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EVALUACION DE FACTIBILIDAD DE APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS PARA
EL ABATIMIENDE ARSENICO EN EL PROCESO AAA DE LA EMPRESA
ECOMETALES LIMITED

En el marco del proyecto FONDEF IT16M10041 “Abatimiento de arsénico en la industria
del cobre utilizando métodos biotecnolégicos de Ultima generacion: genomas Yy
bioinforméatica”, se desarroll6 este trabajo en modalidad side project, con el objetivo de
evaluar la factibilidad de incorporacion de bioprocesos para disminuir la carga arsenical
presente en el flujo de PLS ya tratado, dentro del proceso de abatimiento de arsénico y
antimonio (AAA) de la empresa EcoMetales Limited.

La primera etapa del trabajo se centr0 en el disefio e implementacion de un
microorganismo bioacumulador de arsénico que pudiese ser utilizado como adsorbente
en la segunda etapa del trabajo, consistente en el disefio de procesos biotecnologicos y
la evaluacion de la factibilidad técnica de su incorporacion en la planta actual del proceso
AAA. Se determin6 que abatimiento de arsénico mediante alternativas biotecnol6gicas
debia ser sobre el flujo liquido con concentracion de arsénico total cercana a los 2 g/L.

Se disefiaron metodologias de manipulacion genética para incorporar genes en una cepa
de Escherichia coli modificada que permitiese expresion en superficie de una fitoquelatina
sintética capaz de quelar AsO43. La manipulacion del material genético se realizd
satisfactoriamente hasta la recircularizacion del plasmidio de transformacion, etapa que
no se concretd e imposibilitd caracterizar la adsorcion de AsOa42 en la superficie celular.

El estudio de operaciones unitarias capaces de incorporar el microorganismo disefiado
arrojé que el abatimiento de arsénico podria realizarse en filtros percoladores rellenos
con cuarzo recubierto con biomasa, 0 en estanques agitados con particulas en
suspensioén, también recubiertas. Se disefiaron ambos procesos y se obtuvo la potencia
de consumo de los procesos; se realizé un andlisis de sensibilidad de los parametros
termodinamicos de adsorcién de arsénico sobre células, y se determind que el Unico
proceso factible es el abatimiento en filtros percoladores con un 50% de cobertura de la
superficie de su relleno. Ademas, se encontré una relacion algebraica que restringe la
relacion de los valores de los parametros de la isoterma de adsorcién que hacen factible
el proceso.

Se concluye que existen dificultades en la manipulacién de oligonucleétidos de bajo peso
molecular y en la posterior transformacion bacteriana. Ademas, se propone realizar un
estudio en detalle de alternativas de separacion de biomasa distintas a la centrifugacion,
el estudio de alternativas de disposicion de la biomasa conformada por microorganismos
modificados genéticamente, y la evaluacion del uso de aguas negras como potencial
fuente de nutrientes para cultivos continuos de E. coli.
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1. INTRODUCCION Y MOTIVACION

Esta memoria se enmarca en el contexto de un convenio entre el Centro de Dinamica
Celular y Biotecnologia (ICDB) y la empresa EcoMetales Limited (ECL), siendo entonces
un nexo entre el estudiante de pregrado y la industria.

EcoMetales es una empresa filial del holding CODELCO que ofrece soluciones
ambientales a la mineria y procesos para la recuperacion de metales, para contribuir a
resolver los problemas que genera la disposicion de residuos mineros, aprovechando de
recuperar los componentes de valor presentes en dichos residuos [1].

EcoMetales desarrolla procesos industriales a partir de investigacién aplicada y genera
soluciones innovadoras y ambientalmente sustentables. EcoMetales procesa
actualmente residuos provenientes de las Divisiones de Chuquicamata y Ventanas y
posee el tnico tratamiento de residuos mineros a nivel mundial para convertir el arsénico
en un residuo estable, la escorodita [1].

Especificamente, el trabajo se centra en el proceso de abatimiento de arsénico y
antimonio (AAA) de la planta que procesa corrientes provenientes de la division
Chuquicamata (DCH). Este proceso se encuentra secuencialmente ubicado
inmediatamente después del proceso de lixiviacion acida de los polvos de fundicion
(Figura 48, Anexo A — Imagenes ) generados en el horno flash del proceso
pirometallrgico del concentrado de cobre. En la Figura 1 se muestran las corrientes de
entrada y de salida del conjunto de estos dos procesos.

El arsénico trivalente (As(lll)) y pentavalente (As(V)) inhibe las funciones energéticas
relacionadas con la mitocondria. Los compuestos trivalentes tienen alta afinidad por los
grupos sulfhidrilo de las proteinas y pueden causar la desactivacion de enzimas. El
arsénico pentavalente compite con el fosfato en las reacciones de la célula, y puede
desacoplar la fosforilacién oxidativa, impidiendo la conservacion de los enlaces altamente
energéticos del adenosin trifosfato [2]. Como resultado de lo anterior, el consumo de
arsénico causa numerosas enfermedades de la piel y efectos carcinbgenos sobre el
pulmén, vejiga, piel, préstata, higado y nariz. Ademas, puede causar muerte prenatal,
mortalidad posnatal, enfermedad isquémica del corazon, diabetes mellitus, nefritis,
nefrosis, hipertension, enfisema, bronquitis, obstruccion respiratoria, linfoma, y
deficiencia en el desarrollo, entre otro efectos [3]. Todo lo anterior revela la importancia
de estabilizar el arsénico para minimizar el contacto con personas y animales.

EcoMetales es la Unica compafia que ha implementado a nivel industrial un proceso para
el abatimiento de arsénico en forma de escorodita bajo condiciones atmosféricas
(proceso AAA). Se ha comprobado que esta forma de abatimiento de As es técnica y
econdémicamente factible para materiales con contenido significativo de Cu. Sin embargo,
tiene la debilidad de que el peroxido de hidrogeno utilizado en la oxidacion de As(lll) es
un reactivo muy inestable y de alto costo [4].

Debido a la alta tasa de descomposicion del peroxido de hidrégeno y a su elevado costo,
equivalente aproximadamente al 50% de los costos de insumos de la planta, EcoMetales
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ha explorado varias de las alternativas quimicas convencionales para suplir este reactivo
o0 complementar esta etapa, pero su implementacién no fue posible debido a altos costos,
bajos rendimientos, dependencia de insumos criticos, entre otras razones. En
consecuencia, aun no se ha logrado encontrar una opcion técnica y econémicamente
viable [4].

Efluente refineria
HZSO 4
HZO —_— H202
v A 4
Lixiviacioniacida Abatimiento de
Polvos de gs pe As y Sb

fundiciéon

Sélidos Escorodita
(DCH) ( A55+)

Figura 1: procesos de EcoMetales implementados en DCH (elaboracién propia).

ECL se prepara actualmente para enfrentar el futuro aumento tanto del flujo de
alimentacion de polvos a la planta, como del arsénico contenido en ellos. Es por esto que
se ha estudiado que la capacidad futura de la Planta Productiva de ECL presenta “cuellos
de botella” en algunas de sus operaciones unitarias. La oxidacion con peréxido de
hidrégeno, por ejemplo, es una etapa critica del proceso AAA y de la cual depende la
correcta precipitacion selectiva del As. Debido a la inestabilidad del perdxido de
hidrégeno, la eficiencia de oxidacion en esta etapa es muy sensible a la composicién de
la solucion, pH y temperatura, entre otros factores, siendo este ademas un insumo de
alto costo. De acuerdo con informacion entregada por la empresa, en esta etapa se
descompone aproximadamente el 70% del perdoxido agregado, lo cual impacta
fuertemente en el costo de operacion de la planta [4].

Bajo las condiciones actuales, el proceso AAA permite abatir el 85% del As que contienen
los polvos, sin embargo, ante fluctuaciones importantes del contenido de As de la
alimentacion, el costo en peroxido de hidrégeno para oxidar As(lll) y cumplir con el
estandar de 1 g/L en el efluente, es casi tan alto como la multa que se debe pagar a DCH

[4].

Dado lo anterior, y teniendo en cuenta el crecimiento de la extraccién de material de las
minas y la disminucién de la ley de cobre en el mineral extraido de las mismas,
EcoMetales Limited recurre al CeBiB para la busqueda de alternativas biotecnol6gicas
gue permitan disminuir los costos de operacién del proceso AAA, que a su vez traerian
beneficios medioambientales al disminuir la utilizacion de agentes quimicos altamente
reactivos; lo anterior permite ademas que la empresa sea consecuente con sus valores
de extension de una cultura de excelencia, innovacion y desarrollo sustentable [5].
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2. ANTECEDENTES
2.1.Proceso de abatimiento de arsénico y antimonio

En lo que respecta al tratamiento de flujos altos en metales y/o metaloides, las técnicas
convencionales mas prometedoras de remediacion involucran precipitacion quimica,
coagulacion convencional, adsorcion por carbones activados, adsorcion por materiales
naturales, intercambio idnico y osmosis reversa. Otras técnicas usadas son contencion,
extraccion, oxidacion-reduccion, estabilizacion/solidificacion, remediacion de acuiferos
mejorados con surfactantes, inmovilizacion, lavado de suelos, decapado de aire,
precipitacion, vitrificacion, desorcion térmica, separacion por membranas, extraccion de
vapor solido, tratamiento electroquimico y oxidacion in situ [3].

El procedimiento actual que existe para la estabilizacion de las especies de arsénico
presentes en los flujos de la planta de EcoMetales consiste en la oxidacién de todas las
moléculas e iones de este elemento hasta que alcance su pentavalencia (As®*), para que
luego en presencia de ion férrico genere una sal insoluble facil de separar
mecanicamente, que luego es colocada en un depdsito. De esta manera se asegura que
casi la totalidad del arsénico extraido en el proceso minero sea dispuesta de manera
inocua y estable en un lugar destinado para este propdsito.

ECL posee la patente relativa al proceso para el abatimiento de arsénico en forma de
escorodita bajo condiciones atmosféricas; este proceso esta constituido por cuatro etapas
principales: oxidacion, precipitacion, separacién sdlido-liquido y disposicién (Figura 2).

El principal flujo de entrada corresponde a PLS (pregnant leaching solution), alto en cobre
y otros metales, arsénico, antimonio y con un pH extremo inferior a la unidad. Estas
caracteristicas son los principales factores que complejizan la concepcion y el disefio de
una intervencion de corte biotecnoldgico en alguna seccion del proceso, ya que los
organismos capaces de tolerar estas condiciones de cultivo y operaciéon no cuentan con
herramientas moleculares ampliamente estudiadas y estandarizadas como las que
poseen organismos neutrofilos, mesdfilos y heterétrofos, ademas de que las potenciales
modificaciones genéticas que otorgaren caracteristicas biorremediadoras son dificiles de
implementar y tienen bajos rendimientos de transformacién mediante las técnicas
conocidas de biologia molecular e ingenieria genética.

2.1.1. Etapa de oxidacién
El objetivo de esta etapa es oxidar todas las especies de arsénico hasta su estado V en
forma de arseniato (AsOs*), necesario para la estabilizacion como escorodita. La
oxidacion del PLS comienza con un estanque de almacenamiento para el mismo, donde
se diluye con agua para luego alimentar al reactor de oxidacion.

El reactor es simultdneamente alimentado, tanto con PCL como con peréxido de
hidrogeno al 50%, y Fe2(S0Oa4)s producido a partir de magnetita y acido sulfrico en un
proceso auxiliar dentro de la misma planta. El Fe2(SOa4)3 actia como catalizador de la



reaccion de Fenton de oxidacion con peréxidos (Anexo B — Mecanismo de reaccion de
Fenton), y proporciona el férrico como cation para la formacion del cristal de escorodita.
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Figura 2: diagrama de flujo del proceso AAA [6].

2.1.2. Etapa de precipitacion
Esta etapa esta constituida por dos reactores agitados dispuestos en serie para la
formacion de escorodita bajo condiciones de presion atmosférica. Lo éptimo es agregar
caliza y vapor saturado frescos a ambos reactores, debido a que la precipitacibn aumenta
su eficiencia a medida que aumenta la cantidad de etapas.

Para lo anterior se alimenta sulfato férrico a una concentraciéon mayor a 180 g/L de fierro
en el primer reactor, y se adiciona pulpa de lechada de caliza (CaCOs) en ambos
reactores para aumentar el pH de la solucion desde 0,8 hasta un valor final de 1,5. En
esta etapa es de vital importancia mantener la temperatura entre 80-85°C, para lo cual
se inyecta vapor saturado a alta presion [4].

El aumento de pH permite mantener la estabilidad del ion férrico (Fe3*), haciendo posible
que éste forme complejos con los iones arseniato formados en la etapa anterior y con
moléculas de agua, generando asi la escorodita. Es primordial en esta etapa mantener
las condiciones de operacion optimas de los reactores, ya que esto favorece la formacion
escorodita cristalina, que es estable; de otra manera podria generarse escorodita amorfa,
mas labil, y, por lo tanto, potencialmente dafiina.

2.1.3. Etapa de separacién solido-liquido
Luego de la precipitacion del arsénico como escorodita, la corriente es transportada hacia
un espesador. La fraccion clarificada y empobrecida en arsénico es transportada como
PLS de vuelta a la divisibn Chuquicamata, mientras que el underflow es llevado a un filtro
prensa; el filtrado de esta etapa se mezcla con el overflow del espesador (destinado a
DCH), y el solido en forma de escorodita es transportado en calidad de residuo arsenical
estabilizado al depdsito.



2.1.4. Etapa de disposicion
La escorodita es un residuo no peligroso, de acuerdo con el Reglamento Sanitario sobre
Manejo de Residuos Peligrosos (D.S.148), donde el arsénico se cristaliza en una matriz
de hierro (FeAsO4+2H20) (Patente EcoMetales N°50423, 2014) [7].

La escorodita es la forma mas estable utilizada hoy a nivel industrial, en el mundo. El
proceso fue desarrollado por profesionales chilenos [7].

La escorodita se dispone en un depdsito ubicado a 1 km de la planta EcoMetales, el cual
tiene una capacidad de 1.370.000 toneladas de este mineral. Cubre una superficie de 25
hectareas y tiene una vida Gtil de 15 afios (hasta 2027 aproximadamente) [7].

2.2.Herramientas biologicas y moleculares exploradas para el abatimiento de
arseénico

Teniendo en consideracion las condiciones de operacion que deberian tolerar
microorganismos involucrados en alguna operacién unitaria que pudiere ser integrada al
proceso AAA, es evidente la necesidad de buscar especies con caracteristicas
particulares que le permitan proliferar en condiciones de alta fuerza ionica, pH bajo,
pobreza nutritiva del medio y altas concentraciones minimas inhibitorias?, entre otras.

Con respecto al punto del proceso a intervenir, y dadas las caracteristicas explicitadas
en el parrafo anterior, se propone que tal intervenciéon sea aguas abajo respecto al
espesador (Figura 49, Anexo A — Imagenes ), particularmente abatiendo el arsénico
residual que queda en el flujo de PLS que es reincorporado a DCH.

En la Tabla 1 se muestran los iones principales que componen el PLS en este punto del
proceso.

Tabla 1: Caracterizacion del flujo de PLS ya abatido y sus principales especies [6].

ESPECIE UNIDAD DE MEDIDA VALOR PROMEDIO

As g/L 1,861
As3* g/L 1,132
As5* g/L 0,895
Cu g/L 17,776
Fe g/L 4,820
Fe2* g/L 3,958
Fes* g/L 15,468
Sb ppm 15,162
ORP mV 414,246

1 La concentracién minima inhibitoria (MIC) se define como la menor concentracion de As(lIl) o As(V) que
inhibe completamente el crecimiento bacteriano en medio con agar después de 72 y 120 horas de
incubacion en condiciones aerdbicas y anaerodbicas, respectivamente. [8]
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Las caracteristicas fisioldégicas que permiten la sobrevida de las especies que crecen en
condiciones quimicas similares a las mostradas en la Tabla 1, son fundamentalmente las
asociadas a la tolerancia de metales como cobre, zinc, plomo, plata, cadmio, manganeso
y niquel, y de semimetales como arsénico y antimonio: una especie microbiana tolerante
de estas condiciones seria capaz de proliferar con una tasa que permita biorremediar el
flujo mediante alguna estrategia bioguimica, como por ejemplo, biooxidacion del As(lll) a
As(V) y bioacumulacion, ya sea por adsorcion a superficie celular o por
compartimentalizacion organelar.

De esta manera, se deduce que una potencial intervencion biotecnolégica del proceso
AAA podria enfocarse en la mejora de los mecanismos moleculares para la tolerancia, la
bioacumulacion o la oxidacion de los metales y metaloides.

2.2.1. Mecanismos de tolerancia de arsénico y determinacién de especies
arsénico-tolerantes

Liao et al. (2010) aseguran que la resistencia arsenical de microorganismos esta dada
por la presencia de los genes ArsA y ArsB, ya que son los encargados de formar una
bomba transmembrana de eflujo que exporta As(lll) del citoplasma, disminuyendo las
concentraciones intracelulares de arsénico en su forma toxica [8]. Es claro entonces que
la capacidad de tolerancia de especies arsenicales es dada principalmente por bombas
de eflujo en la membrana plasmatica; naturalmente, si el arsénico entra a la célula, se
presume la existencia de bombas de influjo de especies arsenicales (Figura 3).

Célula tolerante

Figura 3: Diagrama de bombas idnicas existentes en una célula arsénico-tolerante. En rojo: bomba de
influjo; verde: bomba de eflujo; violeta: bomba de cotransporte. Las bombas de eflujo son las
responsables de mantener las concentraciones intracelulares de arsénico bajo los niveles citotoxicos
(elaboracion propia).

Saltikov et al. (2001) demostraron que existe similitud funcional entre el operén ars de
Escherichia coli y genes encontrados en enterobacterias provenientes de arroyos y aguas
negras [9]. El operdn ars codifica para cinco genes: ArsC (arseniato reductasa), que
reduce arseniato a arsenito; ArsA, ATPasa translocadora de iones unida a membrana;
ArsB, proteina de membrana interna que forma el canal extrusor de iones arsenito; ArsD,
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inductor independiente del control de proteina; y ArsR, proteina que genera un cambio
conformacional que causa que el represor se disocie del promotor del operon,
permitiendo la transcripcion [9, 10].

El estudio anterior permite reafirmar el rol que cumplen las bombas de eflujo en las
especies arsénico-tolerantes. Ademas, muestra algunos sistemas bioldégicos como
potenciales blancos de transformacion para biorremediar el PLS mediante la
incorporacion de genes de interés para oxidacion y/o bioacumulacién. Se concluye que
estas especies serian Xanthomonas oryzae, Yersinia spp., Serratia spp., Enterobacter
cloacae y Klebsiella oxytoca [9]. Sin embargo, la capacidad para realizar modificaciones
de estos organismos mediante técnicas de biologia molecular e ingenieria genética esta
fuertemente sujeta a la disponibilidad de herramientas moleculares estandarizadas para
la concrecion del estudio experimental de este trabajo.

A partir de analisis metagendémicos realizados en aguas con alto contenido de arsénico
ubicadas en Taiwan y Chile, se concluye que hay variados géneros bacterianos que
proliferan de manera natural en condiciones similares a las dadas por el PLS. Estos
géneros son Burkholderia, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea, Bacillus, Psychrobacter,
Vibrio, Citrobacter y Bosea [8, 11]. La principal desventaja de estos microorganismos es
gue al ser extremdfilos, sus metabolismos no permiten un crecimiento rapido.

Thorsen et al. (2009) estudiaron las bases genéticas de tolerancia de arsénico y cadmio
en sus formas arsenito (AsOz2) e ion cadmio (Cd?*) en Saccharomyces cerevisiae. Se
determind mediante estudios transcriptomicos que el estrés celular generado por un
ambiente rico en arsénico induce una sobre-expresion de genes en los mutantes
estudiados, relacionados con el metabolismo del azufre, regulacion de la fase mitética,
biogénesis del citoesqueleto, transporte vesicular y generacion de vacuolas y lisosomas
[12]. Sin embargo, levaduras parecen no ser realmente relevantes en este estudio debido
a sus caracteristicas neutrofilas y la relativa lentitud de crecimiento respecto a algunas
especies procariontes.

2.2.2. Mecanismos de biooxidacion
Como se ha mencionado con anterioridad, la especie arsenical estable, no reactiva y
precipitable corresponde al arseniato, por lo que se hace necesario convertir todo el
arsénico presente en el PLS a arseniato, lo cual seria posible de realizar mediante
reacciones enzimaticas.

Muller et al. (2002) determinaron la existencia de dos marcos abiertos de lectura (AoxA 'y
AoxB) organizados en una estructura operonica en B-proteobacterias metal-resistentes.
Las secuencias aminoacidicas deducidas de las secuencias de DNA de AoxA y AoxB
corresponden a dos proteinas de 174 y 826 aminoacidos, respectivamente. El andlisis de
estas secuencias mostré que existe una fuerte similitud con secuencias de las dos
subunidades de la enzima arsenito oxidasa de Alcaligenes faecalis, estructura ya
cristalizada con anterioridad. Se demuestra que estos genes codifican para las dos



subunidades de la arsenito oxidasa, y que ambas son imprescindibles para la actividad
enzimatica [13].

Las arsenito oxidasas entonces constituyen una alternativa directa para la oxidacion del
arsénico del PLS. Variados estudios muestran la presencia de esta enzima y similares en
microorganismos arsénico-tolerantes.

Campos et al. (2009) realizaron analisis metagendmicos desde rocas volcanicas del
Desierto de Atacama, determinando que dos géneros bacterianos presentes en la
muestra expresan activamente arsenito oxidasas: Burkholderia cepacia y Rhizobium sp.
[14]. Ademaés, se determind la presencia de géneros y especies anteriormente
categorizadas como arsénico-tolerantes: Pseudomonas, Erwinia y Pantoea, entre otras.

En particular, destaca el crecimiento quimioautolitotrofo de las especies arsenito oxidasa
positivas, ya que utilizan arsenito como donador de electrones, oxigeno molecular como
aceptor de electrones y bicarbonato (HCO3") como fuente de carbono; los cultivos para
aislamiento fueron preparados con una concentracion de arsenito igual a 500 pg/mL, el
cual a las 50 horas de cultivo estaba oxidado practicamente en su totalidad [14].

Campos et al. (2010) lograron aislar y caracterizar una nueva especie (Pseudomonas
arsenicoxydans), también a partir de analisis metagendmico de muestras de sedimento
del Valle de Camarones en el Desierto de Atacama. Se logré determinar dentro de su
caracterizacion, que P. arsenicoxydans también contiene los genes Aox, reforzando la
efectividad de esta enzima y entregando antecedentes consecuentes y correlativos entre
la tolerancia y oxidacion de arsenito [15].

Por otra parte, en este contexto es importante destacar la importancia de la
compartimentalizacion en la actividad enzimética. Blumhoff et al. (2013) lograron
demostrar que la actividad enzimatica de aconitasa se dobla cuando la expresion
heterd6loga es en la mitocondria, respecto a la expresion citosoélica [16]. A partir de esto,
se deduce la importancia del correcto targeting de arsenito oxidasa en una eventual
expresion recombinante de la misma. Una estrategia pertinente seria expresar esta
enzima en lisosomas, para no afectar el ambiente bioquimico y electroquimico que rodea
la oxidacioén (Figura 4).

Otra estrategia que podria ser utilizada es la sobreexpresion de genes relacionados con
la biogénesis de peroxisomas. Los peroxisomas fueron definidos originalmente como
organelos que realizan las reacciones de oxidacion, dando paso a la formacion de
peréxido de hidrégeno. Como el peréxido de hidrégeno es dafiino para la célula, los
peroxisomas también contienen la enzima catalasa, que descompone el peroxido ya sea
convirtiéndolo en agua o usandolo para oxidar otro compuesto organico [17]. Asi, un
aumento en la biosintesis de peroxisomas podria generar oxidacién inespecifica de
especies arsenicales hasta su pentavalencia (arseniato), ademas de una posible
sobreproduccion de peréxido de hidrogeno (Figura 4), que podria suplir una fraccion de
la demanda de este compuesto por parte de ECL.



Lisosomas

Peroxisomas

Figura 4: Modelo de expresion de enzimas compartimentalizadas. Lisosomas y peroxisomas necesitarian
un sistema de bombas de influjo de arsenito para su metabolizacion. El modelo también supone bombas
de eflujo en la membrana plasmatica para mantener la viabilidad (elaboracion propia).

2.2.3. Mecanismos de bioacumulacién de arsénico y metales
De manera general, los organismos mas ampliamente conocidos para la biorremediacion
de suelos y aguas con alta carga de arsénico pertenecen al reino Plantae.

Segun Silva et al. (2006), el factor de bioacumulacion (BF) se define como la razén entre
la concentracién de una especie en la biomasa vegetal y la concentracion de la misma
especie en el suelo, y se ha utilizado para determinar la efectividad de las plantas en la
remocion de metales (y semimetales) desde el suelo. El factor de translocacion (TF) se
define como la razén de concentraciones de una especie entre el apice de una planta y
sus raices, y ha sido utilizado para determinar la efectividad de las plantas en la
translocacion de metales desde las raices a sus apices. Por lo tanto, una planta
hiperacumuladora de arsénico debe tener BF>1y TF>1, y también una acumulacién total
mayor a 1 g de arsénico por kg de biomasa vegetal [18].

Ma et al. (2001) descubrieron que el helecho Pteris vittata es extremadamente eficiente
en la extracciéon de arsénico desde el suelo y la transolcacion en su biomasa, creciendo
en tierras con concentraciones de hasta 1500 ppm. Esta planta constituye el primer
hiperacumulador de arsénico conocido, asi como el primer helecho que funciona como
acumulador de especies arsenicales, dado que se reporta en este estudio un BF igual a
126 y un TF de 24 para esta especie [19]. P. vittata asimila el arseniato a través del
sistema de transporte de fosfato, siendo capaz de acumular en sus apices hasta 23 g de
arseénico por kilogramo de peso seco [20, 21].

Yang et al. (2009) lograron determinar que la localizacion subcelular de arsénico en P.
vittata es principalmente las vacuolas, que almacenan el arsénico mayoritariamente en
sus formas inorganicas (arsenito), llegando a contener sobre el 90% del arsénico total
asimilado por las frondas [22]. Por otra parte, Zhao et al. (2003) estudiaron el rol de las
fitoquelatinas en la bioacumulacion de especies arsenicales en P. vittata, determinando
gue la mayor parte del arsénico se acumul6 en los apices en forma de arsenito, cuya
concentracion se correlaciona proporcionalmente con la concentracion de fitoquelatinas
de largo 2 (PC2), que ven evidentemente inducida su expresion en presencia de arseniato
[23].



2.3.Fitoquelatinas: expresién, quimica y potenciales aplicaciones

Se desprende de la seccidon anterior la importancia de los péptidos denominados
fitoquelatinas en los mecanismos de bioacumulacion de aniones de 4cidos de arsénico y
de otros metales que se encuentran en relativa abundancia en los flujos de PLS de la
planta AAA.

De manera particular, la expresion nativa de fitoquelatinas en especies vegetales se
atribuye a la accién de enzimas. Grill et al. (1989) han confirmado la identificacién de una
actividad enzimética que sintetiza fitoquelatinas (PC) desde glutatién (GSH). La reaccion
involucra la transpeptidacion de la mitad y-Glu-Cys del GSH inicialmente con una
segunda molécula de GSH para formar PCn-2) 0, en etapas posteriores, con una molécula
de fitoquelatina para producir un oligdmero de largo (n+1); esta enzima y-Glu-Cys
dipeptidil transpeptidasa ha sido nombrada PC sintasa. La enzima parcialmente
purificada es activa solo en la presencia de iones metélicos [24].

Ha et al. (1999) lograron expresar de manera heterdloga los genes PC sintasa de
Arabidopsis thaliana y Schizosaccharomyces pombe en Escherichia coli, confirmando
que efectivamente la sintesis de fitoquelatinas se ve directamente activada por iones
arseniato [25]. Ademas, Schmdoger et al. (2000) determinaron que existe una correlacion
directa entre la produccion de PC (medidas en unidades de grupos —SH) y el aumento de
concentracion de arseniato en cultivos en suspension de Rauvoflia serpentina [26].

Bioquimicamente, las fitoquelatinas son polipéptidos atipicos sintetizados no
ribosomalmente que tienen sélo estructura primaria consistente en secuencias repetidas
de y-glutamil-cisteinil dipéptido y con una glicina en el carboxilo terminal, (y-Glu-Cys)a-Gly
(Figura 5). El valor n puede variar entre 2 y 11 (PC2 a PC11), pero generalmente fluctia
entre 2y 5 [27].

o) OH
O H H
NH ©
NH NH
H
OH
0 CHa2 n
SH

Figura 5: Estructura quimica de una fitoquelatina natural. El residuo de &cido glutamico (izquierda) se une
covalentemente mediante el carbono y del radical al grupo amino de la cisteina (central), unida mediante
su carboxilo al grupo @mino de la glicina ubicada fuera de la secuencia oligomérica (elaboracién propia).

10



Spain et al. (2003) caracterizaron moléculas sintéticas analogas a fitoquelatinas de
distintos largos (n=2-6) mediante espectroscopia HNMR y NMR bidimensional BASHD,
en cuanto a la acidez de sus grupos sulfhidrilo y potenciales de 6xido-reduccion. Se
determind que la disociacion protonica de los grupos tiol de los residuos de cisteina
aumenta con la posicion de éstos en la secuencia y también con el largo de la molécula,
siendo los mas acidos los residuos de cisteina unidos a la glicina terminal en los andlogos
de mayor largo (n=6), alcanzando un valor Ka de 10,02, en contraste con la primera
cisteina de los analogos de largo 2, que alcanzan un Ka igual a 9,39 [27].

El potencial de 6xido-reduccién (E®’) para los grupos tiol de analogos PC: es de -0,224V
para la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares; este valor es similar al potencial
de formacion de enlaces del mismo tipo en otros péptidos, aunque en este caso la
cantidad de atomos dentro del anillo formado es menor (13 atomos, en contraste con
otros péptidos, que albergan entre 20 y 38 atomos en el anillo formado por el puente
disulfuro) [27].

La mayor dificultad en el disefio de un sistema de expresion heterdlogo para PC sintasa
se basa en que la proteina proveniente de P. vittata, que es el principal bioacumulador,
no se encuentra en los repositorios como secuencia aminoacidica y su estructura no ha
sido caracterizada in silico, lo cual impide la determinacion del paralelo entre los codones
de uso frecuente en esta planta y en un microorganismo potencialmente transformable,
asi como la simulacion in silico de su actividad enzimatica.

Biondo et al. (2012) lograron expresar una fitoquelatina de sintesis traduccional (Figura
6) mediante un constructo incorporado en Cupriavidus metallidurans CH34. Demostraron
la inmovilizaciéon de Pb?*, Zn?*, Cu?*, Cd?*, Ni** y Mn?*, alcanzando concentraciones
cercanas a 550, 500, 400, 170, 80 y 60 nmol/mgdw, respectivamente, mediante la
expresion en surface display de una PC2o. El constructo utilizado considera, entre otros
elementos, la existencia de un promotor fuerte inducible, un transportador a membrana,
un gen de resistencia para seleccion y genes para la estabilidad segregacional del
plasmidio (Figura 7) [28].

La principal ventaja de esta estrategia de expresion heterdloga consiste en que la sintesis
de la PC no depende la de la actividad enzimética de una PC sintasa, sino que sélo
depende de la induccion dada por metales. Ademas, permite la insercion directa en la
membrana mediante surface display, lo cual disminuye las limitantes relacionadas con la
transferencia de masa de las especies a quelar a través de la pared y la membrana y
dentro del citosol, sino que sélo es necesario que difundan hasta la superficie de la
bacteria.
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Figura 6: Estructura quimica de una fitoquelatina sintética. Todos los enlaces entre residuos son a través
de los carbonos a de sus estructuras (elaboracién propia).
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Figura 7: Representacion esquematica del plasmidio utilizado (pCM3) para la transformacién de C.
metallidurans. REP: origen de replicacién; pan: promotor mrgA modificado de Bacillus subtilis; SS:
secuencia codificante del péptido sefial para transporte a membrana; EC20sp: gen codificante para la PC2o
sintética; E-tag: secuencia codificante del epitopo para marcaje; IgAB: secuencia codificante del dominio
del sistema de secrecién proteasa IgA de Neisseria gonorrhoeae; CM: gen de resistencia al cloranfenicol;
hok/sok genes codificantes involucrados en la estabilidad segregacional [28].

Considerando de manera global el analisis del estado del arte, y también las lineas de
desarrollo establecidas en el proyecto formulado para FONDEF [4], se considera que la
concepciodn, disefio e implementacion de un sistema heterdlogo para bioacumulacion de
arsénico, en conjunto con la determinacion de las operaciones unitarias biotecnolégicas
involucradas para su potencial implementacion a escala piloto, pueden ajustarse mas
adecuadamente a los alcances un trabajo de esta naturaleza. Particularmente, y teniendo
en cuenta los ultimos antecedentes reportados, se propone la concepcién, disefio e
implementacion de un sistema de expresion heterdloga de fitoquelatinas sintéticas en
surface display para la bioacumulacion de especies arsenicales mediante la tecnologia
whole cell catalyst, ya que este método de operacion no considera necesariamente la
viabilidad de las células involucradas en la operacién unitaria que recibiria directamente
la corriente de PLS, o bien, diluciones de esta tltima.

Bajo la misma idea, es posible considerar entonces microorganismos que no
necesariamente proliferen de manera satisfactoria en las condiciones expresadas en la
Tabla 1, sino que solo sean capaces de mantener su integridad celular bajo aquéllas, sin
gque sea estrictamente necesario que se encuentren como células viables. De esta
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manera, la gama de alternativas de microorganismos facilmente transformables se
enfoca mas hacia los que se han utilizado para ello mas ampliamente de manera
tradicional, como Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y Bacillus subtilis, entre
otros.

