria 6 deproteobacteria Amann y col.,1990

2.2.11.3 Hibridaci6n  "in situ"

La   hibridaci6n   .in  situ"  se  efectu6   adicionando   a   cada  portaobjeto  8   ul  de

soluci6n  de hibridaci6n.  Los  portaobjetos se incubaron  a 46°C  por 90  min en  camara

htimeda  precalentada.  Para  las  sondas  ALFlb  y  EU8338  se  utiliz6  una  soluci6n  de

hibridaci6n  con  20%  formamida,   mientras  que  para  las  sondas  BET42a,  GAM42a,

CF319a  y  SR8385  la  soluci6n  de  hibridaci6n  contenia  35°/o  formamida.  La  Tabla  3

detalla  los  componentes  de  la  soluci6n  de  hibridaci6n  para  cada  una  de  las  sondas

utilizadas.        .
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Tabla   3:   Concentraciones   utilizadas   en   la   soluci6n   de
hibridaci6n.   La   concentraci6n   de  formamida   es   al   20%
para  las  sondas  EU8338  y  ALFlb  y  de  35%   para  las

as restantes

Soluci6n de hibridaci6n

Formamida 200/o - 35%

Nacl 0,9M

Tris Hcl 20 mM / pH 7,2

SDS 0,01%

Sonda 50ng

Posteriormente,  el  portaobjeto  se sumergi6  en  50  ml  de  soluci6n  de  lavado  a

48°C, y se incub6 a 48°C por 20 min.  Para las sondas ALFlb y EU8338 se utiliz6 una

soluci6n de lavado con  una concentraci6n de 180 mM  de Nacl,  mientras que para las

sondas  BET42a, GAM42a, CF319a y SR8385 se utiliz6 una soluci6n con 40 mM Nacl.

Los componentes de la soluci6n de lavado se detallan en la Tabla 4.

Tabla   4:   Concentraciones   utilizadas   en   la   soluci6n   de
lavado.  La  concentraci6n  de  Nacl  es  de  180  mM  para  las
sondas  EU8338  y  ALFlb  y  de  40  mM  para  las  sondas

Soluci6n de Lavado

Nacl 40 mM -180 mM

Tris 20mM

SDS 0,01%

EDTA 5ml

Las  biopeliculas se tif`eron con  20  ul de soluci6n  DApl  (1tJg/ml)  y se incubaron

a  temperatura  ambiente  por  8  min  en  oscuridad.  La  reacci6n  se  detuvo  mediante  el

lavado del portaobjeto con agua destilada y se dej6 secar al aire.
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2.2.11.4 Recuento celular

Las bacterias de la biopelicula que hibridan con las sondas marcadas con Cy3

se  observaron  en  microscopio  de  fluorescencia  Axioskop  20,  Carl  Zeiss  (Alemania),

empleando el filtro N°20 y para aquellas marcadas con DApl, el filtro N°02.  El fluor6foro

Cy3   se   caracteriza   par  emitir  fluorescencia   de   color   rojo   por   lo   que   las   celulas

correctamente  hibridadas  se reconocen  por emitir fluorescencia de  color rojo  brillante,

mientras que las celulas tefiidas con el colorante DApl  (colorante utilizado para marcar

todas  las celulas),  dan  una  coloraci6n  blanca  brillante.  Para  el  recuento  de las  celulas

hibridadas se utiliz6 un ocular cuadriculado, y se contabilizaron 20 campos al azar.  Los

datos  de  recuento  especifico  obtenidos  con  el  uso  de sondas,  se compararon  con  el

recuento total obtenido usando el colorante DApl, para un mismo campo. Los datos se

expresaron en porcentaje,  considerando como  1000/o  el total  de las celulas tefiidas con

DApl.

2.2.12   Medici6n   de   la   concentraci6n   de   cobre   en   soluciones   tratadas   por

biosorci6n   utilizando Espectrofotometria de Adsorci6n At6mica.

La concentraci6n de cobre en las distintas muestras obtenidas por biosorci6n §e

midi6  utilizando  un  espectrofot6metro  de  adsorci6n  at6mica,   Perkin  Elmer,  modelo

3110.  El equipo se calibr6 utilizando soluciones patrones de 1  a 5 ppm de cobre.

2.2.13 Analisis estadistico.

A los indices de biosorci6n obtenidos y expresados en el  balance de masas se

les aplic6 un analisis de varianza con el fin de determinar si las diferencias observadas

eran significativas.
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Para  determinar  si  las  muestras  provenian  de  una  muestra  con  distribuci6n

normal  se  aplic6  el  contraste  de  normalidad  de  Shapiro-Wilks.   Comprobandose  la

normalidad  de  las  muestras  se  procedi6  a  aplicar  el  contraste  sobre  el  cociente  de

varianzas y el  contraste sobre  la  diferencia  de medias  con  el  fin  de determinar si  las

diferencias observadas eran significativas al nivel del 5%  (Rodriguez,1997).
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3. RESULTADOS

3.1  0btenci6n de las biopeliculas ambientales multiespecies

Se seleccionaron cuatro tipos de muestras ambientales:  agua del rio Mapocho,

agua  de  una fuente  ptlblica,  muestra  de  lodos anaerobios,  y agua  potable.  Cada  una

de  estas  muestras  constituye  el  in6culo  inicial  para  la  formaci6n  de  las  biopeliculas

sobre  perlas  de  vidrio,  en  columnas  de  polipropileno  de  5  ml.  La  inoculaci6n  de  las

columnas se realiz6  por un  periodo de 24 h y posteriormente se conectaron de forma

permanente al medio de cultivo.

La    formaci6n    de    las    biopeliculas    se    evalu6    mediante    la    observaci6n

microsc6pica de una muestra de el efluente.  El efluente,  por cierto,  s6lo podia contener

bacterias  desprendidas  de  la  biopelicula  formada  durante  el  proceso  de  inoculaci6n

dado   que   se  emple6   un   medio   de   cultivo   esteril   y   un   alto   flujo  de  alimentaci6n

.(D=1,26 h-1) que impide el crecimiento de las bacterias en suspension.

En  las  muestras  de  efluente  recolectadas  se  observaron  diferentes  tipos  de

bacterias, ademas de protozoos y levaduras. Por lo tanto, se evidenci6 la formaci6n de

las biopeliculas multiespecies.

De esta forma  se  obtuvieron  ocho tipos de biopellculas,  distintas entre si,  que

corresponden  a  las  cuatro  muestras  ambientales  alimentadas  cada  una  con  medio

complejo   y   medio   mfnimo.   Estas   biopeliculas   se   utilizaron   para   los   ensayos   de

biosorci6n.

3.2 Caracterizaci6n de las biopeliculas ambientales multiespecies

3.2.1  Tinci6n de Gram y aislamiento en medio TSA

Como  primera  aproximaci6n  a  la  caracterizaci6n  de  las  biopeliculas  formadas

en  columnas  de  5  ml,  se  realiz6  la  tinci6n  de  Gram,  la  cual  permite  diferenciar  entre
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bacterias  Gram  positivas  y  bacterias  Gram  negativas.  La  tinci6n  de  Gram  se  realiz6

para  muestras  de  efluente  de  cada  una  de  las  columnas  de  5  ml,  conteniendo  las

biopeliculas  en  estudio.  En  todos  los  casos  evaluados  se  obtuvieron  s6lo  bacterias

Gram negativas.

El aislamiento en medio TSA se realiz6 para caracterizar bioqu[micamente cada

una  de  las  bacterias  cultivables  de   las  biopeliculas   ambientales  y  de  esta  forma

obtener una conocimiento general de las diferentes poblaciones bacterianas.

3.2.2  Caracterizaci6n  de  las  biopeliculas  ambienta[es  multiespecies  utilizando

medios de cultivos diferenciales

El  objetivo  del  experimento  era  obtener  una  aproximaci6n  bioquimica  de  la

caracterizaci6n de las biopeliculas ambientales multiespecies crecidas en las columnas

de 5  ml.  Este tipo de caracterizaci6n  s6lo considera a  los  microorganismos cultivables

en los medios utilizados.

Para  la  identificaci6n  se  consultaron  tablas  con  las  reacciones  bioqufmicas.

La Tabla 5 presenta los tipos bacterianos reconocidos en cada una de las biopell.culas.



Tabla    5:    Tipos    bacterianos    presentes    en    las    biopeliculas    ambientales    multiespecies
reconocidos por medio de reacciones bioqiiimicas.

Bacterias nofermentadoras Serratia
EnterobacterKlebsiella Shigella sp Salmonella sp

.8`CLE8aa0I
81:  rlo  Mapocho + + - + +

82:  fte.  pLiblica + - + + +

83:  Lodos + + - + +

84:  agua potable . + + + +

0.EIE.9EI
81:  flo Mapocho + - + - -

82:  fte.  ptlblica + - + - -

83:  Lodos + - + - -

84:  agua potable + . + - -

+:  indica presencia del tipo bacteriano en la biopellcula.
-:  ausencia del tipo bacteriano en I.a biopelicula.

