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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema energético

1.1.1 Analisis del mercado en Espana

El constant e crecimien to de la economia espafola de las Ultimas d écadas, se ha
reflejado en un fuerte a umento en el consumo total de energia en el p ais. En efecto,
Espafia ha pasado de consumir 95 Ktpe en 19 90 a 140 Kt pe' en el afi 0 2006 (INE,
2008), periodo en el que su PIB ha aumentado en casiun  50%. Esto se aprecia con
mas detalle en la figura 1.1 que muestra, en tér minos relativos, que el crecimiento de
la economia del pais  (PIB) ha es tado intima mente relacionado al crecimiento del

consumo de energia primaria.
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Figura 1.1 Variacion porcentual del Producto Interior Bruto (PIB), consumo de energia primaria
y emision de gases de efecto invernadero (GEI) con respecto al afio 1990 (MMA, 2008).

Ademas, la figura 1.1 muestra que este mayor consumo de energia ha sido paralelo a
un sustantivo aumento en la generacion de gases de efecto invernadero (GEl). Esto se
debe a que las principales fuent es de generacion de  energia corresponde na

combustibles fosiles que, al ser co nsumidos, generan una sustantiva cantidad de CO ,

y otros gases (figura 1.2).

! Ktpe = miles de toneladas de petroleo equivalente




INTRODUCCION

Miles de Ktep
160

140

120

00

M Nuclear
M Hidraulica
Gas Matural

20

an
Patréleo

40 M Carbén

) m
Q
e L] 82 a2 a4 a8 88 ar  ae =R n a2 a3 o [ o3

Fugrta: Balstin Trimsstral de Coyurturs Ensrgétioa. Ministeria de Industria, Turisma y Comaraia.

Figura 1.2 Evolucion en la demanda de energia primaria entre 1990-2006 (INE, 2008).

La figura 1.2 pone de manifiesto la alta participacio n que tienen las fuentes
convencionales (hidro carburos) en la composicién de la matriz energética espa fola.
En efecto, para el ano 2 006, se aprecia claramente la esp ecial relevancia (cercana al
51%) que tiene el petréleo como f uente de e nergia, ademas de lai mportancia del
carbon (13 %) y el ca da vez mas sign ificativo protagonismo del g as natural, que
representa otro 21%. Lo anterior permite co  ncluir que la actual matriz energética
espafiola, se caracte riza por una alta composicion en fuent es de energia
convencionales, representando, ap roximadamente, el 85 % del tota | delae nergia

consumida en el pais en el afio 2006.

Una primera consecuencia del origen de las fuentes de energia, es que éstas pueden
ser altamente contaminantes. En efecto, la transformacion de la energia quimica
almacenada en los hidrocarburos, se traduce en una elevada generacion de gases de
tipo invernadero (GEIl), que han au mentado en mas de un 60% desde el afio 1990.
Este tipo de gases estan compuestos principalmente por CO,, cantidades menores de
CH4, N,O y compuestos fluorados (HFC, PFC y SF ), entre otros, los cuales han sido
designados como uno delo s pr incipales re sponsables del deno minado “efecto
invernadero” (IPCC, 2007). Este fe nomeno consiste en la retencion de parte de la
energia solar en la atmdsfera terrestre por una capa de estos gases contenidos en la
misma, y se le considera como uno de los pr incipales causantes del llamado “cambio

climatico” que afecta al planeta en la actualid ad. Este fenémeno, atribuido direct a e
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indirectamente a la actividad huma na, en el siglo XX se ha traducido en un aumento
de la tempe ratura global de 0.6 °C y del 30% e n el contenido de los gases de efecto

invernadero en la atmosfera, entre otros parametros.

Debido a estos factore s, en el afio 1997 ma s de 180 paises — incluido Espafa -

firmaron en Kyoto (Japdn) el convenio homoénimo en el que se comprometian a poner
en marcha programas de reduccié n en las tasas de emisidén de este tipo de gases.

Especificamente, Espafa se comprometié a e mitir en el a fio 2012 un ma ximo de u n
15% mas sobre la prod uccién de GEI emitida a | ambiente en el afio 1990. Como se
aprecia observando la figura 1.1, este objetivo es bastante d ificil de cumplir, lo que se
traducira en sanciones econdmicas o bien se t endra que e vitar con la adquisicién de
“cupones” de emisién de GEI en el mercado internacional, con el consiguiente perjuicio

econdémico para el pais (MMA, 2008).

Un segundo aspecto relevante en la composicio n de la matriz energética espafola, es
que el mercado es altamente dependiente de la oferta externa. En efecto, debido a las
particulares condicione s geofisicas del pai s, a pesar de la produ ccion de ener gia
nuclear y al importante aumento en la pr  oduccién de ene rgias renovables (edlica y
solar, principalmente), la carencia casi total de hidrocarburos hace qu e la produccion
nacional de energia se a claramente insufici ente para satisfacer la de manda, con la

consiguiente vulnerabilidad para el pais.

En este sentido, la figura 1.3 muestra la relacion entre el tipo de energia producida y la
consumida en el pais en el afio 2006. En primer lugar, de la figura 1.3(a) se aprecia
que la principal fuent e de prod uccidén nacional de energia, con 15.669 Kt pe,
corresponde a la energia nuclear. Esta cantidad representa el 56% del total producido,
mientras que otro 23% se obtiene a partir de la combustion de carbon y un 8% es de
origen hidraulico. Sin embargo, en la figura 1.3(b) se ve q ue la energi a nuclear, que
representa mas de la mitad de la capacidad de produccion del pais, es capaz de cubrir
s6lo el 11 % de la demanda total, mientras que las energias de tipo renovable
(hidraulica, edlica, solar, etc) cubre n como maximo un 4% de las ne cesidades totales

de consumo.
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Renovables,
(@) (b) 3490, 2%

Renovables .
' Carboén, 6437, Hidraulica, 2198,
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Figura 1.3 Esquemas d e produ ccién y con sumo de energia primaria en Espafaen el afio
2006. (a) Produ ccion interna por tipo de energia primaria; (b) Consumo por tipo de energia
primaria (expresados en Ktpe y porcentaje del total consumido) (INE, 2008).

En concreto, la produccion total del pais, consid erando todas las fuente s, alcanzé en
dicho ano un total de 27.794 Ktpe, cantidad que sirvié para solventar como maximo un
19.7% del total de 140. 128 Ktpe a las que ascendiod el consumo del pais. De esta

manera, en el afio 2006, Espana debid importar el 100% del petrdleo, el 100% del gas
natural y el 67% del carbén consumido, lo que se tradujo en que se importé un 80.4%
de la en ergia necesaria. Esta situacién de d ependencia podria acentuarse, debido a
las politicas de eliminacion gradual de la capacidad de generacién de energia nuclear
enel pa is,loque hariaaunma scritica la situa cion de depende ncia energé tica
externa. Todo este escenario convierte a Espafia en un pais especialmente vulnerable
a las variaciones intern acionales d el mercado energético, tanto desde un punto de

vista estratégico como financiero.

Desde un punto de vista estratégico, es importante prestar atencién a los principales
paises proveedores de petrdleo y gas natural. Al respecto, la figura 1. 4 muestra una

relacién de los principales mercados proveedores de estos hidrocarburos.

En primer lugar, con la figura 1.4(a) se obser va que, en el afo 2006 , Rusia fue el
principal mercado proveedor de petréleo, contribuyendo con el 21% de las
importaciones totales, seguido por México y Arabia Saudita. Cabe destacar que entre

los restante s principale s paises pr oveedores de este co mbustible, se encontra ron
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Nigeria, Libia, Iran, lrag y Venezuela, los que en conjunto aportaron mas de un tercio

(37%) de los requerimientos de petroleo.

Resto paises Rusia (a) (b)

19% 210, Resto paises
0

23%

Argelia
33%
Iraq
5%

Meéxico -
Venezuela 12% Trinidad-Tobago
5% 9%
Nigeria
10% Arabia Saudita
Iran i 1% Qatar Nigeria
Libia ° 15%

8% 9% 20%

Figura 1.4 Princi pales p aises prove edores de hi drocarburos e n el afio 20 06: (a) pai ses
proveedores de petroleo; (b) paises proveedores de gas natural (expresados como porcentaje
del total importado). Afio: 2006 (INE, 2008).

Por su parte, en el ca so del gas natural, laf igura 1.3(b) refleja que un tercio del
abastecimiento provino de Argelia, destacando también otros proveedores que fuer on
Nigeria, Qatar y Trinidad-Toba  go. Para ambas fuentes de hidrocarburos, lo ]
principales mercados proveedores deben seleccionarse con atencié n,yaque la
mayoria de ellos se situ an en escenarios factib les de perturbaciones p oliticas, lo que
los hacen sélo relativamente confiables en el mediano y largo plazo. Esta situacién es
delicada, ya que config ura para el pais un escenario de  vulnerabilidad estratégi ca

evidente.

En cuanto a las deno minadas energias renovables, su produccién  ha aumenta do
sustancialmente en las ultimas décadas, con virtiendo al pais en uno de los mas
importantes en el mundo en la produ ccidén de este tipo de energias. Por ejemplo, en el
caso de la energia edlica, Espafa ha aumenta do sustancialmente su produccion de
modo que se ha convertido en el segundo productor mundial. Por su parte, en el caso
de la energia solar, la situacién es aun mejor debido a que, en la actualidad, es el pais
con mas capacidad instalada para la produccion de esta energia (MMA, 2008). Todo lo
anterior, se ha combinado de ma nera que la produccion de energias renovables
ascendiod, en el afio 2006, a un total de 3490 Ktpe (INE, 2008).
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El consumo de energia total se distribuye en las comunidades del pais, en funcion de
los respe ctivos tipos d e actividad es econémic as. En el caso esp ecifico del se ctor
industrial, el coste involucrado en esta actividad supera los 8.100 millo nes de euros al
afio, que se distribuyen segun indica la tabla 1. 1. Dicha tab la refleja qu e la princip al
fuente de energia consumida por el sector industrial en Espafia lo hace,
principalmente, bajo la forma de energia eléctr ica y, apena s, un 4.6% desde fuentes
alternativas de energia {}. En térmi nos especificos, para la Comunidad de Madrid, el
consumo de electricidad se eleva al 52%, mientras que las fuentes renovables apenas

suponen un 4%.

Tabla 1.1 Distribucidon porcentual por tipos de energia y Comunidades Autonomas (INE, 2005)

Comunidades Carbény Productos Gas Electricidad Otros Total
Auténomas derivados petroliferos c onsumos consumo
energéticos (miles de €)

Andalucia 3 27 20 44 6 835,909
Aragon 2 19 33 43 2 374,291
Asturias 5 12 17 57 9 374,809
Baleares 9 28 18 43 2 36,647
Canarias 3 49 4 43 1 70,763
Cantabria 3 15 23 51 9 187,934
Castilla y Ledn 2 25 23 44 6 505,121
Castilla-La Mancha 3 25 26 40 5 410,156
Catalufia 3 16 24 52 6 1,742,229
Comunidad Valenciana 2 16 41 39 2 1,078,736
Extremadura 2 39 12 47 1 96,308
Galicia 4 38 8 48 2 623,360
La Rioja 3 23 24 47 2 71,234
Madrid 1 23 19 52 4 502,866
Murcia 1 35 12 49 3 193,579
Navarra 3 15 29 50 3 244,659
Pais Vasco 1 11 28 55 5 823,899
Total Nacional 2.5 20.7 24.4 47.9 4.6 8,177,499

Del analisis anterior se puede concluir que, a pesar del enorme imp ulso dado al
desarrollo de las energias alternativas renovables, su aport e no supera aun el 5% del

total consumido, lo que demuestra que queda mucho por avanzar en este campo.

Otro aspect o relevante del merca do energético espafo |es que el pronuncia do
aumento en requerimientos externos de energia ha venido acompanado de un periodo
de prolongado aumento en los costes de la s materias primas, en general, y de los

hidrocarburos, en particular. En primer lugar, e n el caso del petrdleo, el precio de esta




INTRODUCCION

materia prima, referida al petréleo Brent de referencia en Europa, ha aumentado desde
30 US$/barril en el afio 2000, a un maxi mo de 145 US$/barril a mediados del 2008.

Por su parte, en el caso del gas n atural, el precio en la década ha aumentado de un
valor de 1.5 a 5.5 US$/MBTU 2, en el mismo periodo de tie mpo. Esta combinacion se
ha traducido en que, en el afio 2006, las importaciones significaron un total de 44.000
M€, loqu erepresent ael 50%  del déficit comercial e spafiol, contribuyendo a

convertirlo, en la actualidad, en uno de los mayores déficits comercia les del mundo
(INE, 2008).

Este escenario, en e | que se combina una cada vez mayor depende ncia energética
externa conuna altat asa de con taminacién en la gener acién, hace relevante la
busqueda d e otras alt ernativas en la obtenciéon de ene  rgia, que sean propias y
sostenible ecolégicamente. Ademas, como la matriz energética se basa principalmente
en combustibles fésile s, en su gran mayoria importados, se configura un triple efecto
negativo de alta depen dencia exterior, importante gasto d e divisas y fuerte impacto

ambiental asociado a la generacion de CO, durante la combustion.

En resumen, los factore s sefalados (contamina cion, dependencia energética y gasto
de divisas), se constituyen, entonces, en los principales estimulos para la busqueda de
nuevas fuentes y siste mas de generacion de energia, que compatibilicen fact ibilidad

técnico-econdmica y sostenibilidad ambiental.

1.1.2 Tipos de energias alternativas

1.1.2.1 Alternativas energéticas disponibles
Una forma de disminuir la emisidon de gases contaminantes, paliar el déficit energético

y disminuir la dependencia de energia extranjera es a través del desarrollo de energias
propias renovables. Sin embargo, estas fuentes tienen  aun ciertas restriccio nes
técnicas y econdmicas que las h acen todavia no aplicables a gr an escala. A

continuacion, se hace una breve descripcion de cada una de ellas.

2 Miles de BTU (british termal unity); 1 BTU = 1.055 Joule
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(a) Energia solar: es una energia limpia e ina gotable. Sirve para su ministrar
calefaccion y electricida d. Es de un a magnitud tal que la radiacion ab sorbida
por la tierra en un dia e quivale a 20 veces la energia almacenada en todos los
combustibles del mundo y es 10.0 00 ve ces superior al consumo act ual. No
obstante, tiene el problema de una baja eficiencia y de requerir altos costos de
capital: 3500 a 7000 US$/kw.

(b) Energia edlica: es una energia limpia que para su implementacién requ iere de
superficies amplias co n un potencial edlico talquea segure una cierta
constancia, velocidad y direccién d el viento (la velocidad promedio del vient o
debe ser al menos de 14 km/h para viabilizar una instalaciéon). Las potencias de
los equipos varian generalmente entre 100 y 800 kw, encontrandose en estudio
equipos de hasta 1500 kw. Ejemplo : un area de 1 km? con 16 turbinas de 500

kw son capaces de generar 23 Gw/afno.

(c) Energia geotérmica: es una fuente energética inestable yconuni mpacto
ambiental medio. No hay desarrollos lo suf icientemente exitosos, hasta el
momento, d ebido a la gran cantid ad de requisitos que  debe cumplir para

hacerse viable.

(d) Energia de H ,: tiene la ventaja de ser un combustible que no genera CO; ni
residuos de nitrégeno, azufre u otros. Por otro  lado, se h ace cada vez mas
interesante en la medid a que se consumen los combustible s tradicionales y la
contaminacion aumenta. Se obtiene, general mente, de la electrdlisis del agua,
la que se vuelve a generar al entrar en combu stion el hidr6geno en presencia
de oxigeno. La gran de sventaja que tiene son sus altos co stos (5000 US$/kw
aproximadamente), que la hacen, aun, una alt ernativa muy cara frente a las

existentes en el mercado.

(e) Energia de biomasa: es el combustible en ergético que se obtiene de los
recursos biolégicos. Se obtiene dire ctamente por combustion (lefa, ca rbon) o
bien por la transformacion de la biomasa en o tros combustibles. Un ejemplo

exitoso a nivel mundial es la obtencion de etanol para consumo automotriz a
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partir de cafa de azucar y maiz. Otro ejemplo es el de las pilas de combustible

microbianas, que se describe a continuacion.

1.1.2.2 Pilas de combustible microbianas
Las pilas de combustible micro bianas, en adelante denominadas como PCM,

constituyen uno de los medios mas seguros, limpios y eficaces p ara convertir | a
biomasa en electricidad. Sin embargo, las biopilas sufren el problema q ue para lograr
una adecuada transferencia electronica requieren, generalmente, de catalizadores de
Pt, un metal caro y facilmente contaminable. Por este motivo, se e sta investigando en
la generacion de nuevos catalizadores o, mejor aun, en la generacion de bio-

electrocatalizadores a base de enzimas 0 bacterias que sean capaces de efectuar

directamente la transferencia electronica. En general, se puede hablar de tres tipos de

pilas de combustible microbianas:

(a) Pilas en las que el organismo genera directamente el combustible, qu e puede

ser metanol, etanol, hidrégeno u otro hidrocarburo.

(b) Pilas enla s quelo s electrones liberados en la oxidacion de compuestos
organicos p or la accid n del meta bolismo bacteriano so n transportados al
electrodo a través de mediadores redox. Esto tiene el problema de que se
requiere un diseno muy complejo de la pila. Para eliminar este pro blema, se
han realizado estudios que buscan la supresion de los mediadores a través de
bio-mediadores como el “rojo neutr 0”, sustancia que se ad sorbe a sup erficies
bidticas y abioticas, o bien el mediador redox ABTS (3-et ilbenzothiazolina-6-

sulfonato), entre otros.

(c) Pilas en las que el intercambio de electrones pu eda ser realizado directamente
por el microorganismo, ya que se ha encontr  ado que existen una serie de
bacterias que son capaces de transferir direct amente electrones a electrodos
sélidos. En tre ellas, se tienen bacterias de los géneros  Shewanellay
Geobacter.

10
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Esta ultima es la mas interesante ya que en su eventual aplicacién no requiere de
catalizadores ni de me mbranas poliméricas. Un estudio co n una celda de este tipo es
el de Kim (Kim et al., 2002), en el que a través de voltametria ciclica se estudio la
transferencia electronica directa de bacterias Shewanella putrefaciens a un ele ctrodo
de fibra de carbono. L os resultad os mostraron que la ca pacidad de generacion de
corriente eléctrica era funcion de la concentracién del combustible (la ctato) y del are a
superficial disponible, lo que sug irid que la transferen cia ele ctronica desde las
bacterias al electrodo dependi6é del contacto fisico entre a mbos. A una concentra cion
de bacterias (base seca) de 0.47 g/L y un area superficial aparente del electrodo de 50
cm?, la celd a fue capaz de generar una carga eléctrica relativamente alta (3 C en 12
h). En el citado estu dio, los au tores identificaron a los citocromos como los

responsables de la transferencia electrénica al electrodo.

Un trabajo similar es e | presentad o por Chaudhuri y Lovley (Chaudh uri and Lovley,
2003) en el que se emplearon bacterias Rhodoferax ferrireducens, co mo
electrocatalizador, y glucosa, como combustible. Este trabajo tiene la caracteristica de
que al usar glucosa como combustible, su oxidacion puede generar 24 e/mol, cifra que
supera amp liamente a la de otros combustibles que se investigan en este tipo de

celdas, como es el caso del hidrog eno (2 elect rones) o metanol (6 electrones). E ste
combustible cobra, pues, una gran importa  ncia ya qu e posee la ma yor rel acion

energia/volumen de los tres combustibles citados.

En el trabajo de Chaud huri y Lovley, el combustible (g lucosa) se oxid a en el & nodo
liberando electrones, io nes compensadores de carga y productos de la oxidacion (en
este caso nCO,, dond e n representa el nUmero de e quivalentes). Los ionesd e
compensacion de carga eléctrica  migran a través de un conductor ionico inter no
(electrdlito), mientras que los elect rones fl uyen a través de un circuito externo (es

decir, generan la potencia eléctri ca), utilizando O, como a ceptor final de electrones

generando nH,0 que se extrae del sistema. Un resultado interesante de este trabajo es
que verifica que la transferencia ele ctronica se realiza a través de un co ntacto directo
entre la biopelicula de la bacteria R. ferrireducens con el electrodo de carbono y no a
través de la poblacién bacteriana en solucié n (figura 1. 5). Esto implica que e sta
bacteria tiene no sélo la capacidad de usar la superficie del electrodo como un terminal

oxidante al que le transfiere los electrones liberados en la oxidacion de la glucosa (con

11
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un 83% de eficiencia), sino que también puede adherirse a la superficie y transporta r
los productos de la oxid acion a través de la par ed de la membrana. Cé mo funcionan
estos mecanismos es aun algo no conocido, pero su comprension y modelacion puede

tener importantes aplicaciones de futuro.

R. ferrireducens

Intracellular space

\J

Fibers of
carbon-cloth
glectrode

B C0; 24 He+

CaHy20g + 6 H,0 Surface of fiber

Cell membrane
Extracellular space

TRENDS in Biatechralogy

Figura 1.5 Detalle de transferencia electronica bacteria-grafito.

Algo que caracteriza los sistemas anteriore s es que to dos los microorganismos
involucrados son anaerobios estrictos, es decir, que sélo pueden operar en ambientes
con ausencia total de oxigeno. Esta es una restriccion muy seria, desde un punto de
vista operacional, ya que condicion aria la viabilidad de un a pila de este tipoenu na

eventual aplicacion piloto o industrial.

Una alternativa a esta situacion seri a la de implementar una pila con microorganismos
aerdbicos, es decir, qu e puedan trabajar en condiciones atmosféricas normales, ya
que esto se traduciria en una gran ventaja operacional. Este es el caso que se pasa a

describir a continuacién y en el que se basa el presente trabajo.

1.1.2.3 Caracteristicas de la pila microbiana propuesta
Recientemente, se ha encontrado que existen microorganismos capa ces de rea lizar

las funciones anteriores en ambientes aerdbicos. En efecto, con estudios preliminares
(Fernandez et al., 2004 ) se ha encontrado que dost ipos de bacterias, Acidiphilium

spp.y Acidithiobacillus ferrooxidans, provenientes del ecosistem a del Rio Tinto

12
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(Huelva, Espafa), pueden conjugar la degradacion aerdébica de compuestos organicos
del tipo (CH 2,0), en CO , y H,0 de forma asociada a la reduccion del Fe(lll), sie ndo
tolerantes al oxigeno (Malki et al., 2006). Ademas, se ha detectado la presencia, en el
mismo ecosistema, de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans capa ces de oxidar el
Fe(ll) a Fe(lll), siendo también t olerantes al oxigeno. J unto a lo anterior, estas

bacterias d emuestran tener la ca pacidad de transferir electrones directamente a
electrodos de carbono sin necesidad de electro-mediadores (catalizadores), por lo que
se podria trabajar con los electrodo s catddicos y anddicos en un solo compartimento.
Esto es relevante ya que evitaria la necesid ad de me mbranas p oliméricas, que
perjudican la actividad de la pila y disminuyen su capacidad de generacion de potencia
eléctrica. Esto las hace especialmente atractivas para su e ventual utilizacion en pilas

microbianas.

En este sentido, también se ha logrado establecer que una de las cepas de la S
bacterias Acidiphilium spp. demuestra ser capa z de colon izar electrodos de fieltro de
carbono y t ransferir dir ectamente los electron es a estos sustratos  en condicio nes
aerobicas. Especificamente, esta cepa, denominada Acidiphilium 3.2Sup(5), produce
altas densidades de corriente — hasta 3 A/m 2 a un potencial de + 0.15 V con respecto
al potencial de referencia de calomelano — en ausencia de mediadores redox, a través
de la oxidacién de glu cosa, incluso a concentraciones de aire hasta sat uracion y muy
bajos valores de pH (Malki et al., 2008).

En resume n, las caracteristica s de los microorganismos sefialados los hacen muy
atractivos en el desarrollo de un nuevo sistema de generacién de energia consiste nte
en una Pila de Combustible Microbiana PCM que tendria las siguientes caracteristicas
unicas:

(a) No necesitaria catalizadores ni electro-mediadores de ningun tipo.

(b) La pila no necesitaria de una membrana de se paracion de los compartimentos

catodico/anddico.

(c) Podria operar en condiciones de presion y temperatura ambientales.

13
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Esta pila, en primera in stancia, trabajaria con un combustible simple — por ejemp o,
glucosa (CsH1,0¢) — y sales de hierro, sustan cias que establecerian sus reacciones
electroquimicas de 6xid o-reduccion segun la secuenciay los esquem as ilu strativos

que se muestran a continuacion:

< Oxidacién de la Glucosa y reduccion del Fe(lll)

CeH1205 + 6H,O = 6 CO, + 24 H" + 24 ¢ (11)
24Fe* + 24e D 24Fe* (1.2)

CeH1206 + 6 H,0+ 24 Fe®* 2 6CO, + 24 H' + 24 Fe* (1.3)
Glucosa (C6H1206) C 02
Fe?

Fe"

% Oxidacién del Fe(ll) y formacion de agua

60, + 24H" + 24e > 12H,0 (1.4)

24 Fe** & 24Fe* + 24 ¢ (1.5)
60, + 24H" + 24 Fe** & 12H,0 + 24 Fe* (1.6)

02 Hzo

Fe? Fe*

14
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% Reaccién global de la pila:

CeH1205 + 60, = 6 CO, + 6 H,O (1 7)
Glucosa (C6H1206) C 02
02 Hzo

La figura 1.6 muestra u n esquema de la PCM propuesta, a partir de la que se podria

obtener energia eléctrica en la medida en qu e se alimentase adecu adamente con
compuestos organicos. La posibilidad de funci onar a partir de la oxid acién de d ichos
compuestos organicos, mas o men os complejo s, abre la p osibilidad d e su eventual
utilizacién ecologica, ya que podria combinar la generacion de energia eléctrica con la

degradacién de compuestos organicos de desecho.

Fuel inlet Fuel {oxidant) inlet

\ARA
Yyt
YYvd

nCo, = nH,0

e i |

~h

Cations move through
ion-conductor from
anode to cathode

TRENDS in Bistechnology

Figura 1.6 Esquema de la celda propuesta.

De las reacciones involucradas en la pila pro puesta es e vidente que un adecua do
funcionamiento de ella requiere la presencia del hierro en forma catidnicae n la

disolucién. Si este faltase, por ejemplo debido a procesos de precipitacion de jarositas
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u de otros hidroxisulfat os de hierro, podria hacer inviable la operaciéon de la pila, ya

que inhibiria las reacciones de 6xido-reduccién asociadas a la glucosa y a la formacion
de agua. De lo anterior es evidente la necesidad de estudiar los eventuales fendmenos
de interrelacion entre las células bacterianas, su s principales metabolitos — tales como

los exopolimeros - y los cationes de Fe presentes en el sistema.
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1.2 Bacterias acidofilas

1.2.1 Caracteristicas

Las bacterias forman parte de las E ubacterias, que son aquellos microorganismos que
no dispone n de un nu cleo ce lular definido. En particular, las ba cterias acidéfilas se
caracterizan porque pu eden desarrollarse y cr ecer en ambientes cuy a acidez pu ede
variar desde valores cercanos a la neutralidad hasta valores de pH tan bajos como 0.5.
Esta clase de bacterias, bastante comin en a mbientes naturales, son frecuentes en
explotaciones mineras de sulfuros metalicos y en drenajes de aguas de mina. El efecto
en el entorno en el que se desarrollan estas ba cterias, puede ser tan a centuado que
son capaces de generar microambientes fuertemente alterados; un claro ejemplo es el
ecosistema del Rio Tint o (Huelva), internacionalmente reconocido por sus extremas
condiciones de acidez, fuerza idnica y concentracion de metales pesados (Malki et al.,
2006). A continuacion se presenta una breve descripcion de las bacterias

potencialmente utilizables en la pila microbiana propuesta anteriormente.

1.2.1.1 Género Acidiphilium spp.
Estas bacterias son las mas representativas del género Acidiphilium (Harrison, 198 3).

Tienen forma de bacilo con dimensiones que varian entre 0.3y 1.2 um de diametro y
0.6 a4.2 um de largo. La movilidad la logran a través de un flagelo polar, o bien, dos

flagelos laterales. No tienen capacidad de formar endoesporas y presentan una tincion
de Gram ne gativa (Bergey et al., 1994). La mayoria de las especies de este géner o
tienen un mecanismo de respiracidn aerdbica, aunque se ha reportado la existencia de
cepas que se desarrollan en condiciones microaerdbicas o anaerdbicas ( Fernandez et
al., 2004; Cabrera et al., 2005). Crecen en un rango 6ptimo de pHde e ntre 25y 5.9,
aunque algunas cepas pueden crecer a pH 2.0. Son mesdfilas - con temperaturas de
crecimiento 6ptimas de entre 25 y 30°C - y quimiorganotroéficas, es decir, su

mecanismo de obtencio n de energia es heterd trofo. Las e species mas comunes de

este género son A. cryptum, A. organovorum, A. angustum, A. facilis y A. rubrum.
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1.2.1.2 Género Acidithiobacillus ferroxidans
Esta especie (Kelly an d Wood, 2 000) es una de las mas importantes del género

Thiobacillus y ha sido muy est udiada por surecono cida capa cidad de oxidar
aerdbicamente Fe?" y compuestos reducidos de azufre (Meruane and Vargas, 20 03;
Eneroth and Koch, 2004 ; Cabrera et al., 2005; Daoud and Karamanev, 2006; Mousavi
et al., 2007). Al igual que las anteriores, tienen forma de bacilos, con dimensiones que
varianentreentre 0. 3y 0.6 umde diametroy de 1a4 umdelargo. Son
quimiolitotréficas, es de cir, tanto el carbono como la energia la obtienen a partird e
fuentes ino rganicas (Bergey et al., 1994). Lama yoria de las cep astienen un
mecanismo de respir acion aero bica, aunq ue se han reportado algunas  cepas
facultativas. Otras especies de este género son T. thioparus, T. denitrificansy T.

thiooxidans.

1.2.2 Fenémenos de adherencia: agregados microbianos (biofilms)

En la literatura se ha establecido que, en general, los microorganismos que crecen en
presencia d e soportes tienden a generar biopeliculas  sobre éstos, con el fin de
generar condiciones de proteccién del medio y acumulaciéon de nutrientes, entre otros
factores (Liu and Fang, 2003). Estas biopelicu las suelen t ener una composicion q ue
es caracteristica del sistema en el que se forman, aunque se ha establecido que, en
general, estan constit uidas principalmente por células, sustancia s poliméricas
extracelulares (EPS), macromol éculas vy coloides captados desde el medio
(Wingender et al., 199 9). El conte nido de sustancias or ganicas, ge neralmente, es
funcion de las condicio nes del sistema en el que se forma, aunque se estima que, en
particular, las EPS pueden constit uir desde el 50 hasta, incluso, el 90% de la mater ia
organica de la biopelicula (Wingender et al., 1999; Liu and Fang, 2003; Pal and Paul,
2008).

En literatura se han publicado variados tra bajos que pretenden avanzar en la
comprension del fenédmeno de formacion de las biopelicula s, aunque en general se ha
establecido que la secuencia de formacién de una de éstas consistiria de una primera

etapa de adhesion bacteriana, seguida de una segunda en la que se generaria una red
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de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que hari  an de articuladores en la
generaciéon de la estructura de la biopelicula. Un estudio al respecto es el publicado
por Harneit (Harneit et al., 2006), en el que los autores estudiaron la adhesion, a
distintas superficies sulfuradas, de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans,
Leptospirillum ferrooxidansy Acidithiobacillus thiooxidans. Para el caso de A.
ferroxidans encontraron que presentaba diferentes grados de adherencia segun el tipo
de mineral (pirita, calcopirita, galena, esfalerita y cuarzo), siendo el mejor para el caso
de la pirita y el mas bajo para el cuarzo. Los autores atribuyeron el diferente grado de
adhesion superficial b - acteriana a la generacion de u na matriz de sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), que fo rma un biofilm que consolida la adherencia
bacteriana. Ademas, mediante analisis microscopicos, se comprobd que la adherencia

bacteriana estuvo focalizada en los sitios superficiales con defectos.

Un trabajo en el que se evalud la adherencia de bacterias de A. ferroxidansy
Acidiphilium, como las utilizadas en este proyecto, es el presentado por Ghauri (Ghauri
et al., 2007). En él se e valuo la capacidad de adherencia d e ambos tipos de bacterias
a superficie s de pirita, vidrio y cristales de hidroxisulfato férrico. Los resultad os
mostraron que, al igual que en el tr abajo de Harneit, antes mencionado, las bacterias
de distintas cepas de A. ferroxidans se adhirieron en mayor medida so bre particulas
de pirita (entre un 80 y 100% en 100 min), que sobre las otras superficies evaluadas.
Un comportamiento similar presentaron las bacterias de las cepas de Acidiphilium. Los
autores encontraron que incluso ce pas muy similares de b acterias acidofilicas pueden
tener capacidades de a dherencia muy distintas, incluso sobre las mismas superf icies
solidas, lo que puede explicar los comportamientos tan dispares presentados en
literatura relativos a mono o multicultivos de b acterias aciddfilas. Finalmente, y co mo
principal conclusion del trabajo, los autores mediante microscopia AFM, mostraron que
la adhesion bacteriana se incrementaba con la formacion de microcolonias de células

embebidas en una matriz de sustancias EPS.

De igual modo, se ha reportado que en sist  emas tan complejos como los que se
encuentran en plantas de tratamiento de aguas residuales, las EPS so n las
componentes mas importantes en las biopeliculas que se forman en bi oreactores que

usan soportes tan distintos como membranas (Yeo et al., 2007), bolas de acero (Kives
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et al., 2006), tambor rotatorio (Zhang et al., 1999) y soportes ceramicos (Frélund et al.,

1996), entre otros.

De la anterior revision bibliogr afica se p odria establecer, ento nces, que las
comunidades de microorganismos tienden a for mar biopeliculas sobre la superficie de
sustratos sélidos, cu ando crecen en prese ncia de éstos y, ademas, que u n
componente clave en la arquite ctura y estabilidad d e estos bi ofilms son las
denominadas sustancias poliméricas extrac elulares (EPS), de las que en el apartado

1.3.1 se presentan algunos fundamentos.
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1.3 Sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

1.3.1 Fundamentos generales de las EPS

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) son productos metabdlicos de origen

biolégico y sus const ituyentes principales con sisten esencialmente en substancias de
alto peso molecular, como carbohidratos y proteinas, ademas de substancias humicas
y acidos nucleicos y uroénicos (Morgan et al., 1990). Su origen se deb e principalmente
a procesos tales como secrecion vy lisis celular y pueden formarse en las superficies de
las células, o bien, pue den encontrarse diseminadas en e | medio (Wingender et al.,
1999). En términos generales, se plantea que su funciéon fundamental es la de procurar
establecer un marco de condicion es adecuad as para el desarrollo d e la comunidad

microbiana (Laspidou and Rittmann, 2002).

El término EPS fue propuesto originalmente por Geesey (Geesey, 1982) como el
acronimo de extracellular polymeric substances, definiénd ola como una “substan cia
polimérica extracelular de origen bioldgico que participa en la formacion de
comunidades microbia nas”. Dich as sigla s se han usado t ambién como
correspondientes alo s términos  extracellular polysaccharides, exopolymersy
exopolysaccharides. Est o se puede atribuir a que los primeros trabajos reportad 0s
indicaban q ue los polisacaridos e ranlos componentes mayoritarios de las EPS
extraidas. Sin embargo, en lo sucesivo se ha  encontrado que las EPS presentan
también significativas cantidades d e proteinas (Frolund et al., 1996), acidos nucleicos
(Sheng et al., 2005), substancias humicas (Liu and Fang, 2002) y fosfolipidos (Gehrke

et al., 1998), entre otros tipos de sustancias poliméricas.

En este sentido, en el desarrollo de la presente Tesis Docto ral, el uso del término EPS

se entendera como el “conjunto de sustanc ias poliméricas extracelulares tales

como carbohidratos, proteinas, ADN, lipido s y otros c ompuestos poliméricos,
que se presentan en la supe rficie de las células y/o entre los espa cios

intercelulares presentes en conjuntos microbianos”.
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En general, en la literatura existe un relativo consenso a que, en la practica, se cuenta
con dos tipos de EPS, u na mas masiva y estructurada denominada superficial y otra

mas dispersa denominada soluble (figura 1.7) (Laspidou and Rittmann, 2002):

- EPS superficial: este corresponde al conjunto de sustancias poliméricas que
tienen una relacion mas o menos directa con la superficie de las células. Entre
las sustan cias de este tipo se incluyen: (a) polimeros fuerte y déb ilmente
adheridos a la superficie celu lar,y (b) su  stancias po liméricas q ue se
encuentran en la matriz formada p or células y materia -t anto organica como

inorganica - captada desde el medio ambiente.

- EPS soluble: engloba al conjunto de sustancias poliméricas, macromoléculas

solubles, células y coloides dispersos en el seno del medio.

EPS fuertemente ligado a
la superficie de la célula

~T f /s
L, =
~ NV
EPS débilmente ligado ¢
los alrededores de la cé
EPS SOLUBLE EPS SUPERFICIAL

Figura 1.7 Representacion de EPS superficial y soluble.

Generalmente las EPS estan formadas por una polimerizacién de grupos similares o
idénticos, los cuales pu eden unirse de forma repetitiva tal como ocurre en much os

polisacaridos. Los constituyentes mas frecuentes se muestran en la tabla 1.2.

Una fuente de emision de EPS es la secrecion por células vivas a través de
mecanismos de biosintesis que involucran la  transferencia de EPS a través de la
membrana hacia la superficie de la célula o bien al medio ambiente mas cercano. Otro

mecanismo de origen de este tipo de sustancias es la lisis de células vivas y muertas,
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que provoca la liberacié n de sustancias de alto peso molecular que se adhieren a las
superficies de las células o se situ an entre ellas, de modo que sirven como fuentes de

reserva de carbono y nutrientes.

Tabla 1.2 Componentes principales de los EPS

Polimero Componentes principales Tipo de puente

Polisacaridos Monosacaridos, acidos urénicos Glicosidicos
amino-azucares

Proteinas (polipéptidos) Amino-acidos Péptidos
Acidos nucleicos Nucledtidos Fosfodiester
(Fosfo)lipidos Acidos grasos, glycerol Esteres

fosfatos, azucares

Substancias humicas  Amino-acidos, azucares simples Eter, tipo C-C
compuestos fenodlicos Péptidos

Las funciones especificas de este tipo de susta ncias no han sido desveladas hasta el
momento, a unque existe un relativo consenso en que se forman y estructuran para
cumplir una serie de distintas funciones, tales como fa vorecer la adhesion bacterian a,
ayudar a la estabilizacié n de la estr uctura del b iofilm y formar una capa protector a a
los biocidas del medio, entre otras. En general, se les atribuye que su rol principal es el
de actuar comoun elemento estructural f undamental de la matriz de EPS,
determinando, de esta forma, la estabilidad mecanica de | os biofilms. Esta mision la
puede realizar a través de la accion de enl aces o inte racciones n o-covalentes y
actuando, ya sea directamente, a través de las cadenas de polisacar idos o,
indirectamente, a travé s de enlaces con cationes multivalentes (Wingender et al.,
1999).

1.3.2 Descripcion de los métodos de extracciéon de EPS

Un aspecto que ha dificultado el analisis d e las EPS es la extraccién de estas
sustancias desde las comunidades de microorganismos. En efecto, si bien se han

reportado muchas técnicas de extraccidn, sus resultados se han visto alterados debido
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al inevitable impacto que la propia técnica tiene sobre las células en cu anto a la lisis
celular que provocan, lo que afecta tanto a la composicién como a la estructura de las
EPS obteni das, pudiendo, todo ello, inducir a conclusiones erréneas. Lo anterior

implica que el proceso de extraccion debe intentar combinar, por una parte, la mayor y
mas eficiente extraccion de estas su stancias, y por otra, el menor grad o de alteracién
de las células que componen el sistema en estudio. Esta d icotomia tiene la dificultad
que ambos aspectos son dificiles de lograr, debido a que la aplicacién de los principios
fisico-quimicos en los que se basan los mét odos de extraccion acar rean inevitables

fendmenos de lisis celular.

La gran ma yoria de los métodos d e extraccion se basan en la aplicacion de técnicas
mecanicas, quimicas y en una combinacién de ambas. Se pueden mencionar la
aplicacion de resinas de intercambio iénico (Jahn and Ni  elsen, 1995; Frolund et al.,
1996), de EDTA (Brown and Lester, 1980; Sheng et al., 2005), de ultrasonidos (Dignac
et al., 1998) y de glutaraldehido (Azeredo et al., 1998); asi como, el calentamiento
(Schmidt and Ahring, 19 94; Zhang et al., 1999), el empleo de NaOH (McSwain et al.,
2005) y enzimas (Sesay et al., 2006), entre otras. Lamentablemente, los resulta dos
publicados son contradictorios y dif iciles d e re producir, por lo que no se ha logr ado
establecer un protocolo que reuna las mejores condicio  nes en cuanto al grado de

eficiencia de extraccién y pureza de las EPS obtenidas.

En este sentido, las diferentes técnicas de extraccién obtienen cantidades de las EPS
muy distintas, inclu so para cultivos y condiciones similares, con variaciones de ha sta
100 veces en la cantidad de las EPS obtenidas (Wingender et al., 1999; Liu and Fang,
2002; Yu et al., 2006). Asimismo, se ha encontrado que los métodos también influyen
de modoi mportante en la composicion de las EPS, provocando diferencias
significativas en los contenidos relativos de las distintas sustancias poliméricas (Zhang
et al.,, 1999 ; Comte et al., 20 06), enla estructuray gr upos funcio nales que los
constituyen (Omoike and Chorover, 2004; Sheng et al., 2005; Comte et al., 2007).

Como no existe un mé todo que logre conjugar los aspect os de ma xima e xtraccion y
minima alteracion, la eleccidn del método de extraccion se debe evaluar en funcién del
tipo de analisis o aplicaciones que se quieran hacer con los EPS. Es de cir, puede que

se quiera separar cuantitativamente a las EPS de la biomasa o, bien, separar sélo un
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cierto componente de ellas. Normalmente, lo qu e se quiere es obtener una separacion
cuantitativa, por lo que es vital no inducir un grado de lisis celular y tratar de mantener
la estructura de la me mbrana lo mas estable posible. Una secuen cia de trabajo ideal

seria la siguiente:

(a) causar un minimo grado de lisis celular,
(b) no degradar o alterar los biopolimeros,

(c) liberar y extraer todas las EPS,

La mejor extraccién dependera del tipo de interaccion que mantenga unidas a las EPS
con la matriz con la que se encuentren interrelacionadas. Entre las principales fuerzas
de unidén involucradas entre las EPS  y las matrices que las contienen se pueden
mencionar: fuerzas d e Van der Walls, int  eracciones electrostaticas, puentes de
hidrogeno, interacciones hidrofébicas y, en alg unos casos, enlaces co valentes. Estas
fuerzas act uan de for ma distinta entre un  sistema y otro e, incluso, se pu eden

presentar distintas combinaciones en una misma matriz.

Debe considerarse que en la ca so de cultivos puros las EPS que rodean la supe rficie
celular pueden ser muy dificile s de extraer. Este material capsular, pro bablemente, no
puede ser extraido a través del uso de los métodos comunes y quiza, dificilmente, se
libere sin d afar la pro pia célula. Esto sirve para enfatizar que los métodos de
extraccién mas estandarizados, ha sta el momento, son e minentemente cualitativos y

lo mas probable es que al aplicarlos sélo se extraiga una pequefia parte de las EPS.

