1TRA

INSTITUTO TECNOLOGICO DE BUENOS AIRES - ITBA Instituto Tecnoldgico

de Buenos Aires

ESCUELA DE TECNOLOGIA

Abatimiento bioldgico de arsénico en agua: revision de los
métodos actualmente disponibles; propuesta de un
prototipo innovador a escala de laboratorio disehado para
zonas rurales y estudio de la factibilidad de su aplicacion en

la Argentina

AUTOR: Lic. Castro, Luciana Marina
DIRECTOR: Dra. Figuerola, Eva

CO-DIRECTOR: Dr. Dotto, Cristian

TESIS PRESENTADA PARA LA OBTENCION DEL TiTULO DE MAGISTER EN
GESTION AMBIENTAL
BUENOS AIRES

SEGUNDO CUATRIMESTRE, 2022

P —

Dra. Eva Figuerola Dr. Cristian Dotto Dra. Luciana Castro




indice

RESUMBN ...t e st e e e s s ree e e e e s 3
INEFOTUCCION ..ttt ettt et e st sbt e e st ebbe e sabeesabeeesabeesabeesneeesabeeanns 4
EStado de 13 tECNO0IOGIA. . cuiciiei ettt s st st sttt ene 17

FItOrremMediaCion.... ..ottt sttt st s e s e s 17

Reduccidon de arsénico mediante bacterias sulfato reductoras (BSR).........................20

Biometilacion y Biovolatilizacion........cccevvereveiencinirce et e 21
BIOSOICION. ..ttt ettt ettt et seb e st b e s e et e s et st bbb en s 26
BIiOOXIAACION....c. ettt ettt s bbb e st b s et eae e 29
Justificacion del MEtodo e1eZidO.. ...t s s 32
DESAMTOII0...c.e ettt ettt ettt et st s bbb et e et eae s e ee e 36

Revisién de las configuraciones utilizadas en estudios
previos sobre biooXidaCion..........cc e 36

Revisidn de las configuraciones utilizadas en estudios previos sobre

DIOSOICION. .. ettt et et et sre e sr e s e b et e e sbeebeebesasensesaeraerans 42
RESUILAOS Y DISCUSION.....ccuiieiiiecieiieiet ettt et s e st st e e e s s aeb et e e aaeete st sbe e sessassanesaesereaneans 43
Actividades y metodologia del ensayo a escala de laboratorio.........cccccveveireneeennen. 47

Evaluacién de criterios involucrados en la factibilidad de implementacion en la
region afectada seleccionada de NUESEIO PAiS.......ccveieeeereieiriisicsecre e e 51

(00 ol 1T [eY o J R 60

] L L= A [ LRt 62



Resumen

El arsénico es un metaloide téxico para el consumo humano y se puede encontrar
naturalmente tanto en aguas superficiales como en aguas subterraneas. En Argentina,
esta problematica aqueja a provincias tales como Cordoba, Chaco, Santiago del Estero
y Tucuman, entre otras, donde los niveles de concentracion de arsenico en agua se
encuentran muy por encima del limite de 10 pg/l establecido por el Cddigo
Alimentario Argentino (CAA). El consumo de aguas arsenicales, puede causar serios
problemas de salud a largo y mediano plazo, tales como cancer en diversos 6rganos y
afecciones cutaneas severas. ESs por esto que, proponemos un método bioldgico
innovador para lograr disminuir la concentracién de arsénico en aguas subterraneas de
zonas rurales en la provincia de Chaco, mediante la biooxidacion del As (111) a As (V),
y la posterior biosorcion de As (V) en cascara de soja. Ambas técnicas seran planteadas
en un prototipo a escala de laboratorio para luego evaluar la factibilidad de su

implementacién en el pais.



Introduccion

La presencia de arsénico en agua puede ocasionar problemas de salud graves. Segun
estudios realizados en distintas partes del mundo, el consumo de aguas con arsénico
puede provocar cancer de pulmon y de rifidn, asi como también problemas gastricos y
neuroldgicos (C. Hopenhayn-rich, Biggs, and Smith 1998; M. I. Litter et al. 2019a).
En nuestro pais, el conjunto de sintomas y signos asociados al consumo de agua o
alimentos contaminados con arsénico se denomina hidroarcenisismo cronico regional
endémico (HACRE), y comprende el engrosamiento palmoplantar, la hiperqueratosis,
el aumento de la pigmentacion de la piel y el desarrollo de cancer de piel, pulmon,
higado, estdbmago, pancreas y vejiga (Tchounwou et al. 2019; M. I. Litter et al. 2019a;
Rahman et al. 2018). Se ha informado un 30% de mortalidad en pacientes con HACRE
que desarrollan estas patologias (M. I. Litter et al. 2019a; Esteban et al. 2015).
Adicionalmente, la produccion agricola es afectada por la salinidad y la presencia de
altas concentraciones de arsénico en las aguas de riego, factor que constituye un
potencial toxico para los cultivos de frutas, verduras y cereales, asi como también,
para el consumo animal, lo cual disminuye la calidad de la carne y de la leche (M.

Litter 2018; Sharma et al. 2014).

En Argentina, este problema perjudica a alrededor de 14 millones de personas,
principalmente en las provincias de Chaco, Salta, Tucuman, Santa Fe, La Pampa,

Cordoba y Santiago del Estero (Fig. 1) (M. Litter 2018). En la provincia de Buenos



Aires el acuifero Pampeano es el responsable de la presencia de arsénico en la region,

cuyas aguas contienen entre 0,1 y 0,5 mg/l (M. Litter 2018).

En las &reas rurales del norte de Argentina, mas precisamente en Chaco, Formosa y
Santiago del Estero, los niveles de arsénico en agua superan mas de 10 veces la
concentracion de 10 ug/l recomendada por la organizacion mundial de la salud (OMS)
y el codigo alimentario argentino (CAA), mientras que en algunas zonas llegan a los

800 pg/l (Nicolli et al. 2012; Smedley and Kinniburgh 2002; Smedley et al. 2005).

El origen del arsénico en el agua puede ser antropogénico o natural. El origen natural,
mas importante en nuestro pais, se debe a la interaccion de las aguas superficiales o
subterraneas, con los sedimentos, rocas y emisiones geotérmicas y volcanicas, los
cuales permiten la liberacién y especiacion de arsénico en el agua (M. L. Gomez M.
T. Blarasin 2009; M. Litter 2018; JH Huang et al. 2014). El origen antropogénico
puede atribuirse a los residuos de minas subterraneas o efluentes de industrias
metaldrgicas, asi como también al uso de fertilizantes, insecticidas y combustibles
fosiles (Matos et al. 2017; Cavalca et al. 2013). En la region norte de la llanura chaco-
pampeana, las areas volcanicas e hidro-geotermales de la cordillera de los Andes son
una fuente natural de arsénico las cuales dan lugar a concentraciones de arsénico que
van de 470 a 770 ug/l en aguas superficiales y de 50 a 9,900 pg/l en las fuentes

geotermales (Nicolli et al. 2012; M. Litter 2018). Desde los terrenos de esta zona, los



cuales poseen sedimentos del cenozoico y vidrio volcanico, se moviliza el arsénico

hacia las napas de agua. (M. Litter 2018).
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Figura 1.- Mapa de Argentina con la localizacién de zonas afectadas por arsénico y el rango de
concentracién en cada departamento muestreado. Adaptado de Litter et al. 2018.