3.3 Biosorci6n

3.3.1  Biosorci6n por las biopeliculas ambientales multiespecies

3.3.1.1  Biosorci6n en las columnas rellenas con perlas de vidrio.

El siguiente experimento se realiz6 con el fin de medir la adsorci6n de cobre de

biopeliculas  ambientales  crecidas  en  columnas  de  polipropileno  de  5  ml  utilizando

perlas  de  vidrio  de  3  mm  de  diametro  como  material  de  soporte  y  alimentadas  con

medio complejo con agua colada de maiz.

Se obtuvo  la formaci6n de biopellculas en  las columnas despues de un cultivo

continuo de 24 h. A estas columnas se les hizo recircular una soluci6n de CuS04 para

determinar la  captaci6n  de cobre por las distintas biopeliculas,  en  el  proceso conocido

como biosorci6n.
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0            25           sO           75          100        125        1sO        175        ZOO

Vblumen recircu[ante de solucfon de CuS04

Figura  e:  Adsoroi6n  de  cobre  por  las  biepellculas  ambientales  multiespeeies  oultivadas  con
medio compl¢o.  Le biosorct6n se realiz6 en columnas de 5ml,  utilizando perlas de vidrio de 3
mm de diametro como  material de relleno.  Los valores mostrados corresponden a mediciones
dnieas. - -81  (rto Mapcoho/MC), -  82 (fie.  Pt]blica/MC),  -+-  83 (Iodos/MC),  - 84
(agila potable/MC),  - Columna solo con material de relleno/sin biopelicula

En Ja Fisura  6  se grafican tos valores de cobre en equilibrio obtenidos en  la

biosorci6n  de  cada  una  de  las  cuatro  biopeliculas  evaluadas,  La  concentraci6n  de

cobi.e  graficada  representa  la  cantidad  de  metal  no  adsorbido  por  la  biopelieula

despu6s de hacer recircular a traves de la columna un volumen de soluci6n de CuS04 ,

equivalents a una concentraci6n de 20 ppm de Cu2+.  El tiempo de recirculaci6n vari6

segdn el volumen de soluci6n recirculante y se consider6 el tiempo minimo requerido

para que todo el volumen de fa soluci6n pasara al menos tres veces a traves de  la

columna.

Al inlcio del experimento las hiopelieulas contienen una gran cantidad de sitios

de adsorci6n djsponibles y es de esperar que sea en este punto donde se refiejen los

mayores niveles de capfaci6n de cobre. Sin embargo, se debe tener presente que los

gfaficos representan  la cantidad de cobre no adsorbida par la biopelioula, es decir, el

cobre remanente que perrTranece en saluci6n una vez alcanzada su concentracfon de
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equilibrio.   Por  lo  tanto,   el  menor  valor  graficado  corresponde  al  mss  alto  nivel  de

captaci6n de cobre que puede alcanzarse.  Luego,  la capacidad de biosorci6n de cobre

de las biopeliculas ira decreciendo paulatinamente a medida que estas se aproximen a

su nivel de saturaci6n.

Una vez realizada la adsorci6n, se procede a la desorci6n del cobre captado por

las distintas  biopeliculas.  Para ello,  se utiliza una soluci6n  acida que libera y solubiliza

el cobre que se haya unido a la matriz extracelular de los microorganismos formadores

de la  biopelicula.

B1:  rio              82:fre.        83:  lodos       84:  agua          Columna
Mapocho          pt]blica                                     potable       Sin biopellcula

Figura  7:   Desorci6n  de  cobre  en  las  biopellcula§  ambientales  multiespecies  cultivadas  con
medio  complejo.  La  biosorci6n  se  realiz6  en  columnas  de  5  ml  utilizando  perlas  de  vidrio  de  3
mm de diametro  come  material  de relleno.  Para  la desorci6n  se  utiliz6` una soluci6n  de Hcl  lN,
pH  1,0,  la  cual  se  hizo  recircular a traves  de  la  columna durante  30  min.  Los  valores obtenidos
se   expresan   en   medidas   de   concentraci6n   (ppm)   y   corresponden   a   mediciones   tlnicas.

E2ZZZZ]   cobre  elul.do

En la Figura 7 se observa la concentraci6n de cobre desorbid6 a partir de cada

una de las biopeliculas en estudio.  Para la desorci6n de cobre desde las columnas se

utiliz6  soluci6n  de  acido  clorhidrico  pH   1,0.   La  concentraci6n  de  cobre  recuperado

corresponde a 3,  5 y 8 ppm  para la biopelicula 82,  83 y 84 respectivamente,  mientras
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que en  la biopelicula  81  lo recuperado es mayor a 50  ppm.  Por otro lado,  en el  control

sin in6culo se recuperaron aproximadamente 4 ppm de cobre.

En  los  experimentos  de  biosorci6n,  representados  en  las  Figuras  6  y  7,  se

evalu6,  un control negativo que consistia en una columna de 5 ml rellena con perlas de

vidrio,  la  cual  no  se  inocul6.  Se  observa  que  el  control  negativo  presenta  valores  de

adsorci6n  de  cobre  similares  a  los  obtenidos  por  las  biopeliculas  ambientales  lo  que

sugiere la  posible  adsorci6n  de  cobre  por parte del  material  de  relleno.  Este resultado

nos llev6 a buscar un material de relleno mss apropiado para estos experimentos.

3.3.1.2 Elecci6n del material de relleno

EI  objetivo  de  este  experimento  es  medir  el  nivel  de  adsorci6n  de  Cu2+  por

distintos materiales de relleno. Se utilizaron tres tipos de material, que corresponden a:

perlas de vidrio,  piedras de acuario.  anillos Rashig.  Ademas.  se dispuso de una cuarta

columna,  la  cual  no  contenia  relleno,  con  el  fin  de  medir  la  adsorci6n  por  parte  del

material  de las paredes de  la  columna,  que en  este caso  corresponde a  plastico.  Las

columnas,  por lo tanto,  no se inocularon con bacterias.

I
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Fl
Anids       Pledras     liehasde   Control sin
Fenig    deacuario      vidio      biopellcde

Figura 8:  Adsorci6n y desorci6n  de cobre par distintos materiales de  relleno.  La desorci6n se
realize mediante la adici6n de acido clorhldrico, pH  1,0.  La concentraci6n de cobre se expresa
en  ppm  y  corresponde  a  un  valor  promedio.  Las  bamas  representan  la  desviaci6n  estandar
calculada para los experimentos en triplicados. A. Adsorci6n de cobre: -Aniltos Rashis,  -
Piedras de acuario, ~ Perlas de vidrio, ~ Columna sin relleno: B. Desorci6n de cobre pare
cada uno de tos matemales de nelleno evaluados.

En la Figura 8 se muestra la adsorci6n y desorci6n de cobre por distintos tjpos

de  material  de  relleno.  El  objetivo  del  experimen{o es evaluar y elegir el  material  de

relleno  que  presente  los  mss  bajos  niveles  de  captaci6n  de  cobre,  de  forma  de  no

interferir significativamente  en  los  valores de  captaci6n  de cobre obtenidos  mediante

las   biopeliculas.   En   la   Figura   8A  se   observa  que  de  los  tres  tipos  de  material

evaluados, tanto las piedras de acuario como los anillos Rashig presentan curvas que

se mantienen estables alrededer de los 20 ppm,  lo cual indica que pfactieamente no

hay adsorci6n de cobre.  Sin embargo,  los  resultados obtenidos con pehas de vidrio

indicaTon que este t}po de material adsoFbia una cantidad signifieativa de cobre Lo cual
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queda   de   manifiesto   al   observar  la   Figura   88,   donde   la   concentraci6n   de  cobre

recuperado es significativamente mayor a la de los otros materiales evaluados.

Por   lo   tanto,   considerando   sus   bajos   indices   de   captaci6n,   su   tamafio   y

compactaci6n,  se eligi6 como material de relleno las piedras de acuario.

3.3.1.3 Biosorci6n en las co]umnas rellenas con piedras de acuario

El siguiente experimento tuvo como objetivo estudiar la capacidad de biosorci6n

de distintas biopeliculas ambientales,  en columnas de polipropileno de 60 ml  utilizando

piedras de acuario  como  material  de reweno.  Las columnas de  5  ml  se  reemplazaron

por   columnas   de   60   ml   para   trabajar   con   mayor   cantidad   de   biomasa   y   tratar

vommenes de soluci6n de cobre mayores, de modo de tener una mej.or precision en la

mediciones del cobre adsorbido y eluido a partir de cada una de las biopeliculas.

Ademas, cada una de las biopeliculas en estudio se aliment6 en forma paralela,

ya  sea,  con  medio  complejo,  el  cual  contenia  agua  colada  de  maiz,  y  medio  minimo,

donde el agua colada se reemplaz6 por sulfato de amonio.  Estos dos medio de cultivo

se  evaluaron  y  se  compar6  su  efecto  con  respecto  a  la  adsorci6n  de  Cu2+  por  las

biopeliculas.

En   la   Figura   9   se   comparan   la   adsorci6n   de   cobre   entre   las   distintas

biopeliculas ambientales multiespecies cultivadas con medio complejo y medio minimo.

En  la  Figura  9A  y  98  se  observa  la  biosorci6n  de  cobre  por  las  biopeliculas

ambientales multiespecies cultivadas con medio complejo y minimo, respectivamente.