En literatura se recoge una gran variedad de métodos y protocolos par a la extraccion
de EPS a p artir de diferentes tipos de cultivos microbianos. La gran mayoria de é stos
se basan en la aplicacion de principios fisico S, quimicos o en combinaciones  de
ambos. A c ontinuacion, se realiza un breve an alisis de la eficiencia d e cada uno de

ellos.

1.3.2.1 Métodos fisicos de extraccion de EPS
Los mas usados se basan en la aplicacién a los cultivos de ondas de ultrasonido, calor

por medio de vapor (calentamiento) o centrifugacién, seguidos de una posterior
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filtracion para separar las células de los polimeros liberados. La tabla 1.3 muestra una
recopilacion de la s condiciones en las que se aplicaron algunos métodos fisicos, a

sistemas puros y multi-componentes.

Tabla 1.3 Extraccion de EPS por métodos fisicos

Método de extraccion Sistema Referencia
Calentam. (70°C, 1 h, 1 bar) Rhodopseudomonas acidop. Sheng et al (2005)
Centrifug. (33.000 g, 10 min, 4°C) Klebsiella aerogenes Brown y Lester (1980)
Centrifug. (33.000 g, 10 min, 4°C) Lodos activados Brown y Lester (1980)
Centrifug. (12.000 g, 30 min, Tamp) Biofilms Zhang et al (1999)
Ultrasonido (300W, 1 min) Lodos activados Azeredo et al (1998)
Ultrasonido (40W, 2 min) Lodos activados Comte et al (2006)
Ultrasonido (37W, 20 kHz, 1 min) Lodos activados Dignac et al (1998)
Calentam. (80°C, 10 min, 1 bar) Lodos activados Comte et al (2006)
Calentam. (80°C, 10 min, 1 bar) Lodos activados Frolund et al (1996)

En términos generales, de los resultados publicados se ha podido obse rvar que con
esta clase de métodos, se obtiene n menores extraccione s cuantitativas que usa ndo
métodos quimicos o combinaciones de ambos . Un ejempl o de esto lo plantea Co mte
en un trabajo en el que compara 8 métodos de extraccién (5 fisicos y 3 quimicos) y en
el que encontré que las cantidades de exopolimeros extraida por los métodos fisicos
resultaron inferiores qu e aquellas extraidas por los quimicos (Comte et al., 2006). En
cuanto al g rado de lisis celular @ ue inducen, si bien existe poca informacion al
respecto, se ha reportado que ésta puede lle  gar a ser muy significativa cuando se

recurre al calentamiento del cultivo (Frélund et al., 1996; Nielsen and Jahn, 1999).

A continuacién se describen brevemente dos de los métodos de este tipo mas

utilizados en la extraccién de EPS: centrifugacion y calentamiento.
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Extraccion de EPS por centrifugacion pura

Este método, de tipo netamente fisico, esta basado en la aplicacion de fuerzas
centrifugas que actuan sobre las células o un agregado bacteriano. Especificamente,
consiste en la accion de fuerzas de corte, g eneradas p or una ciert a velocidad de
rotacion, qu e actian so bre las paredes de las células ha sta provocar la separacion

entre los exopolimeros y la pared de la célula.

En la literat ura se ha r ecogido la aplicacion d e este método actuand o tanto solo , y
entonces sirve preferentemente como método de referencia, como combinado con otro
principio fisico o quimico (Liu and Fang, 2002; Comte et al., 2006). En general, las
condiciones en las que se aplica e n cuanto a la temperatu ra del siste ma, 4 °C, yen
relacion al tiempo de centrifugacion, entre 15 y 30 min, son ampliamente utiliza das en

los trabajos publicados.

Sin embargo, en lo re lativo a velocidades de ro tacién los valores utilizados varian en
un amplio rango segun la fuente consultada. Por ejemplo, en dos tra bajos en los que
se usa este método como control, la fuerza centrifuga aplicada durante 20 min a 4 °C
varia entre 4.000 (Comte et al., 2006) y 20.000 g (Liu and F ang, 2002), donde g es la
aceleracion de gravedad. Es decir, para similares condiciones del sistema, la fuerza de
centrifugacién aplicada fue cinco v eces mas intensa. Condiciones intermedias a las
anteriores son las men cionadas p or Zhang e nuntrabajoenelqu erealizd una
centrifugacion a 11.227 g durante 20 min (Zhang et al., 1999). Otras condiciones, mas
extremas q ue las ante riores, se a plican en la denominada ultracentrifugacion, con
fuerzas centrifugas superiores a los 30.000 g. Un ejemplo de esto es la aplicacié n, a
cultivos puros de Klebsiella aerogenes y lodos activados, de fuerzas centrifugas de
33.000 g durante dos p eriodos consecutivos de 10 min ca da uno (Brown and Lester,
1980).

Si se buscan condicion es que afecten lo mini mo posible a las células pero que, a su
vez, permitan obtener una cantidad de EPS adecuada para su analisis por las técnicas
quimicas y espectrosco picas mencionadas, ést as se pue den encontrar en un trab ajo
de Liu y Fa ng en el que después de realizar la extraccién a 20.800 g (14.000 rpm)

durante 20 miny a4 ° C, obtuvieron EPS con un minimo i mpacto de contaminacion

intracelular (Liu and Fang, 2002).
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Extraccion de EPS por calentamiento
La aplicacién de calor es otro de los métodos utilizados para liberar las EPS de la
superficie delacé lula. Estaté cnica lograunaalta tasade ex traccion pe ro,

simultaneamente, puede inducir una apreciable lisis celular (Nielsen and Jahn, 1999).

Normalmente, el calen tamiento se realizaa  presiéon at mosférica (1.0 bar) y a
temperaturas entre 60 y 80 °C, con diferencias significativas en cuanto a los tiempos
de aplicacidon. Por ejemplo, en la e xtraccion de EPS de dis tintas biopeliculas, Zhan g
aplica una t emperatura de 80 °C durante 10 min (Zhang et al., 199 9), condicio nes
idénticas a las usadas por Comte en la extraccion de EPS a partir de dos tipos de
lodos activados (Comte et al., 2006). Por su parte, en otros trabajos se aplican tiempos
significativamente superiores, tale s como 80 ° C durante 1 h en la extraccién de EPS
con lodos activados (Frélund et al., 1996), y 70 °C, ta mbién durante 1 h, a cultivos
puros de Rhodopseudomonas acidophila (Sheng et al., 2005). Finalmente, en la
literatura ta mbién se reportan con diciones intermedias a las anterio res, tales como
calentar el cultivo a tratar (lodos activados) a 60 °C durante 30 min (Li and Yang,
2007).

1.3.2.2 Métodos quimicos de extraccion de EPS
Los métodos quimico s se basan enla adicion de distintos rea ctivos a cult ivos

bacterianos, que pued en establecer distintas reacciones quimicas con los EPS,

facilitando su liberacion . Entre los r eactivos mas utilizados se tiene el uso de NaOH,
H,SO,, EDTA, formaldehido y glut araldehido, entre otros. La tabla1 .4 muestrala s
condiciones, recogidas en la literat ura, enla s que se ap licaron a lgunos de e stos

meétodos a cultivos puros y mixtos.
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Tabla 1.4 Extraccion de EPS por métodos quimicos
Método de extraccion Sistema Referencia
EDTA 2% (3.29/g-PS, 4°C, 3h) Rhodopseudomonas acidop. Sheng et al (2005)

EDTA 2% (4°C, 3h) Klebsiella aerogenes Brown y Lester (1980)
NaOH 1 N (2:10 v/v, 3h) Rhodopseudomonas acidop. Sheng et al (2005)
NaOH 1 N (4:10 v/v, 3h) Lodos aerdbicos, acidos Liu y Fang (2002)
NaOH 2 M (2:1 viv, 5 h) Klebsiella aerogenes Brown y Lester (1980)
Glutaraldehido 3% (4°C, 12h) Lodos activados Azeredo et al (1998)
Glutaraldehido 10% (4°C, 12h) Lodos activados Comte et al (2006)
EDTA 2% (4°C, 3h) Lodos activados Comte et al (2006)
EDTA 2% (4°C, 3h) Lodos aerdbicos, acidos Liu y Fang (2002)

y metanogénicos

Enzimas (amilasa, proteinasa) Lodos activados Sesay et al (2006)

Dos de los métodos quimicos mas utilizados son la extraccién con NaOH y con EDTA,

cuyas caracteristicas y condiciones de aplicacion se describen a continuacion.

Extraccion de EPS por adicion de NaOH

El tratamiento con NaOH provoca | a carga de grupos tales como el grupo carboxilico
en proteinas y polisacaridos, los cuales se ionizan debido a que su punto isoeléctrico,
valor de pH en el que su carga neta es nula, varia entre 4 y 6. Esto provoca una fuerte
repulsidon de las EPS en la propia matriz de estos compuestos, lo que induce a una

mayor solubilidad de las mismas.

Normalmente, las condiciones apu ntan a la interaccion, sin agitacion, durante 3 h,
entre la d isolucion de NaOH vy el volumen de cultivo a tratar. La co ncentracion de la
disolucién de NaOH y los volumenes dependen del tipo de cultivo. Por ejemplo, Sheng
us6 10 mL de cultivo con 2 mL de una disolucion de NaOH 1 N (She ng et al., 2005).
Condiciones similares fueron las usadas por Liu y Fang, quines utilizaron, durante 3 h,
10 mL de lodos con 4 mL de NaOH 1 N (Liu and Fang, 2002).
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Extraccion de EPS por adicion de EDTA

La repulsién entre los componentes de la matriz de EPS y la solucién acuosa puede
aumentarse a través de la extraccion de algunos de los cationes importantes para la
estructura de la matriz de las EPS, por ejemplo Ca®" y Mg%, y su eliminacién ayuda en
la desintegracion de este tipo de gel. Estos cationes pueden ser extraidos usando una

resina de intercambio iénico o agentes complejantes tales como EDTA.

En el caso del uso del EDTA, en la literatura se recogen resultados contradictorios en
cuanto a las cantidades extraidas y a los grados de lisis ind ucidos. En efecto, se sabe
que la recuperacion de los catione s divalentes puede alterar la superficie de la célula,
desestabilizandola, lo que podria inducir la lib  eracion de sustancias tales como los
LPS (lipopo lisacaridos) u otro t ipo de macromoléculas intracelu lares (Nielsen and

Jahn, 1999) que, ademas, podrian afectar la medicion de proteinas.

Las condiciones de tra bajo suelen ser similar es a las de | uso de N aOH, es decir,
tiempos de entornoa 3 hytemperaturade 4°C,ade mas, enla mayoria de los
estudios, e | EDTA se prepara a una concen tracion del 2%. La relacién entre los
volumenes de cultivoy de EDTA usados en la extraccion depende de la fuente pero,
normalmente, 1:1 es la que suele emplearse (Brown and L ester, 1980; Liu and Fang,
2002).

1.3.2.3 Métodos fisico-quimicos de extraccion de EPS
Una forma de incrementar la eficiencia en e |grado de extraccion de los mét odos

quimicos, es aplicar al cultivo principios mecanicos tales como el de cizalla. En
general, no se cu enta con muchas publica ciones en los q ue la adicié n de react ivos
quimicos se combine con la aplicacion de esfuerzos de cort e a través d e la agitacion,
por ejemplo; sin embargo, se estima que la extra ccidon quimica puede ser mas efectiva
y reproducible cuando esta combinada con agitacion. En la tabla 1.5 se dan algu  nos

ejemplos en este sentido.
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Tabla 1.5 Extraccion de EPS por métodos fisico-quimicos

Método Sistema Referencia

Resina (dosis y tiempos variables) Pseudomonas putida Frolund et al (1996)
Resina (70g/g-PS) + Lodos aerobicos, acidos Liu y Fang (2002)

agitacion (4°C, 600 rpm, 1 h) y metanogénicos

Resina (100g/g-PS) + Lodos activados Sesay et al (2006)

agitacion (4°C, 600 rpm, 5 h)

Resina (4°C, 1h, 600 rpm) Lodos activados Comte et al (2006)
Resina (dosis y tiempos variables) Biofilms Jahn y Nielsen (1995)
Resina (dosis y tiempos variables) Lodos activados Frolund et al (1996)
Formaldeh. 36.5% (4°C, 1h) + Lodos aerébicos, acidos Liu y Fang (2002)
Ultrasonido (60 W, 2 min) y metanogénicos

Uno de los casos con mas estudios reportados es el de la combinaciéon del uso de
resinas de intercambio idnico y agitacion. Los cambios en los parametros de trabajo
mas sustantivos entre los estudios d e la bibliografia son el tipo, granulometria y do sis
de la re sina usada, a demas de las cond iciones de ag itacion. En g eneral, se usan
comunmente resinas acidas de tamarfo 50x8 # ASTM, con una concentracion de entre
60y 80 g resina/g-VS® bajo condiciones de agitacién de 300 - 750 rpm, durante
periodos de 2 - 4 h y a temperaturas de 4 °C. Por ejemplo, en la extraccion de EPS a
partir de lodos y floculos aerébicos, McSwain usé 70 g de una resina sddica acida por
cada gramo de VS, de tamafio 50x8# y agitan do durante 4 h a 750 rpmy con una
temperatura de 4 °C (McSwain et al., 2005). Ot ros estudios en condicio nes similares
son los de los grupos de Sesay y de Yeo, entre otros (Sesay et al., 2006; Yeo et al.,
2007).

1.3.3 Fendmenos de interaccion EPS-Fe en sistemas acidoéfilos

Como se ha mencionado anteriormente, la pila de combustible en desarrollo pretende

la obtencio n de energia eléctrica a partir de la conversién de la energia quimica

% VS volatile solids: sélidos organicos; PS: peso seco de células
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almacenada en compue stos organicos. Su disefio se basa en la transferencia dire cta,
es decir, sin mediadores, de los electrones generados en la oxidaciéon de est  os
compuestos a electrodos de carbono, por parte de las células de la bacteria A.
3.2Sup(5), cuyo metab olismo, que genera dicha oxidacion, se complementa en el
sistema con el de la bacteria A. ferrooxidans. Como esta ultima bacteria requiere Fe(ll)
en la disolu cién para o btener la e nergia nece saria para su crecimiento, en dicho
sistema se tendra entonces la pre sencia simultanea de soportes de carbono, de las

mencionadas bacterias (A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans) y de Fe en disolucién.

Como se ha mencionado enela partado 1.3. 1, durante su crecimie nto las cé lulas
bacterianas generan sustancias poliméricas  extracelulares (EPS), las que al estar

constituidas por macromoléculas organicas, podrian interactuar a través de sus grupos
funcionales activos con el Fe contenido en la disolucién, induciendo un cierto grado de

adsorcion de dicho metal.

Ademas, podria ocurrir que la pro pia superficie del ele ctrodo de car bono pudier a,
también, interactuar directamente con el Fe contenido en la disoluciéon a través de la
formacion de hidroxidos o oxihidrosulfatos d el metal. Sin embargo , como se ha
establecido en el apartado 1.2.2, las células ba cterianas tienen la tendencia a formar
una biopelicula sobre la superficie d e soportes cuando crecen en presencia de ésto s
por lo que, en la practica, cabria esperar que durante la operacion de la pila la
superficie d e los electr odos de carbono fuese progresivamente cubierta por un a
biopelicula lo que, a su vez, podria disminuir la importancia de la interrelacion directa
superficie-metal. De e sta manera, la biopeli cula podria actuar como una barrera entre
la superficie del electrodoy el s eno de la disolucion que contiene  a las células
plancténicas y al metal, convirtiéndose de hecho en la verdadera “superficie” del

electrodo.

En definitiva, un efecto practico de la biopelicula es que, debido a su alto contenido de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), que pueden llegar a constituir hasta el

90% de la materia organica que contiene, pod ria convertirse en una importante fuente
de captacién de dicho metal desde el medio. En funcién de la magni tud que tuvi era
dicha adsorcién, los cambios en las concentraciones locales del hierr o podrian inducir

cambios en la a cidez y especiacion del met al en e | microambiente que rodea los
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electrodos, los que a su vez podrian alterar, su stancialmente, el funcionamiento de la
pila. Ademas, dicha interaccién del hierro con las EPS, podria generar precipitados o
fases que a su vez hicieran de agentes de nucleacion preferencial para la precipitaciéon
adicional de nuevos compuestos de hierro sobre la biopelicula. Si esto ocurriera, mas
0 menos masivamente, provocaria una dismi nucion del contenido d e hierro en la

disolucion, lo que, a su vez, se trad uciria en una disminucién de la fue nte de energia

necesaria para el crecimiento de la bacteria A. ferrooxidans.

Al respecto se cuenta con alguna informacion en la litera tura. Por eje mplo, Kinzler en
un trabajo en el que est udio este ti po de interacciones, encontré que las EPS de A.
ferrooxidans jugaban el papel de a yudar a consolidar la adhesién d e la bacteria a

sustratos sodlidos (parti culas de pirita) y de concentrar lo calmente la presencia de
Fe(lll), lo que se traducia en un aumento sustancial de la velocidad de ataque quimico
al mineral (Kinzler et al., 2003). Ademas, los autores de dicho trabajo encontraron que
las EPS de esta bacteria pueden retener Fe(lll) en su estructura a través de la

formacion d e complejos de est e cation con acidos urénico s, entre otr as su stancias
poliméricas extracelulares. Estos r esultados f ueron confir mados posteriormente por

Sandy Gehrke (Sand and Gehrke, 2006) en un trabajo realizado en condicio nes
similares, en el que corroboraron la especial aptitud de estas EPS en | a captacién de
Fe(lll) desd e el medio, a través de la formacion de complejos con algunos de los

polimeros que las constituyen.

Algunos tra bajos muestran que sistemas en los que cohabitan a mbos tipos de

bacterias p ueden provocar sinergias que pot encian dete rminados comportamie ntos,
tales como “secuestrar” Fe desde el medio. Un ejemplo de ésto es el e studio de Sand
en sistemas en los que crecen simultdneamente Leptospirillum ferrooxidans y

Acidiphilium sp. Sibien L. ferrooxidans es distintaa A. ferrooxidans, su sim ilitud
genética ha ce que su comportamiento sea g eneralmente comparable (Sand et al.,
2001). En el trabajo,  los autores encontraro nquelap resenciade Acidiphillium
aumentaba la tendencia de generacion de EPS de L. ferrooxidans atravésd eun
mecanismo desconocido — posible mente por simbiosis ba cteriana - lo que redund aba
tanto en un aumento de la tendencia a la captacion de Fe(lll) desde el medio, como en
la posibilidad de que la s EPS actu aran como agentes de nucleacién de sustancias

soélidas de Fe, tales como jarositas u otros hidroxisulfatos de hierro.
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De esta manera, se requiere entonces profundizar en el mecanismo en el que las EP S
bacterianas interactian con el Fe en disolucid n, a través de la adsorcion de dicho
metal tanto en presencia como en ausencia de sop ortes de carbono, cuyos
fundamentos se discute n a continuacién en el Apartado 1.3.3. Este problema pod ria
representarse como el estudio de u n sistema trifasico en el que sus fases individuales
serian los soportes de carbono, las EPS bacte rianas y el Fe en disolucion, quienes

interrelacionarian segun el esquema que se muestra en la figura 1.8.

Disoluciones
de EPS fino

Disoluciones
K \ de Fe(ll)-Fe(Il)

Ensayos de interaccion
EPS + soportes + Fe

—

Soportes de
carbono

Figura 1.8 Esquema ilustrativo del sistema trifasico a estudiar.

1.3.3.1 Bioadsorcion de Fe por EPS
El proceso por el que una biomasa que realiza la adsorcién de un determinado metal,

encontrandose ésta metabdlicamente inactiva como e selcaso delas EPS
bacterianas, ha sido tradicionalmente denominado bioadsorcién (Volesky, 2003), por lo

que este sera el término también utilizado en este documento.

La utilizacié n de bioma sas (vivas o muertas) en la ca ptacién de met ales pesad os,
principalmente desde disoluciones diluidas, es uno de los campos en los que se ha
venido trabajando, cad a vez con mayor interés, en los U Itimos afos. En este sentido,
Gadd en una reciente y exhaustiva revision bibliografica muestra que, en la ultima

década, el numero de publicaciones, registradas por la ISI Web of Science, relativas a
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bioadsorcion ha aumentado de alrededor de 20 en el afio 1999 a poco mas de 400 en
el pasado 2007 (Gadd, 2009).

Aunque el e nfoque de los estudios de la bioadsorciéon de hierro por parte de las EPS

sea totalmente distinto al que se la ha venido dando a la bioadsorcion en general, mas
bien dirigida a la desco ntaminacion de efluent es liquidos con metales pesados, los
fundamentos de ambos procesos son los mismos. Por este motivo, a continuacion, se

presenta un analisis somero de sus aspectos mas relevantes.

1.3.3.2 Isotermas de adsorcion
Con el fin de poder cuantificar e | proceso d e adsorcion, se recurre al calculo de

determinados parametros, mediante el ajuste de los datos experimentales a una
isoterma de adsorcion. Esta se puede definir como la rel  acion de equilibrio entr e la
concentraciéon de adsorbato en la f ase fluida y la concentracion de adsorbente a una
temperatura determinada (Volesky and Holan, 2008). De entre todas las isotermas de
adsorcion p ropuestas, las mas ref erenciadas en la biblio grafia han sido las de los
modelos de Langmuir y Freundlich, ambos con base tedrica diferente, tal y como se

describe a continuacion.

Modelo de Langmuir
Es el unico modelo que permite obtener las constantes necesarias, p ara definir los
equilibrios quimicos entre el metal y la biomasa. Esta basado en los sigu ientes

supuestos:

- Antes de la interaccion con el adsorbato, se encuentran disponible s todos
los centros activos de la biomasa.
- Todos los centros activos tienen idéntica capacidad de adsorcion.

- Cada adsorbato se une exclusivamente a un Unico centro activo.

El modelo de Langmuir puede ser representado de la forma siguiente:

010 C : 0rmaxPC
— Jdmax ~e b — _1max e
q, = o bien g, = . )

1.1
K+C, 1]
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En estas expresiones, la descripcion de los parametros se indica a continuacion:

Qe: capacidad de adsorcién de la biomasa en e | equilibrio (mg metal adso rbido/g
peso seco de adsorbente).

Omax. Capacidad maxima de adsorcién; r epresenta la cantidad de metal adsorbid o
correspondiente a la sa turacion de los sitios de captacion del adsorbente (mg
metal adsorbido/g peso seco de adsorbente).

Ce: concentracion del metal en equilibrio en la disolucién (mg/L).

b: constante d e equilibrio de la rea ccién biomasa -metal (L/mg). Esta constante
establece la relacion velocidad d e adsorcidon /desorcién, es decir, e s una
medida de la afinidad entre el metal y la biomasa.

K: constante d e Langmuir (mg/L), equivalente al inverso de la constante de
equilibrio b. Su valor corresponde a la concentracion del metal a la cual el valor

de g. es exactamente la mitad que el de qmax-

La ecuacion de Langmuir puede ser linealizad a de la siguiente forma con el fin  de

facilitar su representacion grafica:

e 4 [1.2]

C .
De este modo, representando —= frente a C . se puede obtener, a partir de la

e
pendiente de la recta, el valor de qmax ¥ con el valor de la ordenada se obtiene el de la

constante Ky por lo tanto el de b.

Asuvez, lacapacida dde adsorcionq .se determina en los experimentos de

bioadsorcion gracias a la siguiente ecuacion:

Ce (Vadsorb + Vmetal ) [1 3]
C Y/

metal

Q. =

adsorb
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En esta expresion, los diferentes parametros representan lo siguiente:

Je: capacidad de bioadsorcién de la biomasa (mg/g-EPS).

Ce: concentracion del metal en equilibrio en la disolucién (mg/L).
Cagsorb: cONcentracion de biomasa adsorbente (mg/L).

Vmeta:  Volumen del metal en la disolucion (mL).

Vaasorb: VOlumen de adsorbente en la disolucion de (mL).

Modelo de Freundlich

Es un modelo matema tico empirico el cua |supone que no existe saturacion del
adsorbente, por lo que no hay un valor limite para C .. También considera que cada
centro activo puede tener diferente capacidad de adsorcién, asi como q ue el proce so

puede tener lugar en varias etapas (Volesky, 2004). La expresién de este modelo es:
_ n
q. =K.C; [1.4]
En este caso, los parametros de la ecuacion representan:

Qe: cantidad de metal adsorbido en|  as condi ciones de eq uilibrio (mg metal
adsorbido/g peso seco adsorbente).

K, n: constantes de Freundlich. Son car acteristicas del sistema y representan una
medida de la capacidad (K) y de la intensidad (n) en la adsorcion del metal por

parte de la biosustancia.

Para determinar los p arametros de este modelo también se pue de recurrir ala

linearizacion de la ecuacién [1.4] que toma la forma:

log(a.)=log(K)+ ~log(C,)  [1]

Andalogamente al caso anterior, representando log(q ) en funcién de log(C ¢) se puede
obtener una linea recta que permite calcular la constante n a partir de su pendiente v,

a la vez, el parametro K con la ordenada en el origen.
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A continuacién, en la tabla 1.6 se recopilan las capacidade s de ad sorcion maxima de
diversas biomasas (vivas y muertas), para difer entes metales. De la tabla se p uede
apreciar la amplia dispersion en la ad sorcion de lo s metales en funcién de las
diferentes biomasas estudiadas. Por ejemplo, en el caso de algunos cu ltivos
bacterianos vivos, la ca ptacién de Cr puede variar desde un valor cercano a 5 mg/g
biomasa cuando se usan cultivos de bacteria s cromo-reductoras (Quintelas et al.,
2008), hasta un valor de 200 mg/g cuando se usan cultivos de Pseudomonas
aeruginosa (Pérez et al, 200 7);esde cir,se co nstatauna diferencia de
aproximadamente 40 veces en la captacion realizada en condiciones similares. Por su
parte, en el caso particular de adsorcion de Fe, en la literatura se informan cantidades
que van de sde 15 mg/g cuando se usa almidon (Bustard and McHale, 1998), hasta
122 mg/g cuando se usa biomasa muerta de la bacteria Streptomyces rimosus
(Selatnia et al., 2004).
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Tabla 1.6 Capacidad de bioadsorcion de diferentes metales pesados por distintos
tipos de biomasa

Metal Tipo de biomasa gmax (MQ/q) Referencia
Fe™ Cultivos de Bacillus subtilis 107 Brierley (1993)

Fe** Biomasa de Streptomyces rimosus 122 Selatnia et al (2004)

Fe, Ag Biomasa de almidon 15, 59 Bustard y McHale (1998)
cr** Cultivos de bacterias cromo-reductoras 4-6 Quintelas et al (2008)
cr* Cultivos de Pseudomonas aeruginosa 200 R. Pérez et al (2007)
cr* Alginatos 112 Ibafiez et al (2004)
cd* Cultivos de Pseudomonas putida 6 Ueshima et al (2008)
cu® Cultivos de Paenibacillus polymyxa 150 Prado et al (2005)
cu® Cultivos de Cyanospira capsulata 115 De Philippis et al (2007)
us* Cultivos de Synechococcus elongatus 124 Acharya et al (2009)

Ut Biomasa de Sargassum fluitans 560 Yang y Volesky (1999)
us* Biomasa de Catenella repens 303 Bhat et al (2008)

Zn Biomasa de Pseudomonas putida 47 Toner et al (2006)

Zn Biomasa de Rhizopus arrhizus 56 Fourest y Roux (1992)
Pb** Residuos de trigo (hidrolizados) 99 Tan and Xiao (2008)
Pb** Residuos de té 73 Ahluwalia y Goyal (2005)

Ni**, Co®*  Lodos anaercbicos 12,14®  van Hullebusch et al (2006)
Zn®*, Cu®*  Cultivos de Pseudomonas putida 18,22  Chen et al (2008)
Pb**, Cu®*  Biomasa de remolacha 60,30  Gérente et al (200)
Ni** 12@
Pb**, Cu®*  Biomasa de mulch 76,23  Jang et al (2005)
zZn* 12
cu®,Ccr*  Cultivos de Cyanothece sp. 200,190  Micheletti et al (2008)
Ni** 60
cd*, cr®  Biofilms de Escherichia coli 10,5 Quintelas et al (2009)
Fe3+, Ni2+ 17, 7(3)

® |os valores corresponden a cada uno de los elementos indicados, respectivamente
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Enelca sodeque Ilas biomasas em pleadas sea n sustan cias poliméricas
extracelulares, la litera tura recoge una cierta cantidad d e trabajos, de los cuales
algunos de ellos se presentan en la tabla 1.7. De dicha tabla se puede observar que
existe una amplia dispersién en las cantidade s de metale s retenidas por este tipo de
sustancias, incluso mas acentuadas que en el caso anterior. Por ejemplo, la captacio n
de Cd por las EPS de Paenibacillus jamilae alcanzé 21 mg/g (Morillo et al., 2008), cifra
que aument 6 a 2720 mg/g con EPS de bacterias sulfat  o-reductoras (Zhang et al.,
2006); es decir, se con stata una diferencia de mas de 130 veces en | a adsorcién del
mismo metal por sustancias similare s. Estas diferencias se pueden relacionar con las
distintas co ndiciones d e trabajo u tilizadas en cada caso , como tipo (o tipos) de
microorganismo(s) que los gener  a, condicio nes de cr ecimiento o métodos de

extraccion de las EPS utilizados, entre otros factores.
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Tabla 1.7 Capacidades de bioadsorcién de diferentes metales pesados por distintos

tipos de EPS

Metal Tipo de biomasa Omax (MQA/g) Referencia
Fe** EPS de bacteria Bacillus subtilis 200 Beveridge y Murray (1976)
Fe** EPS de bacteria Bacillus licheniformis 323 McLean et al (1990)
cd* EPS de bacterias sulfato-reductoras 2720 Zhang et al (2006)
cu® EPS de bacteria Paenibacillus polymyxa 1600 Prado et al (2005)
cu® EPS de bacteria Cyanospira capsulata 20 De Philippis et al (2007)
cu® EPS de bacteria Bacillus sp. F19 90 Zheng et al (2008)
cu® EPS de bacteria Marinobacter sp. 33 Bhaskar y Bhosle (2006)
Mn** EPS de cianobacteria Anabaena spiroides 9 Souza et al (2005)
cr® EPS de cianobacteria Lyngbya putealis 157 Kiran y Kaushik (2008)
Th* EPS de bacteria Bradyrhizobium 0.8® Kiran y Kaushik (2008)

Pb®*, Zn®*  EPS de hongo Pestalotiopsis sp. 120,60®  Moon et al (2006)

Pb®*, Co®™  EPS de bacteria Paenibacillus jamilae 303, 30 Morillo et al (2008)
cd** 1@

Cd**, cu®* EPS de bacteria Paenibacillus polymyxa 2630, 2456  Salles et al (2005)
zZn** 3033@

Pb®*, Zn®*  EPS de Ensifer meliloti 110, 94 Lakzian et la (2008)
Ni** 54

Zn**,Cr**  EPS de lodos activados 1480,830  Liu et al (2001)

cd™*, Co** 900, 1100

@ |os valores corresponden a cada uno de los elementos indicados, respectivamente; ® mol/mol (Th/EPS)

En cualquier caso, se puede concluir que este tipo de sustancias, independientemente

del microorganismo o método de extraccion utilizado, son aptas para retener metales

en general, y hierro en particular, a partir de disoluciones acuosas que las contengan.

1.3.3.3 Mecanismos implicados en el proceso de bioadsorcion
Como se ha mencionado, la bioad sorcion puede entenderse como un “secuestro” de

iones metdlicos por una biomasa metabdlicamente inactiva (Volesky and Holan, 2008).

Este secue stro o capta cién puede ocurrir, ade mas de por eventuales reacciones d e

41



INTRODUCCION

oxido-reduccion en el bioadsorb  ente, por una combinacion de  mecanismos de

naturaleza fisica o quimica, entre los que se pueden mencionar:

- Mecanismos quimicos: quimisorcion por intercambio idnico, complejacion,

coordinacion quimica y quelacion.

- Mecanismos fisicos: adsorcion fisica y microprecipitacion.

Los mecanismos especificos que actuan en la captura de un determinado metal son
dificiles de identificar, d ebido a la variada cantidad de grupos funcionales que pueden
actuar en la captacion. Mas aun, un mismo grupo puede actuar de forma distinta, por
ejemplo, el grupo carboxilo podria retener al cation metalico complejandolo o mediante
atraccion electrostatica, lo que implica que varios mecanismos contribuirian al proceso,

a menudo, de forma combinada.

En general, los mecanismos mas relevantes en la bioadsorcién de metales sone |
intercambio iénico, la adsorcion y la microprecipitacion (Volesky, 2003), los cuales
estan basados en interacciones sor bato/sorbente o soluto/solvente, las que, a su vez,
estan relacionadas con alguna co mbinacion de diferentes tipos de enlaces, ya sean
covalentes, electrostaticos y de Van der Waals, respectivamente. Al gunas de sus

caracteristicas son las siguientes:

Intercambio iénico: es una reaccidén quimica reversible en la cual un ién proveniente
de la diso lucion se intercambia con otro del mismo signo pero co ntenido en la
biomasa. Es el mecanismo predomi nante en la captura de cationes bivalentes del tipo

Me?" por biomasa de algas (Volesky, 2003).

Adsorcion: es un término que implica la adher encia a una superficie solida a través
de fendmenos fisicos (adsorcion fisica) o a través de enlaces quimicos (quimisorcion).
La adsorcié n fisica no es especif icay se ba sa en fuerzas de atraccion que son
relativamente débiles. En cuanto a la quimisorcion, es claramente especifica y se
caracteriza porque involucra fuerzas mucho mayores que las que ocurre n en procesos

de adsorcion fisicos. Ejemplos de aquella son complejacion de metales y quelacion.
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Microprecipitacion: ocurre cuando la solubilid ad del metal alcance su nivel limite e n
la disolucién. Puede ser especialmente relevante en forma puntual d ebido a ca mbios
locales de concentracion o acidez. Al ser localizada, la microprecipitacion puede hacer

de agente de nucleacion preferencial para una precipitacion adicional del metal.

Por tanto la capacida d de metal captadod epende no sdlo de la cantidad de
biosorbente sino, también, del tipo y concentracion del me tal de interé s, ademas de
factores fisico-quimicos del sistema tales co mo: temperatura de la disolucién |, pH,

fuerza idnica e interferencia con otros iones presentes.
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1.4 Justificacion del trabajo

1.4.1 Objetivos

La alta dependencia energética de Espafia del exterior la hace sumamente vulnerable
a las fluctuaciones del escenario internacional. Ademas, la mayoritaria proporcién en el
consumo de combustibles fosiles configur a un escenario de alta contribucion a la
contaminacion ambiental y dificu  Ita los pro gramas de reduccion de emisio nes

contaminantes.

En este contexto, la Co munidad Auténoma de Madrid ha auspiciado el desarrollo, por
parte de un consorcio de Centros de Invest igacion y Universidades de la pro pia
Comunidad, del ya comentado nue vo sistema bacteriano de generacion de ener gia.
Este consor cio esta co nstituido por seis grupo s de trabajo correspondientes a otr os
tantos cent ros, incluy endo al Grupo de Biohidrometalurgia de la Universidad

Complutense, que es donde se ha realizado el presente Trabajo de Investigacion.

Como ya se mencioné anteriormente, el nuevo sistema de generacion de energiaen
desarrollo consiste en una pila de combustible microbiana (PCM) q ue permite la
obtencion directa de en ergia eléctrica a partir de la energi a quimica almacenada en
compuestos organicos, todo ello asistido p or el metabolismo de  dos espe cies
bacterianas - Acidiphilium 3.2up(5) y Acidithiobacillus ferrooxidans - nativas del
ecosistema del Rio Tinto (Huelva ). Aunque estas bacte rias han sido previamente
estudiadas en cuanto a sus propiedades de adhesion superficial (Fe rnandez et al.,
2004), es necesario co nocer mas detalladamente las variables involu cradas en su

adhesion a los electrodos de carbono.

De acuerdo con lo anterior, el objet ivo principal de la presente Tesis Doctoral se ha
centrado en el e studio de lo s fen Gmenos involucrados e n la interaccién entre la

superficie de los electrodos de carbono, las EPS generadas por las células bacterianas
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en estudio y el hierro ¢ ontenido en la disolucié n. Todo ello puede concretarse en los

siguientes objetivos parciales:

» Caracterizacion de |l os cultivos puros de Acidiphilium 3.2Sup(5) y
Acidithiobacillus ferrooxidans, crecidos con y sin sop ortes de ¢ arbono. El
estudio se llevara a cab o mediante el control del crecimiento de dichas bacterias
en frascos agitados, através d e la cuantificacion de  la poblacié n, acidez y

potencial redox durante su crecimiento.

» Determinacién del mejor método de extraccion de sustancias poliméricas
extracelulares de cu Itivos puros de bacterias Acidiphilium 3.2Sup(5) y
Acidithiobacillus ferrooxidans. Para ello, se aplicaran un a serie de métodos de
extraccién de EPS, recogidos en la literatura como los mas habituales para est a

clase de cultivos.

» Caracterizacion de la inte rrelacién entre sustancias poliméri cas
extracelulares de A. 3.2Sup(5) vy el hierro. Para ello, se realizaran e studios de
interaccion entre EPS d e esta bacteria y disoluciones de Fe (1) y Fe(ll 1), tanto en
presencia como en aus encia de so portes de carbono. La captacion d e Fe por las
EPS se modelara a través del ajuste de los resultados ex perimentales a modelos

matematicos.

» Caracterizacion de las EPS extraidas cony sin Fe . La caracterizacion se
realizara en primera instancia a través de la determinacién de su morfo logia vy tipo
de adherencia superf icial por medio de técnicas microscopicas y, e n segundo
lugar, atra vés dela determinacion de su estructura id entificando sus grupos
funcionales mas representativos asi como los mas directamente impli cados en la
retencién de hierro. Ademas, en este ultimo caso de EPS cargadas con Fe se
determinara, también, su composicién eleme ntal, su co ntenido de especies,

ristalinas 0 amorfas, y el estado de oxidacién del Fe.

» Propuesta de un mecanismo de interaccion EPS-Fe . Finalmente y a partir de
los datos recogidos en los anteriore s estudios, se intentara desarrollar un modelo

que represente lo mas fielment e posible el mecanismo a traves del cua I
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interaccionan las EPS de la bacteria A. 3.2Sup(5) con el Fe en estados d e

oxidacion (Il) y (lll) en disoluciones acidas.

1.4.2 Plan de trabajo

Para poder cubrir los objetivos anteriormente planteados se trabajara de acuerdo con

un disefio en la investigacion a realizar segun la planificacion siguiente:

1)

2)

3)

En primer lugar se pro cedera a cr ecer cultivos de la s bacterias con las que se
realizara la investigacion, A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans, tanto en ausencia como
con presencia de soport es, en cond iciones tales que aseguren su crecimiento y
homogeneidad durante el trabajo. Estos cultivos se caracterizaran a través de la

cuantificacién de su poblacion y medicién de su acidez y potencial redox.

A continuacién, se procedera a determinar el mejor méto do de extraccion de las
EPS de las bacterias en estudio, considerando como 6ptimo aquel que logre
combinar la ma xima extraccién de las EPS con el minimo grado de lisis celular.
Para ello se aplicaran cinco métodos (EDTA, NaOH, ce ntrifugacion,
calentamiento y resina de intercambio ionico), caracterizando las EPS obtenidas
por cada uno de ellos a través de la determinacion cuantitativa de sus contenidos
de proteinas y carbohidratos ( segun los métodos de Lowry y Antrona,
respectivamente) y del grado cualitativo de lisis celu lar (p or espectro scopia de
ultravioleta visible UV-Vis y pobla cién bacteriana). Asimismo se pro cedera a la
caracterizacion, a nivel molecular, de las EPS utilizando espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) y valoracién acido-base, con el fin

de determinar sus grupos funcionales.

Una vez seleccionado el mejor método de extraccion de las EPS, se procedera a
la realizacio n de los en sayos de in teraccion e ntre estas sustancias y el hierro
contenido e n disolucion es en esta dos de oxidacioén (ll), (lll) y en mezclas de
ambos cationes, deter minando, en primer lugar, la ciné tica de adsorcion y el

tiempo de saturacién de las EPS. P osteriormente, se determinaran las isotermas

46



INTRODUCCION

4)

5)

de adsorcion de Fe po r parte de las EPS, se gun los modelos de Langmuir vy
Freundlich, a partir de disoluciones con diferen tes concentraciones iniciales del

metal.

Asimismo, en este ca so también se proced era a la caracterizacion, a nivel
molecular, de las EPS conteniendo Fe a trav és de espectroscopia de infrarrojo,
con el fin de determinar los grupos funcionales de la biomasa que intervienen en
la bioadsor cién. Ademas, se analizaran esta s sustancia s en cuanto a sus
aspectos morfologicos por mi croscopia electrénica de barrido (SEM),
composicion elemental por microanalisis (EDX), contenido de especies cristalinas
o0 amorfas por difraccion de rayos X (DRX ) y estado de oxidacion de los atomos

de Fe en dichas especies por espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS).

Finalmente, se acometera el desar rollo de un modelo que intente repr esentar el
mecanismo a través del cual la s sustancias poliméricas extracelulares a dsorben
al Fe, en sus estado s de oxidacion (ll) y (1), por medio de un analisis
comparativo de sus estructuras sin y con Fe. Todo ello se complementara con la
informacion recogida con el trazado de las curvas de valora cion acido-base y de
analisis de la especiacion del Fe en disolucion es acidas. Una vez disefiado un
posible mecanismo, se intentara validarlo combinando los datos que aportaron
los analisis de la evolucion de la acidez de los sistemas de adsorcion, los analisis
de composicion elemen tal obtenidos por EDX , de las esp ecies registrados por
DRX 'y de la determinacion de los estados de oxidacion del Fe en las mismas por
XPS.
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2.1 Crecimiento de cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos empleados corresponden a aquellos, que hasta el momento,
han sido los utilizados en el desarrollo de la pila microbiana en el que se enmarca este
trabajo. Especificamente, segun ya ha sido descrito en el apartado 1.1.2, se trata de
las cepas Acidiphilium 3.2Sup(5) y Acidiphilium Berrocal del género Acidiphilium spp. y
otra de la bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans sp., todas nativas del ecosistema del
Rio Tinto (Huelva). Las citadas cepas fueron facilitadas por los Drs. R. Amils y M. Malki
del Centro de Biologia Molecular (CBM) dependiente de la Universidad Auténoma de
Madrid (UAM) y del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) (Madrid,

Espafa).

Por otra parte, como también se ha descrito en el mencionado apartado 1.1.2, una de
las caracteristicas de la bacteria A. 3.2 Sup(5) que la hacen de interés, es su
capacidad de respirar aerdobicamente con Fe(lll) en el ecosistema del que proviene
(Malki et al., 2006), actividad que es, a su vez, complementada por el metabolismo de
la bacteria A. ferrooxidans, la cual tiene la reconocida facultad de oxidar
aerobicamente Fe(ll) (Gehrke et al., 1998; Harneit et al., 2006; Mousavi et al., 2007).
Por este motivo, también se procedié al crecimiento de cultivos mixtos de ambas

bacterias.