Ademas, Lagos en su trabajo titulado ‘Disefio de partidores para ligacion de fragmentos
mediante la técnica de Gibson Assembly’ (2014) reporta un disefio en el cual se logra la
expresion en modo surface display de proteinas mediante un constructo incorporado en
el vector pET-22b(+). El constructo se basa en la accion de un autotransportador (AT)
denominado antigeno 43 (Ag43) proveniente de una cepa de Escherichia coli
uropatogénica. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, asi como los partidores y
la cepa transformada en este trabajo fueron gentilmente proporcionados por su autor.

Ag43 es uno de los AT mas estudiados del tipo AIDA-I. Se produce como una preproteina
de 1039 residuos aminoacidicos constituida por un péptido sefial en el N terminal que
dirige la translocacion a través de la membrana citoplasmatica hacia el periplasma, un
dominio pasajero (dominio a 6 a43) y una unidad de translocacion (dominio B o TU-Ag43).
El procesamiento de Ag43 ocurre entre la unidad funcional a43 y la unidad de
translocacion; no obstante, las dos subunidades se mantienen en contacto mediante
interacciones no covalentes, con el dominio saliente a43 a 10 nm de la superficie celular
[29].

El método surface display utilizando Ag43 se basa en la accidén autotransportadora de su
péptido sefial y el uso de la unidad de translocacion de este mismo antigeno. El
constructo incorporado en pET-22b(+) consiste en la union de los genes codificantes para
el péptido sefial (SP-Ag43), seguido de una proteina fluorescente verde mejorada
(Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP, modificada de GFP nativa de Aequorea
victoria), seguida por la unidad de translocacién (TU-Ag43). De esta manera, la proteina
fluorescente queda expuesta al medio extracelular gracias a su expresion dentro del
mismo marco abierto de lectura que TU-Ag43, la cual queda translocada en la membrana.

En una primera etapa, se realizdé la eliminaciéon del autotransportador original del
plasmidio pET-22b(+) (pelB) utilizando sitios de restriccion, y en una segunda instancia
se incorpord en el mismo lugar el constructo SP-EGFP-TU utilizando la técnica Gibson
Assembly; todo lo anterior se encuentra en el multiple cloning site (MCS) del plasmidio.
El hospedero utilizado para la expresion heteréloga fue Escherichia coli K-12.

A partir de lo anterior, se propone el disefio de un sistema de expresion heterélogo
utilizando la cepa transformada anteriormente mencionada, que incorpore genes para
expresion de fitoquelatinas sintéticas en el mismo hospedero para el cual fue disefiado el
plasmidio.
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2.4.Procesos de fijacion de arsénico

De manera general, se tiene la necesidad de concebir una operacion unitaria o un set de
operaciones en las cuales se lleve a cabo la generacion de la biomasa con actividad
arseénico-quelante y también la fijacién del arsénico presente en el PLS en la biomasa
producida. Considerando esto, es posible realizar un estudio descriptivo de las opciones
gue podrian utilizarse para determinar cual de ella es la mas adecuada en términos de la
factibilidad técnica de implementacion, el grado de mejora respecto a la situacion actual,
y las ventajas econdémicas que tal decision pudiere traer consigo.

Los procesos de biosorcion que usan organismos no viables son méas aplicables que los
gue usan organismos vivos que requieren suministro de nutrientes y sistemas complejos
de biorreactores para la mantencion de una poblacion microbiana saludable, lo cual se
vuelve complejo como resultado de la toxicidad de los contaminantes y otras condiciones
indeseadas del medio como la temperatura y pH de la solucion a tratar [3]. Es por esto
que la alternativa mas adecuada corresponde a la concepcion de un proceso anexo al ya
existente en el cual se produzca la biomasa y posteriormente se traten los flujos altos en
arsénico con ella.

La investigacion relacionada con la biosorcion de metales por biosorbentes ha
aumentado, y se ha determinado que la biosorcion depende no solo del tipo de
composiciéon de la biomasa, sino que también de factores quimicos y fisicoquimicos de la
solucion. La variedad de mecanismos involucrados incluye uno o mas mecanismos de
intercambio i6nico, complejacion, coordinacion, adsorcidn, interaccidn electrostatica,
guelacién y microprecipitacion [3].

Para lograr determinar el tipo de operaciones unitarias que seria posible implementar, y
el posterior dimensionamiento de los equipos correspondientes, es necesario primero
conocer la fenomenologia bajo la cual se rigen los procesos de fijacion de especies
arsenicales en la superficie celular con expresiéon de PC, y también la fijacion de células
bacterianas en distintos tipos de sélidos que servirian como soportes, ademas de barajar
las alternativas existentes para la produccién de la biomasa a utilizar.

La caracterizacion de biomasa adsorbente de metales pesados ha sido un tema de amplia
investigacién durante los ultimos afios. En particular, se ha estudiado la fijacion de
metales y metales pesados en la superficie celular mediante la expresion de moléculas
quelantes de ellos. Biondo et al. (2012) han estudiado la fijaciéon de Pb?*, Zn?*, Cu?*, Cd?*,
Mn?*y Ni?*; todos los anteriores son cationes metalicos divalentes, lo cual no permite una
extrapolacion de tal caracterizacion a la quelacion de especies arsenicales (oxoaniones
arsenito y arseniato, especialmente arseniato, que es la forma predominante en los flujos
de ECL luego de la oxidacion con peréxido).

A escala industrial, particularmente en el tratamiento de aguas, se utiliza cominmente el
intercambio i6nico para el ablandamiento de aguas a través de la remocién de cationes
multivalentes. Este principio ha sido utilizado en aplicaciones de aguas servidas para la
remocién de nitrégeno, metales pesados y sélidos disueltos totales [30]. De esta manera,
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seria posible concebir una operacion unitaria similar a un intercambio i6nico para el
abatimiento del arsénico remanente del proceso AAA. Para esto, el equipo a disefar
consistiria en una columna rellena con material adsorbente (particulas con células
modificadas adheridas), el cual se alimentaria con el flujo de PLS presurizado, siendo el
arseénico retenido en el relleno y el flujo de salida ya reabatido.

Otra posible alternativa consistiria simplemente en un estanque agitado dentro del cual
las particulas a las cuales se adhieren las bacterias se mantendrian en suspension hasta
gue tales células alcancen su saturacion luego de un determinado tiempo de residencia.
Tal es el caso de la remocion de constituyentes en soluciéon con carbén activado
pulverizado (PAC) [30], como se muestra a continuacion.

Condicion inicial Concentracidn de equilibrio
de adsorbato, C, de adsorbato, C,

Condicion inicial Condicién luego de o o
antes de la adicién la adicién de PAC. Condicion c!e equilibrio
de PAC. Masa de adsorbente = M despl‘.l‘es de la
Volumen del saturacion del PAC

reactor =V

Figura 8: Definicion esquematica del analisis de balance de masa de adsorcién en carb6n. Modificado de
Metcalf y Eddy (2003) [30].

La ventaja que tienen ambos equipos es que las particulas con células adheridas que
quedarian saturadas con arsénico, pueden ser separadas por principios mecéanicos en el
caso del estanque como en la Figura 8, o bien, no ser retiradas del equipo como en el
caso de las columnas de adsorcion similes a las de intercambio i6nico; en este caso en
particular, la etapa de regeneracion del adsorbente es crucial para evaluar la factibilidad
de su incorporacion en el proceso actualmente existente, ya que determinaria la demanda
de generacion de biomasa y de fijacion de células en particulas sélidas.

Dado lo anterior, se plantea el estudio y evaluacion comparativa de ambas alternativas
anteriormente propuestas, de manera de analizar sus caracteristicas y ventajas
comparativas, entregando las herramientas suficientes para evaluar ambas propuestas
utilizando como input los parametros de operacion del proceso, y asi determinar la
conveniencia del estudio a nivel de ingenieria de detalle de la mas ventajosa.

La fijacion del arsénico mediante el uso de las tecnologias anteriormente mencionadas
se basan en el principio de quelacién de los aniones arsenicales a través del grupo
sulfhidrilo de las PC [31], lo cual se ha confirmado mediante la resistencia de levaduras
a concentraciones de arsénico, debido a que éstas son capaces de transportar los
complejos sulfhidril-arsénico en las vacuolas por el transportador ycflp [32]; ademas, se
sugiere que plantas superiores pueden tener un mecanismo similar para la resistencia al
arsenico, en particular para el As(lll) [33].
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo general

Determinar mediante analisis tedrico y estudio experimental la factibilidad técnica de la
incorporacion de operaciones unitarias biotecnoldgicas en el proceso de abatimiento de
arsénico y antimonio (AAA) de EcoMetales Limited.

3.2.0bjetivos especificos

- Implementar, mediante ingenieria genética, un microorganismo recombinante que
exprese caracteristicas de bioacumulacion de especies de arsénico mediante la
expresion heteréloga en superficie de analogos de fitoquelatina para su uso como
alternativa de abatimiento.

- Caracterizar la fisicoquimica de superficie del microorganismo disefiado con el fin
de obtener pardmetros termodinamicos para disefio de procesos.

- Definir alternativas de operaciones unitarias para el abatimiento de arsénico con
el uso del microorganismo recombinante disefiado, dadas la escala del proceso
AAA vy las propiedades del microorganismo construido.

- Diseflar y comparar los tipos de operaciones unitarias seleccionadas y sus
potenciales modificaciones, para establecer las condiciones de su prefactibilidad
técnica en la empresa.
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4. METODOLOGIA

La metodologia para la realizacién de este trabajo sigue dos lineas que se desarrollaron
de manera simultdnea. Una linea se relaciona con la ingenieria de bioprocesos y el
analisis teorico de la incorporacion de una operacion biotecnolégica en el proceso AAA
con el fin de disefar la implementacion mas cercana al 6éptimo. Una segunda linea se
relaciona con el trabajo experimental a través de la aplicacion de técnicas de ingenieria
genética y biologia molecular.

4.1.Estudio de expresion heterologa de fitoquelatinas

4.1.1. Analisis de las secuencias nucleotidicas para el disefio del sistema de
expresion heterdloga
Para comenzar con el disefio del sistema de expresion heteréloga de fitoquelatinas, es
necesario considerar la secuencia que modifica el plasmidio pET-22b(+), mediante el
protocolo disefiado por Lagos (2014). La secuencia se muestra en la Figura 9. El
plasmidio resultante de este trabajo previo se denominar4 de ahora en adelante,
plasmidO1 (p01).

La expresion de esta unidad transcripcional se encuentra regulada por el promotor T7 y
por el operador lac original del operon lac [34]. Se conoce que el promotor T7 es de
caracter fuerte debido a la alta selectividad y eficiencia para su reconocimiento por la
RNA polimerasa [35], mientras que el operador lac permite la induccién de la expresiéon
mediante el uso de IPTG, que suprime la represidbn sobre este operador [35].

5’ 3
SP-Aga3 TU-Ag43

Figura 9: Constructo introducido en el plasmidio pET-22b(+) luego de eliminar el péptido para transporte al
medio extracelular, pelB. SP-Ag43: péptido sefial para transporte a membrana de Ag43 (156pb); EGFP:
proteina fluorescente verde mejorada (717pb); TU-Ag43: unidad de translocacién de Ag43 (1461 pb).
Elaboracion propia.

Como el objetivo es que las fitoquelatinas queden expuestas hacia la superficie externa
de la membrana citoplasmatica, su secuencia debe ubicarse en una zona flanqueada por
la secuencia de EGFP y la de SP-Ag43 (Figura 10) dentro del plasmidio, ya que este
péptido sefial, ubicado en el extremo amino, es procesado antes de que la secuencia
aminoacidica completa quede translocada en la zona TU-Ag43 y expuesta hacia el medio
extracelular rio arriba, como se muestra en la Figura 11 (secuencias de SP-Ag43, EGFP
y TU-Ag43 se muestran en el Anexo C — Secuencias aminoacidicas y nucleotidicas de
TU-Ag43, EGFP y SP-Ag43):
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SP-Aga3 TU-Ag43

pET-22b(+)

Modificado

Figura 10: Plasmidio pET-22b(+) modificado (plasmid01), construido por Lagos (2014). En el espacio en
blanco se deben introducir las secuencias nucleotidicas relativas a la expresién de fitoquelatinas.
Elaboracion propia.

Maisibrana Medio extracelular

externa

. TU-Ag4a3
Periplasma

Membrana [ \ “v\
|

i interna
I I )

Péptido Citosol
senal

Figura 11: Expresion en superficie del sistema Ag43. En rojo se muestra SP-Ag43, y en celeste se
representa, para el caso anteriormente descrito, la secuencia de EGFP. Modificado de Microbusters (2015)
[36].

Asi, se hace necesario determinar en qué zona de la estructura tridimensional de la
proteina EGFP se encuentra el extremo amino, para conocer el grado de exposicion el
medio extracelular de un péptido de PC ubicado inmediatamente antes de EGFP. Para
esto, se realizd un estudio de la estructura tridimensional de una secuencia de EGFP
conocida disponible en el repositorio de NCBI [37] mediante la extension PyMOL para
Python en sistema operativo Windows [38]. De este analisis, se determind el largo
aproximado del barril B que genera la proteina y en qué zona de ella se ubican sus
extremos amino y carboxilo. Los resultados se muestran en la Figura 12.

18



Figura 12: Estructura tridimensional de EGFP 2Y0G. A: muestra la distancia aproximada entre un atomo
de la base del barril beta y un &tomo de la zona superior, siendo cercana a 40 A; B: en esferas se muestran
los residuos aminoacidicos pertenecientes al extremo carboxilo (rojo) y amino (azul). Imagen generada en
PyMOL.

Se observa que los extremos carboxilo y &mino se encuentran ambos en la base inferior
del barril beta, por lo cual, en el caso de expresar una molécula de fitoquelatina dentro
del mismo marco abierto de lectura, ésta quedaria orientada hacia la membrana celular
y no hacia el exterior de la célula.

Conocido lo anterior, se propone como una solucibn a este inconveniente la
incorporacion, a nivel de gen, de un péptido que genere una separacion entre la EGFP y
la PC. Chen et al. (2013) estudiaron las propiedades de péptidos existentes en la
naturaleza que cumplen el rol de unir dos dominios proteicos funcionales (linker) o de
generar una separacion entre ellos (spacer), manteniendo una unién covalente.

Chen et al. (2013) establecieron que los criterios para la seleccion de un spacer o linker
son su largo, composiciéon, hidrofobicidad, estructura secundaria y labilidad frente a
proteasas, y clasificaron los linkers estudiados como flexibles, rigidos o escindibles.
Ademas, determinaron que aminoacidos pequefios como glicina, serina y treonina
otorgan gran flexibilidad a la estructura primaria dada la libertad de movimiento de sus
enlaces, y estabilidad por los puentes de hidrégeno que pueden formar, ademas de que
comunmente dispuestos en tandem no forman estructuras secundarias [39].
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Para obtener una expresion funcional de un péptido del tipo PC, seria necesario, dada la
orientacion del extremo amino de la EGFP, que existiera un spacer relativamente largo y
flexible entre ella y la PC para permitir movilidad y accién quelante sobre los iones del
medio. Si se concibe el esqueleto de la estructura de un aminoacido como dos enlaces
carbono-nitrégeno y un enlace carbono-carbono, el largo que aporta cada residuo
aminoacidico a un péptido seria de aproximadamente 4,4 A en promedio [40].

Ahora, considerando que lo deseado es que la PC quede hacia el extremo opuesto al que
se encontraria en el barril B de la EGFP, se requiere espaciar la PC una distancia similar
al largo del barril EGFP, por lo que se necesitan 40/4,4~9,1 aminoé&cidos en el spacer.

En cuanto a la secuencia aminoacidica de la fitoquelatina sintética a expresar, se
especula que el uso de un valor n encontrado comunmente en la naturaleza (entre 2y 5
[27]) puede resultar muy bajo para obtener una bioadsorcion mesurable; por otro lado,
expresar oligopéptidos tipo PC muy largos como en el trabajo de Biondo et al. (2012)
puede generar facilmente estrés redox en el hospedero debido a la gran cantidad de
cisteinas que estas moléculas poseen en su estructura.

Teniendo en consideracion entonces que es necesario disefiar fragmentos compuestos
por distintos spacers y fitoquelatinas, se concibieron estas secuencias del tipo ‘spacer +
PC’ bajo el nombre de fragmentos PCL. Se consider6 necesario probar con spacers de
al menos dos largos distintos, como también con fitoquelatinas de dos largos distintos,
entregando asi cuatro combinaciones de fragmentos PCL, incorporadas en los plasmidios
nombrados plasmid10, plasmid11l, plasmid12 y plasmid13.

Debido a que se desconocen las eventuales interacciones intermoleculares que pudieren
actuar, se requiere conocer el posible impedimento estérico generado por EGFP al
momento de expresar péptidos comparativamente mas cortos, como lo son los
fragmentos PCL.

Considerando lo anterior, se disefiaron otros cuatro sistemas de expresion similares a los
anteriormente ilustrados pero que no poseen EGFP en sus secuencias (plasmid06,
plasmid07, plasmid08 y plasmid09, que serian construidos a partir de plasmidl0,
plasmidll, plasmid12 y plasmid13, respectivamente).

Tales sistemas se pueden obtener al amplificar flanqueando con partidores la secuencia
nucleotidica de EGFP “hacia fuera”, incluyendo en ellos una zona de homologia con la
secuencia a la cual es necesario unirse para recircularizar el plasmidio sin la proteina
fluorescente (Figura 13).
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fwd

plasmid06...

plasmid10... plasmid13 plasmid09

Figura 13: Concepcion de la amplificacion para eliminar EGFP de los sistemas plasmid10, plasmidl1l,
plasmid12 y plasmid13. Las flechas representan los partidores: en sentido reverse amplifica un plasmidio
hacia el extremo amino desde un spacer (flecha en rojo) y tiene complementariedad con el extremo 5’ de
la secuencia de TU-Ag43 (segmento morado); en sentido forward amplifica un plasmidio hacia el extremo
carboxilo desde Tu-Ag43 (flecha morada) y tiene complementariedad con el extremo 3’ de un spacer
(segmento rojo). Elaboracién propia.

Una vez determinado el efecto de EGFP sobre los segmentos PCL en general, se
pretende medir la misma eventual interferencia de EGFP, pero especificamente en la
disposicion tridimensional sobre los spacers. Para ello, se requiere eliminar los
fragmentos codificantes para fitoquelatinas, lo cual se puede obtener, como en el caso
anterior, flanqueando “hacia afuera” tales secuencias con partidores que consideren
homologia para una posterior recircularizacion del plasmidio sin PC. De esta manera, se
generan los sistemas plasmid04 y plasmid05 a partir de plasmidll y plasmidl2,
respectivamente (Figura 14).

rev

-

-

fwd
plasmid04,
plasmid05

plasmid11, plasmid12

Figura 14: Concepcion de la amplificacién para eliminar secuencias codificantes de PC de los sistemas
plasmidlly plasmid12. Las flechas representan los partidores: en sentido reverse se amplifica un plasmidio
hacia el extremo amino desde SP-Ag43 (flecha negra) y tiene complementariedad con el extremo 5’ de la
secuencia de un spacer (segmento rojo); en sentido forward se amplifica un plasmidio hacia el extremo
carboxilo desde un spacer (flecha roja) y tiene complementariedad con el extremo 3’ de SP-Ag43
(segmento negro). Elaboracion propia.
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Otro control con el cual es importante contar es el relativo a la capacidad quelante de los
mismos spacers, para lo cual es necesario obtener la expresion en membrana de sélo
estos Ultimos. Tal sistema se puede obtener a partir de los sistemas plasmid04 y
plasmid05, pero eliminando esta vez la secuencia que codifica para EGFP, utilizando los
mismos partidores usados para la construccion de los sistemas plasmid07 y plasmid08
(Figura 15).

fwd

plasmid02,
plasmid03

plasmid04, plasmid05

Figura 15: Concepcion de la amplificacion para eliminar la secuencia codificante de EGFP de los sistemas
plasmid04 y plasmid05. Las flechas representan los partidores explicados anteriormente en la Figura 13.
Elaboracion propia.

Finalmente, un ultimo control corresponde al requerido para la determinacion del efecto
quelante de la EGFP, el cual corresponde simplemente a la secuencia presente en
plasmid01 mostrado en la Figura 9.

Para resumir, se muestra en el siguiente diagrama el disefio consecutivo de todas las
variantes del sistema de expresion inicial plasmid01, con todos los controles necesarios
para las mediciones de expresion y de actividad bioadsorbente (Figura 16).

Elimina EGFP Elimina EGFP
plasmid1l0 ———> plasmid06
plasmid02 €<—— plasmid04 plasmidll ——> plasmid07
plasmid03 €<—— plasmid05 plasmid12 ——> plasmid08
plasmid1l3 —> plasmid09

Figura 16: Diagrama resumen del disefio secuencial de los plasmidios para obtener los controles
necesarios para medir expresion en superficie y bioadsorcion. Elaboracion propia.
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4.1.2. Determinacion de las técnicas de biologia molecular a utilizar

A partir de lo que se ha especificado anteriormente relativo a la longitud de las
fitoquelatinas por escoger, y los spacers ubicados inmediatamente en el extremo
carboxilo de tales PC, se espera que estos fragmentos tengan un largo que varie entre
70 y 120 pares de bases. Esto dificulta su sintesis directa, debido a que son demasiado
largos para solicitar su sintesis quimica como partidores, que comercialmente pueden ser
solicitados para su sintesis hasta 100 bases; al mismo tiempo, resultan ser muy cortos
para ser sintetizados como genes completos, ya que lo comun es encontrar ofertas de
sintesis de genes desde 500 pares de bases.

Dado lo anterior, se propuso realizar la sintesis de los fragmentos PCL mediante PCR
recursivo. Esta técnica tiene como primera ventaja el hecho de que es relativamente
barata por cuanto los genes sintéticos son muy cortos. El principio consiste en generar
overlapping entre los partidores (sin DNA templado) de manera de construir un gen
completo por annealing y accion de una DNA polimerasa, extendiendo los extremos 3’ de
los oligonucledtidos para entregar productos de doble hebra mas largos [41]. Un esquema
explicativo de lo anterior es la Figura 17.

A
5 B 3 e—
[T
<+ 3 [ s
B

AB

Figura 17: Representacion del producto de PCR recursivo. En anaranjado se muestran los partidores
forward y reverse (A y B). Las barras verdes ilustran la zona de hibridacion de ambos partidores, que como
producto de PCR generan el fragmento de doble hebra AB. Elaboracion propia.

Para la reaccion de PCR recursivo se usO la enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase, que usa una temperatura de denaturacion de 98°C por 30 segundos, un
tiempo de extension de entre 15 y 30 segundos por kilobase y una temperatura de
extension 6ptima de 72°C, segun el proveedor [42]; el tiempo de annealing es de entre
10 y 30 segundos y la temperatura queda determinada por la extension y composicion de
los partidores de cada reaccion.

Como se pretende armar un fragmento que contiene un spacer de alrededor de 9 residuos
aminoacidicos unido a una PCi sintética con n entre 2 y 11, se estima que el fragmento
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final PCL tendria una extension aproximada de entre 40 y 100 pb, para lo cual seria
necesario tener algunos partidores con una extension superior a las 50 bases. Esto
dificulta la ejecucién del disefio debido a que partidores tan largos no actian bien como
cebadores. Dado esto, se realizara una segunda etapa de sintesis de fragmentos PCL
mediante la técnica de overlap extension PCR, en la cual se unen dos fragmentos blanco.

El método de sintesis por overlap extension PCR (OE-PCR) considera dos etapas: una
primera en la cual los fragmentos blanco hibridan entre ellos en su zona de homologia y
se elonga en los extremos 3’ el hibrido formado entre ellos, y una segunda en la cual se
amplifica el hibrido utilizando partidores especificos [43]. En el caso particular de este
disefio, los fragmentos blanco corresponderian a las secuencias sintetizadas por PCR
recursivo, segun la Figura 17, el fragmento llamado AB. El procedimiento se ilustra a
continuacion en la Figura 18.
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S I ' e—-
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Figura 18: Representacion del método de amplificacion por OE-PCR. En una primera etapa, los fragmentos
AB 'y CD (productos de la PCR recursiva explicada anteriormente) hibridan en la zona de barras verdes y
la accion de una DNA polimerasa completa el hibrido de doble hebra en los extremos 3’, generando una
baja cantidad de copias del fragmento ABCD correspondiente al fragmento PCL. En la segunda etapa, se
utilizan los partidores A 'y B del PCR recursivo anterior para amplificar el hibrido ABCD. Elaboracién propia.

En ambas reacciones del proceso de OE-PCR se utiliz6 la enzima KOD Hotstart DNA
Polymerase y sulfato de magnesio al 1,5 mM en la mezcla; esta polimerasa usa una
temperatura de denaturacion de 95°C por 2 minutos, un tiempo de extension de entre 10
segundos por kilobase para templados menores a 50 pb y una temperatura de extension
optima de 70°C, segun el proveedor [44]; el tiempo de annealing es de 10 segundos y la
temperatura queda determinada por la extensién y composicion de los partidores de cada
reaccion.

Para conservar estos fragmentos ya sintetizados por distintas variantes de PCR, se

pretendid incorporarlos en un vector de clonamiento mediante técnicas simples ya

estandarizadas, para luego transformar una cepa bacteriana de clonamiento y

perpetuarla. Se propuso utilizar el vector pBluescript 1l SK(+), que permite la
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incorporacion de fragmentos mediante la linealizacidon con enzimas de restriccion y la
ligacion con DNA ligasa. Ademas, tiene la ventaja de permitir realizar doble screening por
resistencia a antibiotico y ademas por blue-white selection [45].

Posteriormente, se pretendio realizar la incorporacion de los fragmentos PCL en el vector
gue posee el constructo para la expresion de Ag43 y EGFP. La metodologia usada es la
técnica de Gibson Assembly, que consiste en un método isotérmico de una reaccion para
ensamblar multiples moléculas de DNA sobrelapadas por la accién conjunta de una 5’
exonucleasa, una DNA polimerasa y una DNA ligasa [46]. En el trabajo de Lagos (2014),
se logré expresar el constructo Ag43-EGFP mediante su clonacion en el plasmidio
pET22b(+); dado esto, y segun las recomendaciones de disefio para esta técnica, fue
necesario agregar a cada fragmento PCL una region de homologia de entre 15 y 25
nucleodtidos a cada extremo, con una temperatura de melting (T°m) igual o superior a los
48°C [47]; esta incorporacion fue realizada al momento de disefiar los partidores para
ejecutar el PCR recursivo. Asi, el procedimiento de sintesis de los fragmentos PCL con
colas para Gibson Assembly se ilustra como sigue:

c
I ]
A B D
] [ ]
‘ PCR recursivo ‘
AB cD
OE-PCR
ABCD =PCL

Figura 19: Procedimiento completo del ensamble DNA para la obtencion de los fragmentos PCL (en
anaranjado) con colas para Gibson Assembly, representadas en azul. Se muestra en la figura el primer
paso, desde partidores (A, B, C y D) que ya poseen colas para Gibson hibridan entre ellos en el PCR
recursivo generando los fragmentos AB y CD, que por OE-PCR logran amplificar los fragmentos completos
PCL con colas incluidas. Elaboracién propia.

Une vez que los fragmentos estan construidos mediante PCR recursivo y OE-PCR, se

realiz6 un Gibson Assembly para introducirlo en el vector de expresion pET22b(+)

modificado que incluye los marcos de lectura de SP-Ag43, EGFP y TU-Ag43. Como se

mencionod anteriormente, los PCL fueron insertos entre el marco de lectura del péptido
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sefaly el de la EGFP, para que, de esta forma, al ser procesado el SP-Ag43, la secuencia
aminoacidica del PCL quedara expuesta al medio extracelular.

El procedimiento para realiza la ligacion por Gibson Assembly se realiza con una T5
exonucleasa, Tagq ligasa y Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, y utiliza como medio
de reaccién el isothermal buffer, preparado con PEG8000, buffer Tris-HCI a pH 7,5,
cloruro de magnesio, NAD*, deoxinucledtidos, ditiotreitol y agua libre de nucleasas. El
tiempo de ligacion es de media hora y la temperatura del proceso es la temperatura de
melting de las colas complementarias, tipicamente entre 50 y 52°C.

Se postula que una expresion eficiente con las variantes del vector pET22b(+), que es un
vector de expresion, seria posible mediante la transformacion de una Escherichia coli
cepa BL21(DE3), ya que es utilizada ampliamente como cepa de expresion debido a la
presencia gendmica del gen de T7 RNA polimerasa [48], que tiene reconocimiento
especifico por el promotor y terminador que flanquean el CMS de los plasmidios pET [35],
favoreciendo asi la transcripcién de los marcos de lectura insertos ahi. Ademas, E. coli
BL21(DE3) tiene una deficiencia natural de las proteasas lon y OmpT, que en las cepas
K-12 y B sirven para degradar proteinas mal plegadas y prevenir la acumulacion de
proteinas ciclo-especificas; las células deficientes en estas proteasas son mucho mas
susceptibles de una mejor la produccion de proteinas de genes clonados [48].

4.1.3. Screening

El primer paso en cuanto a transformacion de células correspondi6 a la ligacion de los
fragmentos PCL en el vector de clonamiento pBluescript Il SK(+) (pBS). El procedimiento
consiste en realizar una digestion con la enzima restrictiva ECoORV, la cual linealiza el pBS
realizando un corte en el gen LacZ, para luego hacer una ligacion de extremos romos del
vector, donde el inserto es el fragmento PCL. Los pBS que no tienen el inserto en la zona
polylinker producen colonias azules en una cepa apropiada de bacteria; los plasmidios
que tienen el inserto producen colonias blancas usando la misma cepa, porque los
insertos interrumpen la region codificante del fragmento del gen lacZ [45].

Una vez recircularizado el vector mediante su ligacibn con T4 ligasa segun el
procedimiento especificado por el proveedor [49], éste fue introducido en un cultivo de
células competentes. En particular, Escherichia coli cepa Top10 posee propiedades que
contribuyen a su utilidad como cepa de clonamiento. Las cepas nativas de E. coli
contienen endonucleasas no especificas en el espacio periplasmatico. Debe tenerse
extremo cuidado para evitar la degradacion de plasmidios en la extraccion desde este
tipo de cepas nativas. La mutacion endA elimina esta endonucleasa y puede mejorar
significativamente la calidad de las preparaciones plasmidiales [50].

La seleccion por colores puede ser vista sembrando en placas Petri con medio LB que
contenga 100 pg/mL de ampicilina, 80 pg/mL de X-gal fresco y 20 mM de IPTG. Las
colonias que contienen fagémidos sin inserto resultan azules luego de ser incubadas por
12-18 horas a 37°C. Las colonias con fagémidos que contienen inserto permaneceran
blancas. Para un mejoramiento del color azul, se pueden colocar las placas de a 4°C por
dos horas y luego ser incubadas overnight a 37°C [45].
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Las colonias blancas deben ser picadas para realizar un PCR de colonias, el cual, en el
caso de resultar positivo, indica que esa colonia debe ser crecida en medio liquido para
extraer el DNA plasmidial de esa unidad formadora de colonias que es recombinante, y
solicitar la secuenciacion de esa zona del fagémido modificado para corroborar la
correcta insercion y perpetuacion de ese clon. Esta PCR se realizé utilizando la enzima
GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase, el buffer Green incluido en su kit y cloruro de
magnesio; la enzima requiere una denaturacion inicial del DNA a 95°C por 2 minutos, un
tiempo de extension de 1 minuto por cada kilobase a 72°C; el tiempo de annealing es de
entre 15 y 60 segundos y la temperatura depende de la composicién y largo de los
partidores [51].

De manera similar, luego de realizar el Gibson Assembly en el vector de expresion
pPET22b(+), éste ultimo debid ser integrado en un cultivo competente de la cepa E. coli
BL21(DES3), para luego poder realizar seleccion por antibiético, lo cual es permitido
gracias a la resistencia a ampicilina que pET22b(+) confiere a las células que resulten
ser transformantes [52].

En cuanto a las transformaciones tanto en vector de clonacion como de expresion, se
esperaba que fuesen realizadas de manera efectiva y eficiente en cepas
electrocompetentes mediante electroporacion, ya que esto permite una tasa de
transformacion efectiva del orden de 10*° colonias por cada microgramo de DNA [53], en
contraste con las 108-10° colonias transformadas por ug de DNA gque se alcanzan
utilizando células quimiocompetentes [54].

4.1.4. Medicion de bioadsorcion y eficiencia del abatimiento de arsénico
El flujo que se pretende tratar tiene una concentracion de arsénico cercana a los 2 g/L, lo
cual equivale a una concentracion de 26,7 mM de arseniato (como polianion). Es
entonces necesario medir concentraciones de arsénico cercanas a estos valores en el
sobrenadante del cultivo, de manera comprobar que las especies arsenicales quedan
efectivamente adsorbidas en la superficie celular, es decir, en el pellet del cultivo.

Dhar et al. (2004) estandarizaron y optimizaron un método colorimétrico rapido de
medicibn de iones arsenito y arseniato con precision para soluciones con
concentraciones entre los 0,67 y 8 uM [55], por lo que, para utilizar este método de
medicion, seria necesario diluir las soluciones problema hasta cerca de entre 3000 y 4000
veces, ya que 2 g/L de arsénico, que es lo que posee el PLS ya abatido, corresponde a
una concentracion de arseniato igual a 26,7 mM.

Como el arsénico teéricamente deberia quedar adherido a la superficie celular de manera
irreversible, la manera simple de cuantificar la cantidad de arsénico que se logre abatir
por biosorcion seria midiendo la variacion de arsénico del sobrenadante en el tiempo
normalizado por la biomasa, en distintas condiciones de pH y concentraciones iniciales
de sales arseniato. Las variaciones del pH de la suspension son necesarias para ver el
si es gque existe un grado de protonacion importante en cada pH que pueda alterar la
capacidad quelante de las PC sintéticas; se hace necesario ademas probar con distintas
concentraciones iniciales de arseniato para determinar como la abundancia de sus iones
afecta de la concentracion de saturacion del adsorbente.
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Para evitar la interferencia del medio de cultivo en las mediciones por espectrofotometria,
el cultivo se separa de las células, que luego son resuspendidas en un buffer, y a esa
suspensidn se agregan las sales para medir la adsorcion de arsénico en el tiempo. A
través de un balance de masa, se obtiene la cantidad de arsénico adsorbido por las
células, asumiendo que éste no entra de manera considerable dentro de las células:

Astotal = Assobrenadante + Asadsorbido

ASADS ES AST - ASSN

De esta manera, con distintas concentraciones en el medio, es posible elaborar una
isoterma de adsorcion, para luego conocer cudl es la termodinamica a la que se asemeja
este fendbmeno, lo cual se realiza mediante un ajuste de parametros para estudiar
posteriormente la termodinamica de adsorcion como una relacion de Langmuir o
Freunlich, por ejemplo. Ademds, asi también se puede determinar el tiempo de
exposicion necesario para alcanzar la saturacion de las células, lo cual seria utilizado
para el dimensionamiento de los equipos a través del conocimiento de tiempos de
residencia.