35



2sO                SOO                7cO               loco 0                 2sO              500              750              1000

Volumen recircutafrfe de solucitin de CtJsO4 (ml)

B1 (fro         82(to.      83(lodoe)    84(ague
vepocho)    ptolica)                          petable) ife,   ae,   83(krdce]   84taguapetablo)

Figura 9:  Biosorct6n de oobre par las  biopellculas ambientales multiespecies.  Le biosorcibn se
reatiz6 en colLimnas de 60 ml utiLizando piedras de acuario como material de re»eno.  En A y B
se grafican los datos de adsoroi6n de cobra de las biopeliculas cultivadas con medio complejo y
medio minimo,  respectivamente.  En C y D se grafican los datos del balance de masas,  cobre
adsorbido v/s cobre desorbido, de cada una de [as biopelfculas cultivadas con medio complejo y
rnedie  minimo,   respecthramente.  A4.  biopelfculas  ambientales  multiespecies  cultivadas  con
medio     complejo:-B1     (rlo     Mapocho/MC),     -     82     (ire.     pdelica/MC)-83
(Lodos/MC), - 84  (ague  potable/MC).  8.  biopel[culas  ambientales  muifespecies cultwadas
con   medio   mlnimo:    u-B1   (rlo   Mapocho/MM),   -82   (fte.   poblica/MM),    -83
(Lodos/MM), ~ 84  (agua  potable/MM),  C.  balance  de  masas  de  Las  biopeLieuLas oultivadas
con  medio  complejo.  D.  balance  de  masas  de  las  biopeliculas  cultivadas  con  medio  mlnimo:
I cobre adsorbido,  ZZZZZ cobre desorbido.

En las curvas de adsorci6n obtenidas, Figura 9A y 98, se puede observar que al

inieie del experimento,  cuando el vo+umen de soluci6n  pecircuLante es  de  100  ml,  se

obtiene la cantidad mss baja de cobre en soluci6n y en consecuencia la cantidad mas
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alta  de cobre  adsorbido.  A  medida que aumenta  el  volumen  de soluci6n  recirculante,

disminuye la cantidad de cobre retenido por las biopeliculas.

En  la  Figura 9A se observa que las biopeliculas cultivadas con  medio complejo

presentan niveles de captaci6n de cobre muy similares entre si.  La Figura 98, muestra

que  al  igual  que  en  la  Figura  9A,  aquellas  biopeliculas  cultivadas  con  medio  mi.nimo

practicamente no presentan diferencias en los niveles de biosorci6n.

Cabe  destacar  que  el  objetivo  de  estos  experimentos  era  analizar  la  mayor

cantidad  de  muestras  posibles  bajo  las  mismas  condiciones  ambientales  y  al  mismo

tiempo, es por ello que los experimentos no se realizaron en duplicados.  Un analisis en

triplicado,  se  realiz6  con  las  bacterias  aisladas  de  aquellas  biopeliculas  que  captaron

mss cobre.

En  la  Figura  9C  y  9D  se  grafica  la  cantidad  de  cobre  adsorbido  versus  la

cantidad  de  cobre  desorbido  par  cada  una  de  las  biopeliculas  cumvadas  con  medio

complejo y medio minimo,  respectivamente.  Se puede observar que para cada una de

las   cuatro   biopeliculas   evaluadas,   existe   diferencia   entre   la   cantidad   de   cobre

adsorbida y desorbida, Io que indicaria que el proceso no es completamente reversible.

No obstante,  se debe considerar que el  race que ejerce la soluci6n que pasa a traves

de  la  columna  (fuerzas  de  corte)  genera  desprendimiento  de  biomasa.  Esta  biomasa

lleva  adherida  particulas  de  cobre  las  cuales  no  se  encuentran  disponibles  para  el

proceso  de  desorci6n,  lo  que  llevarla  a  una  subestimaci6n  de  la  cantidad  de  cobre

eluido desde la biopelicula.

Si  se  comparan  los  resultados  obtenidos  entre  las  biopeliculas  cultivadas  con

medio complejo,  el cual contiene agua colada de malz (Figura 9A y 9C) y las cultivadas

con  medio  minimo  (Figura  98  y  9D),  se  puede  concluir que  las  cultivadas  con  medio

minimo  poseen  mejores  niveles  de  biosorci6n.  Asi  par ejemplo,  en  la  Figura  9A y 98,



se  observa   que  lo   adsorbido   por  la  biopelicula   84  cultivada   con   medio  complejo

corresponde a un 71 % de lo captado por su similar cultivada con medio minimo.

En   cuanto   a   los   niveles   de   desorci6n,   se   puede   apreciar   que   desde   la

biopelicula 84 cultivada con medio minima (Figura 9D) es posible recuperar un 81% de

la   cantidad   de   cobre   adsorbido,   mientras   que   desde   la   84   cultivada   con   medio

complejo (Figura 9C) se recupera s6lo un 62°/o.

3.3.2 Biosorci6n por Bac/.//us sp. FI

Se utiliz6 Baa/.//us sp.  Fl  como un microorganismo referencial,  debido a que las

propiedades de biosorci6n de esta bacteria  han  sido estudiadas en trabajos previos a

esta   investigaci6n.   El   experimento   de  biosorci6n   de   cobre   utilizando   biomasa  de

Sac/.//us sp.  Fl  se llev6  a  cabo  con el fin de medir el  nivel  de captaci6n  de cobre par

Baa/.//I/s  sp.   Fl   bajo  las  mismas  condiciones  utilizadas  para   la  biosorci6n  con  las

biopeliculas ambientales. Sin embargo, cabe destacar que la biopelicula de Sac/.//us sp.

Fl  se form6 sobre piedras de acuario en un reactor de 360 ml, con aireaci6n y a 28°C.

Posteriormente,  las  piedras  de  acuario  con  la  biopel{cula  de  Bac/.//us  sp.  Fl  fueron

depositadas   en   una   columna   de  60   ml   donde   se   llev6   a   cabo   la   biosorci6n.   El

experimento se realiz6 en triplicado.
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Figura 10: Adsorci6n de cobre por Baa/.//us sp.  F1.  La biopellcula de Bao/.//us sp.  Fl  se creci6 en
un  reactor Tipo  1,  a 28°C y se utmz6 piedras de acuario como material de soporte.  La biosorci6n
se  realiz6  en  columnas  de  60  ml.  La  concentraci6n  de  Cu2+  en  equilibrio,  expresada  en  ppm,

::{::S,i:ntdr:sav:,:r::'°orbtpern°jFoesdj3;t::cbeanrtrr::i::P:%S%nut2a+np:arad:::i:Cj:ru::tnanddear§orFugcjj§6t:ag:
CuS04 utilizada.

En  la  Figura  10  se  muestran  los datos obtenidos  en  la  biosorci6n de  cobre  por

Sac/.//us  sp.   F1.  Se  observa  que  al  inicio  del  experimento  se  tiene  una  capacidad

maxima de captaci6n de cobre la que disminuye a medida que aumenta el volumen de

soluci6n recirculante.

En  el  balance  de  masas  (Figura  12)  se  puede  observar  que  la  cantidad  de

cobre recuperado desde la biopelicula de Sac/.//us sp.  F1, es un 79% de lo captado, en

consecuencia  el   proceso   no  es  completamente  eficiente  dado  que  un  210/a  de  lo

adsorbido esta siendo retenido por la biopelicula  (las diferencias observadas tienen un

nivel de significaci6n del 5%, segdn analisis de contraste de medias).
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3.3.3   Biosorci6n   por  las  bacterias  aisladas  de  las  biopeliculas  ambiehtales

multiespecies

La biosorci6n de cobre utilizando bacterias aisladas a partir de las biopeliculas

ambientales  multiespecies,  se  llev6  a  cabo  con  el  fin  de  comparar  la  capacidad  de

biosorci6n de cobre entre las distintas cepas bacterianas y Baciwtis sp. F1.

2§0                        500                        750                       1000

Volumen  recirculante  de  soluci6n  de  CuS04 (ml)

Figure 11:  Comparaci6n de la adsorci6n de cobre de las bacterias aisladas de las biopellculas
ambientales  multiespecies  y  Bac/.//us sp.  F1.  Ia  biosorci6n  se  realize  en  columnas  de  60  ml
utilizando  piedras  de  acuario  come  material  de  relleno.    -bacteria  aislada  de  81   (fro
Mapocho/MM),    -    Baci.Wus  sp.  F1,   ~  bacteria aislada  83  (Lodos"M). ~  bacteria
aislada de 85 (Lodos/AS),  -   asociaci6n bacteria y levadura aislada de 85 (Lodce/AS).

En  la  Figura  11  se grafica  la capacidad de  biosorci6n medida en cada una de

las bacterias aisladas de las biopelioulas ambientales multiespecies y se compara a la

capacidad de biosorci6n obtenida por Bac/.//I/s sp. F1. De esta forma, se observa que la

biopelicula  81  cultivada con medio minimo adsorbe  menos cobre que Bacl.//us sp.  Fl

mientras que la bacteria aislada de 83 y 85 cultivadas con medio minimo presentan un

nivel de biosorci6n semeiante a Bac/.//us sp.  F1. Si bien la bacteria aislada de 85 tiene

diferencias estadisticamente significativas con Sac/'//us sp.  F1, estas no se manifiestan
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en el balance de masas (Figura  12).