2.1.1 Crecimiento de cultivos puros en condiciones planctéonicas

En primera instancia, se llevd a cabo el crecimiento de las bacterias en estudio en
condiciones plancténicas, es decir, sin la presencia de ningun sustrato solido en el
sistema, de acuerdo con las condiciones de cultivo que se describen en los siguientes

apartados.
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2.1.1.1 Crecimiento de bacterias Acidiphillium spp.
El cultivo de estas bacterias se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL

(figura 2.1), agitados a 150 rpm en una incubadora orbital New Brunswick Edison,
fijando la temperatura en 30 °C. El medio de cultivo fue el denominado Medio CBM
(Gonzalez-Toril et al., 2006), que tiene la composicién dada en la tabla 2.1. El pH del
medio se ajustd a 2.5 con H,SO, (Panreac PRS) 50% (v/v), antes de su esterilizacion
a 0.5 atm utilizando un autoclave Selecta Autotester-E, durante 30 min.
Posteriormente, también se llevé a cabo el estudio de la posibilidad de crecimiento de
estas bacterias considerando el efecto del cambio de acidez del medio y fijando, en

este caso, el valor de pH en 3.0.

Figura 2.1 Aspecto que presentaron los cultivos puros de A. 3.2Sup(5) en la etapa de maximo
crecimiento.

Tabla 2.1 Composicion Medio CBM

Componente Concentracion (mg/L)
(NH,),SO, 2000

KCI 100
MgSQO,*7H,0 250
K,HPO, 250
Ca(NO;)*4H,0 10

Glucosa 1000
Extracto de levadura 100
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El crecimiento de las cepas se realizé en condiciones estrictas de esterilidad, lo que
permiti6 que los cultivos se mantuvieran siempre homogéneos en cuanto a sus
caracteristicas fenotipicas. Esto se corrobord a partir del crecimiento de las bacterias
en placa Petri de 9 cm y medio sélido, el cual se preparé combinando el medio base
CBM y agarosa con una proporcion 1:1 (v/v), la siembra se efectué con una espatula
de microbiologia. La figura 2.2 muestra dos fotografias de colonias de A. 3.2Sup(5)
obtenidas tras 72 y 96 h de incubacién, respectivamente, a 30°C en una estufa Raypa
Trade, en las que se aprecia la homogeneidad de las colonias formadas por la cepa, lo
que evidencia que el cultivo mantuvo las necesarias condiciones de pureza durante su

utilizacién a lo largo del trabajo experimental (Johnson et al., 1987; Johnson, 1995).

Figura 2.2 Placas Petri conteniendo colonias de A. 3.2Sup(5) en diferentes tiempos de
crecimiento: (a) 72 h y (b) 96 h.

Una vez crecidos los cultivos, se realizé la extraccion de las EPS al término de la
etapa de maxima actividad celular que, generalmente, se alcanzaba en el intervalo

comprendido entre las 72 y 96 h.

2.1.1.2 Crecimiento de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans
Las células se cultivaron de forma analoga al caso anterior, es decir, en matraces

Erlenmeyer de 250 y 500 mL, agitados a 150 rpm y a una temperatura de 30 °C (figura
2.3). El medio utilizado, en este caso, fue el propuesto por Mackintosh (Mackintosh,
1978), debido a que contiene elementos, a nivel de trazas, que han demostrado tener
6ptimos resultados en el crecimiento en este tipo de microorganismos (Gonzalez-Toril

et al., 2006). La composicion del medio se indica en la Tabla 2.2.
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Figura 2.3 Aspecto que presentaron los cultivos puros de A. ferrooxidans en la etapa de
crecimiento maximo.

Tabla 2.2 Composicion Medio Mackintosh

Sal Base

Especie Concentracion (mg/L)
(NH,4).SO, 132
KH,PO, 27
MgCl,*6H,0 53
CaCl,*2H,0 250

Fuente de Energia
Especie Concentracion (g/L)
FeSO,*7H,0 400

Elementos Traza

Especie Concentracion (mg/L)
MnCl,*2H,0 62
ZnCl, 68
CoCl,*6H,0 64
H;BO4 31
Na,MoO, 10
CuCl,*2H,0 67

El pH de las disoluciones de sales base y de los elementos traza se ajusté a 1.8,

mientras que la disolucion de sulfato ferroso se preparé a pH 1.2. Dicho ajuste se
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realizé usando H,SO,4 50% (v/v). Las tres disoluciones se esterilizaron, por separado, a
120 °C durante 30 min. El medio final se preparé mezclando, bajo condiciones
estériles, 950 mL de la sal base, 50 mL de la fuente energética y 1 mL de la disolucion

de elementos traza.

Es necesario indicar que, hasta el momento, no se ha logrado crecer estas bacterias
en medio solido, a pesar de los intentos realizados. Esta circunstancia ratifica las
dificultades de crecimiento de este tipo de bacterias en dicho medio (Johnson et al.,
1987; Johnson and McGinness, 1991; Johnson, 1995). Sin embargo, la aplicacién de
estrictas condiciones de esterilidad en el cultivo permitieron asegurar la permanencia
de las condiciones de pureza adecuada de la estirpe con la que se trabajo. Esto ha
podido corroborarse mediante un constante seguimiento, por microscopia 6ptica, del
cultivo constatandose que éste mantenia inalteradas sus caracteristicas fenotipicas.
La figura 2.4 muestra micrografias de células de esta bacteria y de A. 3.2Sup(5), en

las que se aprecia la morfologia tipo bacilo tipica de ambas bacterias.

(a) — (b)

Figura 2.4 Micrografias TEM de células de: (a) A. 3.2Sup(5), X 50.000 y (b) A. ferrooxidans, X
40.000.

La extraccion de las EPS se realiz6 al término de la etapa de maxima actividad celular
de las bacterias (96 h) que, al igual que en el caso anterior, esta bacteria la alcanzaba

entre las 72 y 96 h de crecimiento, aproximadamente.
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2.1.2 Crecimiento de cultivos puros sobre soportes sélidos

Debido a la particular caracteristica de las células de A. 3.2Sup(5) de transferir
electrones directamente a electrodos de carbono (Malki et al., 2008), se crecieron
cultivos de estos microorganismos en presencia de soportes solidos de este material,
con el objeto de caracterizar su comportamiento bajo estas condiciones. Los soportes
utilizados fueron fieltro de carbono y discos de grafito. Ademas, también se crecieron
cultivos, en condiciones similares, de A. ferroxidans, por ser ambas bacterias

necesarias para implementar la pila de combustible en desarrollo.

El fieltro utilizado fue suministrado por el Dr. M. Malki del Centro de Biologia Molecular
(CBM), y fue anadido a los cultivos en forma de discos de 2 cm de radio y 1 cm de
espesor (figura 2.5). Este material consistia en una base relativamente maciza de
carbono, que segun se aprecia en la figura 2.5(a), se encontraba a su vez recubierta
de una capa superficial de una densa red de filamentos haciendo que el material se
caracterizara por tener una baja densidad y alta porosidad. Ademas, la micrografia
2.5(b) muestra que los filamentos estaban formados, a su vez, por un conjunto de
microcilindros, entre los que se generaba un volumen elevado de huecos. Estas
caracteristicas se traducen en que este soporte ofrecia una gran superficie especifica
a las células, maximizando, asi, las probabilidades de adherencia bacteriana y, por

tanto, de efectividad en la transferencia electronica.

SEI 0 1pm~ WD 16.6mm
Figura 2.5 (a) Soporte de fieltro de carbono usado (X 1); (b) Micrografia FE-SEM de los
filamentos del fieltro (X 3.000).
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Por su parte, el grafito fue utilizado en forma de discos de 0.5 cm de diametroy 1.0 cm
de espesor, cortados a partir de cilindros de mayor longitud. Este material presentaba
una consistencia rigida y una significativa rugosidad superficial (figura 2.6). Este factor
era relevante ya que se ha demostrado que las bacterias acidofilas, como las
utilizadas en este estudio, tienden a adherirse de forma preferencial en las

imperfecciones de las superficies (Gehrke et al., 1998; Harneit et al., 2006).

Figura 2.6 (a) Imagen de parte de uno de los cilindros de grafito usados (X 1); (b) Micrografia
FE-SEM de la superficie de un disco de grafito (X 7.500).

En los cultivos de ambas bacterias se usaron los mismos medios y condiciones
descritos anteriormente, con la unica diferencia de que a cada uno de los pases del
cultivo se les afadieron dos soportes de cada material (fieltro y grafito). Los objetivos
de trabajo fueron, por un lado, evaluar el efecto de la edad del cultivo sobre la
composicién de las EPS obtenidas en estas condiciones y, por otro, estudiar el tipo de
relacion que las bacterias eran capaces de establecer con las superficies de ambos

tipos de soportes.

Para cubrir el primer objetivo, se realiz6 una extraccion de EPS a partir de dichos
cultivos, a diferentes tiempos de crecimiento, 96 y 216 h, que correspondian a los
tiempos de término de la fase de crecimiento exponencial y a la mitad de la fase
estacionaria de la poblacion de cada cultivo, respectivamente. Por su parte, la
visualizacion del efecto del tiempo en la interrelacion bacterias-soportes se realizé a
través de un estudio de microscopia de barrido por emisién de campo (FE-SEM) de los

soportes. Finalmente, las EPS extraidas a las 96 h se relacionaron con aquellas
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extraidas de cultivos crecidos en ausencia de soportes solidos, lo que permitié evaluar

la influencia de estos en la composicion bioquimica de las EPS.

La figura 2.7 muestra el aspecto que presentaban los cultivos, con los que se realizé
este estudio, en dos fases de crecimiento: aproximadamente al inicio (24 horas de
inoculado el cultivo) y al término (a las 96 horas) de la fase de crecimiento
exponencial. En la imagen (a) de la citada figura, los frascos de la derecha, que
corresponden a cultivos de A. 3.2Sup(5), presentaban una mayor turbidez producto de
la mayor cinética de crecimiento de A. 3.2Sup(5) con respecto a A. ferrooxidans. Por
su parte, en la imagen (b) se aprecia el descenso en los contenidos de los frascos
debido a los volumenes de cultivo que tuvieron que ser utilizados en las extracciones

de las correspondientes EPS.

Figura 2.7 Cultivos de A. 3.2Sup(5) y A. ferroxidans con soportes de fieltro de carbono y
laminas de grafito a distintos tiempos de crecimiento. (a) 24 h; (b) 96 h.

2.1.3 Crecimiento de cultivos mixtos

Los cultivos mixtos se obtuvieron agregando inéculos de A. 3.2Sup(b5) y A.
ferrooxidans a matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian un medio de cultivo
CBM modificado. Los inéculos se prepararon usando una relacién volumétrica 1:1
entre cultivos de ambas bacterias, mientras que las condiciones de agitacion y
temperatura fueron similares a las utilizadas en el caso del crecimiento de los cultivos
puros, es decir, 150 rpm de agitacion y 30 °C de temperatura. La figura 2.8 muestra

pases de dichos cultivos mixtos en distintas etapas de crecimiento.
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El medio CBM modificado se preparé con el medio CBM estandar, usado en el
crecimiento de A. 3.2Sup(5), al que se le agregaron cantidades de Fe(ll) y/o Fe(lll) de
tal modo que el contenido de hierro en la disolucién ascendia a 4.0 g/L, es decir, la
misma concentracion de Fe(ll) que, habitualmente, contiene el medio Mackinstoh
utilizado en el crecimiento de A. ferrooxidans. De esta manera, se otorgé a las células
de ambas bacterias la concentracién de sales, nutrientes y fuentes energéticas que
requieren para su crecimiento. A lo largo de la incubacién de estos cultivos se media,
periodicamente, su contenido de Fe(ll), potencial redox (E;), acidez (pH),

conductividad ionica (I) y poblacion (cél/mL).

Figura 2.8 Aspecto que presentaban los cultivos mixtos de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans en
etapas de: (a) crecimiento exponencial y (b) estabilizacién.

Finalmente y, al igual que en el caso de los cultivos puros, también se crecieron
cultivos mixtos en presencia de soportes de carbono, utilizando condiciones similares

a las descritas en el apartado 2.1.2.
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2.2 Descripcion de los métodos utilizados en la extraccién de
EPS

La seleccion del procedimiento mas adecuado para la extracciéon de las EPS se realizé
a partir de la evaluacién de cinco métodos, seleccionados a partir de la revision
bibliografica desarrollada en el apartado 1.3.2, por ser los mejor fundamentados mas
freecuentemente utilizados en la extraccion de EPS a partir de cultivos de este tipo.
Especificamente, fueron dos métodos quimicos (EDTA y NaOH), dos fisicos

(centrifugacion y calentamiento) y uno fisico-quimico (resina de intercambio iénico).

Estos métodos fueron aplicados a la extraccion de las EPS de cultivos de la cepa A.
3.2Sup(5), por ser la bacteria de fundamental interés en este trabajo, crecidos tanto en
presencia como en ausencia de soportes de carbono. Dichos métodos se aplicaron,
también, a cultivos de la bacteria A. Berrocal, para efectos de comprobacion de los
resultados obtenidos con la primera bacteria. A continuacién, se concretan las

condiciones de trabajo utilizadas con cada uno de ellos.

2.2.1 Extraccion por centrifugacion

Esta técnica se utilizd como medio de control, es decir, con el fin de disponer de una
referencia del contenido de carbohidratos y proteinas de cada cultivo. En este caso, el
procedimiento especifico seguido fue el siguiente: una vez transcurrido el tiempo
definido para la extraccion, muestras de 40 mL de cada cultivo puro en estudio, se
centrifugaron directamente (sin pre-concentracién ni lavado) a 14.000 rpm (20.817 g),
durante 20 min y a 4°C en una centrifuga Eppendorf modelo 5804 R V.6 (Liu and
Fang, 2002). A continuacién, las células del cultivo centrifugado se separaron del
sobrenadante por filtracion mediante un filtro Millipore de 0,22 um. El filtrado obtenido
constituyo la disolucion de EPS crudo, la cual fue, posteriormente, dializada (con el
propésito de eliminar los metabolitos y las sales de bajo peso molecular) usando una
membrana de didlisis Pierce Slide-A-Lyzer de 3500 MWCO en un volumen de 1 L de
agua destilada, durante 24 horas y a 4°C (Comte et al., 2006). La disolucién de EPS
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resultante fue finalmente almacenada a 4°C hasta que fuera usada para realizar los

analisis quimicos de los componentes.

2.2.2 Extraccion con EDTA

Un volumen de 40 mL de cada cultivo fue mezclado (sin agitacién) con una disolucién
de la sal disodica del acido etilendiaminotetraacético dihidratada, EDTA (Panreac, PA),
al 2% en peso, considerando una relacion de 3.2 g de EDTA por cada gramo de peso
seco (PS) de células (Sheng et al., 2005). El tiempo de reaccién del EDTA con la
disolucion fue de 3 horas a 4°C, al cabo de las cuales la disolucidon resultante se

centrifugd y filtré en las mismas condiciones indicadas en el apartado anterior.

2.2.3 Extraccion con NaOH

Este método fue muy similar al anterior ya que en la practica consistio en dejar
interaccionar al cultivo bacteriano con el reactivo quimico, en condiciones estaticas,
durante 3 horas y a 4 °C (Sheng et al., 2005). Mas concretamente, se mezclaron 40
mL del cultivo con 8 mL de una disolucién de NaOH 1 N (Panreac, PRS). Transcurrido
el tiempo indicado, la disolucion final fue centrifugada vy filtrada, siguiendo también el

procedimiento comentado anteriormente.

2.2.4 Extraccion con resina de intercambio iénico

Se usdé una resina Dowex Marathon C (Sigma-Aldrich), en forma sdédica y
granulometria de 20-50 mallas. La dosis de resina utilizada fue de 70 g por cada
gramo de peso seco de células y un volumen de 40 mL de cada cultivo (Frélund et al.,
1996). La suspension de la resina en el citado volumen se agitdé durante 2 horas, a 600
rpm y a 4°C, para, a continuacion, centrifugar y filtrar segun la misma metodologia que

en casos anteriores.
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2.2.5 Extraccioén por calentamiento

También, un volumen de 40 mL de cada cultivo fue calentado en un autoclave Selecta,
modelo Autotester-E, a 70°C y 1 bar de presién, durante 1 hora (Schmidt and Ahring,
1994). Trascurrido el tiempo de calentamiento, el cultivo también fue centrifugado y
filtrado.

Las técnicas anteriormente descritas se resumen en el esquema de la figura 2.9.

| Muestra de cultivo bacteriano: 40 mL |

v
v v v v v
Centrifug. EDTA NaOH Resina Cationica Calentam.
(Técnica de 3.2 (g EDTA/g-PS) 1:5 (viv) 70 (g resina/g-PS) 1ha70°C
control) EDTA 2% NaOH 1 N Forma Na+, 20-50# 1 bar
3ha4°C 3ha4°C 600 rpm, 2h a 4°C
v v v v
| Centrifugacion: 20 min, 4°C, 14.000 rpm (20.817 g) |
v v v v v
| Filtracion: papel filtro de 0,22 ym, 25°C |
v v v v v

| Dializacion: membrana 3500 MWCO, 24 h, 4°C |

Figura 2.9 Esquema general de los métodos usados en la extraccion de EPS.
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2.3 Caracterizacion bioquimica de las EPS

2.3.1 Analisis de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado usando el método de Lowry (Lowry et al.,
1951). En él se utiliza albumina de suero de bovino (BSA) como estandard (Sigma-
Aldrich TP0300). El procedimiento consistié en agregar 1.0 mL de la muestra en
analisis a 1.0 mL de reactivo de Lowry, manteniendo la mezcla estatica durante 20
min, y agregar, a continuacion, 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Al cabo de 30
min se midi6 la absorbancia de la mezcla a 750 nm en un espectrofotdmetro de UV-Vis

Biochrom, modelo Libra S11.

2.3.2 Analisis de carbohidratos

Se determinaron mediante el método de Antrona en la version propuesta por
Trevelyan (Trevelyan et al., 1952), usando glucosa como estandar. Este método
consistié en disolver 0.2 g de antrona en 100 mL de una disolucion al 79% en H,SO,4
(Panreac, PRS). Posteriormente, se prepard una disolucion final mezclando 600 uL de
cada muestra a analizar y 3.0 mL de reactivo de antrona, la mezcla se calenté a 90°C
durante 10 minutos. Al cabo de este tiempo, se dejé enfriar la disolucién, a
temperatura ambiente, para medir la absorbancia de ésta a 660 nm en un

espectrofotometro de UV-Vis Biochrom, modelo Libra S11.
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2.4 Ensayos de interaccion de las EPS con hierro

Para los ensayos de interaccion entre las EPS y el hierro, se utilizaron,
especificamente, sustancias poliméricas extracelulares extraidas de cultivos puros de
A. 3.2Sup(5) crecidos en el medio CBM estandar, es decir, en ausencia de Fe. Se
estudiaron estas EPS debido a que de las bacterias que se utilizarian en la pila de
combustible, A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans, ambas con una actividad metabdlica
sustancialmente diferente, la primera conformaria la gran mayoria (superior al 90%)
de la poblacion bacteriana del sistema. Por lo tanto, las EPS que se liberarian al medio
serian generadas esencialmente por la bacteria A. 3.2Sup(5), lo que significa que, en
la practica, serian su EPS las que estarian interactuando con el Fe contenido en la
disoluciéon. Ademas, como el medio de cultivo de esta bacteria carece de hierro, estas
sustancias no contienen este elemento, por lo que podran reflejar mas fielmente el tipo

de interaccion que sustancias de este tipo pueden establecer con dicho metal.

La caracterizacion de la capacidad de captacién de Fe por parte de las mencionadas
EPS, se realizd a través de la determinaciéon de las correspondientes isotermas de
adsorcion. Para ello se realizaron diferentes ensayos de interaccién entre estas
exosustancias y disoluciones de hierro en sus estados de oxidacion (II) y (lll). La
extraccion de las EPS se realizé utilizando el método de EDTA 2(%), y el de
centrifugaciéon como método de control, por proporcionar éste unas EPS que servian

como referencia.

El procedimiento consisti6 en combinar alicuotas de EPS con distintos volimenes de
disoluciones de Fe en las que el metal estaba en su totalidad o en forma de Fe(ll), o
de Fe(lll), o con ambos estados de oxidacién, de manera que se analizaron tres
posibilidades distintas: EPS con Fe(ll), EPS con Fe(lll) y EPS con una mezcla de Fe(ll)
y Fe(lll). ElI volumen de la disolucién de hierro afiadido se calculé en funcion del
volumen de EPS disponible y de la concentracién inicial del metal en el respectivo

ensayo. El esquema general de trabajo se muestra en la figura 2.10.
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Tipos de interaccion EPS + Fe

EPS liquido puro
Origen: bacteria Acidiphilium 3.2Sup(5)
Métodos de extraccion: EDTA 2(%) y
Centrifugacion (control)

! l

EPS + Fe(lll) EPS + Fe(ll) EPS + Fe(ll)/(1ll)

Figura 2.10 Esquema de trabajo de los ensayos de interaccion EPS y disoluciones de Fe.

No obstante, los procedimientos especificos en cada caso fueron distintos. Con el
objetivo de evitar la oxidacion quimica del Fe(ll), en los ensayos de interaccion entre
los exopolimeros y las disoluciones en las que habia hierro ferroso, éstos se realizaron
anaerdbicamente. Por su parte, los experimentos realizados entre EPS y disoluciones
de Fe(lll) se realizaron aerébicamente. Con el objeto de explicar, mas detalladamente,
estas diferencias, a continuacién se describe el procedimiento especifico seguido para

cada tipo de interaccion de las disoluciones de hierro con las EPS.

2.4.1 Interaccion de las EPS con Fe (lll)

En primer lugar se determiné la cinética de captacion de Fe(lll) por parte de las EPS
de Acidiphilium 3.2Sup(5) extraidas por el método de EDTA 2%. Estos experimentos
sirvieron para determinar el tiempo de saturacion en Fe(lll) de estas sustancias, el cual
se correspondia con el tiempo de equilibrio, por lo que dicho intervalo de tiempo fue el
utilizado, posteriormente, en la determinacion de las isotermas de captacion tanto del

propio Fe(lll), como de Fe(ll) y de la mezcla Fe(ll)/Fe(lll).

En cuanto a las condiciones experimentales utilizadas en los ensayos, siempre en
ausencia de agitacion, los periodos de tiempo considerados fueron: 30, 60 y 180 min,
mientras que fueron diferentes las concentraciones iniciales del hierro en las
disoluciones empleadas, segun el tipo de experimentacion realizada. Las alicuotas de
EPS utilizadas variaron entre 5 y 20 mL, mientras que la cantidad de disolucion de
Fe(lll) anadida estuvo en funcion de la respectiva concentracién inicial, utilizando para

ello una disolucion madre de sulfato férrico hidratado, Fe,(SO4);*xH,O (99.9%,
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Panreac), preparada con una concentracion de 4.0 g/L y ajustada a pH = 2.0 con
H.SO4 al 50% (v/v).

En cada ensayo, una vez transcurrido el tiempo de interaccién correspondiente, la
disolucion resultante fue dializada con el propdsito de purificar la mezcla de EPS con
el Fe(lll) captado. Para ello, se utilizé una membrana de dialisis (Slide-a-Lyzer, Pierce)
de 3500 MWCO y un volumen de H,O destilada 50 veces mayor que el volumen total
resultante de la mezcla de las exosustancias y la disolucién de Fe. La didlisis se
realizé agitando a 180 rpm, a una temperatura de 4 °C durante 24 h, periodo de
tiempo tras el cual se disponia de la mezcla de [EPS + Fe(lll)] ya purificada. La figura
2.11 muestra un esquema ilustrativo del protocolo utilizado en este tipo de

experimentos.

Interaccion EPS + Fe (lll)

EPS liquido
Origen: bacteria Acidiphiulum 3.2Sup(5)
Métodos de extraccion: EDTA 2(%) y
Centrifugacién (control)

.

Disolucién Interacciéon EPS + Fe(lll)
de Fe(lll) Tiempos = 30, 60, 180 min
— [Fe] = 50, 100, 200, 1000 y 2000 mg/L

(a 4° C, sin agitacion)

v

H,0 de dializacién Dializacién

Membrana 3500 MWCO
(24 h, 4° C, 180 rpm)

A4

Medicién Fe por A. A.

A

Y

EPS + Fe(lll)

Figura 2.11 Esquema ilustrativo del protocolo de interaccion EPS + Fe(lll).

El control de los experimentos, que permitia cuantificar la captacién de Fe por parte de
las EPS, se realizd efectuando un balance del metal; para ello, se analizé, por un lado,
el hierro contenido en el agua acidulada procedente de la dialisis y, por otro, se

determiné el Fe retenido por los exopolisacaridos. La suma de ambas cantidades se
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relaciond con el Fe total afnadido al sistema. En todos los casos, los balances del metal
se cerraron con un grado de fiabilidad dado por una desviacion estandar de + 5.3%.
Los analisis se efectuaron por duplicado mediante la técnica de espectroscopia de

absorcion atomica utilizando un equipo Perkin-Elmer, modelo 1100B.

Adicionalmente, en este caso, también, se efectuaron ensayos que permitieran evaluar
el impacto en el sistema de la presencia de un soporte sdlido, bien fieltro de carbono o
bien rodillos de grafito, agregandolo a las mezclas de sustancias poliméricas
extracelulares y disoluciones de hierro. En ambos casos, el soporte respectivo se
afiadié al fondo del recipiente, al que posteriormente, se agregaron los volumenes
correspondientes de las EPS y disolucién de Fe. El fieltro fue utilizado en forma de
discos de 2 cm de radio y 1 cm de espesor, mientras que el grafito fue afadido en
forma de rodillos de 0,5 cm de radio y 1 cm de espesor. Posteriormente, se procedio

de igual manera a la indicada anteriormente.

2.4.2 Interaccion de las EPS con Fe(ll) y con mezclas de Fe(ll) y Fe(lll)

Del mismo modo que en el caso anterior, se realizaron ensayos de interaccion de las
EPS con Fe(ll) y con mezclas de Fe(ll) y Fe(lll). Ambos tipos de experimentos fueron
realizados de forma similar a los descritos anteriormente, con la diferencia de que
éstos se llevaron a cabo bajo estrictas condiciones de anaerobiosis, para evitar la

posibilidad de oxidacién ambiental del i6n ferroso.

En forma analoga al caso anterior, el Fe(ll) se afiadié a partir de una solucion madre
de sulfato ferroso hidratado, Fe(SO4)*7H,O (99.9%, Panreac), preparada bajo
atmaosfera anaerdbica, a una concentracién de 4.0 g/L y ajustada a pH = 2.0. Estas
condiciones se lograron burbujeando la disolucién con una mezcla de N,/CO, (80/20%,
suministrada por Air Liquide), con el fin de eliminar el oxigeno disuelto que,
inicialmente, pudiera contener. El agua destilada utilizada fue también previamente
desoxigenada por la misma mezcla de gases, al igual que la disoluciéon de H,SO,

utilizada en el ajuste de la acidez.
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De igual modo, las condiciones de anaerobiosis, durante la interacciéon entre los
exopolimeros y los cationes de hierro, se consiguieron haciendo pasar, durante todo el
tiempo de experimentacion, la citada corriente gaseosa. Los ensayos de interaccion se
mantuvieron durante 1 h para asegurar la saturacion de las EPS con Fe, dicho periodo
de tiempo fue determinado anteriormente con el protocolo descrito para el Fe(lll). A
continuacion, la mezcla de las EPS con Fe fue introducida en un casete de dialisis
(Slide-a-Lyzer, Pierce) de 3500 MWCO. La dializacion se realiz6 en condiciones
similares a las anteriores (24 h a 180 rpm y 4°C), usando H,O destilada en la misma
proporcion que en el estudio anterior (50:1 con respecto al volumen total). La figura
2.12 muestra imagenes del tipo de jarra empleada para mantener el ambiente

anaerdbico y de un casete de dializacion.

Figura 2.12 (a) Modelo de jarra empleada para el trabajo y (b) casete conteniendo EPS + Fe
en condiciones anaerobias.

Por su parte, las condiciones anodxicas durante la dializacion se mantuvieron
agregando un generador de atmésfera anaerébica (GENbox, Biomérieux) al recipiente
sellado que contenia las casetes en dializacion. Los balances de hierro, para el
seguimiento de los experimentos, se determinaron de forma analoga a la descrita
anteriormente. La figura 2.13 muestra un esquema del procedimiento experimental

llevado a cabo.
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Interaccién [EPS + Fe(ll)] y [EPS + Fe(ll)/Fe(lll)]

EPS liquido
Origen: bacteria Acidiphiulum 3.2Sup(5)
Métodos de extraccion: EDTA 2(%) y
Centrifugacién (blanco)

Disoluciones de | EPS + Fe(ll) o Fe(ll)/Fe(lll)
Fe(ll) y/o Fe(lll) Tiempo = 60 minutos Gases N,/CO,

—— (a 4°C, sin agitacion)

A4

o Dializaciéon anaerébica
H,O de dializacion Membrana 3500 MWCO

H,O destilada desaireada
I (24 h, 4° C, 180 rpm)
Medicion Fe por A. A.

L EPS + Fe(ll) y/o Fe(lll)

Figura 2.13 Esquema ilustrativo del protocolo de interaccion EPS + Fe(ll) y EPS + Fe(ll)/Fe(lll).
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2.5 Técnicas analiticas

2.5.1 Determinacion de Fe(ll) y Fe total

El contenido de Fe** retenido en las EPS tras los ensayos de interaccién de éstos con
las disoluciones de Fe(ll) y mezclas de Fe(ll)/Fe(lll), se determiné mediante el método
de la ferrozina (Lovley and Phillips, 1986). La disolucion de ferrozina se prepard a una
concentracion de 1.0 g/L en un buffer de HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-
ethanesulfonic acid) a 50 mM, ajustada a pH 7.0 con NaOH 3.0 M. El procedimiento en
la medicion fue el siguiente: 100 uL de muestra fueron diluidos en 5 mL de HCI 0.5 N,
formando, asi, una disolucién muy acida para inhibir la posible oxidacién quimica del
cation ferroso, a la que se le agregd, después, 3.0 mL de la disolucion de ferrozina,
midiendo entonces la absorbancia de esta disolucion final a 562 nm en un

espectrometro UV-Visible Biochrom, modelo Libra S11.

Por su parte, el Fe total se determind mediante espectrofotometria utilizando un

equipo Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 400.

2.5.2 Valoracion acido-base

Este estudio tuvo como objetivo determinar la constante de acidez (K,) de las EPS la
cual, a su vez, condiciona su comportamiento en funcién del valor del pH del sistema.
El conocimiento del valor de esta constante permite determinar que grupos
funcionales, con comportamiento acido-base, estan presentes en la biomasa, los

cuales pueden ser potenciales centros activos de bioadsorcion.

Las EPS analizadas fueron las extraidas por los métodos de EDTA y centrifugacion,
por ser las que, también, fueron las utilizadas en los ensayos de bioadsorcién. Para
esto, 5 mL de disolucién de cada EPS, previamente purificada por dializacion, fueron

dispuestos en un frasco abierto y en agitacion en placa magnética. El pH de las
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disoluciones de EPS fue el natural, es decir, el que tenian las propias exosustancias
después de la extraccion, el cual se encontraba en un rango de 2.4 a 2.6, lo que
aseguraba que sus grupos funcionales se encontraban totalmente protonados. A partir
de este valor inicial de pH, se procedié a valorar mediante adicion de sucesivas
alicuotas de 100 uL de una disolucion de NaOH 0.1 M, midiendo el valor de pH

resultante tras cada adicion.

2.5.3 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis)

Con el objetivo de determinar, cualitativamente, el grado de impacto sobre las células
de las técnicas de extraccion usadas, se procedid a la determinacion de los
correspondientes espectros UV-Visible de diversas muestras de los -cultivos
bacterianos utilizados, antes y después de ser sometidos a la extraccion de las
sustancias poliméricas extracelulares. Ademas, para complementar esta informacion,
también se obtuvieron los espectros UV-Visible de las disoluciones de EPS obtenidas

tras dicha extraccion.

El procedimiento, seguido para todos los métodos de extraccion, fue el siguiente: se
tomé una muestra de 5 mL del cultivo antes de la extraccion, dicha muestra fue vertida
sobre la cubeta de un espectrometro UV-Visible Biochrom, modelo Libra S11 vy, a
continuacion, se realizé la medicién del espectro de absorcidon en toda la banda de
longitud de onda del equipo (de 325 a 825 nm). Posteriormente, con estos datos, se

construyeron las curvas de absorbancia en funcion de la longitud de onda.

Del mismo modo se procedid para el cultivo después de la extraccion. Es decir, se
tomo igualmente una muestra de 5 mL del cultivo tratado a la cual, a continuacion, se
le determind el espectro UV de forma analoga. El registro, asi determinado, pudo
compararse con el obtenido anteriormente. Una tercera medicion, tomada en similares
condiciones a las anteriores, se realizd con una muestra de la disoluciéon de EPS

producto de la extraccion.
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2.5.4 Espectroscopia de infrarrojo mediante transformada de Fourier
(FTIR)

Esta técnica se utilizdé con el fin de profundizar en el estudio del mecanismo de unién
del Fe a las EPS, debido a que esta técnica es capaz de identificar los grupos
funcionales responsables de dicha unién. Con este objetivo, se analizaron EPS de A.
3.2Sup(5) extraidas por EDTA y centrifugacion, tanto cargadas con el metal (obtenidas
con los ensayos de bioadsorcion de Fe en las condiciones antes descritas), como

puras, es decir, exentas de Fe.

La caracterizacion de las EPS mediante esta técnica se realizé a través de la
liofilizaciéon de voliumenes de entre 28 y 42 mL de ambos tipos de EPS (cargados y
puros), durante 48 horas y a —58 °C y 80 mTorr, en un liofilizador Virtis ScilLab,
condiciones con las que se generaron EPS sélidas en cantidades que variaron entre
14.7 y 21.2 mg. Posteriormente, se determind el espectro IR en cada caso a partir de
una mezcla preparada con 1 mg de EPS y 170 mg de KBr (Panreac, PRS), utilizando
un espectrometro Nicolet Magna 750, que permiti6 obtener los correspondientes
espectros de transmitancia en funcién de longitudes de onda comprendidas entre 400
y 4000 cm™, con una resolucién de 4 cm™. La correccion de la linea base asi como la
identificaciéon de las bandas fueron realizadas mediante la aplicacion informatica
OMNIC E.S.P. de Nicolet.

2.5.5 Espectroscopia por difraccion de rayos X (DRX)

Esta técnica se utilizé con dos objetivos: complementar los analisis por EDX realizados
a los EPS sdlidos, con el fin de determinar la posible presencia de especies cristalinas
en estas sustancias y, ademas, estudiar el mecanismo de la precipitacién del Fe sobre

los soportes de carbono.

Para ello, las EPS a analizar fueron molidas y homogeneizadas previamente en un
mortero de agata, mientras que los soportes fueron analizados directamente. Se

utilizé, en ambos casos, un difractémetro Philips X’'pert-MPD con anodo de Cu. Las
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mediciones se realizaron a una longitud de onda Cu-Ka = 1,5406 A y con un barrido de
1 h entre 5° y 85°. La identificacién de las fases cristalinas presentes en las muestras
se realizé6 por comparacion, utilizando la base de datos del International Centre for

Diffraction Data (ICDD, Newtown Square, Pennsylvania).

2.5.6 Espectroscopia por fotoemision de electrones (XPS)

Esta técnica se aplicd con el fin de conocer la especiacién y los estados de oxidacion
del hierro en las EPS. Para ello la muestra de EPS sdlida fue diseminada sobre
soportes de tantalo y analizada directamente por un espectrofotémetro de emision de
electrones Specs Labs dotado de un analizador Phoibos 150. Las mediciones se
realizaron manteniendo un vacio en el equipo de, al menos, 1.0x10° mbar. El
instrumento fue calibrado con respecto al pico de Au4f;, a una energia de 84.0 eV.
Todos los espectros fueron obtenidos con una resoluciéon de 0.5 eV. Las energias de
los espectros fueron obtenidas usando como referencia el espectro del C1s a 285.0
eV. Finalmente, los registros obtenidos fueron modelados mediante un ajuste de tipo

Gaussiano-Lorentziano, usando una linea base tipo Shirley.

2.5.7 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

El objetivo de utilizar esta técnica fue el de intentar constatar la posible generacion de
sustancias poliméricas por parte de las células de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans v,
ademas, profundizar en el conocimiento de la morfologia y aspecto que pudieran

presentar estas sustancias al ser exudadas por las células.

Las muestras de células a analizar se tomaron, en condiciones de esterilidad,
directamente de los cultivos y no fueron sometidas a ningun proceso de deshidratacion
o de otro tipo que las pudiera alterar. Para ello, alicuotas de 2.5 mL de cultivo fueron
diluidas en agua destilada acidulada a un volumen final de 25 mL, con el fin de

disminuir la concentracién celular y facilitar la observacion microscopica. Una vez
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obtenida esta disolucion, se realiz6 el teiido de las células usando acetato de uranil al

2%, durante 30 min, para poder ser observadas con un microscopio JEOL JSM 6430T.

2.5.8 Microscopia electronicade  barrido (SEM)y microanalisis por

dispersion de energias rayos X (EDS)

En el curso del trabajo experimental realizado, esta técnica se utilizé con dos objetivos:
caracterizar la interaccion entre los cationes de hierro y la superficie de los soportes de
carbono y, ademas, identificar los cambios morfoldgicos sufridos por las EPS al captar
los cationes de hierro. En ambos casos, el estudio se acompafné de microanalisis
(EDX) lo que permiti6 obtener una informacién semicuantitativa de los elementos

presentes en las muestras.

Los analisis se realizaron siguiendo la siguiente secuencia: cada una de las muestras
de los soportes (0 de las EPS segun el caso) seleccionadas, se recubrieron por
vaporizacion con una capa conductora de oro y fueron posteriormente analizadas
utilizando un microscopio SEM (JEOL JSM-6330 F) a un voltaje de aceleracién de 20
kV, que, a su vez, tenia acoplado un sistema de microanalisis quimico por dispersion
de energias de rayos X (EDS). Se utilizdé un recubrimiento de oro y no de grafito para

no perturbar el analisis elemental de la muestra organica.

2.5.9 Microscopia electronica de barrrido de emisiéon de campo (FE-SEM)

Con el fin de estudiar el rol que jugaban las EPS de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans en
el fenémeno de adhesion celular a los soportes, se analizaron, mediante esta técnica,
soportes de carbono que habian sido puestos en contacto con ambas bacterias. Esto
se realiz6 anadiendo soportes (de fieltro y grafito) en cultivos agitados de ambas

bacterias, que fueron, sucesivamente, retirados en periodos de tiempo diferentes, con
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el objetivo de evaluar la magnitud y morfologia de cada uno de los sistemas soporte-

células-EPS en funcién del tiempo.

La preparacion de las muestras fue la siguiente: con cada cultivo y una vez
transcurrido el tiempo seleccionado, el soporte a analizar fue retirado bajo condiciones
de esterilidad, para, seguidamente, ser sometido a un tratamiento de deshidratacion
progresiva con acetona (Panreac PRS), sumergiéndolo, en primer lugar, en una
disolucién en agua al 30% (v/v) y, después, en otra al 50% (v/v) durante 15 min cada
vez, y, a continuacion, dejandolo inmerso toda la noche en una disolucién al 70% (v/v).
Transcurrido este periodo, el soporte se sumergié nuevamente, 15 min mas, en otras
disoluciones de acetona, esta vez, al 90% y 100% (v/v), respectivamente, tras lo cual
las muestras se secaron mediante la técnica de punto critico en un equipo Balzers
CPD 030 con CO; como liquido de transicién. Posteriormente, las muestras se
recubrieron, por vaporizacion, con una capa conductora de grafito, para ser analizadas

en un microscopio JEOL JSM-6330 F a un voltaje de aceleracion de 20 kV.

73



RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Cinética y propiedades de los cultivos bacterianos

En primer lugar, se aco meti6 la tarea de cultiv ar las cepas bacterianas con las que se
realizarian los diferente s ensayos del estudio, bajo condiciones de crecimiento en
laboratorio. Las bacterias cultivadas fueron, como se ha mencionado en el apartado
2.1,las cepas 3.2Sup(5)y Berrocaldela b acteria Acidiphiliumy la bacteria  A.
ferrooxidans, que se cr ecieron en cultivos pur os de cada unade e llas,tantoe n
condiciones planctonicas como en presencia de soportes de carbono. Los cultivos asi
generados f ueron los u tilizados po steriormente en la evaluacion de |  os diferentes
meétodos de extraccion de las EPS y en la obtencién de las EPS necesarias paralo s

ensayos de adsorcion.

3.1.1 Crecimiento de bacterias sin soporte

Las bacterias en estud io mostraron, para cult ivos crecidos en cond iciones similares,
una cinética de crecimiento exp  onencial ha sta los tre s o cuatro primeros dias,
aproximadamente, a pa rtir de los cuales se alcanzé el periodo de estabiliza cién. Sin
embargo, en cuanto a la pobla cion de lo s cultivos, las dos cepas de la bact eria
heterétrofa Acidiphilium spp. exhibieron una mayor tasa de crecimiento alcanzando, en
el mismo periodo de tiempo, una cantidad de células 10 a 20 veces mayor que la de la
bacteria aut 6trofa A. ferroxidans. Como ilustracion de estos hecho s, la figura 3.1
muestra la cinética de crecimiento de cuat ro cultivos de las bacterias sefialad  as,
incubados en las mismas condicio nes de temperatura (30°C), agitacién (150 rp m)e

indculo (5% v/v).
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Figura 3.1 Cinética de crecimiento bacteriano sin soporte sélido.

Mas concretamente, con la figura 3.1 se aprecia que, bajo condicion es de cultivo
equivalentes, la bacteria A. 3.2Sup(5) alcanzod, entrelo s5y 10di as, pobla ciones
maximas variando ent re 1.28 y  1.50 x10 ? cél/mL, mientras que la cepa Berrocal
registré pob laciones de 1.08 — 1.2 4 x10 ° cél/ mL. Por su parte, los  cultivos de A.
ferrooxidans lograron poblaciones m aximas de c élulas de 1.03 — 1.31 x10 8 cél/mL en
el mismo intervalo de tiempo. Estas cinéticas de crecimiento resultan ser concordantes
con las rep ortadas en la literatura para ambos tipos de b acterias aciddfilas en f ase
planctonica (Gehrke et al., 1998; Cabrera et al., 2005; Daoud and Karamanev, 20 06;
Mousavi et al., 2007).

Por otro lado, como el tamafio de las células de las bacterias en estudio es similar, las
bacterias Acidiphilium spp. l6gica mente generaron, para un tiempo determinado y
condiciones de cultivo equivalentes, 10 a 20 veces mas biomasa que los cultivos de A.
ferrooxidans. Esto se p uede comprobarenla figura 3.2 que muestraqueen los
periodos de maximo crecimiento d e la pobla cién del cultivo, esto es, entrelos 3 y 10
primeros dias de incu bacion, la cantidad de biomasa obtenida de las bacterias

Acidiphilium spp. — crecidas tanto a pH 2.5 como a 3.0 — flu ctu6 entre 0.25y 0.35 g/L,
mientras que en el caso de A. ferrooxidans no se llegaron a superar | os 0.02 y 0.03
g/L, resulta dos que ta mbién estan en concordancia con las caracteristicas de

comportamiento atribuidas a este tipo de bacterias (Bergey et al., 1994).
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Figura 3.2 Generacion de biomasa por bacterias Acidiphilium spp. y A. ferrooxidans.

La mas ba ja generacion de biomasa que

presentaron los cultivo s purosde A.

ferrooxidans dificulté la obtencion de la suficiente cantidad de las EPS necesarias para

realizar la determinacién de sus componentes y estructura, lo que se subsané con el

crecimiento en mayores volumenes de esta bacteria con relacion a los requeridos para

Acidiphilium spp.