Existen cuatro factores que controlan la presencia de arsénico en el agua: la fuente

primaria (rocas, sedimentos o fuentes geotérmicas y volcanicas), la movilizacion-

retencion en la interfase solido-agua, el transporte en solucion y la concentracion en el

agua subterranea bajo distintas condiciones climéticas (Fig. 2) (Nicolli et al. 2012).

Cada factor depende de las caracteristicas hidrogeoquimicas de la zona, por ejemplo,



de los distintos estratos que conforman el acuifero contaminado, la infiltracion del
agua de lluvia, la evaporacion, el bombeo de agua subterranea, el pH y la presencia de

otros iones como el F, Na*, entre otros elementos traza (Fig. 3) (Nicolli et al. 2012).

Movilizacién-retencidn
en la fase sélido agua

uente primaria: roca,
sedimento, fuente
geotérmica o volcanica

Transporte en solucién

Condiciones climaticas

Figura 2.- Factores que afectan la presencia de arsénico en agua.

El clima, también puede ser un determinante de la contaminacion de agua subterranea
con arsénico. Asi por ejemplo, en regiones de climas aridos y semiéaridos, la
evaporacion de agua conduciria a un consecuente aumento en la concentracion de
arsénico en el agua, como ocurre en la llanura Chaco-Pampeana (Bundschuh, Litter,

and Ciminelli 2010).

El arsénico puede movilizarse en el agua subterrnea tanto en condiciones reductoras

u oxidantes (M. L. Gomez M. T. Blarasin 2009; Patrick H. Masscheleyn 1991). En



ambientes oxidantes, el arsénico se mueve desde los solidos hacia el agua debido a dos
fendmenos complementarios: la desorcién a pH elevado, o la oxidacion de sulfuro a
pH menor que 7 (Fig. 4). En condiciones reductoras el arsénico también puede
movilizarse, pero en la llanura Chaco-Pampeana, predominan los ambientes oxidantes

(Bundschuh, Litter, and Ciminelli 2010).

pH alto (8-9.5): desorcidn

pH bajo (4): desorcién por
oxidacion de sulfuro.

Desorcion por clima, uso del
acuifero, geomorfologiay
presencia de iones (Na*y F)

o]
9
c
Q
(%]
| -
©
c
o]
O
v
Q
©
| -
Q
=

Figura 3.- Factores que propician la movilizacién de arsénico de una fase sélida a una fase liquida.

En el suelo y en el agua subterranea, el arsénico inorganico estd presente
principalmente como arsenato (As (V)) y arsenito (As (111)). EI As (V) es la especie
que prevalece en condiciones oxidantes mientras que As (Ill) predomina en
condiciones reductoras. As (IlI) y As (V) pueden encontrarse juntos porque su
transformacion es un proceso cinético muy lento (Patrick H. Masscheleyn et al., 1991).
A pH 6-7,5 el As (I1) esta presente en suelo y sedimentos como una especie neutra

mientras que el As (V) esta presente en su forma anionica, viéndose favorecidas la



adsorcion de As (V) y la movilizacion del As (I11) (Fig. 3) (Sharma et al. 2014). EI
nivel de toxicidad de los compuestos del arsénico es: MMA(III) > As(I11) > As(V) >

DMA(V) > MMA(V) (Fig. 5) (M. Litter 2018).

El objetivo principal del tratamiento de agua contaminada con arsénico es remover las
formas de As (111) y As (V), siendo el As(l11) la forma mas toxica y el As(V) la forma
mas abundante que se encuentra en el medio ambiente (Cavalca et al. 2013). Como se
menciond anteriormente, las concentraciones de arsénico de las zonas afectadas de
Argentina se encuentran en niveles muy superiores a los permitidos por el CAA, por
lo que existe una demanda creciente de métodos que permitan la remocion de estas

formas de arsénico (Cavalca et al. 2013).
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Figura 4.- Esquema adaptado de Sharma et al. 2013. Especiacion de Arsenato (As (V)) y
arsenito (As (I11)) en funcién del pH.
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Figura 5.- Especies de arsénico (Esquema tomado de Sharma et al. 2014)

En la actualidad, existen varias técnicas para abatir el arsénico en agua, siendo las mas
utilizadas la 6smosis reversa, el intercambio iénico y la coagulacion-floculacion, las
cuales permiten la remocién conjunta de varios contaminantes (Upadhyaya et al.
2010); Alka et al. 2021; M. Litter 2018). La 6smosis inversa consiste en un proceso en
el cual se aplica una presion externa que se opone a la presion osmética y hace que el
agua pase a través de una membrana semi-permeable en la cual quedaran retenidas
distintas sustancias que se desean eliminar, en nuestro caso el arsénico (D. Li and
Wang 2010; Alka et al. 2021). Este proceso puede verse afectado por el tamafio del
poro y su distribucion, la morfologia de la membrana, la carga de su superficie, el

material con el que estd hecha y las condiciones de operacion (Victor-ortega and



Ratnaweera 2017). Entre las desventajas que presenta este método se pueden
mencionar el costo de la membrana y su continuo recambio, el consumo eléctrico que
conlleva su funcionamiento y la cantidad de agua de rechazo que produce, la cual esta
concentrada en iones que no atraviesa la membrana y luego es descartada (porcentaje
de recuperacion del agua es de entre 40-60%) (M. Litter 2018). Ademas, se requiere
de personal capacitado para operarlo y un tratamiento previo del arsenito (M. Litter
2018). Como se menciond anteriormente, la remocién de arsenato es mas completa
que la remocidn de arsenito porque al pH tipico usado (pH 6-7,5), el arsenato existe
como forma anidnica mientras que el arsenito esta presente en una forma molecular
neutra en solucion acuosa, lo cual complica su rechazo (Abejon, Garea, and Irabien
2015; Chan and Dudeney 2008). El uso de un agente oxidante, como el cloro, puede
mejorar la tasa de remocion de arsénico cuando esta en forma de As (111) (Abején,
Garea, and Irabien 2015; Chan and Dudeney 2008). La funcion del agente oxidante
puede ser reemplazada por microorganismos capaces de transformar As (I11) a As (V),
y asi mejorar la eficiencia de remocidn de arsenito (Abejon, Garea, and Irabien 2015;

Chan and Dudeney 2008).

El otro proceso mas utilizado a escala productiva es el intercambio aniénico. En este
caso, la remocion se basa en el intercambio de los aniones presentes en la resina, por
aquellos presentes en la solucién que la atraviesa. Se produce una transferencia de
masa entre un solido y una fase liquida (Alka et al. 2021; Bérquez, Ferrer, and Bo
2016), reduciendo la dureza del agua y extrayendo los contaminantes como el arsénico.

La eficiencia del proceso depende del equilibrio entre la resina y el liquido, también



de la tasa de transferencia de masa, de los solidos disueltos totales, de la cantidad de
sales que contiene el agua y de la especie de arsénico, siendo el As (V) la Unica que
puede ser retenida en este proceso (Alka et al. 2021). Las resinas son, generalmente,
de un polimero sintético, deben ser regeneradas periodicamente y el agua debe ser
tratada previamente para evitar disminuir la eficiencia de la resina (Bérquez, Ferrer,

and Bo 2016).

Por otro lado, la coagulacion y floculacion también se utiliza para abatir el arsénico en
agua y consiste en el agregado de un agente coagulante para que se formen floculos
(Dadwal and Mishra 2017). Para esto se usan sustancias a base de hierro (Fe) y
aluminio (Al) mayormente, y polimeros cargados como coagulantes (Dadwal and
Mishra 2017; Bhakta and Ali 2020). La carga positiva en los coagulantes neutraliza la
carga negativa presente en las particulas coloidales y las flocula para luego ser
precipitadas (Dadwal and Mishra 2017; Bhakta and Ali 2020). La mayor desventaja
de este proceso es la formacion de grandes cantidades de barros contaminados con

arsénico (Bhakta and Ali 2020).