La caracterizacion de la cinética de adsorcion se obtiene de la confeccidén de curvas de
concentracion de arsénico en el sobrenadante versus tiempos de exposicion. Se
esperaba que la cantidad de arsénico adsorbido fuese superior en suspensiones de
células a pH cercano al fisiolégico, ya que es en estas concentraciones de hidronio en
las que los péptidos PC se encuentran en el estado de protonacién ideal para la quelacion
de iones arsenicales en plantas, asi como también las sales se encuentran en el estado
de protonacion correspondiente al cual se encuentran durante la quelacidén de arsenito y
arseniato en condiciones naturales.

4.4.4. Estudio de operaciones unitarias y procesos biotecnoldgicos
potencialmente implementables en el proceso AAA de ECL

La tecnologia que se seleccione para la produccion de las células biosorbentes debe
considerar como principal criterio la demanda de generacién de tales células debido a la
pérdida de viabilidad, elucion, saturacion irreversible y eficiencia de adsorcion de ellas en
el proceso de abatimiento alternativo que se planteare. Esta demanda de produccién
podra ser cuantificada de manera relativamente precisa una vez que se determine la
eficiencia de fijacion de las células en el material mas idéneo que se seleccione, la vida
util de las células como particulas sorbentes y la cinética de adsorcion y desorciéon de
especies arsenicales en la superficie celular.

Un segundo criterio importante esta relacionado con la viabilidad econémica dada la
disponibilidad de recursos para tal produccién, considerando como limitante que la Unica
fuente de materia organica actualmente disponible para el cultivo organismos
guimioorganotrofos corresponderia a las aguas negras de la planta, y también teniendo
presente que podrian obtenerse distintas tasas de crecimiento al modelar los
fermentadores si se estudian reactores de distintos tipos (batch, CSTR, PFR) operando
en distintos regimenes (batch, fed-batch y continuo).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.Disefio de los vectores de transformacion

Luego del andlisis de los tipos y caracteristicas de los spacers y fitoquelatinas, se
consider6 necesario contar con dos largos distintos de cada una de estas especies. Asi,
se incorporaron entonces dos spacers, uno de 7 aminoacidos y otro de 12 (3 por sobre y
2 por debajo de lo requerido segun el calculo especificado en la metodologia relativo al
tamafo de la EGFP), ricos en glicina y serina, para ver el efecto del largo del espaciador
en la capacidad quelante de las PCs. Las secuencias aminoacidicas se muestran en la
Tabla 2:

Tabla 2: Detalle de los espaciadores seleccionados para el disefio de los constructos de expresion de PC.

ELEMENTO  SECUENCIA AMINOACIDICA # RESIDUOS ; # pb
Spacer 1 (L1) | GSGGGSG 7;21
Spacer 2 (L2) | GSGGGSGGGSGG 12; 36

Se utilizaron sélo glicinas y serinas para otorgar movilidad y flexibilidad a los spacers, lo
cual permitiria el movimiento de la fitoquelatina en el extremo distal del spacer, dando asi
mayor libertad espacial para actuar como agente quelante.

Considerando lo anterior, se utilizaron dos péptidos de distintos largos: una PC de largo
5 ([EC]s-G, que constituye la PC mas larga dentro de las mas abundantes encontradas
en la naturaleza) y otra de largo 11 ([ECJ11-G, que constituye la PC natural méas larga
hallada); el objetivo de estas dos secuencias seria ver el efecto del largo en la capacidad
guelante del hospedero. El detalle de sus secuencias se muestra a continuacioén en la
Tabla 3.

Tabla 3: Detalle de las PC sintéticas seleccionados para el disefio de los constructos.

ELEMENTO SECUENCIA AMINOACIDICA # RESIDUOS; # pb
PC1 ECECECECECG 11; 33
PC2 ECECECECECECECECECECECG 23; 69

Dado gue se tienen dos spacers y dos PCs, existen cuatro combinaciones cuya expresion
se debia probar experimentalmente de manera independiente en distintas
transformantes. A continuacion, se ilustra lo anteriormente mencionado (Figura 20).
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PCL1 PC1 - 18 aminoacidos, 54 pb
PCL2 PC2 30 aminoécidos, 90 pb
PCL3 PC1 23 aminoacidos, 69 pb
PCL4 PC2 35 aminoacidos, 105 pb

Figura 20: Combinaciones fitoquelatina-spacer que seran probadas en distintos transformantes.
Elaboracion propia.

Estos cuatro fragmentos denominados PCL1, PCL2, PCL3 y PCL4 respectivamente,
serian ensamblados en el vector de manera que quedasen flanqueados por SP-Ag43 y
por EGFP, para que asi todo lo anteriormente descrito (SP-Ag43, PCL, EGFP y TU-Ag43)
quedaran dentro de un mismo marco abierto de lectura, con su origen en la metionina en
el extremo amino de SP y su fin con el codén de término en el extremo carboxilo de TU.

La secuencia nucleotidica de estos fragmentos fue determinada mediante la herramienta
Codon Optimization Tool del proveedor IDT [56], para asi optimizar el uso de tRNA
especificamente para Escherichia coli, considerando en cada caso las secuencias que
flanquean a cada fragmento ‘PCL’. Es asi que se obtuvo el disefio de un sistema de
expresion heterdloga consistente en cuatro variantes del vector plasmid01 (p01), cuya
estructura de importancia se muestra a continuacion (Figura 21).

3’

plasmid10 TU-Ag43
. 3’

plasmidll TU-Ag43
3’

plasmidl2 L2 TU-Ag43
3’

plasmidl3 ) TU-Ag43

Figura 21: Variantes del vector pO1 que incluyen cada una un fragmento PCL distinto, y su denominacion
(a laizquierda). Elaboracién propia.

Los fragmentos PCL fueron construidos mediante PCR recursivo y OE-PCR, como se

detall6 en la metodologia; para esto, fue necesario dividir los fragmentos en 2 partidores

con overlapping en el caso de PCL1, y en 4 partidores con overlapping en el caso de
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PCL2, PCL3 y PCL4; fue necesario disefiar un numero par de partidores que cubrieran
toda la secuencia de los fragmentos PCL incluidas las colas para Gibson Assembly,
debido a que de otra manera, el sentido de las hebras no permite homologia para la
realizacion de OE-PCR posterior al PCR recursivo. Las secuencias de los partidores se
muestran en el Anexo D — Partidores para la sintesis e insercién de fragmentos PCL en
el vector de expresion.

Para la realizacion del Gibson Assembly y la insercion de los fragmentos PCL en
pPET22b(+), fue necesario disefar partidores que linealizaran el vector backbone justo en
la zona en la que es deseado incorporar los PCL, es decir, justo al término del péptido
sefial e inicio de la EGFP. Lo anterior se ilustra a continuacion en la Figura 22:

SPAg-R b

EGFP-F

pET22b(+)
Modificado

Figura 22: Ubicacién de los partidores para la linealizacion del vector backbone. Elaboracion propia.

Las secuencias nucleotidicas y sus caracteristicas para esta linealizacién se encuentran
detalladas en el Anexo D — Partidores para la sintesis e insercion de fragmentos PCL en
el vector de expresion. La linealizacion en principio se realizé utilizando la enzima KOD
Hotstart DNA Polymerase, segun los protocolos estandarizados [44] y detallados
anteriormente. El coctel de esta PCR se muestra en el Anexo 8.6.

Una vez sintetizados los PCL y linealizado el vector, mediante Gibson Assembly se
obtendrian los plasmidios p10, p11, p12 y pl3, los cuales tienen el vector backbone de
la Figura 22 y ademas los fragmentos PCL1, PCL2, PCL3 y PCL4, respectivamente, entre
el péptido sefial y la EGFP.

La obtencion de los plasmidios p06, p07, p08 y p09 seria mediante una PCR
convencional, pero flanqueando el marco de lectura de la EGFP hacia afuera, de manera
de obtener plasmidios con los fragmentos PCL pero sin la EGFP. Este procedimiento se
realiza utilizando partidores disefiados para ello, como se muestra en la Figura 13. De
manera analoga, la obtencion de los plasmidios p04 y p05 es a partir de los plasmidios
plly pl2, pero esta vez se utilizan partidores que flanquean hacia afuera el segmento
PCL (Figura 14); a partir de p04 y p05, y finalmente, flanqueando hacia afuera EGFP
utilizando los mismos pares de partidores que para construir p07 y p08, se obtendrian los
plasmidios p02 y p03, respectivamente, como se observa en la Figura 15.
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El detalle de las secuencias nucleotidicas de todos estos partidores y sus caracteristicas
se muestra en el Anexo E — Partidores para la obtencion de los plasmidios p02, p03, p04,
p05, p06, p07, p08 y p09. Todos los partidores mencionados poseen colas de homologia
para la recircularizacion del plasmidio mediante Gibson Assembly.

5.2.Construccion de los vectores de transformacion

Los PCR recursivos se realizaron juntando pares de partidores, de manera de generar
reacciones en las cuales hibridaron partidores del tipo PCLX-1 con PCLX-2 formando el
hibrido PCLX-12, y otras reacciones en las cuales hibridan pares del tipo PCLX-3 con
PCLX-4, formando el hibrido PCLX-34, siendo X el valor 2, 3 0 4; en el caso de PCL1,
s6lo bastd hacer reaccionar el par de partidores PCL1-1 y PCL1-2 para obtener el
fragmento PCL1 completo.

La reaccion se llevo a cabo utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
y su buffer HF, con una denaturacion inicial de 2 minutos a 94°C y 30 ciclos con una
denaturacion de 15 segundos a 94°C, un annealing a la temperatura de melting segun
los partidores por 35 segundos [42] y una extension a 72°C por 4 segundos. La
formulacion del coctel se muestra en el Anexo F — Receta para los procedimientos de
PCR, digestién, ligacion y Gibson Assembly. Posteriormente, se visualizaron los
resultados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% por 50 minutos a 80V
(Figura 36).

y 2 3 .4 5 6 7 8 9 10

100bp

50bp

Figura 23: Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion de los productos de PCR recursivo. En orden
segun los carriles, las muestras son como se denota a continuacioén: 1: 50bp ladder; 2: partidor PC1-2 (53b);
3: partidor PCL3-4 (33b); 4: PCL1-12; 5: PCL2-12; 6: PCL2-34; 7: PCL3-12; 8: PCL3-34; 9: PCL4-12: 10:
PCL4-34.
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Analizando la fotografia de la Figura 23, es posible observar que los productos de PCR
recursivo tienen efectivamente un peso molecular mayor al de los partidores PCL1-2 y
PCL3-4 utilizados como controles de electroforesis en los carriles 2 y 3, respectivamente.
Ademas, se observa que todos estos productos se encuentran en la zona definida por las
bandas 100bp y 50bp del ladder 50pb en el carril 1; es més, se aprecia claramente que
el producto obtenido es decreciente en peso entre los carriles 4 y 8, que en los carriles 9
y 10 las muestras son mas livianas que el 8, y entre ellas, la muestra 10 es mas liviana
que la 9.

Todo lo anterior es totalmente consecuente con el peso molecular esperado de los
productos de PCR recursivo: 84, 72, 69, 62, 55, 80, y 75 pares de bases para los carriles
4,5,6,7, 8,9y 10, respectivamente, siguiendo estas bandas el patron esperado, por lo
que es posible deducir que el producto de PCR obtenido corresponde a lo deseado. Sin
embargo, se observa que en la totalidad de las reacciones de PCR se obtuvieron
productos inespecificos de mayor tamafio, y en la sintesis de PCL3-12 y PCL3-34
ademas se obtuvieron productos inespecificos de menor tamafio. Una manera de evitar
estos productos no deseados hubiese sido aumentar la estrictez de la reaccion utilizando
formamida, ya que este compuesto forma puentes de hidrogeno con el ssDNA y
desestabiliza la formacién de hibridos poco favorecidos [57]. Otra forma de disminuir
productos inespecificos en esta PCR hubiese sido disminuir la cantidad de ciclos, aunque
es posible que esta Ultima medida hubiese disminuido también la cantidad de producto
deseado.

Luego de la electroforesis para la visualizacion, se realizé una segunda electroforesis de
iguales condiciones con todo el volumen de los productos de PCR para la purificacion
desde gel utilizando el GeneJET Gel Extraction Kit, segun el protocolo especificado por
el proveedor [58].

Posteriormente, se realizé un OE-PCR con los productos de PCR recursivo, generando
en la primera etapa una hibridacién entre PCLX-12 y PCX-34 y la elongacién del hibrido
entre ellos, y en la segunda, una amplificacién de este producto, que corresponde a
PCLX, utilizando como partidores los oligonucleétidos PCLX-1 y PCLX-4.

La primera reaccion se llevé a cabo utilizando la enzima KOD Hotstart DNA Polymerase,
mediante una denaturacion inicial de 2 minutos a 94°C y 15 ciclos con una denaturacién
de 15 segundos a 94°C, annealing a 43°C por 35 segundos y extensién a 72°C por 5
segundos. La formulacion del coctel se muestra en el Anexo F — Receta para los
procedimientos de PCR, digestién, ligacion y Gibson Assembly.

La segunda reaccion se llevo a cabo utilizando la misma enzima, con un programa que
tiene una denaturacion inicial de 2 minutos a 94°C y luego 30 ciclos de denaturacion por
15 segundos a 94°C, annealing a 70°C por 35 segundos y extension a 72°C por 5
segundos; la formulacion del coctel también se muestra en el Anexo F — Receta para los
procedimientos de PCR, digestién, ligacion y Gibson Assembly. Los resultados de esta
reaccion se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 2% por 40 minutos a
80V (Figura 24).
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Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa para visualizacién de los productos de OE-PCR. Las muestras
en orden segun carriles son como sigue: 1: 50bp ladder; 2: PCL2-12; 3: PCL2-34; 4: PCL2; 5: PCL3-12; 6:
PCL3-34; 7: PCLS3; 8: PCL4-12; 9: PCL4-34; 10: PCLA4.

Es importante notar que se tiene como control de peso, ademas del ladder, los productos
del PCR recursivo en los carriles 2, 3, 5, 6, 8 y 9, y se evidencia claramente su menor
peso respecto a los productos de OE-PCR. Esto es consecuente con el hecho de que las
bandas 4, 7 y 10 tienen un peso mayor a los 50 pb.

Se observa que el orden creciente de peso de las bandas predominantes de los ultimos
carriles mencionados es 7, 4 y 10, lo cual era de esperarse si el OE-PCR entregase
resultados positivos, ya que, segun el disefio, los fragmentos PCL3, PCL2 y PCL4 tienen
un largo de 99, 120 y 135 pares de bases. De esto se concluye que el programa de PCR
y la formulacion de sus cécteles fueron disefiados de tal manera que entregaron los
amplicones deseados, aunque con un importante grado de amplificaciones inespecificas
no deseadas.

Respecto esto Ultimo, se observa claramente que las reacciones para la obtencién de
los fragmentos PCL, especialmente PCL2 y PCL4, generaron una importante pérdida de
eficiencia por cuanto gran cantidad de los nucleétidos afadidos y de la polimerasa
empleada fueron utilizados para la polimerizacion de productos no deseados de mayor
tamanfo; se atribuye esta pérdida de eficiencia y especificidad de amplificacion al tiempo
de extension utilizado en los ciclos tanto de la reaccion de elongacién como en la de
amplificacion, ya que el proveedor de la enzima sugiere un tiempo de extension de 10
segundos por cada 1 kb en el caso de fragmentos de menos de 500 pb, lo cual, para
fragmentos que rodean los 100 pb como es el caso, entregaria tiempos de extension
cercanos a 1 segundo, por lo que los 4 segundos restantes durante la elongacién de cada
ciclo no eran necesarios para la obtencion del producto deseado, y mas aun, si no
hubiesen sido considerados durante el disefio del programa, probablemente hubiesen
generado productos de PCR mucho mas limpios, es decir, con una mayor eficiencia.
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Otro motivo fundamental que muy probablemente afecté la especificidad y eficacia de la
reaccion de elongacion en OE-PCR es la temperatura de annealing utilizada en esta PCR:
los partidores en la etapa de elongacion son los mismos fragmentos blanco, con largos
que fluctian entre 55y 80 pb, por lo que las temperaturas de melting son de entre 87,8 y
96,5°C [59]. Es claro que no es posible realizar un annealing a estas temperaturas debido
a que activa la DNA polimerasa antes de que se alcance el nivel de denaturaciéon
necesario. Dado esto, se realizd el annealing de cada ciclo a 70°C, lo cual
consecuentemente generd una cantidad insuficiente de DNA denaturado y rehibridado,
disminuyendo la cantidad de copias de DNA de largo final deseado. Este problema es
conocido previamente al disefio de los programas de PCR y es parcialmente afrontado al
realizar la segunda etapa (amplificacion) del OE-PCR, pero no fue posible solucionarlo
directamente, ya que la técnica lo implica.

Es necesario mencionar el OE-PCR se intentd realizar también utilizando la enzima
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase y las recetas y programas sugeridos por el
proveedor [42], pero no se obtuvieron resultados utiles, lo cual se atribuye basicamente
a la falta de actividad hotstart que si posee KOD; esta actividad evitaria la actividad
polimerasa de la enzima antes de alcanzar el grado de denaturacion necesario para tener
una alta especificidad en el annealing.

Luego de la electroforesis para visualizacion, se realiz6 una segunda electroforesis en
agarosa al 2% solo con las muestras PCL2, PCL3 y PCL4, por 40 minutos a 80 V para
realizar purificacion desde gel. La purificacion se realizé utilizando el GeneJET Gel
Extraction Kit, segun el protocolo especificado por el proveedor [58].

Para la insercion de fragmentos en el vector de clonamiento pBS, el primer paso fue
linealizarlo mediante una digestion con la enzima de restriccion EcoRV utilizando el mix
que se especifica en el Anexo F — Receta para los procedimientos de PCR, digestion,
ligacién y Gibson Assembly. Se incubdé el mix a 37°C por 1 hora y luego se aplicd un
shock térmico para inactivaciéon enzimética a 80°C por 20 minutos. El producto de
digestidon se hizo migrar en un gel de agarosa al 1% a 85 V por 60 minutos (Figura 25).

3 kb

0,5kb

:

Figura 25: Electroforesis en gel de agarosa para purificacion de pBS digerido con EcoRV. El carril izquierdo
muestra 1 kb DNA ladder; el carril derecho posee la totalidad de la muestra para purificacion.

35



Se observa de la imagen anterior que la banda obtenida a partir de la digestion se
encuentra por sobre los 3000 pb, mientras que se esperaba un producto de 2,8 kb [45];
es posible observar también que las bandas, tanto del marcador de peso molecular como
la de la muestra, no se encuentran rectas, posiblemente debido a deformaciones
observadas en el gel producidas durante la electroforesis. Es por lo anterior que se
concluye que la banda a purificar se encuentra mas arriba de lo esperado, pero
corresponde a la digestion de pBS, ya que es el Unico plasmidio presente y el patron de
digestidon corresponde al de una digestion en un solo sitio de corte.

La banda mostrada fue cortada y purificada desde gel utilizando también el GeneJET Gel
Extraction Kit, segun el protocolo especificado por el proveedor [58].

Lo siguiente corresponde a la ligaciéon de los fragmentos PCL en el vector purificado, lo
cual se realiz6 con la enzima T4 ligasa, con la receta especificada en el Anexo F — Receta
para los procedimientos de PCR, digestion, ligacion y Gibson Assembly. EI mix de ligacion
se incub6 a 16°C overnight y posteriormente se continué con el procedimiento de
transformacioén de E. coli Top10 electrocompetente.

Para la insercion de los fragmentos PCL en el vector de transformacion, fue necesario,
tal como se muestra en la Figura 22, linealizar el plasmidio pET22b(+), abriéndolo justo
al término de la secuencia codificante para EGFP y al inicio de la de SP-Ag43, utilizando
partidores especificos, cuya secuencia se muestra en el Anexo D — Partidores para la
sintesis e insercién de fragmentos PCL en el vector de expresion. Esta linealizacion
considera en su disefio original una PCR con la receta que se muestran en el Anexo F —
Receta para los procedimientos de PCR, digestion, ligacién y Gibson Assembly, con una
denaturacion inicial de 2 minutos a 94°C y 30 ciclos con denaturacion a 94°C por 15
segundos, annealing a 62,5°C por 10 segundos y extension a 72°C por 194 segundos.

Los resultados de esta PCR no fueron satisfactorios por cuanto en la electroforesis
posterior no se revelaron bandas del peso molecular esperado (~7,8 kb). Dado esto, se
comenzo un proceso de varios PCR exploratorios para determinar las condiciones reales
distintas de las de disefio bajo las cuales los partidores hibridan y la polimerasa amplifica
correctamente el DNA blanco. En la siguiente tabla se resumen los distintos PCR
realizados para determinar las condiciones de amplificacién deseada.
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Tabla 4: Resumen de PCR exploratorios para la amplificacion y purificacion del vector backbone pET22b(+).

0 ARIACIO B A A D O A B R O AR O DO R ADO
1 1.5mM | - - - KOD HSB v - Negativo
2 1.5mM | - - - X7 HF - N4 Débil
3 1,5mM | - 0,8 M - X7 HF - - Negativo
4 1,5mM | - 15M - X7 HF - - Negativo
5 1,5mM | - 0,8M - X7 HF - - Positivo,
15 pL
6 |25mM | - - - X7 HF - - Negativo
7 1,5mM | - 0,8M - X7 HF - - Negativo
9 1,5mM | - - - X7 GC - +3°C/ciclo Negativo
10 [ 25mM | - - - X7 GC - +3°C/ciclo Negativo
11 | 1,5mM | X2 dNTP - - X7 GC - +3°C/ciclo Negativo
12 | 2,5mM | X2 dNTP - - X7 GC - +3°C/ciclo Negativo
13 [ 25mM | - - 5% X7 HF - +3°C/ciclo Negativo
14 | 25mM | - - 8% X7 HF - +3°C/ciclo Negativo
15 [ 25mM | - - 5% X7 HF v +3°C/ciclo Negativo
16 | 25mM | - - 8% X7 HF V4 +3°C/ciclo Negativo
17 | 2,5mM | X3 templado | - 5% X7 HF v +3°C/ciclo Positivo,
15 uL
18 | 2,5 mM | X3 templado - 5% X7 HF V4 +3°C/ciclo Negativo

Como se muestra en la Tabla 4, en el proceso exploratorio se variaron elementos como
concentracion de dNTP’s, templado, betaina y DMSO. Ademas, se probd con dos DNA
polimerasas distintas y sus respectivos buffers, aplicacion de hotstart previo se a la
denaturacion inicial, y aplicacion de touchdown sobre la temperatura de annealing. Se
observa que en la iteraciéon N°5 el resultado fue positivo, pero en volumen de 15 uL, y a
momento de reproducir el procedimiento en un mayor volumen (iteracion N°7) para
recuperar el producto deseado desde gel, la PCR no entregd los mismos resultados
positivos; Io mismo ocurrié con las iteraciones 17 y 18, donde lo Unico que tuvieron en
comun con los intentos 5y 7 fue la enzima y el buffer, lo cual indica que la obtencion de
resultados positivos no es reproducible. Lo anterior se confirmé realizando electroforesis
en agarosa al 2% de los stocks de partidores de 5y 100 yM, la cual revel6 que el partidor
utilizado para amplificar el plasmidio en el sentido forward se encontraba degradado casi
en su totalidad (Figura 50).

Se disefié un nuevo partidor idéntico al degradado, pero con una guanina mas en el
extremo 3’ para continuar con los procedimientos de amplificacion de PCR. La estrategia
consistid esta vez en amplificar por segmentos las partes que van unidas por Gibson
Assembly a los fragmentos PCL, de manera de aumentar el rendimiento y disminuir el
riesgo de errores al intentar amplificar fragmentos por sobre 7 kb, que era el caso anterior.
Es asi que la metodologia fue modificada para amplificar por una parte el fragmento SP-
Ag43 con homologia hacia el vector backbone, y por otra parte el fragmento EGFP-TU
también con homologia hacia el plasmidio.
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Figura 26: Amplificacién por partes de los fragmentos que van unidos por homologia a los fragmentos PCL.
En azul se muestran las zonas de homologia de los fragmentos a amplificar con el vector backbone para
una posterior ligacion por Gibson Assembly. Los partidores con texto en rojo fueron disefiados por Lagos
(2014) en un trabajo anterior y gentilmente proporcionados por su autor. Elaboracion propia.

Luego de determinar este nuevo disefio, se realizaron PCR con los partidores indicados
en la Figura 26 para amplificar los fragmentos SP-Ag43 y EGFP-TU. La composicion de
cada una de las reacciones se detalla en el Anexo F — Receta para los procedimientos
de PCR, digestion, ligacion y Gibson Assembly.

En el caso de la amplificacion de SP-Ag43 se utilizé la enzima X7 DNA Polymerase con
una denaturacion inicial de 10 minutos a 98°C que permiti6 realizar hotstart, y
posteriormente 35 ciclos con una denaturacion por 10 segundos a 98°C, annealing a
54,5°C por 20 segundos y extension a 72°C por 10 segundos. Para la amplificacién de
EGFP-TU se utilizé la misma enzima, denaturacion inicial y cantidad de ciclos, pero con
un annealing a 60°C por 20 segundos y una extensién a 72°C por 50 segundos. Los
resultados de ambas PCR se visualizaron en geles de agarosa mostrados en la Figura
27.
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Figura 27: Electroforesis en gel de agarosa para la purificacion de amplicones (60 minutos a 80V). En
amarillo se muestra el largo esperado del amplicén comparado con el obtenido, y en blanco se muestran
las bandas de peso molecular del ladder. A: gel 2% para purificacion del amplicon SP-Ag43. B: gel 1% para
purificacién del amplicon EGFP-TU.

Como se aprecia en la Figura 27, los amplicones obtenidos corresponden segun su peso
molecular a lo esperado segun el disefio anteriormente descrito, por lo que se procedi6 a
su purificacion desde gel con E.Z.N.A. Gel Extraction Kit de OMEGA bio-tek, segun el
procedimiento proporcionado por el proveedor [60].

Por otra parte, fue necesario obtener el vector backbone para la ligacion de SP-Ag43,
EGFP-TU y las variantes PCL dentro de un plasmidio, lo cual se realiz6 mediante la
extraccion de DNA plasmidial desde un cultivo saturado de E. coli Top10 con el plasmidio
pET22b(+) nativo. EI DNA plasmidial fue posteriormente digerido con las enzimas de
restriccion Ndel y Mscl para la obtencion de extremos complementarios a las colas de
SP-Ag43 y EGFP-TU, segun el procedimiento de Lagos. La digestion se llevo a cabo a
37°C por una hora y luego se realiz6 una inactivacion de las enzimas mediante incubacion
a 80°C por 20 minutos. La receta de doble digestion se muestra en el Anexo F — Receta
para los procedimientos de PCR, digestion, ligacion y Gibson Assembly.

El mix de digestibn fue cargado en un gel de agarosa y se rescatd la banda
correspondiente al fragmento deseado (~5,4 kb), para luego ser purificada utilizando el
kit OMEGA bio-tek.
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Figura 28: Electroforesis en gel de agarosa al 0,7% por 65 minutos a 80V para la purificacion de la doble
digestion de pET22b(+) nativo. Carril 1: 1 kb ladder; carril 2: pET22b(+) digerido con Ndel; carril 3:
pET22b(+) digerido con Ndel y Mscl (doble digestion); carril 4: pET22b(+) digerido con Mscl; carril 5:
pPET22b(+) sin digerir.

Analizando la Figura 28, se observa que los carriles 2, 3 y 4 presentan una Unica banda
nitida; en particular, este resultado en los carriles 2 y 4 permite deducir que la digestion
del plasmidio circular con cada una de las enzimas de restriccion por separado fue
exitosa. En el carril 5 se muestra una banda nitida por debajo de la que se encuentra en
los carriles anteriores, y una banda de menor brillo arriba de los mismos; esto
corresponde exactamente a lo esperado para un vector no digerido, debido a que la
banda superior representa el vector circular cerrado, que posee mayor dificultad para
migrar que el vector linealizado, y la banda inferior corresponderia al vector circular
superenrollado, con mayor facilidad para migrar que el vector lineal.

El fragmento que flanquean los sitios de corte de las enzimas Ndel y Mscl es de 58 pares
de bases, por lo que era de esperar que el fragmento de mayor tamafio en la doble
digestidon (~5,43 kb) se encontrase a la misma altura en el gel que los plasmidios digeridos
con solo una enzima (carriles 2 y 4; ~5,49 kb) dada la minima diferencia de tamafio y la
resolucién que permite la agarosa al 0,7%; ademas, se considera esperable también que
la banda correspondiente a los 58 pares de bases restantes no sea posible de observar,
ya que es practicamente despreciable en cuanto a proporcién masica, en esta escala de
resolucion, respecto al fragmento de mayor tamario.

De manera general, en ninguno de los carriles con DNA digerido se observa un peso que
se corresponda con el esperado, cercano a 5,4 kb, apreciandose bandas que varian entre
los 6 y 8 kb; esto es relativamente comun cuando se intenta separar acidos nucleicos de
alto peso molecular, dado que la migracion a través del gel para muestras de varios
kilobases no sigue la misma tasa que la de las moléculas marcadoras del ladder.
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Posteriormente, y ya contando con cuatro fragmentos PCL, ademas de SP y EGFP-TU,
se realizaron ligaciones en serie mediante el método de Gibson Assembly: primero se
ligé cada fragmento PCL con el marco abierto de SP-Ag43; luego, en una segunda etapa,
los productos de las reacciones anteriores se ligaron con el fragmento EGFP-TU;
finalmente, los productos de la segunda etapa se ligaron con el vector backbone para
circularizar el vector modificado para ser utilizado en una transformacion bacteriana. La
preparacion del mix para ligacion por el método de Gibson Assembly se detalla en el
Anexo F — Receta para los procedimientos de PCR, digestion, ligacion y Gibson
Assembly. Un diagrama de lo anterior se muestra en la Figura 29.
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Figura 29: Diagrama que ilustra los procedimientos de Gibson Assembly sucesivos. EL primero (GAL) une
le secuencia del péptido sefial con la de PCL; el segundo (GA2) une GAL con el fragmento EGFP-TU-
Ag43; el tercero une GA2 con el vector backbone. Es necesario hacer notar que PCL tiene homologia para
unirse por Gibson Assembly con SP-Ag43 y con EGFP; ademas, SP-Ag43 y TU-Ag43 tienen homologia
con el vector backbone para ser incorporados en un plasmidio y recircularizarlo. Elaboracion propia.

El primer Gibson Assembly, consistente en ligar SP-Ag43 con cada fragmento PCL, se
realiz6 agregando cantidades equimolares de cada fragmento en una alicuota del master
mix 2X, sumando en total entre 1,03 y 1,28 picomoles de oligonucleétidos. Se incubaron
las reacciones a 52,7°C por 30 minutos, y luego se utilizé el volumen completo de cada
una de las cuatro reacciones como templado para una amplificacion por PCR para
aumentar el namero de copias de los fragmentos SP-PCL, utilizando los partidores SP-
Fwd disefiado por Lagos y PCL1-4, PCL2-4, PCL3-4 y PCL4-4 dependiendo de la variante
de PCL utilizada. La PCR se realizé usando Phusion HF DNA Polymerase, con hotstart
durante los10 minutos de denaturacion inicial a 98°C, y 35 ciclos con denaturacion de 10
segundos a 98°C, annealing a 70°C por 20 segundos y elongacion a 72°C por 10
segundos; el coctel para esta reaccion se detalla en el Anexo 8.6. El producto de PCR se
hizo migrar en una electroforesis que se muestra en la Figura 30.
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Figura 30: Electroforesis en gel de agarosa al 2% por 45 minutos a 85 V. En A las muestras son como
sigue: 1: 50bp ladder; 2: PCL1-SPAg43; 3: PCL2-SPAg43. En B, las muestras son como sigue: 1: PCL3-
SPAg43; 3: PCL4-SPAQ43.

En la Figura 30 es posible observar que en el gel B, los carriles 2 y 3 poseen cada uno
una banda brillante y nitida, que ademas se encuentra ubicada levemente por sobre a
banda de 200 pb del ladder, lo cual es concordante con los tamafios esperados (262 y
298 pb, respectivamente). Respecto al gel A, la banda del carril 2 también es marcada y
también se ubica cercana a la posicion esperada 200 pb, aunque es algo irregular, lo cual
pudo haberse debido a la presencia de restos de gel en el hueco del carril; el carril 3
muestra dos bandas muy débiles a la altura esperada, por lo que este producto de Gibson
Assembly no pudo ser amplificado y rescatado para posteriores procedimientos.

En todos los casos se observan amplificaciones inespecificas, lo cual es esperable
debido a la posible ligacién no deseada de oligonucleétidos, que sirvieron como templado
para la PCR. Este problema fue solucionado al momento de recortar la banda desde el
gel y purificarla con el kit OMEGA bio-tek.