Ademas del estudio relativo a la poblacién ba cteriana, también se analizo, para estos
cultivos, la evolucion del nivel de acidez y del potencial de reduccién (figura 3.3).
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Figura 3.3 Evolucion del nivel de acidez (pH) y del potencial redox (E;) en cultivos sin soporte

solido.
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Con dicha figura se observa que | a acidez de las cepas  Acidiphilium, 3.2Sup(5) y
Berrocal, se mantuvo aproximadamente constante en el valor del medio de partida (pH
2.5), denotando que en el proceso de oxidacién de la glucosa no se verifican procesos
de hidrdlisis, o de otro tipo, que afecten a la pr esencia de protones en el medio. En el
caso de A. ferrooxidans se apre cido un aumento del pH dur ante los primeros dias del
cultivo hasta llegar a valores cercanos a 2.2 — 2.3, para, p osteriormente, descender y
situarse en valores proximos a los del medio de partida (pH 1.8). Este comportamie nto
se puede a tribuir, en lo referente al aumento inicia | de la acidez, al consumo de

protones asociado a la captacion por el oxigeno de los e lectrones generados en la
oxidacion d el Fe(ll), mientras que el post erior descenso se puede atribuira los

procesos de hidrdlisis del Fe(lll) con la formaci on en la disolucién de especies del tipo
Fe(OH)Ef’fX)+ o bien como hidroxis  ulfatos del citado catio n. Estos resultados so n

similares, por ejemplo,alo s publicados por Mousavi que mostré el mismo
comportamiento de la acidez en la biooxidacion de Fe?* por una cepa de la bacteria A.

ferrooxidans nativa de Kerman, Iran (Mousavi et al., 2007).

En cuanto a la evolucion del potencial, el crecimiento de las cepas de Acidiphilium spp.
no registrd variaciones a lo largo del tiempo, lo que indicé la ausencia de procesos de
oxido-reduccion en el medio. Esto contrasta con el fuerte aumento d el potencial que
presentd el cultivo de A. ferrooxidans, el cual se elevo de los aproximadamente 376 —
370 mV iniciales hasta situarse en valores de entre 660 — 670 mV a las 144 horas,
resultados que son practicamente coincident es a los encontrados  por Meruan e y
Vargas (Meruane and Vargas, 200 3), Daoud y Karamanev (Daoud and Karaman ey,
2006) y Mousavi (Mousavi et al., 2007) en estudios simila res de biooxidacién de Fe ?*
por A. ferrooxidans., en los que, ademas, mues tran que a estos valores de potencial

redox, a partirde 48  h de edad del cultiv 0, la conversion del F  ¢e(ll) inicia | fue

practicamente total a Fe(lll).

3.1.2 Crecimiento de bacterias con soporte

Como se describié previamente, los soportes utilizados fueron un fieltro de carbono de
alta porosid ad y grafito solido en  placas. La s curvas cin éticas que cuantifican el

crecimiento de la poblacién bacteriana sobre dichos soportes, se muestran en la figura
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3.4, a partir de la cual se constata que la dinamica de crecimiento de las célula s no
registré una variacion significativa, exhibiendo casi el mismo comportamiento que en el

caso de los cultivos crecidos sin soporte solido.

1e+10

1e+9 +—

1e+8 L
/ 4

1e+7 //7—0— A. ferrox., con fieltro

[ —eo— A. ferrox., con grafito
A. 3.2Sup(5), con fieltro
A. 3.2Sup(5), con grafito

Poblacioén (cél/mL)

1e+6

1e+5 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Edad cultivo (dias)
Figura 3.4 Cinética de crecimiento bacteriano con soportes de fieltro de carbono y grafito.

Lo anterior signif ica q ue la presencia de los soporte s no cond iciond en for ma
cuantitativamente apreciable la evolucién de la poblaciéon celular planctonica, lo que
puede atribuirse a que la cantidad de células que se adhieren a los soportes no es una
cantidad importante en relacion al t otal de la poblacién celular. Al respecto, se pu ede
mencionar que Upadhyayula en un trabajo en el que estudio6 la adhesion de células de
Bacillus subtilis a sopor tes sélidos, encontré d ensidades superficiales de 10°y 10
cél/m?, para ceramicos y carbén activado, respectivamente (Upadhyayula et al., 2009).
Como las dimensiones de, por ejemplo, los discos de graf ito son de 1 cm de dia metro
y 2 cm de largo, aun considerando la maxima densidad de adhesion superficial p or
parte de las células de A. ferrooxidans (que es a su vez la bacteria que menor cantidad
produce), la cantidad a dherida sup ondria menos del 0.05 % del tota | de la células

contenidas en el cultivo, variacién realmente indetectable en la practica.

En el seguimiento del nivel de acidez y del potencial red ox, también se obtuvieron
comportamientos similares; e s decir, estas ma gnitudes no modificaron
sustantivamente sus valores con respecto a los presentado s en cultivos crecidos sin

soporte, como se puede apreciar en la figura 3.5.

79



RESULTADOS Y DISCUSION

En efecto, la bacter ia A. 3.2Sup(5) -crecidacon losdos soportes -tuvo un

comportamiento similar al reflejado en la figura 3.3, es decir, su acidez se mantuvo en
tornoa 2.5 ysupote ncial redox en valores entre 350 y 400 mV. Encuant oal
comportamiento de los cultivos de A. ferroxidans, su nivel de acidez fue muy similar al
observado cuando fue crecido sin soporte, esto es, presenté el mismo aumento inicial
y posterior descenso d el valor de pH, mientras que el po tencial redo x alcanzé los

mismos valores de entre 650 y 700 mV al cabo de, aproximadamente, 7 dias.

3.0 800
1600 Z
T
s S
3 400 g
T =
= 3
1200 1
0.5 +
0.0 f f f f f f 0
0 1 2 4 7 9 13
Edad cultivo (dias)
—&— pH 3.2Sup(5), fieltro ---B--- pH 3.2Sup(5), grafito —@—pH A ferrox, fieltro - --®--- pH A. ferrox, grafito
—&—Eh 32sup(5), fieltro - -A- - Eh 3.2sup(5), grafito —e——Eh A. ferrox, fieltro - -¢- - Eh A ferrox, grafito

Figura 3.5 Evolucion del nivel de acidez (pH) y del potencial redox (E;) en cultivos con soporte
solido.
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3.2 Extraccién y analisis de las EPS de bacterias acidéfilas

La necesidad de obtener sustancias poliméricas extracelulares, para la realizacion de
los estudios de intera ccion entre e stas sustancias y disoluciones de cationes de Fe(ll)
y Fe(lll), planteaba la necesidad basica de solventar, adecuadamente, la obtencién de
este tipo d e sustancia s. Este asp ecto era clave ya que se ha encontrado que la
metodologia de extracc i6n influye decisivamente tanto en la cantidad como en la
calidad de las sustancias extraidas. Para discernir este especto, a continuacié n se
muestran los resultados encontrados en la evaluacién de cinco métodos de extraccion:
dos que usan reactivos quimicos  (EDTA y NaOH), otros dos que u  san princip ios
fisicos (calentamiento y centrifugacion) y un mé todo fisico-quimico combinado (resina
de intercambio idénico con agitacidn). La ex traccidon se aplicé a cultivos puros de dos
cepas de la bacteria Acidiphilium (3.2Sup(5) y Berrocal) y aotrade | a bacteria A.
ferrooxidans, crecidas en ausencia y presencia de soporte s sélidos de carbono. U na
vez extraid as, las EPS fueron caracterizadas por sus contenidos de carbohidratos y
proteinas. El grado d e lisis celular provocado por cada método fue evaluado po r
medidas de espectroscopia UV-Vis y por la rel acién entre contenidos de proteinas y
carbohidratos. El impacto de la metodologia de extraccion enla e structura de las
sustancias se determiné por espectroscopia de infrarrojo F T-IR. La mo rfologia de las
EPS exudadas por las células se analiz6 a través de microscopia de transmisién TEM.
La visualizacion de las EPS y sus redes de interrelacion con las bacterias y sopor tes

de carbono, se realizé por microscopia de barrido FE-SEM.

3.2.1 Composicién bioquimica de las EPS extraidas

3.2.1.1 EPS extraidas de cultivos plancténicos
A continuacién, se muestran los resultados d e las extracciones de exopolimeros

realizadas en todos lo s casos, e n la etapa de maxi mo crecimiento de los cult ivos,

concretamente a las 96 horas de incubacién de los mismos. En primer lugar, la tabla
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3.1 muestra los resultad os obtenidos con cultivos de A. 3.2Sup(5) crecidosapH 2.5y
3.0.

Tabla 3.1 Composicion de EPS
Cultivos de Acidiphilium 3.2Sup(5) crecidos sin soporte solido

Método pH enmgg” PS de células
de extraccion Proteinas  Carbohidratos Total Prot/Carboh
Centrifugacion 25 224.0 609.0 833.0 0.37
3.0 284.7 634.8 919.5 0.45
EDTA 2.5 194.3 541.6 735.9 0.36
3.0 330.0 155.2 485.2 2.13
NaOH 25 191.6 430.2 621.8 0.45
3.0 291.2 230.2 521.4 1.26
Resina 2.5 n. d. n. d.
3.0 97.1 378.4 475.5 0.26
Calentamiento 2.5 226.5 586.3 812.8 0.39
3.0 n. d. n. d.

PS = peso seco; n. d. = no determinado

En primer | ugar, se puede apreciar que las cantidades de EPS obt enidas varian
significativamente para ambos valores de pH de crecimiento y en funcién de la técnica
de extraccién aplicada. Por ejemplo, para el caso de un cultivo crecido a pH 3.0, la
cantidad de EPS obten ida vari6 entre un minimo de 475,5 mg/g-PS al utilizar una

resina de in tercambio idnico, hasta un maxi mo de 919,5 mg/g-PS cu ando se aplicd
s6lo una se paracién mecanica por centrifuga cion. Esto po dria sugerir que la Ultima
técnica es mas adecuada, ya que parece extraer una mayor cantidad de EPS, pero la

alta proporcién de proteinas enco ntrada - un 45% - po dria indicar un significativo

grado de lisis celular al aplicarse la centrifugacién, es decir, que alguna fraccion de las
proteinas determinadas no perteneciera realmente a las EPS sino que fueran producto

de la ruptura de células activas.

Otro aspect o importante a desta car es que las cantida des relativas de proteinas y
carbohidratos obtenido s en cada extraccién fueron muy distintas y, adema S,
dependieron claramente del tipo  de técnic a de extraccion ut ilizada. En ef ecto,
nuevamente, para el caso de cultivos crecidos a pH 3.0, la cantidad de proteinas vario

de un minimo de 97,1 mg/g-PS, o btenido cuando se aplicé una resin a de intercambio
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iénico, a un maxi mo de 330,0 mg/g-PS, medi do cuando el método utilizado fue la
extraccion con EDTA. Es decir, se obtuvieron 3,4 veces mas proteinas al aplicar la
extraccion con EDTA que al usar una resina. Sin embargo, este comportamiento no se
repitié para el caso de los carbohidratos, ya que las cantidades determinadas
resultaron ser 378,4 y 155,2 mg/g-PS, respectivamente, e s decir, la extraccion de
carbohidratos con EDT A alcanzo sélo el 41% de la o btenida con una resina de

intercambio idnico.

Este comportamiento dispar se refleja en la relacion de proteinas a carbohidratos que
presentaron ambas EPS, que ascendié a 2,13 para el caso de la extraccién con EDTA
y a 0,26 para la extraccion conresina; esdecir, en el primercasoh ay
proporcionalmente 8,2 veces mas proteinas que en el segundo. Este ejemplo pone de
manifiesto el impacto que la técnica de ex traccion tiene sobre la composicion de las
EPS obtenidas.

Estos resultados estan en la misma linea que otros publicados en la literatura para
cultivos puros. Sheng y colaborado res, por ejemplo, aplicaron técnicas de extracciéon
con EDTA y NaOH, en dosis similares alas de este tra bajo, a cultivos puros d e la
bacteria Rhodopseudomonas acidoéfila (Sheng et al., 2005). Sus resultados mostraron
que la extr accion de las EPS de pendio6 clar amente del método, ya que obtuviero n
cantidades tan distintas como 12,9 mg/g-PS ¢ on una extraccion por centrifugacion,
70,3 mg/g-PS en el caso del EDTAy 159,2 mg /g-PS con el uso de Na OH. Ademas,
encontraron que cada una de estas EPS tenian composiciones muy diferentes, lo que
se reflejaba en las relaciones de p roteinas a carbohidratos que resultaron ser de 1.5,

9.0 y 16.4, respectivamente.

En general, de estos r esultados se puede deducir que lo s métodos que mas EPS
extrajeron, a partir de cultivos de A. 3.2Sup(5), fueron centrifugacién, calentamiento y
extraccién con EDTA, e n ese orden. Sin embar go, como las EPS tuvie ron relaciones
de proteinas/carbohidra tos levemen te superiore s para los dos primeros métodos, la
extraccion con EDTA p odria ser la mas recomendada, ya que combinaria una alta
extraccion con una baja tasa de lisis ce lular. Se debe recurrir, noo bstante, a un

analisis adicional para discern ir sobre el gra do de lisis celular suf rido durant e la
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extraccion y, asi, poder hacer una recomendacion mas rigurosa en cu anto al mejor

meétodo de extraccion. Este analisis se presentara en el apartado 3.1.3.

Partiendo de otra de la s células en estudio, Acidiphilium Berrocal, a continuacion, se

muestran los resultados (tabla 3.2).

Tabla 3.2 Composicion de EPS
Cultivos de Acidiphilium Berrocal crecidos sin soporte sélido (pH = 2,5)

Método enmg g” PS de células

de extraccion Proteinas Carbohidratos Total Prot/Carboh
Centrifugacion 189.1 68.8 257.9 2.75
EDTA 130.4 117.2 247.6 1.1
NaOH 117.4 30.4 147.8 3.86
Resina 32.6 11.9 11.9 2.74
Calentamiento 167.4 54.9 222.3 3.05

PS = peso seco

En este caso, destaca el hecho de que la s cantidades de EPS extrai das fueron, en
promedio, significativamente mas b ajas que las registrada s para el caso de la cepa
3.2Sup(5). El descenso fue del 69, 66, 76 y 73 % para la ¢ entrifugacion, la extraccion
con EDTA, con NaOH y el calenta miento, respectivamente. Es decir, estas ba cterias
aportaron, aproximada mente, solo una tercera parte de las EPS que a  porté la cepa
3.2Sup(5). En cuanto a la composicion, se apr ecian variaciones mas acentuadas q ue
en el caso anterior en cuanto a la s cantidades relativas de proteinas y carbohidratos
contenidos, ya que la re lacion entre ambos fluctud entre 1,11, para la e xtraccién con
EDTA, y 3, 86, parala extracciéon con NaOH. En este caso, el empleo de EDTA
también seria el mas recomendable ya que ¢ ombina la casi mayor e xtraccion (muy

cercana a la primera), con la significativamente menor cantidad relativa de proteinas.

3.2.1.2 EPS extraidas de cultivos crecidos con soportes
Para evalu ar el efecto de la presencia de un soporte sélido en  la generacion,

composicion e influencia en la adhesion bacteriana de las EPS, se realizaron
extracciones usando EDTA y una resina de intercambio idnico a u n cultivo de A.

3.2Sup(5) crecido en presenciad e soportes de carbono (fieltro y grafito). Estas
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técnicas se seleccionaron debido a que fueron las que mejores resulta dos exhibieron
en la extraccion a partir de cultivos sin soporte. Las extracciones se realizaron a las 96
y 216 horas de comenzada la incub acioén del cultivo y los resultados se presentan en

las tablas 3.3 y 3.4, respectivamente.

Tabla 3.3 Composicion de EPS (cultivos crecidos durante 96 h con soportes)

Método de enmg g~ PS de células
extraccion Soporte  Proteinas Carbohidratos Total Prot/Carboh
EDTA A 130.9 254.9 385.8 0.51
B 106.7 254.9 361.6 0.42
Resina A 120.0 246.0 366.0 0.49

B 280.0 496.7 776.7 0.56

A: fieltro de carbono; B: grafito

De la tabla 3.3 se pued e concluir g ue a una edad del cultivo de 96 horas, y usando
como soporte tanto fieltro como g  rafito, amb as técnicas no tuviero nunimpac to
significativo en la composicién de las exosustancias, dado que la relacidn
proteinas/carbohidratos oscil6 entre 0,4 y 0,6. De igual forma, puede comprobarse que
ambas técnicas extrajer on cantidades similares de EPS, registrandose, para los dos
soportes, cantidades entornoal os 370 mg/ g-PS, e xcepto para la extraccién con
resina usando grafito como soporte, caso en el que se determiné un contenido total de
EPS de 776, 5 mg/g-PS.

Tabla 3.4 Composicion de EPS (cultivos crecidos durante 216 h con soportes)

Método de enmg g’ PS de células
extraccion Soporte  Proteinas Carbohidratos Total Prot/Carboh
EDTA A 174.5 119.4 293.9 1.46
B 120.0 104.6 224.6 1.15
Resina A 87.3 60.6 147.9 1.44

B 186.7 150.3 337.0 1.24

A: fieltro de carbono; B: grafito
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Cuando la edad del cultivo fue de 216 horas, los re sultados sufrier on importantes
variaciones en relacion con los obtenidos con menor tiempo de incubacion. La primera
fue que las cantidades de EPS extraidas disminuyeron en todos los ensayos
realizados, y en funcién de la técnica de extraccion utilizada. Para el caso del EDTA, la
cantidad de EPS obtenida disminuyé un 23,8% usando f  ieltro y un 37,9% usando
grafito. Con el empleo de la resina , las cant idades extraidas descen dieron de fo rma
mas acentuada, concre tandose dicho descenso entre el  56,6%, con el empleod e
grafito, y el 59,6%, con el de fieltro. La segunda variacion registra da fue que la
composicion de las E  PS cambi6é de manera signif  icativa, pasando de valores
promedios de en torno a 0,5, para la relacién de proteinas a carbohidratos y 96 horas

de cultivo, a valores de entre 1,1 y 1,5 con 216 horas.

Debe destacarse que estos resultados, en los que  se obtienen cantidades y
composiciones distintas de EPS en funcion de la técnica de extraccion aplicada, no
solo es tipica en cultivos puros, sino que también se ha re portado con frecuencia para
cultivos de las mas distintas caracteristicas. La tabla 3.5 muestra los resultados de una
serie de tra bajos, con diferentes medios, en la que se a precia la d ispersién de los

resultados encontrados.

Por ejemplo, la citada t abla contiene resultados tan dispare s como los obtenidos por
Brown y Le ster, quienes encontrar on extra cciones de EPS con lodos activados que
variaron en tre un  minimo de 6 mg/g-PS, o btenido por centrifugacion, hasta una

cantidad maxima de 611 mg/g-PS, extraida por NaOH; es decir, hubo una variacién de
casi dos ordenes de magnitud e n la cantidad de las EPS e  xtraidas con el mi smo

medio, pero con distinto método (Brown and Lester, 1980).

Ademas, en la misma tabla se pue de observar que en otro estudio con el mismo tipo
de cultivo (lodos activados), Comte y colaboradores, obtuvieron una extraccion de 640
mg/g-PS de EPS usando también u n método d e centrifugacién (Comte et al., 2006 ).
Es decir, lograron una cantidad muy similar a la reportada por Bro wn y Lester, pe ro
con una composicién muy distinta ya que obtuvieron una relacién

proteinas/carbohidratos de 1,9 frente a la de 6,1 indicada e n el primer trabajo. Tod as
estas consideraciones ponen de manifiesto la importancia de la seleccién de la técnica

de extraccion mas adecuada.
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Tabla 3.5 Algunos resultados de extraccion de EPS recogidos en la literatura

Medio Técnicas de EPS total Prot/Carboh Referencia
estudiado extracccion (mg/g-VSS)
Cultivo puro de Centrifugacion 12.9 1.5 Sheng et al (2006)
Rhodopseudomonas EDTA 70.3 9.0
acidsfila® NaOH 159.2 16.4
Ca lentamiento 71.6 3.7
Cultivo puro de Centrifugacion 179 1.9 Brown and Lester (1980)
Klebsiella aerogenes( EDTA n.d. n.d.

NaOH 332 13.0

Calentamiento 233 1.0
Lodos activados Centrifugacion 640 1.9 Comte et al (2006)
EDT A n.d. n.d.

NaOH (con formaldehido) 337 2.0

Resina 611 2.3
Lodos activados Centrifugacion 25.7 1.0 Liu and Fang (2002)
aerdbicos EDTA 146.8 1.8

NaOH (con formaldehido) 164.9 1.3

Resina 57.8 14
Lodos activados NaOH 131 4.4 Frolund et al (1996)
aerdbicos Calentamiento 121 15.1

Resina 423 5.1
Lodos activados Centrifugacion 6 6.1 Brown and Lester (1980)
EDT A 140 7.7

NaOH 611 7.9

Calentamiento 96 4.9

® Resultados en mg g'1 de peso seco de células; n.d. = no determinado

3.2.2 Analisis de lisis celular

Otro aspecto ya mencionado e importante a determinar es la cuantificacién del impacto
de la técnica de extraccion en el grado de lisis celular; es de cir, como afecta la técnica
aplicada a la estabilida d de la célula. Esto es importante ya  que lo que se qui ere
analizar es la composicion y estruct ura de las sustancias extracelulares, por lo que se
debe impedir la contaminacién de é stas con sustancias intracelulares producto de su
ruptura, lo que distorsionaria los resultados y conclusiones sobre las EPS obte  nidas
(Wingender et al., 1999; Liu and Fang, 2003; Gadd, 2009).

Para cumplir con lo anterior, se recurrio a la obtencion de los espectros UV-Visible de

los cultivos, antes y después de la extraccion de las EPS. Esta determinacion se basa
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en el hech o de que si una significativa fraccién de las células fuer an destruid as
(lisadas) durante la extraccion de las EPS, la menor densidad poblacional se traduciria
en una apreciable disminucién de los espectros de absorcién de luz ultravioleta (Jiang
et al., 200 4). Esta metodologia de analisis, en virtud de sus car acteristicas no
destructivas, simplicidad y rapidez, se ha establecido como una herra mienta efectiva
para discer nir sobre el grado de lisis que pro  voca la aplicacion de u n determinado
método de extraccidén de EPS, tal y co mo lo demuestran los trabajos de este tipo
publicados por Sheng con cultivos puros de la bacteria Rhodopseudomonas acidophila
(Sheng et al., 2005), de Jahn y Nielsen en cultivos batch de Pseudomonas putida
(Jahn and Nielsen, 1995) y Sesay en el tratami ento de aguas residuales (Sesay et al.,

2006), entre otros.

A continuacioén, la figura 3.6 muestra los espectros UV-Vis de cultivos de A. 3.2Sup(5)

antes y después de la extraccion por distintos métodos.

3.0
25 ——@—— cultivo antes extraccion
: ) después ext. EDTA
v después ext. centrifug.
v después ext. NaOH
2.0 + X
después ext. calentam.

Absorbancia

300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 3.6  Espectros UV-Vis d e cul tivos puros de A. 3.2Sup(5) ante sy despué sdela
extraccion de EPS con distintos métodos.

En primer | ugar, con la figura 3.6 se aprecia  que la turbidez de la s suspensio nes
cambiaba una vez realizada la extraccion de las EPS dependiendo del método

utilizado. P or ejemplo, con la citada figura se comprueba que la intensidad de las
bandas de los espectros antes y después de la ext raccion con EDTAy  por

calentamiento, se mantuvo practicamente inalterada, es decir, la turbidez del cultivo no
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fue modificada sustancialmente. Esto quiere decir que el cultivo bacteriano no sufrié

alteraciones significativas al realizarse la extraccion.

Por el contrario, una vez efe ctuadas la s extraccio nes con centrifugacio nvy,
especialmente, con NaOH, se obtu vieron espectros con bandas de significativa menor
intensidad que antes de la extraccidon, lo que se podria atribuir a que la aplicacién de
estos métodos provoco una disminucién enlad ensidad celular de los cultivos como
consecuencia de fenomenos de lisis. En el caso del cultivo tratado por centrifugacion,
la menor absorbancia se deberia a que las cé lulas se hab rian agrupado en el pellet
producido, lo que se traduciria en que el cultivo sometido a la extraccién soélo contenia,
ademas de las  sustancias extracelulares liberadas, un a fraccidé n de las célu las
iniciales. Por su parte, en la extra ccién con NaOH, el significativo descenso en la
densidad ce lular puede atribuirse a que el ca mbio de acidez en el medio afecto la
estabilidad de la estructura de la superficie celular, induciendo a un alto grado de lisis.
Un resultad o similar a este es el encontrado por Brown y Lester enla extraccién de
EPS, por este método, a partir de cultivos puros de Klebsiella aerogenes (Brown and
Lester, 1980), trabajo e n el que se halan que el uso de e ste reactivo p rovoco un alto

grado de lisis como consecuencia de la degradacion de la membrana celular.

Este procedimiento de comparacion de lo s espectros de turbidez, se realizé también
para el caso de cultivos de la bacteria A. Berrocal, obteniéndose los resultados que se

muestran a continuacion (figura 3.7).

Con la figura 3.7 se aprecia, incluso de forma aun mas nitida que para el caso anterior,
que los esp ectros del cultivo de A. Berrocal, antes y después de la extraccibn co n
EDTA, son practicamente coinciden tes ratifican do asi la casi nula int erferencia d el
método en la densidad poblacional del cultivo bacteriano. D e igual form a, se apre cia
que la extraccion con resina provocé un muy s uave impacto en el e spectro del cultivo,
presentando las mismas bandas caracteristicas que la del cultivo sin tra tar. En cuanto
a los espectros obtenidos tras la aplicacién de los otros métodos, se comprueba como,
claramente, aparecen distorsionados con relacidon al del cultivo antes de la extraccion,
en menor medida para la centrifuga cion y el calentamiento y en mucho mayor grad o

para el caso de la extraccién con NaOH, al igual que ocurrié con la cepa A. 3.2Sup(5).
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Figura 3.7 Espectros UV-Vis de cultivos puros de A. Berrocal antes y después de la extraccion
de las EPS con distintos métodos.

De todo lo anterior, se puede concluir que el método de extraccion con EDTA es el que
menor alteracion provoca enla  tu rbidez del cultivo, seg uido por lo s métodos de
extraccion por calenta miento y re sina. A su vez, se concluye que los métodos de
extraccién por centrifu gaciény, especialmente, con N aOH son los que mayo r
alteracion p rovocan en el cultivo. Ahora bien, como la tu rbidez estd asociada a la
densidad p oblacional ( Jiang et al., 2004), se puede afirmar que el  primer método
provocé un a menor de struccién d e células y, por tanto, una menor variacion en la
densidad poblacional, al contrario que el caso con NaOH que provocé el mayor grado
de degrada cion ce lular. Estas a severaciones fueron co nfirmadas a partirde la
medicion de la poblacion de células activas, antes y después de la extraccion con cada
método, mediante el recuento de las células por microscopia optica utilizando un

microscopio Olympus BX 40 y un hematocitémetro tipo Thoma (tabla 3.6).

Tabla 3.6 Variacion de la poblacion de cultivos de A. 3.2Sup(5)

Método de Poblacion después de la Variacién
extraccion extraccion (células/mL) (%)
Cultivo sin tratar 2.36E+09

EDTA 2.12E+09 89.8%
Calentamiento 1.32E+09 55.9%
Centrifugacion 1.62E+09 68.6%
NaOH 2.52E+08 10.7%
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De la tabla 3.6 se aprecia que el cultivo sometido a una extraccion con EDTA sufrié la
menor pérdida de células activas con respecto al cultivo puro sin tra tar. En efecto,
después de la extraccion, el conte o de las células remanentes alcan z6 una cifra de
2.12x10° cel/mL, concentracidn que corresponde, practicamente, al 90% de la
poblacion inicialmente presente en el cultivo. Esto permite confirmar que la extrac cién
con EDTA no afecta sustancialme nte a las células. Al contrario, la observacién
microscopica de un cultivo tratado con NaOH  reveld que la accidén de este reactivo
provoco un fuerte descenso en la presencia de célula s activas, h aciendo qu e la
concentracién final obt enida — 2.5 2x10® cel/mL — fuera sélo la d écima parte de la
inicial, confirmando que esta técnica es la que mas fuertemente afecta la estab ilidad
del cultivo durante la extraccion. Por su parte, las concentr aciones obtenidas para los
cultivos tratados por ca lentamiento y centrifugacion mostraron también significativos
descensos en las densidades de poblacion, aunque sin llegar alo s extremos que
presenta la aplica cion de NaOH, lo cua | e sta en sinto nia con los espectros UV

intermedios que generan.

De todo lo anterior, se puede concluir que el método de extraccion con EDTA es el que
menor lisis celular provoca, seguido por los métodos de extraccion por calentamiento y
resina. A su vez, se concluye que los métodos de extra ccién por centrifugacié ny,
especialmente, con N aOH, son los que mas afectan a |l cult ivo. Estos resu ltados
ratifican los obtenidos anteriormente a partir de los contenidos relativos de proteinas y

carbohidratos en las EPS.

3.2.3 Caracterizacion morfoldgica de células y EPS por TEM

La microscopia TEM pe rmitié conocer, con algo mas de det alle, la inter relacion entre
las células y las sustan cias poliméricas extracelulares que ellas mismas generan. En
este sentido, las figuras 3.8 y 3.9 muestran a célula s individuales y aisladas de las

bacterias A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans, respectivamente.

En primer | ugar, en la figura 3.8 se observa una bacteria A. 3.2Sup(5). En las

micrografias se aprecia claramente que est as célu las son capa ces de ex udar
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sustancias, presumiblemente poliméricas, que cubren parcialmente su superficie con
una distribucion aleatoria. Estas sustancias, como se visualiza claramente en la fig ura,
de color blanquecino y aspecto gelatinoso, aparecen en la parte superior de la célula y,
particularmente, se observa una especie de “n ube” que e merge del extremo dere cho
de la célula . Esta “nub e”, en la qu e se constata la presencia de filamentos intern os,
tiene una fo rma mas o menos esférica y estd conformada, al igual qu e los resta ntes

tejidos, por distintas sustancias poliméricas exudadas por la propia bacteria.

Che

S 3% :
Figura 3.8 Micrografias TEM de: (a) una célula de A. 3.2Sup(5) a X 80.000 y (b)
“nube” de EPS (X 250.000).

212

e 2
detalle de la

En el caso dela “nube”, se puede precisar qu e estas su stancias corresponderian al
tipo de EPS denomin adas bound EPS, que se han definido como exosustancia s
ligadas directamente a la superficie de las células, mientras que el “gel” que sobrenada
en la parte superior de la célula corresponderia al denominado soluble EPS (Laspidou
and Rittmann, 2002). Segun los an alisis quimicos mencion ados anteriormente, estas
sustancias estan constituidas, en este caso, principalmente, por proteinas y

carbohidratos, las cuales estan ligadas a la célula, principalmente, a través de enlaces

electrostaticos y covalentes (Wingender et al., 1999).

Por su parte, la figura 3.9 muestra dos microg rafias de cé lulas de A. ferrooxidans de
similar tamafio, pero con la diferencia de que una se encuentra rodeada de sustancias
extracelulares, mientras que la otra no. En efecto, la fig ura 3.9(a) muestra una célula
con su forma tipica de bacilo y libre de sustancias extracelulares, mientras que 3.9(b)
muestra a una célula dotada de un f lagelo y que presenta, a lo largo de su superficie

externa, una capa discontinua de sustancias poliméricas extracelulares.
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(@) (b)

Figura 3.9 Micrografias TEM de bacterias A. ferrooxidans: (a) célula individual libre de EPS (X
40.000); (b) célula individual con EPS (X 50.000).

La micrografia 3.9(b) pone de manifiesto que, en este caso , las su stancias
exocelulares tienen un aspecto mas compacto y denso que en el de la célulade  A.
3.2Sup(5), expuesto en la figura 3.9. Ademas, se aprecia q ue la cantidad de las E PS
que recubre la célula es relativamente mayor, los que podria corresponder, ademas de
alas EPS, asales de Fe provenientes del medio, que precipitan sobr e la superficie

celular.

3.2.4 Caracterizacion de la estructura de las EPS por FTIR

Un aspecto relevante en el estudio de estas sustancias es el de evaluar el impacto del
método de extraccion sobre su estructura, e s decir, so bre la composicion de los
grupos funcionales que la constituyen. En efecto, en la literatura se ha encontrado que
el método d e extraccidn tiene, en algunos caso s, un efecto decisivo en la estructur a
del exopolimero extrai do (Omoik e and Chorover, 2004; Comte et al., 200 6),
modificandolo sust antivamente en funcién de las condiciones, ene | caso de los

métodos fisicos, o de los reactivos, en el caso de los métod os quimicos. Este aspecto
es relevante ya que la composicion y tipo de grupos funcio nales presentes influye, de
forma decisiva, en la ca pacidad de interaccién de estas sustancias con los ca tiones

metalicos presentes en el medio (Volesky, 2003).

Para la identificacién de los grupos funcionales en las EPS, se ha recurrido a la
espectroscopia de infra rrojo mediante transfor mada de Fourier (FTI R) (Schmitt and
Flemming, 1998; Pretsch et al., 2003; Jiang et al., 2004; Sheng et al., 2006), debido a
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la capacida d que muestran esto s co mpuestos organicos de absorber energia

electromagnética en la region infrarroja del espectro.

Este tipo de radiacion no tiene suficiente energia para ocasionar la excitaciéon de los
electrones, aunque si la necesaria para que los atomos y grupos de atomos vibren en
torno a sus enlaces covalentes. Est a vibracién la realizan a frecuencias determinad as
por lo que e stos tipos de enlaces tienen niveles de energi a especificos. La excitacion
ocurre cuando el compu esto adsorbe radiacion infrarroja en una determi nada energia,
0 sea, de una longitud de onda o f recuencia especifica lo cual se traduce en picos o
bandas de adsorcién e n un espectro. La frecuencia de una vibracion y, por tanto, su
localizacion en el esp ectro suele estar rela cionada co nlamasadelosat omos
enlazados vy la relativa rigidez del enlace: los enlaces multiples son mas rigidos que los
dobles y éstos, a su vez, mas rigidos que los sencillos. Por su parte, la intensidad de la
absorcion depende de la repeticion de un grupo concreto y de la polarid ad del enlace;

el mas polarizado da mayor intensidad en la absorcion.

Para la determinacion del tipo de enlace quimico entre los atomos (grupos funcionales)
de una molécula suele hacerse una correlacion entre éstos y las frecuencias (en cm™)
a las que es previsible la aparicion de las bandas de adsorcion de cada uno de ellos,
sin olvidar que los enlaces préximos pueden m  odificarlas ligerame nte. De tod o lo
anterior, se puede concluir que esta técnica e s adecuada p ara identificar los grupo s
funcionales de los polimeros aunque se debe tener en cuenta que moléculas

presentes en bajas cantidades en la disolu cion de EPS, tales como li pidos o acidos

nucleicos, son dificiles de detectar a través de esta metodologia.

Debido a q ue las células de la cepa A. 3.2Sup(5) son las que mas i nteresan en el
marco del proyecto en el que se desarrolla est a Tesis, a continuacion se presenta un
analisis en cuanto al ef ecto del impacto que e | método de extraccion tiene sobre la
estructura d e las susta ncias exopoliméricas ob tenidas. Est e analisis se basa en la

obtencion de los espectros infrarrojo de las EPS de esta bacteria y en determinar si se

produce una variacion en sus grupos funcionales en funcién del método de extraccion.
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3.2.4.1 Influencia del método de extraccion
Para discernir este aspecto, se determin¢ la estructura de las EPS de cultivos puros de

la bacteria A. 3.2Sup(5), extraidas por el método que ha mostrado los mejor es
resultados en cuanto a cantidad y calidad de las su stancias extraidas (EDTA). Este
espectro se compard con una referencia dada por unas EP S extraidas por
centrifugacién, lo que permite visualizar el impa cto de la ad icion del re activo quimico

durante la extraccion. La figura 3.10 muestra los respectivos espectros.
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Figura 3.10 Espectros FTIR de EPS de la bac teria A. 3.2Sup(5) extraidas por los métodos de:
(a) EDTA y (b) centrifugacion.

En primer lugar, con  dicha figura se puede apreciar @ ue ambos espectros son
relativamente distintos. En efecto, en el caso del espectro de las EPS extraidas por
centrifugacioén, se puede observar que é ste es relativamente  mas simple,

caracterizandose por presentar bandas de baja intensidad en torno a valores de 3200,
1400, 1100 y 620 cm ', que a su v ez son casi coincidentes con alg unas de las q ue
muestra el espectro de las EPS extraidas por EDTA. La primera banda, en torno a

3200 cm ™", se puede atribuir a la t ensién simétrica O-H e n compuest os poliméricos
(Comte et al., 2006), aunque de igual man era podria corresponder a un cier to
contenido d e agua residual o bien a humed ad atmosférica captad a durante el
tratamiento de la muestra (Pretsch et al., 2003). Por su parte, las band as en torno a

1400 y 1100 cm™" son tipicas tanto de la vibracion de tension del grupo funcional C=0,
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propio del grupo carboxilato, como de la vibracién de tension del grupo O-H,
correspondientes ambos ala presencia de los polisacaridos ya det ectados en los
analisis qui micos (Comte et al., 2 006). Finalmente, la banda a 620 cm ' indica la

presencia de grupos funcionales tipo sulfuro o fosfato.

Por su parte, el espectro de las EPS extrai das con EDTA muestra bandas estrechas y
pronunciadas a valores de 1100, 1400y 172 8 cm ™. Las dos primeras bandas  se
pueden considerar coincidentes con aquellas que aparecen en el espectro de las EPS
extraidas por centrifug acion y atribuidas ento nces ala presenciad e los grupos
hidroxilo y carboxilatos, respectivamente. Por su parte, la pronunciada banda a 1 728
cm’’ podria correspond er alaten sién asimétrica de C= O en grupos carboxilicos,
producto de la protonacién de oxalatos resi duales provenientes del re activo (EDTA)
usado en la extraccién (Comte et al., 2006). Finalmente, este e spectro muestra, a
longitudes de onda menores a 1000 cm ', la presencia de una mayor cantidad d e
bandas, tanto en cantidad como en intensidad, que se podrian atribuir a la presencia e
interaccion de grupos funcionales de Py S, provenientes del ADN celular y de los

medios de cultivo respectivos (Guibaud et al., 2003).

Del analisis anterior se podria concluir, e ntonces, q ue la estr uctura de las
exosustancias extraidas por el método  de E DTA difiere de aquella s extraidas por
centrifugacion, esencialmente por una mayor presencia de gru pos carboxilos
provenientes de contenidos residuales de este reactivo en las EPS, por lo que seria de
esperar que estas sustancias se relacionen de una manera distinta en los procesos de
bioadsorcion de metales, en gener al, y del hierro, en particular. Este comportamiento

se abordara en el apartado 3.3.2 de la presente memoria.

3.2.4.2 Influencia del tiempo de crecimiento del cultivo
Para discernir este aspecto se realiz 6 la obtencion de EPS de cultivos puros

cosechados al cabo de 7 y 14 dias. Como se mostré en el apartado 3 .1, la poblacion
de A. 3.2Sup(5) llega a la etapa de estabilizacié n en un periodo aproximado de 3 a 4

dias (normalmente, entre 70 y 90 horas), en donde se alcanza una densidad celular de
entre 3.0-5.0x10° cél/mL. Es en est e periodo cuando la ba cteria presenta su maxima
actividad y es en el que se realiza ron todas las extraccion es de exop olimeros. Esta

etapa de estabilizacion dura, re gularmente, entre 3 y 22 dias ( apartado 3. 1),
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correspondiéndose co n el periodo donde la tasa de renovacién celular es
aproximadamente similar a la de la lisis celular. El virtual efecto del envejecimiento del
cultivo en la estructura se determiné analizando las EPS o btenidas en el momento de
alcanzarse la maxima actividad bacteriana (72 h) y antes de llegar a la mitad de dicho
periodo, es decir, unos 9 dias de incubacion (216 h) (figura 3.11). En este momento la
presencia de células lisadas aun no suele ser significativa con respecto a las activas,
haciendo que los exopolimeros intracelulares liberados no afecten sustancialmente el
contenido de estas sustancias en el cultivo. La técnica usada en la extraccién fue la de
control, es decir, la ce ntrifugacién pura en la s condiciones indicadas en el apartado
2.2.1.
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Figura 3.11 Espectros FTIR de las EP S, extraidas por centrifugacion, de cultivos puros de A.
3.2Sup(5) crecidos por un tiempo de: (a) 72 h 'y (b) 216 h.

La figura 3. 11 muestra que ambos espectros t ienen algunas bandas muy similares a
valores de longitudes de ondae ntornoa 3200y 10 90cm ™', q ue yahan sido
identificadas anteriormente y que se pueden atribuiralat ensién simeétrica del gru po
hidroxilo (-OH) en los compuestos poliméricos que tienen estas sustancias, como se
ha ratificad o con los analisis b ioquimicos. Ademas, ambos presentan ban das
coincidentes en longitudes de onda de 1657 y 1403 cm™ que son tipicas del puente C-

O en el gru po carboxilico, mientras que la banda casi coincidente en torno a 620 cm’™
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podria adjudicarse a distintos grup os funcionales tipo sulfu ro o fosfato (Co mte et al.,
2006).

En general, de la similit ud de los espectros de la figura 3.12 se puede concluir que el
cambio en la edad del cultivo no afecta sustancialmente a la estructur a del
exopolisacarido. Esto es relevante ya que impl ica que el comportami ento de estas
sustancias frente a la p resencia de cationes metalicos pue da ser apro ximadamente
constante en el tiempo, es decir, g ue en el ca so de una eventual pila de combustible
basada en el metabo lismo de e sta espe cie, sus exopolimeros mantendrian su
estructuray, porlo tanto, su comportamiento en la int eraccion fre nte a ca tiones

metalicos como, por ejemplo, los de hierro presentes en el sistema.

3.2.5 Caracterizacién por FE-SEM de la adhesién bacteriana a lo s
soportes

Se utilizé esta técnica d ebido a que, como se h a recogido de la literat ura, es una de
las que mejores resulta dos aporta en cuanto ala n itidez de su s im agenes a altos
aumentos (Bos et al., 1999; Friedrich et al., 2004; Beech et al., 20 05; Videla and
Herrera, 2005; Lei et al., 2009), lo que permitiria descubrir, mas en profundidad, el tipo
de interrelacion que establecen las células y sus EPS con la superficie de los soportes
de carbono. En primera instancia, se muestran imagenes de los soportes en blanco, es
decir, antes de que fue ran puestos en contacto con los cultivos, y, p  osteriormente,
imagenes de los soportes que habian estado sumergidos durante un tiempo en dichos

cultivos.

3.2.5.1 Soportes en blanco
En este caso, la figura 3.12 muestra dos micro grafias del fieltro de carbono, mientras

que la figura 3.13 contiene dos micrografias de la superficie de un disco de grafito.
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Flgura 3.12 Mlcrograflas FE SEM del fieltro de carbono sin utilizar a: (a) X 1.200 y (b) X 3.000.