Por otro  lado,  si  se  compara  la  biosorci6n  de  cobre  entre  la  asociaci6n  de  la

bacteria aislada de  biopelicula 85 con una levadura y Baa/.//us sp.  F1,  se observa que

las curvas de biosorci6n  presentan  diferencias  estadisticamente significativas  (al  nivel

del   5%,   por  analisis  de  contraste  de  medias),   donde  la   asociaci6n  de   bacteria  y

levadura es la que presenta mej.or rendimiento en la captaci6n de cobre.

En  la  Figura  12  se  muestra  el  balance  de  masas,  adsorci6n  de  cobre versus

desorci6n,  para cada  una de las bacterias aisladas de las biopeliculas multiespecies y

para Bacillus sp. F1.

Figura  12:    Adsorci6n  v/s  desorci6n  de  cobre  por  las  bacterias  aisladas  de  las  biopellculas
ambientales  multiespecies  y  Sac///I/s  sp.  F1.  La  cantidad  de  cobre  adsorbido  y  desorbido  se
expresa  en  microgramos  para  cada  una  de  las  biopeliculas  evaluadas.  Los  experimentos  se
realizaron    en    triplicados.    Las    barras    representan    la    desviaci6n    estandar.   t=  cobre
adsorbido,   illl]    cobre desorbido.

En  la  Figura  12,  si  se compara  Bac///us sp.  Fl  y la  bacteria  aislada  de  81,  se

puede establecer que el porcentaje de cobre adsorbido por la biopelicula de la bacteria

aislada  corresponde  a  un  59°/o  de  lo  captado  por  Baa/.//us  sp.   F1.   Las  diferencias
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observadas  son  significativas  y  por  lo  tanto,  Baa/.//us  sp.  Fl   es  mss  eficiente  en  la

captaci6n de cobre que la bacteria aislada.

Considerando  los  niveles  de  desorci6n  alcanzados  por  Baa/.//us  sp.   Fl   y  la

bacteria  aislada  de  81,  se  observa  que  esta  ultima  posee  un  100%  de  desorci6n  (al

nivel  del  5%,   por  analisis  de  contraste  de  medias)  mientras  que  la  biopelicula  de

Sac/.//us sp.  Fl  alcanza  un  79%,  es  decir,  que  de  la  cantidad  total  de  cobre  captado

solo un 79% del cobre puede ser desorbido por tratamiento con soluci6n de Hcl.

Si se compara entre bacteria aislada de 83 y Baa/.//us sp.  F1, no se observa una

diferencia estadisticamente significativa en la cantidad de cobre biosorbido (al nivel del

5%,  por analis.is  de  contraste  de  medias).  Con  relaci6n  a  la  cantidad  de  cobre  eluido,

se  observa  que desde  la  bacteria  aislada  se  recupera  un  73%  del  cobre inicialmente

adsorbido,  por  lo  que  existe  una  diferencia  estadisticamente  significativa  con  Baa/.//us

sp.  F1  (al  nivel del 5%,  por analisis de contra§te de medias).  No obstante,  la diferencia

observada   es   pequefia   por  lo   que  se   puede  sugerir  que  ambas   biopeliculas  se

comportan de forma similar en el proceso de desorci6n.

Con   respecto   a   la   bacteria   aislada   de   85   cultivada   con   medio   Allison   y

Sutherland,  no se observan diferencias estadisticamente significativas (al nivel del 5%,

por analisis de contraste de medias) entre la cantidad de cobre adsorbido y eluido, por

lo que es posible recuperar todo el cobre adsorbido por la biopelicula.  Si se compara la

cantidad de cobre adsorbido entre esta bacteria y Sac/.//I/s sp.  F1, de igual modo, no se

observan  diferencias  que  sean  estadisticamente  significativas  (al  nivel  del  5%,  por

analisis de contraste de medias).  En cambio, Ia cantidad de cobre recuperado desde la

bacteria  aislada  de  85  es  aproximadamente  un  20%  mas  que  lo  desorbido  desde

Bacilllis sp. F 1.
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Si   se  observa   la   captaci6n  de  cobre  par  la  asociaci6n  de  la  bacteria  y  la

levadura  aisladas  de  la  biopelicula  85,  esta  presenta  una  diferencia  significativa  en

comparaci6n  a  la  bacteria  aislada  de  85  y  de  Sac/.//us  sp.  F1   (al  nivel  del  5°/o,  par

analisis de contraste de medias). La cantidad de cobre captado por la asociaci6n de la

bacteria y la levadura aisladas de 85 corresponde a un 26% y 37% mss que lo captado

por Bac/.//us sp.  Fl  y por la bacteria aislada de 85, respectivamente.  Por otra parte, se

observa  que  la  cantidad  de  cobre recuperado  desde  la  asociaci6n  de  la  bacteria y la

levadura aisladas de 85,  es un 58% de lo captado,  mientras que de la bacteria aislada

de 85 se recupera un  100% del  cobre captado.  Estas diferencias son significativas (al

nivel  del  5%,   por  analisis  de  contraste  de  medias)  y  demuestran  que  el   nivel  de

reversibmdad  de  la  asociaci6n  de  la  bacteria  y  la  levadura  es  menor  que  el  de  la

bacteria aislada y Bac/.//us sp.  F1.

3.4   Caracterizaci6n   molecular  de   las   biopeliculas   ambientales   multiespecies

utilizando la t6cnica de hibridaci6n "ln situ"

Para  la  caracterizaci6n  molecular de  las  biopeliculas  ambientales  utmzadas en

la  biosorci6n,  se  disefi6  un  sistema  que  permiti6  obtener  sobre  la  superricie  de  un

portaobjeto,   una   muestra  de  los   microorganismos  constituyentes  de  la   biopelicula

generada  en  la  columna.  El  sistema  estaba  conformado  por  una  camara  de  acrilico

dispuesta horizontalmente, sobre la cual se coloc6 un portaobjeto. Entre la camara y el

vidrio  se  hizo  circular  el  efluente  de  la  columna.  Luego,  por  medio  de  hibridaci6n  "in

situ",  empleando oligonucle6tidos  con  marca fluorescente,  se determin6 el  porcentaje

de los distintos grupos filogeneticos de las  bacterias  presentes en  las  biopeliculas.  La

tecnica de hibridaci6n se aplic6 segun lo propuesto por Gonzalez (2003).
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La  efectividad  de  las  sondas  y  su  especificidad  se  controlaron  par  estudios

previos,   utilizando   cultivos   de   laboratorio   con   cepas   debidamente   identificadas   y

catalogadas  (Gonzalez,  2003).  Las cepas bacterianas usadas para  la estandarizaci6n

del proceso se describen en la Tabla 6.

Tabla  6:  Cepas  bacterianas  utilizadas  para controlar la  especificidad  de  las  sondas  empleadas
para  la  hibridaci6n  .in  situ".   Recuadro  extraldo  de  "Utilizaci6n  de  la  hibridaci6n  -in  situ"  en  la
identificaci6n y recuento especifico de la flora bacteriana adherente a vidrio del Salar de Coposa
(I  region)".  Gonzalez,  2003.

Especie C6digo Grupo

Azospirillum brasilenseZooglearamigeraPseudomonasaeruginosaEscherichiacoli NRRL a-14647 Al fa

NRRL a-3033 Beta

NRRL 8-23 Gama

NRRL a-766 Gama

Cytophaga johnsonae NRRL a-14733 Cytophaga-Flavobacterium

Bacillus subtilis NRL-NRS-744 Gram(+)  (control negativo)

La  Figura  13  muestra  las  imagenes  de  las  biopel[culas  ambientales  utilizadas

en  este estudio,  captadas  mediante microscopia de epifluorescencia.  Las biopeliculas

se visualizaron por medio de la tinci6n  DApl y por las sondas unidas al fluor6foro Cy3,

especificas para los diferentes grupos bacterianos.
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Fl.un  13:  HiBridacl6n  .in  eitu.  de  lee  biopelfailae  ambierfeles
multieepeciee    peeentee    en    las    columnae    do    bbeonich.
Comparaci6n  dot  miemo campo mlcesc6plco uGlizando fifro Carl
Zees N° 02 pan tinct6n DAPI (en blanoo) y N® 20 pan sondas de
oloonuelecados mencadas con Cio  (®n  rQ|o).  Ffara fa  hibridacl6n,
lee    blopellculee    co    fijaron    eobre    pohaoe|ctos    de    vidrio.
A biopelfcufa P (ague pot.ble) tonida con DApl o riibridada con
priJeba     especfdea     pare     tl     dominio     Bacteria     (Eu8338).
e. biopct[oufa 81  (rfo Mapocho) tedife Con  DApl  ® hibridada Con

crHffiaggE:#ifkfaT##£riL#'£'ri
i]rueba eepecf6ca 9nipo prproteobeclede (BET42e). D. biopelfcafa
81    (rf o   Mapocho)   tonida   ooii   tIApl   ®   hibridada   Con   pnieba

#:fi9#rcngdefaLesLm##co:p#
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EU8338  ALFlb  BET42a  GAM42a  CF319    SR8385

Figura   14:   Abundancia   relativa   de   los   distintos   grupos   filogen6ticos   en   las   biopeliculas
ambientales multiespecies cultivadas con medio complejo y medio mlnimo.  (A)  Recuento celular
por  hibridaci6n  "in  situ"  de  la  biopelicula  81   (rio  Mapocho)  cultivada  con  medio  complejo  y  (a)
biopellcula 81  (rjo  Mapocho) cultivada con  medio minimo.