El segundo Gibson Assembly involucré la union de las tres purificaciones anteriormente
especificadas, cada una con el fragmento TU-EGFP purificado desde el gel de la Figura
27 (B). La cantidad total de oligonucle6tidos en este set de ligacion vario entre 0,21y 0,25
picomoles totales, que fueron colocados en alicuotas de master mix e incubados a 53,5°C
por 30 minutos. Nuevamente, el producto de esta reaccion se utilizé en su totalidad como
templado para su amplificacion mediante PCR con el uso de los partidores TU-Rev y SP-
Fwd y la enzima Phusion HF DNA Polymerase. El programa poseyé hotstart en los 10
minutos de denaturacion inicial a 98°C, y 35 ciclos con denaturaciones de 10 segundos
a 98°C, annealing a 62°C por 20 segundos y elongacion por 50 segundos a 72°C. El
coctel se preparé de manera similar al de la PCR cuyos resultados se muestran en la
Figura 30. Los resultados de la amplificacién se muestran a continuacion en la Figura 31.
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Figura 31: Electroforesis en gel de agarosa al 0,7% por 45 minutos a 85V. Carril 1: 1kb ladder; 2: TU-EGFP-
PCL1-SPAQg43; 3: TU-EGFP-PCL3-SPAg43; 4: TU-EGFP-PCL4-SPAg43.

Se aprecia en la Figura 31 que todos los productos de PCR presentaron amplificaciones
inespecificas de bajo peso molecular. Es altamente probable que esta inespecificidad de
la actividad polimerasa haya sido causada por la baja temperatura de annealing utilizada
(62°C) en comparacién con las temperaturas de melting de los partidores (77,3°C para
SP-Fwdy 74,8°C para TU-RevV), que son altas porque en su disefio original poseian colas
de homologia para Gibson Assembly pero que para esta etapa, hibridan completamente
con el templado. A pesar de esto, logran apreciarse bandas cercanas a la de 2 kb del
ladder, que corresponderian al amplicon esperado (entre 2,4 y 2,5 kb), por lo que éstas
fueron rescatadas del gel y purificadas con el kit OMEGA bio-tek.

El tercer Gibson Assembly correspondi6 a ligar el producto amplificado del GA2 con el
vector backbone obtenido por doble digestion (Figura 28). El producto de GA3 se utilizo
directamente para la transformacion bacteriana mediante electroporacion de células
electrocompetentes de la cepa Escherichia coli BL21(DE3). Es necesario hacer notar que
se sospechaba una baja eficiencia de ligacion en el GA3, ya que la cantidad de
oligonucledtidos presente en cada reaccion vario entre 0,039 y 0,058 picomoles, lo cual
esta muy cerca del minimo sugerido [47].

Se esperaba que las transformantes p10, p11, p12 y p13 fuesen las que presenten mayor
actividad secuestrante de iones arsenicales; luego de ellas, y debido al efecto de la gran
cantidad de distintos grupos de la EGFP que pudieran quedar expuestos al medio
extracelular, era de esperar que las transformantes p06, p07, p08 y p09 presenten una
actividad quelante muy similar pero levemente superior a sus similes con EGFP (p10 a
pl3). Las transformantes p04 y p05 deberian haber presentado una adsorcion
importantemente menor o nula, respecto a sus similes con el fragmento PC expuesto
hacia el exterior de la célula. Las transformantes p02 y p03 tampoco debiesen haber
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presentado adsorcion, y si asi hubiera sido, deberia haber sido incluso inferior a la de las
transformantes p04 y p05 debido a que éstas si contienen EGFP. Por ultimo, se esperaba
que la transformante de la cual por disefio provenian todas las demas, p0l (SP-EGFP-
TU) hubiese sido la que poseyera menor o nula adsorcion, debido a que no presenta
exposicion de estructuras proteicas hacia el exterior de la célula.

Dentro de las transformantes p10, pl1, p1l2 y p13, era de esperar que aquéllas que en el
disefio poseen un spacer mas largo, poseyeran una mayor capacidad quelante debido a
la mayor flexibilidad y eventual disminucion de impedimento estérico para la quelacion;
respecto a la relacion entre la biosorcion y el largo del péptido PC, no es posible
determinar un resultado esperado debido a que la literatura no sugiere una afinidad
cualitativamente comparativa entre la capacidad quelante de iones arseniato ni arsenito
con el largo de la PC.

5.3. Transformacion bacteriana y screening de Escherichia coli

La primera etapa de transformacion bacteriana se realiz6 utilizando células
electrocompetentes de Escherichia coli cepa Topl0. La preparacion de estas células
competentes se llevd a cabo segun el procedimiento especificado en el Anexo G —
Protocolo para la preparacion de células de Escherichia coli electrocompetentes.

La transformacién de las alicuotas de células electrocompetentes comienza agregando 5
ML del mix de ligacion (inserto + pBS digerido) e incubando la mezcla por 5 minutos en
hielo. Posteriormente se trasvasijo entre las placas metélicas de una cubeta y se coloco
en el electroporador, aplicando un pulso de 2200 V; luego, la cubeta se enjuagé con caldo
LB estéril y se vacio, dejando el medio mezclado con las células electroporadas en un
tubo Eppendorf de 1,5 mL, el cual e llevé a incubacion a 37°C sin agitacion.

Los cultivos de células electroporadas se sembraron en placas de LB agar con 0,5 mM
de IPTG para la induccion del operdn del vector, 100 ug/mL de ampicilina para asegurar
que las colonias que creciesen fueran transformantes, y 80 pg/mL de X-gal para
evidenciar la actividad de la B-galactosidasa y poder realizar blue-white selection y asi
determinar cudles de las transformantes eran recombinantes.

Las placas sembradas con las células electroporadas se muestran en la Figura 65 del
Anexo H — imagenes de screening de transformacion. Se sembraron algunas placas con
50 pL y otras con 100 uL del cultivo electroporado, con el fin de tener un mejor espectro
de screening en cuanto a la densidad de unidades formadoras de colonias. Las colonias
gue se muestran encerradas y numeradas en la Figura 65 corresponden a las que se
consideraron recombinantes, segun su color blanco o azul mas palido.

Posteriormente, se picaron las colonias seleccionadas, resuspendiendo la picadura en
agua destilada estéril y sometiendo la suspension a un shock térmico a 100°C por 10
minutos para luego tomar alicuotas de la suspension tratada y usarlas como templado
para una PCR. Se utilizé la enzima Go Tag DNA Polymerase sometiendo el coctel a una
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denaturacion inicial a 95°C por 1 minuto y luego a 25 ciclos de denaturacion a 95°C por
30 segundos, annealing a 70°C por 30 segundos y elongaciéon a 72°C por 6 segundos;
adicionalmente en esta reaccion se agregd una etapa de extension final a 72°C por 5
minutos. Los productos de esta PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5% por 70
minutos a 100V. El detalle del coctel de PCR se muestra en el Anexo F — Receta para los
procedimientos de PCR, digestion, ligacion y Gibson Assembly. Los resultados se
presentan en la Figura 32.
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Figura 32: Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion del producto de la PCR de colonias. Los
carriles 1" y 1” contienen 50bp DNA ladder. Los demas carriles contienen las muestras segin como se
menciona a continuacion: 2: PCL1-Al; 3: PCL1-B1; 4: PCL1-B2; 5: PCL1-C1; 6: PCL1-C2; 7: PCL1-C3; 8:
PCL2-D1; 9: PCL2-D2; 10: PCL2-E1; 11: PCL2-F1; 12: PCL2-F2; 13: PCL2-F3; 14: PCL3-G1; 15: PCL3-
G2; 16: PCL3-G3; 17: PCL3-H1,; 18: PCL3-H2; 19: PCL3-H3; 20: PCL3-11; 21: PCL3-12; 22: PCL3-J1; 23:
PCL3-K1; 24: PCL4-L1; 25: PCL4-L2; 26: PCL4-M1; 27: PCL4-M2; 28: PCL4-M3.

Primero que todo, es necesario hacer notar que a partir de lo que se muestra en la Figura
65, existen colonias no solo de color azul y blanco, sino que también crecieron colonias
de distintos grados intermedios de coloracion entre tales colores. Se presume que este
gradiente de colores es debido a que la subunidad a de la B-galactosidasa no queda
completamente truncada, lo cual genera que la actividad galactosidasa de la enzima no
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sea totalmente eliminada, probablemente porque que los insertos y la zona en la que se
incorporan al plasmidio (sitio de restriccion de EcoRV) no permiten que esta proteina
sufra una modificacién en su estructura primaria de magnitud suficiente para afectar su
sitio activo y/o su conformacion tridimensional general.

Es posible notar que todas las transformantes presentaron amplificacion por PCR de
colonia utilizando partidores para flanquear el inserto correspondiente, a excepcion de
las transformantes PCL2-E2, que debia incorporar el inserto PCL2, y PCL3-G1, PCL3-
G3, PCL3-H1, PCL3-H2 y PCL3-H3, que debian incorporar PCL3 como inserto.

Comparando los resultados de la electroforesis con la del screening en placas, es posible
notar que las colonias con resultados negativos de PCR no son las de coloracion mas
azulada (o menos blanquizca), sino que resultan ser a primera vista de un color blanco
gue hace suponer que la transformante es recombinante. De manera similar, tampoco se
tiene que las colonias con resultados positivos de PCR sean las de un color mas parecido
al blanco en comparacién con las demas; es mas, por ejemplo, la colonia 2 de la placa C
(Figura 65, Anexo 8.8) parece ser mas azulada que las demas, y aun asi entregd
resultados positivos (transformante PCL1-C2). Se puede discutir entonces sobre qué tan
determinante es el método de blue-white selection para la deteccion de transformantes
recombinantes en el caso particular de insertos de largos de 135 pb o inferiores, o al
menos insertos de similar naturaleza con insercion en la zona de corte de EcoRV en el
MCS.

Lo anterior se confirma con la secuenciacion, que revela que sélo las transformantes
PCL1-B1, PCL1-B2 y PCL3-I1 son recombinantes con el inserto incorporado de manera
integra. El resto de las colonias estaban conformadas por células que incorporaron el
plasmidio recircularizado sin inserto. El resultado positivo de la PCR y electroforesis
corresponde a falsos positivos, probablemente debido a la amplificacion inespecifica de
secuencias de similar peso al esperado pero presentes en el gDNA, que
coincidentemente fueron flanqueadas por los partidores utilizados.

Las picaduras de las colonias cuya secuenciacion tuvo los resultados deseados fueron
resuspendidas en caldo LB con ampicilina 100 mg/mL y cultivadas overnight para su
perpetuacion.

Dado el resultado anterior, se procedio a una segunda etapa de transformacion de células
electrocompetentes siguiendo los mismos protocolos ya descritos, pero esta vez sélo
para lograr perpetuar células que contuviesen los insertos PCL2 y PCL4.

Las células transformadas en esta segunda ocasion fueron seleccionadas por resistencia
a ampicilina y coloracion, como se muestra en la Figura 66 del Anexo H — imagenes de
screening de transformacion. Las colonias seleccionadas por su coloracibn mas
blanquizca y/o de color azul méas palido fueron picadas y sometidas al procedimiento de
PCR de colonias anteriormente descrito.

Los resultados de esta segunda PCR de colonias se revelan a continuacion al hacer
migrar las muestras en un gel de agarosa al 2% por 50 minutos a 80V (Figura 33).
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Figura 33: Electroforesis en gel de agarosa para la visualizacion del PCR de colonias PCL2 y PCL4. En los
carriles, las muestras son como sigue: 1: 50 bp ladder; 2: Colonia 2.1 (PCL2); 3: Colonia 2.2 (PCL2); 4:
Colonia 2.3 (PCL2); 5: Colonia 2.4 (PCL2); 6: Colonia 4.1 (PCL4); 7: Colonia 4.2 (PCL4); 8: Colonia 4.3
(PCL4); 9: Colonia 4.4 (PCL4).

Se observa que las colonias cuyas picaduras fueron sometidas a PCR de colonias
presentaron amplicones presentes entre las bandas del marcador de 100 y 150 pares de
bases; ademas, los amplicones en los carriles 2 a 5, que en teoria contenian el inserto
PCL2, son mas livianos que los de los carriles 6 a 9, lo cual es consistente con lo esperado
(PCL2 esde 120 pby PCL4 es de 135 pb). Es asi que los resultados de esta electroforesis
revelan que la insercion y transformacién parece haber sido exitosa.

Al mirar las colonias picadas en la Figura 66, se determina que en esta ocasion la
seleccion por color parece haber sido mas precisa por cuanto la mayor parte de las
colonias seleccionadas son de color blanco, y la minoria son de color azul claro; esto es
consistente con las gruesas bandas que se aprecian en la Figura 33 en todos los carriles
del gel.

Todas las colonias seleccionadas tuvieron un resultado positivo para el PCR de colonias,
por lo que fueron enviadas a secuenciacion, la cual, al contrario de lo esperado segun los
resultados anteriores, reveld que las muestras de DNA plasmidial no contenian ningun
inserto, por lo que las bandas de la electroforesis mostrada en la Figura 33 corresponden
nuevamente a falsos positivos. De esta manera es posible, considerando los problemas
ya discutidos respecto a la primera PCR de colonias realizada, que el método de blue-
white selection con X-gal en E. coli Topl0 es por cierto un método de seleccion poco
determinante en el caso de trabajar con insertos de 135 pares de bases 0 menos, ya que
la coloracion de las colonias que no son directamente azules parece no revelar en ningun
caso la presencia de plasmidio con inserto o relinealizado sin inserto.
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La transformacion de células para expresion del constructo se realizé sobre Escherichia
coli BL21(DE3) utilizando como vector el producto del GA3. El procedimiento fue idéntico
al descrito para la electroporacion de E. coli Top10 con pBluescript [I SK(+).

Los cultivos de células electroporadas fueron centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos y
luego fueron resuspendidos en 150 pL del mismo medio en el que se encontraban, para
luego sembrar esta resuspension en placas de Petri con Agar LB y ampicilina 100 pg/mL
(50 pL de cultivo en cada placa, 9 placas en total), y se incubaron por 18 horas a 37°C.
Los resultados de esta siembra se muestran en la Figura 67 del Anexo H — imagenes de
screening de transformacion.

Las colonias seleccionadas fueron picadas para luego ser cultivadas en medio liquido
con ampicilina para asegurar la incorporaciéon de pET22b(+); de estos cultivos liquidos se
extrajo 500 yL para glicerol stock y el resto se utilizé para la extraccion de DNA plasmidial.

Finalmente se utilizaron tres transformantes de cada variante del disefio para realizar
pruebas de PCR, amplificando distintas combinaciones de los fragmentos que en teoria
fueron incorporados por el vector en la bacteria. La siguiente tabla muestra los resultados
de estas PCR.

Tabla 5: Resumen de los resultados de amplificacion por PCR de distintos fragmentos introducidos en el
plasmidio de expresion.

AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS POR PCR

TRANSFORMANTE Pgl';' ESCIZ:LP " | PCL TUIDE&FP' EGFP | TU p(;s?lﬁ/lbs
p10:2 v v 2
p10s v v 2
p10s J v 2
pl2; o
pl2s 0
p12s V. v 2
p132 v 1
p13s v v v 3
p13s v v 4 v 4

Dado los resultados mostrados en la Tabla 5, se considero la secuenciacion de cuatro de
ellas para confirmar la ausencia o presencia del inserto de manera integra: pl10s, 12s,
pl3s y pl3s. Los resultados de la secuenciacion revelaron que, a pesar de que la
transformacion fue exitosa, el inserto no fue integrado completo en el vector.

Como se muestra en la Figura 34, en el vector backbone fueron integrados sélo los
extremos del inserto, esto es, la parte terminal de la secuencia del péptido sefial al
extremo amino, y la parte inicial de la unidad de translocacion al extremo carboxilo. Esto
no es consistente con los resultados de PCR mostrados en la Tabla 5, ya que, a pesar
de que no se integro el fragmento PCL en ninguna de las transformantes, si se obtuvieron
amplicones de peso similar al esperado. Sin embargo, esto si se condice con los
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resultados de PCR de colonias realizados a partir de transformaciones con pBS, que
también entregaron falsos positivos; es posible que la amplificacién bajo las condiciones
de PCR favorezca la formacion de hibridos entre los partidores que flanquean los
fragmentos PCL, mostrando en los geles bandas nitidas y brillantes de oligonucleétidos
de bajo peso molecular, similar al de los fragmentos PCL, que rapidamente permiten
inducir erroneamente que la secuencia PCL si fue exitosamente integrada en el
plasmidio.

PET22b(+)

vector backbone

Figura 34: Diagrama de los resultados de secuenciacion. La zona en color rosado representa una secuencia
no determinada. Elaboracion propia.

Por otro lado, a pesar de que la secuencia inicial de TU si fue integrada en todas las
transformantes, no hubo amplificacion de ningun fragmento en las PCR cuyo disefio
involucraba la amplificacion de esa parte del marco de lectura. Los geles para
visualizacion de estas PCR no revelaron bandas por posibles dos motivos: primero, solo
existia una hibridacion, solo el partidor que hibrida al inicio de TU lograba tener homologia
con el templado, ya que el otro partidor hibridaba con una secuencia que nunca fue
integrada; segundo, la temperatura de melting del partidor homaélogo al inicio de TU es
de 74,8°C, por lo que la amplificacion se ve termodinamicamente poco favorecida al
operar el termociclador a 70°C durante el annealing de cada ciclo.

La correcta amplificacién e incorporacion de las secuencias en pET22b(+), en particular
las secuencias PCL, presenta complicaciones debido a su gran contenido GC dado el
alto porcentaje de residuos de glicina en la zona del spacer, y a la presencia de
repeticiones de secuencias cortas en la zona PC debido a que el cédigo genético sélo
admite dos codones para el acido glutdmico y dos para la cisteina, impidiendo variar
suficientemente las secuencias codificantes para estos péptidos.

Finalmente, se descarta la presencia de contaminantes que pudiesen hibridar
indeseadamente con los extremos del vector backbone debido a que la ligacion de las
partes del inserto por Gibson Assembly fue un proceso dividido en etapas, ligando sélo
de a dos fragmentos, y ademas cada ligacion fue purificada recuperando la banda del gel
con kits de extraccion. La incorrecta incorporaciéon del inserto al vector backbone de
PET22b(+) se atribuye a una posible degradacion del fragmento a incorporar, lo cual pudo
haber generado extremos del inserto que pudieron haber sido ligados en los extremos
del vector linealizado, circularizando al final un inserto truncado.
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5.4.Bioproceso industrial para el abatimiento de arsénico

5.4.1. Fijacion de células en matrices sdlidas y adsorcion de arsénico
Palmer et al. (2007), afirman que el factor dominante del proceso de fijacién de células
bacterianas a matrices solidas se ha mantenido elusivo, y hoy se cree que hay
involucrados una multitud de factores, incluyendo el acondicionamiento de tal superficie,
transporte de masa, carga superficial, hidrofobicidad, rugosidad superficial y la
microtopografia de la superficie [61].

El acondicionamiento de una superficie se debe a la acumulacion de moléculas organicas
e inorganicas, como proteinas, que se adsorben en la superficie formando un film
acondicionado. Estas moléculas organicas e inorganicas, junto con los microorganismos,
son transportados a la superficie por difusién o en algunos casos por flujo turbulento del
liguido. La tasa de transporte y el grado de adsorcion son igualmente importantes en este
contexto. En particular, la acumulacién de moléculas en la interfase solido-liquido de
superficies en contacto con alimentos, lleva a una mayor concentracion de nutrientes
comparado con la fase fluida. En los sistemas de procesos de alimentos, el alto nivel de
nutrientes en la superficie actia como un film acondicionado [62].

En relacion con el transporte de masa convectivo, se ha reportado que en flujos
turbulentos, la creacién de multiples remolinos turbulentos pequefios pueden conducir a
particulas pequefias, incluyendo bacterias, hacia las superficies y que a su vez pueden
anular la barrera de la energia libre de Gibbs requerida por las bacterias para llegar a
estar en contacto con la superficie [61]. Ademas, se ha reportado que el transporte activo
mediado por la actividad de flagelos bacterianos y quimiotaxis, ha sido considerado un
importante mecanismo que permite a las bacterias interaccionar con una superficie [63].
Por otro lado, Pratt et al. (1998) demostraron que la motilidad, y no la quimiotaxis, es
critica para la formacion normal de un biofilm, de manera que la guimiotaxis es
prescindible para la formacién de tal estructura; ademas, la motilidad es importante para
la interaccion inicial con la superficie y para el movimiento a lo largo de ella [64].

Una vez gque las bacterias han sido transportadas a una distancia suficiente para
interaccionar, las fuerzas involucradas en esta adhesion inicial corresponden a fuerzas
de Van der Waals, fuerzas electrostéaticas e interacciones hidrofobicas [61]. El siguiente
paso crucial en el proceso de adhesion es la fijacion irreversible de las células en la
superficie, quedando las bacterias capturadas en la superficie por la produccion de
exopolisacaridos (EPS) y/o ligandos especificos, como pili o fimbrias, que pueden
acomplejarse con la superficie [65].

Las células bacterianas generalmente tienen una carga neta negativa en su pared celular
a pH neutro [66]. Pero, la magnitud de la carga varia entre especies y es influenciada
probablemente por las condiciones de cultivo, su antigiiedad, la fuerza idnica y pH. La
carga superficial bacteriana esta dada por la presencia de grupos carboxilo, fosfato y
amino, tanto en forma protonada como disociada, y la carga superficial, entonces,
depende del pH del medio [67]. Consecuentemente, el potencial zeta? de la célula

2 El potencial zeta se calcula como la movilidad de la célula bacteriana en presencia de un campo eléctrico
bajo condiciones determinadas de pH y concentracién de sales [61].
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bacteriana depende fuertemente de la fuerza ionica del medio en que suspende, y a
mayor fuerza iénica, mas iones hay disponibles para proteger, y por lo tanto, neutralizar
la carga de la superficie. La carga superficial del soporte inerte al cual las bacterias
pueden adherirse cumple también un importante rol en la fijacion bacteriana [61].

Davies (2000) concluyé que las diferencias en la hidrofobicidad superficial de distintas
bacterias es resultado de propiedades conferidas a la superficie celular por moléculas
como proteinas y lipidos. Existe evidencia de que la hidrofobicidad de las células puede
estar relacionada con estructuras proteicas de la superficie bacteriana [68]. El rol de los
lipopolisacéaridos (LPS) en la adhesion a superficies sélidas se mantiene confuso, pero la
evidencia apunta a que la presencia de LPS en la superficie celular tiende a hacer a la
célula mas hidrofilica en su naturaleza, y que la pérdida de LPS resulta en que la célula
tiene caracter superficial mas hidrofébico [61].

Respecto a la rugosidad superficial y microtopografia del sélido sorbente, Verran et al.
(2006) concluyeron que las superficies con ralladuras y picaduras de tamaifio similar a
células microbianas retienen mayor numero de células que las superficies con
irregularidades (poros) mucho mas grandes que las células microbianas [69].

Teniendo en consideracion todo lo anterior, y con el fin de determinar las caracteristicas
fisicas, quimicas y fisicoquimicas de un material que retenga a las bacterias por adsorcion
(quimisorcién o fisisorcion), se hace necesario conocer en detalle las caracteristicas
particulares de Escherichia coli en cuanto a la motilidad otorgada por su morfologia, nivel
de produccion de EPS, grado de hidrofobicidad de su pared y carga superficial (potencial
zeta) en las condiciones del PLS. Ademas, es necesario tener nociones de las
propiedades fisicas del PLS como viscosidad y densidad (a temperatura de operacion)
para conocer cOmo seria el transporte de masa de especies acondicionadoras de la
superficie seleccionada y de las células desde el seno del fluido hasta tal superficie.

En cuanto al fendbmeno fisicoquimico de adsorcion como tal, es sabido que su velocidad
es controlada por las velocidades de tres procesos basicos: (1) la velocidad del
movimiento del adsorbato en el film liquido en la superficie de la particula adsorbente; (2)
velocidad de difusién intraparticula; (3) la velocidad de adsorcion en la superficie del
adsorbente. Usualmente el tercer proceso es muy rapido, por lo que la velocidad de
adsorcién sera dependiente de los dos primeros procesos difusivos [70].

Gilbert et al. (1991) trabajaron bajo la evidencia reportada anteriormente relativa a que el
ambiente, la tasa y etapa de crecimiento de bacterias en sistemas cerrados influye
profundamente sobre sus mecanismos regulatorios que determinan las propiedades
superficiales de las células. Estimaron la hidrofobicidad de la superficie de Escherichia
coli ATCC 8739 a través del porcentaje de retencion en la columna de octil sefarosa
relativo al numero eluido en una columna control de sefarosa (cromatografia de
interaccién hidrofébica, HIC). La carga superficial se determiné a través de la movilidad
en electroforesis, aplicando 60V y midiendo las distancias recorridas por células
individuales bajo ese campo eléctrico [71].
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A medida que los cultivos alcanzaban el estado estacionario, la hidrofobicidad de la
superficie aumenté marcadamente a un valor que se mantuvo a lo largo de la fase
estacionaria hasta 16 horas luego de inocular el cultivo. Simultdneamente, la negatividad
superficial disminuyd. Los cambios fueron rdpidos y ocurrieron dentro de las 2 primeras
horas de la fase estacionaria. Luego de eso, las disminuciones en la hidrofobicidad
superficial y el caracter negativo de la superficie celular continuaron a una tasa mucho
menor. [71]. Lo anteriormente descrito se muestra de manera mas esquemaética en la
Figura 35:
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Figura 35: Variacion de la motilidad electroforética (a) y de la hidrofobicidad superficial (b) respecto al
tiempo de cultivo (en puntos blancos). Se observa que la movilidad disminuye al principio de la fase
estacionaria y luego comienza a aumentar, mientras que la hidrofobicidad aumenta al inicio de la misma
etapa y luego disminuye para mantenerse constante [71].

Se determind que Escherichia coli es bastante mas hidrofilica que algunas bacterias
Gram-positivas, particularmente que Staphylococcus epidermis, bajo todas las
condiciones estudiadas. Ademas, se corroboré que la movilidad electroforética de las
células se ve afectada no sélo por el potencial de superficie, tamafio y forma celular, sino
gue también por la caida de voltaje, fuerza ionica, pH, temperatura y viscosidad del medio
[71].

Para determinar el tipo de solido que es adecuado para fijar estas bacterias, y
considerando primero su carga superficial en el estado estacionario, es claro que se
requiere de una superficie cargada positivamente para que exista una atraccion
electrostatica entre tal adsorbente y la célula bacteriana; por otra parte, dado que la
hidrofobicidad superficial es cercana al 50% en la fase estacionaria, este parametro no
es determinante por cuanto la hidrofobicidad de la superficie de la célula es similar a su
hidrofilicidad.

El andlisis anterior estd basado en la fase estacionaria, ya que para la etapa de

crecimiento exponencial, el maximo de carga superficial es durante la primera hora de

cultivo (y luego hay una baja muy marcada), lo cual implica tener una densidad Optica

muy baja, y se necesitarian grandes volimenes de cultivo para obtener una cantidad de

biomasa considerable; ademas, durante la misma etapa, la hidrofobicidad decrece pero
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de manera muy sutil, por lo que tampoco es una buena alternativa considerar tiempos
muy cortos de cultivo si se sabe que posteriormente tal hidrofobicidad aumentara y se
mantendra estable cerca del 50%.

En este mismo estudio, una examinacion de los cultivos por microscopia electronica
mostro la proporcién de células que llevan fimbrias tipo 1. Esta proporcion se mantuvo
relativamente constante (15-20%) durante la fase de crecimiento exponencial, pero
aumento (35-40%) en la etapa estacionaria temprana [71]. Esto refuerza la idea de que
la adsorcion de las células se ve favorecida de manera general si ésta se hace luego del
inicio de la fase estacionaria.

Ademas, Lytle et al. (1999) estudiaron la movilidad electroforética de distintas cepas de
E. coli, y concluyeron que las células alcanzan el punto isoeléctrico siempre por debajo
de pH 4,3 [72], por lo que, bajo las condiciones de operacién del proceso (pH=1,4), la
carga superficial del material adsorbente no deberia ser un factor verdaderamente
influyente en el fendmeno de adsorcion bacteriana.

Respecto al fendbmeno de adsorcion en general, éste se lleva a cabo en tres etapas:
macrotransporte, microtransporte y sorcion. El macrotransporte involucra el movimiento
del adsorbato a través del agua hasta la interfase liquido-solido por adveccion y difusion.
El microtransporte involucra la difusion del adsorbato a través del sistema de macroporos
del sélido adsorbente. Aunque la adsorcion también ocurre en la superficie del sélido
sorbente y los macroporos y mesoporos, la superficie de esta zona de la mayoria de los
sélidos es extremadamente pequefia comparada con la superficie de los microporos,
tanto asi que la cantidad de materia adsorbida ahi es considerada despreciable [30].

Macroporo

Mesoporo

Vista expandida de estructura
Particula granular interna

Figura 36: Sitios de adsorcién macroporo, mesoporo, microporo y submicroporo en un sélido. Adaptado de
Metcalf y Eddy ([30]).

Dos caracteristicas importantes del solido adsorbente son su extremadamente alta razén
entre area superficial y volumen, y su afinidad preferencial por ciertos constituyentes en
la fase liquida. [30] Como se menciond anteriormente, es necesario que los poros del
material tengan un tamafio similar al de una célula bacteriana para favorecer su fijacion
sobre el sélido (Verran et al., 2006). En este caso, seria conveniente considerar
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materiales particulados cuyos poros tengan un didmetro cercano y no menor a 2 um,
dado que ése es el largo promedio del bacilo Escherichia coli [73].

Considerando todo el analisis bibliografico anterior, los factores que determinaran una
satisfactoria adsorcion de células a un solido sorbente se ven reducidos Unicamente al
acondicionamiento de la superficie, el transporte de masa y el tamafio y abundancia de
poros del material adsorbente.

Se han reportado en la literatura trabajos relacionados con la fijacién de Escherichia coli
en materiales particulados de bajo costo de adquisicidn, estabilidad quimica y eficiencia
de retencion de células adheridas.

Wang et al. (2014) estudiaron la cinética de adsorcion y desorcion de E. coli en su fase
logaritmica de crecimiento en particulas de cuarzo de distinta granulometria y lograron
obtener las isotermas de adsorcidon para cada caso; con esto, determinaron que mientras
menor es el tamafo de particula, mayor es la capacidad de adsorcion y menores son los
tiempos requeridos para alcanzar el equilibrio, siendo todos éstos menores a 60 minutos
cuando la concentracion inicial de células en suspensién es de 10° CFU/mL; el cuarzo
logré alcanzar mas del 95% de retencion de células para el caso de las particulas mas
finas, y la desorcién de las mismas con agua pura no supera el 3,6%, lo cual se explicaria
con la presencia de sorcidn irreversible por la aparicion de uniones especificas y
reacciones quimicas entre los grupos de las superficies mineral y bacteriana [70].

Wang et al. (2014) concluyeron que el modelo con mayores coeficientes de correlacion
con datos reales de la cinética de adsorcién, y que, por lo tanto, el que mejor se ajusta a
tal cinética de interaccion E. coli — cuarzo, es la ecuacion de velocidad de pseudo
segundo orden (PSORE, pseudo-second order rate equation). En cuanto al equilibrio
fisicoquimico de adsorcion, luego de comparar los modelos de Langmuir, Freunlich,
Henry y Temkin, se concluyé que la ecuacioén de Henry es la méas apropiada para describir
la isoterma de adsorcion de E. coli en este material (R>20,96):

Ecuacién 1: Isoterma de Henry
Qeq = ky - Ceq

Donde ye es la cantidad adsorbida de bacterias en la superficie del cuarzo medida en
CFU/g, xe es la concentracion en equilibrio de bacterias en suspensiéon medida en
CFU/mL y ky es el coeficiente de distribucion. El valor de ky es dependiente del tamafio
de particula y de si el proceso descrito es adsorcion o desorcion [70]. Adicionalmente,
encontraron una correlacion entre el valor ky y el diametro promedio de particula:

Ecuacion 2: Correlacion entre la constante de Henry y el diametro de particula
ky = —0,15d + 49,21

Donde d es el diametro promedio de particula expresado en um; la relacion lineal anterior
entrega un coeficiente de correlacion R?=0,9547, lo cual indica que es posible extrapolarlo
para distintos didmetros (20-350 um) con relativa precision, siempre que el adsorbente
sea cuarzo [70].
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El cuarzo, quimicamente didéxido de silicio, presenta una estabilidad quimica deseable
como funcién del pH y del potencial de reduccién (Figura 51, Anexo A — Imagenes);
particularmente, es sabido que el silicio se mantiene estable en su forma SiO2apH 1,4y
con un ORP=414 mV, que son las condiciones de los flujos en el punto de incorporacion
de la operacion bajo estudio. Es mas, la alta fuerza iénica del medio conlleva a una mejora
en la adhesion de bacterias cargadas negativamente en perlas de silice, cuarzo y arenas,
debido a una disminucién de la barrera energética de la adsorcion reversible [74].

Ademas, el cuarzo en general no es atacado por acidos; la principal excepcion es el acido
fluorhidrico, que descompone el cuarzo para formar fluoruro de silicio y acido
hidrofluorosilicico. El SiO2 también es atacado por sustancias alcalinas; la velocidad de
reaccion depende del tipo de cristal y su tamafo: el cuarzo cristalino se disuelve muy
lentamente en soluciones acuosas calientes, mientras que cuarzo amorfo se disuelve
facilmente a temperatura ambiente [75].

Dado lo anterior, el cuarzo particulado se convierte en una muy buena alternativa para su
uso como material bioadsorbente para ser incorporado al proceso, principalmente por su
afinidad e interaccién con la biomasa y por su estabilidad quimica. La eventual dificultad
surge al momento de intentar concebir un mecanismo para desorber el arsénico de las
particulas: no es posible desorber las células del cuarzo por métodos quimicos, ya que
el uso de acidos no afecta las propiedades del material, y el uso de bases lo disuelve. La
manera de realizar la recuperacion del adsorbente consistiria entonces en la desorcién
de solo las especies arsenicales de la superficie celular.

En otro estudio, Hooshyari (2017) estudié cuatro materiales distintos que son productos
secundarios de otros procesos, para la remocién de E. coli desde agua de lluvia: astillas
de acero, escoria de acero de hornos de arco eléctrico, caliza y zeolitas [76]. Se utiliz6 el
modelo de Freunlich para ajustar los datos experimentales obtenidos. Nuevamente, a
menor tamafio de particula, mayor es la capacidad y eficiencia de adsorcion de células
bacterianas en la superficie de todos los materiales en estudio [76].