La micrografia 3.12(a) muestra que el fieltro e staba constituido por una densa red de
filamentos homogéneos, con un diametro de aproximadamente 20 um, uni dos,
presumiblemente, de forma meca nica. Por su parte, la micrografia 3.12(b) muestra,
con mas detalle, que los filamentos estaban, a su vez, constituidos por un conjunto de
entre 4 a6 microfilamentos cuyo diametro era cercano alos 3 um,los cuales al
agruparse generan un a ampliare d de hendiduras, que otorga un a elevada area
especifica. Esta caract eristica ha ce del fieltro un material especia Imente adecu ado
para ser utilizado como electrodo en una pila de combustible microbiana (Friedrich et
al., 2004). Mas adelante, se obse rvara que estas cavid ades se co nstituyeron en

lugares preferenciales para el crecimiento de las comunidades microbianas.

En cuanto al grafito utilizado, la s micrografias de la figura 3.13 mue  stran que la
superficie d e este material presen taba una importante irregularidad superficial. En
particular, en la micrografia 3.13(a) se detecta u na superficie con alta rugosidad y una

apreciable cantidad de poros, lo que se hace mas patente en la micrografia 3.13(b).
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Figura 3.13 Micrografias FE-SEM de la superficie de laminas de grafito a distintos aumentos:
(a) X7.500y (b) X 14.000.

Estas imperfecciones del material resultan ser relevant es en las propiedades de
adhesion superficial d e las célula s, ya que se ha reportado que, en general, los
microorganismos tienen una marcadat endencia a situarse sobre dichas
irregularidades superficiales (Gehrke et al., 19 98; Harneit et al., 200 6; Sand and
Gehrke, 2006; Ghauri et al., 2007).

3.2.5.2 Adhesién de bacterias A. 3.2Sup(5) sobre fieltro de carbono
En primer lugar, se mue stran micrografias que muestran la adhesion d e células de A.

3.2Sup(5) sobre filamentos de fielt ro de carbo no, a dos e dades de crecimiento del
cultivo: 144 y 216 hora s (figura 3.14). Estos tiempos se seleccionaron debido a que
correspondian, aproximadamente, al primer y segundo tercio d el periodo de

estabilizacion en la poblacién de esta bacteria.

Figura 3.14 Micrograﬁas FE-SEM de células adheridas al fieltro de carbono para un tiempo de
crecimiento del cultivo de: (a) 144 horas (X 4.000) y (b) 216 horas (X 2.500).

10pm WD 16.1mm
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Con la figura 3.14(a) - correspondiente a un cultivo crecid o durante 144 horas - se
observa un cierto grad o de adhesion celular  sobre el filamentoy | a presencia de
cumulos de sustancias poliméricas extracelulares. Por su  parte, la figura 3.14(b) -
correspondiente a un cultivo crecido dur  ante 216 horas - muestra claramente un
apreciable grado de cubrimiento superficia |d el soporte por parte de las bacte rias,
destacando el que las células han colonizado preferentemente los espa cios entre los

microfilamentos.

En cuanto al grado de generacion de EPS, el analisis microscopico permitiéo determinar
que, a las 144 horas, las bacterias adheridas a los filamentos se encon traban en una
etapa inicial de generacion de e stas sustancias, micrografia 3.14(a). Esto se apr ecia
con mas detalle en las micrografias de la figura 3.15, las que, ademas de confirmar la

tendencia de las célula s para adherirse entre los intersticios de los microfilament os,
muestran la incipiente formacion de cimulos y redes de exopolimero s, distribu idos

aleatoriamente sobre la superficie de los filamentos.

Figura 3.15 Micrograﬁa FESEM de células y EPS de A. 3.2Sup(5), con 144 horas de cultivo,
adheridos sobre fieltro: (a) X 5.500 y (b) X 10.000.

La formacion de estas redes de EPS se acentud con el paso del tiempo, lo que se
verifica en las micrograf ias de la figura 3.16, obtenidas a las 216 horas de cult ivo. La
micrografia 3.16(a) muestra la fuerte tendencia de la s células a agrup arse entre los
microfilamentos. Por su parte, la f igura 3.16(b) permite a preciar claramente una red,
que presenta un aspect o tipo gel, f ormada por EPS que e nvuelven a un conjunto de
células sob re el su strato sélido. Este comportamiento ha sido recogidoen la

bibliografia constatdndose la formacion de conglomerados de células y microparticulas
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(biopeliculas), que generan unas condicione s adecuada s para el desarrollode la
comunidad celular (Bos et al., 1999; Wingender et al., 1999; Frankel and Bazylinski,
2003; Liu and Fang, 2003).

Es frecuent e encontrar en la liter atura trabajos en los que, como este ca so, se
localizan células i ntimamente relacionadas con sus pr opias EPS. Por ejemplo,
Aguilera mostré que las células del alga Chlorella se rodeaban de sus propias EPS al
desarrollar una biopelicula sobre un lecho mineral en ambientes acidos (Aguilera et al.,
2008). De igual manera, Deo constato que la inicia I int eraccidn e lectrostatica de
células de la bacteria Paenabacillus polymixa con la superficie de hematita (Fe ,03) y
corinddn (a-Al,O3) fue suplementada en el tiempo por la produccién de una sobrecapa

de EPS que hacia mas fuerte la fijacion (Deo et al., 2001).

CME SEl  10.0 ) "1}F‘w{-o 16.1mm \ CME SEl  10.0K\ 'Ww;o 15.9mm I:.
Figura 3.16 Micrografias FE-SEM de células y EPS de A. 3.2Sup(5) adheridos, con 216 horas
de cultivo, sobre fieltro de carbono: (a) X 8.000 y (b) X 27.000.

3.2.5.3 Adhesion de bacterias A. 3.2Sup(5) sobre grafito
En cuanto a la adhesion de estas células sobre grafito, a continuacion se muestran los

resultados a partir de las figuras 3 .17 y 3.18. Se observd que las células tendia n a
alojarse ent re los poro s delasu perficie del grafito, co mportamiento que se ha
detectado en otros sistemas tanto naturales, como en el alga Chlorella (Aguilera et al.,
2008), como sintét icos, caso al qu e corresponde la ad hesion de la bacteria Bacillus

subtilis sobre soportes de carbén activado y ceramicos (Upadhyayula et al., 2009).

Este tipo de comportamiento en la adhesién provoco que la nitidez de las micrografias

no fuera la adecuada lo que dificult6 la interpretacion de la s mismas. Para solucionar
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este proble ma las ima genes obtenidas con este soport e fueron sometidas a un
tratamiento con el soft ware AutoCAD Architecture (Autodesk Inc., S an Rafael, CA,
USA), que consistié en una coloracion diferen ciada tanto del soporte como de las

células.

4 -
ol W - [ 4 r
Figura 3.17 Micrografias FE-SEM de células y EPS de A. 3.2Sup(5), con 216 horas de cultivo,
adheridos sobre grafito: (a) X 5.000 y (b) X 16.000.

La micrografia 3.17(a) muestra una cierta cantidad de cé lulas, destacadas en co lor
verde, alojadas entre las rugosidades de la superficie. Algunas de é stas se aprecian
con mas detalle en la micrografia 3. 17(b), en este caso de color azul, cr eciendo entre
los poros del material, comportamiento que también ha sido observado en el
crecimiento de cultivos de  Acidiphilium spp. sobre particulas de pirita (FeS 2) e
hidroxisulfatos de Fe (Ghauri et al., 2007) .

El efecto del paso del tiempo en la adhesion de las células sobre el grafito, se puede
discutir con la figura 3 .18. En primer lugar, la micrografia 3.18(a) muestra que el
envejecimiento del cultivo se tradujo en la generacién de una compleja red de tejidos
de sustancias exopoliméricas sobre la superficie de las laminas de graf ito, ademas de
un significat ivo aument o en la ca ntidad de células (tefiidas en este caso de color
amarillo) alojadas entre los poros, | o que es atribuible a la mayor poblacion prese nte
en el cultivo. Por su parte, la micrografia 3.18(b) muestra con detalle la alta densidad
de bacterias adheridas a la superficie, formando verdaderos “racimos” de células en

los poros y rugosidades del material.
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{ ¥ a0, D > E.
Figura 3.18 Micrografias FE-SEM de células y EPS de A. 3.2Sup(5), con 216 horas de cultivo,
adheridos sobre grafito: (a) X 2.000 y (b) X 10.000.

3.2.5.4 Adhesidon de bacterias A. ferroxidans sobre fieltro de carbono
Un estudio similar al a nterior fue r ealizado para las células de A. ferrooxidans, cuyo

metabolismo resulta complementario al de la b acteria A. 3.2Sup(5), tal como se ha
descrito en el apartado 1.2 de la presente memoria. Las condiciones de trabajo fueron,
por tanto, las mismas que en el caso anterior como, tambié n, lo fueron las edades de

crecimiento del cultivo utilizadas (144 y 216 horas).

En la micrografia 3.19(a) se obser van algunas bacterias a dheridas a los filamentos,

mientras que, mas en detalle, la micrografia 3.19(b) muestra algunas células adheridas
entre los filamentos, ademas de u na sustancia tipo gel constituida por exopolimeros.
En general, con la figura 3.19 se aprecia, claramente, la menor cantidad de células de
esta bacteria adheridas a los filamentos a est a edad del cultivoen  relaciona la
bacteria A. 3.2Sup(5) (figura 3.15), lo cual esta, I6gicamente, relacionado con la menor

densidad de poblaciéon que genera esta bacteria.
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4000  1pm WD 16.2mm SEl 100K 1m WD 16.4mm

Flgura 3 19 Microg raflas FE SEM de célulasy E PS de A. ferroxidans, con 144 horas de
cultivo, adheridas sobre fieltro de carbono: (a) X 4.000 y (b) X 6.500.

Con este cultivo, el efecto del tiempo se manifestd principalmente en la formacion de
abundante cantidad de precipitados sobre los filamentos (figura 3.20),

presumiblemente como consecuencia de la cristalizacion de compuestos de Fe(lll), ién
que aparece en el sistema como producto de la accion metabdlica de estas bacterias

sobre los iones ferrosos afiadidos al medio como fuente de energia.

N X3 1pm WD 12.9mm 1 CM SEl  10.0kV X40,000 100nm WD 12.9mm
Figura 3.20 Micrografias FE-SEM d e célulasy E PS de A. ferrooxidans, con 216 horas de
cultivo, adheridas sobre fieltro de carbono: (a) X 3.700 y (b) X 40.000

La formacion de estos compuestos se puede apreciar claramente en la microgra fia
3.20(a), en la que se o bserva un filamento de carbono ca si completamente cubierto
por particulas soélidas que podrian corresponder a hidréxidos de Fe(lll) o bien a algun
tipo de jaro sitas produ cidas por p recipitacion a partir de las sales del medio. La

micrografia 3.20(b) mue stra un detalle de una bacteria aloja da entre las dendritas d e

los precipitados en formacion sobre el filamento.
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3.2.5.5 Adhesion de bacterias A. ferrooxidans sobre grafito
El comportamiento de estas cé lulas frente al gr afito, se pu ede inferir a partir de las

figuras 3.21 y 3.22, las cuales pre sentan el crecimiento de esta bact eria sobre e ste

soporte a tiempos de cultivo de 144 y 216 horas, respectivamente.

Figr 3.21 Micro ra
cultivo, adheridas sobre grafito: (a) X 6.500 y (b) X 30.000.

En primera instancia , la micrografia 3.21(a) revelala presencia de bacilos de esta
bacteria (de color rojo), también en una menor cantidad en relacion a la adhesion de
las células A. 3.2Sup(5) a esta mi sma edad d el cultivo. Por su parte, la microgra fia
3.21(b) muestra un deta lle de algun as células (de color nar anja), alojad as en poros,
intercomunicadas a tr avés de sustancia s e xopoliméricas. Estos resultados son
similares a los publicad os por Har neity por Kinzler en sendos trab ajos en los que
estudiaron la interaccié n entre alg unas cepas de A. ferrooxidans y la superficie de

particulas de pirita (Kinzler et al., 2003; Harneit et al., 2006).

Con este soporte, al ig ual que con el otro material ensaya do, el paso del tiempo se
reflejé principalmente en la formacion de precipitados, presumiblemente de Fe, sobre
la superficie del grafito. En este caso, los precip itados se distribuyeron casi por toda la
superficie de las laminas, creciendo de forma preferencial a partir de las

irregularidades de la superficie que actuaron como nucleos de precipitacion (San d et
al., 2001). Como es de esperar, el envejecimiento del cultivo se traduj o en una mayor
tasa de adh erencia celular como consecuencia del crecimie nto poblacional, lo que se
aprecia claramente en la figura 3.2 2(a) que muestra una gran cantid ad de bacte rias

(de color verde) alojad as entre lo s precipitad os en formacion, mientras que en la
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micrografia 3.22(b) se aprecia, con mas detalle, células (de color naranja) creciend o

intercomunicadas sobre el grafito.

B ’ S v ol
Figura 3.22 Mlcrog raflas FE SEM de cel ulas y E PS de A ferrooxidans, con 21 6 ho ras de
cultivo, adheridas sobre grafito: (a) X 4.000 y (b) X 16.000
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3.3 Adsorcién de Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5)

3.3.1 Cinética de adsorcion

El estudio para la caracterizacién de la capacidad de captacion de Fe por parte de las
exosustancias de la bacteria Acidiphilium 3.2Sup(5), se inicié con la determinacién de
las curvas cinéticas de adsorcion. Esto se realizd con el fin de determinar el tie  mpo
necesario para alcanzar el equilibrio, es decir, el tiempo con el cual las exosustanci as
consiguen sus maximos niveles de captacié n del metal. Este tiempo fue el g ue,
posteriormente, se utilizé en el trazado de las isotermas de adsorcion del metal por las

EPS tanto en ausencia como en presencia de soportes

Las curvas cinéticas (figura 3.23) se obtuvieron graficando la relacion entre los valores
de capacidad de captacién del cation por parte de las EPS (expresados en mg metal/g
biomasa) y el tiempo de interaccion entre ellas y el metal. Las exosustancias utilizadas
se extrajeron con el método d e referencia elegido en este trabajo — EDTA -
determinado en el apartado 3.2 de la presente memoria. Las concentraciones iniciales
de Fe(lll) e nla diso lucién fueron 50, 100 y 200 mg/L y los tiempos  de interaccion
fueron 30, 60 y 180 min.

40
%)
S—IJ 30 —e—[Fe(lll)] = 50 mg/L
> —e—[Fe(Ill)] = 100 mg/L
= 20 [Fe(lll)] = 200 mg/L ¢
N
[@)]
E 10
Z /‘\Q
0 T T T T T T

0 30 60 90 120 150 180 210

Tiempo de contacto (min)

Figura 3.23 Curvas cinéticas de captacion de Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas con
EDTA.
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Con la figura 3.23 se aprecia que la capacidad de adsorcion dependié de la cantidad
de Fe disponible en el sistema. Tomando como referencia un tiempo de 60 minutos de
interaccion EPS-Fe(lll ), se observa como los niveles de retencion del metal
aumentaron progresivamente desde aproxima damente 6 mg de Fe(lll) por gramo de
EPS en un sistema donde la concentracion del ion férrico era de 5 0 mg/L, ha sta
valores cer canos a 20y 33 mg Fe(lll))g EPS para el caso de concentraciones
metalicas de 100 y 200 mg/L, respectivamente. Este comportamiento se puede atribuir
a que al haber mas iones férricos en la disolu cién, también fue ma yor el nUmero de

lugares activos ocupados.

Ademas de lo anterior, con la figura 3.23 se puede observar, también, que la cantidad
de Fe(lll) absorbida, p ara cada u na de las concentracio nes, se hizo relativamente
constante a partir de 6 0 minutos, habiéndose ya retenido sobre la b iomasa la mayor
parte del metal en los 30 primeros minutos. Esto significa que el proceso de captacion
fue muy rapido, y con 60 minutos de interaccion entre las EPS y la disolucién de hierro
ya se habia establecido el equilibrio, por lo que la capa cidad de adsorcion no se vio

aumentada con tiempos de interaccion mayores.

Estos resultados se en cuentran de ntro de rangos similare s a los en contrados en la
literatura. Por ejemplo, Micheletti informa de tiempos de equilibrio de 30 minutos en un
estudio de captacion de Cu(ll), Pb(ll) y Cr(ll  I) por parte de EPSd e 9cepas de
cianobacterias Cyanothece spp.y Cyanospira capsulata (Micheletti et al., 2008). Un
tiempo muy similar al anterior, 25 minutos, es el reportado por Morillo como tiempo de
equilibrio en la captacion de Pb(ll) por EPS de la bacteria Paenibacillus jamilae (Morillo
et al., 2008). Por su parte, Bhaskar y Bohle determinaron tiempos de e quilibrio de 110
y 120 minutos en un estudio sobre captacion de Pb(ll) y Cu(ll) por EPS de la bact eria
Marinobacter sp., re spectivamente (Bhaskar and Bhosle , 2006). Finalmente, una
cinética algo mas rapida fue la encontrada por Zheng, en un trabajo en el que informan
un tiempo de equilibrio de 10 minutos en la absorcién de Cu(ll) por parte de EPS de la
bacteria Bacillus sp. F19 (Zheng et al., 2008).

Por todo lo anterior, la conclusid nalaque se llegd con esta experimentacion
preliminar fue que un tiempo de interaccion de 60 mi nutos garantiza, para una

concentracién de Fe dada, la maxima captacion del Fe p  or parte de las sustan cias
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poliméricas extracelulares en estudio. Por lo tanto, este fue el tiempo que se utilizé en
los ensayos posteriores conducentes a la determinacion de las isotermas de adsorcion
de Fe(lll).

3.3.2 Isotermas de adsorcién de Fe(lll)

Una vez determinado el tiempo de equilibrio, el trabajo de laboratorio se orientd hacia
la obtencid n de las isotermas de captacién de Fe(lll), paraloqu e se utiliza ron
alicuotas de EPS extrai das por EDTA y la s correspondientes disoluciones de Fe(ll I).
Adicionalmente, se realizaron ensayos similares con EPS extraidas por el método de
control (cen trifugacion), para evalu ar la influencia del método de extraccion en la

adsorcion.

Mediante el trazado de las isotermas de adsorcion se buscé , por un lad o, determinar
como la capacidadd e adsorcié n de la biomasa se veia influenciada po rla
concentracién del metal en la disolucién y por el método de extraccion de las EPS vy,
por otro, p oder cuantificar el proceso mediante la aplicacion de los modelos
matematicos de Langmuir y Fre undlich, qu e permiten obtener los parametros de
adsorcion. Dichos modelos, como se ha mencionado anteriormente, h an sido los mas
utilizados e n la interpr etacion de este tipo d e procesos tal y como se refleja en
numerosos trabajos bibliograficos (Gérente et al., 2000; Prado et al., 2005; Moon et al.,
2006; Zhang et al., 2006; De-Philippis et al., 2007; Quintelas et al., 2008; Tan and
Xiao, 2008).

3.3.2.1 Isotermas de adsorcién de Fe(lll) por EPS extraidas por EDTA
En este caso, se realiza ron seis ensayos de adsorcién de Fe(lll) por parte de EPS de

Acidiphilium 3.2Sup(5), extraidas a través del método con EDTA, variando la
concentracién metalica inicial (50, 100, 200, 1000 y 2000 mg/L) y durante un tiempo de
1 h,lo que aseguraba las condiciones de eq uilibrio. Posteriormente, se ca Iculé la
capacidad d e adsorcion q. correspondiente a cada uno d e los ensay os mediante la
ecuacion [1.3] y los resultados se representaron frente a la concentracion de equilibrio
C. (figura 3.24).
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Figura 3.25 Isoterma de captacion de Fe(lll) porlas EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por el
método de EDTA.

De la citada figura se observa que a medida que aumentaba la concentracidén metalica,
las sustancias poliméricas exudadas por las células de  A. 3.2Sup(5) fueron capaces
de captar una cantidad creciente de hierro. Esta tendencia puso de = manifiesto que
estas EPS no alcanzaron la saturacién de sus grupos funcionales, por lo menos en el
rango de concentraciones metélicas estudiadas, lo que re vel6 que la captacién d e Fe
por estos exopolimeros respondia a reaccione s fisico-quimicas complejas (Zhan g et
al., 2006).

Este tipo d e comportamiento podria sera corde con las hipotesis del modelo de
Freundlich que supone que no existe saturacion de la biomasa y, por lo tanto, no hay
valor limite en la capacidad de adsorcion. Asi pues, se pr etendié co mprobar si los
resultados experimentales se ajustaban con exactitud al modelo linealizado d e
Freundlich, llegandose al trazado d e la figura 3.25 de la q ue se extraje ron los dat os
que aparecen en la tabla 3.7 donde se observa que el coeficiente d e regresion del
modelo tiene un valor muy cercano a la unidad (R 2 = 0.99), lo que significa que los

resultados se ajustaro n en buena aproximacién a los pr incipios que postula d icho

modelo.
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Figura 3.25 Isoterma de Freundli ch de captacion de F e(lll) porlas EPS de A. 3.2Sup(5)
extraidas por el método de EDTA.

Tabla 3.7 Constantes de Freundlich
Adsorcion de Fe(lll) por EPS extraidas con EDTA
K (mg'l-’l/n L'l/n g-1) 1/n R2
2.031 1.134 0.99

Son numerosas las referencias bibliograficas que informan de estudios con resultados
similares al analizado en este caso. Por ejemplo, McLean también e ncontré que la

adsorcion d e Fe(lll) por parte de p olimeros capsulares de Bacillus licheniformis fue
creciente con la concentracion d e hierro co n una capt acién, en condiciones de
equilibrio, que cumpliria con las condiciones del modelo de Freundlich (McLean et al.,
1990). Un resultado similar fue publicado en un trabajo de Aksu en el que muestra que
la adsorcion de este cation, y de  Cr(VI), por p arte de biomasa de Chlorella vulgaris
cumple con las cond iciones de est e modelo (Aksu et al., 1997). En el caso de otros
metales, se cuenta con los trabajos de, por ejemplo, Zhang que informau n
comportamiento ajustado al modelo de Freundlich en la captacién de Cd?* por parte de
EPS extraidas de bacterias sulfato-reductoras (Zhang et al., 2006), mientras que Moon
reporta un comportamiento similar en la captacion de Pb?* y Zn?* por parte de EPS del
hongo Pestalotiopsis sp. (Moon et al., 2006), al igual que Freire-Nordi que encontraron
el mismo comportamiento en la adsorcion de Mn 2* por parte de EPS d ela

cianobacteria Anabaena spiroides (Freire-Nordi et al., 2005).

Sin embargo, en la bibliografia también se encuentran estudios en los que la utilizacion

de sustancias exopoliméricas, como bioadsorbente, genera resultados que se ajustan

112



RESULTADOS Y DISCUSION

mas adecuadamente al clasico modelo de Lang muir descrito anteriormente. Tal es el

% por parte delas EP S de bacte rias

caso, por ejemplo, de la capta cidén de Cu
Paenibacillus polymyxa (Prado et al., 2005), Cyanospira capsulata (De-Philippis et al.,

2007) y Bacillus sp. F19 (Zheng et al., 2008), respectivamente.

Ademas de lo anterior , la tabla 3.7 muestra q ue los valor es de Ky ( 1/n) obtenid os,
2.031y 1.134,respe  ctivamente, fueron relativamente altosen  relacion a los

informados con frecuen cia en litera tura (Freire-Nordi et al., 2005; Moon et al., 2006;
Zhang et al., 2006; Kiran and Kaushik, 2008), lo que es un reflejo de la alta aptitud en
la capacidad de captacion de Fe p or parte de estas sustancias, con respecto a otros

resultados obtenidos con sustancias similares.

3.3.2.2 Isotermas de adsorcion de Fe(lll) por EPS extraidas por centrifugacion
El comportamiento en la captacion de Fe(lll) por parte de estas EPS comentado en el

apartado anterior, pudo estar condicionado por Ila presencia en los exopolimeros de

contenidos residuales del reactivo usado en la extraccion (EDTA). Este aminoacido,
comunmente sintetizado a escala industrial, co ntiene cuatro grupos carboxilicos y dos
aminos, que lo convierten en un reactivo de muy buenas aptitudes quelantes. Enla
practica, e s ampliamente usado en la capt acién de iones metalicos di y trivalentes,

formando complejos muy estables, especialmente, con Fe(lll), Pb(ll), Co(lll), Mn(l1) y
Cu(ll) (Holleman and Wiberg, 2001). Por este motivo, se realizaron ensa yos
adicionales para discernir sobre el efecto que su utilizaciéon pudiera haber tenido en la

capacidad de captacion encontrada del exopolimero.

Para ello, se procediéo a la determinacion de la isoterma de adsorcié n de Fe(lll) por
parte de unas EPS extraidas ahora por centrifugaciéon, método adoptado como control.
Este método tiene la caracteristi ca de que al no precisar la utiliza cién de un reactivo
quimico, como es el ca so del EDT A, ya que realiza la extraccién sélo por el efecto
fisico de la accién de la fuerza centrifuga sobre la célula, es imposible que deje en los
EPS ningun residuo que pudiera interferir en el proceso de adsorcion. De este  modo,
la captacié n del metal por parte de las E PS extraida s por este método podria
atribuirse, unicamente, a la actividad de los grupos funcionales del propio exopolimero.

Ademas, como se ha visto, tanto e n la literatur a (Brown a nd Lester, 1980; Liu and
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Fang, 2002b; Comte et al., 2006) como en este trabajo (apartado 3.2.2), dicho método

induce un relativamente bajo grado de lisis celular.

La isoterma de captacion se determiné realizando tres ensayos, usando EPS extraidas
por centrifugacién bajo las condiciones ant eriormente descritas. L as concentraciones
iniciales de Fe(lll) en la disolucién  fueron 200, 1000y 2 000 mg/L y el tiempo de
interaccion fue de 60 min. La isoter ma asi obtenida se muestraenla figura 3.26, la
cual incluye, ademas, la obtenida usando las EPS extraidas por EDTA. Con ella se

aprecia que las EPS extraidas por centrifugacion, al igual que las extraidas por EDTA,
muestran valores de capacidades de adsorcién, g ., que iban aumentando con la
concentracion del metal en equilibr io. Ademas, se observa que las EPS extraidas por

EDTA mostraron una mayor capacidad de rete ncién del m etal que la s extraidas po r
centrifugacion, lo que permite sugerir que este métodod e extraccién produjo unas

EPS mas adecuadas para la captaciéon de Fe(lll).

600
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400 /
300 /

200 //
100 ,‘// —e— EPS (EDTA) | |

ge [mg Fe(lll)/g-EPS]

—@— EPS (Centrifug)

0 50 100 150 200 250 300
Cg [mg Fe(lll)/L]

Figura 3.26 Isotermas de ads orcion de Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por los
métodos de EDTA y centrifugacion.

Como se ha visto ante riormente, este tipo de comportamiento podria ser acorde con
las hipotesis del modelo de Freundlich, porlo que, a continuacién, e stos resultados
experimentales se ajustaron a dich o modelo en forma line alizada para comprobar su
grado de ajuste (figura 3.27). Los parametros correspond ientes se muestranen la
tabla 3.8.
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Figura 3.27 Is otermas de Freundlich de adsorcién de Fe (lll) porlas EPS de A. 3.2Sup(5)
extraidas por los métodos de EDTA y centrifugacion.

Tabla 3.8 Constantes de Freundlich
Adsorciéon de Fe(lll) por las EPS segun el método extraccion

Método K(mg"™"L"g" 1/n R?
EDTA 2.031 1.134 0.99
Centrifugacion 0.567 1.214 0.99

En primer lugar, de la tabla 3.8 se p uede observar que los r esultados de la adsorcién
de Fe(lll) por las EPS extraidas por centrifugacion tuvieron, al igual que ocurrié con las
extraidas por EDTA, u n muy buen ajuste con el modelo de Freundlich (R % = 0.99), lo
que implica que la adsorcién en este caso, también, cumplié con los postulados de
dicho modelo. Ademas, con la citad a tabla se puede observar que las constantes de
Freundlich, calculadas para cada caso, tuvieron magnitudes que reflejaron el diferente
comportamiento en la adsorcion que presentaron amba s sustancia s. Aunque los
valores del parametro (1/n), que mide la intensidad en la adsorcion, fuer on
relativamente similares en ambos casos, la constante K, que mide la capacidad de
captacioén d e las exosustancias, fue mucho mayor en el caso de las exosustancias
obtenidas por EDTA (K =2.031), g ue en el de las extraidas por centrifugacion (K =
0.567), reflejandose asi numéricamente el diferente comportamiento observado en la
figura 3.26.

Esta diferencia en la capacidad de captacion podria atribuirse a la d iferente estructura
de las EPS extraidas por EDTA enrelacion  a las extraidas por centrifugacion, que

como se discutié en el apartado 3 .2, se debe ria a la eve ntual prese ncia en e stas
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exosustancias de resid uos del rea ctivo utilizad o en la extraccion (ED TA), el que por
sus cono cidas aptitud es quelant es podrian intervenir de forma adicionale nla

captacion del metal. Este aspecto se abordara mas adelante en el apartado 3.3.3.

3.3.3 Caracterizacion de las EPS puras y con Fe(lll)

Una vez constatado q ue las exo sustancias extraidas, tanto por EDTA como  por
centrifugacién, eran capaces de captar ion férrico, se decidié profun dizar mas en el

estudio de estos procesos con su caracterizacion quimica y morfolégica. Para ello, se
recurrié a la liofilizacié n durante 48 ha-56°Cya 1.2 x10® Torr, de volimen es
conocidos tanto de EPS puras, que sirven como referencia, como de EPS conteniendo
Fe(lll), obtenidas de un ensayo de bioadsorcio n en el que la concentra cién inicial fue
de 1000 mg/L de Fe(lll) y el tiempo de interaccion de 1 h. La caracterizacion de est os
liofilos se realizé a través de un analisis sup erficial por microscopia electrénica de
barrido (SEM), que incorporaba un microanalisis elemental por dispersion de energ ias
de rayos X (EDX).

La figura 3.28 muestra micrografias SEM de li6filos de EPS puras, extraidas por EDTA
y centrifugacion, ante s y después de haber captado Fe(ll 1). En primer lugar, con la
figura se puede apreciar como las EPS ca mbiaban de aspecto cuando captaban el
hierro. En ambos casos, la fijacién del hierro hizo que las EPS pasasen atener un
aspecto mas compacto (imagenes b y d) que el que presentaba en ausencia del metal
(imagenes ay c), est oes, las micrografias reflejan como la ad sorcion transfor mé
superficialmente a la s e xosustancias haciénd olas mas pastosas. El hierro, por ta nto,
influyé en la morfologia del liéfilo provocando también, posiblemente, modificaciones

en su estructura.
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Figura 3.28 Micrografias SEM de EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por centrifugacion: (a) sin
Fe(lll), (b) con Fe(lll) y extraidas por EDTA: (c) sin Fe(lll), (d) con Fe(lll).

Adicionalmente, cuando se procedio a la r ealizacion del microanalisis EDS, en primer
lugar paras las EPS extraidas por centrif ugacién (figura 3.29), se comprob6 que se
producian nuevos cambios en la superficie de las exosusta ncias (micrografiasay b),
en este caso asociadas al bajo punto de fusion de los polimeros organicos en estudio
(Shackelford and Giemes, 1998). En cua Iquier ca so, los resu Itados de dicho
microanalisis (figura 3.29a) revela ron, claramente, la presencia de  hierrolo que
permitié confirmar los resultados  obtenidos con los ensayos de ad  sorcion. Otros
elementos detectados, ademas de la presen cialégicade Cy O, fueronel S, que
provenia de la sal sulfat ada que sirvié como ap orte de hierro al sistema, y de Kcu yo

origen estaba en el medio con el que se cultivé el microorganismo.
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(c) 5
EPS(Centrifug) + Fe(”')
Elemento % en peso % atomico
C 9.3 15.6
o} 46.8 58.7
S 36.3 22.8
Fe 6.1 2.2
E K 1.5 0.8
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Figura 3.29 mMicrografias SEM de EPS extraidas  por centrifugacion conteniendo F e(lll): (a)
antes y (b) después del microanalisis; (c) espectro EDX.

Un analisis similar se realiz6 para el caso de las EPS extrai das por EDTA y cargadas
con Fe (fig ura 3.30). La micrografia muestra mas claramente el asp  ecto pastoso vy
gelatinoso de las EPS cargadas con Fe. En  cuanto a la cuantificacién elemental, se
puede observar que la presencia de Fe resulta ser de un 12.7% en peso, mayor que la
determinada para las EPS extraida s por centrif ugacion (6.1%), lo que esta en linea

con los resultados encontrado en los ensayos de adsorcion.
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(b)
EPSepra) + Fe(lll)

Elemento % en peso % atémico

=1

C 10.8 18.7
O 41.6 54

S 34.9 22.6
Fe 12.7 4.7

Fe
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Full Scale 2736 otz Cursor: -0.525 (0 cts)

Figura 3.30 (a) Micrografia SEM de EPS extr aidas por EDTA conteniendo Fe(lll) antes del
microanalisis; (b) espectro EDS correspondiente.

T
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3.3.4 Adsorcion de Fe(lll) en presencia de soportes

Como se ha mencionado anterior mente, la pila de ener gia propuesta requeriri a la
presencia simultanea, ademas de las EPS y cationes de Fe, de un electrodo de

carbono, cuya superficie serviria en la practica como soporte para el desarrollo de una
biopelicula. Por este motivo, era necesario re alizar un estudio adicio nal en el qu e se
evaluaba la influencia d e los soportes de carbono (fieltro y grafito) en la capacidad de

adsorcion de Fe(lll) por parte de las EPS de la bacteria A. 3.2Sup(5).

3.3.4.1 Isotermas de adsorcion
Para el trazado de las isotermas de adsorcion se utilizaron EPS de A. 3.2Sup(5 )

extraidas con EDTA. La s concentraciones iniciales fueron 50, 100, 200, 1000 y 200 O
mg Fe(lll)/L y, al igual que en casos anteriores, manteniendo la interacciéon de EPS-Fe
durante 1h. Los resultados se muestran en la f igura 3.31, g ue ademas incluye como
referencia los valores de q . obtenidos en los ensayos sin soporte alas mis mas

concentraciones iniciales.
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Figura 3.31 Isotermas de capt acion de Fe(lll) porlas EPS de A. 3.2Sup(5), extraidas con
EDTA, en sistemas sin y con soportes (fieltro de carbono y laminas de grafito).

ge [mg Fe(lll)/g-EPS]

La figura 3. 31 muestra, en primer lugar, que las EPS mant uvieron, en presencia de
ambos soportes, la misma tendencia de aum entar la ad sorcién de Fe(lll) con el
aumento de la concentracién del metal en equilibrio, lo que significa que la presencia

de un soporte no influyé en la capacidad de saturacién de las EPS.

Un segundo aspecto que se puede apreciar con la citada figura es que, en funcién de
la con centracién de e quilibrio del metal en el si stema, se ob servan dos t ipos de
comportamiento en cuanto a la capacidad de adsorcién de las EPS. En un p rimer
rango, desde 0 hasta 3 0 mg Fe(lll)/L, se llegd a valores similares del coeficien te de
adsorcion g . en los tres ca sos, latend enciade dichos valo res cambié con
concentraciones metalicas en equilibrio mayores, puesto que con la citada figur a se
comprueba como los valores de q . en los siste mas con soportes fuero n, ademas d e
muy similares entre si, claramente inferiores que aquellos obtenidos con las EPS en
ausencia de soportes. Este comportamiento podria atribuirse a que, en ambos casos,
una cierta fraccion del Fe contenido en la disolucién podria interactuar con la superficie
del soporte provocando, por eje  mplo, la fo rmaciéon de microprecipitados lo cual
disminuiria la cantidad del Fe disponible para ser captado por las EPS. Este aspecto

se analizara mas adelante.

Anteriormente se comprobd que la adsorcion  de Fe(lll) en ausencia de soport  es

cumplia claramente con los postula dos del mo delo de Freundlich, por lo que era de
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esperar que las curvas de adsorcion de las EPS en presencia de soportes, que tenian
el mismo trazado, fuer an también adecuadamente representadas por dicho mod elo.
Para verificar esto lo s datos de las isotermas d e la figura 3.31 se ajustaron al modelo
linealizado de Freundlich (figura 3. 32) y sus p arametros se recogen e n la tabla 3 .9.
Tales resultados corroboraron dicha hipétesis, aunque el grado de ajuste observ ado
sin soporte fue ligeramente superior, fueron, t ambién, muy aceptables los valores de
R? utilizando soportes. En cualquier caso, con fieltro hubo un ma yor ajuste (R? = 0.98)

que con grafito (R? = 0.94)

3
2.5
24
S
o 1.51
ke
1 4
0.5
\ ® sinsoporte @ fieltro grafito \
0 T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5
log Ce

Figura 3.32 Isotermas de Freundlich de adsorcién de Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) en
ausencia y presencia de soportes solidos.

Tabla 3.9 Constantes de Freundlich
Adsorcion de Fe(lll) por EPS extraidas por EDTA

Tipo soporte K (mg'"™L"" g™ 1/n R?

Sin soporte 2.031 1.134 0.99
Fieltro 3.050 1.009 0.98
Grafito 1.833 1.127 0.94

3.3.4.2 Analisis de la influencia del soporte en la captacion de hierro
En parrafos anteriores se planted la posibilida d de que la presencia del soporte de

carbono pudiera promover la elimin acién del hierro de la disolucién. Al respecto, en la
literatura se ha publica do que soportes de este elemento, tales como el carbon
activado, pueden adsorber hierro y otros metal es pesados en cantidades que varian

entre 0.05 y 0.15 mM de metal por gramo de carbén (Fuks et al., 2006). Por ejemplo,
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Johnsony Yang encontraron que anadiendo un 2% en peso de carbon activado a
disoluciones de cobre que contenia n hierro, podian inducir la hidrélisis y precipitacion
de hierroy, por tanto, sue liminacién (Jo hnson and Ya ng, 1975). Ademas, en la
literatura se encuentran trabajos q ue muestran que la  superficie de materiales de
carbono también pueden producir la adhesién bacteriana, segun lo muestra el trabajo
de Upadhyayula que estudié la cinética de adsorcion superficial de células de Bacillus

subtilis sobre nanotubos de carbono y carbén activado (Upadhyayula et al., 2009).

Para dilucidar esta problematica, se realizaron nuevos ensayos en los que se pusieron
en contacto soportes d e fieltro y grafito con disoluciones d e Fe(lll), en ausenciay en
presencia de EPS. Posteriormente, estos soportes fueron analizados superficialmente

por microscopia SEM, por espectroscopia EDS y DRX.

(a) Sistema soporte-Fe. Las condiciones en las que se realizaron estos ensay os
fueron las mismas qu e las usadas en las pruebas de adsorcién en cuanto a las

dimensiones de los so portes y el tiempo de interaccion (1 h); la concentraciéon  del
metal fue d e 1000 mg/L. Las f iguras 3.33 y 3 .34 muestran los result ados obtenidos

cuando se uso el fieltro y el grafito, respectivamente.
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Figura 3.33 (a) Micrografia SEM de filamentos de | so porte de fie ltro con la pr esencia de
precipitados; (b) espectro EDX y (c) espectro DRX.

La micrografia 3.33(a) muestra la presencia de algunos cristales sobre la superficie de
los filamentos del fieltr o de carbono, el microanalisis EDX a dos de  ellos (registros

3.33b) confirmé la presencia de altos contenidos de Fe. Ademas de la légica presencia
del C (debido al propio soporte) se registraron también altos contenidos de Sy O, por
lo que seri alogico pe nsar quet ales precipitados pudie ran corresp onder a sales

férricas for madas a pa rtir del sulfato de hierro agregado al sistema. Para confir mar
esta posibilidad, se analizaron dichos precipit  ados por difraccion de rayos (DRX )

constatandose que se trataba de distintos tipos de sulfatos férricos hidratados.

De igual manera, cuan do se utilizaron soport es de grafit o, también se observé po r

SEM, la formacién de precipitados sobre su superficie (figura 3.34).
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Figura 3.34 Micrografias SEM de la superficie de un soporte de grafito obtenidas por: (a) flujo
de electrones secundarios y (b) retrodifusion de electrones.

De forma analoga al caso ante rior, a uno de los precipitados de la superficie,
identificado con un cir culo en la micrografia (a ) de la cita da figura, se le realizar on
analisis por EDX y DRX. Los resultados se muestran en la figura 3.35, donde también
se incluye una micrografia ampliada del mencionado pre cipitado. Pu ede observarse
que dicho precipitado contenia un importante porcentaje enpesod e Fe,locu al
confirmé que el grafito, también, indujo a la retirada de parte del hierro de la disolucion.
La presencia, ademas del C que corresponde  al propio soporte, de Sy O estaria
indicando que la particula analizada podria corresponder a un hidrosulfato de hierro, lo

que se corroboré con el espectro DRX.

®
Elemento % (peso) % (atémico)
C 47.46 59.91
C [¢] 35.6 33.74
o Fe 8.29 2.25
Fe S 8.66 4.09
(c)
Y TJGRAFTT-2 1
100
2 Fe
50
0 T T T T
10 20 30 40 50 .
-]
Especies: Position [°2Theta] (Copper (C . . . : : . . / . .
1:Fe,(SO,);* 8 (H,0) 0 2 4 5 g 1
2 : Fe,(S04),* x (H,0) Full Scale 1531 cts Cursor: 19.955 (0 cts)

Figura 3.35 (a) Micrografia SEM d e un precipitado formado en la superficie de un soporte de
grafito; (b) espectro EDX y (c) espectro DRX.
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Una vez co nfirmado que ambos soportes inter actuaron con el hierro contenido e nla
disolucion, habria que averiguar si este comp ortamiento se mantenia en el sist ema

soporte-EPS-Fe y, por tanto, condicionaba los resultados de los ensayos de adsorcion.

(b) Sistema soporte-EPS-Fe. En este caso, f ueron analizados sopo rtes de fieltr o y
grafito, que habian per manecido sumergidos en el medio durante los ensayos de

adsorcion en los que la concentraciéon de ion férrico inicial f ue de 1000 mg/L. La figura
3.37 muestra los re sultados correspondientes al soporte de fieltro; en ella se ob serva
que al igual que ocurrié en ausencia de EPS, también s e formaron precipitado s,
especialmente localizados entre los intersticios de lo s filamentos, cuyo espectro EDS

reveld un significativo contenido, ademas de C, de Fe, Sy O (figura 3.36).

(b)
S
Elemento % (peso) % (atémico)
C 46.69 67.18
o 16.67 18.01
Fe 215 6.65
S 15.15 8.17
(c)
300 {FELTR-1 1 2
200 3 i
100 c
0 - ©
I [ [ I T R
10 20 30 40 50 ¢
Especies: Position [*2Theta] (Copper ( Fe
1:Fe,(S0,);* 2.5 (H,0)
2 : Fe,(S04),* 7 (H,0) D' ) 2‘ j 4 j bl j B‘ j ’
3: Fez(SO4)3 9 (HZO) Full Scale 1867 cts Cursor: 19.890 (0 cts)

Figura 3.36 (a) Micrografia SEM d e un precipitado formado en la superficie de un soporte de
grafito; (b) espectro EDX y (c) espectro DRX.

La hipotesis de que en este caso, también, se trataba de hidrosulfatos fue confirmada
por el analisis DRX. Estos resultados indican, entonces, que el fieltro interactuaba con

el metal aun, incluso, en presencia de las exosustancias.

También se realizé la caracterizaciéon de un soporte de grafito utilizado en un ensayo
de adsorcio n realizado en las mismas condiciones empleadas con el fieltro (figu ra
3.37).
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Figura 3.37 Micrografias SEM de la superficie de un soporte de grafito obtenidas por: (a) flujo
de electrones secundarios y (b) retrodifusion de electrones.