Ademas, otra de las técnicas que se utilizan es la nanofiltracion, la cual, al igual que la
Osmosis inversa, se basa en el uso de membranas con pequefios poros para filtrar, iones
monovalentes, multivalentes y pequefias moléculas organicas (Zhang et al. 2020). El
tamafio del poro de estas membranas puede variar entre 0,5 a 2 nm de diametro, y tiene

una alta selectividad para moléculas pequefias, pero luego de un tiempo de uso pueden



surgir obstrucciones debido a la acumulacién de impurezas y suciedad en la membrana

(Zhang et al. 2020).

Los métodos antes mencionados, si bien son efectivos implican costos de
funcionamiento muy altos debido al elevado valor econdmico que requiere la compra
de las resinas, sustancias quimicas y membranas que deben ser reemplazadas
periddicamente. Ademas, generan un gran volumen de corrientes de descarte, que son

dificiles de tratar o disponer de forma segura (M. Litter 2018; Upadhyaya et al. 2010).

Existen plantas de tratamiento de 6smosis inversa instaladas en las provincias de Santa
Fe, Cdrdoba, Buenos Aires y La Pampa (M. Litter 2018). En la provincia de Buenos
Aires hay 52 plantas de ésmosis inversa, 11 de coagulacion-floculacion y 3 de
nanofiltracién (M. 1. Litter et al. 2019b). En localidades de la provincia de Buenos
Aires, como Gonzalez Catan y Virrey del Pino, 400000 habitantes se benefician de la
planta de 6smosis inversa, mientras que en provincias como Salta, San Juan, Santa Fé
y Chaco existen proyectos y prototipos de nuevas tecnologias, instalados en pequefias
localidades rurales y escuelas, pero que aun no fueron escaladas (M. I. Litter et al.
2019b). Es en estas Gltimas areas donde la extraccion de agua subterranea se realiza a

través de pozos directos y no tienen acceso a agua de red segura (Fig. 6).
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Figura 6.- Mapa de porcentaje de hogares beneficiados con agua de red y la concentracion de arsénico

por departamento.

Dada la situacién actual y la necesidad de contar con métodos que minimicen el
impacto ambiental y reduzcan costos, se cuestiona la posibilidad de implementar
métodos bioldgicos para la remocion de arsénico. Varios de estos se han propuesto

para la remocion de arsénico, basados en procesos de fitoremediacién, biosorcion,



biometilacién y oxidacion-reduccion, aunque en Argentina no se ha implementado
ninguno de estos hasta el momento (M. Litter 2018; S. Wang and Zhao 2009, Chung

et al. 2007; Lievremont, Bertin, and Lett 2009).

Hipétesis: Los estudios realizados hasta el momento sobre la relacion entre la

microbiologia y el arsénico en los acuiferos son escasos y se cuenta con
muy poca informacion sobre las comunidades de microorganismos con
potencial de transformar arsénico naturalmente (Crognale et al. 2017).
Ademas, se considera que las actuales tecnologias, utilizadas para la
remocion de arsénico, son costosas y complejas mientras que los
métodos bioldgicos de abatimiento pueden ser una alternativa
econdmica, amigable con el medio ambiente y de un formato simple
para su aplicacion a pequefia escala. Por estas razones, proponemos
como hipdtesis que es posible encontrar un método bioldgico y un
esquema experimental que permita abatir el arsénico a escala de
laboratorio, para luego poder escalarlo. Una vez hecho esto se podria
brindar una solucidn a esta problematica en zonas de nuestro pais que

poseen aguas contaminadas con dicho metaloide.



Objetivo general: Analizar y comparar criticamente los métodos biologicos de

remocion de arsénico descriptos hasta el momento, con el objeto de seleccionar el o
los mas prometedores y proyectar un ensayo a escala de laboratorio que permita

predecir la posibilidad de implementacién en el contexto del pais.

Objetivos especificos:

Analizar y comparar distintos métodos bioldgicos utilizados para la remocion de

arsénico en agua destinada al consumo.

Plantear un ensayo innovador a escala de laboratorio para su posterior optimizacién en

la remocién de arsénico.

Evaluar la factibilidad de implementacion en alguna region de Argentina

particularmente afectada por la presencia de aguas arsenicales.

Estado de la tecnologia

Se han desarrollado tanto a escala de laboratorio como productiva, distintas formas de
explotar las capacidades microbianas y vegetales, de tolerar la presencia e incorporacion
de arsénico, para su abatimiento de aguas contaminadas. Estas técnicas se pueden llevar
a cabo en el mismo sitio en donde se encuentra la fuente de agua, o en reactores alejados

del sitio contaminado, es decir in situ 0 ex situ. ES por esto que, a continuacion se analizan



y comparan distintos métodos tanto utilizando microorganismos como plantas, para la

remediacion de aguas contaminadas con arsenico.

Fitorremediacidn

La fitorremediacion de suelos y agua consiste en el uso de plantas para absorber
arsénico (Alka et al. 2021; Yan et al. 2019; Daiane et al. 2019). Para esto, se necesita
de especies que sean tolerantes y que posean un mecanismo de absorcion para luego
hiperacumular el arsénico (Alka et al. 2021). Entre las ventajas de este procedimiento,
se puede destacar que es un método econémico, con bajo impacto ambiental, de facil
manejo y que se ha aplicado anteriormente de forma exitosa en ensayos de laboratorio
(Alka et al. 2021; Yan et al. 2019; Daiane et al. 2019). Existen varias especies que han
sido utilizadas para remediar suelos, como Pteris Vittata, Lemna valdiviana, Solanum
nigrum, entre otras (Yan et al. 2019; Daiane et al. 2019; Mukherjee et al. 2018; Thakur
et al. 2019). Ademas, estos organismos pueden ser modificados genéticamente para
mejorar su eficiencia para acumular metales (Yan et al. 2019). Entre las desventajas al
usar este método se pueden mencionar, el requerimiento de condiciones climaticas
especificas, necesarias para el crecimiento de la especie seleccionada, y también el
espacio necesario para alcanzar la cantidad de individuos que permitan abatir el
contaminante de la zona (Yan et al. 2019). Por otra parte, la especie que sea
seleccionada debe ser no comestible y de rapido crecimiento con una gran biomasa,
para poder acumular la mayor concentracion posible de arsénico (Mukherjee et al.

2018). Para que las plantas puedan absorber el metaloide, el suelo debe poseer un pH



y condiciones redox optimas, asi como también la concentracion de fosfatos y nitratos
debe ser la adecuada para una mejor absorcion (Daiane et al. 2019).
Entre los mecanismos que puede utilizar una planta para tolerar o acumular el arsénico
se pueden mencionar las siguientes (Atabaki et al. 2020; Alka et al. 2021; Thakur et
al. 2019):

e Fitodegradacion

e Fitoacumulacion

o Fitoestabilizacion

o Fitofiltracion

o Fitovolatilizacion

e Rhizodegradacién

A nivel celular, estas distintas formas de abatir el arsénico pueden evidenciarse por la
acumulacion del metaloide en la vacuola, de tejidos como raices, tallos y hojas, la cual
esta compuesta mayoritariamente por agua y ocupa casi todo el volumen de una célula
vegetal. Ademas, puede ser volatilizado mediante la transpiracion natural de las hojas
de la planta a través de los poros llamados estomas. En cuanto a su estabilizacion, las

plantas pueden impedir la movilizacién del arsénico en el suelo (Thakur et al. 2019).

