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INTRODUCCION

A diferencia de los compuestos organicos, los metales pesados son indestructibles y no pueden
ser degradados por ningun proceso. Sin embargo, los (micro)organismos influencian en la
solubilidad y especiacion de dichos metales, por lo que pueden alterar sus caracteristicas en el
ambiente en el que se encuentren por remocion, recuperacion, precipitacion y detoxificacion
(Rahman y Singh, 2020). De esta manera, la biorremediacion de sistemas contaminados con
metales pesados puede presentarse como una alternativa tecnolégica viable para la solucion de
esta problemética compleja. EI empleo de rellenos sanitarios (RS) es un procedimiento habitual
para la disposicion final de residuos, que intenta minimizar el impacto ambiental, al permitir la
descomposicion de los mismos bajo condiciones controladas. Los lodos provenientes del
tratamiento de lixiviados generados en los RS presentan un alto contenido de humedad, baja
biodegradabilidad, altos valores de DBO y DQO, alta conductividad eléctrica y grandes cantidades
de materia organica disuelta, principalmente sustancias humicas, ademas de metales pesados.
En relacibn a ello es de relevancia estudiar la adaptabilidad de los grupos microbianos
involucrados en los procesos de depuracion de los ambientes contaminados a las diversas
condiciones fisicoquimicas impuestas. Por otro lado, luego de un tratamiento depurativo, quimico
0 biolégico, es preciso evaluar la habilidad de saneamiento del mismo a la hora de proyectar
aplicarlo en estudios depurativos in situ 0 ex situ a gran escala. Para ello, se propone realizar
ensayos utilizando diferentes organismos bioindicadores, con evidentes diferencias metabdlicas
y resistencia relativa a los contaminantes en estudio, de manera de evaluar la efectividad del
tratamiento remediador. Con el objetivo de brindar una alternativa de tratamiento que permita
cerrar un circulo virtuoso, se proyecta estudiar diferentes opciones para la disposicion final de los
lodos tratados, como asi también de la biomasa generada.
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OBJETIVOS

o Estudiar la capacidad de los diferentes microorganismos aislados del lodo de crecer
en medios liquidos tanto en ausencia como en presencia de metales pesados.

o Ejecutar ensayos de biorremediacion de metales pesados en medios liquidos
empleando las cepas aisladas de los sistemas solidos contaminados.

o Disefiar y optimizar las técnicas analiticas que permitan detectar las diferentes
especiaciones de los metales estudiados, con énfasis en el cromo.

e Evaluar la efectividad de los tratamientos aplicados utilizando bioensayos
ecotoxicologicos empleando semillas de Lactuca sativa (lechuga).

METODOLOGIA

Ensayos de habilidad de crecimiento en medios liquidos: En primer lugar es necesario sefalar
gue no todos los microorganismos aislados mostraron habilidad de crecimiento en los medios
liquidos estudiados. Esto, aunque resulta ser un fenémeno metabdlico bastante comun, indica la
imposibilidad de utilizar dichas cepas para la depuracién de efluentes liquidos contaminados con
metales pesados. De esta forma, para evaluar el crecimiento de los microorganismos en medios
liquidos, se utilizaron 25 aislados de mohos y bacterias provenientes del lodo del RS de Santa Fe.
Esta experiencia se realizé en ausencia de metales pesados. Los medios liquidos utilizados fueron
aquellos en los cuales se efectuaron los aislamientos iniciales y que mostraron un buen
crecimiento en ellos. Asi, para mohos se utilizd caldo Czapek, caldo extracto de malta y caldo
caseina-almidon, mientras que para bacterias (y actinobacterias), se emplearon caldo acidos
humicos simple (HVAS), caldo 4cidos humicos con vitaminas, caldo ISP-2 y caldo soya-tripticasa.
Finalmente, se evalud el crecimiento durante 15 dias a 25 y 30°C mediante recuento microbiano
para bacterias, gravimetria para mohos y medida de la turbidez de los cultivos a 600 nm por
espectrofotometria, para ambos grupos microbianos.

Ensayos en medios liquidos: Para evaluar la tolerancia a los metales en medio liquido de las
cepas seleccionadas, se llevé a cabo un analisis del crecimiento y la capacidad de remocién o
cambio de especiacion de los metales en sus correspondientes medios de cultivo. Para ello, se
establecieron concentraciones medias de tolerancia a cada metal, las cuales consistieron en 5
mM de cromo,10 mM de plomo y 10 mM de arsénico. Se emplearon matraces de Erlenmeyer de
150 y 250 ml, a los cuales se les afiadi6 100 ml de medio de cultivo MEA o HVAS, segun la
correspondiente cepa a ensayar. Se evalué una cepa por metal, con una duracion del ensayo de
14 dias, empleando agitacion continua orbital a 140 rpm a 25°C en aerobiosis. Se asigné un
matraz de Erlenmeyer por dia y por cepa para los mohos, realizando la medida de la biomasa
obtenida a los 0, 3, 5, 7, 10, 12 y 14 dias. Se conservé también el sobrenadante del medio de
cultivo del ensayo de biorremediacion de cada cepa desde el dia 0 hasta el dia final del ensayo,
de forma de poder realizar las determinaciones analiticas de los metales estudiados. Para esto,
cada muestra se centrifugd durante 5 min a 6000 rpm y luego se filtr6 con jeringa utilizando filtros
estériles de 0,45 um de diametro de poro (Dayub, 2024).