Las microgr afias de la citada figura muestran la prese ncia de precipitados sobre la
superficie d el grafito, cuyo posible contenido metalico se revel6 mas claramente por
retrodifusién de electrones (figura 3.37b). El detalle de un o de ellos aparece en la
micrografia de la figura 3.38(a), cu yo analisis por EDX (figura 3.38b) revelé un alto
contenido en peso de Fe, Sy O; el espectro DRX (figura 3.38c), nuevamente, confirmo

que se trataba de hidrosulfatos férricos hidratados poco cristalinos.

(b) g
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2 FeZ(SO4)3* X (HZO) Full Scale 2175 cts Cursor: 19.825 (0 cts)

Figura 3.38 (a) Micrografia SEM d e un precipitado formado en la superficie de un soporte de
grafito; (b) espectro EDX y (c) espectro DRX del precipitado.

De los analisis anter iores se pued e confirmar que ambo s soportes, efectivame nte,

interactuaron con el hierro contenido en  la d isolucién pr ovocando la formacion de

126



RESULTADOS Y DISCUSION

hidrosulfatos mas o menos cristalinos, que se distribu yen espaciadamente en la
superficie de cada soporte, segun se puede apreciar de las figuras 3.33y 3.36, enel
caso del fie ltro, y 3.34 y 3.37, en el caso del grafito, resp ectivamente. Ademas, de
dichas figuras se puede observar que los pre cipitados se formaron preferencialmente
en los intersticio s de las microfibras y en irregularidade s superficia les del grafito,
respectivamente, replicando result ados de e studios similares pub licados en la
literatura (Kinzler et al., 2003; Friedrich et al., 2004; Sand and Gehrke, 2006).

La confirmacién de que ocurre una interaccion soporte-Fe validaria, entonces, la
hipétesis que la relativamente menor captacion del metal mostrada por las EPS en | os
ensayos en presencia de soportes en relacion a los sin so porte (figura 3.31), se debid
a una men or disponibilidad del metal en la disolucién y no a un cambio en el

comportamiento en la interaccion entre las exosustancias y el metal.

3.3.5 Caracterizacion de los centros activos de la bioadsorcién de Fe(lll)

Una manera de averiguar el tipo de interrelacion que se establece entre las sustancias
exopoliméricas y los cationes de hierro es mediante el ana lisis de su estructura con y
sin conten ido del metal. Para ello se recurr i6 aladet erminacion de los gru pos
funcionales involucrados en la captacion metalica. En este sentido, son numerosos los
grupos que se han descrito como centros activos en la retencion de iones metalicos:
hidroxilo, carboxilo, amina, amida, sulfonato y fosfonato, entre otros ( Volesky, 2003).
Para su identificacion, se recurrié, nuevame nte, a la espectroscop ia de infrarrojo
mediante transformada de Fourier (FTIR) deb ido a que se cuenta con una amplia
disponibilidad de refer encias sobre el emple o de esta técnica, lo cual facilita
enormemente la interp retacion de los result ados (Sch mitt and Flemming, 1 998;
Omoike and Chorover, 2004; Kang et al., 2006; Parikh and Chorover, 2006). Ademas,
su utilizacion permitira comparar la es tructurade la s susta ncias poliméricas
extracelulares antes de la interaccion, ya determinada en el apartado 3.2, con la que
tuvieron después de la captacio n metalica, lo que facilita ria la ident ificacién de los

grupos funcionales presentes responsables de ello.
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La informacién publicada en la literatura recoge que el princip al mecanismo

involucrado en la capta cion de Fe por biomasas de Sargassum sp. (Figueira et al.,
1999), de Streptomyces rimosus (Selatnia et al., 2004) o Acidiphilium cryptum (Bilgin et
al., 2004), entre otras, es el inter cambio de los protone s asociad os a los grup os
funcionales involucrados y, dado que el enlace que se establece entr e el metal y el

grupo funcional puede ser mas débil que el establecido e ntre el grupo funcional vy el
hidrogeno, la energia necesaria para excitarlo en el primer caso seria menor que en el
segundo. Por esta razé n, el pico d el espectro de infrarrojos correspondiente al grupo
funcional u nido al met al se presentaria desplazado a la derecha con respecto al
original, es decir, hacia zonas de menor longitud de onda. De este modo, con el fin de
determinar el o los grupos funcionales responsables de la unién con el hierro, bastaria,
en este caso, con comparar el espectro de la biomasa sin el metal adsorbido con el de

la biomasa con el metal adsorbido, verificando los posibles desplazamientos.

3.3.5.1 Espectros FTIR de EPS extraidas por EDTA
En primer | ugar, la fig ura 3.39 muestra los  espectros d e infrarrojo de sustan cias

exopoliméricas, extraid as cone | usode EDTA, cony sin conte nidos de Fe( Ill);
I6gicamente, el de las EPS puras, ya presentado en la figura 3.10,t ambién aqui se
incluye co mo referen cia para p oder determinar el impacto producido con la

incorporacion del metal en su estructura.

En primera instan cia, conla figur a 3.39 se puede obse rvar que aunque ambos

espectros muestran algunas bandas coincidentes, en el espectro de las EPS con

Fe(lll) se re gistran ciertos desplazamientos en una serie d e bandas concretas qu e se
pueden atribuir a la int eraccién de los grupos funcionales de las exosustancias con el
metal. En este sentido, se pueden mencionar las bandas p resentes en el espectro de
las EPS puras a 1728 y 1101 cm ™, las cuales aparecen desplazadas a la derecha en
el correspondiente a las EPS con el hierro (a 1716 y 1073 cm ' respectivamente).
Estas bandas son adjudicadas nor malmente en la literatura a la vibracion asimétrica
de estiramiento del enlace C=0 en el grupo carboxilico (Schmitt and Flemming, 19 98;
Guibaud et al., 2003; Jiang et al., 2004; Parikh and Chorover, 2006) y a la vibracién de
estiramiento del grupo hidroxilo —O-H (Jiang et al., 2004; Omoike and Chorover, 2 004;

Comte et al., 2006; Tanand X iao, 2008), respect ivamente. Su despla zamiento
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confirmaria la participa cion preferente de estos grupos funcionales en  la unién del
metal. De hecho, en la literatura son frecuentes los autor es que invo lucran a e stos
grupos en la captacion metalica por este tipo de biomasa (Smith an d Ferris, 20 03;
Selatnia et al., 2004; Fuks et al., 2006; Tian, 2008; Ueshima et al., 2008; Acharya et
al., 2009).
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Figura 3.39 Espectros FTIR de EPS extraidas con EDTA de cultivos de A. 3.2Sup(5): (a) EPS
puras y (b) [EPS + Fe(lll)].

Normalmente, el grupo carboxilico (-COOH) o alguno de sus derivados como los
carboxilatos (-COQ"), presentan dos picos en los espectros infrarrojo: uno en el ran go
de 1600 a 1800 cm ', que hace referencia a la vibracion del enlace C=0, y otro, en

torno a 1400 cm

, que hace referencia a la vibracion de deformacion del enlace C-O
en el grupo carboxilato. Un menor tamafio de este segundo pico indicaria una mayor
relacion carboxilo/carboxilato, mientras que con un tamafio mayor reflejaria una mayor
proporcion de carboxilatos en relacion a la de carboxilos. Con la figura 3.40 se aprecia
que ambos picos pa san de una inte nsidad parecida en e | caso de la s exosustancias
puras (similar proporciéon de ambos grupos), a una en la que la intensidad del pico que
hace referencia al grup o carboxilo se hace mucho menos intensa (menor proporcién
relativa de carboxilos), lo que puede considera rse como una prueba adicional de la

interaccion de este grupo en la captacion del metal.
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Una banda muy interesante, aunque de una relativa baja intensidad, es la que aparece
en el espectro con contenido de Fe(lll) a una frecuencia de 1243 cm™. Esta banda se
puede asociar a la vibracién de de formaciéon de C=0 en el grupo car boxilico o a la
vibracién de tension de —OH en fenoles, los cuales serian indicadores de la presencia
en los exopolimeros de acidos orga nicos y sustancias humicas (Guibaud et al., 2003).
Esta banda también se puede ad judicar a otro tipo de sustancias, tales como los
acidos n ucleicos prove nientes de las célu las lisadas e n la extraccido n de las E PS.
Especificamente, para polimeros similares a los de este caso, dich a banda puede

corresponder al estiramiento asimétrico de P=0 en el grupo fosfona to (PO 3), que

habria interactuado con el Fe (Omoike and Chorover, 2004).

En la zona caracteristica del espectro, es decir, a una frecu encia inferior a 1000 cm ™,
se aprecia que en las EPS con Fe aparecen dos picos en el rango de 855 a 885 cm ',
que podrian corresponder al desplazamiento de las bandas que aparecen en el ran go
de 910 a 920 cm™ en el caso de las EPS puras. Aunque en este rango de frecuencias
las bandas son, normalmente, dificiles de ad  judicar, la frecuencia e intensidad de
estos picos permiten, en este caso, atribuirlas a la presencia de ésteres de S (S-OR’);

donde R’ es una cadena organica que habria, también, interactuado con el metal. Un
resultado similar es informado por F ourest y Volesky en un trabajo en el que muestran
la importante capacidad de este grupo activo (y de los alginatos) en la bioadsorcién de
metales pesados usan do biomasa de Sargassum sp. (F ourest and Volesky, 1995).
Especificamente, en cuanto a la relacion del gr upo sulfonato con el Fe, destacan los

resultados publicados en un trabajo de Figueira que muestra la fuerte actividad de este
grupo, proveniente de biomasa de Sargassum fluitans, en la formacioé n de complejos
de Fe(ll) y Fe(lll) (Figueira et al., 1999).

Por su part e, las band as presente s enlad enominada regién de polisacaridos d el
espectro (1 000 a 1100 cm "), relacionadas con sustan cias extracelulares co mo
representativas de la vibracion de estiramiento del enlace C-O en el g rupo éter (C-O-
C)yenel grupo C-O-P, muestran una cierta modificacion que pudier a indicar que
estos grupos podrian h aber estado implicados en la capta cién del metal (Schmitt and
Flemming, 1998; Omoike and Chorover, 2004, 2006); sin embargo, no se observan
desplazamientos signif icativos por lo que podria pensarse que no intervienieron

directamente en el proceso de adsorcion.
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Finalmente, en ambos espectros se aprecian bandas en el rango entre 3140y 3 180
cm™, que son tipicas de los espectros de este tipo de sustancias y se pueden atribuir a
la vibracion de estiramiento del grup o —O-H, correspondiente a polisa caridos o bien a
ciertos contenidos de humedad residual en los exopolimeros (Schmitt and Flemming,
1998; Omoike and Chorover, 2004; Comte et al., 2006).

En resumen, del analisis anterior se podria concluir que la captacion de Fe(lll) por
parte de las EPS e xtraidas por EDTA, fue realizada esencialmente a través del grupo

funcional carboxilo, con la mediacién adicional de los grup os fosfonatos y sulfonat os.
La magnitud de la part icipacion de cada uno de estos grupos en la captacion total,
dependeria de la concentracién  de cada uno de ellos en |la biomasa, lo cua | se
abordara en el apartado 3.3.6. Las principales bandas de los espectros ant es

analizados se resumen en la tabla 3.10.

Tabla 3.10 Principales bandas de espectros EPSgpra) sin 'y con Fe(lll)

Banda (cm™) Asignacion y descripcion de las bandas
1720 - 1740 v, de C=0 en grupo carboxilico
1400 - 1410 &, de C-O en carboxilatos
1230 - 1260 v,s de P=0 de grupo fosfonato
850-890 vsS-O en ésteres de S (S-OR)

Vs, Vibracion tension simét.; v ¢ vibracion tension asimét.; 3, vibracion deformacion

Como se h a mencionado, en la literatura se encuentran trabajos que recogen la

participacion del grupo carboxilo en la captacion de metales pesados, en general, y de
hierro, en p articular, a través de la formacion de diferentes productos que varian en
funcién del tipo de biomasa. Por ejemplo, Smith y Ferris informan que este grupo fue el
principal re sponsable d e la captacion de Fe(lll ) por parte de célula s de Shewanella
putrefaciens a través de la formacién de hidréxidos en su superficie (Smith and Fe rris,
2003). Por su parte, Corzo encontré que este grupo estuvo involucrado en la formacion
de carboxilatos de Fe(lll) por parte de las EPS de Bradyrhizobium Chamaecytisus
(Corzo et al., 1994); resultados similares  fueron los encontrados por Figue ira,
utilizando biomasa de Sargassum fluitans (Figueira et al., 1999) y po r Selatnia, con
biomasa de la bacteria Streptomyces rimosus (Selatnia et al., 2004). En cuanto a otros

metales, Acharya encontré que este grupo, ju nto las amidas, fueron los princip ales
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responsables de la captacion de uranio (VI) po r parte de c ultivos de Synechococcus

elongatus a través de la formaciéon de carbonatos hidratados (Acharya et al., 2009).

3.3.5.2 Espectros FTIR de EPS extraidas por centrifugacion
Como ya se ha visto, uno de los  principales grupos funcionales invo lucrados en la

captacién del hierro fue el grupo carboxilato asociado a la desproton acién del gr upo
carboxilico. En el caso de la extrac cién con EDTA, este grupo pudo provenir, ademas
del propio exopolimero, de contenidos residuales del propio reactivo (EDTA) que no
hubieran sido totalmente eliminados en la purificacion por dializacién. De esta manera,
el uso de este método d e extraccion podria haber influido decisivamente en el tipo de
interaccion establecido entre el exo polimero y el catién de hierro. Para analizar e ste
aspecto, la figura 3.40 muestra los espe ctros de infrarrojo de exopolimeros
conteniendo Fe(lll), con siderando los dos mé todos de extr accién evaluados: EDTA 'y

centrifugacion.
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Figura 3.40 Espectros FTIR de EPS con Fe(lll) extraidas por: (a) centrifugacion y (b) EDTA.

La figura 3. 40 permite apreciar que los espectros presentaron bandas similares pero
con intensid ades distintas. En efecto, en ambos caso s se observa la presencia de
bandas en valores de 3140 (grupo hidroxilo —OH), 1400 (grupo carboxilato -COO ),
1240 (grupo fosfonato P O’), 1070 (grupo -C-O-C) y 850-88 0 cm™ (grupo sulfonato S-

OR’). La ligera difere  ncia detect ada en el espectro estdenla regionde los
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polisacaridos, que en el caso de las EPS extraidas por EDTA conteniendo Fe( Ill)
aparece una banda de baja intensidad a 1020 cm ' que n o se registr a en las de las

EPS extraidas por centrifugacion; estos cambios no hacen pensar que sean debidos al
fendmeno de la captacion del meta | sino mas bien a una manifestacion especifica de

los polisacaridos contenidos en estas exosustancias.

En general, la similitud entre ambos espectros se puede interpretar en términos de que
una eventual presen cia adicional de residuos de carboxilatos provenientes del EDTA
en los exopolimeros, no afectd alt ipo de interr elacion que se estable cia entre esta s
sustancias y los cationes de hierro, ya que  no parece cambiar, sustancialmente, la
estructura de las exosustancias co nteniendo a este metal. Lo anterior podria sugerir
que la captacion de Fe(lll) por ellas se realizé, e sencialmente, a través de los mismos

grupos funcionales (carboxilos, fosfonato y sulfonato).

3.3.6 Valoracion acido-base de las EPS

La determinacion del comportamiento acido- base de un a biomasa puede aportar

informacién muy relevante en relacion con el me canismo de captacién de los cationes
metalicos por parte de ésta, ya que permite valorar la posi bilidad de intercambio entre
los protones liberados p or ella y los cationes m etalicos presentes en disolucion. Todo
ello esta relacionado co n la disocia cion acida p rogresiva de los grupos funcionale sy,
por tanto, d e sus constantes de io nizacion. En funcion de éstas, se pueden distinguir

tres tipos de comportamiento acido (Naja and Mustin, 2005):

(i) Grupos acidos fuertes: atribuidos a la presencia de u na importante

disociacién a pH < 4, tales como los grupos fosfonico y sulfonato.

(i) Grupos acidos débiles: entre los que puede destacarse el grupo carboxilo y

algunos grupos proteinicos, disociables entre pH 3 y 6, aproximadamente.

(iii) Grupos acidos muy d ébiles: tale s como los grupos fendlicos y a mino,

disociables s6lo a pH > 7.
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Con el analisis realizado por espectroscopia de infrarrojo, se determind que los grupos
de la biomasa que tenian una participacion mas importante en la captacion del hierro,
fueron los carboxilos y sulfonatos. Debido a la presencia de estos gr upos, se po dia
considerar que la biomasa pudiera tener propiedades de acido, variando entre fuerte y

débil, por lo que podria ser valorada mediante una base.

La disociacion parcial de un acido en disolucion se puede expresar segun la ecuacién

siguiente:
[HA]< [A~ ]+ [H] [3.1]
La constant e de equilib rio de esta reaccidon se relaciona con el pH a través de la

ecuacion de Henderson-Hasselbalch, a partir de la cual se puede calcular el pK , con

los valores de pH, tal y como se muestra a continuacion:

K, = [A_][H+] => logK, = Iog[A_]+Iog[H+] [3.2]

* [HA] [HA]
- Iog[H*] =-logK, + Iogm [3.3]
pH =pK, + Iog[A_] [3.4]

[HA]

De este modo, cuando la concentracién de la biomasa desprotonada (A ) es igual a la
de la protonada (HA), lo que se conoce como punto de semiequivalencia, su co ciente
seria igual a la unidad, por lo que es posible af irmar que el pK, coincide con el pH en
dicho punt o. No obst ante, habri a que calcular, en pr imer lugar, el punto de
equivalencia que se sitla en el punto de inflexion de la curva de valoracion, a partir del
cual ya se puede conocer el punto de semiequivalencia que corresponde a la posicion
enlacurva enlacualelvolu mendevalora nte esla mitad que el del punto de

equivalencia. El pH corr espondiente a este punto de semie quivalencia coincidiria en

valor numérico con el del pK..
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Las figuras 3.41 y 3.42 muestran las curvas de valoracién de las EPS extraidas por los
métodos de EDTA y centrifugacion, respectivamente. En cada caso puede observarse
tanto la evolucién del pH cuando se fueron afiadiendo alicuotas de NaOH 0.1 M s obre
5.0 mL de | a disolucion de EPS pu rificada por dializacion, como los valores que iba

teniendo la pendiente de la curva de valoracién obtenida.

En primer lugar, en la figura 3.41 se aprecia que el punto de inflexién de la curva, que
se corresponde con el de la maxima pendiente, se situaba en un valor de pH de 7.2, el
cual corresponderia al punto de equivalencia de las EPS extraidas por EDTA. Este

punto se consiguié con un gasto de volumeétrico de valorante de 220 puL, porloque el
punto de semiequivalencia se lograria con la mitad de este volumen, es decir, con 110
uL. El pH en este punt o de semie quivalencia tenia un valor aproxima do de 3.05, el

cual corresponderia, a su vez, con el valor del pK, de estas EPS.

0.1

r 0.08

r 0.06

r 0.04

Pendiente

r 0.02

Volumen NaOH 0.1 M

‘ —&— acidez —A— pendiente ‘

Figura 3.41 Curva de valoracién acido-base de EPS extraidas con EDTA.

Por su parte, en la figura 3.42 el punto de inflexion de la cur va se encontraba en torno
a un valor d e pH de 8.5, el que corresponderia al punto de equivalencia de las EPS

extraidas por centrifugacién. El gasto de valora nte en este caso fue de 180 ulL, por lo
que el punto de semiequivalencia se lograria con un volu men de 90 L, para el que el

pH, y por tanto el pK, de esta biomasa, tuvo un valor en torno a 2.95.
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Figura 3.42 Curva de valoracién acido-base de EPS extraidas por centrifugacion.

Los valores de pK ; - cercanos a 3.0 - determinados para  ambos tipos de EPS, son

usualmente adjudicados, en la literatura, al grupo carboxilo. Por ejemplo , Ueshima en
una valoracién de EPS obtenidas por medio de una extraccion enzimatica de cultivos
de Pseudomonas putida, determiné que el pK , del grupo carboxilo se encontraba en

torno a 3.2 (Ueshima et al., 2008). Por su parte, Smith y Ferr is en un estudio con EPS
extraidas de cultivos  de Shewanella putrefaciens obtuvieron, para este grup o
funcional, u n valor de pK , cercan o a 3.3 (Smith and Ferris, 2003). Un valora Igo
superior a los anteriore s es el infor mado por Liu y Fang quienes llega ron, para EPS
extraidas por centrifugacién desde una biopelicula de bacterias sulfatoreductoras, a un
valor de pK ; de 4.0 (Liu and Fang, 2002a). Po r otro lado, en un estu dio relacionado
con la ad sorcién de Cd y Pb por la superficie de células de Acidiphiulium angustum,
bacteria del mismo género que Acidiphilium 3.2Sup(5), Ginn y Fein encontraron un pK,
del grupo carboxilo de 3.1 (Ginn and Fein, 2  008). Todos estos valor es de pK ; se
encuentran dentro del rango que Volesky, en u n texto clasico en la materia, atribu ye

como representativo para este grupo funcional (pK, entre 1.7 y 4.7) (Volesky, 2003).

De la discusion anterior parece razonable concluir entonces que, ind ependientemente
del método de extraccion, las EPS obtenidas de cultivos puros de A. 3.2Sup(5)

estaban constituidas mayoritariamente por el grupo carboxilo.
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3.3.7 Especiacion de Fe(lll) en las condiciones del sistema

En la literat ura se puede encontra r una gran cantidad de trabajos q ue abordan la

especiacion del hierro en sistemas acuosos ( Beverskog and Puigdomenech, 1996;

Meruane and Vargas, 2 003; Casas et al., 2005; Génin et al., 2006), a unque la gr an
mayoria de estos corresponden a sistemas netamente quimicos, es decir, representan
a sistemas abidticos en los que la evolucién de las propie dades es at ribuible sélo a
cambios fisico-quimicos de origen inorganico. Sin embargo, no son tan frecuentes lo s
estudios de especiacién en sistem as bioquimicos como lo s de este tr abajo, es d ecir,
sistemas en los que participen microorganismos y/o sus metabolitos, lo que dif iculta,

de alguna manera, la interpretacion de los resultados obtenidos.

El hierro aparece en disoluciones acuosas a  cidas, prin cipalmente, en estados de
oxidacion (I1) y (Ill) (Da oud and Karamanev, 2 006; Mousavi et al., 2007) y se puede
presentar como iones libres (Fe #* Fe **)y como complejos hidrolizados. La
concentracion de estas especies e s fuertemente dependiente de la co mposicién y la
temperatura de la disolucién, ya que en funcion de estos parametros se pueden formar
una gran cantidad d e precipita dos tales como: éxidos, hidroxidos, jarosit as e

hidrooxisulfatos en general (Holleman and Wiberg, 2001; Génin et al., 2006).

Para sistemas acidos como los de este trabajo, en los que el hierro se agrega como
sulfato hidratado, los complejos mas probables que se pue den formar a partir de los
iones mayoritarios (Fe **, H* y SO ,%) son los siguientes: HSO,, Fe(SO,),” y Fe SO,
(Holleman and Wiberg, 2001). Otros posibles complejos que se podrian formar entre el
anion bisulf ato y el ca ti6n de h ierro, tales como FEHSO "y FeHSO 4**, no son
demasiado probables segun la inf ormacién bibliografica. Por ejemplo, Tremaine al
estudiar el sistema Fe-H,0-H,SO, por medio d e espectroscopia Raman, no en contré
evidencia de que hubie ra una interrelacion entr e el HSO ",q) y los catio nes de hierro,
concluyendo que el a nidn bisulfa to noes u n anién co mplejante de este metal
(Tremaine et al., 200 4). Estos r esultados f ueron post eriormente confirmados por
Casas en un trabajo en el que estudio la especiacion de Fe(ll) y Fe(lll) en un sistema

acuoso acido (Casas et al., 2005).
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De esta manera, el cation férrico podria encontrase en el sistema como ion libre que, a
su vez, podria estar parcialmente hidrolizado o bien como un complejo de sulfato. Al
respecto, se puede co mentar que Casas, en el trabajo a ntes mencio nado, encontro
que las especies pred ominantes en una disolucién con  concentraciones de Fe **
inferiores a 2.0 g/L, fueron el protén libre H*, el anién bisulfato HSO, v el catién férrico;
ademas, el citado tra  bajo también plantea la posible formacion del complejo
FeH(SO4)xaq pero solo a partirde  concentraciones de Fe ** superiores a 10.0 g/L
(Casas et al., 2005); lo que excede claramente a los valores utiliza dos en los ensayos

del presente estudio (concentracién inicial de 1.0 g/L de Fe*").

En medio acido, el i6 n férrico se puede ma ntener en disolucion, aunque con un
aumento en el pH tiend e a hidrolizarse rapidamente, segun la secuencia indicada p or
las ecuacio nes [3.5], [ 3.6] y [3.7] de mas adelante. El hidroxido férrico, Fe(OH) s,
precipita a partirde valores de pH cercan os a 3.5, acentuandose este tip o de
comportamiento en la medida en que la acidez del sistema se acerca a la neutralidad,
condicién en la que el cation se encontraria masivamente precipitado, ya sea como
hidréxido o, dependiendo de la composicidn del sistema, como jarosita u otro t ipo de

oxihidrosulfato.

Fe* +H,0 < Fe(OH)" +H* [3.5]
Fe(OH)" +H,0 < Fe(OH); +H*  [3.6]
Fe(OH); +H,0 < Fe(OH), +H"  [3.7]

En este caso, para las condiciones de trabajo utilizadas, es decir, pHentre 20y 2.3y
concentraciones de hierro de 1.0 g/L (0 0.018 M) de Fe(lll), en la literat ura se recogen
publicaciones que informan que el hierro se encontraria hidrolizado preferencialmente
como Fe(OH)?". Por ejemplo, Tuner y Miles plantean que a concentra ciones de hierro
en el rango de 0.1 a 10 g/L de Fe**, la Unica reaccién de hidrolisis a considerar seria la
de formacién de Fe(OH) ?* (Turner and Miles, 1957). Por su parte, Stefansson en  un
trabajo en el que tamb ién se estudiaba la hidrdlisis de F e(lll) en sist emas con b aja
concentracién de hierro férrico, entre 0.001 y 0.1 M y atempera tura ambie nte,
encontré que en el rang o de pH de 2.0 a 2.5, el cation se encontraba principalment e

como Fe(OH)?** y en menor medida como Fe** libre (Stefansson, 2007).
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Por todo lo anterior, se puede, razonablemente, concluir que en las condiciones en las
que se realizaron los e nsayos de adsorcioén, el hierro se en contraria preferentemente
hidrolizado como Fe(OH)?*, forma bajo la cual seria con la interactuaria con los grupos

funcionales del exopolimero.

3.3.8 Mecanismo de adsorcién de Fe(lll) por las EPS

A continuacion, se plantea el de sarrollo y formulacién d el eventual mecanismo q ue
pudiera regir la captacion del Fe(lll) por  parte de los exopolimeros de la bacteria  A.
3.2Sup(5). Este objetiv o requiere, en primera instancia, r ecopilar los antecedent es

analizados en los apartados anteriores.

En resumen, hasta e | momento s e ha lograd o dilucidar una serie d e aspectos en
cuanto a la relacién que se establece entre las EPS y el catién de Fe(ll ). En primer
lugar, con los analisis por espectr oscopia de infrarrojo, se ha determinado que el
carboxilo era uno de lo s principales grupos f uncionales que estuvo involucrado en la
captacion d el Fe(lll). P osteriormente, gracias a la constr uccién de las curvas de
valoracion de las EPS, se hadet  erminado g ue éste es el principal grupo activo
presente en la biomasa . Finalmente, de acuer do conlar evision bibliograficay en
funcién de las condiciones de concentracion de hierro, acidez y temperatura en las que
se realizaron los ensayos de adsorcion, puede pensarse que el estado mas prob able
en el que se encontraria el hierro en la disolucion es la forma parcialmente hidrolizada
(Fe(OH)*). Por todo lo anterior, es razonable pensar que la interaccié n entre las EPS
y el cation de Fe(lll) podria estar mediada por estos fact  ores, es decir, por el grupo

carboxilo y el cation Fe(OH)?".

Por otro lado, con los ensayos de interaccion EPS-Fe(lll) se constaté que, ademas de
la adsorcion de una cierta fraccion de este metal por parte de las EPS, al término de
los mismos se registraba un aumento de la acidez en la disolucién. Esto se aprecia en
la figura 3.43 que muestra la variacion de la acidez final, co n respecto a la inicial, para
los ensayos realizados a las conce ntraciones iniciales de 200, 1000 y 2000 mg/L de
Fe(lll).
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Figura 3.43 Variacién de la acidez de la disolucion EPS-Fe(lll) con respecto a la concentracion
inicial de hierro.

De la figura 3.43 se deduce que, efectivamente, el valor de pH de la disolucién de las
EPS con el hierro fue menor al térm ino que al inicio de la interaccion, lo que implica
que durante la adsorcion del metal por parte de las EPS se produjo un traspaso de
protones de sde la biomasa a la disolucion, po rlo que se puede, razonablemente,
suponer que éstos provenian de la desproton acion de los grupos carboxilos. Por otro
lado, este aumento d e la acidez puede relacionarse con la cantidad de Fe(lll)
adsorbida por las EPS durante la interaccion (figura 3.44), lo que aportaria informacion

relativa a la estequiometria de la reaccidn entre el grupo activo y el cation metalico.

y = 1.9365x + 1.127
6 | R? = 0.9805

H* generado (mM)
N

0 T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Fe(lll) adsorbido (mM)

Figura 3.44 Variaciébn dela cantidad de protones genera dos conla cantidad de F e(lll)
adsorbido en la interaccién.

La figura 3.44 indica que la cantidad de protones aumentd linealmente con la cantidad
de hierro (llIl) adsorbido por las EPS, por lo que los datos fueron modelados mediante

una regresion lineal, cuyos result ados se incluyen en la citada figura. La e cuacion
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obtenida mostré un muy buen ajust e con los d atos experimentales (R? = 0.98), por lo
que se pod ria establecer que lap endiente de la ecua cioén, con un valor de 1.94,
representa adecuadamente la relacién que existia entre las concentraciones de
protones y de hierro. A partir de esta premisa, se puede establecer, p or tanto, que la
relacion mo lar entre la cantidad d e protones generados y la de cationes de hierro

consumidos en la interaccion era igual a 2.0.

Se ha dicho que un po sible origen de los protones, liberados a la disolucidon desde la
biomasa, podria corresp onder a la disocia cion del grupo carboxilo RCOOH (siendo R
una cadena del exopolisacarido) y, por tanto, el anién carb oxilato, RCOQ", seria quién
interactuaria con el catién de hierro. Segun se ha publicad o, esta diso ciacién es muy
frecuente d ebido a que el grupo carboxilo tie  ne tendencia a liberar su proton para

generar, asi, el an ion carboxilato mas estable, el cual quedaria en condiciones de

interactuar con el o los cationes presentes en el medio (Fox and Whitesell, 1997).

El grupo carboxilo se produce cuan do coinciden sobre el mismo atomo de carbono un
grupo hidroxilo (-OH) y un carbonilo (C=0) y tiene la estructura que se muestra en la
figura 3.45.

/C‘M
R OH
Figura 3.45 Estructura del grupo funcional carboxilo.

Este grupo es el componente principal de los llamado s acido s carboxilicos. Sus
propiedades acidas so n debidas a que los dos ato mos de oxigeno, al ser
electronegativos, tienden a atraer a los electron es del atomo de hidrég eno, con lo que
se debilita el enlace C-H y es mas facil que se libere el correspondiente proton. El
anioén resultante, R-COO", mas estable, es la base conjugada del acido carboxilico y su
carga eléctrica negativa se distribuye simétricamente entre los dos atomos de oxigeno,
es decir, se deslocaliza porlo que los dos enlaces carbo no-oxigeno adquieren un

caracter de enlace parcialmente doble (figura 3.46).
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Figura 3.46 Esquema de la deslocalizacién de cargas en el grupo carboxilato.

En literatura se ha establecido que este anion, segun mue stra la figur a 3.47, puede
interactuar con un cation metalico mediante la formacion de enlaces monodentados,
bidentados o tipo pu ente, que p ueden ser, asu vez, simétricos o asimétricos
(Nakamoto, 1997).

"
L-—-M o™ o< o= M
Ff—< g = m a— M
la "o lla, O s O Vs 0'--’.'::
M A
O 0+
o "
s o llay O~
O---M
A
lls O---p

Figura 3.47 Diferentes tipos de interaccién entre el grupo carboxilato y un cation metélico M. (I,
I, Iy IV indi can el numero de cationes metalic os; a y s sefial an tipo de enlace: asimétri co o
simétrico, respectivamente).

En este ca soyconsiderandola relacion molar entre la cant idad de proto nes
generados Y la de cationes de hie rro adsorbid os, determinada anteriormente, seria

esperable que la interaccion involu crase a dos grupos carboxilato por cada atomo de

hierro. Ahora bien, la m anera de interactuar con el catién podria deducirse a partir de
la diferencia entre los v alores, en el espectro de infrarrojo de las EPS con Fe(lll), de
las bandas que reflejan la vibracioé n de tensio n de los en laces (C=0)y (C-O)en el
grupo carboxilo. Esto es posible deb ido a que se ha encontrado que la distancia en tre
ambas bandas esta relacionada con la simetria relativa del mencionado grupo y refleja
la naturaleza de la coordinacion del enlace (Atwood and Steed, 2004). En este caso,
las mencionadas bandas, ya analizadas en e | apartado 3.3.5, aparecen a valore s de
1716 cm™, para el caso de la tensién simétrica del enlace (C=0) en el grupo carboxilo

ya 1401 cm ' parael casode latension a simétrica del enlace (C-O) en el gru po
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carboxilato, respectivamente. La diferencia de ambo s valores, 315 cm 1 es

sensiblemente menor que los mas de 500 cm™ que presentan algunas sustancias tales
como biomasa de Sargassum fluitans (Figueira et al., 1999) y alginitados calcificado s
(Fuks et al., 2006), y se considera t ipica de la f ormacion de quelatos bidentados por

parte de este grupo.

De esta maneray, co nsiderando todos lo s a spectos ant es analizad os, un po sible
mecanismo de interaccién entre las EPS de A. 3.2Sup(5) y los cationes de Fe(lll) seria
la formacién de un quelato bidentado entre el grupo carboxilato COO -, proveniente de
la desprotonacion del grupo carboxilico RCOOH de esta bio masa y el catién de hie rro

parcialmente hidrolizado Fe(OH)*, segun la reaccién siguiente:

RCOO
2 RCOOH + Fe(OH)* Fe(OH) | +2H* [3.8]
RCOO .~

La constante de equilibrio de esta reaccidén se puede escribir como:

I I+]2
K = 3.9
Fe3+ [ ]

Donde [H']y [Fe*"] representan las concentraciones (en mol/L) de protones liberados y
de hierro f érrico involucrado en  la reaccion, respectiva mente. La constante  de
equilibrio se puede cal cular, reemplazando en la ecuacién [3.9], los valores de las
concentraciones de est os catione s (ya representados en la figura 3.4 4), que fuer on
obtenidos en los ensayos de intera ccion realizados a las concentracio nes iniciales de
200, 1000 y 2000 mg d e Fe(lll)/L . Los valores calculados de log K se muestran en la
tabla 3.11.
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Tabla 3.11 Constante de la reaccion de interaccion EPS-Fe(lll)

Concentracion inicial Fe(lll) Log K
(mg/L)

200 0.88

1000 1.12

2000 1.19

De los valores de la tabla anterior se puede estimar un valor promedio de log K =1.06
*+ 0.16, el cual indicari a que la reaccidn de interaccion[ 3.8] seria r eversible. Esta
caracteristica en la captacion del Fe(lll) significaria, en la practica, que la adsorcién de
este cation por las EPS de A. 3.2Sup(5) no seria definitiva y podria, e n caso de ser
necesario, recuperarse desde e stas su stancias media nte algun  procedimiento

disefado para el efecto.

El mecanismo de interaccion propuesto se traduciria en que cada atomo de Fe estaria
asociado a dos grupos carboxilatos COO", que combinados darian lugar a un oxala to
de férmula C,0,%. Este ligando posee la estruct ura que muestra la figu ra 3.48 y tiene
la conocida capacidad de coordinar metales a través de enl aces mono o bidentados
(Chaiyapoom, 2004). Un ejemplo de la cap acidad quelante de este grupo es, por
ejemplo, la precipitacié n de oxalat o de itrio [Y »(C,04)3] a partir de la adicidon de a cido
oxalico a d isoluciones concentradas de Y prov enientes de extraccion por disolventes
(Konishi et al., 1998).

2_
@) @)
n‘\ %:
VAR
0 0

Figura 3.48 Estructura del ligando oxalato.

De esta manera, una posible estructura qu € podria tener la inter accion entr e el
dicarboxilato (u oxalato) y el hier  ro parcialmente hidrolizado podria serla que se

muestra en la figura 3.49.
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OH

Figura 3.49 Estructura propuesta del dicarboxilato (oxalato) bidentado de Fe(lll) hidrolizado.

Una posible manera de validar est e mecanismo de interaccién seria a través de un
analisis por DRX de las especies presentes en los lidfilos de las EPS conteniendo Fe.

El correspondiente espectro se muestra en la figura 3.50.

3000 1
EPS(EDTA)+Fe(lll) Identificacion especies
1 Sabieita NH,Fe(SO,),
2000 | 2 Fe(OH)(C,0,) x 2(H,0)
3 Uricita C4(NH),0,(NH,)O
1000 2 4 Fey(SO4);* x (H,0)
4
1 Jle
R ERREEEL ;,HJH/\FHML,{‘H"‘HW ,,,,,,,,, T T e e
10 20 30 40 50 60 70 80
Position [°2Theta]

Figura 3.50 Es pectro DRX delas EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas po r EDTA ca rgadas con
Fe(lll).

Entre las especies dete ctadas destaca la de un oxalato d e Fe(lll) hidroxihidratado de
férmula [Fe(OH)(C,0,4)*2H,0], cuya presencia confirmaria, entonces, el mecanismo de
interaccion antes propuesto debido a que coincide con la estequiometria de la reaccion
[3.8]. Ademas, el citado espectro muestra la presencia de especies organicas que no
contienen Fe, tales como la uricita [ C4(NH).02(NH>)O], cuyo origen se podria atribuir a
las proteinas contenidas en las EPS. Por ultimo, en el analisis por difr accion de rayos
X ta mbién se detect aron otros compuestos de hierro como e | sulfato fé rrico
[Fex(S04)3*xH,0] y la sabieita [NH 4Fe(SO,),], que se formarian durante el proceso de
deshidratacion asociado a la liofilizacion de las disoluciones de las EPS conteniendo al
Fe(lll).
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En la literatura se encu entran algunos estudios con re sultados que avalarian los aqui
presentados. Por ejempl o, resultados coincidentes con los anteriormente comentados
son los del trabajo realizado por Corzo en el  que muestra que los e xopolisacaridos,
especialmente, de  Bradyrhizobium Chamaecytisus, y, en menor medida, de
Bradyrhizobium japonicum, fueron capaces de captar Fe ** a través de un mecanismo
basado en la quelacion bidentada, por parte del grupo carboxilato de los polisacaridos,
de cationes de Fe* parcialmente hidrolizados como Fe(OH)?* (Corzo et al., 1994). De
igual forma, un resultado en esta misma line  a es el publicado por Figueira de un
estudio en el que encontré que la captacion de Fe(lll) por parte de biomasa de
Sargassum fluitans fue realizada p or medio d e una quelacion biden tada del cit ado

cation por el grupo carboxilo (Figueira et al., 1999).
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3.4 Adsorcion de Fe(ll) y Fe(lll) por EPS de A. 3.2Sup(5)

Como se ha mencionado en el apartado 1.1.2.3, la pila de combustible microbiana en

estudio ba sa su fu ncionamiento enlaa ctividad metabdlicad e la s bacter ias A.
3.2Sup(5) y A. ferrooxidans en p resencia de hierroy en condicio nes acida sy
aerobicas (Malki et al., 2008). Esto se traduce en que en e | sistema se encontrarian,
por lo men os durante un determinado periodo de tiemp o, cationes Fe(ll) y F  e(lll)
simultaneamente (Malki et al., 2006) porlo que se co nsiderd, también, necesario

estudiar el tipo de interrelacion que  se pudiera establecer entre las EPS de A.

3.2Sup(5) tanto con disoluciones de Fe(ll) como con disoluciones de Fe(ll) y Fe(lll).

3.4.1 Isotermas de adsorcién de Fe(ll)

La obtencién de las isotermas de adsorcion d e Fe(ll) se realizé de forma anéloga a la
de las de Fe(lll), es decir, se combinaron alicuotas de EP S extraidas con EDTA y por
centrifugacién con d isoluciones de Fe(ll). Sin e mbargo, los ensayos se realizaron en
atmosfera anaerobia debido a la fuerte tendencia a la oxid acién que tiene este cation
en presencia de oxigeno (Bilgin et al., 2004). Un ejemplo, en este sentido, es el trabajo
de McLean, con e | que mostré co mo durante la interaccié n del Fe(ll) con sustancias
capsulares de Bacillus licheniformis, aquel se oxidaba aerdbicamente a Fe(lll) en

periodos de tiempo comprendidos entre 5y 10 minutos (McLean et al., 1992).

3.4.1.1 Isoterma de adsorcién de Fe(ll) por EPS extraidas por EDTA
En este ca so, serea lizaron tres ensayos de captacion de Fe(ll) e nlos que las

concentraciones metalicas iniciale s fueron: 20 0, 1000 y 2000 mg/L, manteniendo la
interaccion EPS-Fe(ll) durante 1 h; el trazado de la isoterma (figura 3.51) se realizé de
manera analoga a los casos anterio res, representando la capacidad de adsorcién, Qe,
frente a la concentracion de equilibrio C - La citada fig ura muestra, también, la
isoterma de adsorcion de Fe(lll), con el obje to de poder analizar la influencia del

estado de oxidacion del metal. Se comprueba que los valores de los coeficientes de
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adsorcion de Fe(ll) y de Fe(lll) fueron bastant e similares entre si, lo que sugiere que
las EPS extraidas por EDTA interactuaron de forma mu y parecida con los cationes de
hierro, independientemente del estado de oxidacién en que se e ncontraron. No
obstante, al menos en un ciertor  ango de concentraciones de equilibrio, las EPS
mostraron una leve tendencia a una mayor captacion de Fe(ll), lo que podria atribuirse
a fendmenos estér icos de los cationes de Fe(lll) par cialmente h idratados como
Fe(OH)*, debido a su alta tendencia a hidrolizarse (Morel and Hering, 1993; Harris,
2007).

800

—e— EPS(EDTA) + Fe(lll) /

600 17— —e— EPS(EDTA) + Fe(ll) /
400 /
200

0

ge [mg Fe/g-EPS]

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Ce [mg Fell]

Figura 3.51 Isotermas de adsorcion de Fe(ll) y Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas
con EDTA.

Lamentablemente, en la literatura no se cuenta con mucha informacién con respecto a
la influencia del estado de oxidacion del Fe sobre la capa cidad de ad sorcién de una
determinada sustancia. Un trabajo en este sentido es el de McLean con el que
comprobo que el estado de oxidacién del Fe tenia, al contrario que en este caso, un a
influencia decisiva sobre la capacid ad de adsorcién por parte de las EPS de Bacillus
subtilis, de modo que ésta asce ndia a 323 mg/g-EPS cuando la s exosusta ncias
adsorbian Fe(lll) y se situaba en 12 3 mg/g-EPS cuando ad sorbian Fe(l1) (McLean et
al., 1992).