Atabaki et al. (2020) realizaron una caracterizacion de una planta acuatica, Neptuna
oleracea, la cual present6 una buena tolerancia al ser expuesta hasta 30 ppm de
arsenico. Sin embargo, al aumentar esta concentracion su morfologia comenzé a verse

afectada.



Si bien, ciertas plantas pueden absorber o estabilizar ambas especies de arsénico, As
(1) y As (V), algunas absorben mejor el As (V), es por esto que se requiere de la
oxidacion del As (111) para lograr un verdadero abatimiento. Para esto, se inocula la
planta de interés con bacterias beneficiosas que lleven a cabo la oxidacion del As (I11)

(Yang et al. 2020; Alka et al. 2021; Thakur et al. 2019).

Reduccidn de arsénico mediante bacterias sulfato reductoras
(BSR)

Se ha visto que la estimulacion de BSR nativas en acuiferos ha resultado exitosa para
lograr bajar la concentracion de arsénico, mediante la reduccion de sulfato y la posterior
formacion de fases minerales de tipo sulfhidricas (Fe-S-As) (Alam and McPhedran 2019).
Las reacciones que estan involucradas en esta atenuacion del arsénico en el agua son en
primer lugar la reduccion de sulfato por BSR para dar sulfuro mediante la respiracion
anoxica, la cual requiere materia organica como fuente de energia. El sulfuro generado

puede ser utilizado para formar precipitados insolubles con el arsénico (Fig. 7).

H3AsOs + 3/2 HS —» 1/2A5253 ¢ + 3H,0
As,S3 + 3/2 H->S ——» 2AsS + H)S,

Figura 7.- Reacciones de formacion de minerales sulfhidricos para precipitar arsénico.



Algunas de las ventajas que presenta este metodo de biorremediacion in situ son: su
posible aplicacidn tanto a pequefia escala (pozos de agua) como también a mediana y
gran escala (efluentes mineros), el requerimiento de sustrato de bajo costo, como el
sulfato o la melaza, para el crecimiento de las bacterias y que no se necesita de ajustes
del pH del agua o un pretratamiento oxidativo del As (Ill) a As (V) (Alam and
McPhedran 2019). Si bien se han realizado ensayo a nivel de laboratorio para probar
la efectividad de este tratamiento, los ensayos in situ y en reactores a escala real, no
han sido numerosos y aun se tienen que probar distintos factores como el cambio
estacional de temperatura, el nivel éptimo de sulfato, la concentracion de Fe, la cual
puede afectar al pH en el reactor, y mantener la concentracion de metales traza. En
algunos estudios hechos in situ se logro un nivel de concentracién por debajo del limite
establecido por la OMS, alcanzandose un 90% de eficiencia a partir de un nivel de

arsénico de 200 pg/l (Alam and McPhedran 2019).

Biometilacidn y Biovolatilizacidn

La biometilacion de arsénico es considerada una estrategia efectiva de detoxificacion.
La figura 8 muestra las vias de metilacion de arsénico en donde se producen las
siguientes especies metiladas: MMAs (V), DMAs (1I1), DMAs (V), TMAs (V) y
TMAsS (111) (Cullen 2014; Di et al. 2019; Rensing 2009). EI metabolismo del arsénico

inorganico V (iAsV) involucra dos tipos de reacciones quimicas, la reduccion de As



pentavalente a trivalente, y la metilacion oxidativa de As trivalente para producir
metabolitos metilados pentavalentes (Miroslav Styblo, Zuzana Drobna, llona Jaspers,
Shan Lin 2002; Di et al. 2019). Las enzimas AsV reductasas pueden reducir estas
especies de arsénico (Miroslav Styblo, Zuzana Drobn4, llona Jaspers, Shan Lin 2002).
La metilacion de arsénico trivalente es catalizada por las arsénico metil-transferasas
(ArsM) siendo la S- adenosylmetionina (SAM) la donante del grupo metilo (Styblo et
al. 2002; Ye et al. 2012; Cullen 2014; Di et al. 2019). En el suelo, se han encontrado
especies metiladas como acido monometil arsénico (MMAs (V)) y acido dimetil
arsinico (DMAs (l11)), mientras que en el aire el arsénico se puede encontrar como
gases de arsina (AsH3), tipicos de ambientes anoxicos reductores, siendo méas toxicos

que las especies metiladas del suelo (Turpeinen, Haggblom, and Kairesalo 1999).

La biometilacion de arsénico esta muy extendida en la naturaleza y se ha observado en
bacterias como Rhodopseudomonas palustris, Streptomyces sp. (cepa GSRB54) y
Methanosarcina acetivorans, especies del género Pseudomonas, archeas, hongos,
plantas, animales y humanos, y sucede bajo condiciones aerébicas (Ye et al. 2012;
Bentley and Chasteen 2002). Las bacterias capaces de metilar arsénico deben ser
evaluadas a la hora de utilizarlas en un reactor debido a que su crecimiento y la
eficiencia de metilacion depende de la concentracion inicial de arsénico, del donante
del grupo metilo y de las condiciones de crecimiento, es decir la quimica del ambiente
extracelular (J. Wang et al. 2016). Se han informado eficiencias de remocion de
arsénico de hasta 90%, partiendo de una concentracion inicial de 100 pg/l.

Dependiendo dicha eficiencia, del material en el que crecia la pelicula de bacterias



oxidantes (Crognale et al. 2019). Por otro lado, se ha evaluado la eficiencia de distintas
cepas bacterianas en la metilacion de arsénico, pudiéndose determinar que
G.metallireducens y C. pasteurianum alcanzaron una eficiencia de metilacion menor
al 0,06%, mientras que A. rosenii convirtié el As (1) en especies solubles y volatiles
en un 60-80%, siempre dependiendo de la concentracion inicial de As (I11) (Viacava
et al. 2020).

Cabe destacar, que los productos intermediarios pentavalentes MAs (V) y DMASs (V),
son mucho menos téxicos que el arsénico inorganico (Ye et al. 2012; Cullen 2014;
Hayat et al. 2017). Por el contrario, el MAs (l1l), que puede formarse durante el
proceso, es mas toxico que las especies inorganicas de arsénico (Ye et al. 2012; Chen,

Rosen, and Martinez-villegas 2020; Cullen 2014; Hayat et al. 2017).

?’ As(V)
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Figura 8.- Via de metilacién del arsénico. Esta via involucra cuatro pasos de reduccién y tres metilaciones
para formar TMA(II1) a partir de As (V). Adaptado de Rensing 2009.