En   la   Figura   14   se   grafican   los   porcentajes   del   recuento   de   las   celulas

hibridadas  con  las distintas  sondas  en  las  biopeliculas  multiespecies  81  cultivada  con

medio complejo y 81  cultivadas con medio minimo, es decir, se comparan biopeliculas

formadas  a  partir  de  un  mismo  in6culo  inicial  pero  cultivadas  con  medios  distintos.

Cada  una  de  ellas.  presentan  un  perfil  de  abundancia  tinico,  lo  que  implica  que  el

medio   de   cultivo   influye   en   la   composici6n   de   la   comunidad   bacteriana.   Asi   por
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ejemplo,  se observa  que en  la  Figura  14A,  existe  un  34%  del total  de las c6Iulas que

hibrida con la sonda EU8338,  un 8% con la sonda GAM42a,  representando a el grupo

mss  abundante  en   esta  biopelicula,   mientras  que  con   la  sonda  CF319a  solo  se

identific6  un  0,2°/o  del  total.   Por  otro  lado,  en  la  Figura   148,  se  observa  que  en  la

biopelicula  81   cultivada  con  medio  minimo  hay  un  49%  del  total  de  las  c6lulas  que

hibrida con la sonda  EU8338,  un  18% con  la sonda ALFlb,  que corresponde al grupo

mas abundante, mientras que con la sonda CF319a solo se identific6 un 2% del total.
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EU8338   ALFlb   BET42a    GAM42a   CF319    SR8385

Figura   15:   Abundancia   relativa   de   los   distintos   grupos   filogen6ticos   en   las   biopellculas
ambientales  mumespecies  cultivadas  con  medio coiTiplejo.  (A)  Recuento  celular por hibridaci6n
®in  situ.  de  la  biopellcula  82  (fte.  pdblica),  (a)  biopelicula  83  (lodos)  y  (C)  biopelicula  84  (agua

potable) cultivadas con medio complejo.
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En  la Figura  15 se observa el  recuento celular obtenidos para la biopelicula  82,

83  y  84,  cultivadas  con  medio  complejo.  En  la  Figura  15A  se grafica el  porcentaje de

c6lulas hibridadas con cada una de las sondas en la biopeliciila 82 cultivada con medio

complejo.   La  sonda  EU8338  hibrida  con  un  24%  del  total  de  las  celulas,  la  sonda

SR8385 con un  19%, que corresponde al grupo mss abundante, y la sonda ALFlb con

un   10/a,   siendo  el   porcentaje  mas  bajo  obtenido.   En   la  Figura   158  se  observa  el

recuento  de  las  c6Iulas  hibridadas  en  la  biopellcula  83  cultivada  con  medio  complejo.

La   sonda   EU8338   hibrida   con   un  46%   del   total   de   las   celulas   presentes   en   la

biopellcula,  la sonda ALFlb con un 6% de celulas. que ccirresponde al porcentaje mss

alto  para  83,  y  la  sonda  CF319a  con  un  1%,  siendo  el  porcentaje  mss  bajo.  No  se

observaron  celulas  que  hibridaran  con  la  sonda  SR8385.  En  la  Figura  15C,  para  la

biopelicula  84  se  observa  que  la  sonda  EU8338  reconoce  un  580/a  de  las  celulas,

GAM42a presenta el porcentaje mas alto,  con un 32°/o de celulas hibridadas,  mientras

el porcentaje menor corresponde a la sonda CF319a, con un 0,4%.

Las  biopeliculas  analizadas,   corresponden   a   aquellas  cultivadas  con  medio

complejo. Como se puede observar, el porcentaje de celulas hibridadas con una sonda

especifica  varia  de  una  biopelicula  a  otra,  por  lo  que  son  diferentes  en  cuanto  a  la

composici6n de microorganismos.

En    las    biopeliculas    alimentadas    con    medio    minimo    se    observ6    menor

adherencia   a   la   superfjcie   del    portaobjeto   en    comparaci6n   a   las   biopeliculas

alimentadas  con  medio  complejo,  considerando  que  se  utiliz6  el  mismo  tiempo  de

exposici6n,  e  igual  velocidad  de  flujo  para  la  formaci6n  de  la  biopelicula  sobre  la

superficie del portaobjeto.
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A continuaci6n se muestra una tabla comparativa donde se pueden observar los

porcentajes obtenidos para cada grupo filogen6tico correspondiente a   las biopeliculas

alimentadas con medio complejo y con medio mlnimo.

Tabla  7:  Porcentaje  de  abundancia  de  cada  uno  de  los  grupos  filogeneticos  analizados  en  las
biopeliculas ambientales multiespecies cultivadas con medio complejo y con medio minima.

EU8338 ALFIB BET42a GAM42a CF319a SR8385

0.9'a,:T
81:  rio  Mapocho 34% 1% 4% 8% 0.2% 2%

82: fte.  pdblica 24 O/o 1% 10% 11% 2% 19%

83: lodos 46% 6% 0.5% 1% 1% -

84: agua potable 58% 10/o 14% 32% 0 . 4  0/o 16%

€.E±.i

81 :  rio  Mapocho 49% 1 8  0/o 4% 4% 2% 6%

82: fte.  ptlblica 30% - 15% 1 5 0/a - -

83: lodos 15% - 50/a 15% - -

84: agua potable 14% 7 a,'o 12% 7% - -

En  la  Tabla  7  se  observa  que  el  porcentaje  de  organismos  pertenecientes  al

grupo Bacteria,  identificado por la sonda EU8338. varfa entre un  14% y un 58% para la

bjopelicula  84,   cultivada  con  medio  complejo  y  medio  minimo  respectivamente.  EI

porcentaje mss alto encontrado para la sonda EU8338 representa aproximadamente a

dos tercios  de  la  poblaci6n,  lo  que  implica  que  un tercio  no  se  puede  identificar como

bacteria.   Estos   resultados   podrian   indicar  la   presencia   de   organismos   del   grupo

Archaea.  Sin  embargo,  en  este estudio  no se contaba con  una  sonda especifica para

este grupo.

Cabe destacar,  ademas,  que los porcentajes mas  bajos para el  grupo bacteria

se concentran en las biopeliculas cultivadas con medio minimo,  lo cual a su vez podrla

tener  relaci6n  con  la  sensibilidad  de  detecci6n  de  la  tecnica.  Posiblemente,  dado  las
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condiciones del  medio de cultivo,  los microorganismos cultivados con el medio minimo

presenten  una tasa  de crecimiento  menor al de las biopeliculas cultivadas con  medio

complejo  y  que,  por  lo  tanto  su  contenido  ribosomal  sea  menor  (Christensen  y  col.,

1999).  Lo anterior,  podrla generar una serial de fluorescencia debH lo que disminuiria la

sensibilidad del m6todo. Por otra parte, tambi6n se puede pensar que el alto porcentaje

de  organismos  no  identificados tenga  relaci6n  con  el  conjunto  de sondas empleadas,

las  cuales  pueden  no  ser  suficientes  para  dar  cuenta  de  la  complejidad  de  estas

biopeliculas.

En   lo   que   respecta   a   las   subclases   analizadas,   la   mayor   densidad   de

organismos identificados se concentran dentro de la clase de las Proteobacteria, lo que

es  esperable  si   consideramos  que  todas  las  Proteobacterias  son  bacterias  Gram

negativas   y   que   en   las   biopeliculas   analizadas   en   esta   investigaci6n   solo   se

encontraron  bacterias Gram  negativas. Ahora  bien,  dentro  de las  Proteobacterias,  las

subclases  mas  representativas  corresponden  a  las  a  y y de  proteobacteria,  mientras

que  la  menor  poblaci6n  identificada  corresponde a  organismos del  grupo  Cytophaga-

Flavobacterium  y  a  la  subclase  8  de  proteobacteria.   Dado  que  la  mayoria  de  los

in6culos  se  obtuvieron  a  partir  de  fuentes  de  aguas  urbanas,  lo  mas  probable  era

encontrar  organismos  del  grupo  Enterobactericiae  los  cuales  a  su  vez.  se  agrupan

dentro   de  la   subclase  de   las  T-proteobacteria.   Con   respecto   a   la   clase  de  las  P

proteobacteria,   6stas   bacterias   nan   sido   identificadas   en   varios   habitat   acuaticos

(Brammer y  col.,  2003),  por  lo  que tampoco  sorprende  que  sean  de  los  grupos  mss

representativos en nuestras muestras.