Adicionalmente, la figur a 3.51 mue stra que la captacion d e Fe(ll), al igual que en el
casodel Fe(lll), sig uié un comportamient o linealmente proporcional con la

concentraciéon del metal en equilibrio, o que ind ujo a suponer que la adsorcion del i 6n
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ferroso también podria representarse adecua damente por el modelo de Freundlich.
Esto se hizo trazando la figura 3.52 que muestra los resultados experiment ales

anteriores ajustados a dicho modelo.

4.0
@ EPS (EDTA) + Fe(ll

3.0 1+ o EPS(EDTA) + Fe(ll
&
o 2.0 1
k]

1.0

~—
0.0 T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
log Ce

Figura 3.52 Isotermas linealizadas de Freundlich de la captacion de Fe(ll) y Fe(lll) por las EPS
de A. 3.2Sup(b) extraidas por el método de EDTA.

Tabla 3.12 Constantes de Freundlich
Adsorcién de Fe por EPS extraidas por EDTA

Sistema K(mg"™"L"g" 1/n R?
EPS + Fe(lll) 2.031 1.134 0.99
EPS + Fe(ll) 1.136 1.263 0.99

Con los correspondientes parametros, recogidos en la tabla 3.12, se puede comprobar
que la adsorciodn del catién ferroso cumplid, con el mismo grado de ajuste que la del
cation férrico (R? = 0.99), los post ulados del modelo de Freundlich. Sin embargo, los
parametros de la adsor cion de ambos catione s presentaron ciertas d iferencias que
pudieran ser consideradas complementarias entre si: aunque el valor del parametro K,
que mide e | grado en la extension de la captacion, fue mayor para el caso de la
interaccion con el ion férrico con respect o al ferroso (2.031 frente a 1.136,

respectivamente), el qu e mide la in tensidad en la interaccién (1/n), fue mayor para la
adsorcion del idon fer roso con r especto a | del férrico (1.263 fr entea1.1 34,
respectivamente). A la vista de est os resultad os pudiera pensarse que el i6n férrico
tenderia a adsorberse e n mayor medida que el ferroso, pero seria el fe rroso el que lo
haria con mayor intensidad; todo ello e staria de acuer do con e | efecto estér ico

comentado anteriormente. Es decir, el ion férrico seria el @ ue deberia adsorberse en
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mayor medida pero fue el i6n ferroso, de menor volumen, el que, posib lemente, mejor
se acopl6 en los centros activos. Esta hipotesis se avalaria con la similar capacidad de

adsorcion de ambos cationes que se aprecia de la figura 3.51.

3.4.1.2 Influencia del método de extraccion en la adsorcion de Fe(ll)
También se realizaron los ensayos correspondientes para evaluar el efecto del método

de extraccién de las EPS sobre su capacidad de captacién de Fe(ll). Las condiciones
experimentales fueron las mismas que las utilizadas en el caso anterior, es decir, las
concentraciones metalicas iniciales fueron 200, 1000 y 200 0 mg de Fe (ll) por litro, el
tiempo de interaccion de 1 hyla atmésfera  anaerdbica, con la diferencia de que,

ahora, las EPS usadas fueron extraidas por centrifugacion.

La figura 3. 53 muestra la isoterma de adsorcidon de Fe(ll) obtenida con este tipo de
EPS y ta mbién incluye la correspondiente a las EPS extraidas por EDTA. Pue de
comprobarse que las EPS aumentaron su capacid ad de adsorcion co nla

concentracion de ion ferroso en equilibrio en la disolucién, aunque lo hicieron de forma

distinta segun el tipo de biomasa.

800

Bl o/

—e— EPS (EDTA)
—e— EPS (Centrifug)

400

ge [mg Fe(ll)/g-EPS]

200

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Cg [mg Fe(ll)L]

Figura 3.53 Isotermas de captacion de Fe(ll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por los
métodos de EDTA y centrifugacion.

En este caso, también, era bastante probable que este tipo de comportamie nto
cumpliera con los post ulados del modelo de Freundlich, cuya versién linealizad a se

muestra en la figura 3.54 y los parametros correspondientes en la tabla 3.13.
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Figura 3.54 Is otermas linealizadas de Freundlich de la c aptacién de Fe(ll) por las EPS de A.
3.2Sup(b) extraidas por los métodos de EDTA y centrifugacion.

Tabla 3.13 Constantes de Freundlich
Adsorcién de Fe(ll) segun el método de extracciéon

Método Kmg" ™" L"g" 1/n R?
EDTA 1.136 1.263 0.99
Centrifugacion 0.0018 2.470 0.99

Los valores de los coeficientes de  correlacion R? de lat abla 3.13 muestran q ue la
captacién de Fe(ll) por ambos tipos de EPS cumplieron con los postulados del modelo
de Freundlich. Ademas, dicha tabla muestra que si bien e | coeficiente K fue superior
en el caso de la adsorcion de Fe(ll) porla s EPS extraida s por EDTA, el parametro
(1/n) lo fue en la adsorcion por las EPS e xtraidas por centrifugacion, haciendo que la
aptitud glob al en la ca ptacion de dicho catién por parte de ambas biomasas fuera

relativamente similar.

Esta diferen cia en el comportamiento en laa dsorcion de este catién por parte de

ambas sustancias resulta similar a la que presentaron en la adsorcidon de Fe(lll) (figura
3.26) y podria atribuirse, de igual manera, a la eventual presenciad e residuos de
EDTA en las exosustan cias extraidas con este reactivo, que podrian influir de manera

adicional en la interaccion con el metal.
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3.4.2 lIsotermas de adsorcion simultanea de Fe(ll) y Fe(lll)

Se ha determinado, hasta el momento, que la adsorcion de los cationes Fe(lll) vy
Fe(ll), por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas con EDTA, tuvieron un comportami ento
muy similar entre si y, en ambos casos, la adsorcion se caracterizé por una capacidad
creciente e n funcién d e la conce ntracion me talica e n e quilibrio y un cumplimiento

aceptable de los postulados del modelo de Fre undlich. Ahora bien, como en la pila de
combustible estas EPS habrian de encontrase con ambos cationes simultaneamente,

también se estudio su capacidad de adsorcion de Fe(ll) y Fe(lll) a la vez.

Los ensayos para lleva r a cabo este estudio se realizaron combinando, en atmésf era
anaerodbica, alicuotas de EPS extr aidas por EDTA con disoluciones  que conteni an
mezclas de Fe(ll) y Fe(lll). Las concentraciones metalicas iniciales en la mezcla [EPS
+ Fe] fuero n 200, 100 0 y 2000 mg de Fe tot al por litro, las que a su vez estab an
constituidas por partes iguales de Fe(ll) y Fe(lll). La figur a 3.55 muestra la isot erma
obtenida en este caso, ademas de las isoterma s de captacion de Fe(lll) y de Fe(ll )

anteriormente analizadas.

800

—e— EPS(EDTA) + Fe(lll)
—e— EPS(EDTA) + Fe(ll) /
600 1— EPS(EDTA) + Fe(ll)-Fe(lll)

400 /

. /
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Figura 3.55 Isotermas de la adsorcion por separado de Fe(ll) y de Fe(lll) y simultanea de Fe(ll)
y Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas con EDTA.

gg [mg Fe/g-EPS]

La citada figura muestra que la adsorcion sim  ultanea del Fe en amb os estados de
oxidacion cumple, al igual que de forma individ ualizada segun el estado de oxidacién,

con un comportamiento creciente en relacién a la concentra cion en equilibrio del metal
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en la disolucion. Como se ha visto, este comportamiento podria representarse a través

del modelo de Freundlich (figura 3.56), cuyos parametros se muestran en la tabla 3.14.

4.0
® EPS (EDTA) + Fe(lll)
30l | ® EPS ;EDTA% * Eelll
: EPS (EDTA) + Fe(ll)/Fe(lll)
. /
S 20 ?
k]

y /

0.0 T T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
log Ce

Figura 3.56 |sotermas linealizadas de Freundlich de la adsorcion por separado de Fe(ll)yde
Fe(lll) y simultanea de Fe(ll) y Fe(lll) por las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por EDTA.

Tabla 3.14 Constantes de Freundlich
Adsorcion de Fe por EPS extraidas por EDTA

Sistema K(mg"™"L" g™ 1/n R?

EPS + Fe(lll) 2.031 1.134 0.99
EPS + Fe(ll) 1.136 1.263 0.99
EPS + Fe(ll)/Fe(lll) 1.289 1.189 0.96

En la citad a tabla, e | valor del co eficiente de regresioén lineal corre spondiente a la
adsorcion simultanea de Fe(ll) y Fe(lll) mue stra que, al igual que en los casos
anteriores, la captacion simultdnea de ambos cationes cumplié aceptablemente con
los postulados del modelo de Freu ndlich. Ademas, se co mprueba que las con stantes
correspondientes a e sta adsorcion tuvieron valores interm edios a los determinados
para la adsorcion de Fe(ll) o Fe(lll) por separado, lo cual podria sugerir que la
adsorcion simultanea de ambos cationes podri a ser el resultado de u n compromiso

entre los comportamientos de cada uno de ellos.

En resumen, las EPS de la bacteria A. 3.2Sup(5) extraidas por EDTA han demostrado
tener una clara capacid ad para adsorber Fe co ntenido en disoluciones acidas y q ue,
ademas, este comporta miento no s e vio influe nciado por el estado de oxidacion del

metal o por las condiciones atmosféricas en las que se realizaron los ensayos.
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3.4.3 Caracterizacioén de las EPS con Fe(ll) y Fe(lll)

A partir de los resultados anteriores, a continuacion, se procedio a caracterizar quimica
y morfolégicamente las exosustancias una vez efec  tuadas las respectivas

interacciones, de mane ra analoga a lo realiza do en el estudio dela adsorcidonde
Fe(lll). Para ello, serecurribé ala liofilizacion , en condiciones similaresala sdel
mencionado estudio, de volumenes conocidos de EPS conteniendo ya sea Fe(l 1)o
bien mezclas de Fe(ll) y Fe(lll), generadas en ensayos en los que la concentracion

inicial fue de 1000 mg de Fe total/L y el tiempo de interaccion de 1 h.

La caracterizacioén se re aliz6 a través de una combinacion de las técnicas de analisis
superficial de microscopia electrénica de barrido (SEM)y microanalisis elemental por
dispersién de energias de rayos X (EDS). En primer lugar, se analizan los resultados
obtenidos en la caracterizacion de las EPS con Fe(ll) y posteriormente las que

contenian Fe(ll) y Fe(lll).

Lafigura  3.57 muestra micrografias SEM de EPS, extraidas por EDTA y

centrifugacioén, conteniendo Fe(ll). Conla figura se ob serva que las su stancias
mostraban un aspecto algo diferenciado entre si, aunque en ambos casos se aprecia
una textura compacta similar a la que ya se detecto en est as exosustancias cuando

contenian Fe(lll), segun se pudo apreciar con la figura 3.28.

r Fopm 1

Figura 3.57 Micrografias SEM de EPS de A. 3.2Sup(5) conteniendo Fe(ll) extraidas por: (a)
EDTA y (b) centrifugacion.

La caracterizacién se complementé con el microanalisis por dispersion de energias de

rayos X (EDS); en primer lugar, se o bservé que estas su stancias, al igual que ocurrio
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con las EPS cargadas con Fe(lll), también  mostraron la tendencia a degradarse al

efectuarse dicho microanalisis. Est o se corrobor6 con las micrografias de lafigu  ra
3.58: la imagen (a) muestra la zona seleccionada en estado natural antes del analisis y
en la imagen (b) se aprecia una cie rta alteracidon superficial e, incluso, se detecta una

gran hendidura localizada en la zona central de la misma.

Figura 3.58 Micrografias SEM de EPS de A. 3.28up(é) extraidas con EDTA conteniendo Fe(ll):
(a) antes y (b) después del microanalisis.

El cualquier caso, los resultados del correspondiente microanalisis EDS se muestran
en la figura 3.59, que contiene, ademas, una micrografia S EM de la zo na concreta en
estudio. El espectro confirmé la presencia de Fe, ademas de C, Sy O, resultados que

estan en sintonia con los encontrados cuando estas sustancias captaron Fe(lll).

(b)
EPSepra) + Fe(ll)
Elemento % en peso % atémico

C 27.3 38.4
o 45.3 47.8
S 24.6 12.9
Fe 2.8 0.85

Full Scale 1177 cts Cursor: -0.460 (0 cts)

Figura 3.59 (a) Micrografia SEM de E PS extraidas con E DTA contenie ndo F e(ll) antes del
microanalisis; (b) espectro EDX correspondiente.
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Un analisis similar se realiz en el caso de las EPS e xtraidas por centrifugacion
conteniendo Fe(ll), obte niéndose lo s resultados que se muestran en la figura 3.60.
Como era de esperar, el espectro EDX muestra la presencia de los mismos elementos
que en el caso de las EPS extraidas por EDTA, es decir, Fe, S, Cy O, aunque con

proporciones de Fe y S algo diferentes.

EPS(Centrifug) + Fe(”)
Elemento % en peso % atomico

C 21.7 32.9
o 45.7 52

S 18.6 10.6
Fe 14.1 4.6

Full Scale 4677 cts Cursor: -0.525 (0 cts)
Figura 3.60 (a) Micrografia SEM de EPS extraidas por centrifugacion conteniendo Fe(ll) antes
del microanalisis; (b) espectro EDX correspondiente.

Mas concretamente, en el caso de las EPS obt enidas por centrifugacion el contenido
en peso de Fe fue claramente mayor que el de | as EPS obtenidas por extraccion con
EDTA. Estas diferen cias bien podrian atribuirse a lo s, también, difere ntes contenidos
en proteinas y carbohidratos de ambos tipos de EPS, segl n se puede apreciar de la
tabla 3.1. T odo ello justifico el, ta mbién, mas alto valor de capacida d de adsorciéon
registrado con EPS obt enidas por centrifugacién en el e xperimento realizado a 1000

mg de Fe(ll)/L, que es el empleado en este estudio microscoépico (figura 3.53).

Finalmente, se realizé el mismo estudio a las EPS que adsorbieron simultaneame nte
Fe(ll) y Fe(lll). En este caso, también, se observé que e stas sustan cias tendian a
degradarse cuando se efectuaba el analisis ED S, lo que se pone de manifiesto en la
figura 3.61, en la que se ha destacado la marca que quedé en la superficie de un

granulo de estas sustancias cargadas con Fe después de realizado dicho analisis.
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Figura 3.61 Micrografias SEM de EPS extraidas pér E DTA conteniendo Fe(ll) y Fe(lll): (a)
antes y (b) después del microanalisis.

Igualmente, estas susta ncias fueron sometidas a un analisis por EDX encontrandose
los resultad os que se muestran en la figura 3.62. El resultado del espectro de la
mencionada figura esta en linea con los obtenidos cuando estas EPS interaccionaron
con Fe(lll) o con Fe(ll) separadamente, ya que muestra la presencia de contenidos de
Fe, C, Sy O, similares a dichos casos, lo cu al es légico considerando que las EPS
extraidas por EDTA  mostraron, en la pract ica, el mismo comportamiento en la
adsorcion d e cationes de Fe(ll) y Fe(lll), tant o cuando se encontrab an juntos como

separados.

EPSepra) + Fe(ll) + Fe(lll)
Elemento % en peso % atémico

C 3.9 6.6
(0] 55.9 70.7
S 30.2 19.1
Fe 10 3.6

T T T ; T
o] 2 4 B g 10
Full Scale 2736 otz Cursaor: -0.525 (0 cts)

Figura 3.62 (a) Micrografia SEM de EPS extraidas con EDTA conteniendo Fe(ll) y Fe(lll) antes
del microanalisis; (b) espectro EDX correspondiente.
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3.4.4 Caracterizacion de los centros activos en la bioadsorciéon de Fe(ll) y
Fe(lll)

La caracterizacién de la biomasa cargada con Fe(ll) o con Fe(ll) y Fe(lll), al igual que
en el caso de la adsorcion de F  e(lll) (apartado 3.3.5), se realizé através de la
identificacion de los sitios activos involucrados en la captacion metalica por medio de
la determinacion de lo s espectro s de infrarrojo. En prime rlugar, se analizaron las
sustancias cargadas solo con Fe(ll) y, posteriormente, las que contenian Fe(ll) y
Fe(lll).

3.4.4.1 Espectros FTIR de EPS conteniendo Fe(ll)
En primer | ugar, con la figura 3.63 se mue stran los e spectros de infrarrojo de

exosustancias extraidas por EDTA que adsorbieron Fe(ll), también se incluye el de las

EPS puras con el objeto de localizar las posibles diferencias existentes.

50+ (a)

% Transmittance

618

(b)
8 404
5 I
L
£ | g i
= 20+
= I A = 5
# B\ 37 *g 2
0- 5 § 27
. 1 . . . 1 . . : 1 . . . : 1
3000 2000 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.63 Espectros FTIR con EDTA de cultivos de A. 3.2Sup(5): (a) EPS puras y (b) [EPS +
Fe(lD].

Como ya s e indico anteriormente, el espectro de infrarrojo de las EPS puras se
caracteriza por la presencia de dos bandas principales, una a 1728 y otra a 1401 cm™,
que se atribuyen a la vibracién asimétrica de estiramiento del enlace C=0 e n el

carboxiloy ala vibracion de deformacién del enlace C-O en uno de sus deriva dos
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(carboxilato), respectivamente (Jiang et al., 2004; Omoike and Chorover, 2004; Pari kh
and Chorover, 2006; Tan and Xiao, 2008). En este caso, de forma analoga, la primera
banda aparece desplazada a la derecha a un valorde 16 26 cm™, lo que se puede
considerar como un indicio de la participacion del grupo carboxilo en la interaccién con
el Fe(ll). Esto se ve refrendado debido a las intensid  ades de las bandas que
representan a los grupos carboxilo y carboxilato, lo que se puede considerar como una
referencia en la concentracion relativa de cada uno de ellos: pasa de ser relativamente
equivalente (bandas a 1728 y 1401 cm™, respectivamente, en el e spectro de las EPS
puras) a que la intensidad de la ba nda correspondiente al grupo carboxilo sea mucho
menor que | a correspondiente a la del grupo carboxilato (bandas a 1626 y 1401 ¢ m™,
respectivamente, en el espectro de las EPS cargadas con el metal). Esto indicaria que
la concentracién relativa del grupo carboxilo, después de la captacion del metal, habria
disminuido notoriamente; este nue vo dato podria ser con siderado como una prueba

adicional de la participacion del grupo carboxilo en la interaccién con el Fe(ll).

Otra similitud con el espectro infrar rojo de las EPS con F  e(lll) es que en la zona

caracteristica de la exosustancia car gada con el metal aparecen dos ba ndas (a 850 y
886 cm™) que se pueden atribuir a la interaccion del metal con el grupo sulfonato. Este
grupo ha ju gado un importante pa pel en la captacion tanto de metales pesados, en
general, co mo de hierro, en particular, por pa rte de, por ejemplo, bio masa del alga

Sargassum sp. (Fourest and Volesky, 1995; Figueira et al., 1999).

Las bandas en la zona de los polisacaridos, e s decir, de 1 100 a 1000 cm™, muestran
pequefas variaciones e n sus desplazamientos, por lo que se podria inferir que los
grupos a los que se les atribuye (grupos éter o C-O-P) no hab rian intervenido

directamente en la adsorcion del metal.

Finalmente, ambos esp ectros muestran una banda en torno a 3140 ¢ m™', banda que
generalmente se atribu ye a la vibracion de estiramiento en el g rupo O-H en
polisacéaridos o bien debido a la humedad de la muestra (Sc hmitt and Flemming, 1998;
Omoike and Chorover, 2006; Sheng et al., 2006).

Del analisis anterior se ha comprobado, por tanto, que uno de los grupos involucrados

en la capta cién del Fe( 1) ha sido el carboxilo a través de su variante en forma de
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carboxilato. Como ya se ha mencionado anteriormente, este grupo podria provenir, en
parte, de contenidos residuales del reactivo usado en la extraccion (EDTA), por lo que,
a continuacion, se valora esta posibilidad mediante los respectivos espectro s de
infrarrojo de la estruct ura de las ex osustancias cargadas con hierro (Il ) considerando

ambos métodos de extraccion: EDTA y centrifugacion (figura 3.64).

100.*“‘()
i (a
N 804
2 |
g 1
% .
= | &
= 401 %
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60
(b)
(1]
S 40+
m
E
- - g g
g 20 =
= | A = gl
= 5\ 87 83 =
°1 3 § %7

e 1 ' ' ' 1 ' ' ' ' 1
3000 2000 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.64 Espectros FTIR de EPS con Fe(ll) extraidas por: (a) centrifugacion y (b) EDTA.

Los espectr os obtenido s, correspo ndientes a ambas exo sustancias cargadas con

Fe(ll), fueron relativamente distint os aunque de igual forma se a precian alg unas
bandas coin cidentes pe ro de distin ta intensidad . Entre las coincidentes se aprecia n
bandas en valores en torno a 3140 (grupo hidroxilo —OH), 1626 (grupo carboxilo -
COOH), 1400 (grupo carboxilato —-COQO~), 1170 (grupo fosfonato PO;’), 1070 (grupo C-
O-C) y 880 cm™ (grupo sulfonato S-OR’).

Aligual qu e enlaca ptacion de Fe(lll), la similitud entre los espe ctros se pu ede
interpretar en términos de que el método de extraccion de las susta ncias
extracelulares no condiciond, signif icativamente, la manera en la que ambos tipos de
EPS interactuan con el Fe(ll), haciéndolo a tr avés de los mismos grupos funcionales:

carboxilo, sulfonatos y fosfonatos.

160



RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.4.2 Espectros FTIR de EPS conteniendo Fe(ll) y Fe(lll)
Finalmente, la figura 3.65 muestra el espectro de infrarrojo de las EPS de A. 3.2Sup(5)

extraidas por EDTA que interaccio naron con Fe(ll) y Fe(lll) simultan eamente, en la
que, ademas, se incluy eron los espectros de las EPS pur as y de las EPS carga das

con Fe(lll) y con Fe(ll) ya analizadas en los apartados anteriores.

Con la cita da figura se puede co mprobar que, en gene ral, los e spectros de los
exopolimeros que adsor bieron simultaneamente Fe(ll) y Fe(lll) (registro d) presentan
sé6lo leves diferencias en relacién a los de las EPS conteniendo uno solo de ellos, ya
que en dich o espectro aparecen casi las mismas bandas que las reg istradas cuando
contenian los catione s por separado (registro s by c). Son destaca bles las ba ndas
siguientes: a 1629 cm ™', que, segui n se ha discutido anter iormente, corresponderia al
grupo carboxilo; a 1402 cm™, asociada al grupo carboxilato; a 1069 cm™, que indicaria
la presencia del grupo éter y, por ultimo, las b andas en el rango de 8 50 a 880 cm ,
correspondientes a la zona caracteristica del espectro, que se asocian a la interaccidn

del metal con el grupo sulfonato.

%T % T
e C
i

1716

1
2
i oot
5

553

65

%T %T
[y [y
[an] [an]
o b o ]
<§ <@
1629 1626
1402 1
27
JRNINES
23 2EE
251
A58
s}
i
456

' 1 ' ' ' 1 g ' ' 1 ' ' g ' 1
3000 2000 1000 500
YWavenumbers (cm-1)

Figura 3.65 Espectros FTIR de EPS extraidas con EDTA de cultivos puros de A. 3.2Sup(5): (a)
EPS puras; (b) [EPS + Fe(lID]; (c) [EPS + Fe(ll)] y (d) [EPS + Fe(ll) y Fe(lll)].

Esto sugiere que la interaccion e ntre el polimero y los cationes de  hierro en e stas

condiciones fue, basicamente, el mismo al encontrado en su relacion con cada uno de
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los cationes por separado. Es d  ecir, cuando estas EPS se encontraron frente a
cationes F e(ll) o Fe( lll)los ca ptaron ese ncialmente dela misma manerae
independientemente del estado de oxidacion del ién, basicamente, a través de los
grupos car boxilos, fo sfonatosy sulfonato s,lo cual explicaria, entonces, las
practicamente coin cidentes isoter mas de ad sorcién obtenidas ant eriormente con

ambos cationes.

3.4.5 Especiacion de Fe(ll) en disoluciones acidas

La especiacion del metal en el sist ema es otro de los factores de imp ortancia en la
bioadsorcion, ya que la magnitud d e la interaccion puede v ariar dependiendo de ésta

la cual, a su vez, condicionaria la solubilidad y movilidad de la especie metalica.

Ya se discu tié anteriormente que el hierro pu ede presentarse en disoluciones a cidas
en los esta dos de oxidacién (II) y (lll) tanto como iones libres o  como especies
hidrolizadas, sin olvid ar la posib ilidad de f ormacién de complejos. En el caso
especifico del Fe(ll), éste puede mantenerse como cation libre o, en funcion de la
acidez, hidr olizarse co mo FeOH *(,q) 0 Fe(OH) g, €SPECie que a su vez p uede
precipitar a pH neutro como Fe(OH) »). Por otr o lado, cuando el catié n se encue ntra
en un medio sulfato, como en el que se ha trabajado, e s posib le la formacién de
sulfatos Fe SOy(,q Y complejos co n el aniéon  bisulfato ta | como el FeHSO 4" (5q). Sin
embargo, en la literatura se ha publicado que en disolucion es diluidas y a temperatura
ambiente, este catidon n o suele sufrir una hidrdlisis relevant e en una ampliorango d e
acidez (pH entre 1y 5), por lo que mas bien suele mantenerse, principalmente, como
cation libre (Morel and Hering, 1993; Beverskog and Puigd omenech, 1996; Pettine et
al., 1998; Bohn et al., 2001). En cuanto a la formacién de complejos, Tremaine mostro
a través de estudio s p or espectro scopia Raman que el catién ferro so no form aba
complejos con el anion bisulfato (Tr emaine et al., 2004) debido a que dicho anién no
presentaba caracteristicas compleja ntes, mientr as que en un estudio similar Casas
publicé que la formacion de sulfatos acuosos en la disolucién era casi despreciable y,

en la practica, el cation ferroso se encontraba libre (Casas et al., 2005).
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Por todo lo anterior, se podria suponer que la captacién de este cation por parte de las
EPS, se realizaria a tr avés de una interaccié n directa entre sus grupos activos y el
cation ferroso libre (Fe  2*). Este comportami ento podria ser el qu e explicara las
pequenas d iferencias e ncontradas en la captacion de Fe(ll) enrela cién con la de
Fe(lll) por 1as mismas EPS (figura 3.51 y tabla 3.12). Co mo se ha indicado, el cation
férrico esta ria en disolucion mayoritariamen te como  una especie hidroliza da
(Fe(OH)*), de mayor volumen, mientras que el i6n ferroso, al no est  ar hidroliza do,
tendria un menor tamano lo cual facilitaria su penetracién en la red p olimérica de las

exosustancias (Quintelas et al., 2009).

3.4.6 Mecanismo de adsorcién de Fe(ll) por las EPS

De manera analoga al estudio relativo a la adsorcion de Fe(lll), a continuacion se
plantea el desarrollo d e un posible mecanismo que intentaria explicar la manera
mediante la que el catié n ferroso pudiera haber sido captad o por las EPS recopilando

los principales resultados presentados hasta el momento.

En primer lugar, con lo s estudios por espectroscopia de infr arrojo, se ha determinado
que, al igual que en el caso del Fe(lll), el grupo carboxilo era uno de los principales
involucrados en la interaccidon con este cation. Ademas, las curvas de valoracion de las
exosustancias indicaro n que el gr upo carboxilo era uno de los pr incipales cent ros
activos presentes en las EPS extraidas tant o por EDTA como por cent rifugacién. Por
ultimo, la informacion recopilada e n la literatu ra, en funcion de las condiciones  de
acidez, concentracion de Fe(ll) y temperatura, ha determinado que lo mas probable es
que el hierro ferroso se encuentre como cation libre (Fe  ?*). Adicionalmente, con los

ensayos de adsorcion se constatd, al igual que ocurrié con la captacién de Fe(lll), un
aumento de la acidez de la disolucion EPS-Fe(l |) segun se puede apreciar a partir de
la figura 3.66. En ella, se constata que el valor de pH al t&¢ rmino de la interaccién, en
cada uno de los ensayos, fue inferior al inicial, lo que significa que la biomasa liberd

una determinada cantid ad de protones en el curso de la captacion de los cationes de
Fe(ll), por lo que en las reaccion  es que gob ernaron la captacién d el metal hubo

involucrado, necesariamente, un mecanismo de intercambio de protones.
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Figura 3.66 Variacion de la acidez de la disolucién EPS-Fe(ll) con respecto a la concentracion
inicial de hierro.

En la literat ura se ha establecid o que el int ercambio de protones es uno de los
principales mecanismos que participan en  la captacion de metales porlas E PS,
independientemente del origen de estas susta ncias (Rau et al., 2003; Guibaud et al.,
2009). Sin embargo, la adsorcién del metal por las EPS es un proceso fisico-quimico
complejo en el que, ad icionalmente, pueden co ncurrir otros mecanismos tales como
atraccion electrostatica, intercambio idnico y microprecipitacion (Pal and Paul, 2 008;
Gadd, 2009), por lo que no se puede excluir la posibilida  d de que algunos de ellos
también actien y juegu en un cierto papel en la captacion. Por ejemplo , Guibaud h a
reportado, en una serie de trabajos relacionados con la adsorcién de Pb(ll) y Cd(ll) por
parte de EPS de lodos activados y cultivos bacterianos, que el principal mecanismo
involucrado fue el inter cambio de protones, aunque de igual forma sugirié que, de
forma minoritaria, también ocurriero n otros fend menos como los citado s: intercambio
idnico con Ca y Mg, atraccioén electrostatica y microprecipitacion (Guibaud et al., 2006;
Guibaud et al., 2008; Guibaud et al., 2009).

Andlogamente al estu dio de adsorcion del  cation férrico, la mencionada cantidad
adicional de protones incorporada a la disolucion se relacion6 con la cantidad de Fe(ll)

adsorbido por las EPS, tal y como lo muestra la figura 3.67.
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Figura 3.67 Varia ciéon d e la ca ntidad de p rotones g enerados conla cantidad de Fe(ll)
adsorbido en la interaccion.

Puede comprobarse que la cantidad de protones liberados por la biomasa aumenté en
una proporcion lineal con la cantidad de Fe(ll) adsorbido con un muy buen ajuste de
los datos e xperimentales en la regresion line al (R? = 0.98); por lo que el valor de la

pendiente, préximo a 2.0, representd, por tanto, adecuadamente, la relacién molar que
se establecié entre la cantidad de cation ferro  so adsorbid o por la bio masayla de

protones liberados por ésta.

Se ha discu tido anteriormente que un posible origen de e stos protones podria e star
relacionado con el grupo carboxilo, RCOOH, el cual al disociarse generaria los
protones, con la consiguiente disminucion del p H de la disolucion, y liberaria el aniéon
carboxilato, RCOQ", quién estaria e n disposicion de interactuar con el cation ferroso.
En este caso, segun la relacion molar determinada entre la s cantidades de proto nes
generados y la de cationes ferrosos adsorbid  0s, parece légico que la interaccion

involucrase a dos grupos carboxilato por atomo de hierro.

Para determinar el tip o de intera ccion establecida se pod ia recurrir, nuevamente, a
calcular la diferencia e ntre las bandas que representaba n, en el correspondient e
espectro de infrarrojo (figura 3.64), la vibracion de tensién de los enlaces (C=0) y (C-
0), respectivamente. En este caso, las mencio nadas bandas aparecian a valores de
1626 cm™', para el caso de la tensién simétrica del enlace (C=0) en el grupo carboxilo,
ya 1401 cm ', parael casode latension a simétrica del enlace (C-O) en el gru po
carboxilato, respectivamente. La diferencia, 225 cm™, fue menor que la obtenida en el

caso de la adsorcién d e Fe(lll) por parte de es ta misma biomasa, pero, también, cae
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dentro del rango consid erado como tipico de la formacién de quelatos bidentados por

parte de los carboxilatos (Figueira et al., 1999; Fuks et al., 2006).

Con estos antecedentes, un posible mecanismo de interaccion entre las EPS de A.
3.2Sup(5) y los cation es de Fe(ll) podria involucrar a dos grupos carboxilos que
captarian, mediante la formacion de un quela to bidentado, a un cation ferroso Fe(ll)

segun la reaccion siguiente:

RCCO U
2 RCOOH + Fe?* & Fe | + 2 H* [3.10]
RCOO ~
La constant e de equilibrio de la reaccién puede escri birse segun la expresién

siguiente, donde [H*] y [Fe ?*] representan las concentracio nes (en mol/L) de proto nes

liberados y de hierro ferroso captado por la biomasa, respectivamente:

K#ﬂ] [3.10]
Fe~"

La magnitud de esta constante pue de calcularse reemplazando en la ecuacion [3.1 0],
los valores de las con centraciones de estos cationes obt enidos en los ensayos de

interaccion realizados a las conce ntraciones iniciales de 200, 1000 y 2000 mg de
Fe(I)/L y que ya fueron presentados en la figura 3.67. Los valores calculados de log K

se muestran en la tabla 3.15.

Tabla 3.15 Constante de la reaccion de interaccion EPS-Fe(ll)

Concentracion inicial Fe(ll) Log K
(mg/L)
200 0.51
1000 0.65
2000 1.14

De los valores de la tab la anterior se puede est imar un val or promedio de log K de

0.77 £ 0.33, el cual ind icaria que, al igual que en el caso del Fe(lll), la adsorcién del
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cation ferro so seria re versible. Es ta caracteri stica se m uestra, en e ste ca so, mas
acentuada en relacion a la del hierro férrico e, implicaria que el hierro ferroso podria
desorberse desde las e xosustancias en la med ida que se generasen las condicio nes

adecuadas para ello.

El mecanismo de interaccion de las EPS con el Fe(ll) propuesto implica que la
captacién d e este cat i6n catién e staria asociada, entonces, ala for macién de un
dicarboxilato de Fe(ll), que podria tener la estructura lineal que se sugiere en la figura
3.68.
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Figura 3.68 Estructura propuesta del dicarboxilato bidentado de Fe(ll).

La figura 3.69 muestra el espectro DRX de est as sustancias con una relacion de las
especies id entificadas, entre las que se cuentan el oxalato ferroso (Fe 2G04y el
oxalato ferroso dihidra tado (Fe ,C,0,*2H,0), cuya presencia permitiria validar el

mecanismo propuesto por la reaccion [3.10].
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Identificacion especies
4 1 FeC,04*2H,0
200 — 3 2 K3F6C5012*3H20
3 C;3H;3FeOg*H,O
4 CyH,04*2H,0
100 — MM 5 FeC,0,

Position [*2Theta] (Copper (Cu))
Figura 3.70 Es pectro DRX delas EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas po r EDTA ca rgadas con
Fe(ll).

Ademas de los oxalatos de Fe(ll) menc ionados, el cita do espectro muestra la
presencia d e otras sustancias org anicas tale s como el acido oxalico dihidratado

(C2H.04*2H,0), el formiato de Fe hidratado (C 3H3FeOg*H,O) ylaming uzita
(K3FeCe012*3H,0), en  mas baja proporcion. En esta ultima especie, el Fe s e
encontraria en el estado (lll), lo qu e indica que la muestra sufridé una cierta oxidacion

que pudo haber ocurrido durante alguna de las etapas de manipulacion.

Los resultados anteriores ha permitido proponer que la adsorcién de Fe(ll) por parte de
las EPS de A. 3.2Sup(5) se haya realizado, p rincipalmente, por la for macion de un
oxalato bidentado del mencionado cation. Este resultado es muy similar al que se llegd
en el estudio de la adso rcién de Fe(lll), ya que en ambos casos se ha constatado que
la interaccion con la biomasa ha podido realizar se por medio de un inte rcambio iénico
entre el cation metalico y el grupo f uncional carboxilo. Los mecanismos de adsorcion
de Fe(ll) y Fe(lll) por parte de la biomasa, tan similares,  podrian ser la razén que

explicase lo s valores, también, tan coincidente s que mostraron los coeficiente s de

adsorcion.

También se realizé un analisis por DRX a las EPS que adsorbieron ambos cationes en
forma simultanea obteniendo el espectro de la figura 3.70, donde se muestra que, en
este caso, se formaron aproximadamente las mismas sustancias que cuando las E PS
interaccionaron con cada uno de los cation es por separado. Cabe destacar la
presencia, ademas de sulfato férrico, de formiato de Fe y C elemental, y la de oxalat os
de Fe(ll) y Fe(lll), lo g ue confirmaria que la b iomasa interactué con e | Fe en ambos

estados de oxidacion de la misma forma que lo hizo con cada un odeello s por
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separado. Un element o adicional que ayudaria a apoyar este hecho es que en los
ensayos con los dos cationes de hierro, también, el pH de la disolucion al término de la
interaccion fue menor g ue al inicio del ensayo, lo que significaria que el proceso de

adsorcion estuvo ligado a la liberacion de protones por parte de la biomasa.

Identificacion especies
FeC,04*2H,0
Fe(OH)C,04*2H,0
C3H;3FeOg*H,0
Fey(S0,)3*xH,0
FeC,0,
K3FeCgO1,*3H,0

C (grafito)

200 3

100 7

2>
N o b 0N -

10 20 30 40 50 60 70 80
Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Figura 3.70 Espectro DRX de las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas por EDTA cargadas con Fe(ll)

y Fe(lll).

Una vez confirmado que las EPS de A. 3.2Sup(5) poseen la capacidad de captar Fe
en sus est ados de oxidacion (1) y (lIl), la presencia de esta bacteria enlapilad e
combustible microbiana, se traduciria en que sus EPS se convertirian en lugar
preferente para la adsorcion del Fe en diso lucion, lo qu e podria pr ovocar cambios
localizados en la conce ntracién del metal. Esto se acentuaria en las cercanias de los
electrodos, cuya biopelicula, a | estar co nstituida m ayoritariamente por EPS
(Wingender et al., 1999), se conv ertiria en u na fuente d e captacion de Fe desde el
medio, lo que, a su vez podria inducir la pr ecipitacion mas o men os masiva de
especies d e hierro sobre estas superfi ~ cies. Este eventual escen ario seria una
circunstancia a tener en cuenta considerando que en la operacién de la pila se deberia
contar con la suficiente cantidad de Fe en disoluciéon y g ue, ademas, se deb erian
mantener las cond iciones para una adecu ada interrelacion entre las célu las
bacterianas y los men cionados electrodos de la b iopila; todo ello condicionaria el

imprescindible intercambio electronico en la misma.
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3.5 Adsorcion de Fe por EPS de cultivos mixtos

En los apartados 3.3y 3.4, se ha determi nado que las sustancias poliméricas
extracelulares puras de la bacteria A. 3.2Sup(5) podian adsorber el Fe presente en
disoluciones acidas de forma independiente de su estado de oxidacién; sin embargo,
el proceso si se ha demostrado dependiente del método de extraccion de las EPS y
de la presencia en el medio de un soporte solido. Adicionalmente, se ha determinado
que la interaccién de lo s exopolimeros con los cationes de Fe, se realizaba a través
de la formacion de que latos bident ados de dicho metal por parte de  dicarboxilat os
provenientes de la desprotonacion de grupos carb oxilos presentes en las

exosustancias.

Cabria ahora caracterizar la estructura de las EPS e xtraidas a partir de cultivos en los
que se e ncuentren simultdneamente las bacterias A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans, es
decir, exosustancias obtenidas en condiciones que representen, de un a manera mas
rigurosa, al sistema que se quiere implementar en la pila de combustible, ya que la
presencia de ambos tipos de microorganismos podrian condicionar tant ola

composicion como la estructura de las EPS globales. De esta manera, se tendrian que
generar unas EPS, que se podrian denominar “mixtas”, a partir de cultivos donde se

desarrollaran los dos tipos de bacterias.

Para cumplir este objetivo, en pri mer lugar se inocularon cultivos mixt os de amba s
bacterias en condiciones aerdbicas y en prese ncia y ausencia de sop ortes. Una vez
crecidos dichos cultivos se procedié a la extr accion de las EPS cor respondientes
utilizando EDTA, obteniendo de este modo las denominadas EPS mixtas. La
caracterizacion de dichas EPS  ixas, S€ reali  zo6 utilizand o las mismas técnicas
analiticas empleadas anteriormente; adiciona Imente, en este caso , también, se
recurrié a la espectroscopia XPS c on el objeto de profundizar en el analisis elemental
y averiguar que posibles especies, tipos de enlace y estados de oxidacion presentaba
el Fe retenido por ellas. Todo ello permitié establecer las correspondie ntes similitudes
y diferencias con las EPS extraida s, por el mismo método, a partir de A. 3.2Sup(5)
(EPSpianco)-
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3.5.1 Cinética y propiedades de cultivos mixtos

Como se ha mencionado, una de las caracteristicas de int erés de la bacteria A. 3.2
Sup(5), es su capacida d de respirar aerébicamente en presencia de F e(lll) (Malki et
al., 2006), lo cual seria, a suvez, complementado en la p ila de combustible por el
metabolismo de la bacteria A. ferrooxidans, que tiene la reconocida facultad de oxidar
aerdbicamente Fe(ll) (Gehrke et al., 1998; Harneit et al., 2006; Mousavi et al., 2007).
Una manera de determinar el crecimiento de ambas e s a través del control de
variables que estén directamente relacionada s conlaa ctividad metabdlica de las
células, por lo que en dicho sist ema mi xto es fundamental la dete rminacion del

contenido de Fe(ll) en el cultivo.

En esta linea, se prepararon cultivos que estuvieron a su vez constituidos por una
relaciéon volumétrica 1:1 de cult ivos de ambas bacterias, e s decir, se empled un 2.5%
(v/v) de cada tipo de cul tivo puro. El medio de cultivo utilizado, denominado CBM Mix,
se prepard a partir del medio CBM, usado h  abitualmente en el crecimiento de la
bacteria A. 3.2Sup(5) (Gonzalez-Toril et al., 2006), suple mentado con la adicién de
hierro que se incorpordé en una concentracion de 4.0 g/L, e n su totalidad como Fe(ll),
en forma d e FeS0O 4*7H,0, o co mo Fe(lll), agregandolo, en este caso, como sulfato

férrico. El crecimiento de los cultivo s se siguié midiendo periédicamente su contenido

de Fe(ll), el potencial redox (E), la acidez (pH) y la poblacion bacteriana (cél/mL).

La figura 3.71 muestra la evolucion de la pobla cién y el pH de uno de dichos cultivos
mixtos; se aprecia que se alcanzaba la maxima densidad celular al cabo de 3 0 4 dias
de incubacion, que era el mismot iempo de crecimiento que exhibieron los cultivos

puros de cada una de las bacterias. Ademas, con la figura se aprecia que la acidez del
cultivo se mantuvo practicamente estable hasta los 7 - 9 dias para, después, aumentar
notoriamente, lo cual pudo estar relacionado con fendmenos asociados a la presencia
del Fe(lll), generado p or la oxida cion bacteriana del Fe (ll), tales como la posible

hidrélisis del catién férrico y la consecuente formacién de oxihidrosulfatos.
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Figura 3.71 Cinética de la densidad poblacional y acidez de un cultivo mixto de A. 3.2Sup(5) y
A. ferrooxidans.