Los productos finales de la reaccion de metilacion de arsénico son especies volatiles,
las cuales poseen baja toxicidad y pueden ser liberadas a la atmésfera (Xi-Xiang Yin,
Jian Chen, Jie Qin, Guo-Xin Sun, Barry P. Rosen 2011; Huang et al. 2016; P. Wang
et al. 2014; Hayat et al. 2017). Se estima que la produccion de arsénico volatil por afio
estd en el rango de cientos a miles de toneladas (Huang et al. 2016). La clase de
compuestos trivalentes volatiles de arsénico, llamados arsinas (AsHs, MeAsH>
((CH3)AsH.), Me2AsH ((CH3)2AsH) y MesAs ((CHa)3As)), tienen un bajo punto de
ebullicién y pueden particionarse a la atmodsfera desde soluciones acuosas (P. Wang
et al. 2014). Como se menciond anteriormente, la metilacion de As (111) es catalizada
por SAM y ArsM, la cual transfiere un grupo metilo desde SAM a As (lll) para
producir compuestos mono, di y trimetilicos, para luego producir distintas especies
volatiles de arsénico (Huang et al. 2016). Se han identificado dos mecanismos para la
metilacidn y volatilizacién de arsénico mediante microorganismos, el primero ocurre
durante la metanogénesis donde microorganismos metandgenos producen especies
arsina y metil-arsinas a partir de arsenato, y la demetilacion de metilcobalamina
produce arsina y gases mono, di, y trimetilicos a partir de arsenito (Webster et al.
2016). El segundo mecanismo es el que involucra la metilacion a través de la SAM

(Fig. 8) (Webster et al. 2016).

Los estudios mencionados desarrollados a escala de laboratorio han permitido
determinar, que la eficiencia de volatilizacion del arsénico es en general baja (Webster

et al. 2016). Ademas, estas pruebas se llevan a cabo en cultivos puros sin tener en



cuenta que en los ambientes naturales existen comunidades microbianas que pueden

afectar la eficacia de biovolatilizacion natural del arsénico (P. Wang et al. 2014).

Mecanismos de
metilacion y
volatilizacion de
arsénico por bacterias

Metanogénesis Metilacion por SAM

N

Se produce arsina,

Se forma arsina y mono-, di-y tri- Mecanismo de
metil-arsina a partir de metilarsina a partir de detoxifiacion de
arsenato la demetilaciéon de bacterias

metilcobalamina.

\ J - S AN /

Figura 9.- Mecanismos de metilacién y volatilizacion de arsénico mediado por bacterias.

Entre las ventajas de este método, encontramos: i) algunas especies metiladas de
arsénico son menos toxicas que el As (I11) inorganico (Crognale et al. 2017), ii) es un
proceso llevado a cabo por varias especies bacterianas, y, ademas, existe mucha
informacidn acerca de dicho proceso, lo que contribuye a incrementar su eficiencia
detoxificante mediante la modificacion genética de los microorganismos involucrados
(Chen et al. 2013), y por altimo, (iii) al ser volatilizado el arsénico, no se requiere de
su precipitacion o posterior filtrado. Por otro lado, entre las desventajas que pueden
enumerarse de esta reaccion son: (i) la formacion de especies metiladas que son adn
mas toxicas que el As (I11) como el DMASs(11) (volatil) y el MMAs (I11) (P. Wang et

al. 2014; Di et al. 2019), (ii) no se conoce aun cuales pueden ser las implicancias del



aumento de especies metiladas en la atmdsera, y (iii) la eficiencia de volatilizacion es

baja (Webster et al. 2016; P. Wang et al. 2014).

Biosorcion

La biosorcidn es un proceso pasivo, no metabolico que consiste en el uso de biomasa,
viva 0 muerta, para remover metales o metaloides y en el que no hay costos adicionales
como los nutrientes o el mantenimiento de cultivos (Aryal, Ziagova, and Liakopoulou-
Kyriakides 2010; Chowdhury and Mulligan 2011; Tabaraki and Heidarizadi 2018). La
base de esta técnica es la transferencia de una sustancia desde un medio acuoso a una
fase sélida mediante interacciones fisicas o quimicas (Bhakta and Ali 2020). Por
ejemplo, si se utilizan bacterias como biosorbente, los iones de arsénico interacttan
con la pared celular, sin necesidad de utilizar energia (ATP) (Fig. 10) (Sher and
Rehman 2019). En el caso de que el As(ll) sea la especie dominante en el agua a
tratar, se requiere de un paso de oxidacion previo a la biosorcion (Chowdhury and

Mulligan 2011).

La adsorcion sobre carbon activado y alimina activada, pueden ser adsorbentes con
una alta eficiencia de adsorcion de arsénico (Cavalca et al. 2013; Pérez Mora et al.
2019). Debido a que estos materiales son costosos, se han ido desplazando por
alternativas mas econdémicas como las bacterias, los hongos, plantas o biopolimeros
como el quitosano, la piedra caliza y los desechos de naranjas, entre otros (Pérez Mora
et al. 2019; Boddu et al. 2008; Chowdhury and Mulligan 2011; Pandey et al. 2009;

Tabaraki and Heidarizadi 2018). Por su parte, las algas también han sido estudiadas



debido a su capacidad de acumular metales, siendo ain mas efectivas que el carbén
activado, la zeolita y las resinas sintéticas de intercambio ionico (Tabaraki and
Heidarizadi 2018). Usualmente, este proceso de biosorcion se puede utilizar a nivel
rural o domeéstico ya que no necesita de la adicion de sustancias quimicas y no produce
subproductos dafiinos, asi como también el material sorbente puede tener un buen

potencial de regeneracion (Banerjee, Banerjee, and Sarkar 2018).

La basqueda del biosorbente ideal ha llevado a la prueba de numerosos adsorbentes
(tabla 1). Por ejemplo, se han analizado los granulos de masa anaerdbica, los cuales
constituyen un biosorbente efectivo y amigable con el medio ambiente debido a su
disponibilidad, forma del particulado, fuerza mecénica de union, rapida tasa de sorcion
y la facilidad de ser desechados (Chowdhury and Mulligan 2011). Ademas, se ha
informado por ejemplo, que la biosorcion de arsénico mediada por Pseudomonas
aeruginosa fue del 98% (Sher and Rehman 2019; Banerjee, Banerjee, and Sarkar

2018).

Los desechos producidos pueden ser dispuestos en un relleno sanitario o se puede
reutilizar el material biosorbente aplicando un método de desorcion (Aryal, Ziagova,

and Liakopoulou-Kyriakides 2010; Chowdhury and Mulligan 2011).

Entre las ventajas que se pueden resaltar de este método, se encuentran: i) el bajo costo
que supone el biosorbente, ii) la posibilidad de un alto porcentaje de sorcion del

arsénico, iii) la capacidad de ser utilizado a nivel rural o doméstico iv) un bajo tiempo



de operacion, v) no se adicionan otras sustancias, vi) no produce barros y vii) el
material sorbente puede ser reciclado una vez que haya sido tratado el As (V) (Bhakta
and Ali 2020). Por otra parte, la biosorcién posee como desventajas: la necesidad de
encontrar cual es el biosorbente mas adecuado y de mayor eficiencia las condiciones
experimentales como la temperatura, la dosis de biomasa, la concentracién inicial del
metaloide y el tiempo de contacto, asi como también la sensibilidad a los cambios en
el pH (Bhakta and Ali 2020). Ademas, puede llegar a saturarse rapidamente si no se lo
utiliza de forma correcta (Kamde et al. 2018).
pH
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Figura 10.- Representacion grafica del proceso de biosorcion.



Tabla 1.- Tipos de biosorbentes y sus condiciones éptimas de tratamiento, adaptado de Bhakta et al. 2019.