En lo que respecta  a  las biopeliculas cultivadas con medio  minimo se observ6

una  menor  diversidad  de  grupos  filogen6ticos  y  en  general,  s6lo  se  advirti6  un  grupo
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mayoritario.  Esto puede tener relaci6n con una baja representatividad de miembros de

los otros grupos filogen6ticos dentro de la biopelicula y que, en consecuencia, queden

bajo el nivel de detecci6n de la tecnica.
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4.  DISCUSION

En este estudio, los microorganismos evaluados presentaron tanto la capacidad

natural de adherirse a superficies, formando una biopelfcula,  como la propiedad de unir

iones metalicos,  particularmente cobre,  a partir de soluciones diluidas.

Si   bien   se   ha   comprobado   el   alto   potencial    de   biosorci6n   de   distintos

organismos  presentes  en  la  naturaleza,  existe  una  serie  de  parametros  que  deben

considerarse a la hora de establecer un proceso de biosorci6n con fines comerciales.

Entre  estos  parametros  el  medio  de  cultivo  puede  llegar  a  ser  relevante  al

momento  de  determinar  costos  de  operaci6n.  Los  diferentes  estudios  realizados  en

esta  materia   utilizan   preferentemente  medios  de  cultivo  enriquecidos  de  modo  de

asegurar un 6ptimo crecimiento del microorganismo lo que se traduce a su vez en una

gran  cantidad  de  biomasa.  No  obstante,  en  este  estudio  se  probaron  dos  tipos  de

medio de cultivo:  uno  enriquecido,  denominado  medio  complejo el  cual  corresponde a

un  medio  Allison  y  Sutherland  modificado  por  Ballesteros  (2005)  y  un  media  minimo

constituido  principalmente por sales.  Contrario a lo que se podia esperar,  los mejores

niveles de captaci6n  de cobre se obtuvieron  al  crecer las biopeliculas con el  medio de

cultivo   minimo,   siendo  estas  diferencias  independientes  de  la  composici6n  de  los

microorganismos en las biopeliculas.

Es importante considerar y recordar que los medios de cultivo utilizados en este

estudio  se  diferencian   principalmente  en  el  aporte  de  carbono  y  en  la  fuente  de

nitfogeno  utilizada.   La  influencia  de  la  limitaci6n  de  nutrientes  sobre  la  adherencia

bacteriana a superficies a sido ampliamente estudiada (Allan y col., 2002: Brown y col.,

1977;  Cowell y col.,1999;  Meier y col.,1989),  observandose que tanto  la composici6n

de las bacterias en la biopelicula asi como su habilidad para adherirse a superficies se
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ve  afectada  segun  la  relaci6n  carbono/nitr6geno  utilizada  en  el  medio  de  cultivo.  En

general,   se   ha   observado   que   condiciones   limitantes   de   carbono   promueven   la

adhesi6n  a  superficies,   mientras  que  la  raz6n  carbono/nitr6geno  del  medio  puede

afectar la composici6n de especies y la raz6n polisacaridos/proteinas de la biopelicula.

En  este  estudio,  si  bien  se  utiliz6  igual  concentraci6n  de  glucosa  en  ambos tipos  de

medios, el aporte de carbono en el medio complejo es mayor que en el medio minimo

dado que existe un aporte adicional de carbono dado por las protelnas presentes en el

agua  colada  de  maiz.  Considerando  lo  anterior  se  puede  sugerir que  la  limitaci6n  de

carbono presente en el  medio minimo promoveria una mayor adherencia de bacterias

a  la superficie de  las  piedras de  acuario, y que,  por consiguiente,  existirla  una  mayor

cantidad de biomasa comprometida.

Al   mismo   tiempo   y   dado   que   los   polisacaridos   de   la   pared   celular  estan

directamente relacionados a la captaci6n de iones metalicos en soluci6n (Kotrba y col.,

1999),  las modificaciones en  la  pared  celular pueden  alterar el  potencial  de  biosorci6n

(6add,  2000;  Gupta y col.,  2000;  Lins y col.,  2001;  Breierova y col.,  2002).   Segdn   un

estudio  realizado  por  Meer  y  Tempest  (1970),  la  pared  de  las  bacterias  analizadas.

Bac/.//us  subf/.///.s  var.   n/.ger  y  Aerobaofer  aerogenes,   cambiaba   marcadamente  en

respuesta a cambios en el  ambiente en el cual ellas eran crecidas y que en particular,

el  incremento de  la  afinidad  por i6n magnesio se correlacionaba con  un aumento en el

contenido de acido teicoico en la pared celular.  De igual forma, en un estudjo realizado

por Emtiazi y col.  (2004), se observ6 que la producci6n de exopolisacaridos de distintas

cepas   de   Azofobacfer  variaba   segtln   la   concentraci6n   de   glucosa   utilizada.   En

consecuencia  se  puede  sugerir una  correlaci6n  entre el  medio  de  cultivo  utilizado  en

este  estudio  y  la  producci6n  de  determinados  componentes  de  la  pared  los  cuales

aporten a su vez con una mayor presencia de grupos reactivos al i6n cobre o bien, que
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el  medio  sea  el  6ptimo  para  obtener  un  maximo  de  producci6n  de  exopolisacaridos

(Cotoras y col.,1992).

En nuestro estudio,  ambas relaciones pueden considerarse y complementarse,

es  decir,  que  factores  como  la  adhesion,  la  cantidad  de  biomasa  comprometida  y la

afinidad  de  los  sitios  de  uni6n  pueden  explicar  las  diferencias  observadas  entre  los

distintos medios de cultivo utilizados.

Un   segundo   factor  que   influye  en   la  factibilidad   comercial   del   proceso  de

biosorci6n es el tipo de biosorbente que se ha de utilizar (Atkinson y col.,1998).  Dentro

de los distintos aspectos considerados en este estudio,  podemos mencionar el tipo de

biosorbente,  la fuente de obtenci6n del biosorbente y sus requerimientos nutricionales.

Dentro  de  los  biosorbentes,  distintos  tipos  de  biomasa  microbiana  ham  sido

investigados  durante  los  altimos  afios,  entre  los  que  podemos  mencionar  bacterias

(Hussein y col.,  2004;  llhan y col.,  2004;  da Costa y Pereira, 2001;  Kotrba y col.,1999),

levaduras  (Breierova  y  col.,  2002);  hongos  (Tsekova   y  Petrov,  2002:  Kogej  y  Pavko,

2001;  Filipovi6-Kova6evi6 y col.,  2000;  Mameri y col.,1999:  Prakasham  y col.,1999) y

flora  algal   marina  y  de  agua  fresca   (Antunes  y  col„  2003:   Cossich  y  col.,  2002).

Tambien   han   sido   reportados   estudios   de   poblaciones   microbianas   heterog6neas

usando   lodos   activados   (Atkinson   y   col.,    1998).    En   general,    la   captaci6n   esta

relacionada con la composici6n de exopolisacaridos de cada organismo particular, y es

altamente  variable  entre  distintos  generos  y  entre  cepas  de  una  misma  especie  (da

Costa  y  col.,  2001).  Por lo  tanto,  la  elecci6n  de  la  biomasa  dependefa  finalmente  del

metal que se desee captar y del proceso que §e implemente para la biosorci6n.

Particularmente,  a  trav6s  de  la  caracterizaci6n  bioquimica  y  molecular  de  las

biopeliculas se constat6 que estas estaban  constituidas  por bacterias y levaduras.  Es
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por   ello    que    los    estudios    de    biosorci6n    se    centraron    en    estos    organismos,

principalmente bacterias.

Entre  las  bacterias  se  ha  observado  que,   en  general,   las  bacterias  Gram

positivas  acumulan  una  mayor cantidad  de  metales  pesados  que  las  bacterias  Gram

negativas,  entre  ellas  Sac/.//us  sp.  ha  sido  reconocido  por  tener  un  alto  potencial  de

biosorci6n  (Hussein  y  col.,  2004;   llhan  y  col.,  2004;  da  Costa  y  Pereira,  2001).  La

diferencia radicarla fundamentalmente en la composici6n de la pared celular dado que

las  bacterias  Gram  negativas  poseen  una  pared  celular  mss  delgada  que  la  de  las

bacterias Gram positivas conteniendo en consecuencia menos peptidoglican, el cual es

reconocido  como  uno  de  los  principales  responsables  implicados  en  la  captaci6n  de

metales  (Gupta  y  col.,  2000;  Langley  y  Beveridge,  1999).  No  obstante,  existen  otros

componentes en la pared celular, como el acido teicoico, en bacterias Gram positivas y

LPS  en  bacterias  Gram  negativas,  junta  con  componentes  extracelulares,  como  los

polimeros   extracelulares,   que   tambien   actuan   como   sitios   de   uni6n   de   metales

(Langley y Beveridge,1999;  Cotoras y col.,1992).  Ademas la  capacidad  de biosorci6n

de un organismo varia segun el metal que se este captando e incluso se ha observado

que organismos  Gram  negativos hah  presentado  mejores  niveles de  biosorci6n,  para

•un determinado metal,  que organismos Gram positivos (Hussein y col.. 2004).