A pesar de que las eficiencias de remocién de bacterias con astillas de acero, escoria de
acero y caliza resultaron ser las mayores (100, 99,5 y 86,5% respectivamente [76]), no
es posible considerar estos materiales como potenciales soportes de sorcion de biomasa:
el potencial redox de los flujos del proceso AAA es demasiado oxidante para el acero
(oxidaria el Fe® a Fe*?) y el pH estéa fuera de los rangos de pasivacion y proteccion [77],
mientras que para la caliza, su alta reactividad con acidos y el bajo pH causaria
inevitablemente su solubilizacion. En cuanto a las zeolitas, no se reporta en la literatura
un estudio directo de la estabilidad acido-base y redox, dado que la composicién —y por
tanto, los tipos de enlace y la cristalografia de este mineral — es muy variable dependiendo
del tipo de roca, procedencia y en general del proceso geoldgico para su origen.

Con lo anterior, este material resulta no ser un potencial soporte para la adsorcion de
biomasa, debido a la incertidumbre sobre su estabilidad termodinamica y el
desconocimiento de su cinética de lixiviacién bajo las condiciones del proceso AAA. No
obstante, es posible prever que la adsorcion de células bacterianas sobre zeolitas tendra
una menor concentracién de saturacion en comparacién con el cuarzo, ya que se ha
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reportado que en equilibrio termodinamico, el cuarzo adsorbe hasta 1,9x10° CFU por
gramo de adsorbente con el tamafio de particula menos favorable [70], mientras que las
zeolitas so6lo adsorben hasta 4,8x10* CFU por gramo de adsorbente con el tamafio de
particula mas pequefio [76], en ambos casos considerando una la concentracion de
equilibrio en el liquido de 10° CFU/mL. Ademas, el pH en el cual se realizaron las pruebas
con zeolitas era cercano a 8, lo cual permite presumir que un pH inferior a 2 entregaria
valores que no se ajustan con los parametros ni/o con el modelo entregados.

En cuanto a la adsorcidon de arsénico, y debido a que no ha sido posible caracterizar la
fisicoquimica de fijacion de arsénico en células bacterianas que expresan fitoquelatinas,
se determind mediante busqueda bibliografica la cinética y la isoterma de un proceso
analogable al que se intentd caracterizar mediante expresion heterdloga.

Merrifield et al. (2004) caracterizaron el potencial adsorbente sobre mercurio de perlas
de quitosan con injertos de grupos tiol, donde las fueron injertadas cisteinas para
incorporar grupos tiol a la superficie y asi mejorar su capacidad adsorbente a distintos
pH. Se desarroll6 un modelo cinético de adsorcion de mercurio de difusion radial en el
poro sobre una perla esférica con adsorcién no lineal [78]. Ademas, se determind que la
fijacion de iones Hg?* se puede ajustar a la isoterma de Freunlich:

Ecuacién 3: isoterma de Freunlich para la fijacion de Hg2+ en quitosan cubierto en cisteinas [78].
Yeq = Kp - xgcll

Donde yeq €s la concentracion de mercurio en equilibrio sobre el sélido en mmol/g, Xeq €S
la concentracion en equilibrio en la fase acuosa en mM, Kr es la constante de
proporcionalidad en [(mmol/g)-(L/mmol)™ y m es el coeficiente de adsorcion
adimensional de Freundlich. El valor reportado para Kr es 1,85y para m es 0,207 [78].

5.4.2. Determinacion y disefio de procesos para fijacion de arsénico

5.4.2.1. Abatimiento en columnas empacadas
Enfocando lo anterior hacia el disefio de una operacion unitaria, cabe mencionar que el
intercambio i6nico podria concebirse como una operacion de reaccién que ocurre en un
reactor de lecho empacado; de manera similar, un filtro percolador podria concebirse
como un equipo de utilidad muy parecida pero que no considera altas presiones, sino
mayores areas de intercambio. Este tipo de equipos son rellenados con algun tipo de
material para empacar, como roca, escoria, ceramica 0, mas comunmente hoy, plastico.

De esta forma y usando este tipo de disefio ya probado, se podria disefiar un reactor de
lecho empacado tipo columna en el cual el relleno tenga adheridas las bacterias
modificadas, capaces de adsorber el arsénico del flujo a remediar. Particularmente, es
directo pensar que, dados los grandes flujos de la planta, se requeririan columnas de
gran diametro, lo cual facilmente podria generar el colapso de las particulas y/o
taponamiento del lecho si éste se encuentra presurizado, y, mas aun, la presion necesaria
para equipos de intercambio idnico generaria inevitablemente gastos considerables en
energia mecdanica a la escala del proceso AAA.
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Por lo anterior, se determina que es mas ad hoc y viable para el proceso existente, la
incorporacion de un filtro percolador. El flujo de alimentacién normalmente se incorpora
al equipo en la parte superior del empacado a través de brazos distribuidores que se
extienden a lo largo del diametro interno del filtro percolador y tienen variadas aberturas
para entregar una tasa uniforme de aplicacion por unidad de area. Los brazos
distribuidores son rotados por la fuerza del agua que sale por las aberturas, o por el uso
de accion eléctrica [30]. Dentro del filtro percolador, se desarrolla una capa de limo que
varia entre 0,1 y 0,2 mm de espesor, que estaria, en este caso, formado por bacterias
adheridas. Cuando las células bacterianas pierden su habilidad de mantenerse
adheridas, el liquido lava la capa de limo, fendbmeno denominado sloughing, y es
principalmente una funcion de la carga hidraulica (y organica en el caso de tratamiento
de aguas residuales) sobre el filtro. La carga hidraulica da cuenta de las velocidades de
corte, por lo que el sloughing puede ser controlado usando un distribuidor de agua con
accion eléctrica para variar la velocidad rotacional [30].

Las desventajas de este tipo de filtro se basan en que puede constituir una mayor fuente
de olores y menor calidad del efluente (enfocado en usos posteriores) [30]. En el caso del
proceso AAA, los flujos de entrada ni de salida constituyen una fuente considerable de
olores (atribuidas més a flujos de alta carga organica, lo cual no es el caso en este trabajo)
y tampoco es necesario conseguir que el efluente de este filtro obtenga una mayor calidad
(ademas de su menor concentracién de arsénico), por lo que las desventajas en el uso
de este tipo de equipo no aplican en el caso de ser implementado en la planta de ECL.

En cuanto al lecho empacado del filtro, el ideal corresponde a un material que tenga alta
resistencia y area de superficie por unidad de volumen, y que sea de bajo costo, alta
durabilidad y alta porosidad para minimizar la obstruccién. Los materiales tipicos
utilizados corresponden a roca de rio, plastico y madera de secoya [30]. El filtro para este
proceso se dimensiono utilizando como relleno particulas de cuarzo del diametro mas
grueso estudiado por Wang et al., correspondiente a 351 ym.

Howland (1958) propuso que, para este tipo de filtros, el tiempo de contacto del liquido
con el biofilm es proporcional a la profundidad del filtro e inversamente proporcional al
flux aplicado como se muestra a continuacion:

Ecuacién 4: Tiempo de residencia en un filtro percolador.

C-H
=
Donde n corresponde a la constante hidraulica (adimensional, igual a 0,67 para rellenos
de canales plasticos) propia del material del lecho, y C es la constante del lecho
empacado.De acuerdo a la ecuacion anterior, a medida que aumenta el flux de entrada

al filtro, el tiempo de residencia no disminuye en directa proporcion al flujo, debido a que
el espesor del film del liquido aumenta [30].

t

Por otra parte, la pérdida de carga de lechos empacados puede ser estimada segun la
correlacion de Ergun [79]:
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Ecuacion 5: Caida de presion por friccién en lechos empacados.

AP 1—¢)? ‘U 1—¢ - u?
fr_ 150( ) u-Uy n 1’75( ) Pr - UG
H (":3 ((ps .dP)Z 83 <DS 'dp

El rango de flux que puede operar un filtro percolador depende del tipo de relleno;
sabiendo el valor del flux y del flujo dado por la planta, se determina el area requerida
para tratar todo el flujo, y con eso el diametro del filtro:

Ecuacion 6: Relacion entre el area del filtro y el flux de alimentacion.

_Q
q= A,
Donde Q es el flujo y A el &rea total del filtro percolador. Realizando un balance de energia
del fluido utilizando el modelo de Bernoulli, se obtiene un polinomio para la altura en
funcién de valores conocidos y del tiempo de residencia, el cual es determinado
analogando la adsorciéon de &cido arsénico?® en las fitoquelatinas con la adsorcién de
mercurio en una superficie recubierta con cisteinas; este supuesto se basa en que el
fendbmeno de fijacion de un metaloide, tanto en PC como en cisteina, se lleva a cabo a
partir de la formacién de un complejo llamado tiolato, compuesto por el grupo tiol con
algun metal de transicion (o elemento anfétero) suaves y de alta polarizabilidad [78].

Se considero la cinética y la isoterma de adsorcion en condiciones méas acidas y de menor
agitacion, estudiadas por Merrifield et al. (2004). A partir de los datos experimentales, se
considera que la saturacion del adsorbente se obtiene cerca de las 7 horas de exposicion,
como se muestra a continuacion:

0.6
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50 rpm
0.4 4 —3
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Figura 37: Cinética de captacion de Hg2* en perlas de quitosan recubierto con cisteinas. La concentracién
de adsorbente fue de 0,19 g/L y el pH igual a 4,0 [78].

Dado lo anterior, la altura estimada del filtro es de 3,3 m, como se muestra en el Anexo
8.9.1. A pesar de que la altura del filtro dimensionado esta fuera del rango comun dentro

8 El acido arsénico (H3AsQa) es la especie que se encuentra en proporcion significativamente mayor a pH
inferior a 2, tal como muestra la Figura 53.
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del que se mueven para filtros percoladores (entre 0,9 y 2,5 m [30]), el valor obtenido es
s6lo cerca del 30% mayor al maximo encontrado regularmente, y era de esperar que
dada la dificultad actual para inmovilizar el arsénico, los tiempos de residencia, que
determinan el largo del filtro, fuesen de varias horas. Con este valor, y sensibilizando el
valor de los parametros de la Ecuacion 4, se obtiene una superficie de valores para el
flux, como se muestra en el gréafico de la siguiente figura.

Dependencia entre flux y constantes, H1=3 5 [m]

022
0.2

=

[
g
I

0.158

=
[yu]
!

1012

~|0.03

Flux de alimentacion "g" [m3/mZ-d]

0.6

Constante C [Lfm3] 0 0z Coeficiente n [-]

Figura 38: Dependencia del flux de alimentacién con respecto a las constantes de la ecuacién de disefio
del filtro percolador. La altura se mantuvo fija igual a 3,5 m. Simulacion realizada en MATLAB.

Se obtuvo a partir de la simulacion que generd la Figura 38 el rango en el cual se mueve
el valor del flux, y se tiene que mediante el modelo propuesto, tal flux es siempre menor
a 0,24 m3/m2-d, por lo que es viable operar el filtro con el relleno propuesto sin que éste
se inunde: la literatura siguiere que los filtros percoladores de menor capacidad hidraulica
no deben sobrepasar el valor de 1 m3/m2-d [30].

Considerando entonces el mayor valor del flux obtenido, los valores de las constantes
ajustadas corresponden a lo que sigue:

. L
-
n*=1
m3 m3
*=0,24 =2,78%x107°
=024 | i |

El area se obtuvo entonces de la Ecuacion 6, utilizando el valor del flux recién reportado:
Ap = 10155 [m?]
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Lo cual equivale a un filtro de un diametro de 114 m; claramente no es posible tener un
solo filtro de tal diametro, pero el area se puede distribuir en varios filtros operando en
paralelo, de manera de distribuir el flujo a tratar en varios equipos idénticos. Con las
dimensiones del filtro ya determinadas, se calcul6 luego la cantidad total de biomasa que
se puede adsorber en el lecho, lo cual se detalla en el Anexo 8.9.1 — Dimensionamiento
de filtros percoladores.

Dada la relacion algebraica entre n filtros de radio r cuya suma de areas es igual a Ar, se
determind que un solo filtro de 114 m de didmetro es equivalente, en capacidad y en
demanda de biomasa, a operar 5 filtros de 52 metros de diametro operando
simultdneamente en paralelo, lo cual esta dentro de las dimensiones validas reportadas
para filtros percoladores rellenos con piedras (hasta 61 de diametro [80]). La
demostracion de esta equivalencia se muestra en el Anexo 8.9.1.

Tomando un margen de seguridad del 20% en caso de haber fluctuaciones de los flujos,
la operacion de adsorcion en columnas consta del funcionamiento en paralelo de 6 filtros
percoladores de 52 metros de didmetro cada uno. Para generar una holgura asociada a
tiempos de lavado y acondicionamiento de los rellenos, la operacion completa debe
considerar la existencia de 7 filtros idénticos de 52 metros de diametro cada uno.

La idealidad de la adsorcion de biomasa en el soporte de cuarzo consiste en el
recubrimiento del 100% de la superficie especifica de cada filtro; sin embargo, se estudio
la variacion de la eficiencia de retencién de arsénico dependiente del porcentaje de
recubrimiento de las particulas de cuarzo.

Variacion de la concentracion de arsénico en la
salida de filtro
90
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Figura 39: Dependencia de la capacidad de abatimiento de arsénico del filtro con el porcentaje de
recubrimiento del relleno con biomasa. Los datos exactos se reportan en la Tabla 10 del Anexo 8.9.1.
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Como era de esperar, la concentracion de arsénico a la salida disminuye conforme
aumenta la proporcion de superficie de solidos del filtro cubierta por biomasa; esto es
equivalente a afirmar que la cantidad de arsénico retenido aumenta a medida que se
incrementa el porcentaje de recubrimiento biolégico del cuarzo. Lo anterior se debe
evidentemente al aumento de la superficie de contacto que efectivamente permite la
transferencia de masa mediante el fendbmeno de adsorcién. Consecuentemente, la
eficiencia también aumenta a medida que crece la superficie cubierta con bacterias, y tal
eficiencia abarca valores de entre 37 y 88% de retencion, lo cual esta dentro de lo
esperado considerando que el proceso AAA general logra abatir el 88% del arsénico,
siendo la un supuesto razonable esperar que el rendimiento de la etapa biotecnologica
no supere tal rendimiento debido a las barreras termodinamicas de la adsorcion.

En cuanto a la produccién de la biomasa, el disefio del equipo de fermentacion apunté a
la produccion de la mayor demanda de material biol6gico, es decir, a producir la cantidad
suficiente de células bacterianas para cubrir la totalidad del area interna total de un filtro.
Dado esto, se requiere que el lecho alcance una concentracion de 4,21x10° UFC por
cada gramo de relleno, y segun la isoterma de Henry planteada por Wang et al. (2014),
la concentracién correspondiente en equilibrio de células en suspension es de 2,21x10°
CFU por cada mililitro de suspension. Realizando un balance de masa, e imponiendo un
flujo de cultivo hidraulicamente adecuado para el filtro, se obtiene que la concentracién
celular de alimentaciéon para el acondicionamiento* de cada columna es de 2x10%
CFU/mL, lo cual es imposible de lograr si el flujo para el acondicionamiento del relleno
proviene directamente de un fermentador.

La discusion anterior permite deducir la necesidad de contar con un equipo auxiliar de
concentracion de biomasa. El objetivo seria generar un flujo de concentraciéon celular lo
suficientemente alta como para lograr el equilibrio fisicoquimico deseado mediante
adsorcion en el interior del filtro. Como se asume que las caracteristicas morfologicas y
guimicas de las bacterias son adecuadas para una correcta adsorcion, lo ideal seria no
alterar tales condiciones mediante la incorporacion de agentes quimicos o de
operaciones que generen demasiado estrés mecanico, ya que cualquiera de estos dos
caminos podria interferir en la integridad y propiedades de la superficie celular.

No obstante, es necesario considerar que la seleccién de equipos de separacion se basa
ampliamente en el tamafio de las particulas en el fluido. Otras consideraciones como
densidad, viscosidad, concentraciébn de particulas, y magnitud de flujo también se
consideran en la seleccion del proceso, igual que el precio de la particula, del fluido y la
eficiencia y costo de la captura de la particula en el proceso, pero son criterios
secundarios [81].

Dado lo anterior, y considerando un tamafio de particula cercano a los 2 pm, las
operaciones que pueden ser aplicables para la separacion de particulas del orden de
micras desde medio liquido son realizadas a través de equipos de sedimentacion
centrifuga, dentro de los cuales los ciclones son los mas ampliamente usados para la

4 Etapa en la cual el relleno del filtro percolador es preparado para el abatimiento de arsénico, mediante la
adsorcion de biomasa en las particulas que lo componen.
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separacion eficiente de particulas por sobre 5 um de didmetro, por lo que no seria
aplicable para separar células. Las centrifugas pueden aumentar enormemente la
velocidad de sedimentacion, especialmente cuando las particulas son muy pequefas
(<10 um); dentro de estos equipos, las centrifugas de discos presentan la ventaja
operacional de poder ser disefiadas con una boquilla para la remocion continua de
concentrado [81, 82]. Ademas, este tipo de centrifugas opera en un rango de tamafio de
particula entre los 0,5 y 200 um y es ideal para las bioseparaciones [81]. El disefio de
estos equipos se rige por la siguiente relacion:

Ecuacion 7: Ecuacion de disefio de una centrifuga de discos.

g-d3 2mn?
Q= 18; (op = pr) |35~ (R3 — RI) -ctgt
Donde:
g-dp
Vg = 181 (pr — PF)
2mn?
=35 (R — R3) - ctgh

Quedando:

Q=vy, %

Con lo mencionado en el parrafo anterior, el proceso se disefio integrando una centrifuga
de discos a la salida del biorreactor para concentrar el flujo de acondicionamiento de la
columna. El dimensionamiento de la centrifuga de discos con boquilla entregd como
resultado un equipo con un didmetro externo de 1,25 m, un factor 2 de 1,44x10° m? y un
consumo de potencia de 40 MW cuando opera con una velocidad angular de 3200 rpm
determinada a partir de la ponderacién de la maxima velocidad de centrifugas de discos
de mayor tamario [83, 84] para obtener un margen de seguridad del 20%, poseyendo 150
discos (maximo recomendado para el disefio [81]), con un angulo de cono de 43°,
correspondiente al promedio del rango sugerido [83, 84] (Anexo 8.9.2).

Naturalmente, las dimensiones y parametros caracteristicos de disefio resultantes del
dimensionamiento de este equipo de separacién sélido-liquido se encuentran por sobre
los valores que estan ya tabulados para centrifugas de discos con boquilla para
recuperacion continua de lodo. El area especifica del equipo es cerca de 15 veces
superior a los mayores valores de 2 reportados [83], y los requerimientos de flujo son
cerca de la misma cantidad de veces superior a lo que satisfacen centrifugas de discos
clasificadas tradicionalmente como de alta capacidad; lo anterior, sumado al hecho de
que 2 es proporcional al flujo, y a que el parametro de proporcionalidad entre ambos es
un valor que depende sélo de la particula, explican la concordancia entre la superioridad
en o6rdenes de magnitud tanto del flujo de operacion impuesto y el area especifica
obtenida mediante dimensionamiento.
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El tamafio de los discos de la centrifuga fue determinado semicuantitativamente mediante
la utilizacion de multiplos de la aceleracion de gravedad, comunes para centrifugas de la
geometria seleccionada. El radio obtenido es cerca del doble del de los discos de mayor
envergadura registrados en la literatura [83]. La estrategia de dimensionamiento
empleada es en esencia un meétodo grueso de escalamiento que estima un valor
numérico que dependiente exclusivamente de parametros propios de la particula, por lo
que se presume que, a pesar de ser una metodologia que entrega resultados poco
precisos, éstos aseguran la separacion de los sélidos prescindiendo de pardmetros
operacionales, y a la vez que entregan dimensiones caracteristicas del equipo, en este
caso, el radio externo. Dado esto, se asume que mientras la velocidad angular utilizada
sea relativamente adecuada en su magnitud, la estimacién del valor del radio resulta ser
pertinente.

De las discusiones anteriores se desprende la consistencia de los resultados obtenidos
con la potencia, ya que ésta varia cuadraticamente con la velocidad angular y el radio
externo del disco, y linealmente con el caudal de alimentacion.

Para la generacién de la biomasa sorbente, se requiere de un biorreactor que sea capaz
de suplir tal demanda. Se dimension6 entonces un fermentador continuo de estanque
agitado, ya que con este tipo de reactores se pueden producir grandes cantidades de
producto, incrementando la productividad por unidad de volumen, y ademas se disminuye
el tiempo de produccién [85]. Los parametros cinéticos de una Escherichia coli
recombinante genérica, necesarios para el dimensionamiento del fermentador, se
muestran a continuacion.

Tabla 6: Parametros cinéticos del crecimiento de Escherichia coli recombinante genérica.

PARAMETRO UNIDAD VALOR REFERENCIA COMENTARIO
Constante de Monod de [ﬁ] 33 [86] Cepa ML30, 37°C
saturacion por sustrato, Ks L en quimiostato
Velocidad méaxima especifica 1 0,76 [86] Cepa ML30, 37°C
de crecimiento, umax [E] en guimiostato
Rendimiento de biomasa g biomasa 0,36 [87] Promedio del
respecto al sustrato, Yxs [g Sustmto] rango reportado

Usando los valores reportados en la Tabla 6, y utilizando las condiciones de optimalidad
para maximizar la productividad del biorreactor, a través de balances de masa total y de
biomasa se obtuvo que para la produccién de un flujo de 0,23 [m?/h] de cultivo con una
concentracion celular de 6 g/L, es necesario tener un biorreactor de 24,7 m de alto con
un diametro de 8,3 m, que alcanza una productividad de 4,55 [g/L-h].

Dada la alta demanda que tiene cada una de las columnas, no resulta irrazonable
concebir para este proceso un biorreactor con un volumen total de estanque de cerca de
1300 [m?], debido a los grandes flujos de PLS abatido que manipula ECL en la planta del
proceso AAA, y también debido a la alta cantidad de biomasa que los filtros requieren
segun disefio para alcanzar el equilibrio fisicoquimico y fijar el arsénico en sus lechos.
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Es importante mencionar que, debido a que la quelacion mediante enlaces tiolato es
virtualmente irreversible debido a la formacion de enlaces de caracter covalente entre el
adsorbente y el adsorbato [78], la desorcion de arsénico resulta dificultosa, por lo que se
propone que la recuperacion de las columnas empacadas sea mediante la desorcion de
las células cargadas, lo cual es totalmente viable segun la capacidad productiva del
equipo de produccion de biomasa dimensionado.

La magnitud del volumen del biorreactor representa un fuerte respaldo a la division del
area total requerida para el abatimiento del PLS en varios filtros percoladores idénticos,
ya que esta division implica directamente una disminucién de las dimensiones del reactor,
por cuanto el disefio considera el acondicionamiento de sélo una columna a la vez.
Ademas, esto trae consigo la ventaja operacional de que es posible acondicionar un filtro
mientras simultdneamente al menos otros 5 filtros se encuentran en operacion. En efecto,
como el acondicionamiento de los filtros permite preparar solo un filtro a la vez, tomando
un tiempo minimo de 7 horas, durante el periodo de start up del proceso disefiado no
seria posible operar a maxima capacidad, y por tanto tampoco disminuir la carga arsenical
de todo el PLS proveniente del proceso AAA.

Se determiné mediante balances de energia que el calor que debe suministrarse a través
de un intercambiador de calor para la mantencion de la temperatura es equivalente a la
diferencia entre las pérdidas de calor del equipo y el calor de fermentacion generado en
su interior (célculos en el Anexo 8.9.3). Evidentemente, las pérdidas de calor mediante
estimaciones generarian un considerable error, ya que, a pesar de que el calor de
fermentacion puede ser estimado de manera bastante precisa mediante correlaciones y
datos ya conocidos y tabulados, las pérdidas de calor son muy dependientes de las
caracteristicas térmicas de los materiales de construccién del reactor y sus accesorios
de aislamiento térmico, si es que se consideraren.

Ecuacién 8: Balance de energia final del biorreactor.

Qic = 0Qp — QF
Es por lo anterior que se considera poco concluyente estimar el calor que debe
suministrarse mediante un intercambiador de calor, aunque si se sugiere, dada la escala
de trabajo, utilizar una estrategia de intercambio basada en un equipo externo de
transferencia (intercambiador de carcasa y tubos, o de placas) o bien un serpentin interno
[85]. Se considera altamente conveniente disefiar un matching de calor, utilizando el calor

de enfriamiento del fluido recién esterilizado para la mantencion de la temperatura al
interior del reactor.

La demanda de oxigeno generada por el cultivo se calculé mediante correlaciones entre
el rendimiento del crecimiento de biomasa, la velocidad de crecimiento de la mismay su
concentracion, obteniéndose un valor de 12,8 [g/L-h], lo cual es casi cuatro veces el
maximo esperado (lo comun es entre 1,6 y 3,2 g/L-h [85]), generando asi un flujo de aire
de 10,9 [m?/s] y una eficiencia de transferencia de oxigeno del 5,2% usando una tasa
especifica de aireacion (VVM) de 0,5 m3/m3-s.
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La eficiencia de transferencia de oxigeno se encuentra dentro de los rangos esperados
[85], ya que, a pesar de que la demanda de oxigeno es muy alta, es suplida
satisfactoriamente por un flujo de aire lo suficientemente caudaloso como para generar
una presion parcial de oxigeno elevada en el seno de la fase gaseosa, y por ende, una
buena concentracion de oxigeno disuelto en la fase liquida.

La inusualmente alta demanda de oxigeno estaria generada por dos factores: la gran
demanda de producciéon de biomasa dada por los requerimientos del proceso, y la alta
velocidad especifica de crecimiento, al tratarse de un microorganismo bacteriano de muy
rapida division en comparacién con otros similares.

Respecto a la potencia requerida para la agitacion, se realizé un andlisis de sensibilidad
para distintas razones entre el diametro del impeller y del estanque, y también para
distintos valores de VVM (Figura 40). De manera general, es posible mencionar que la
potencia requerida para alcanzar una correcta agitacion mediante una velocidad de 50
rpm en régimen turbulento es del orden de entre 0,23 y 21 MW, lo cual también es
consistente con las dimensiones del biorreactor, ya que, dependiendo de la razén entre
los diametros del impeller y el estanque, el impeller puede alcanzar diametros de hasta
casi 5,8 m.

Dependencia de la potencia de agitacion
con larazon entre diametros
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Figura 40: Variacion de la potencia consumida por agitacion como funcion de la razén entre el diametro de
impeller y del estanque, para distintos valores de VVM. Los célculos son validos para impellers de tipo
turbina de aletas planas.

A partir de la Figura 40 se puede deducir que, a pesar de haber abarcado todo el rango
de valores de la tasa especifica de aireacion para biorreactores industriales, no se
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observa una variacion realmente considerable de la potencia consumida por agitacion, a
una razon Di/D fija. Por otra parte, se observa que los mayores valores de potencia
consumida por agitacion se alcanzan a razones Di/D cercanas al limite superior
recomendado (0,7 [85]), y que ademas son hasta dos 6rdenes de magnitud mayores que
las potencias obtenidas cuando la razon Di/D se acerca al minimo recomendado (0,3
[85]); es directo concebir que mientras mayor es la razén Di/D, el tamafio del impeller es
mayor, por lo que la energia mecénica requerida para movilizar las aspas de la turbina
aumenta considerablemente, y en efecto, la potencia tiene una fuerte dependencia con
el diametro del impeller, siendo ésta fundada en el exponente 5 sobre tal diametro.

Considerando lo anterior, se deduce que una manera de reducir los gastos de operacion
del reactor en cuanto a la agitacion en la etapa de ingenieria de detalle es utilizar la mayor
tasa especifica de aireacion, ya que la potencia es poco sensible a este parametro, y
ademas utilizar impellers cortos, es decir, donde la relacién Di/D es cercana a 0,3, ya que
esta variable si afecta fuertemente el gasto energético por agitacion. En otras palabras,
la homogenizacion y mezclado del caldo dentro del reactor puede ver disminuido su gasto
energeético si se utilizan agitadores de diametro corto respecto al del estanque, y altos
flujos de aire, lo cual ademas de generar la adveccion, mejora la difusién del oxigeno
desde la fase gaseosa a la liquida.

Los resultados de calculos relacionados con la conversion de distintas unidades de
biomasa se han realizado tomando como supuesto que una unidad formadora de colonia
es equivalente a una célula en un cultivo liquido, lo cual no es necesariamente cierto
debido a que las células en suspension dentro de un caldo de cultivo pueden ser viables
0 no; el supuesto se sustenta en que regularmente, la etapa de crecimiento en la que se
encuentra el cultivo a utilizar es previa a la fase estacionaria, por lo que la muerte celular
es mucho mas lenta que la division, y las células no viables son eliminadas del reactor
en el cual se genera la biomasa.

Otro supuesto importante a la hora de convertir las unidades de biomasa es el tamafio
uniforme de las células, ya que éste varia mucho entre un individuo y otro, dependiendo
de la fase de crecimiento en la cual se encuentre cada microorganismo particular. Es asi
que, a pesar de que los supuestos intentan simplificar los célculos y al mismo tiempo no
alejar demasiado los resultados de la realidad, es muy posible que existan imprecisiones
considerables entre los resultados teoricos obtenidos y los eventuales resultados
experimentales que se obtendrian si estuvieran dentro de los alcances de este trabajo.

Finalmente, es importante recalcar que los parametros cinéticos utilizados para el
dimensionamiento del biorreactor son para cepas genéricas de la especie que se propone
producir, ya que no es posible, sin tener los resultados de transformacién esperados,
obtener parametros cinéticos mas reales y precisos provenientes de ensayos de cultivos
continuos de la cepa recombinante disefiada en este trabajo. Es por esto que los
resultados del dimensionamiento del equipo de produccidn de biomasa son una mera
aproximacion de lo que se obtendria si se contara con datos mas idéneos para tal
dimensionamiento, manteniendo los resultados obtenidos dentro de la etapa de
ingenieria basica. Un diagrama de flujos del proceso recién propuesto se encuentra en el
Anexo 8.1 (Figura 63).
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5.4.2.2. Abatimiento en estanque agitado
El abatimiento de especies arsenicales rio abajo del proceso AAA en estanques agitados
se concibié como una operacién de transferencia de masa llevada a cabo en una
suspensién compuesta por el flujo a remediar y el mismo tipo de particulas que para el
abatimiento en columnas, dadas sus buenas y conocidas propiedades fisicas y quimicas
ya expuestas anteriormente.

Los célculos relativos al consumo energético del funcionamiento de un estanque agitado
se realizaron para obtener una suspension completa, definida como la cual en la que
todas las particulas estan suspendidas fuera del fondo del estanque o bien no
permanecen sobre el fondo por mas de 2 segundos. Al alcanzarse esta condicion, puede
que exista una region de liquido claro cerca de la parte superior del estanque [84]. La
operacion de una suspension uniforme supone velocidades del agitador
considerablemente superiores, y el coeficiente de transferencia de materia no aumenta
mucho mas al aumentar la velocidad de giro del agitador [84], por lo cual el disefio para
la obtencién de una suspensién uniforme fue descartado.

El flujo de solido se determinéd realizando un balance de masa de adsorbato en el
estanque tomando como condicion de salida una concentracion de arsénico de 0,5 g/L,
que es 100 veces la concentracion maxima admitida para la eliminacion de residuos con
arsénico, segun el DS N°148 del Reglamento Sanitario de Residuos Peligrosos [4]. Se
determind que el flujo de sélidos para alcanzar tal concentracion de salida es de 76 kg/s,
generando un volumen de estanque de 2250 m3. Es necesario tener en cuenta que si se
opera una suspension de particulas en reactores relativamente largos (altura mayor al
diametro), la distribucion de particulas dentro del seno del fluido no sera cercana a la
completitud, generando una gruesa banda de liquido claro en la zona superior del
estanque. Es por esto que se decidié dimensionar un estanque donde la altura es igual
al diametro, tomando éstos un valor de 14,2 m.

La velocidad critica del agitador para mantener una suspension completa viene dada por
la ecuacion adimensional de Zwietering [88]:

0,85 0,2 Ap\"*°
Ne-D™ =S§-vo-dy (g—) - B013
p

Donde Nc’ es la velocidad critica del agitador en Hz, v es la viscosidad cinemética del
fluido en m?/s, g es la constante de aceleracién gravitacional en m/s?, B es 100 veces la
razon entre el peso del solido y el del liquido, y S es una constante adimensional. El tipo
de agitador que se selecciond corresponde a una turbina estandar de palas planas, ya
gue probablemente tiene la misma velocidad critica aproximada del agitador que otros
rodetes, pero consume solamente un cuarto de potencia que la potencia estandar.
Ademas, todos los rodetes son mas eficaces para mantener suspension completa cuando
se colocan mas cerca del fondo del estanque [84]. Los valores de S dependen justamente
del tipo de rodete que se considere para el disefio, y algunas proporciones entre sus
longitudes caracteristicas.
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Con las dimensiones del estanque y la correlacion de Zwietering se determinaron las
velocidades criticas de agitacion para los impellers, que fueron 0,33, 0,85y 1,66 rps para
razones de didmetro impeller sobre diametro del estanque de 2, 3 y 4, respectivamente.
Asi, se pudo determinar la potencia necesaria para realizar el trabajo mecanico de la
agitacion del estanque, como se muestra en el grafico de la siguiente figura.
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Figura 41: Variacion de la potencia necesaria para la agitacion segun el diametro calculado del impeller
para valores tabulados de la razén De/Diy de Np.