Rivsorbette Oxidation - (_'omact Biosorbent Arsenic A _ A - A

state pH |Temp ' time dose concentration | Biosorption efficiency/capacity
Rhodococcus sp. As(IIT) < g 30°C 30 min 1 g/l 100 mg/L | 84.92%
Mougeotiagenuflexa As(110) 6 20°C | 60 min 4 g/ 57.48 mg/g
Céscara de trigo, cascara de As(V) e dlom il 0.1 mg/L I mg/L Cascara de trigo 98,9%, cascara de
arroz, cascara de banana, arroz 98,9%, cascara de banana
cascara de arveja 99%, cascara de arveja 99.4%,

Clisan decimslzymange As(I1D 6 ND 150min  |6g 100 pg/L. Ciruela 87%, mango 78 %
T —" As(I1I) 7.5 |[ND 40 min 20 g/L 25 mg/LL 70%

As(V) 2.5 85%
Bacillus sp. [As 6 |40°C ND ND 6 mg/L 1.6 mg/L
Saccharomyces cerevisiae As(11I) S 35°C 240 min  |S5g/L 62.91 pg/g
Colpomeniasinuosa As(1IT) 6 ND 30 min ND 100 mg/L 95.6 mg/g

As(V) 2 59.9 mg/g
Bacillus cereus As(I1T) 7.5 [30°C |30 min 6 g/l ND 32.42 mg/g
Mosambi peel As(II) - 40°C |240min |30 g/L 100 mg/L 2.12 mg/g

[ As(V) 6 40 g/L. 3.32 mg/g

Arthrobacter sp. As(I1T) 7 28°C | 30 min 1g/L 100 mg/L 74.91 mg/g

As(V) 3 81.63 mg/g
Leucaenaleucocephala As(11T) 7.5 |ND 40 min 4¢g/L 25 g/l 81.88%

[As(V) |25 92.61%

Paecilomyces sp. As(1IT) 6 30°C |[24h 1 mg/L 1 mg/L 64.5%

Oxidation state (estado de oxidacion); Temp (temperatura); Contact time (Tiempo de contacto); Biosorbent dose (Dosis de
biosorbente); Arsenic concentration (concentracion de arsénico); Biosorption efficiency/capacity (Eficiencia / capacidad de
biosorcion).

Biooxidacion

Dado que el As (V) es menos toxico y maévil que el As (Ill), se considera que la
oxidacion del altimo a As (V) es un buen tratamiento para las aguas contaminadas con
dicho metaloide. Particularmente, la biooxidacidn, consiste en la oxidacion de As (I11)
a As (V) llevada a cabo por bacterias quimiolitoautotréficas que poseen la enzima
arsenito oxidasa, y que utilizan la energia originada por la reaccion para su propio
crecimiento (Figura 11 y 13) (Bahar, Megharaj, and Naidu 2016;Roy et al. 2021,

Crognale et al. 2017). Estos microorganismos utilizan el arsenito como donor de



electrones, el oxigeno como aceptor de electrones y el CO, como fuente de carbono
para la fijacion (Crognale et al. 2017). Por otro lado, hay bacterias que son
heterotroficas, las cuales oxidan el As (I11) como estrategia de detoxificacion y no
obtienen energia de la reaccion de oxidacion (Crognale et al. 2017). Luego, el As (V)
puede ser removido mediante adsorcidén o precipitacion (He et al. 2019). Existen
muchos géneros bacterianos que pueden oxidar As (I11) a As (V), utilizando oxigeno,
nitrato o clorato como aceptores de electrones. En 1918, se aislo la primera bacteria
capaz de oxidar arsenito, Bacillus arsenooxydans, y en la actualidad, se sabe que
también lo pueden realizar las Alcaligenes faecalis, Pseudomonas arsenitoxidans,
Microbacterium lacticum, Agrobacterium tumefaciens, M. oxydans, P. stutzeri,
Aeromonas sp., Pantola sp., Pseudomnas sp., P. lubricans, Achromobacter,
Thiobacillous ferroxydans y Thiobacillus acidophilus (Sher and Rehman 2019;

Weeger et al. 1999).

H3AsO3 + %2 02 —»HoAsO™s + H (AG® = -113,34 kJ/mol)

Figura 11.- Reaccién de oxidacién de As (111) realizada por algunas bacterias.

Otro mecanismo indirecto de biooxidacion consiste en la utilizacion de bacterias
capaces de oxidar Fe (I1) a Fe (111) que al precipitar en medio acuoso como hidroxido
férrico tiene la capacidad de adsorber sobre su superficie As (V) (Fig. 12). Al mismo
tiempo, los iones solubles de Fe(l11) actian como agente oxidante de As (I11) (Ahmad

et al. 2020; Kamde et al. 2018). Dado que el arsénico y el Fe coexisten en el agua



subterranea, resulta interesante estudiar y evaluar la capacidad de comunidades
bacterianas y bacterias especificas, como A. ferrooxidans, de oxidar el Fe (II) para

luego precipitar el As (I11) y removerlo facilmente del agua (Kamde et al. 2018).

4Fe** +O7 + 10H,0 —> 4Fe (OH);3 + 8H"

Figura 12.- Reaccién de oxidacion de Fe (11).

La biooxidacion es un método ventajoso dado que no se necesita agregar agentes
oxidantes al agua a tratar, lo cual supondria un costo econémico extra y la potencial
formacion de otros contaminantes. (Sorlini and Gialdini 2010; Battaglia-Brunet et al.
2002; Weeger et al. 1999). Cabe destacar, que algunas bacterias responsables de este
proceso son quimiolitoautotroficas, lo que implica que no es necesario el agregado de
una fuente de carbono al biorreactor (Crognale et al. 2017). Por otro lado, el uso de
bacterias heterotroficas para descontaminar aguas con elevadas concentraciones de
arsénico, implica la necesidad de una fuente de carbono, lo que puede traducirse en un
costo extra. Ademaés, al ser aplicado en un reactor, las bacterias pueden generar
taponamientos y debe ser monitoreado en el largo plazo de su uso (Crognale et al.

2017).
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Figura 13.- Representacion grafica del proceso de biooxidacion de As (111) a As (V)

realizado por bacterias

Justificacion del método elegido:

En base a la informacidn recolectada en este trabajo sobre distintos métodos bioldgicos
de remocion de arsénico, se selecciond para el desarrollo de un ensayo a escala de
laboratorio, una combinacion de biooxidacion que permita la oxidacién de As (111) a
As (V) y una posterior biosorcion del As (V).

Se eligié la oxidacion bioldgica como primera etapa de abatimiento del arsénico,
porque el As (V) es mucho mas facil de tratar que el As (1I1), y el As (I11) es 25-60
veces mas toxico y mas soluble que el As (V), por lo que resulta mas dificil su
remocién. Ademas, el As (V) no es tan maévil por lo que es mas facil de precipitar o de
ser adsorbido (Kamde et al. 2018; Jana et al. 2015). Por otro lado, la oxidacion puede
asociarse con métodos de adsorcion comunes sin afiadir sustancias quimicas, lo cual
implica un costo econdémico extra y pueden ser perjudiciales para la salud y el medio
ambiente, ya que tienen el potencial de producir sub-productos indeseados (Crognale

et al. 2019; Jana et al. 2015). A diferencia de la biovolatilizacion del arsénico, no se



producen especies intermediarias mas toxicas que el As (IIl) y la eficiencia de
oxidacion del As (111) es mas alta que la eficiencia de volatilizacion del arsénico.

Si bien se han realizado varios estudios sobre el potencial de la oxidacion bacteriana
de As (I1), no se ha conducido este proceso hacia su aplicacion en la biorremediacién
de agua subterranea contaminada, mediante la aplicacion de consorcios bacterianos

(Crognale et al. 2019).

Como complemento a la biooxidacion, se selecciond la biosorcién del As (V) ya que
se ha visto que puede alcanzar altos porcentajes de eficiencia, dependiendo de los
materiales que se utilicen, los cuales pueden ser muy econdémicos y disponibles
localmente, como restos de fruta, hongos, levaduras, cafia de azucar, cascara de mani

y restos de cultivos, entre otros (Tabla 1) (Bhakta and Ali 2020).