En    lo    que    respecta    a    este    estudio,    las    biopeliculas    analizadas    como

biosorbentes,  estaban constituidas unicamente por bacterias Gram  negativas y segtln

observamos, s6lo algunas de las biopeliculas investigadas tenlan un nivel de captaci6n

de cobre notoriamente por debajo de lo captado por una biopellcula de Baa/.//us sp.  F1,

probada  bajo  las  mismas  condiciones  experimentales,  mientras  que  la  gran  mayoria

captaba cobre tan eficientemente como Sac/.//us sp.  F1.  Esto nos lleva a pensar que al

memos  en  nuestra  investigaci6n  las  diferencias  celulares  estructurales  entre  grupos
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bacterianos no determinan la eficiencia de biosorci6n y que existen otros factores, mas

bien factores ambientales (pH, temperatura, medio de cultivo, etc.), que de cierta forma

gobieman el proceso.

Ademas,  cabe destacar que las condiciones establecidas para  la formaci6n de

las  biopeliculas  ambientales  en  las  columnas  de  biosorci6n  no  eran  las  mismas  qile

para  la  biopelicula de Bac/.//us sp.  F1.  La diferencia fundamental  entre las  biopelfculas

ambientales  analizadas  y  la  biopelicula  de  Baa/.//us §p.  Fl  es  la  temperatura  utilizada

para  su  crecimiento.  Mientras que  la temperatura  6ptima  para obtener un  maximo  de

biomasa  de  Sac/.//us  sp.  Fl  es  conocida  y  corresponde  a  temperatura  constante  de

28°C,  las  biopeli.culas  ambientales  se  crecieron  a  temperatura  ambiente.  Es  por  ello

que  podemos  pensar que las biopeliculas ambientales al  contar con  un  medio  6ptimo

de crecimiento  puedan  ser capaces de captar mss cobre  e  incluso  llegar a superar a

Bacillus   sp. F1.

S6lo  con  una  de  las  biopeliculas  investigadas,  una  asociaci6n  de  bacteria  con

levadura,   denominada   biopelicula   5,   se   obtuvo   un   nivel   de   adsorci6n   de   cobre

significativamente  superior   que el  observado  para  Bac/.//us sp.  F1.  La  bacteria  por si

sola  no  era  capaz  de  biosorber  la  misma  cantidad  de  cobre  que  la  biopelicula  5,

mientras que de la levadura no podemos especular ya que no se pudo ai§lar en cultivo

pure.  Al  parecer,  la  levadura  seria  la responsable del  alto  nivel  de adsorci6n obtenido,

no  obstante,  tambi6n  influirla  en  el  bajo  nivel  de  reversibilidad  observado  para  la

asociaci6n, dado que todo lo adsorbido por la levadura quedaria retenido en la matriz,

siendo imposible de recuperar par tratamiento con soluci6n acida.

Quizas   el   bajo   nivel   de   desorci6n   est6   asociado   con   un   bajo   nivel   de

reversibilidad  de la  matriz extracelular de la  levadura,  muy similar a  lo observado  para

ciertos   metales   pesados  en  estudios  de  intercambio  i6nico   con  zeolitas  naturales
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(Rodriguez  y  Rodriguez,   1998).   No  obstante  este  resultado  resulta  de  gran  interes

dado  que  la  gran 'mayoria  de  los  estudios  realizados  con  levaduras,  especificamente

con Saccharomyces cerev/.s/.ae, s6lo reportan niveles moderados de biosorci6n  (Vieira

y Volesky, 2000).

Dentro de  los  distintos tipos investigados,  queda de manifiesto  que existe  una

gran  cantidad  de  materiales  biol6gicos  disponibles  en  la  naturaleza  que  pueden  ser

ocupados  en  procesos  de  biorremediaci6n,  de  hecho  en  todos  los  estudios  citados

existe un elevado nivel  de biosorci6n y practicamente en todos los casos la captaci6n

de  metales  supera  lo  observado  para  las  resinas  comerciales  (Kratochvil  y Volesky,

1998).  Es por ello que no es sorprendente que todas las bacterias investigadas en este

trabajo  hayan  presentado  captaci6n  de  metal.  No  obstante,  se  observan  diferencias

entre  las  distintas  cepas  bacterianas,  siendo  algunas  mss  eficientes  que  otras.  Lo

interesante   de   nuestros   resultados   es   haber   obtenido   bacterias   eficientes   en   la

captaci6n  de  cobre,  semejante  o  superior a  lo  observado  con  Baa/.//us sp.  F1,  y que,

complementariamente, sean capaces de crecer bajo requerimientos de cultivo mlnimos

y de adherirse a superficies formando  una  biopelicula,  lo que ciertamente genera una

ventaja comparativa en cuanto a costos de operaci6n.

Dentro   de   los   aspectos   considerados   en   la   elecci6n   del   biosorbente,   Ia

inmovilizaci6n es otro factor importante si se desea la aplicaci6n industrial del proceso.

La inmovilizaci6n del  biosorbente permite la separaci6n s6lido/liquido  (Beolchini y col.,

2003).  Se  estima  que  el  atrapamiento  celular es  necesario  dado  que  imparte  fuerza

mecanica y resistencia frente a la degradaci6n. Por otra parte,  las celulas libres no son

apropiadas para su uso en columnas debido a su  baja densidad y tamafio pequefio lo

que produce taponamiento del lecho generando grandes caidas de presi6n (Atkinson y

col.,   1998).   En  otro  ambito  se  nan  investigado  diferentes  soportes  s6lidos  para  la

58



inmovilizaci6n  de  la  biomasa,  ellos  incluyen  alginato.  poliacrilamida,  polisulfona,  silica

gel,  celulosa  y gluteraldehido.  Todos estos  materiales tienen  un  costo  asociado y en

algunos  casos   puede  existir  cierta  reactividad   con   los   metales,   lo   que  debe  ser

evaluado  previo  a  su  utilizaci6n  como  soportes  de  la  biomasa  microbiana.  Es  por ello

que en la presente investigaci6n se destacan aspectos como:

i)   La  adherencia   natural  del   biosorbente.   Estudios   realizados  sobre  la   adherencia

bacteriana de Sac/.//us sp.  F1  (Castro,1998) ya advertfan de lo eficiente de contar con

una  cepa  bacteriana  que  ademas  de  captar iones  metalicos  presentara  la  capacidad

natural   de   adherirse   a   superficies  formando   una   biopelicula.   Es   por  ello,   que  la

selecci6n de microorganismos en este estudio consider6 s6lo aquellos organismos con

la capacidad de formar una biopelicula.

ii)  Material  de inmovilizaci6n del  biosorbente.  Tambien  se hizo  menci6n  sobre el  costo

de  los  soportes  s6lidos  y  de  la  captaci6n  de  metales  por  alguno.de  ellos.  Aqu[  se

evaluaron  tres  tipos  de  soportes  los  cuales  incluian  material  de  vidrio  y  piedras  de

acuario. Las piedras de acuario presentan la ventaja de tener menor costo que el vidrio

(el vidrio tiene un  costo  aproximado  36 veces  mayor que las piedras de acuario).  Los

estudios  preliminares  de  biosorci6n  utilizando  solo  el  soporte,  es  decir  sin  biomasa,

mostraron que las piedras de acuario eran el material mss inerte en cuanto a captaci6n

de  metales.  Estos  datos  son  relevantes  dado  que  se  cuenta  con  un  soporfe  barato,

inerte y sobre  el  cual  se desarrolla  muy bien  la  biopelicula,  todo esto  pensado  en su

posible aplicaci6n comercial.

Hasta  aqui  nos  hemos  centrado  en  discutir  el  potencial  de  biosorci6n  de  los

microorganismos seleccionados por esta investigaci6n, sin embargo, el objetivo de este

estudio    tambi6n    comprometia    la    caracterizaci6n    molecular    de    las    biopeliculas

obtenidas.   La   tecnica   de   hibridaci6n   "in   situ"   se   utiliz6   con   el   fin   de   analizar  la
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composici6n  de  microorganismos  de  las  biopeliculas  empleadas  en  el  proceso  de

biosorci6n.  Si  bien  es  posible  una  caracterizaci6n  parcial  de  las  biopellculas,  existen

varios factores que deben con§iderarse antes de establecer una conclusion final.

En    primera    instancia   debemos   destacar   el    bajo    porcentaje   de    celulas

detectadas  por la  sonda  EU8338  (dominio  bacteria),  el  cual  corresponde a  alrededor

de un 60%  para las biopeliculas alimentadas con medio complejo y aproximadamente

un 40%  para las biopellculas alimentadas con medio minimo.  En relaci6n allo anterior,

existe la posibilidad  de que organismos del dominio Archaea  puedan estar implicados,

en cuanto no se utiliz6 una sonda especifica para evaluar a este dominio y dado que su

presencia     ha    sido     ratificada    en    diferentes    ambientes    sin     estar    restringida

necesariamente  a  ambientes extremos  como  comtlnmente  se  pensaba  (Battin y  col.,

2001).