De la Figura 41 se desprende que a medida que aumenta el diametro del impeller (y
equivalentemente, a medida que disminuye la razén Dg/Di), disminuye la potencia
necesaria para alcanzar la velocidad critica de agitacion. Es de gran importancia
entonces el andlisis de la influencia del diametro y de la velocidad en la potencia
consumida: la potencia es decreciente con el diametro del rodete, pero crece con la
velocidad critica de agitacion, lo cual permite deducir que el factor que tiene mayor
preponderancia en el célculo de la potencia es la velocidad de agitacion por sobre el
diametro del impeller; ademas, los valores de velocidad de giro obtenidos permiten
concluir que para impellers mas cortos, la velocidad de giro minima necesaria para para
mantener una suspensién completa es mayor. Es importante recalcar que la Figura 41
muestra la potencia calculada a partir de una velocidad de agitacion minima, por lo que
muy probablemente, los valores de potencia consumida in situ sean mayores debido a la
necesidad de poder procesar adecuadamente el flujo en caso de aumentos fluctuantes
en su magnitud.

Con esto, es posible determinar que lo mas conveniente para asegurar la transferencia
de masa en el estanque de abatimiento por adsorcion es utilizar el impeller mas largo, es
decir, el que genera la menor razén De/D; debido a que requiere menor velocidad de giro
para asegurar una suspension completa y, por lo tanto, consume menos energia por
unidad de tiempo.

Los calculos para la determinacién de la adsorcion suponen gue la transferencia de masa
de particulas suspendidas es mejor que la existente en particulas formando parte de un
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lecho compacto, por lo que se espera no sea muy alejado de la realidad obtener
porcentajes de recubrimiento de particulas con biomasa cercanos al 100%. Un supuesto
importante para determinar la demanda de biomasa fue asumir que superficie de cada
particula es similar a la de una esfera del mismo didmetro; este supuesto se basa en que
las particulas, al ser irregulares, tienen una superficie que es muy variable entre una y
otra, aunque sean del mismo tamafo promedio, y que la superficie promedio ponderada
de las particulas suspendidas se parece en magnitud a la superficie de una esfera del
mismo tamafio.

Para obtener aproximaciones de los valores de adsorcion en el caso no ideal en el que
la fijacion de biomasa en las particulas no alcance para cubrir el 100% de la superficie
disponible, se simularon resultados variando el porcentaje de recubrimiento de las
particulas entre el 30 y el 100% de la superficie total disponible. Como se observa en la
Figura 42, la concentracion de acido arsénico a la salida del estanque y, por lo mismo, la
eficiencia de abatimiento, varian de manera muy similar al caso del abatimiento en
columnas, lo cual es consistente, ya que la cinética y condiciones de equilibrio
consideradas para la adsorcion son las mismas en ambos casos, y dependen Unicamente
de la fisicoquimica superficial de las células bacterianas, siendo los factores que
determinan las condiciones de borde los parametros iniciales y finales impuestos para el
dimensionamiento, esto es, la superficie de transferencia de transferencia de masa para
los filtros, y la concentracion de HzAsOg a la salida en el caso del estanque .
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Figura 42: Simulacién de los resultados de funcionamiento del estanque de adsorcién considerando
distintos grados de recubrimiento de las particulas con biomasa.

Las particulas son tedricamente capaces de adsorber arsénico respondiendo a la
tendencia mostrada en la Figura 42 solo si se encuentran adecuadamente recubiertas
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por biomasa, lo cual es factible de llevar a cabo en un estanque destinado al
acondicionamiento de particulas ubicado aguas arriba del estanque de abatimiento. Este
equipo es también contenedor de una suspension, cuyo comportamiento es también el
de una suspension completa de particulas de cuarzo por los motivos expuestos
anteriormente respecto al estanque de abatimiento. El flujo de particulas y de biomasa
fue determinado mediante balances de masa total y de adsorbato (bacterias). Los flujos
volumétricos de soélido y de caldo con biomasa determinaron la obtencién de un volumen
de estanque de 215 m? utilizando como tiempo de residencia 2 horas, el cual asegura
alcanzar el equilibrio de adsorcion cuya isoterma describe Wang et al. (2014); de la misma
manera que para el estanque de abatimiento, se dimensiono el estanque acondicionador
asignando a la altura el mismo valor del diametro, que resulté ser 6,5 m.

La potencia del agitador para mantener una suspension completa se calculé también
empleando la correlacion de Zwietering, que entregd una velocidad critica de agitacion
de 46 rpm; las razones entre las dimensiones del rodete de palas planas imponen también
para este calculo un nimero de potencia igual a 6,2 y un diametro de impeller equivalente
a la mitad del diametro del estanque; con estas restricciones y bajo estas condiciones de
operacion, la potencia consumida por agitacion es 2,5 MW.

En cuanto al equipo de produccion de biomasa ubicado rio arriba del estanque
acondicionador, los balances de materia basados en la adsorcién bacteriana en cuarzo y
su demanda dada por la fijacion de arsénico sobre biomasa determinaron la necesidad
de contar con un biorreactor de 197 m?3, de 4,4 m de didametro y 13,1 m de altura. Para el
crecimiento con glucosa y un coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kLa)
de 250 1/h, se determind una demanda de oxigeno de 12,8 g/L-h, que nuevamente es
cerca de tres veces mayor al maximo reportado para quimiostatos, lo cual se puede
atribuir a la alta velocidad especifica de crecimiento de la poblacién microbiana en el
interior del reactor, y a la elevada demanda de produccion de biomasa.

Utilizando tres tasas especificas de aireacion (0,2, 0,5 y 0,7 [m3/m3-min]), se determiné
un flujo de aire que varia entre 0,66 y 2,3 m?/s, generando una eficiencia de transferencia
de oxigeno que varia entre el 12,9 y 3,7%, estando siempre dentro del rango esperado,
y siendo mayor para los menores flujos de aire, ya que la mejor eficiencia se alcanza
cuando la demanda de oxigeno es satisfecha con el menor flujo de aire.

La potencia consumida al utilizar agitadores de turbina con una velocidad de giro de 50
rpm se determiné para distintas razones Di/D y para tres valores distintos de VVM. Los
resultados se observan en la Figura 43.
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Figura 43: Potencia consumida como funcion de la razon entre el diametro del impeller y el diametro del
estanque. Se muestran curvas para los valores de VVM iguales a 0,2, 0,5 y 0,7 m3/m3-min.

Igual que en el disefio del proceso de filtros percoladores, el gasto energético de agitacion
de los reactores responde mas sensiblemente al didmetro del impeller que a la tasa de
aireacion. De esta relacion se desprende la conveniencia de utilizar menores diametros
de rodete y suministrar la agitacion mediante mayores tasas de aireacion que generen
turbulencia y mejoren la transferencia de masa en el seno del fluido. Al utilizar mayores
tasas de aireacion no solo se mejora la transferencia de masa, sino que, al disminuir la
densidad y viscosidad de la mezcla del caldo, disminuye el consumo de energia por
unidad de tiempo, como se muestra en la curva verde de la Figura 43. Un diagrama de
flujos del proceso recién propuesto se encuentra en el Anexo 8.1 (Figura 64).

5.5.3. Evaluacién y comparacion entre los procesos disefiados
5.5.3.1. Determinacién de parametros de comparacion
Con el dimensionamiento de los equipos seleccionados para cada proceso de
abatimiento de arsénico, interesa determinar cual presenta ventajas sobre el otro en
términos de la factibilidad de su implementacion. De igual importancia que lo anterior, es
primordial, a modo de conclusiébn de este trabajo, determinar las condiciones
fisicoquimicas superficiales del microorganismo recombinante que permiten la viabilidad
de implementacion del proceso que resulte seleccionado de entre los dos disefiados.

Dado lo anterior, es importante conocer la distribucion de la demanda energética dentro
de los procesos, con el fin de determinar cual es la etapa critica en cada uno de ellos en
términos del consumo de energia por unidad de tiempo. Para ello, se fijaron condiciones
gue determinan el consumo energético de los equipos que contienen estanques agitados,
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basadas en la relacion entre el diametro del estanque y el diametro del agitador. En el
caso del reactor, se utilizé una razén Di/D de 0,6, para el estanque de abatimiento se
utilizé el valor 0,25 y para el estanque acondicionador se uso el valor 0,5; estos valores
fueron escogidos debido a que visualmente representan de mejor manera la proporcion
entre las potencias consumidas por cada equipo de los procesos. Este analisis se resume
en la Figura 44.
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Figura 44: Distribucion de la demanda de potencia de cada equipo, segun el proceso disefiado en el cual
estan insertos.

Se observa que el abatimiento de arsénico en estanques es la operacion unitaria que
demanda mas energia para el proceso de abatimiento en estanques agitados, mientras
que, en el caso del proceso de abatimiento en filtros, la centrifugacion resulta ser la etapa
de mayor demanda energética. Es necesario hacer notar que la proporcion mostrada en
la Figura 44 varia dependiendo de la demanda de produccién de biomasa, ya que la
potencia consumida por los estanques varia proporcionalmente a la quinta potencia del
diametro del impeller, mientras que la potencia que consume la centrifuga es proporcional
al cuadrado de su diametro externo; dado esto, y considerando que los diametros de los
equipos aumentan acorde a la demanda de produccion de biomasa, a medida que crece
el flujo de cultivo saturado, en ambos procesos ocurre que la preponderancia de la
potencia consumida por la centrifuga disminuye y aumenta la importancia de la potencia
consumida por la agitacion de los estanques.
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De manera independiente al flujo, es posible afirmar que la operacion de una centrifuga
en un proceso de esta magnitud es el punto critico en términos del consumo energeético,
y a la vez, es el Unico equipo encontrado que aplica para ser utilizado en la separacion
mecanica de particulas tan pequefias como una bacteria, resultando ser un paso
inevitable para el abatimiento de arsénico mediante la estrategia l6gica propuesta.

En cuanto a la tecnologia utilizada para la produccion de biomasa, y dados los resultados
reportados en la Figura 40 y en la Figura 43, una buena propuesta es unificar la aireacion
del cultivo con la agitacion, de manera de no depender de la accion de agitadores para
la transferencia de oxigeno, ya que consumen cantidades no despreciables de energia
bajo ciertas condiciones. Con esto, se propone para una siguiente etapa de
dimensionamientos, considerar el disefio de reactores tipo airlift, en los cuales no existe
agitacion mecanica ademas de la otorgada por el mismo sistema de insuflacion de aire.

5.5.3.2. Andlisis de sensibilidad
Respecto a los fendmenos fisicoquimicos de superficie, es necesario considerar dos
aspectos. Por una parte, los valores de salida del disefio y dimensionamiento de los
equipos que incorporan magnitudes de flujos, volumenes, balances y supuestos, son las
energias requeridas por unidad de tiempo para la operacién de cada uno de los equipos.
Por otro lado, los parametros que determinan tales magnitudes, a partir de la
termodinamica de la transferencia de masa bajo estudio, se reducen a los paradmetros de
la isoterma de adsorcion de arsénico sobre membranas que exponen fitoquelatinas
sintéticas. Ademas, la isoterma de adsorcion utilizada para el modelamiento y simulacion
de ambos procesos no corresponde exactamente a la del fendbmeno de transporte
involucrado, sino que a un fendbmeno simil con especies quimicas distintas, cuya
interaccion se asume relativamente similar.

Con esto, el estudio necesario de realizar para concluir este trabajo converge a un analisis
de sensibilidad de las potencias requeridas para la operacién de cada proceso como
funciones de los parametros de la isoterma de Freunlich: K y m. Cada uno de estos
pardmetros se varid entre el 100 y 250% del valor reportado por Merrifield en las
condiciones mas acidas [78].

Para el estudio de sensibilidad, se comenzé, para ambos procesos, determinando la
dependencia de la demanda de biomasa con los parametros de la isoterma de adsorcion
de Freunlich. La metodologia de determinacion de potencia continla a través de los
balances de masa para la determinacion de flujos de operacién y volumenes de equipo,
gue es lo que finalmente determina la potencia consumida. Los detalles de los calculos
se encuentran en el Anexo 8.9 y Anexo 8.10.

En particular, el calculo del consumo de potencias para las operaciones que involucran
estanques posee distintos valores dependiendo de la razén seleccionada entre el
diametro del impeller y el diametro del estanque. Es por esto que, para el calculo de la
potencia de un proceso, se impuso que tal razon tome el valor de 1/3 para el estanque
de abatimiento y 1/2 para el estanque de acondicionamiento, ambos partes del proceso
de abatimiento en estanques. En el caso de la razén entre diametros para los reactores,
se consideraron los casos en que tal razon toma los valores 0,3, 0,45y 0,6.
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Ademas de las variaciones recién mencionadas, el analisis de sensibilidad considera tres
escenarios respecto al recubrimiento de cuarzo con biomasa: el caso en el que se alcanza
el 90% de recubrimiento del total de la superficie disponible, el caso de recubrimiento del
70% de la misma, y finalmente el caso en el que solo se alcanza a cubrir el 50% del total
de superficie.

Con el objetivo posibilitar una comparacion cuantitativa del consumo energético de cada
proceso, se determiné la potencia total consumida para cada uno de éstos a partir de la
suma de las demandas energéticas de los equipos en cada proceso, como funcion de los
valores de Kry m.

Una vez determinadas las condiciones para el andlisis de sensibilidad, se confeccion6
una superficie de valores de potencia dependiente de los parametros de la isoterma de
Freunlich, para cada uno de los casos que se listan en la Tabla 7, junto con el valor
maximo obtenido.

Tabla 7: Demanda de potencia de los dos procesos de abatimiento de arsénico disefiados, para las distintas
combinaciones de recubrimiento de cuarzo y razén de diametros.

PROCESO GRADO RAZON POTENCIA POTENCIA

RECUBRIMIETO DEL D;/Dg MINIMA [MW]  MAXIMA [MW]
CUARZO

90% 0,45 9,3 37,6
Abatimiento 70% 0,30 6,1 28,1
en 70% 0,45 9,1 29,0
columnas 70% 0,60 6,4 32,2
50% 0,45 3,8 20,5
90% 0,45 15,0 37,9
Abatimiento 70% 0,30 9,2 29,1
en 70% 0,45 9,2 29,2
estanques 70% 0,60 9,2 29,7
50% 0,45 9,2 29,2

A continuacion, se muestran los graficos de la simulacion de la condicién que generé la
superficie de potencias de mayor magnitud para cada uno de los procesos disefiados
(Figura 45 y Figura 46). Los andlisis de sensibilidad para las demas combinaciones de
condiciones se encuentran en el Anexo 8.1.
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Potencia para abatimiento en filtros [MW], recubrimiento del 50% y razén Di/D=0.45
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Figura 45: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en filtros
percoladores, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 50% y una razén Di/D igual a 0,45.

Potencia para abatimiento en estanques [MW], recubrimiento del 70% y razén Di/D=0.3
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Figura 46: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en estanques
agitados, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razén Di/D igual a 0,3.
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En la Figura 45y Figura 46 es posible observar que el valor que adquiere la potencia total
consumida por ambos procesos crece pronunciadamente a medida que los valores de Kr
y m se acercan al minimo del rango simulado, lo cual era esperable dada la forma que
tiene el modelo de Freunlich, y ademas permite visualizar el requerimiento de altos
valores de Kr y m que reflejan un mayor favorecimiento termodinamico de la quelacion
de arsénico en la superficie celular.

5.5.3.3. Comparacién de procesos y seleccion de las condiciones de
factibilidad

La cantidad de energia que consumio EcoMetales a través de la operacion del proceso
de lixiviacion acida de cenizas y de abatimiento de arsénico y antimonio, suma en total
41444 MW-h [89]; considerando una operaciéon de 300 dias al afo, la demanda de
potencia de los procesos de la empresa alcanza los 5,76 MW. El establecer este mismo
valor como el limite superior de consumo energético del abatimiento que utiliza
estrategias bioldgicas disefiado en este trabajo, permite determinar las condiciones que
deben cumplir las combinaciones de valores de Kr y m para no sobrepasar el valor de
potencia mencionado.

La relacion que impone las condiciones sobre el par (Kr,m) puede ser modelada a partir
de una regresién sobre la curva de nivel 5,76 MW obtenida de la superficie de potencias
generada por la simulacidon de la Unica combinacion de condiciones que satisface la
restriccion impuesta: proceso de abatimiento en columnas con 50% de cobertura del area
del cuarzo y con una razéon de diametros de 0,45, al ser menor a la potencia total
consumida actualmente por ECL.

Dado esto, se determiné la relacion de los pares (Kr,m) que generan un consumo de
potencia inferior a 5,76 MW so6lo para el proceso de abatimiento en filtros percoladores
con una demanda de biomasa para recubrir el 50% de la superficie total de cuarzo donde
la razon de didmetros del reactor es 0,45. La curva de nivel y la region que satisface las
condiciones de maximo valor impuestas se muestran en la Figura 47.
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Constante m de Freunlich

Potencia para abatimiento en filtros [MW], recubrimiento del 50% y razén Di/D=0,45
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Figura 47: Simulacion del proceso de abatimiento en filtros con 50% de recubrimiento y razén de diametros
del reactor de 0,45. A: superficie de potencias, la barra de colores indica magnitud (MW); B: curva de nivel
de 5,76 MW, la zona achurada contiene los pares (Kr,m) que generan potencias de consumo inferiores a
5,76 MW.

Al extraer los datos que generan la curva de nivel en el gréfico a la derecha de la Figura
47 (en azul), se realizd una regresion que entregd los siguientes valores con un
coeficiente de determinacién igual a 1 (Figura 62 en el Anexo 8.1):

Ecuacion 9: Ecuacién de la curva de nivel 5,76 MW.
m(Kg) = 1,1255e~%256'KF

Con esto, la region de la superficie de potencias que permite operar el proceso de
abatimiento de arsénico con un consumo inferior al limite impuesto esta determinada por
la siguiente relacion de orden en funcién de los parametros de la isoterma de Freunlich:

m > 1,1255e ~%256'Kr

Asi, se determind la relacion que debe cumplir Kr y m para que la operacion del proceso
de abatimiento de arsénico mediante bioacumulacion en filtros percoladores sea
energéticamente factible.

77



6. CONCLUSIONES

Primeramente, y en concordancia con los objetivos planteados, se menciona que fue
posible disefiar teGricamente cuatro construcciones genéticas capaces de expresar en la
superficie celular moléculas con actividad quelante de especies arsenicales; a pesar de
esto, en primera instancia no fue posible la implementacion de un microorganismo
recombinante con capacidad de quelacién de arsénico adquirida por la exposicion en
superficie de fitoquelatinas sintéticas; se presume que las dificultades de ligacion de
fragmentos de DNA y sus amplificaciones se deben a la naturaleza de sus secuencias,
altamente repetitivas y ricas en GC. Dado lo anterior, tampoco fue posible caracterizar
las propiedades cinéticas y fisicoquimicas de la adsorcion de arsénico en el
microorganismo disefiado.

Las primeras conclusiones de la fase experimental del trabajo derivan de los resultados
de las experiencias relativas a las técnicas de amplificacion de DNA en biologia
molecular. En primer lugar, la técnica de PCR recursivo resultd ser satisfactoriamente
aplicable en las condiciones bajo estudio, sin presentar mayores problemas de
amplificaciones inespecificas ni complicacion en la visualizacion en geles de agarosa por
causa del bajo peso molecular de los productos. Respecto a la técnica de OE-PCR, se
concluye que existe una fuerte dependencia del resultado con la enzima utilizada, ya que
se hace necesario contar con una DNA polimerasa que actia con hotstart.
Complementando lo anterior, se afirma que es posible mejorar los resultados de la etapa
de amplificacion de los OE-PCR mediante la disminucion de los tiempos de extension;
también, se reconoce la dificultad que imponen las temperaturas de annealing de los
partidores en el OE-PCR cuando los partidores son los mismos productos de la etapa de
elongacion, debido a que tales temperaturas de annealing son mayores a la temperatura
Optima para la actividad polimerasa de la enzima presente en el mix.

En relacion con los métodos de screening en placas, se concluye que el método de blue-
white selection no es efectivo para la deteccidon de transformantes que poseen insertos
de longitudes por debajo de los 150 pb dentro de pBluescript Il SK(+), por cuanto insertos
de bajo peso molecular dentro del marco de lectura de la B-galacotidasa no generan una
pérdida completa de su actividad enzimatica, generando colonias de coloraciones que
resultan en falsos positivos, confirmados como tales a partir de las secuenciaciones.

De manera similar, se afirma que la técnica de ligacion Gibson Assembly también es poco
efectiva cuando los fragmentos de DNA tienen al menos un orden de magnitud de
diferencia de longitud, ademas de verse dificultada cuando existen secuencias altamente
repetidas y ricas en GC. A pesar de esto, la ligacién de varios fragmentos dividida en
etapas parece ser efectiva, segun lo que se revela en los geles de electroforesis de
amplificacion de los productos de Gibson Assembly.

Por otro lado, fue posible realizar un estudio bibliografico de las operaciones unitarias de
caracter biotecnologico que pudieren ser incorporadas a la planta de abatimiento de
arsénico y antimonio. Este estudio derivd en la conclusion de que el fenbmeno
determinante es la transferencia de masa por adsorcion, y fue posible analogar las
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caracteristicas fisicoquimicas del microorganismo disefiado con las de otro proceso
similar, que permitié la concepcién de un proceso de abatimiento de arsénico en filtros
percoladores, y otro proceso de abatimiento de arsénico en estanques agitados con
suspensiones.

Respecto a los calculos para el dimensionamiento de los equipos, se concluye que a
pesar de que las aproximaciones y simplificaciones realizadas resultaron ser bastante
cercanas a lo esperado referentes a las conversiones de unidades de biomasa y los
valores de parametros cinéticos utilizados, es necesario realizar pruebas y ensayos de
laboratorio y escala piloto bajo las condiciones de cultivo continuo para validar tales
supuestos. De manera similar, se concluye sobre el uso de correlaciones y ajustes de
parametros que, a pesar de entregar resultados coherentes con los 6rdenes de magnitud
y dimensiones esperados, no son ecuaciones que expliquen la fenomenologia, y se
requieren mas resultados experimentales a nivel piloto para validar la aplicabilidad de
tales relaciones, ya que en particular, las correlaciones relativas a la pérdida de carga en
columnas y a la velocidad critica de agitacion para suspensiones completas no reportan
haber sido validadas a escala industrial.

El disefio de procesos de abatimiento de arsénico y los consecuentes dimensionamientos
de los equipos involucrados en cada uno de ellos, entregaron como parametro de salida
la energia consumida por unidad de tiempo, y fueron estos valores los utilizados para
definir la factibilidad de implementacién de cada una de las condiciones estudiadas para
cada proceso. Asi, fue posible determinar que el consumo de potencia es un factor
fundamental en la determinacién de la viabilidad de implementacion de un proceso de
abatimiento aguas abajo del proceso AAA; este parametro obtenido a partir de
simulaciones permitié concluir que el proceso de abatimiento de arsénico en estanques
agitados no es factible de implementar, y que el proceso de abatimiento en filtros seria
factible sélo cuando la cobertura de la superficie adsorbente no supera el 50% y cuando
el diametro del impeller del biorreactor de produccion de biomasa es 0,45 veces el valor
del radio de su estanque.

En relacién con lo anterior, la incorporaciéon de una centrifuga hace crecer de manera
considerable la potencia de consumo de los procesos, al mismo tiempo que resulta ser
una operacién insustituible al considerar las tecnologias estudiadas para la separacién
mecanica de microorganismos bacterianos. Se concluye que hace falta contar con
nuevas tecnologias de produccién y/o conversibn de energia para el suministro
energético de equipos de separacion centrifuga a escala industrial, lo cual parece ser
determinante y decisivo al momento de proyectar la biotecnologia en la industria nacional
minera.

A modo de proyecciones, se postula la necesidad de continuar con estudios de laboratorio
para obtener los plasmidios diseflados mediante estrategias que mantengan la
modularidad y estandarizabilidad del disefio aqui propuesto, o bien, recurrir a nuevas
tecnologias de sintesis de material génico que permitan conservar las propiedades recién
expuestas a precios mas asequibles. Por lo pronto, los estudios en biologia molecular
relativos a esta propuesta requieren de mas ensayos para determinar la factibilidad de
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ensambladura de cadenas nucleotidicas bajo el mismo disefio experimental ya seguido,
con los consecuentes estudios de transformacion bacteriana.

Relativo al disefio de equipos, se propone la concepcion y disefio de pruebas a escala
de laboratorio y piloto para obtener de manera mas precisa los parametros de operacion
de filtros percoladores cuyos materiales de relleno, flujos de operacion y dimensiones
sean aplicables a la industria de la mineria chilena.

Respecto al disefio de los equipos de produccion de biomasa biosorbente, es necesario
realizar un refinamiento del escalamiento de los mismos, utilizando parametros cinéticos
de crecimiento mas ad hoc al microorganismo disefiado en las secciones anteriores y a
las fuentes de nutrientes que fueren mas factibles de utilizar. Asimismo, se propone en
conjunto con lo recién mencionado, el estudio de la transferencia de energia de estos
biorreactores, ya teniendo en una siguiente etapa, y utilizando los resultados de ésta, un
mayor grado de definicion de los materiales, fluidos de intercambio y capacidad de las
fuentes de generacion de servicios dentro de la planta ya existente.

En relacion con lo anterior, se propone el estudio de la factibilidad de la utilizacion de
aguas negras producidas en las dependencias de ECL como potencial fuente de
nutrientes para la producciéon de biomasa, de manera de disminuir los gastos
operacionales relativos al abastecimiento de insumos para el cultivo de microorganismos.

En cuanto a aspectos operacionales de las plantas de los procesos auxiliares disefiados
para ECL, se propone fuertemente el estudio sobre la desorcion y posterior
procesamiento de las especies arsenicales adheridas a la biomasa, y también el estudio
de la disposicién de la biomasa compuesta por organismos genéticamente modificados
gue pudieren ser incorporados en los procesos tal y como se propone en este trabajo.

Finalmente, y también con relacién a la operacion del proceso, se propone realizar un
estudio detallado de todos los intercambios de calor existentes actualmente en el proceso
AAA y también de los propuestos en este documento, con el fin de determinar los posibles
ahorros en produccién de energia a través de la implementacién de matching de calor
donde fuere posible.
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8. ANEXOS
8.1.Anexo A — Imagenes y gréficos

SISTEMA DE GASES

HORNO FLASH CALDERA ELECTROFILTRO

Concentrado

S it Polvos de fundicién

Figura 48: Imagen del proceso de lixiviacion &cida de los polvos de fundicion [6].
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Figura 49: Imagen de los puntos de intervencion biotecnoldgica propuestos por la empresa. Se ilustra abajo
la variacion de pH desde el inicio al final del proceso El punto 1 que se propone esta en el proceso de
lixiviacién acida de los polvos de fundicion (no referenciado). El punto 4 corresponde al cual se pretende
estudiar e intervenir en este trabajo [6]. Imagen modificada.
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Figura 50: Fotografia del gel de electroforesis (agarosa 2% por 45 minutos a 80 V) para visualizacién del
estado de integridad de los partidores. Carril 1 y 16: 1kb y 50bp ladder, respectivamente. Los carriles 5
superior e inferior contienen la muestra correspondiente a los stocks del partidor EGFP-F 5 yM y 100 uM,

respectivamente. Se observa que se encuentran degradados casi en su totalidad.
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Figura 51: Diagrama de Pourbaix para el sistema SiC/SiO2 (10® M para especies solubles). Las lineas
discontinuas verticales muestran la predominancia de dioxido de carbono /carbonatos y la de diéxido de
silicio/silicatos [90].
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Figura 52: Diagrama de Pourbaix de acero al carbono 1018 en solucién acuosa al 5M de monoetanolamina,
conteniendo 0,2 mol/mol de CO2 y una presion parcial de Oz de 0 kPa, a 40°C. La zona gris representa la

aleacion de hierro con carbono [77].
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Figura 53: Diagrama de distribucion del acido arsénico y arsenioso, y sus aniones desprotonados [91].

92



Potencia para abatimiento en filtros [MW], recubrimiento del 90% y razén Di/D=045

Potencia [MW]

Constante m de Freunlich
Valor K, [(mmolig)-{L/mmol)™]

Figura 54: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en filtros
percoladores, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 90% y una razén Di/D igual a 0,45.

Potencia para abatimiento en filtros [MW], recubrimiento del 70% y razon Di/D=0.3
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Figura 55: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en filtros
percoladores, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razén Di/D igual a 0,3.
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Potencia para abatimiento en filtros [MW]], recubrimiento del 70% y razén Di/D=0.45
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Figura 56: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en filtros
percoladores, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razén Di/D igual a 0,45.

Potencia para abatimiento en filtros [MW], recubrimiento del 70% y razén Di/D=0.6
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Valor K_ [(mmol/g)-(L/mmol)™]

Figura 57: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en filtros
percoladores, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razén Di/D igual a 0,6.
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Potencia para abatimiento en estanques [MW], recubrimiento del 90% y razén Di/D=0.45

36
34
32
L 430
L 428

r 126

Potencia [MW]

F 24

22

20

18

0.4 16

0.45

45 0.5
Constante m de Freunlich
Valor K, [(mmol.’g)-(lemoI)m]

Figura 58: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en estanques
agitados, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 90% y una razon Di/D igual a 0,45.

Potencia para abatimiento en estanques [MW], recubrimiento del 70% y razén Di/D=0.45
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Figura 59: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en estanques
agitados, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razén Di/D igual a 0,45.
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Potencia para abatimiento en estanques [MW], recubrimiento del 70% y razén Di/D=0.6
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Figura 60: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en estanques
agitados, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 70% y una razon Di/D igual a 0,6.

Potencia para abatimiento en estanques [MW], recubrimiento del 50% y razén Di/D=0.45
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Figura 61: Analisis de sensibilidad de la potencia de consumo del proceso de abatimiento en estanques
agitados, con un recubrimiento de la superficie de cuarzo del 50% y una razon Di/D igual a 0,45.
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Curva de nivel 5,76 MW
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Figura 62: Curva de nivel 5,76 MW obtenida de la superficie de potencias como funcién de los parametros
de la isoterma de Freunlich, para el proceso de abatimiento de arsénico en filtros que tienen el 50% de su
superficie interna recubierta con biomasa producida en un biorreactor cuya razon de diametros es 0,45. En
rojo se observa los datos extraidos directamente de la curva de nivel bajo estudio; en negro se muestra
una regresion exponencial cuya ecuacion se muestra en el interior del grafico, con un R2=1.
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Figura 63: Diagrama de flujo del proceso propuesto de abatimiento de arsénico en filtros percoladores.
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8.2.Anexo B — Mecanismo de reaccion de Fenton

El mecanismo de reaccion de Fenton es una secuencia de reacciones de oxidacion de
especies que utiliza un metal como catalizador, comunmente hierro, utilizando peroxido
de hidrogeno como agente oxidante [92].

H,0, + Fe*t - Fe3* + OH™ + 0H - (1)
OH - +MH — H,0 + M - (2)
M- +Fe3t - Mt + Fe?*t (3)

En este mecanismo, el catalizador corresponde a la especie ion ferroso, y la especie que
se desea oxidar es M, que al final de la cadena de reacciones logra aumentar su estado
de oxidacion en una unidad.
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8.3. Anexo C — Secuencias aminoacidicas y nucleotidicas de TU-Ag43, EGFP y
SP-Ag43

SP-Ag43: 52 residuos aminoacidicos, 156 bases

N- MKRHLNTCYRLVWNHMTGAFVVASELARARGKRGGVAVALSLAAVTSLPVLA -C

5’- ATGAAACGACATCTGAATACCTGCTACAGGCTGGTATGGAATCACATGACGGGC
GCTTTCGTGGTTGCCTCCGAACTGGCCCGCGCACGGGGTAAACGTGGCGGTGTG
GCGGTTGCACTGTCTCTTGCCGCAGTCACGTCACTCCCGGTGCTGGCC -3’

EGFP: 239 residuos aminoacidicos, 717 bases

N- MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVK
FEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIED
GSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITL
GMDELYK -C

5- ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
AGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGG
GCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCT
GCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTC
AGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCG
AAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGAC
CCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGT
GAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCAC
TACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACT
ACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACAT
GGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTC
TACAAG -3’
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TU-AQg43: 486 residuos aminoacidicos + codon de término, 161 bases

N- TNVTLASGATWNIPDNATVQSVVDDLSHAGQIHFTSTRTGKFVPATLKVKNLNGQN
GTISLRVRPDMAQNNADRLVIDGGRATGKTILNLVNAGNSASGLATSGKGIQVVEAING
ATTEEGAFVQGNRLQAGAFNYSLNRDSDESWYLRSENAYRAEVPLYASMLTQAMDYD
RIVAGSRSHQTGVNGENNSVRLSIQGGHLGHDNNGGIARGATPESSGSYGFVRLEGD
LMRTEVAGMSVTAGVYGAAGHSSVDVKDDDGSRAGTVRDDAGSLGGYLNLVHTSSG
LWADIVAQGTRHSMKASSDNNDFRARGWGWLGSLETGLPFSITDNLMLEPQLQYTWQ
GLSLDDGKDNAGYVKFGHGSAQHVRAGFRLGSHNDMTFGEGTSSRAPLRDSAKHSV
SELPVNWWVQPSVIRTFSSRGDMRVGTSTAGSGMTFSPSQNGTSLDLQAGLEARVRE
NITLGVQAGYAHSVSGSSAEGYNGQATLNVTFStop -C

5’- ACGAATGTCACTCTCGCCTCCGGTGCCACCTGGAATATCCCCGATAACGCCAC
GGTGCAGTCGGTGGTGGATGACCTCAGCCATGCCGGACAGATTCATTTCACCTCC
ACCCGCACAGGGAAGTTCGTACCGGCAACCCTGAAAGTGAAAAACCTGAACGGAC
AGAATGGCACCATCAGCCTGCGTGTACGCCCGGATATGGCACAGAACAATGCTGA
CAGACTGGTCATTGACGGCGGCAGGGCAACCGGAAAAACCATCCTGAACCTGGTG
AACGCCGGCAACAGTGCGTCGGGGCTGGCGACCAGCGGTAAGGGTATTCAGGTG
GTGGAAGCCATTAACGGTGCCACCACGGAGGAAGGGGCCTTTGTCCAGGGGAACA
GGCTGCAGGCCGGTGCCTTTAACTACTCCCTCAACCGGGACAGTGATGAGAGCTG
GTATCTGCGCAGTGAAAATGCTTATCGTGCAGAAGTCCCCCTGTATGCCTCCATGC
TGACACAGGCAATGGACTATGACCGGATTGTGGCAGGCTCCCGCAGCCATCAGAC
CGGTGTAAATGGTGAAAACAACAGCGTCCGTCTCAGCATTCAGGGCGGTCATCTC
GGTCACGATAACAATGGCGGTATTGCCCGTGGGGCCACGCCGGAAAGCAGCGGC
AGCTATGGATTCGTCCGTCTGGAGGGTGACCTGATGAGAACAGAGGTTGCCGGTA
TGTCTGTGACCGCGGGGGTATATGGTGCTGCTGGCCATTCTTCCGTTGATGTTAAG
GATGATGACGGCTCCCGTGCCGGCACGGTCCGGGATGATGCCGGCAGCCTGGGC
GGATACCTGAATCTGGTACACACGTCCTCCGGCCTGTGGGCTGACATTGTGGCAC
AGGGAACCCGCCACAGCATGAAAGCGTCATCGGACAATAACGACTTCCGCGCCCG
GGGCTGGGGCTGGCTGGGCTCACTGGAAACCGGTCTGCCCTTCAGTATCACTGAC
AACCTGATGCTGGAGCCACAACTGCAGTATACCTGGCAGGGACTTTCCCTGGATGA
CGGTAAGGACAACGCCGGTTATGTGAAGTTCGGGCATGGCAGTGCACAACATGTG
CGTGCCGGTTTCCGTCTGGGCAGCCACAACGATATGACCTTTGGCGAAGGCACCT
CATCCCGTGCCCCCCTGCGTGACAGTGCAAAACACAGTGTGAGTGAATTACCGGT
GAACTGGTGGGTACAGCCTTCTGTTATCCGCACCTTCAGCTCCCGGGGAGATATG
CGTGTGGGGACTTCCACTGCAGGCAGCGGGATGACGTTCTCTCCCTCACAGAATG
GCACATCACTGGACCTGCAGGCCGGACTGGAAGCCCGTGTCCGGGAAAATATCAC
CCTGGGCGTTCAGGCCGGTTATGCCCACAGCGTCAGCGGCAGCAGCGCTGAAGG
GTATAACGGTCAGGCCACACTGAATGTGACCTTCTGA -3

Anexo C adaptado del material amablemente compartido por Lagos (2014).
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8.4.Anexo D — Partidores para la sintesis e insercion de fragmentos PCL en el vector de expresion

A continuacion, se muestran las secuencias nucleotidicas de doble hebra que se requerian obtener como fragmentos PCL, a
partir de las cuales se disefiaron de los partidores que se utilizaron para su sintesis, incluyendo las colas de homologia para
unirlos al vector de expresion por Gibson Assembly. Cada partidor se muestra con un color, la zona de homologia entre ellos se
muestra con caracteres subrayados, y las colas de Gibson se muestran en letras minusculas.