En base al compendio de informacidn recolectada y a la cuidadosa seleccion de los
métodos a utilizar en el abatimiento de arsénico en agua contaminada, se considero
que la combinacién de la biooxidacion y la biosorcion de arsénico, constituyen una
solucion innovadora para disminuir la concentracion de arsénico en agua de consumo

por debajo del limite de 10 pg/l establecido por el CAA.



Tabla 2.- Ventajas y desventajas de los distintos métodos de remediacion de arsénico en agua.

Método Ventajas Desventajas Eficiencia de Referencias
remocion
Reduccion de Las BSR se pueden AUn no se han 90% Alam et al.
aplicar tanto a nivel de realizado muchos 2019

arsénico por BSR

reactores como in situ
y requieren de fuentes
de carbono que son
econémicas. Se puede
tratar tanto el As (I11)
como el As (V).

ensayos a escala real y
su efectividad
depende del
cambio estacional de
temperatura, el nivel
optimo de sulfato, la
concentracion de Fe, y
la concentracidn de
metales traza.

Biometilacion

Biovolatilizacion

y

Algunas especies
metiladas de arsénico
son menos toxicas que
el As (l11), mientras
que las
especies volatiles son
liberadas a la atmosfera
sin necesidad de
tratamiento posterior.

La formacion de
especies metiladas mas
toxicas, que el As (I11)

y la falta de
informacion y
cuantificacion de las
especies volatiles, son
dos de las principales
desventajas.

90% con una

concentracion

inicial de 100
ug/l*

<0.02% de
arsénico
volatilizado

Crognale et al. 2018
Crognale et al. 2017
Huang et al. 2016
Webster et al. 2016

Fitorremediacion

Es un método
economico, de bajo
impacto ambiental y

facil manejo.

Las condiciones
climaticas son un factor
importante para el
crecimiento de las
plantas, ademas se
requiere de mucho
espacio para lograr el
abatimiento del
arsénico en la zona
contaminada. Ademas
la especie elegida debe
ser no comestible, de
rapido crecimiento y
con una gran biomasa.

99.9%

Yan et al. 2019.
Mukherjee et al. 2018.
Alka et al. 2020

Yan et al. 2019

de Souza et al. 2019

Biosorcién

Es un método de bajo
costo, alto porcentaje
de sorcién de arsénicox
y se puede utilizar a
nivel rural o doméstico.

El material biosorbente
tiene un tiempo de vida
atil, y luego debe ser
desechado o tratado
para su desorcion

Pseudomonas
aeruginosa es
del 98%

Sher et al. 2019
Prasad et al. 2014,
Cernansky et al. 2007
Banerjee et al. 2017

Continla




Biooxidacion ElAs(V)esmuchomas | La  eficiencia  de 100% Crognale et al. 2019
facil de tratar que el As | oxidaciéon del As (II) Kamde et al. 2018
(1. depende de la especie Jana et al. 2015
Ademaés, la oxidacion | de bacteria que se Sorlini et al. 2010
puede utilizarse como | utilice, ademas los Battagli-Brunet et al.
pretratamiento de | reactores deben ser 2002
distintos métodos de | monitoreados a largo Weeger et al. 1998
abatimiento del As (V). | plazo porque se pueden Crognale et al. 2017
Es de bajo costo | obstruir debido al Lietal. 2016
econdémico ya que no | crecimiento
necesita el agregado de | microbiano.
quimicos.

Desarrollo

Revision de las configuraciones utilizadas en estudios previos
sobre biooxidacion

Muchos grupos de investigacion han desarrollado distintos disefios y prototipos de
plantas de tratamiento o dispositivos de remocion de contaminantes del agua. Asi, la
recopilacion y analisis de algunos de ellos, permitirdn la seleccion del sistema mas
adecuado para aplicar en la zona de la Argentina, de nuestro interés, contaminada con

arsénico.

En primer lugar se realizé una recopilacidn de algunos reactores, que se han estudiado
a escala de laboratorio, para la realizacion de la biooxidacion mediada por bacterias.
Por un lado, se han probado reactores tanto en formato de tanque asi como también en

columna. En el caso del formato de tanque, el agua contaminada ingresa al sistema a




través de un primer tanque de almacenaje y luego puede ser bombeado a un segundo
tanque, en donde ocurre la oxidacion del arsénico mediada por una cepa bacteriana.
Bagade et al. (2019), utilizaron este tipo de biorreactor, seleccionando la cepa L-148
de Bacillus sp. para la biooxidacion. En este caso, luego de la oxidacion, el agua pasa
a través de un filtro (0,45 um) para atrapar las células bacterianas y luego ser tratada
para la remocion del As (V) (Fig. 13). En este ensayo de laboratorio, se observo que
fijar las bacterias en beads (cuentas) enlentecio la oxidacion de As (I11), mientras que
las bacterias libres pudieron oxidar As (111) a As (V) con una gran eficiencia en solo 5
minutos. Mas aln, las bacterias pudieron ser reutilizadas de forma eficiente por 3

ciclos, y su eficiencia bajé en un 25 % en los siguientes ciclos (Bagade et al. 2019).

Reactor con

bacterias que

oxidan As (lI) Filtro con
bacterias

Tiempo de
retencion
de 10 min

Agua con arsénico

()

Bomba

Figura 14.- Configuracion de un biorreactor con bacterias oxidantes Bacillus sp. Adaptado
de Bagade et al., 2019.



Otro tipo de tanque probado es de agitacion continua donde crece la cepa bacteriana
01201 de Alcaligenes faecalis (Y.-T. Wang and Suttigarn 2007). El tanque que se
utiliz6 en este caso, posee una agitacion continua, se encuentra aireado y posee una
capacidad de 14 |. Las bacterias utilizadas crecieron con el agregado de citrato como
fuente de carbono, a 30°C y pH=7. El medio de cultivo se introdujo mediante bombas
peristalticas, previniendo la contaminacion atmosférica con el uso de filtros de 0,30 m
(Fig.15). Como resultado, se logré una casi completa oxidacion de As (111) a partir de
medios de cultivo con un rango de concentraciones de 1.000-8.000 mg/l. Cabe
destacar, que en el proceso de optimizacion se evaluaron distintos tiempos de retencién

hidraulica que iban de 25,6 a 90,7 hora.
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Figura 15.- Conformacion del biorreactor de agitacion continua (CSTR) (Wang et al., 2007)



Por otro lado, también se utilizan biorreactores en forma de columnas que consisten
en un dispositivo cilindirico que puede contener distintos materiales como soporte para
el crecimiento de bacterias. Este tipo de reactor, se ha probado a escala de laboratorio
como parte de un reactor bio-integrado FeEC (Electrocoagulacién de Fe(0)), utilizando
antracita como material de soporte para el crecimiento de una pelicula microbiana
formada principalmente por bacterias de la familia de Comamonadaceae y
Rhodobaeteraceae capaz de oxidar el As (I1l) a As (V). Este material, se encuentra
compactado dentro de la columna que en este caso es de PVC y de 2 m de altoy 9 cm

de diametro (Fig. 16) (Roy et al. 2021).
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Figura 15.- Estructura de la columna del sistema bio-integrado FeEC (adaptado de Roy et al.,

2021).

En el ejemplo anterior, el reactor era de flujo continuo, pero existen también en batch,

compuestos por columnas de crecimiento de bacterias que oxidan As (111) a As (V).