Otro  factor  que  puede  estar  influyendo  en  la  baja  detecci6n  por  parte  de  las

sondas utjlizadas en este estudio, es el ndmero de ribosomas presentes en la celula al

momento   de   llevar   a   cabo   la   hibridaci6n,   lo   cual   tiene   directa   relaci6n   con   la

sensibilidad de la tecnica.  Dado que la sonda se une directamente al  RNA ribosomal,

mientras   mss   ribosomas    hayan    en    las   celulas,    mayor   sera   la    intensidad   de

fluorescencia emitida por la sonda.  El contenido de rRNA se asocia comtlnmente con la

actividad metab6lica y fisiol6gica de la celula (Kenzaka y col.,  2001) y se ha observado

que el estr6s nutritivo o ambiental (pH, temperatura, etc) merma el contenido ribosomal

(Christensen   y   col.,    1999).    Por   con§iguiente,    el   alto   porcentaje   de   celulas   no

detectadas por la sonda EU8338 puede estar relacionado al bajo contenido ribosomal

de  los  microorganismos  de  nuestras  biopelicula§,  debido  principalmente  a  que  las

biopeliculas  estaban  sometidas  a  constantes  cambios  de  temperatura  ambiental  y

posiblemente del  pH  del  medio.  Lo anterior queda de manifiesto si  consideramos que



Ias  biopeliculas  alimentadas  con  el  medio  minimo,  pobre  en  nutrientes,  son  las  que

presentaron los porcentajes mss bajos de detecci6n con la sonda EU8338.

Por  otra   parte,   es   necesario  considerar  que  la  tecnica   posee  un  limite  de

detecci6n  de  2,8  x   105  celulas/ml  (Bruns  y  Berthe-Corti,   1998).   De  este  modo.  se

puede establecer una relaci6n entre el numero de bacterias presentes en el efluente de

las  columnas  y el  ntimero  de celulas que se  adhieren  a  la  superficie del  portaobjeto,

considerando    que   el    limite   de   detecci6n    por   area   examinada   corresponde   a

1   x  104   c6Iulas/cm2.  Si  el  numero  de  bacterias  en  el  efluente  es  bajo,  lo  que  seria

particularmente cierto para las bacterias cultivadas con medio minimo,  es posible que

el nt]mero de bacterias por superficie quede bajo el Tango de detecci6n de la tecnica y

que,  por  lo  tanto,  algunos  de  los  grupos filogeneticos  investigados  no  se  encuentren

representados en la poblaci6n.

El   tamafio   celular   es   otro   factor   que   puede   estar   influyendo   en   el   bajo

porcentaje  de  celulas  detectadas.  Al  respecto,  en  nuestras  tinciones  se  observaron

celulas muy pequefias y delgadas  las cuales presentaban  una debil fluorescencia con

la  tinci6n  DApl.  Considerando  que  la  fluorescencia  emitida  par  DAPI  es  mas  intensa

que  la  emitida  por  la   marca  Cy3.  es  probable  que  de  existir  hibridaci6n  de  estas

celulas,  su fluorescencia  haya  quedado  bajo  el  rango  de detecci6n  del  ojo  humano  o

bien se haya perdido en el .'background". Ademas se debe considerar en este punto el

fen6meno  ampliamente  observado  de  apagamiento  de  la fluorescencia  o  "bleaching"

(Pernthaler  y  col.,   2002)  el  cual  claramente  se  hace  critico  para  celulas  con  baja

fluorescencia y utilizando m6todos manuales de cuantificaci6n.

Otro factor a considerar y no menos importante es la universalidad de la sonda

EU8338. Actualmente esta demostrado que el termino no es del todo adecuado dado

que se ha encontrado que la sonda no es capaz de reconocer a todos los miembros del
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dominio   bacteria.   Nos   referimos   especificamente   a   miembros   del   orden   de   los

P/anctom/.cef;s     (Neef  y  col.,   1998).   Esta  limitaci6n   no  es  exclusiva  de  la  sonda

EU8338 (Dang y Lovell, 2002; Yeates y col., 2003) y el problema esta en concordancia

con  la informaci6n de secuencias disponibles.  Esto constituye sin duda  una restricci6n

y  evidencia  la  necesidad  de  contar  con  un  gran  ndmero  de  sondas  especificas  si  se

desea realizar una caracterizaci6n mas detallada (Ravenschlag y col., 2001).

Una limitante a la hora de implementar la tecnica y sin duda una gran dificultad

para el analisis de las muestras es la alta heterogeneidad encontrada en la distribuci6n

de  las  bacterias  sobre  la  superficie  del  portaobjeto  lo  que  deriv6  necesariamente  en

altas  desviaciones  estandares  aun  cuando  se  utiliz6  un  ndmero  muestral  razonable

(n=20).  No  obstante  las  desviaciones  obtenidas en  esta  investigaci6n  se asemejan  a

las    desviaciones    tipicas    observadas    en    muestras    ambientales    de    superficies

sumergidas (Dang y Lovell, 2002) y biopeliculas no intervenidas (Manz y col.,1992).

Considerando los resultados obtenidos con  la t6cnica de hibridaci6n .'in situ" es

posible establecer algunas  relaciones con los datos de biosorci6n  recopilados en esta

investigaci6n,  especificamente para dos de las biopellculas analizadas,  biopelicula 81:

rlo Mapocho y biopelicula 83: lodos, cultivadas con medio minimo.

En primer lugar y de acuerdo a la caracterizaci6n molecular se estableci6 que el

grupo bacteriano mayoritario de la biopelJcula  83:  lodos corresponde al grupo de las y-

proteobacterias,  mientras que en  la biopelicula  81:  rio  Mapocho corresponde a las a-

proteobacterias.  En  relaci6n  al  potencial  de  biosorci6n,  la  biopelicula  83  posee mayor

captaci6n de cobre que la biopelicula 81.

En segundo  lugar,  en lo que se refiere a la adherencia  natural a superficies de

ciertos  microorganismos,  las  y-proteobacterias  son  reconocidas  como  colonizadores
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primarios y dentro de las a-proteobacterias tambi6n es posible encontrar miembros con

esta  cualidad.  Complementariamente,  la  formaci6n  de  biopell.culas  sobre  superficies

s6lidas  esta   mediada   por  exopolisacaridos   presentes   en   la   pared   celular  de  las

bacterias.  A  su  vez,  la  biosorci6n  es  mediada  por grupos  quimicos  presentes  en  los

polimeros extracelulares de la pared de las bacterias.

En    tercer   lugar,    podemos    mencionar   que   dentro   del    grupo   de   las   y-

proteobacterias  se  encuentran  bacterias  previamente  caracterizadas  en  estudios  de

biosorci6n, entre las que podemos mencionar Pseudomonas  y E. co//..

Sobre  la  base  de  estos  antecedentes,  podemos  decir  que  en  cuanto  a  las

condjciones  experimentales  establecidas  en  esta  investigaci6n  la  alta  presencia  del

grupo y-proteobacterias en  la biopelicula 83:  lodos se correlaciona con altos niveles de

biosorci6n  y  que  podria  explicar las  diferencias  observadas  con  la  biopelicula  81 :  rio

Mapocho.

Tambien   es   importante   destacar   que   si   bien   las   biopeliculas   presentaron

diferencias  en  cuanto  a  la  composici6n  bacteriana,  los  niveles de captaci6n  de cobre

resultaron   ser  muy  similares  entre  si.   Esto   indicaria   que  la   gran   mayoria  de  los

organi§mos  examinados  poseen  la  capacidad  de  ser potenciales  biosorbentes  y que

optimizando tanto las condiciones de cultivo asi como las condiciones en las cuales se

desarrolla  el  proceso  de  biosorci6n  es  posible  implementar  un  eficiente  sistema  de

biorremediaci6n.
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5. CONCLUSIONES

•     En  cada  una  de  las  muestras  ambientales  seleccionadas  en  este  estudio  fue

posible encontrar microorganismos formadores de biopeliculas y que presentaron a

su vez, la capacidad de biosorber cobre.

•     El medio de cultivo utilizado para formar las biopeliculas influye en su capacidad de

biosorci6n.

•     Aquellas biopeliculas cultivadas con un medio minimo, compuesto basicamente par

sales,  tuvieron niveles de adsorci6n  marcadamente superiores  a  los obtenidos en

las mismas biopeliculas pero cultivadas con medio complejo.

•     Los niveles de biosorci6n obtenidos con  las  bacterias aisladas  de las biopeliculas

ambientales   multiespecies   cultivadas   con   medio   minimo   son   comparables   e

incluso,  en llno de los casos investigados,  mejor que lo obtenido con  la biopelicula

de Baa/.//us sp. F1, usada coma biosorbente referencial.

•     Los niveles de desorci6n para todas las biopeliculas investigadas estuvieron dentro

de los limites esperados,  indicando entre un 90% y 100% de reversibilidad.

•      La  t6cnica  de  hibridaci6n  "in  situ"  permiti6  e;tablecer  diferencias  en  cuanto  a  la

poblaci6n   bacteriana   total   entre   las   distintas   biopeliculas   pero   no   pudo   ser

empleada  para  una  caracterizaci6n  detallada.  Es  necesario  establecer  un  mejor

modelo  para  la  formaci6n  de  la  biopelicula  sobre  los  portaobi.etos  de  modo  de

obtener una muestra mss homogenea cuyo recuento sea mss factible.
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