Debajo de la zona de homologia, se muestra entre paréntesis la cantidad de bases que hibridan para la PCR y la temperatura
de melting calculada con la herramienta OligoCalc [59]; debajo de las colas para Gibson Assembly, se muestra también la
temperatura de melting de esas secuencias para la realizacién de este procedimiento.

En todos los casos, la hebra positiva corresponde a la que esta en sentido reverse, dado que es asi como va inserto en el vector
de expresion.

Partidores para la sintesis de PCL1

RV: 5’ - cgcccttgetcaccatACCGCTACCTCCACCACTACCACCGCATTCACATTCGCACTCACATTCACACTCggeccagcaccggga -3/
3’ - gcgggaacgagtggtaTGGCGATGGAGGTGGTGATGGTGGCGTAAGTGTAAGCGTGAGTGTAAGTGTGAGecggtegtggeecet 57
53,5°C (H21) 59,5°C 52,7°C

PCL1-1 (52b): 5’- cgcccttgctcaccatACCGCTACCTCCACCACTACCACCGCATTCACATTC -3’
PCL1-2 (53b): 5’- TCCCGGTGCTGGCCGAGTGTGAATGTGAGTGCGAATGTGAATGCGGTGGTAGT -3’

Partidores para la sintesis de PCL2

RV: 5’ - cgccecttgetcaccatTCCACTGCCTCCCCCGGATCCGCCGCACTCGCACTCACACTCACATTCACATTCGCACTCACACTCGCATTCGCACTCGCATTCGCATTCggccagcacecggga—3'
3’ - gcgggaacgagtggtaAGGTGACGGAGGGGGCCTAGGCGGCGTGAGCGTGAGTGTGAGTGTAAGTGTAAGCGTGAGTG -5
53,5°C (H16)60,9°C (H21)59,5°C (H18)58,4°C 52,7°C
PCL2-1 (44b): 5'- cgcccttgctcaccatTCCACTGCCTCCCCCGGATCCGCCGCAC -3
PCL2-2 (44b): 5’- GCGAATGTGAATGTGAGTGTGAGTGCGAGTGCGGCGGATCCGGG -3’
PCL2-3 (45b): 5’- CACACTCACATTCACATTCGCACTCACACTCGCATTCGCACTCGC-3'
PCL2-4 (42b): 5’- -3
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Partidores para la sintesis de PCL3

RV: 5’ - cgcccttgetcaccatCCCCCCCGATCCTCCCCCAGACCCGCCACCGCTACCACCGCATTCGCATTCACATTCACATTCGCATTCggecageaceggga —3'
3’ - gcgggaacgagtggtaGGGGGGGCTAGGAGGGGGTCTGGGCGGTGGCGATGGTGGCGTAAGCGTAA -5’
53,5°C (H17)59,8°C (H18)60,8°C (H21)59,5°C 52,7°C
PCL3-1 (38b): 5'- cgcccttgctcaccatCCCCCCCGATCCTCCCCCAGAC -3’
PCL3-2 (41b): 5’'- CGAATGCGGTGGTAGCGGTGGCGGGTCTGGGGGAGGATCGG -3’
PCL3-3 (43b): 5’'- CCGCTACCACCGCATTCGCATTCACATTCACATTCGCATTCgg -3’
PCL3-4 (33b): 5'- -3

Partidores para la sintesis de PCL4

?Y;cgcccttgctcaccatGCCTCCGCTACCCCCGCCGGACCCACCCCCGGAACCACCGCATTCACACTCACACTCACACTCGCATTCGCACTCACACTCACATTCGCACTCGCATTCACACTngccagcaccggga—3’

3’ —gcgggaacgagtggtaCGGAGGCGATGGGGGCGGCCTGGGTGGGGGCCTTGGTGGCGTAAGTGTGAGTGTGAGTGTGAGCGTAAGCGT -5’
53,5°C (H15)59,9°C (H20) 60,5°C (H21)61,2°C 52,7°C

PCL4-1 (46b): 5’'- cgccecttgetcaccatGCCTCCGCTACCCCCGCCGGACCCACCCCC -3

PCL4-2 (49b): 5’'- CGAGTGTGAGTGTGAGTGTGAATGCGGTGGTTCCGGGGGTGGGTCCGGC -3’

PCL4-3 (49b): 5’- CACACTCACACTCACACTCGCATTCGCACTCACACTCACATTCGCACTC -3’

PCL4-4 (47b): 5'- -3’

Partidores para la linealizaciéon del vector pET22b(+) en la zona de insercién de los fragmentos PCL
dsDNA de pET22b(+) modificado:

- 3’ - GAGGAGCGGGAACGAGTGGTA-5’
RV: 5’- AGCTCGACCAGGATGGGCACCACCCCGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGCCAGCACCGGGAGTGACGTGACTGCGGCAAGAGACAGTGCAACCGCCACACCGC -3/
3’ - TCGAGCTGGTCCTACCCGTGGTGGGGCCACTTGTCGAGGAGCGGGAACGAGTGGTACCGGTCGTGGCCCTCACTGCACTGACGCCGTTCTCTGTCACGTTGGCGGTGTGGCG -5

(EGFP en verde) 5’ - GGCCAGCACCGGGAGTGA -3’ - (SP-Ag43 en negro)
EGFP-F (21b): FW 5’/- ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG -3’ Tm=65, 3°C
SPAg-R (18b): RV 5’'- GGCCAGCACCGGGAGTGA -3’ Tm=62,9°C
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8.5.Anexo E — Partidores para la obtencién de los plasmidios p02, p03, p04, p05, p06, p07, p08 y p09

En la Tabla 8 se entregan las secuencias nucleotidicas y propiedades quimicas y fisicoquimicas de los partidores utilizados para
la construccion de los plasmidios p02 a p09 mediante PCR. Las temperaturas de melting y porcentaje GC fueron determinados
con la herramienta OligoCalc [59]. Los plasmidios cuyos hombres presentan asterisco son los que esta herramienta considera
potenciales formadores de estructuras secundarias.

La columna “HOMOL. GIBSON” muestra el largo en bases del segmento del partidor que genera homologia para la
recircularizacién mediante Gibson Assembly. La columna “Tm GIBSON” muestra la temperatura de melting de sélo el segmento
del partidor que cumple la funcion de ligar mediante Gibson Assembly. La columna “Tm SIN G.A.” muestra la temperatura de
melting del partidor, sin considerar su segmento utilizado para Gibson Assembly.

Tabla 8: Detalle de los partidores utilizados para la eliminacién de marcos de lectura a partir de los plasmidios p10, p11, p12 y p13.

VECTOR FUNCION NOMBRE SECUENCIA LARGO HOMOL. m %GC Tm

FINAL PARTIDOR [b] GIBSON  GIBSON SIN G.A.
[b] [°Cl [°Cl

p06 Elimina EGFP de p10 | TU-L1-F6 FW: 5- GTAGCGGTACGAATGTCACTCTCGCCTCC -3’ 52,4 63,2
TU-L1-R6 RV: 5’- GACATTCGTACCGCTACCTCCACCACTACC -3’ 30 57 65,3
p07 Elimina EGFP de p11 | TU-L1-F7* FW: 5- AGGCAGTGGAACGAATGTCACTCTCGCCTCC -3 31 18 53,8 58 63,2
TU-L1-R7 RV: 5- ACATTCGTTCCACTGCCTCCCCCGGAT -3 27 59 63,6
p08 Elimina EGFP de p12 | TU-L2-F8 FW: 5- GGGGGGGACGAATGTCACTCTCGCCTCC -3’ 28 15 51,7 68 63,2
TU-L2-R8 RV: 5- ACATTCGTCCCCCCCGATCCTCCCC -3 25 69 64,3
pog Elimina EGFP de p13 | TU-L2-F9* FW: 5- GCGGAGGCACGAATGTCACTCTCGCCTCC -3 29 16 53,5 66 63,2
TU-L2-R9 RV: 5- ACATTCGTGCCTCCGCTACCCCCGC -3 25 68 64,3
p04 Elimina PC2 de p11 L1-SP-F* FW: 5- TGCTGGCCGGATCCGGGGGAGGCAGT -3’ 26 15 54,2 73 62,9
L1-SP-R* RV: 5- CGGATCCGGCCAGCACCGGGAGTGA -3’ 25 72 62,9
p05 Elimina PC1 de p12 L2-SP-F* FW: 5- TGCTGGCCGGTAGCGGTGGCGGGTCT -3’ 26 15 54,2 73 62,9
L2-SP-R* RV: 5- CGCTACCGGCCAGCACCGGGAGTGA -3 25 72 62,9
p02 Elimina EGFP de p04 | TU-L1-F7 mismos partidores para plasmid7 desde plasmid1l
TU-L1-R7 mismos partidores para plasmid7 desde plasmidll
p03 Elimina EGFP de p05 TU-L2-F8 mismos partidores para plasmid8 desde plasmid12
TU-L2-R8 mismos partidores para plasmid8 desde plasmid12
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8.6.Anexo F — Receta para los procedimientos de PCR, digestion, ligacion y

Gibson Assembly

Céctel para PCR recursivo

- Phusion HF 5X Buffer
- dNTP 2 mM

- Partidor FW 5 uM

- Partidor RV 5 uM

- Phusion HF DNA polymerase

- H20 libre de nucleasas

10 L
5uL
55uL
55uL
0,5 yL
23,5 uL

- TOTAL

- Fragmento 1

- Fragmento 2

- 5X Buffer KOD

- dNTP 2 mM

- MgSO4 25mM

- KOD Hotstart

- H20 libre de nucleasas

50 yL

Coctel para etapa de elongacion por OE-PCR

4.5 pL (minimo: 1350 ng de DNA)
4,5 uL

3 uL

3 uL

1,2 uL

0,6 pyL

13,2 yL

- TOTAL

30 uL

Céctel para etapa de amplificacion por OE-PCR

- Coctel etapa elongacion 30 uL

- 5X Buffer KOD

- dNTP 2 mM

- Partidor FW 5uM

- Partidor RV 5 yM

- KOD Hotstart

- H20 libre de nucleasas

2 uL
5uL
2 UL
2 UL
0,4 yL
8.6 uL

- TOTAL

- Vector pBS circular
- EcoRV

- BufferR

- H20 destilada estéril

- Buffer de ligacion

- T4ligasa

- Inserto

- Vector digerido

- H20 destilada estéril

50 pL

Mix para digestion de pBS con EcoRV

200 ng

1uL

S ML

completar 50 uL

Mix para ligacion con extremos romos

4 uL
1uL
10 L
2 UL
7L

- TOTAL

24 uL
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Coctel para PCR de colonias

- Buffer Green 5X 4 uL

- MgCl2 3,2 L

- dNTP 2 mM 2 UL

- Partidor FW 5uM 2 uL

- Partidor RV 5 uyM 2 uL

- Templado 0,6 L (picadura de colonia)

- Go Taq DNA Polymerase 0,1 pyL
- H20 libre de nucleasas 6,1 yL
- TOTAL 20 pL

Céctel para PCR de linealizacion de pET22b(+) modificado
- Templado (~230 ng/uL) 1L

- 5X Buffer KOD 5uL
- MgS0O4 25mM 3L
- dNTP 2 mM 5uL
- Partidor FW 5uM 3 yL
- Partidor RV 5 uM 3 uL
- KOD Hotstart 1uL
- H20 libre de nucleasas 29 yL
- TOTAL 50 uL

Céctel para PCR de amplificacion de SP-Ag43 desde pET22b(+) modificado

- Buffer HF 5X 10 yL
- dNTP 2 mM 5uL
- Betaina 5M 8 uL
- Partidor FW 5uM 5 L
- Partidor RV 5 yM 5 L

- Templado diluido 1/100 1 pL
- X7 DNA Polymerase 0,5uL
- H20 libre de nucleasas 15,5 yL

- TOTAL 50 uL
Coctel para PCR de amplificaciéon de EGFP-TU desde pET22b(+) modificado
- Buffer HF 5X 10 yL
- dNTP 2 mM 5 L
- Betaina 5M 8 uL
- Partidor FW 5uM 15 uL
- Partidor RV 5 uM 5L

- Templado diluido 1/100 1 pL

- X7 DNA Polymerase 0,5 yL
- H20 libre de nucleasas 5,5 yL
- TOTAL 50 uL
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Mix para la doble digestion de pET22b(+) nativo

- DNA plasmidial

- Buffer Cutsmart 10X
- Ndel

- Mscl

- H20 destilada estéril

2000 ng

10 uL

2 UL

2 UL

completar 50 uL

Master Mix al 2X para cinco alicuotas de ligacion por Gibson Assembly

- 5Xisothermal buffer
- T5 exonucleasa

10 L
0,2 uL

- Phusion HF DNA Polymearse 0,6 pL

- DNA Taq ligase
- H20 libre de nucleasas

5L
9,2 L

- TOTAL

25 L

Céctel para PCR de amplificacion de productos de Gibson Assembly

- Buffer HF 5X

- dNTP 2 mM

- Betaina 5M

- Partidor FW 5uM
- Partidor RV 5 uM

10 L
S UL
8 uL
5L
5L

- Producto Gibson Assembly 10 uL
- Phusion HF DNA Polymerase 0,5 pL

- H20 libre de nucleasas

6,5 uL

- TOTAL

50 pL
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8.7.Anexo G — Protocolo para la preparacion de células de Escherichia coli

electrocompetentes

Materiales

Preinoculo saturado en caldo LB de la cepa de E. coli que se desea transformar
Matraz de 1L con 500mL de caldo LB estéril

Probeta de 250 mL estéril

Puntas p5000 estériles

Puntas p1000 estériles

2 recipientes estériles de 300 mL para centrifugacion

Glicerol 10% 1L estéril

Tubo Falcon 50 mL estéril

60 tubos Eppendorf de 0,6 mL estériles

Procedimiento

Todo el procedimiento debe ser realizado manteniendo las condiciones de esterilidad
bajo mechero y conservando la cadena de frio.

Inocular 500 mL de medio LB con (sin NaCl) con 5 mL del preindculo para lograr
una dilucion de 1/100 del cultivo original.

Crecer a 37°C con agitacion vigorosa (190-200 RPM) hasta alcanzar una ODeoo de
entre 0,5y 0.65. El tiempo aproximado desde el inéculo a que los 500 mL alcancen
esa OD es de 4 horas.

Colocar el cultivo en hielo durante 15 a 30 minutos.

Distribuir 250 mL de cultivo en los dos 2 tubos de plastico de 300 mL de la
centrifuga y centrifugar con el rotor previamente enfriado a 0°C.

Remover todo el sobrenadante y resuspender el total del pellet en 500 mL de
glicerol al 10% previamente enfriado en hielo (250 mL en cada recipiente).

Centrifugar a 4000 RPM durante 10 minutos y eliminar el sobrenadante.

Resuspender el total del pellet en 250 mL de glicerol al 10% (125 mL en cada
recipiente).

Centrifugar a 4000 RPM durante 10 minutos y eliminar el sobrenadante.

Resuspender el total del pellet en 10 mL de glicerol a 10% (Falcon de 50 mL).
Juntar todas las fracciones en uno, completando los 20 mL en un sélo tubo.

Resuspender en un volumen final de 2 mL de glicerol al 10% el pellet de células.

Agregar en tubos de 600 pL alicuotas de 60 pL y almacenar a -80°C; mientras se
realiza el alicuotado en los tubos Eppendorf de 0,6 mL es importante mantener
todo en hielo.
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8.8.Anexo H —imagenes de screening de transformacion
Placas para screening de la primera transformacién en E. coli Top 10 (PCL1, PCL2,

PCL3y PCL4)

Figura 65: Fotografia de siembra en placas de células E. coli Top10 transformadas por electroporaciéon con
el vector pBS recircularizado luego de ligarle los insertos PCL. Las placas A, B y C corresponden a
transformantes con pBS con el inserto PCL1, las placas D, E y F con el inserto PCL2 (no reportadas),
placas G, H, I, J y K con el inserto PCL3, y placas L y M con el inserto PCL4 (no reportadas).
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Placas para screening de la segunda transformacion en E. coli Top1l0 (PCL2 y
PCL4)

Figura 66: Fotografia de siembra en placas (LB agar + ampicilina 100 pg/mL + X-gal 80 pg/mL+ IPTG 0,5
mM) de células E. coli Top10 transformadas por electroporacion con el vector pBS recircularizado luego de
ligarle los insertos PCL. Las placas A y B contienen controles positivo y negativo, respectivamente. Las
placas C, D y E contienen transformantes con el inserto PCL2; Las placas F, G y H contienen

transformantes con el inserto PCL4.
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Placas para screening de la transformacién de E. coli BL21(DE3) con el vector de
expresion modificado

Figura 67: Fotografia de siembra en placas (LB agar + ampicilina 100 pg/mL) de Escherichia coli BL21(DE3)
transformadas por electroporacién con el vector p10 (placas A, By C), p12 (placas D, Ey F) y p13 (placas
G,Hel).
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8.9.Anexo | — Memorias de calculo para el proceso de abatimiento de arsénico
en filtros percoladores

8.9.1. Dimensionamiento de filtros percoladores
Las particulas de cuarzo tienen una esfericidad caracteristica que se encuentra ya
caracterizada y tabulada, y tiene el valor de 0,86. Con esto, y considerando un lecho
compacto, la porosidad del lecho es determinada graficamente como sigue:
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Figura 68: Esfericidad de particulas como funcién de la porosidad del lecho relleno con particulas uniformes
[93].

Con lo anterior, la porosidad resulta con un valor aproximado de 0,38. Usando estos
datos, y la viscosidad y densidad del flujo a tratar, la pérdida de carga o variacion de
presién por friccion se calcula con la correlacion de Ergun [79]:

AP 1—¢)? ‘u 1—¢)pp-ud
fr=150( ) U Uy +1’75( ) PF U
H 83 ((ps " dp)z 83 ¢S - dp
Se asume que la velocidad terminal del fluido es igual a la razén entre la altura del mismo
y el tiempo de residencia en su interior:
H
Uy = —
0 T
Se tiene, ademas, segun el balance de energia de Bernoulli, lo siguiente:

1 1
SPVE+pghy + Py = 5pV7 + pghy + P,
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Los principales supuestos usados para resolver la ecuacion para la altura son: la
velocidad inicial de caida del fluido es nula; la altura en el primer punto de referencia es
la altura del filtro; la velocidad terminal del fluido es igual a su velocidad a la salida del
filtro; la posicion final es a nivel del suelo, la pérdida de carga es la diferencia entre las
presiones del punto 2 y punto 1:

APfT‘:PZ_Pl

Se cumple entonces que:

2

H = ! (H) + AP
pgrt = ZP T
Expresando la caida de presién como funcion de la altura y reordenando, se cumple que:

175pr(1 &) 5 (15001 - £)? L P
e312dgdp e31d¢d3 272

)H2+ngH=0

La solucién H=0 no tiene sentido fisico, por lo cual la ecuacion anterior queda reducida a
una ecuacion cuadrética:

1750r(1 — &),  (150u(1 - £’  pr
e312dgdp e31d¢d} 272

>H+ng=0

Resolviendo para H, se obtiene una Unica solucion positiva:
H = 3,242 [m]

El area total corresponde a la razén entre el flujo y el flux determinado mediante analisis
de sensibilidad de parametros:

9 _ 10155 [m?]

*

AF:

El area total de un solo filtro de radio R que genera en area Ar puede dividirse en varios
filtros para permitir alternar su operacion, y utilizar dimensiones dentro de los rangos
normales de operacion. Se impone entonces que la suma de las areas de varios filtros i
es igual al area necesaria para tratar todo el flujo:

A; = Ap

n
i=1
n
Zriz ‘T=R*m
i=1
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Si se disefian todos los filtros iguales, la suma anterior se reduce a lo que sigue:
n-r’-m=R*-m

Por lo que la relacion entre los radios para que se cumpla la imposicion inicial es:

r=—

Vn

Donde n es el numero de filtros iguales. Es necesario determinar cual es la suma de los
voliumenes de los n filtros iguales, respecto al filtro Gnico de radio R:

n

Su-

n
mr? H=n-mw-r%-H
i=1 i1

L

Pero, segun los calculos anteriores se cumplia que:
n-r-m=R*m=Ap

Luego:

n
ZVi:AF.H:VB
i=1

Donde Vs es el volumen del filtro de radio R; con esto, se demuestra que la suma de los
volumenes de los n filtros de radio r es igual al volumen del filtro de radio R, por lo tanto,
el area especifica total es la misma también. El volumen total de todos los filtros es el
producto entre el &rea total y la altura:

Vg = Ap - H = 32925 [m3]
El area especifica total de los filtros se calcula segun la formula [79]:

6(1 — &) Aareatotal de contacto

- Dsdspn "~ volumen del lecho

Donde dsph €s el diametro de una esfera que tiene igual volumen de una particula. Como
no es posible conocer el volumen de una particula de cuarzo dada su irregular geometria,
se asume que dsph es igual al diametro de la particula, dr. Con esto, el area especifica
toma el valor de 12324 m*. Al multiplicar el area especifica de contacto por el volumen
total Vs, y dividiendo el resultado por 5 (ya que son 5 filtros que se repartirian el flujo a
tratar) se obtiene el area total de contacto para cada filtro i:

V
A = ap gB = 8,11 x 107 [m?]
Si se divide el area de contacto por el area que ocupa una célula sobre las particulas, se

puede determinar la cantidad de células requeridas para recubrir el 100% del area de
contacto disponible dentro del lecho:
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_ Arc

N =
c SC

E. coli es un bacilo de 2 um de largo y 1 ym de ancho [73]; su area es la suma el area del
tronco con la que generan sus casquetes esféricos en cada extremo (Figura 69).

L-h

L

Figura 69: Simplificacién de la geometria de un bacilo. Se le asigna a cada longitud caracteristica el
parametro de altura o largo, segun corresponda. Elaboracién propia.

mh? ~
SC = h(L - h) +T =1,79 x10 12 [mz]

Se considera imposible cubrir la totalidad de la superficie de contacto dentro del lecho,
por lo cual se vario el porcentaje de cobertura de la misma con biomasa entre el 100 y el
30% de cobertura, obteniéndose un vector de numero total de células requerido. Al
multiplicar este niUmero por la masa unitaria de una E. coli (7,55x101¢ kg), se obtiene un
vector con la totalidad de biomasa requerida para la operacion del equipo:

Mgqs = m¢ - N¢
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Tabla 9: Biomasa total requerida para cubrir porcentajes del area total interna del filtro.

% COBERTURA AREA [m?]

# CELULAS  Mads [KQ]

100 8,11x10 4,55x10%° 34316
95 7,71x107 4,32x101° 32600
90 7,30x107 4,09x10%° 30884
85 6,90x10’ 3,86x10%° 29169
80 6,49x10 3,64x10%° 27453
75 6,09x10 3,41x10%° 25737
70 5,68x10’ 3,18x10%° 24021
65 5,27x10’ 2,95%x1019 22305
60 4,87x10’ 2,73x10%° 20590
55 4,46x107 2,50x1019 18874
50 4,06x107 2,27x10%° 17158
45 3,65%10 2,05x10%° 15442
40 3,25%107 1,82x10%° 13726
35 2,84x107 1,59x10%° 12011
30 2,43%10 1,36x10%° 10295

Ahora, realizando un balance de masa para el &cido arsénico, que es la especie arsenical
predominante en esta etapa del proceso, se tiene:

Biosorbente limpio
Mgas,yo =0

Efluente cargado ]
Qx, ——— Filtro percolador

Efluente abatido
Q' xeq

Biosorbente cargado
Madsr yeq

Figura 70: Balance de masa de acido arsénico para determinar la biomasa requerida.

Q'x0+Mads'y0=Q'xeq+Mads'yeq

Al eliminar el término nulo, y considerando la isoterma de adsorcidon propuesta por

Merrifield et al. (2004):
mmol L %27
=222 ()
g mmol

m = 0,207
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Se cumple que:

—

xo—xeq—%-Kw-x;’}2 =0
Q
Considerando que Q representa un volumen y no un flujo, hay que fijar un tiempo de
operacion durante el cual el filtro operaria continuamente. Si se toma un tiempo de siete
dias, y un flujo de un quinto del total a tratar, la ecuacién anterior es como sigue,
reemplazando los valores conocidos:

267 [mmol] _ [mmol 3 Mggs [kg] 185 [(mmol) _ ( L )0207] 0207 [(mmol)o'zw] .
g eq 37 b eq
L L 7[d] - 86400 [%] . 0.%28 [mT] g mmol L

Resolviendo la ecuacion anterior para Xeq Y considerando una masa total de biosorbente
gue barre un recubrimiento de entre el 100 y 30% del area total disponible, se obtiene el
vector de concentraciones de &cido arsénico a la salida de la columna:

Tabla 10: Relacion entre el porcentaje de cobertura de la superficie de contacto del cuarzo, con la
concentracién de salida de los filtros percoladores.

% COBER RA eq

100 3,13
95 3,62
90 4,18
85 4,81
80 5,51
75 6,28
70 7,13
65 8,06
60 9,07
55 10,16
50 11,32
45 12,56
40 13,87
35 15,25
30 16,70

El volumen del bulk de cada filtro resulta del producto de su altura por su area basal; al
multiplicar esto por su densidad, se obtiene la masa del bulk, y, por lo tanto, la masa total
del adsorbente para células en cada filtro:

A 10154 k
My ="F Ho pp == [m?]324fm] 1639 -2] = 5,4 x 10 [kg]
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La masa total de sorbente para el arsénico (es decir, células) necesaria para cubrir la
superficie interna de cada filtro se muestra en la Tabla 9. En particular, se muestra la
equivalencia en numero de células; para simplificar, se asumira que cada célula es una
unidad formadora de colonias. De esta manera, la concentracion de células adsorbidas
en la matriz sélida se muestra como sigue (resultados en Tabla 11):

_ N [CFU]
1000 [,;ig] - (5,4 x 106 [kg])

. # células
q =
ed Mg

Por otra parte, para determinar la concentracion del cultivo que debe ser alimentado al
filtro para su preparacion como adsorbente, se consideraran los valores de la isoterma
de Henry reportados por Wang et al.; luego, se cumple que [70] (resultados en la Tabla
11):

) N [CFU
2 Geq Tea|™g
“ Ki 1905 [m—L
‘ g

Al multiplicar lo anterior por la masa unitaria celular, se obtiene la concentracion de
células en equilibrio en la fase acuosa (Tabla 11).

Tabla 11: Relacion entre el porcentaje de cobertura del cuarzo y las concentraciones en equilibrio
entregadas por la isoterma de Henry.

% COBER RA  (eg 0 eq eg 0

100 4,21x10° 2,21x10° 1,67
95 4,00%x10° 2,10x10° 1,59
90 3,79x10° 1,99x10° 1,50
85 3,58x10° 1,88x10° 1,42
80 3,37x10° 1,77x10° 1,34
75 3,16x10° 1,66x10° 1,25
70 2,95x10° 1,55x10° 1,17
65 2,74x10° 1,44x10° 1,09
60 2,53x10° 1,33x10° 1,00
55 2,32x10° 1,22x10° 0,92
50 2,11x10° 1,11x10° 0,83
45 1,90x10° 9,95x108 0,75
40 1,68x10° 8,85x108 0,67
35 1,47%x10° 7,74x108 0,58
30 1,26x10° 6,64x108 0,50

Lo anterior representa la concentracion en equilibrio de células en suspension, necesaria
para que la superficie de contacto de cuarzo se sature con la cantidad minima requerida
de células para realizar la adsorcion de arsénico. Con este valor, y realizando un balance
de masa de adsorbato, se obtiene la concentracion requerida en el fluido para que se
alcance tal equilibrio dentro del filtro:
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Cuarzo limpio
S, qO = 0

Cultivo cargado

: Cultivo agotado
Lce —— Filtro percolador

L, ceq

Cuarzo cargado
S) Gegq

Figura 71: Diagrama para el balance de biomasa del filtro percolador.
L'C0+S'qO :L'Eeq'i‘S'C_I)eq

Sabiendo que inicialmente el cuarzo no contiene biomasa, y que se cumple la relacion de
la isoterma de Henry, se despeja L de la ecuacién anterior:

S"_jeq

N
L= =
Co — Ceq

Se para encontrar un flujo de cultivo celular concentrado, es necesario trabajar la
expresion anterior con un “flujo masico” de sélido, que sera equivalente al cociente entre
la masa total del relleno de un filtro y un tiempo de operacion igual al tiempo de residencia
utilizado para el tratamiento:

(%)

T

k
S = = 428,19 [?g]
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Teniendo en cuenta la consistencia dimensional del algebra anterior para obtener L, se
tiene (Tabla 12):

Tabla 12: Relacién entre el porcentaje de cobertura de la superficie de cuarzo y la concentracion celular de
alimentacion para el acondicionamiento de los filtros.

% COBERTURA 0

100 0,0091 0,39
95 0,0087 0,37
90 0,0082 0,35
85 0,0077 0,33
80 0,0073 0,31
75 0,0068 0,29
70 0,0064 0,27
65 0,0059 0,25
60 0,0054 0,23
55 0,0050 0,21
50 0,0045 0,19
45 0,0041 0,17
40 0,0036 0,15
35 0,0032 0,13
30 0,0027 0,12

Se observa de la Tabla 12 que los flux obtenidos a partir del vector de flujos de
acondicionamiento calculado son todos inferiores a 0,4 [m3/m2-d], que es el valor maximo
obtenido a partir del analisis de sensibilidad de los parametros de la ecuacién de disefio
de un filtro percolador, por lo que es hidraulicamente factible operar estos flujos en la
etapa de acondicionamiento.
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8.9.2. Dimensionamiento de la centrifuga de discos paralaconcentracion del
caldo del biorreactor

Para la determinacion de parametros operacionales del fermentador, se hace necesario
tener como supuesto que el comportamiento fluidodinAmico del PLS a tratar es similar al
de un cultivo saturado de E. coli. Con esto como supuesto principal, se tiene que el tiempo
gue demora un diferencial de volumen en atravesar la columna completa es de 7 horas,
por lo que para que el fluido saturado en bacterias alcance las capas inferiores del relleno
es necesario que transcurran 7 horas desde que se comienza a regar concentrado de
células por el extremo superior de la columna.

Primero, se realiza un balance de masa sobre la centrifuga con el fin de determinar su
flujo de alimentacion, que corresponde al flujo de salida del biorreactor. Se tienen como
datos conocidos el flujo del lodo (L, alimentacion para el acondicionamiento del filtro), la
concentracion del lodo (co) y la concentracion del flujo de alimentacion (Xs, equivalente a
OD igual a 15 y convertido las unidades g/L [87] y CFU/mL); ademas se impondra que la
concentracion de células en el clarificado sea despreciable.

Clarificado, sin células
"Fp,Xo =0

Cultivo cargado
FR' XS

Centrifuga de

discos

Lodo, cargado
> L, XU = Co

Figura 72: Diagrama para el balance de masa sobre la centrifuga de discos.
El balance de biomasa se expresa:
Fr-X¢s=Fy-Xo+L-Xy
De lo cual se obtiene:
Fr-Xs=L"c

Resolviendo para Fr:

PR NP i
R™ X ’ S

La ecuacion de disefio de una centrifuga de discos es como sigue:
FR = vg - Z

Donde:
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d2

Uy :@(Pc Pr) g

B 2nnQ?
=3,

(R§ —R}) - ctgb

Se considera que el didmetro esférico del bacilo E. coli corresponde a la media aritmética
entre el largo y el ancho promedio de un individuo; ademas, la densidad de esta ‘particula’
es su masa unitaria dividida en el volumen calculado como la suma del volumen de dos
casquetes esféricos con el de un cilindro.