Por su parte, la figura 3.72 muestra la evolucion del contenido de Fe(ll) y del potencial
redox del cultivo mixt o anterior y de otro crecido e n condicion es de menor

disponibilidad energética (4.0 y 2.0 g de Fe(ll)/L, respectivamente). De la citada figura
se aprecia que para el cultivode  mayor concentracién d e hierro fer roso ésta fue
disminuyendo hasta practicamente anularse al cabo de 13 dias. Dicho descenso fue, a
su vez, aco mpanado por un aumento del po tencial red ox como consecuencia del
aumento del contenido d e Fe(lll) en la disolu cién. Este comportamiento fue el mismo ,
aunque mas acelerado, en el caso del cultivo al que se le agregaron s6lo 2.0g de
Fe(ll)/L, lo cual parece logico si se considera que para la misma densidad poblacional

de A. ferrooxidans se disponia, en este caso, de sélo la mitad de fuente de energia.

En definitiv a, la e specie que comenzo antes su a ctividad fue A. ferrooxidans por
disponer en el medio d e partida de i6n ferroso; cuando dicho ién iba transformandose

en ion férrico, A. 3.2Sup(b) ya disponia de su fuente de energia para crecer.
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Figura 3.72 Cinéti ca del contenido de Fe(ll) y potencial redox (E ) en cultivos mixtos de A.
3.2Sup(b5) y A. ferrooxidans con concentraciones iniciales de 2 y 4 g de Fe(ll)/L.

Para verificar el compo rtamiento respiratorio de A. 3.2Sup(5) en cult ivos mixtos y en
presencia de Fe(lll), se crecié un cultivo similar al anterior pero esta vez era el Fe (lll)
el que inicialmente se agrego al medio de cultiv o, también con las concentraciones de

2.0y 4.0 g/L. Los resultados se muestran en la figura 3.73.
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Figura 3.73 Cinéti ca del contenido de Fe(ll) y potencial redox (E ) en cultivos mixtos de A.
3.2Sup(b) y A. ferrooxidans con concentraciones iniciales de 2 y 4 g de Fe(lll)/L.

En este caso, la con centracién de F e(ll) y el pot encial redox en el cu ltivo tuvieron un
comportamiento inversamente proporcional. En efecto, con la citada figura se pue de
observar que para ambas concentr aciones iniciales de Fe(l 1), fue a partir del quint o
dia de incu bacién cuando se detecté un conte nido ya sig nificativo de Fe(ll) para, a

continuacion, aumenta r claramente su concentracion h asta alcanzarun ma ximo
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superados los 8 dias de incubacid n; posteriormente la co ncentracion de ferroso volvio
a disminuir hasta ca sidesapare cerdela disolucion. Este comportamiento fue
acompafado paralelamente, en primera instancia, de una disminucién en el poten cial

redox, seguido de un posterior aumento.

Estos resu ltados demuestran que, enla medida que creciala po blacién de A.
3.2Sup(5), esta bacteria comenzaria a reducir al Fe(lll) inicialmente afiadido, al u sarlo
como aceptor final de electrones, lo que explicaria la creciente concentracién de Fe(ll)
en el cultivo y, por lo tanto, la consecuente disminucion del potencial redox del mismo.
Posteriormente, aproximadamente alcanzados los dias 10 a 13 dias de incubacion, en
la figura 3.7 3 se ob serva que el co ntenido de cation ferroso comenzé a disminuir, lo
que indicaria que a par tir de este momento se impuso la actividad metabdlica de A.
ferrooxidans, la cual oxidé nuevamente a este catién; dich a actividad se vio reflejada

en el aumento paralelo del potencial redox del cultivo.

Los resulta dos anteriores demostraron que la bacteria  A. 3.2Sup(5), efectivame nte,
tuvo la capacidad de  respirar co n Fe(lll) aerébicamente, mientras que el Fe ()}
generado fue, asu vez, oxidado p orla bacteria A. ferrooxidans. Est os resultad os
ratifican el comportamie nto de amb as bacterias en su ecosistema de o rigen (Malki et
al., 2006); ademas, validan el ciclo del hierro propuesto en el disefio conceptual de la
pila de combustible microbiana (Malki et al., 2008). Adicionalmente, dichos resultados
dejan en evidencia que en un sistema en el que estén involucradas ambas bacterias,
como es el de la pila d e combustible en desarr ollo, las EP S que se vayan generando

estaran en permanente contacto con cationes de hierro en sus estados Fe(ll) y Fe(lll).

Al respecto, cabe destacar que el uso del cation férrico en la cadena de respiracién por
parte de A. 3.2Sup(5) es, al menos, llamativo d ebido a que en condicio nes aerdbicas
se ha establecido que el oxigeno mo lecular (O,) es termodinamicamente el aceptor de
electrones mas factible, ya que asegura al microorganismo involucradoe nsu
reduccion una mayor cantidad de energia que la del Fe(lll) (Alvarez a nd Illiman, 2006;
Roden, 2006).
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3.5.2 Composicion quimica de EPS mixtas

A continuacién, se muestran los re sultados obtenidos en la extraccion y composicion
de las EPS de los cultivos mixtos (t abla 3.16), proceso que se realizé en las mis mas
condiciones que las utilizadas en la extraccion de las exo sustancias de los cultivos
puros de A. 3.2Sup(5) en cuanto a método de extraccid n (EDTA), condiciones de
crecimiento (sin y con soportes), tipo de sop ortes (fieltro de carbon oy discos de
grafito) y edad del cultivo (216 h de crecimiento). Obviamente, se seleccionaron estas
condiciones debidoa que, de esta forma, se podria realizar u na adecua da

comparacion entre las caracteristicas de ambos tipos de EPS.

Tabla 3.16 Composicion de EPS mixtas

Tipo de en mg g'1 PS de células

cultivo Proteinas Carbohidratos Total Prot/Carboh
Sin soporte 137.0 68.7 205.7 1.99
Fieltro 102.5 74.6 177 .1 1.37
Grafito 151.6 96.2 247.8 1.58

PS = peso seco; Prot/Carboh = razén proteinas/carbohidratos

En primer lugar, la tab la 3.16 refleja que la pre sencia de un soporte afecté de distinta
forma la extraccién de EPS. Por ejemplo, cuando se usé fieltro de carbono la cantidad
de EPS extraida disminuy6 con respecto al cultivo plancténico: de 205.7 a 177.1 mg/g-
PS; es decir, se consig uié un 14% menos. Po r su parte, en el caso del cultivo con
grafito, el comportamiento fue inverso ya que la presencia del soporte se tradujo en un
aumento en la extraccion llegan dose a24 7.8 mg/g-PS (un18%  mas). Est as
variaciones, sin embarg o, no son muy significativas por lo que se p uede consid erar
que la presencia de soportes soélidos no influyé considera blemente en la cantida d de
EPS extraidas.

En cuanto a la composicion, en la tabla se aprecia que las EPS extrai das presentaron
valores de la relacién P rot/Carboh que variaban entre 1.4 y 2.0. Cabi a plantearse la
posibilidad de que est os valores indicaran qu e podria haberse producido un cier to
grado de lisis celu lar durante las extracciones, en especial, enla  realizada con el

cultivo sin soporte. Sin embargo, considerando algunos valores de este coeficiente que

serecogen enla literatura, los grados de lisis celular encontrad os se p ueden
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considerar poco significativos. Por ejemplo, Sheng et. al. reportan un coeficiente ig ual
a 9.0 en la extraccién a partir de cultivos de Rhodopseudomonas acidophila (Sheng et
al., 2005), mientras que Brown y Lester encontraron un coeficiente iguala 7.7 enla

extraccion de EPS de lodos activados (Brown and Lester, 1980).

Por otro lado, en la tabla también se puede ob servar que el tipo de soporte no fue un
factor influyente en la naturaleza y composicion de las EPS mi xtas ya que tuvi eron
factores Prot/Carboh que variaron entre 1.37 (fieltro) y 1.58 (grafito ), es decir, una

diferencia inferior al 15%.

Estos resultados son similares a los obtenidos con los cultivos puros de A. 3.2Sup(5)
crecidos, también, en presencia de soportes. En efecto, en la tabla 3.5 se mostraba
que las can tidades extraidas a partir de cultivos puros con fieltro y g rafito crecid os
durante 216 h, fueron 293.9y 224.6 mg/g -PS, respectivamente, que son muy
aproximadas a las obte nidas en este caso. Adicionalmente, dicha tabla mostraba que
los respectivos coeficie ntes Prot/Carboh fueron 1.46 y 1.15, valores que también son

muy parecidos a los obtenidos con los cultivos mixtos.

En definitiva, los resultados anterior es han reflejado que las EPS extraidas de cultivos
mixtos de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans fue ron m uy similares en su com posicion
bioquimica a aquellas obtenidas a partir de cultivos puros d e A. 3.2Sup(5), por lo que
toda la experimentacion realizada con ellas podria extr apolarse a las EPS de los

cultivos mixtos.

3.5.3 Caracterizacion morfoldgica de células y EPS por TEM

Andlogamente a lo re alizado en el apartado 3.2.3, se recurrié a un estudio por
microscopia TEM con el objetivo de intentar profundizar en el conocimiento de la
interrelaciéon entre las células y las sustancia s poliméricas extracelulares que generan.
Con este fin, lafigura 3.74 muestra sendas imagenes de célula s in dividuales d el

cultivo mixt o en estudio con la morfologia bacilar; parece, ademas, que estuvieran
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abundantemente recubiertas porlo que parece ser una capa porosa de posibles

precipitados.

(a) (b)

Figura 3.74 Micrografias TEM de células individuales de un cultivo mixto de A. 3.2Sup(5) y A.
ferrooxidans a: (a) X 10.000 y (b) X 12.000.

Con la figur a 3.75 se p uede apreciar como las bacterias e ran capace s de gener ar
EPS, tal como lo hubieran hecho en el caso de los cultivos puros. Concretamente, se
aprecia con claridad elmo mento de la secre cion de ab undantes cantidades d e
sustancias rodeando su superficie. En el detalle, a mayor numero de aumentos, de la
micrografia 3.75(b) se puede observar como se producia la liberacién de sustancias

por parte de un racimo de células adosadas entre si.

(a)

Figura 3.75 Micrografias TEM de células individuales de un cultivo mixto de A. 3.2Sup(5) y A.
ferrooxidans a: (a) X 10.000 y (b) X 100.000.
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3.5.4 Caracterizacion por microscopia FE-SEM

En el caso del cultivo mixto, ta mbién se realizé un estudio morfolégico con el qu e se
pretendia caracterizar, mediante FE-SEM, el modo de interrelacién con los soportes de
carbono su mergidos en el medio de cultivo  durante el crecimient o. Los sop ortes
utilizados fueron del mismo tipo que los empleados en el caso de los cultivos puros, es
decir, fieltro de carbono y discos de grafito. En primer lugar, la figura 3.7 6 recoge dos
micrografias del estado que presentaba el fieltro de carbono a las 216 h de crecimiento
del cultivo. Se puede apreciar como los filame ntos de fielt ro estaban parcialmente
recubiertos por una pelicula de pr oductos pre cipitados, presumiblemente de Fe y,
adheridas en ella, multitud de célula s bacterianas. Estas imagenes recu erdan las que
anteriormente se prese ntaron relativas a los cultivos puros de  A. 3.2Sup(5) (figura

3.16) o de A. ferrooxidans (figura 3.20) con el mismo tiempo de incubacion.

SEI 100KV 4,000 W 2mm CME SEI 10.0kV 10,000 Tum

Figura 3.76 Micrografias FE-SEM de EPS y células de cultivos mixtos adheridas sobre fieltro
de carbono luego de 216 horas de cultivo. Micrografias obtenidas a: (a) X 2.000 y (b) X 10.000.

Por su parte, la adherencia celular en el caso de soportes de grafito puede analizarse
con la figura 3.77. Las micrografias muestran la superficie caracteristica irregular de
los discos de grafito, en donde se detecta la presencia  de alguno s precipitad os,
también, p osiblemente férreos. Sobre ellos, se localizan célu las adherid as,
especialmente, entre los poros y defectos de la superficie (micrografia 3.77a); mientras
que, con mas detalle, en la micrografia 3.77(b), se identifican células intercomunicadas

por conductos que recuerdan a pilis o a algun apéndice similar.
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SEI 100KV X3.700 I,'-:m_ WD 11.2mm SEI 100KV 11,000 Tam WD 11.1mm

Figura 3.77 Micrografias FE-SEM de EPS y células de cultivos mixtos adheridas sobre laminas
de grafito luego de 216 horas de cultivo. Micrografias obtenidas a: (a) X 3.700 y (b) X 11.000.

3.5.5 Caracterizacion de las EPS mixtas por XPS

Como se ha indicado anteriormente, las EPS que las bacter ias del cultivo mixto fueron
generando durante su crecimiento, estuvieron continuamente en contacto con el hierro
disuelto en el medio de cultivo. Adicionalmente, como ha p odido comprobarse con la
experimentacién discut ida en apart ados anteriores, dichas EPS han mostrado una
clara disposicion a retener tanto hierro férrico como ferroso en su estructura. Parece,
por tanto, légico supone r que las exosustancias del cultivo mixto ha yan ido captan do
hierro durante el proceso de incuba cion. Por ello, fue nece sario caracterizarlas con el
objetivo inicial de co  nfirmar que el hierro se encon trabaincor porado a los

exopolimeros y, posteriormente, de averiguar el mecanismo atra vés del cual este
metal se ha bria interrelacionado con las EPS, en el caso de encontrarse presente.

Para intentar cumplir con estos ob jetivos, se pro cedié a analizar estas sustancias por

medio de espectroscopia de fotoemision de electrones (XPS).

Esta técnica puede llevar a cabo un analisis g uimico elemental de la superficie de la
sustancia objeto de estudio, tant 0 en términos cualitat ivos (identificaciéon de los
elementos presentes e n ella), como cuantitativ os (medicié n de la con centracién de
dichos ele mentos), ademas del desplazamie nto quimico de los atomos, es decir,
puede identificar su est ado de oxid acién y de coordinacién. Por todo lo anterior, se
estimo que con las posibilidades que esta técnica ofre ce se disp ondria de una

herramienta que permitiera avanzar en el conocimiento de estas sustancias.
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Se realiz6 una serie de analisis a EPS extr  aidas de cultivos mixtos crecidos con
ambos tipo s de sopor tes, cuyos resultados se contra staron con o tros similar es

efectuadas a EPS extraidas de cultivos puros de A. 3.2Sup(b).

En primer lugar, la figura 3.78 muestra el espectro XPS de EPS generadas por cultivos
puros de bacterias A. 3.2Sup(5) (EPSpianco), crecidas usando el medio estandard CBM,
es decir, e n ausencia de Fe. El espectro  muestra bandas caract eristicas qu e se
corresponden con la presenciade C,N,Oy S, locual e raldgico considerando los
contenidos de proteinas, carbohidr atos y sulfatos residuales determinados en est  as

sustancias en el apartado 3.2.
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Figura 3.78 Espectro XPS de las EPS de A. 3.2Sup(5) extraidas con EDTA.

Por su parte, la figura 3.79 muestra el es pectro de las EPS mixtas. Con dicho espectro
se aprecia, ademas de las bandas que sefalaban la presenciade C, N,Oy S, o tra
que se rela cion6 con el Fe, lo g ue evidenciaba que, como era de esperar, e  stas
sustancias adsorbieron una cierta cantidad de los catione s de d icho metal presentes

en el medio de cultivo.
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Figura 3.79 Espectro XPS de las EPS del cultivo mixto extraidas con EDTA.

La composicion quimica elemental de las EPS mixtas se muestra en la tabla 3.17, en
la que se especifican los contenidos porcentuales. Que se hayan detectado elementos
como O, C y N se justif ica con los contenidos de proteinas y carbohid ratos indicados
en latabla 3.15; el S p rovendria de las sulfato s de amoni o del medio que no fue ron
eliminados en la dializacion de las EPS. Por  ultimo, el Fe habria tenido, también,

origen en el medio y podria estar asociado a las cadenas poliméricas o bien formando

algun precipitado de éxido o sulfato superficial.

Tabla 3.17 Composicién de EPS mixtas

Elemento (%) peso
O1s 43.2
C1s 324
N 1s 4.8
S2p 18.9
Fe 2p 0.8

Para dilucid ar este asp ecto, a cont inuacion se muestran los espectro s XPS de las

regiones Fe(2ps2), C(1s), S(2p 312), O(1s) y N(1 s) de EPS extraidas de cultivos m ixtos
crecidos en presencia de fieltro (E PSeiro) ¥ d € grafito (EPS gafito). EI medio de cultivo
utilizado fue el medio CBM estandar al que se le a gregé una di solucion de Fe SO,
*7H,O de modo que la concentra cion de Fe(ll) fuera de 4.0 g/L. Po steriormente, se

presentan, también, los correspondientes a las EPS de un cultivo puro de A. 3.2Sup(5)
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crecido sin soporte solido y en un medio de c ultivo CBM estandar (EPS pjanco) con el
objeto de poder efectu ar las corre spondientes comparaciones, lo cu al fue posible
debido a que todos los resultados fueron normalizados, lo  que permit ia que fueran

completamente comparables entre si.

En primer lugar, se muestran en la figura 3.80 los espectros XPS de la regién Fe(2pas)
de EPS mixtas extraidas de cultivos crecidos con fieltro y grafito, donde se comprueba
que ambos espectros estan constituidos por subespectros que sefa lan la pre sencia,
en cada caso, de al menos cuatro sustancias de hierro y que, e n general, eran

similares entre si, lo que se puede considerar como un indicio de que las sustancias
presentes e n ambos casos eran las mismas o mu y pa recidas. Est os espectro s
normalizados pueden visualizar se simultaneamente en la f igura 3.81, con la que se

aprecia la relativa similitud entre ambos.
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Figura 3.80 Espectro XPS de la regio n Fe(2ps;,) de EPS extraidas de cultivos mixtos crecidos
con: (a) fieltro y (b) grafito.

En particular, en el caso del espect ro de las EPS sq1r0, S€ aprecian bandas destacadas
a710.2 eV que se atribuyen al Fe(ll) de compuestos que contienen C y O,
posiblemente como oxalato de Fe (Wagner et al., 1978); a 713.3 eV, banda que se
identifica con el Fe(lll) contenido en sulfato férrico (Fe 2(SO,);) (Brion, 1980); y a 71 5.8
eV, que se adjudica a una mezcla de 6xidos del tipo Fe ,03/Fe;O,4 con el Fe, por tanto,
en sus e stados de oxidacion (Il) y (Ill) (Tandon et al.,, 1985). Ademas, aparecen

bandas a 7 19.8 eV que, normalmente, se atribuyen a la presenciad e Fe(lll) sat élite
(Di-Castro and Ciampi, 1994), que , en este caso, confirmaria la presencia de este

cation en la mezcla de 6xidos Fe,0Os/Fe;O,4 (Yamashita and Hayes, 2008).
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Figura 3.81 Espectros XPS de la region Fe(2ps,) de las muestras EPSseiiro Y EPSgraito-

En la tabla 3.18 aparecen recogid os todos estos resultad os, constat andose que el
hierro aparecia en los estados de oxidacién (1) y (lll), en f orma de sulfatos, 6xido s y,
posiblemente, oxalatos de Fe. La presencia de ambos cationes en est as sustancias
generadas en cultivos mixtos ratifica la h ipotesis planteada al comien zo del pre sente
apartado, que indicaba la muy probable incorporacién del hierro a las exosustancias

generadas en presencia de ambos tipos de cationes.

Tabla 3.18 Region Fe(2p;,,) de espectro XPS de EPS mixtas
Energia de enlace (eV) Tipo de EPS Estado de oxidacion y especie

710.2 EPSteiro, EPSgraftc F€ . €N compuesto de Fe, Cy O
711.2 EPSqafito Fe®" en oxido

713.2 EPSseiro Fe'® en sulfato férrico

713.5 EPSqafito Fe®® en sulfato férrico

715.8 EPSseiro Fe“"y Fe®" en mezcla de 6xidos
716.2 EPSgeaito Fe*”y Fe®® en mezcla de 6xidos
719.8 EPStiiro Fe®" satélite

Estos result ados estari an en corcondancia contodo lo  expuesto anteriormente en
relacion co n los ensayos de inte  raccion entr e el metal 'y las EPS puras de A.
3.2Sup(5), lo que puede considera rse bastante razonable considerando la importante

similitud en la composicién bioquimica entre ambos tipos de EPS. Por este motivo, los
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resultados obtenidos en los estudios con los que se analizé la interaccion EPS pura s-

Fe serian extrapolables a las EPS mixtas-Fe.

Para confirmar ésto, se realizaron nuevos espectros, ah ora en la re gién S(2ps5,), de
estas EPS incluyendo, ademas, a las de referencia (EPS panco); todo ello se muestra de
forma conjunta en la figura 3.82 donde se comprue ba que las tres mues  tras
presentaban un pico simétrico en torno a la misma energia de enlace (tabla 3. 19).
Especificamente, el pico visualizado en las EPS xas, tanto con grafito como con fieltro
(2a168.3y 168.8 eV, r espectivamente), confir maria la pr esencia de sulfato férrico
detectada e n el espe ctro de lareg i6n Fe(2p ;2) de ambas EPS (figura 3.81 y tabla
3.18).
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Figura 3.82 Espectros XPS de la region S(2ps,) de las muestras EPSgafito, EPSieitro Y EPShianco-

Tabla 3.19 Region S(2ps,) de espectro XPS de EPS puras y mixtas
Energia de enlace (eV) Tipo de EPS Tipo de enlace

168.3 EPSgaie  (SO4)* en sulfato férrico
168.8 EPSiuro  (SO.)? en sulfato férrico
169.0 EPS,1anco S0,% libre

Por su parte, se detect a la presen cia de SO ,* libre (pico a 169.0 eV) en la muestra
EPSuianco que se puede atribuir a sulfato residual proveniente de los sulfatos, en
especial de amonio, que constit uyen el medio CBM estandar utilizado en el

crecimiento de las células.
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De igual forma, se dete rminod el es pectro XPS para el caso del carbono (figura 3.83).

Este elemento tiene importancia en el estud io debido a que es un constituye nte
esencial de la materia organica, ademas de estar presente en el medio de crecimiento
en forma de glucosa como fuente de energia y carbono de las células de A. 3.2Sup(5)

presentes tanto en el cultivo mixto como en el cultivo puro.
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Figura 3.83 Espectros XPS de la region C(1s) de las muestras EPSgraito, EPStieitro ¥ EPSpianco-

Se encuentran bandas a 284.7 y 2 85.9 eV, que indican la presencia d e carbohidratos
en las EPS mixtas, y a 286.2 eV, que se corresponderia con los contenidos de

proteinas en las EPS puras. Estas bandas se resumen en la tabla 3.20.

Tabla 3.20 Region C(1s) de espectro XPS de EPS puras y mixtas

Energia enlace (eV) Tipo de EPS Tipo de enlace
284.7 EPSgrafito CenC-CoC-H
285.9 EPSfeitro CenC-H
286.2 EPSpianco CenC-O0C-N

Ademas de los registros anteriores, también se obtuvo el d e la region O(1s); la figura
3.84 muestra los espe ctros correspondientes donde se aprecian cur vas nitidas vy
simétricas en torno a energias de enlace ubicadas e nelrango 532-533e V. En
particular, las muestras de EPS  gafit0 Y EPS  pianco mostra ban un pico que pue  de

corresponder al enlace C-OH en al coholes o al grupo C-O-C de sustan cias organicas
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que pudieran provenir de la glu cosa del medio de cultivo. Ademas, para la muestra de
EPSseir0, S€ €Nncuentra un pico a5 32.7 eV que es un valor tipico del doble enla  ces
carbono-oxigeno, que en este caso representa a los carbo hidratos que constituyen la

base del medio de cultivo de las células. Estos valores se presentan en la tabla 3.21.

Region O (1s)

EPS

grafito

Intensidad normalizada (a.u.)

T T T
36 534 532 530 528 526
Energia de enlace (eV)

Figura 3.84 Espectros XPS de la region O (1s) de las muestras EPSgrasito, EPSieiro Y EPSianco-

Tabla 3.21 Region O(1s) de espectro XPS de EPS puras y mixtas

Energia de enlace (eV) Tipo de EPS Tipo de enlace
532.2 EPSfieitro» EPSgrafito C-OH o C-O-C
532.7 EF>Sfieltro Cc=0

Finalmente, se obtuvieron los espect ros correspondientes a la region de N(1s) que se

muestran en la figura 3.85 y cuyos principales picos se recogen en la tabla 3.22.
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Figura 3.85 Espectros XPS de la region N (1s) de las muestras EPSgfito, EPSieiiro Y EPSpianco-

Tabla 3.22 Region N(1s) de espectro XPS de EPS puras y mixtas
Energia de enlace (eV) Tipo de EPS Tipo de enlace

400.7 EPSgafito N-H o C-N-H
401.0 EPStieiro N-O
401.6 EPShianco NH,’
401.7 EPS, e N-H

De la tabla se aprecia la presencia, en lo s tres tipos de EP S, de enlaces N-H y N-O
que reflejarian la prese ncia en est as sustan cias de amidas y compuestos alifaticos,
que se corresponderian con los contenidos de proteinas y carbohidratos detectados en
estas sustancias (tabla 3.16) (Pretsch et al., 2003). Ademas, el espectro de las EPS de
referencia (EPSpianco) Muestra un pico asociado al amonio (NH,"), lo cual confirmaria la
presencia en estas sustancias de residuos de sulfatos de este catién, ya detectadas en

el espectro de la regidn S(2psp,) (figura 3.82 y tabla 3.19).

3.5.6 Caracterizacién de los grupos funcionales en las EPSixtas

La caracterizacion de la estructura de las EPS mixtas se re alizd, tal como se hizo en
los casos anteriores, a través del a nalisis de los espectros de infrarrojo. Como criterio

de referencia se utilizé el correspondiente a las EPS puras que habian adsorbido Fe(ll)
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y Fe(lll); en la medida del grado de coincid encia que pudieran presentar ambos
espectros y, tomando en consider acion el importante parecido en la composicion
bioquimica de las EPS mixtas con las EPS puras, se est imé que si los resultados eran
mas o0 menos coincidentes podrian extrapol arse los mecanismos de interaccion EPS-
Fe(Il)/Fe(lll) propuestos para justificar los establecidos entre ambos cationes y las EPS

puras; ambos espectros de infrarrojo aparecen en la figura 3.86.

80+

60

667
433

401

455

% Transmittance
260
2483

201

3017
28
251
575

()]
L]
g::::::i\\\
172
1629
1402
1180
1068
patzt
251
65
442

% Transmittance
=
o
I
3319
3208

'3060 o 2050 | | | 1060 | | ' | SOIO
Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.86 Espectros FT IR de EPS conteniendo F e(ll) y Fe(lll): (a) cultivos mixtosy (b) A.

3.2Sup(b).

Puede apreciarse que el espectro correspondiente a las EPS mi xtas presenté bandas
practicamente coincidentes con el de las EPS puras conteniendo Fe(ll) y Fe(lll). Entre
ellas puede n destacarse las que aparecen a 1729y 140 1 cm ™', caracteristi cas del
grupo carb oxilo quién, como ha sido dete rminado en los estud  ios realizad os
anteriormente con EPS puras, fue el grupo involucrado en  la interaccion entre estas

sustancias y el metal. Concretamente, el prim er valor se considera caracteristico de la
tensién asimétrica de C=0 en carboxilos pr ovenientes de la proto nacion de los
oxalatos residuales del EDTA usado en la extraccién (Schmitt and Fle mming, 1998),
mientras que labanda entorno a 1401 cm ' hace refe renciaa la vibracién de
deformacion del enlace C-O en el grupo carboxilato (Comte et al., 2007, 2008).

Ademas, en los espectr os aparecen otras b andas, también, bastante coincidentes en

la zona de los polisacaridos (a 1170 y 1070 cm ) y otras, idéntica s, enlazon a
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caracteristica del espectro (a 885y 851 ¢ m™). Como vya se discutio, las primeras

bandas pue den consid erarse como representativas de la vibracion de tensién del
grupo -OH, correspondiente a los polisacar idos contenidos en las EPS (Comte et al.,
2006), mientras que las segundas se pueden adjudicar a la interaccion del Fe con el

grupo sulfonato (Fourest and Volesky, 1995; Figueira et al., 1999).

Los mencio nados espe ctros prese ntan, ademas, otras b andas similares en tor no a
3200 cm™, asignadas normalmente a conte nidos de hume dad residual en la muestra
(Omoike and Chorover, 2004) y alg unas otras en una zona de valores de 400 a 600
cm’’, que son, en rigor, dificile s de adjudicar a un compuesto especifico (Schmitt a nd
Flemming, 1998; Pretsch et al., 2003).

Las banda s especif icas mas destacadas q ue present aron las E PS mi xtas se
encuentran en torno a 2600, 2480 y 1287 cm ™. Sin embargo, se ha e stablecido que la
primera se relaciona, normalmente, a la ab sorcion de CO , ambiental en la muest ra
(Pretsch et al., 2003), mientras que la segund a se postula como correspondiente a un
fuerte enlace de hidrogeno con los EPS (Wier  zejewska and Ratajczak, 1997). Por
ultimo, la banda a 1287cm ' se puede adjudicar a la vibracion asimé trica del enlace
P=0 en el g rupo fosfonato que habria interactuado con el Fe (Omoike and Choro ver,
2004).

En definitiva, el analisis anterior ha puesto de manifiesto que ambos espectr 0s
muestran una gran co incidencia e ntre si. Ahora bien, con la ba se d el mencion ado
paralelismo de los e spectros seria interesante r ealizar una serie de consideraciones.
El registro de infrarrojo que ha servido de referencia en la figura 3.87 fue el de las EPS
puras tras su intera ccion con e | hierro; sin e mbargo, con anteriorid ad se contrasto
dicho espectro con el de las mismas exosustancias exentas del metal, lo que permitié
determinar los grupos f uncionales implicados e n la incorpo racién de lo s iones ta nto
férricos como ferrosos. No obstante, con las EPS mixtas dicho analisis comparativo no
ha sido posible realizarlo debido a que tales sustancia s e xopoliméricas, durante su
formacion, siempre han estado en contacto con el hierro, por lo que el metal

inevitablemente ha ido, paralelamente, siendo adsorbido. Es decir, como un estudio
comparativo de las EPS mi xtas con y sin hierro (similar al de las EPS puras) no  se

pudo efectu ar, Unicamente podria utilizar se co mo evidenc ia de larel acion dela s
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exosustancias mixtas con el hierro la similitud entre las bandas de unas y otras E PS

cargadas con el metal.

En cualquier caso, los analisis de XPS de los exopolimer os de los cultivos mixt os
demostraron la incorp oracion del Fe en su estructura, lo que corroboraria los
argumentos utilizados en los parr afos anteriores, es d ecir, el hie rro habia sido
adsorbido e n ambos casos de la misma ma nera, esto es, cada 6 n férreo ha bria
formado uniones bident adas con cada dos gr upos carbo xilos formando oxalatos de
Fe(ll) y Fe(lll).

Un aspecto adicional e studiado fue el efecto de la prese ncia de los soportes e n la
estructura de las EPS d e los cultivos mixtos. Para ello, se obtuvieron los espectros de
infrarrojo de las EPS mixtas extraidas a partir de cultivos crecidos sin soportes, para
ser comparados con lo s de las EP S de bacterias que cre cieron en la presencia de

fieltro y grafito; se presentan en la figura 3.87.
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Figura 3.87 Espectros FTIR de EPS extraidas por EDTA desde cultivos mixtos crecidos: (a) sin
soporte solido; (b) con fieltro de carbono y (c) discos de grafito.

En general, los espectros de los tres tipos de EPS mixtas mos traron bandas
relativamente similares entre las que destacan las bandas mas gruesas a valores entre
3200 y 3500 cm ', y otras menos pronunciadas y estrechas en la zon a caracteristica

del espectro (valores en torno a 850 cm™). Como en anteriores ocasiones, las primeras
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se pueden adjudicar a la humedad retenida en el tratamiento de la muestra (Pretsch et
al., 2003), mientras que las segundas pueden corresponder a grupos funcionales de P
y S provenientes del ADN celular y del m edio de cultivo, respectivamente (Guibaud et
al., 2003).

Ademas, la figura 3.87 recoge otr os pico s ca si coin cidentes entre lo s espectros a
valores de 1732, 1619, 1287, 1172y 1069 cm ", los cua les han sid o interpreta dos
previamente y, en términos generales, repres entan: la tension asimétr ica de C=0 en
grupos carboxilicos (Comte et al., 2006); la tension simétrica de los enlaces C=0 y C-
N de amidas aso ciadas con prot einas (Omoike and Chorover, 2006); la vibra cién
asimétrica del enlace P=0 (Parikh and Chorover, 2006); y a la vibracion de tension de
—OH en los polisacaridos (Comte et al., 2006), respectivamente. La tabla 3.23 muestra

un resumen de dichos picos registrados en los espectros.

Tabla 3.23 Principales grupos funcionales en las EPS mixtas (sin/con soportes)
Banda (cm'1) Asignacion y descripcion de las bandas
3200 - 3500 v de OH en compuestos poliméricos

2600 - 2610 v, de C=0 en CO, atmosférico
1720 - 1740 v,s de COOH en acidos carboxilicos (grupo carboxilico)

1620 - 1640 vsde C=0y C-N de amidas asociadas con proteinas (amida I)
1270-1290 v, de P=0 de grupos fosfatos

1160 - 1180 v, de C-O en ésteres de acidos carboxilicos

1010 - 1070 v, de OH en compuestos poliméricos

<1000 Grupos funcionales de azufres o fosfatos

v, Vibracion tension simét.; v, vibracion tension asimét.; g, vibracion deformacion

Sin embarg o, a pesar de las si militudes a nteriores, se han encontrado algunas

diferencias entre los e spectros. En primer lugar, los pico s a 1401y 1426 cm ' que
presentan las EPS ob tenidas con soportes (fieltroy gr  afito, respectivamente) no
aparecen en el espectro de las EPS sin soporte. Estas bandas pueden adjudicarse a la
vibracién de deformacion C-C en alcanos -CH , o0 -CH ; (Pretsch et al., 2003), lo q ue
indicaria que en el esp ectro correspondiente su aparicion podria estar encubierta por
alguna de las otras bandas que presenta dicho espectro. Otra diferencia, pero esta vez

a la inversa, corresponde al pico a 1401 cm™, adjudicado a la vibracién de deformacién
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del enlace C-O en el grupo carboxilato (Pretsch et al., 2003), que presenta el espectro
de las EPS sin soporte, pero que no muestran las EPS obtenidas con soportes, lo cual
podria interpretarse co mo resultado de una interaccién mas intensa  entre el grupo
carboxilato y el hierro en el primer caso. Lat  abla 3.24 muestra un resumen de los

picos no coincidentes encontrados en los espectros de las muestras en estudio.

Tabla 3.24 Grupos funcionales no coincidentes en EPS mixtas (sin/con soportes)
Rango (cm'1) Soporte Asignacioén y descripcién de las bandas
1460 - 1470 fieltro ds de C-C en -CH,

1420 - 1430 fieltro, grafito &s de C=C en alcanos (-CH,, -CH,)
1400 - 1410 sin soporte & de C-O en carboxilatos
1310 - 1330 fieltro Vs Y Vas de S=0 en el grupo sulfonil R-SO2-SR
1230 - 1250 fieltro vas de P=0 de grupos fosfatos
Vs, Vibracion tension simét.; v, vibracion tension asimét.; 3¢, vibracion deformacion

En resumen, del analisis anterior se puede plantear la posibilidad de que la adicion de
soportes de carbono a los cultivos mixtos no tuviera impa cto en la estructura de las

EPS extraidas con estos cultivos y, por lo tanto, no habrian afectado al tipo de relacién
que estas sustancia s pudieran haber establecido con los cationes de Fe. Lo anterior,
podria corroborarse con el espectro DRX de las EPS mixtas de la figura 3.89 en el que
se aprecia, aproximadamente, los mismos picos que en el correspond iente a las EPS

puras conteniendo Fe(ll) y Fe(lll).

Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Figura 3.88 Espectro DRX de las EPS mixtas extraidas por EDTA.

Efectivamente, el mencionado espe ctro DRX indica la presencia en estas su stancias
de oxalatos ferrosos ( Fe,C,0,y Fe ,C,0,"2H,0), oxalato férrico como mingu zita
(KsFeCgO4,3H,0), formiato de Fe hidratado  (C 3H3FeOs*H,0), ade mas de sulfato

férrico y romboclasa. Todas estas fases, exceptuando la romboclasa, se encontrab an
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presentes en las EPS puras que adsorbieron Fe(ll) y Fe(lll). La relacion entre los picos

en el espectro y las correspondientes especies se muestra en la tabla 3.25.

Tabla 3.25 Especies en EPS mixtas
1 FeC,04*2H,0

FeH(SO,),*4H,0 (romboclasa)

C;H;FeOg*H,O

FeC,0,

Fey(SO,);*xH,0

K3;FeCgz04,*3H,0 (minguzita)

o 00~ WODN

De esta manera, se co nfirmaria, entonces, qu e los meca nismos de interaccion a ntes
propuestos para la interaccion de EPS puras con los cationes de Fe(lll) y de Fe(ll) son
también validos para la interaccion entre las EPS mi xtas y los mencionados cationes

en disolucion.
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» Las bacterias Acidiphilium spp. (A. 3.2Sup(5)y A. Berrocal)y A. ferrooxidans
demostraron crecer adecuadamente en cultivos puros de laboratorio f uera de su

habitat natural de procedencia (Rio Tinto, Huelva).

» De todos los métodos de extraccion de sustancias polimér icas extracelulares de
Acidiphilium spp. evalu ados, el mejor fue el  método de extraccion con EDTA
debido a que combiné las mayores tasas de extraccion de EPS con los menores
grado de lisis celu lar, en todas las condiciones estudiadas. Esto permite asegurar
que las EPS extraidas con este método se encuentran relativament e libres de
contaminacion de sustancias intracelular es y que correspo nden, esencialmente, a

los exopolimeros producidos por estas bacterias.

» Las EPS extraidas en t odos los casos estan constituidas, casi en su totalidad, por
carbohidratos y proteinas. Este comportamiento se repite e n todas las condiciones
estudiadas, es decir, para cultivos crecidos tant o0 en ausencia como en presencia

de soportes y para los diferentes tiempos de extraccion.

» La estructura de las EPS depende del método de extraccion, aunque en los casos
analizados las su stancias estarian constitu idas principalmente por los grupos

funcionales carboxilo e hidroxilo.

» Lascélulasde A. 3.2Sup(5)y A. ferrooxidans presentan una altat endencia a
adherirse a los soportes estudiados (fieltro de carbonoy d iscos de gr afito). Esto
permite vali dar a estos materiales como adecuados pa ra ser usados como
electrodos en una eventual pila  de combustible microbi ana que utilice e stas
bacterias en su ciclo operacional. Ademas, las células de estas bacterias tienden a
adherirse y concentrar se en rug osidades e imperfecciones superf icialesy a ser

embebidas con el tiempo en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares.

» Las EPS de A. 3.2Sup(5) utilizadas en los ensayos de adsorcion de los cationes de
Fe, extraidas por los métodos de E DTA y centrifugacion pr esentaban un valor de
pKa cercano a 3.0, que se corresponde con el de los gr upos carbo xilicos y que
indica, ade mas, que este seria el grupo  funcional mayoritari oenesta s

exosustancias.
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» Las EPS de Acidiphilium spp., extraidas con EDTA vy centrifugacion, d emostraron
ser capaces de adsorber el Fe, en sus estado s de oxidacion (I1) y (lll), contenido

en disoluciones acidas.

» Cadatipo de EPS adsorbié cantidades sim ilares de Fe(ll) y de Fe(lll), lo que
implica que la adsorcién del metal p or cada una de ellas no se vio afe ctada por el

radio idnico, hidratacion o estado de oxidacion de cada cation.

» La cantidad de metal adsorbido tendid, para los dos tipos de EPS y disoluciones de
Fe usados en los ensayos (de Fe(ll), de Fe(lll) o de Fe(ll) y Fe(lll)) a aumentar en
funcion de la concentra cién, confirmando asi que estas sustancias cumplenen | a

adsorcion con los postulados del modelo de Freundlich.

» Los datos de especia cidn ana lizados indicaron que lo s cationes de Fe se
encontrarian como cation Fe(ll) libr e, en el caso del catidn ferroso, y p arcialmente

hidrolizado, como Fe(OH)2+, en el caso del cation férrico.

» El mecanismo de adso rcién de Fe(lll) consist i6 en la interaccion de  dos grupos
carboxilos de la biom asa con un cation férr ico, parcia Imente hidrolizado como

Fe(OH)?, segun la reaccion:

RCOO ~_
2 RCOOH + Fe(OH)z* Fe(OH) | +2H*
RCOO .~

» Por su parte, el mecanismo de adsorcion de Fe(ll) consistié, de manera analoga al
caso anterior, en la interaccion en tre dos grupos carboxilos de la biomasa con

cada cation ferroso Fe?", esta vez no hidrolizado, segun la reaccion:

RCCO\\
2 RCOOH + Fe?* <« Fe | + 2H*

RCOO_~
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» Los valores de log K para cada una de las reacciones de interaccion fueron 1.06 *
0.16, para el caso de la adsorcion de Fe(lll), y 0.77 £ 0.33 p ara el de la adsorcié n
de Fe(ll), lo que implica que en ambos casos la interaccion EPS-Fe es reversible y

que ambos cationes podrian ser recuperados desde las exosustancias.

» Por otro lado, los cult ivos mi xtos de A. 3.2Sup(5)y A. ferrooxidans crecieron
adecuadamente en medios prepar ados al efe cto a los q ue se les a hAadi6 tanto
Fe(ll) como Fe(lll).

» La bacteria A. 3.2Sup(5), en cult ivos mixtos , tuvo la capacidad d e respirar
aerobicamente con Fe(lll), induciendo la generacion de Fe(ll), el cual fue
nuevamente oxidado po r la bacteria A. ferrooxidans. Estos resultado s dejan en
evidencia que en un sistema en el que estén in volucradas ambas bacterias, como
es el de la pila de combustible en desarrollo, las EPS  que vayan generando

estaran en permanente contacto con cationes Fe(ll) y Fe(lll).

» Las EPS extraidas de cultivos mixtos de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans fueron muy
similares en su composicién bioqui mica a aqu ellas obtenidas de cultivos puros de
A. 3.2Sup(5), por lo que los resultados obtenidos hasta ahora con esta ultima clase

de sustancias podrian extrapolarse a las EPS de los cultivos mixtos.

» Las EPS de cultivos mixtos de A. 3.2Sup(5) y A. ferrooxidans extraidas por EDTA
fueron capaces, también, de adsorber Fe contenido en disolucione s acidas. Esto
implica que enlaut ilizacion de estas ba cterias en la proyectada pila de
combustible microbiana, deberia considerarse el impacto que estas sustancia s
podrian ten er sobre e | contenido de Fe en la disolucion , especialmente en las
cercanias d e los ele ctrodos. Tant o la superf icie de los electrodos como la
biopelicula que se for maria sobre ellos, se convertirian, enlap  ractica, en
entidades con una imp ortante capacidad de “secuestrar’ al metal desde el medio ,
lo que provocaria un aumento en la concentra  cion local de Fe que indujeran la

precipitacién de sales del mismo.

» La estructura de las EPS mixtas fue muy similar a las de las EPS puras

conteniendo Fe(ll) y Fe(lll), lo que indicaria que ambas sustancias se relacionarian
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de una man era similar con dichos cationes. Esto viene avalado porla presencia,
entre otras sustancias, de oxalatos de Fe(ll) y Fe(lll) en esta clase de EPS. Los

mecanismos de interaccion antes propuestos para la interaccion de EPS puras con
los cationes de Fe(lll) y de Fe(ll) son también validos para la interaccién entre las

EPS mixtas y los mencionados cationes en disolucion.
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