Para evaluar el crecimiento de las bacterias, se realizé un recuento microbiol6gico en los dias O,
3,5, 7,10, 12 y 14 dias a partir de cada uno de los Erlenmeyers para cada microorganismo,
realizandose las diluciones correspondientes a los diferentes tiempos del ensayo. Un volumen de
1 ml de cada dilucion se sembro en placa y se adicion6 el medio de cultivo apropiado para cada
cepa. Seguidamente, las placas se incubaron a 25°C por 24-72 horas y se realizé el recuento de
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las UFC/ml de cultivo para microorganismo ensayado (tanto para el ensayo con los metales como
con los controles).

Tanto para los ensayos con mohos como con bacterias, se realizaron controles abidticos
constituidos por el medio de cultivo sin inocular pero con el agregado de la solucion de metal (de
manera de verificar que ningin compuesto del medio provocara la transformacién no deseada del
metal en estudio). Asimismo, se realizaron controles positivos conformados por el medio de cultivo
sin la adicion de la solucion de metal y con cada microorganismo estudiado (evaluandose el
crecimiento en el tiempo del ensayo en condiciones “normales”).

Cuantificacién de cromo: para evaluar la proporcion de Cré*/Cr3* a lo largo de los ensayos de
crecimiento/tolerancia a dicho metal, se decidié poner a punto una técnica espectrofotométrica
gue permita cuantificar dicha especiacion. Esta razon se fundamenta en que, dada la toxicidad de
este metal, el mismo no se acumula o adsorbe sobre los microorganismos, sino que los mismos
pueden reducirlo a una forma menos toxica, dentro de un rango de tolerancia determinado. La
técnica propuesta es una modificacién a la de Shigematsu et al. (1977) e involucra el uso de
difenilcarbazida como agente desarrollador de la reaccion.

Cuantificacion de arsénico y plomo: los sobrenadantes de cultivo de los ensayos y de los controles
tanto al comienzo como al final de los estudios de tolerancia fueron analizados en cuanto a la
concentracion de cada metal mediante la técnica ICP-MS.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Del andlisis de la Tabla 1 puede apreciarse que de las 25 cepas analizadas, 5 de ellas no lograron
crecer en los medios de cultivo seleccionados, por o que no se continué trabajando con las
mismas. Para el caso de las cepas que crecieron en medio liquido y desarrollaron turbidez en sus
cultivos en relacién al medio control, se los ensay6 Unicamente con los metales a los cuales
demostraron ser tolerantes en los estudios cualitativos en medios solidos.

Tabla 1. Resultados preliminares obtenidos con las diferentes cepas ensayadas.

| e iaer | Turbidez (600 nmy* | “S5eME®| Plomo (10 mM) | Cromo (5 mM)
A1 +++ 0,947 Si Si Si
A2 + 0,474 No No Si
A3 ++ 0,655 No No Si
A4 ++ 0,707 No No Si
A5 = 0,125 NE NE NE
A6 +++ 1,206 Si Si Si
A7 ++ 0,841 No Si Si
A8 - 0,135 NE NE NE
A9 +++ 1,238 Si Si Si
A10 ++ 0,891 Si Si No
A11 = 0,130 NE NE NE
A12 +++ 1,358 Si Si Si
A13 = 0,130 NE NE NE
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A15 ++ 0,729 Si Si No
A16 ++ 0,695 Si Si No
A18 + 0,374 Si No No
A20 +++ 0,989 Si Si Si
A22 - 0,125 NE NE NE
A23 +++ 1,174 Si Si Si
A24 ++ 0,561 Si Si No
A25 i 0,946 Si Si Si
A26 +++ 0,874 Si Si Si
A27 +++ 1,098 Si Si Si
A28 +++ 1,348 Si Si Si
A29 +++ 1,013 Si Si Si
Medio control - 0,125 NE NE NE

NE: no ensayado; * evaluada a las 72 h a 25°C; + la positividad del crecimiento se definié de
acuerdo a los turbidez observada en los cultivos.

Con los resultados obtenidos se proyecta ejecutar los ensayos de biorremediacion empleando el lodo
en estudio y tierras contaminadas artificialmente con los metales; asimismo, se ejecutaran pruebas
ecotoxicoldgicas que permitan evaluar la eficacia depurativa del tratamiento.
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