Teniendo en cuenta las proporciones de los flujos, se dimensiona una centrifuga con 150
discos, que es el mayor numero sugerido [81] y con un angulo de los mismos respecto a
vertical de 42,5°, que es el promedio del rango tipico [81]. Ademas, se han reportado
fuerzas centrifugas de hasta 14300xg en centrifugas de discos [82]:

QZ - RO
G = = 14300
9

Las maximas velocidades angulares de las centrifugas de discos de mayor didmetro
varian cerca de las 4000 rpm [83, 84]; para asegurar la duracién e integridad del material,
y considerando la escala de trabajo, se toma como margen de seguridad el 20% de la

velocidad sugerida anteriormente:
rad] 1 [min rad
0= (1- 024000 [(22] 20 [124]. L [ _ 55
rev

Reemplazando esta velocidad en la relacion para G, se obtiene el radio externo de la
centrifuga:

Ry = 1,25 [m?]
Para determinar el radio interno, se reemplaza el valor de este radio e la formula del factor
2

Fg
3 = R = 1440464 [m?]
Vg

3:g-2
R, = 3]133 - g = 1,16 [m]

2-m-n-0?-ctgb

Finalmente, se determina la potencia consumida para la operacion de esta centrifuga:

P, = Fg - pp- Q% - R2 = 40,14 [MW]
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8.9.3. Dimensionamiento del biorreactor para el acondicionamiento de los
filtros percoladores
El dimensionamiento del fermentador comienza con el balance de masa global:

Medio estéril . : Cultivo agotado
F. X, — Biorreactor s gl
in420 outr 4§

Figura 73: Diagrama para el balance de masa sobre el biorreactor.
d(p-V) dvV  Vdp
R — F o= =+ —
pln A pout out dt p dt dt
Asumiendo que la densidad no varia considerablemente en el tiempo, se cumple:
dv
Pat
En estado estacionario, no hay acumulacion de masa en el estanque, luego la derivada
temporal del volumen es nula:

Fin — Fout =

Fin = Four =0
Fin = Fout = Fg

Luego, se realiza el balance de biomasa sobre el reactor:

dX

Fi 'XO_Fout'XS+MS'XSIV_a.XSIV=VE
Donde u es la tasa de crecimiento microbiano y a la tasa de muerte celular. Dado que el
equipo funcionaria en una fase del crecimiento en la que la velocidad de muerte celular
es mucho menor a la de proliferacion (u > a), y que el balance se realiza en estado

estacionario, la ecuacion anterior queda como sigue:

_FRXS‘l“LleSV:O
.US—V

Ademas, se modelard el reactor utilizando la cinética de Monod:

ZHMAX'S
s =Ko+ s

Donde S corresponde a la concentracion de sustrato limitante, que comunmente es la
fuente de carbono. Lo que sigue es el balance de masa de tal sustrato:

ps XsV qp-Xs-V _d(V-S)
——m-XS-V— —
Yx/s Yp/s dt

FR.SO_FR-S_
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Donde gp es la tasa de formacién de producto y m es el coeficiente de mantencién; es
comun considerar que ambos parametros son despreciables en comparacion con la
concentracion inicial del sustrato y la velocidad de crecimiento; esto, junto con asumir
estado estacionario, permite obtener lo siguiente a partir de la ecuacion anterior:

X'V
Fp-So—Fp-S—25 257 _ g
Yx/s
Fg Us = Xs
—(Sy—95) =
7S =8 =5

Recordando que del balance de masa global se obtuvo que la velocidad de crecimiento
era igual a la razén entre el flujo y el volumen del estanque, se cumple que:

Us = X
Yy/s

ps(So —S) =

Ecuacién 10: Relacion entre la concentracion de sustrato a la salida y a la entrada del reactor.

Por otra parte, la productividad se define como el producto entre la tasa de dilucién D y
la concentracién de biomasa Xs. Existe un punto de méxima productividad, que se puede
obtener al igualar a cero su derivada respecto a D [85]:

dt

A partir de balance de masa de sustrato, se obtuvo una expresion equivalente a:
Xs = YX/S(SO —-S5)
Y de la ley cinética de Monod, y considerando que la velocidad de crecimiento es igual a
la tasa de dilucion, se puede obtener una expresion para el sustrato:
D -K
S=———_

Umax — D
Entonces, la concentracion de biomasa se puede ahora expresar en funcién de D:

D " KS >
Unmax — D

Xs = YX/S (50 -

Reemplazando esta ecuacion en la expresion de optimizacion de la productividad, se
obtiene:

D YX/SKS(HMAX —D) — Yx/sKsD Yx/sDKs

+ _ =
(upax — D)? X/ (umax — D)
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De tal expresion, se obtiene una funcién cuadréatica para D, de la cual se obtiene el D
optimo:

Ks
KS + SO

D* = upax

Con este valor, es posible encontrar la concentracion éptima de sustrato a la salida del
reactor:

So

S*=

Acoplando la igualdad anterior con la Ecuacion 10, se obtiene una expresion para Sp en
funcién de sdélo parametros ya conocidos:

Xs So

_ _ =0
Yx/s 14 Ks + Sy
N Ks

Resolviendo para So, y luego reemplazando en la Ecuacion 10 para resolver S:

So

S, = 16,69 [%]
S = 0,023 [%]

Reemplazando el valor de S, es posible determinar la velocidad de crecimiento
microbiano en el interior del reactor mediante el modelo de Monod:

0,76 [%] £0,023 m—{

=MMAX'S_

1
TKs+S T 33x10-5 [29] 40,023 2] =075 [E]

Con este dato, se calcula la productividad del biorreactor:

M=D-Xs=psXs =455 [Lg;h]

Recordando que, en estado estacionario, la velocidad especifica de crecimiento es igual
a la razén entre el flujo y el volumen del reactor, se obtiene el volumen del estanque:

3
F 0,239 [m—]
=Fr= > = 1088 [m?]
o = — = =
Us . _1 ﬁ
0,759 |%] 3600 5]
Considerando un margen de seguridad del 20%, el volumen del reactor se obtiene segun
la relacion:
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% _ 120 V = 1306 [m3
Los biorreactores industriales de geometria cilindrica cumplen en general que su altura
es igual a tres veces su diametro [85]. Como el volumen de un cilindro es su area basal

por la altura, se cumple entonces que:

D)Z y ™ D?3D _ 3nD?

VR:”'(E 4 4

Con esta relacion se obtienen las dimensiones del estanque:
3[4V
Dp= |—=8,22|m
k= |5 [m]
Hg = 3Dy = 24,65 [m]
Respecto al intercambio de calor para la mantencion de la temperatura interna, los
calculos comienzan con el balance total de energia:

Pérdidas
Qp
Medio estéril - : Cultivo agotado
Fo,Qin — Biorreactior s Fry Qout
] '
Calor porT T TCanr por
crecimiento Calor agitacion
Qr suministrado Q4

Qic

Figura 74: Diagrama para el balance de energia sobre el biorreactor.

El balance de energia se expresa a través de la siguiente ecuacion:

dE : : : .
E:qm'FR_QOut'FR+QF+Q1C+QA_QP
Como el reactor debe ser isotérmico, los calores (entalpias) de entrada y salida deben
ser similares; ademas, se asume que el calor de agitacion es despreciable respecto al de

fermentacién [85]. Realizando un balance en estado estacionario, la relacion anterior
gueda como sigue:

0 = Qr +.Q'IC - Qp
Qic = Qp — QF
Para la determinacion de la demanda de oxigeno de la poblacién microbiana al interior
del reactor, se utiliza la siguiente relacion [85]:
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Us " Xs
IVO2 =

Yx/0

Donde Yxo corresponde al rendimiento de crecimiento de biomasa respecto al consumo
de oxigeno, el cual se calcula segun la siguiente relacion [85]:

1 _32a+8b—16c
Yx/o Yx/s * PMg

+0,01f — 0,0267d + 0,017414g — 0,08e

Donde PMs corresponde al peso molecular del sustrato limitante, que por simplicidad se
considerara glucosa, y a, b, c, d, e, f y g corresponden a los subindices de la formula
empirica del sustrato y del microorganismo que se esté cultivando, segun la siguiente
reaccion balanceada:

CqeHy0;, + mNH; +n0, > qC4H,O¢ Ny + rCO, + tH,0
Si el sustrato es glucosa, 2a=2c=b=12, y la férmula empirica de E. coli es [94]:
CIH1,7700,49N0,24-

Realizando un balance de masa por elemento, se obtienen los valores del resto de los
parametros. Reemplazando estos valores en la expresion para el rendimiento de oxigeno,
se obtiene

Yx/o = 0,36
Y con lo anterior, se obtiene la demanda de oxigeno:
_ 9
No, = 12,77 ||
El aire que se introduce al cultivo se mide usualmente como tasa especifica de aireacion

(VVM), que cumple la siguiente relacién [85]:

Fire No, 22,4 T

VVM = =
Vr 1000-0,21-E-m-273-60

Donde T es la temperatura en grados Kelvin, E es la eficiencia de transferencia de
oxigeno y 1T es la presion en atmésferas. El valor de VVM para biorreactores aerdbicos
industriales se mueve entre 0,2 y 0,7 [m3/m3-min]; se utilizaran los dos valores extremos
y el valor de 0,5 [m%/m3-min], pero para ejemplos de célculo se procedera con el valor
0,5. De la ecuacion anterior, es posible determinar el flujo de aire y la eficiencia de
transferencia de oxigeno asumiendo una temperatura de 310°K y una presion interna de
1 atm:

m3
Faire = 10,89 [Tl

E =52%
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El rango normal en el cual se encuentra la eficiencia de transferencia de Oz en escala
industrial es entre 3 y 30%, lo que valida la pertinencia de los supuestos anteriormente
tomados.

Para el dimensionamiento de los gastos por agitacidén, se comenzé utilizando un rango
sugerido de la razén entre el diametro del impeller y el estanque, que se mueve entre 0,3
y 0,6 [85]; se realiz6 un analisis de sensibilidad para varios valores de esta razon, pero
para ejemplos de célculo se utilizara el valor 0,45. Dado el diametro del estanque, se
determina el diametro del impeller:
D; = 0,45D; = 3,7 [m]
Con este valor, se calcula el niumero de Reynolds modificado:
N - Dfppg
Re; = —1—
Ur

Donde N es la velocidad de agitacion, pr es la densidad del caldo dentro del reactor y ur
es la viscosidad dindmica del mismo. Para biorreactores industriales, la velocidad de
agitacion varia comunmente entre 50 y 300 rpm [85]; considerando la magnitud del
diametro del impeller, se tomo6 el valor de 50 rpm. Asumiendo que la densidad y
viscosidad del caldo son similares a la del agua a 37°C, se obtuvo el valor para Re;:

Re; = 1,65 x 108

Por lo que, en las condiciones consideradas, el flujo en el interior del reactor es turbulento.
Dado esto, el célculo de la potencia nominal es como sigue [85]:

Pr=K,-p-N*-D}

Tomando el valor K»=5,5 si el impeller es de tipo turbina en flujo turbulento [85], la presion
nominal es:
Pr =22 x 106 [W]

El valor anterior es nominal para cierta geometria de impeller tipo turbina, por lo que se
debe calcular una potencia corregida mediante la férmula [85]:

Donde

6) =3 v (5),=3
Di f Di f

La potencia corregida es entonces

P’ = 2,82 x 10° [W]
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El valor anterior corresponde a la potencia requerida para un agitador con 1 impeller tipo
turbina en un estanque sin aireacion. La correlacion para obtener la potencia necesaria
para el funcionamiento de un agitador con 1 impeller tipo turbina en un estanque con el
flujo de aireacion determinado anteriormente es la que sigue [85]:

P2 N - D}\"*
P=a | —er
) ( F0,56 >

aire

Donde a es una constante que toma el valor 1 si el reactor tiene un estanque de mas de
1000L. Luego, la presion corregida para el estanque aireado es:

P, = 1,88 x 105 [W]
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8.10. Anexo J — Memorias de calculo del proceso de abatimiento de
arsénico en tanques agitados
8.10.1. Dimensionamiento de estanque agitado

Para la determinacion de la cantidad de material biosorbente, y, por lo tanto, de particulas
en suspension, se realiza un balance de masa:

Biosorbente limpio

Mg,y, =0
Efluente cargado = e d Efluente abatido

Q%o abatimiento Q) Xeq

Biosorbente cargado
MB: yeq

Figura 75: Diagrama para el balance de masa sobre el estanque de abatimiento de arsénico.

Q'XO+MP'yO=Q'xeq+MP'yeq
Xo — Xeq Xo — Xegq
Mgz =0 =Q
5 Yeq KF'xgclI

Resolviendo la ecuacion anterior, se obtiene la biomasa necesaria para alcanzar una
concentracion de salida de 0,5 g/L de arsénico:

k
Mz = 0,21 [Tg]

Asumiendo que una particula tiene un area similar a la de una esfera del mismo diametro,
se determina la cantidad de células que se pueden adsorber en cada una de ellas:

d3

Now = T
CP SC

CFU ]

=2,17 x 10° [—
particula

Al multiplicar este valor se obtiene la biomasa admisible en la superficie de cada particula:
kg
Nyc = Nep -me = 1,64 x 10710 [—]
Mc cp e particula
Al dividir la biomasa total necesaria por la biomasa adherida a una particula, se obtiene
el nimero de particulas requeridas por unidad de tiempo:

M articulas
Py = N—B = 31,26 X 10° [pf]

Mc
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Y si se multiplica el flujo de particulas por la masa promedio de una de ellas ya recubierta
por bacterias, se obtiene el flujo masico de solidos:

M. = p [partl'culas]< N [ kg ])_7555 [kg]
AT N s e T Rme |paticulal) T 7 s

Con esto se obtiene el flujo masico total. Asumiendo que el flujo de particulas se comporta
como un lecho, se puede calcular el flujo volumétrico de las mismas al dividir el flujo
masico por la densidad de un bulk hipotético:

0, = —a —0046lm3l
A_Pp(l—g)_ ' S

Y asi se obtiene el flujo volumétrico total que debe procesar el agitador. Se impone un
tiempo de residencia de 7 horas, con lo cual se puede obtener el volumen del estanque
mediante la relacion:

Vg
T=—
Qr
Luego, considerando un margen de seguridad del 20%,
VE = 1,2 *Te QT = 224‘7 [m3]

Como no es conveniente tener un estanque muy alargado por la ancha capa de liquido
claro que se formaria, se estima conveniente usar un estanque en el que el didmetro es
igual a la altura. El volumen se expresa entonces como sigue:

Dg

Ve = z s 3
A r Dr D D
E basal * Altura =+ (7) H = = E

4 4

Asi, se calcula el diametro:

3[4V,
Dy = 7E= 14,2 [m] = Hy

Para determinar la velocidad critica de agitacion del impeller, se utiliza la correlaciéon de
Zwietering [88]:
NC,- . DiO,85 =G. vO,l . dg'z . (g A_p)OAS . BO,13
p

Donde el valor de S esta condicionado por el tipo de agitador y sus proporciones. Se
utilizan los valores tabulados de S al utilizar una turbina de seis palas, donde la razén
entre el diametro del impeller y su anchura es 5, la razén entre el diametro del impeller y
la altura del mismo sobre el fondo del estanque es 4, y el nimero de potencia es 6,2. Se
muestra a continuacién una tabla con valores de S para distintas razones entre el
diametro del estanque y del impeller.
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Tabla 13: Valores reportados para la constante S segun la razén entre el diametro del estanque y del
impeller [85].

RAZON Dg/D; VALORS

2 4,1
3 7,5
4 11,5

Con las razones entre el diametro del estanque y del impeller, se pueden determinar tres
diametros de impeller distintos, que a su vez generan a partir de la correlacion de
Zwietering tres velocidades criticas de agitacion. Los valores para la constante S
reportados son validos sélo para un nimero de potencia de valor 6,2, lo cual define la
potencia consumida por cada una de las configuraciones establecidas para generar los
valores reportados en la Tabla 13, segun la relacion que define al nimero de potencia:

Py =Np-p-Ng-Dj

Donde se utilizara la velocidad critica de agitacién, y la densidad de la suspension
completa, calculada como sigue:

My + Mpys kg
=———— =1419 [—]
Ppr 0+0, 3
Con esto, la potencia se despeja como sigue:

P = NP'pPT'NCI? Dl5]

Como existen 3 valores de velocidad critica de agitacion, se encuentran también tres
diametros de impeller y tres potencias (j es subindice que toma valores 1, 2y 3). En la
siguiente tabla se muestran entonces los resultados de tales célculos.

Tabla 14: Valores del diametro del impeller, velocidad critica de agitaciéon y potencia consumida para
distintas configuraciones del impeller tipo turbina de 6 paletas planas.

RAZON Dg/D; D;[m] Ng[rps] P[MW]

2 7,10 0,33 5,64
3 4,73 0,85 12,79
4 3,55 1,66 22,79

Para determinar la concentracion de biomasa adsorbida al sélido, es necesario convertir
las unidades obtenidas para el valor de células adheridas a cada particula:

CFU ]

5
Nep 2,17 %10 particula

CFU
Qeq = = 13,62 x 10° [7]

M 598 x 108 |—4 ] . 1000 [-L
particula kg
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8.10.2. Dimensionamiento del estanque acondicionador del flujo de
solidos
Dada la concentracion en equilibrio del adsorbato sobre las particulas, es posible calcular
la concentracion de biomasa en el liquido segun la isoterma de Henry con pardmetros
reportados por Wang et al. (2014) [70]:

qeq _

Coq = g = L9 X 10° [—]

Lo cual es muy cercano a la concentracion maxima posible de alcanzar para un
biorreactor [87], por lo que se considerara, igual que para el acondicionamiento del filtro
percolador, una concentracion del flujo de acondicionamiento cerca de dos 6rdenes de
magnitud mayor (2x10'* CFU/mL). El balance de masa para el estanque acondicionador
es entonces como sigue:

Particulas limpias
My, q0 =0

Cultivo cargado Estanque Cultivo clarificado
L,c -_— . L c
0 acondicionador eq

Particulas acondicionadas
MAL: Qeq

Figura 76: Diagrama para el balance de masa del estanque acondicionador.

Loco+ My qo=L"Ceqg+ My~ Ceq

MAL Cqu

L= _138x103l—l

Co — Ceq
Este flujo L de concentracion 2x10'* CFU/mL debera ser obtenido entonces de un equipo
de concentracion de biomasa, en este caso, una centrifuga de discos con boquilla.

Para la determinacion del volumen del estanque de acondicionamiento, se utiliza la
relacion entre el flujo volumétrico total de alimentacion y el tiempo de residencia. Segun
Wang et al. (2014), el equilibrio de adsorcién de células de E. coli en particulas de cuarzo
se asegura en dos horas, luego, este seria el tiempo de residencia del estanque.

M
Vy=1," (L +i) = 215 [m3]
PB
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Si se considera nuevamente un estanque donde la altura sea igual al diametro, se obtiene
de la formula del volumen de un cilindro, tanto la altura como el diametro del estanque:

3|4y
D, = ?A=6,49[m]=H

Anteriormente ya se determind que la razon entre didmetros de estanque e impeller
energéticamente mas eficiente resulta ser la del valor 2, luego el largo del impeller para
este estanque seria 2,14 m. Con este valor, nuevamente se utiliza la correlacion de
Zwietering [88] para determinar la velocidad critica de agitacion del impeller:

A 0,45
N -DY®% =5 -v01.dX?. (g Fp) - BO13

L

Usando el valor de S correspondiente, calculando el valor de 100 veces la raz6n masica
entre el solido y el liquido (B), se obtiene que la velocidad critica de agitacion es:

ve=076 [}
c— Y s

Conociendo que el valor del nimero de potencia para esta configuracion es 6,2, se
obtiene la potencia consumida:

P=Np-p-N2-D? =253 [MW]
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8.10.3. Dimensionamiento de la centrifuga para la concentracion del
caldo acondicionador
Para la determinacion de parametros operacionales del fermentador, se hace necesario
tener como supuesto que el comportamiento fluidodinamico del caldo de cultivo saturado
a tratar es similar al de un cultivo saturado de E. coli.

Primero, se realiza un balance de masa sobre la centrifuga con el fin de determinar su
flujo de alimentacién, que corresponde al flujo de salida del biorreactor. Se tienen como
datos conocidos el flujo del lodo (L, alimentacion para el acondicionamiento del filtro), la
concentracion del lodo (co) y la concentracion del flujo de alimentacion (Xs, equivalente a
OD igual a 15 y convertido las unidades g/L [87] y CFU/mL); ademas se impondra que la
concentracion de células en el clarificado sea despreciable.

Clarificado, sin células
»Fo,Xo = 0

Cultivo cargado Centrifuga de
Fr,Xg ’

discos

Lodo, cargado
> L, XU = (o

Figura 77: Diagrama para el balance de masa sobre la centrifuga de discos.
El balance de biomasa se expresa:
Fr-X¢s=Fy-Xo+L-Xy
De lo cual se obtiene:
Fr-Xs=L"c

Resolviendo para Fr:

Fo= % 003 [
R™ xg = S

La ecuacion de disefio de una centrifuga de discos es como sigue:

FR = vg " Z
Donde:
dp
Vg = @(PP —pr)° g

2mnQ?

b
39

(R — R}) - ctgb
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Nuevamente, teniendo en cuenta las proporciones de los flujos, se dimensiona una
centrifuga con 150 discos, que es el mayor niumero sugerido [81] y con un angulo de los
mismos respecto a vertical de 42,5°, que es el promedio del rango tipico [81]. Ademas,
se han reportado fuerzas centrifugas de hasta 14300xg en centrifugas de discos [82]:

QZ - RO
G = = 14300
9

Para esta centrifuga, se utiliza la maxima velocidad de giro del rotor (4200 rpm [83, 84])
utilizada para centrifugas de discos de mayor tamafio, y se toma como margen de
seguridad el 20% de la velocidad sugerida anteriormente:

1-0.2)- 4200 [rad] [mm] rad]
2= ) rev] 60

Reemplazando esta velocidad en la relacion para G, se obtiene el radio externo de la
centrifuga:

Ry = 1,13 [m?]
Para determinar el radio interno, se reemplaza el valor de este radio e la férmula del factor
2.

F,
T == =217642[m?]
Vg

3.g-%
R, = 3]}23 - g = 1,11 [m]

2-m-n-Q?%-ctgh

Finalmente, se determina la potencia consumida para la operacion de esta centrifuga:

PC:FRPFQZR(%:S,S[MW]
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8.10.4. Dimensionamiento del biorreactor para el proceso de
abatimiento en estanque agitado

Considerando las condiciones de optimalidad determinadas en el Anexo 8.9.3, se obtiene
el valor de la concentracion inicial de sustrato:

Xs So

S N —
Yx 1+ [Ks + So
S KS

So = 16,69 [%]

So

Con este valor se determina la concentracion de sustrato en el seno del reactor:

S———0 0023 [%]

K ot
Y luego se determina la velocidad especifica de crecimiento con la ecuacion de Monod:

_ Umax S

1
=2~ = 0,759 H
Hs =K+ s h

Recordando que en estado estacionario, la velocidad especifica de crecimiento es igual
a la razén entre el flujo y el volumen del reactor, y considerando un margen de seguridad
del 20%, el volumen del reactor se obtiene segun la relacion:

3
F 0,036 [m—]

R S
Ve=12—L=12

“s 0759 [ zagg ]

La productividad del biorreactor es como sigue:

= 197,4 [m3]

f— . —_— . frd —g
=D Xs=ugXg =455 [L_h]
Los biorreactores industriales de geometria cilindrica cumplen en general que su altura

es igual a tres veces su diametro [85]. Como el volumen de un cilindro es su area basal
por la altura, se cumple entonces que:

D)Z u m-D?-3D  3mD3

VR:”'(E x4

Con esta relacion se obtienen las dimensiones del estanque:

3/41/
Dy = 3—; = 4,38 [m]

HR = 3DR = 13,13 [m]

Respecto al balance de energia, y dado que el reactor debe ser isotérmico, nuevamente
la entalpias de entrada y salida deben ser similares; ademas, se asume que el calor de
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agitacion es despreciable respecto al de fermentacion [85]. Realizando un balance en
estado estacionario, se tiene:

dE . . . .
EzQin'FR_QOut'FR+QF+QIC+QA_QP
OZ_QF +.Q.IC_.Q.P
Qic = Qp — QF

Para la determinacion de la demanda de oxigeno, se utiliza la misma relacién anterior
relacion [85]:
_ Hs X

Yx/0

Ny,

Donde Yxo corresponde al rendimiento de crecimiento de biomasa respecto al consumo
de oxigeno, el cual se calcula segun la siguiente relacion [85]:

1 32a+8b—16¢
Yx/0 Yx/s - PMs

+0,01f —0,0267d + 0,017414g — 0,08e

Reemplazando estos valores en la expresion para el rendimiento de oxigeno, se obtiene
Yx/o = 0,357

Y con lo anterior, se obtiene la demanda de oxigeno:
_ g
No, = 12,77 [~

El aire que se introduce al cultivo se mide usualmente como tasa especifica de aireacion
(VVM), que cumple la siguiente relacién [85]:

Fuire No, 22,4 T
Ve 1000-0,21-E-m- 27360

VVM =

Donde T es la temperatura en grados Kelvin, E es la eficiencia de transferencia de
oxigeno y 1T es la presion en atmosferas. El valor de VVM para biorreactores aerobicos
industriales se mueve entre 0,2 y 0,7 [m3/m3-min]; se utilizaran los dos valores extremos
y el valor de 0,5 [m®/m3-min], pero para ejemplos de célculo se procedera con el valor
0,5. De la ecuacion anterior, es posible determinar el flujo de aire y la eficiencia de
transferencia de oxigeno asumiendo una temperatura de 310°K y una presion interna de
1 atm:

m3
Faire = 1,64 [—l

s
E=52%

El rango normal en el cual se encuentra la eficiencia de transferencia de Oz en escala
industrial es entre 3 y 30%, lo que valida la pertinencia de los supuestos anteriormente
tomados.
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Para el dimensionamiento de los gastos por agitacion, se utilizé un rango sugerido de la
razon entre el diametro del impeller y el estanque, que se mueve entre 0,3 y 0,6 [85]; se
realiz6 un analisis de sensibilidad para varios valores de esta razon, pero para ejemplos
de célculo se utilizara el valor 0,45. Dado el didmetro del estanque, se determina el
diametro del impeller:

D; = 0,45D; = 1,97 [m]

Con el menor valor de diametro obtenido (razon Di/D=0,3), se calcula el nimero de

Reynolds modificado:
N - D}
Ur

Para biorreactores industriales, la velocidad de agitacién varia comunmente entre 50 y
300 rpm [85]; considerando la magnitud del diametro del impeller, se tomé el valor de 50
rom. Asumiendo que la densidad y viscosidad del caldo son similares a la del agua a
37°C, se obtuvo el valor para Re;:

Re; = 2,07 x 108

Por lo que bajo cualquier razén de diametros, el flujo en el interior del reactor es
turbulento. Dado esto, el célculo de la presidbn nominal es como sigue [85]:

P;=K,-p-N°-D}

Tomando el valor K»>=5,5 si el impeller es de tipo turbina en flujo turbulento [85], la
potencia nominal es:

Pr = 9,42 x 10* [W]

El valor anterior es nominal para cierta geometria de impeller tipo turbina, por lo que se
debe calcular una potencia corregida mediante la férmula [85]:

Donde

G) =2 v ()=
Di f Di f

La potencia corregida es entonces
P’ =1,21 x 10° [W]

El valor anterior corresponde a la potencia requerida para un agitador con 1 impeller tipo
turbina en un estanque sin aireacion. La correlacion para obtener la potencia necesaria
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para el funcionamiento de un agitador con 1 impeller tipo turbina en un estanque con el
flujo de aireacion determinado anteriormente es la que sigue [85]:

prz. . P3O
Pg:“'( 0,56 l)
Fl

aire

Donde a es una constante que toma el valor 1 si el reactor tiene un estanque de mas de
1000L. Luego, la presion corregida para el estanque aireado es:

P, = 7,61 x 10* [W]
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8.10.5. Dimensionamiento del sedimentador tubular

La velocidad con la que cae una particula en un medio viscoso se rige por la ecuacion de
Stokes [85]:
di - Ap - gc m
V, = ——=10,015 |—
g 18u [s]
El tiempo durante el cual permanece la particula en el interior de una canaleta es el
cociente entre el volumen del recipiente y el flujo [85]:
_ Volumen Hy-W-Lg

‘=7 0

En el caso de una tuberia cilindrica, la altura y el ancho son iguales al radio:

m-R; Ly
“TTo
Por otra parte, el tiempo de sedimentacion de la particula es el cociente entre la altura de
una canaleta de altura 0,5 m y la velocidad de sedimentacion [85].

= 32,96 [s]

g
t.=—=—
TV Y

Al igualar el tiempo de residencia con el de sedimentacion, se obtiene:

m-R2-L
# = t, = 65,92 [s]
De la relacion anterior se obtiene entonces el largo necesario de la canaleta:
I = ts - Q
g T Ré

Recordando que la altura es igual al radio en el caso de un semicilindro, y considerando
un margen de seguridad del 20%, el largo de la canaleta es:

ts - Q
Lg = 1,27_[ - Rf, = 2,86 [m]
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8.11. Nomenclatura

SIMBOLO PARAMETRO UNIDAD

ap Superficie unitaria de particula [m?]

B Razdn solido/liquido []

Co Concentracion celular inicial [CFU/mL]
Ceq Concentracion de biomasa en equilibrio [mg/mL]
Da Diametro estanque acondicionador [m]
de Diametro promedio del bacilo E. coli [m]
De Didmetro de estanque [m]

Di Didmetro de impeller [m]
de Diametro de particula [m]
Dr Didmetro del biorreactor [m]

E Eficiencia de transferencia de Oz [%]

Fa Flujo de aire [m3/s]
Fr Flujo de salida del biorreactor [m3/s]

G Factor G para centrifugacion de E. coli []
gc Aceleracion de gravedad [m/s?]
hc Ancho del bacilo E. coli [m]
He Altura del estanque [m]

Hr Altura del biorreactor [m]

K2 Constante de potencia para rotor tipo turbina [-]

Kr Constante de Freundlich [mmol-L™/g-mmol™]
KH Constante de Henry [mL/g]
kLa Coeficiente volumétrico de transferencia de Oz [h1]
Ks Constante de saturacion de Monod [mg/mL]

L Flujo de acondicionamiento [m3/s]
Lc Largo del bacilo E. coli [m]

Lg Largo de la canaleta [m]

Lwm Flujo méasico de acondicionamiento [kg/s]
m Coeficiente de Freunlich []

Ma Flujo mésico de particulas recubiertas [ka/s]
MaL Flujo mésico de particulas limpias [kg/s]

Ms Flujo méasico de biomasa [kg/s]
mc Masa del bacilo E. coli [kg/CFU]
mpe Masa unitaria particula [kg/particula]
MpLs Flujo mésico PLS [kg/s]

n Numero de discos []

N Velocidad de rotacion [s1]
Nc Velocidad critica agitador [s]
Ncp Cantidad de células por particula recubierta [CFU/particula]
Nwmc Masa de células por particula recubierta [kg/particula]
No2 Demanda de oxigeno [g/L-h]
Np NUmero de potencia []

P Potencia consumida [MW]
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P’ Potencia corregida unitaria [MW]
Pc Potencia consumida por centrifugacion [MW]
P+ Potencia nominal unitaria [MW]
Pg Potencia con aireacion [MW]
PMaLu Peso molar de glucosa [g/mol]
Pn Numero de particulas requeridas [particulas/s]
Q Flujo PLS [m3/s]
Qa Flujo volumétrico de particulas [m3/s]
Oeq Concentracion de biomasa en equilibrio [CFU/g]
Qr Flujo volumétrico total [m3/s]
Ro Radio externo de centrifuga de discos [m]
R1 Radio interno de centrifuga de discos [m]
Re Numero de Reynolds []
Rei Numero de Reynolds modificado [-]
Rg Radio de canaleta [m]
S Concentracion final de sustrato [mg/mL]
So Concentracion inicial de sustrato [mg/mL]
Sc Superficie bacilar E. coli [m?/CFU]
T Temperatura de operacion K]
ts Tiempo de sedimentacion de particula [S]
Va Volumen estanque acondicionador [m?3]
VAL Flujo volumétrico de particulas [m3/s]
Ve Volumen unitario del bacilo E. coli [m3/CFU]
VE Volumen de estanque acondicionador [m?3]
Vg Velocidad de sedimentacién [m/s]
Vp Volumen unitario particula [m3]
VR Volumen de biorreactor [m?3]
VVM Tasa especifica de aireacion [M3/m3-min]
X0 Concentracion inicial As [mM]
Xeq Concentracion final As [mM]
Xs Densidad celular en el biorreactor [CFU/mL]
Yxi02 Rendimiento de biomasa respecto al O2 []
Yxis Rendimiento de biomasa respecto al sustrato [-]
Ap Diferencia de densidades [kg/m?3]
€ Porosidad del lecho empacado [-]
n Eficiencia []
e Angulo de cono [rad]
M Viscosidad dindmica PLS [kg/m-s]
HmAx Tasa maxima de crecimiento E. coli [h1]
MR Viscosidad del cultivo a 37°C [kg/m-s]
Hs Velocidad especifica de crecimiento [h1]
v Viscosidad cineméatica PLS [m?/s]
m Presion atmosférica [atm]
PB Densidad del lecho empacado [kg/m?3]
pc Densidad de una célula de E. coli [kg/m3]
pr Densidad PLS [kg/m?3]
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ppP Densidad de particula [kg/m3]
PPT Densidad ponderada total [kg/m?3]
PR Densidad del cultivo a 37°C [kg/m?3]
b3 Factor sigma de centrifuga [m?]
T Tiempo de residencia [s]
Ty Tiempo de operacion estanque acondicionador [s]
Ps Esfericidad de particulas [-]

Q Velocidad angular [rad/s]
n Productividad del biorreactor [g/L-h]
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