Kamde et al. (2018) investigaron la biooxidacion de As (I11) mediada por la bacteria
Acidothibacillus ferrooxidans, la cual es quimiolitotréfica y utiliza iones Fe (11) como
fuente de energia y didxido de carbono como fuente de carbono, siendo resistente al
arsenico. Dadas estas cualidades, es posible oxidar el As (I111) mediante el Fe (II)
producido por los microorganismos. El reactor consiste en un lecho fijo lleno con
carbén granular activado (GAC), en donde se encuentra A. ferrooxidans inmovilizada,
un tanque de alimentacién N°1 en el cual se encuentra el agua con hierro y el tanque
N°2 que contiene agua que simula la contaminacion con arsénico. Ambos se mezclan
en la camara de reaccion que se encuentra luego de la columna de lecho fijo de A.
ferrooxidans. La columna es de polimetilmetacrilato con un volumen de 2 I, un

diametro de 12 cm y altura de 26 cm (Fig. 17).

En dicho estudio, se demostré que a partir de una concentracion de entre 50 y 1000
ug/l de As (111) se puede alcanzar el limite de concentracion recomendado, de forma
efectiva. Mientras que a concentraciones iniciales més altas, la eficiencia de remocion
disminuye. Entre las ventajas del uso de este tipo de reactor, se pueden mencionar que
opera a presion y temperatura ambiente, consumiendo muy poca energia. Ademas,

posee un disefio simple, es econémico y sustentable.



Feed tanki

Fixed bed

Figura 17.- Disposicion del bio-reactor con Acidothiobacillus ferrooxidans. (A) Tanque de alimentacion
1; (B) Tanque de alimentacién 2; (C) Columna de lecho fijo; (D) Camara de reaccion (adaptado de
Kamde et al., 2018).

Revision de las configuraciones utilizadas en estudios previos
para biosorcion de As (V).

Los tipos de reactores mas utilizados para llevar a cabo la biosorcion de As (V) son de
tipo columna. Algunos de los ejemplos de este tipo, son los que se describen a
continuacion. Por un lado, en un estudio se ha probado un reactor en columna de
acrilico (Fig 18). El agua que ingresa en la columna con el biosorbente, lo hace desde
abajo hacia arriba para mejorar la distribucion y aumentar la utilizacion del lecho, asi

como también se le agregd un tanque para controlar el pH del agua que ingresaba al



sistema y mejorar asi la sorcion de arsénico (Kim et al. 2020). La columna del
biorreactor desarrollado por Sulaymon et al., consistié en una columna de 7,5 cm de
diametro y 1 m de largo, junto con un distribuidor de acero inoxidable instalado en la
parte inferior de la columna, con el fin de que el flujo de agua sea mas uniforme (Fig.

19) (H. Sulaymon 2013).
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2. Almacenamiento de
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4. Tanque de control de
flujo

5. Equipo de medicion

6. Reactor en columna

Figura 18.- Reactor con biosorbente compuesto por bacterias creciendo sobre esponja, (adaptado de

Kim et al., 2020).
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Figura 19.- Reactor en columna relleno de algas, adaptado de Sulaymon et al 2013.



Resultados y discusion

Luego de analizar distintos reactores y procesos bioldgicos, se selecciono el uso de dos
biorreactores consecutivos que involucraran la biooxidacion de As (111) y la adsorcion
de As (V). Estos seran alimentados con agua contaminada de pozos de la provincia de
Chaco, seleccionada por ser una de las tres provincias mas afectadas por el arsenico y
por poseer una gran poblacion de bajos recursos econémicos (Buchhamer et al. 2012;

M. Litter 2018).

Para el disefio, se consideraron criterios que implican: su facil operacién, un bajo costo
econémico y el uso de materiales de facil alcance. Asi, se propone la configuracion
descripta en la Figura 20. EIl disefio, constara de dos biorreactores con formato de
columnas con lecho fijo, una seguida de la otra. En la primera, creceran bacterias que
van a oxidar el As (111) a As (V) y la segunda columna se rellenara con el biosorbente
especifico extraido de la regidn seleccionada en Chaco. El formato de columnas en
lugar de tanques, se basa en el mejor aprovechamiento del espacio alcanzado por el
agua cuando ingresa al biorreactor. En un tanque, se dificulta mas el contacto del agua
con el material ubicado mas préximo a los lados del tanque, lo que no sucede en los
reactores de columna aumentando asi la eficiencia de oxidacién y adsorcion ademas
de la disminucion en el tiempo de contacto necesario para que se lleve a cabo la
transformacion deseada. En la seccion anterior, se analizaron y describieron reactores
en columnas con algunos de los materiales de soporte de crecimiento de bacterias,

como el GAC y antracita. Para el primer biorreactor, donde creceran las bacterias que



oxidaran el As (I11), se seleccionara grava como soporte para el correcto crecimiento
y formacion de la pelicula bacteriana, porque es un material facilmente acequible, es
econdémico y ha sido empleado anteriormente como soporte eficiente para el
crecimiento de bacterias (Chen, Rosen, and Martinez-villegas 2020). En cuanto a las
especies de bacterias que utilizaremos, se analizara la capacidad de colonizacion del
material de soporte por las bacterias nativas del agua extraida de la zona contaminada,
que pueden tener un alto potencial de oxidacion de As (I11) adquirido probablemente
por presion de seleccion del ambiente en donde viven (Alam and McPhedran 2019;
Fukushi et al. 2003; Cavalca et al. 2013; Roy et al. 2021). El uso de bacterias indigenas
permitiria emplear condiciones no estériles facilitando el uso doméstico e
independizandose de posibles problemas regulatorios. Como control positivo se
recurrird a la cepa Ensifer adhaerens que posee una alta eficiencia para oxidar As (111)
a As (V) (H. Li et al. 2016). Las muestras de agua seran colectadas en la regién con
mas alto nivel de contaminacion de la provincia de Chaco, las cuales seran trasladadas
en bidones de 10 | hacia el laboratorio 1B3 de la facultad de ciencias exactas de Buenos
Aires (FCEN-UBA), donde se llevaran a cabo los ensayos experimentales del

bioreactor propuesto.

En el reactor para biosorcion en columna, se emplearan restos de cascara de soja como
adsorbente, dado que se ha demostrado que la misma posee una alta capacidad de
adsorcion de arsénico (Shabbir et al. 2020), sumado a que la soja es el cultivo mas

extendido de la Ilanura Chaco-Pampeana lo que garantiza su accesibilidad.
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Figura 20.- Prototipo de 2 biorreactores en columnas, el primero con bacterias oxidantes de As (I11) y

el segundo con un biosorbente para adsorber el As (V).

Con el disefio de biorreactores propuesto, se desarrollard en la siguiente seccion la
propuesta del estudio a escala de laboratorio, en donde se planteara la optimizacion de
las condiciones experimentales y los parametros operacionales que sirvan como base
para su aplicacion a escala operativa en las poblaciones mas afectadas de la provincia

de Chaco (Fig. 21).



Actividades y metodologia del ensayo a escala de laboratorio

Se realizaran ensayos en dos biorreactores en columna consecutivos, constituyendo el
primero un reactor de biooxidacion y el segundo uno de biosorcion. El reactor
biooxidante se conformara por una columna de PVC con un volumen de 50 cm?, con
relleno (60% v/v) de grava para permitir el ingreso de oxigeno y actle como aceptor
de electrones para las bacterias, asi como también de CO.. El reactor de biosorcion, se
acoplara al primero mediante una manguera conectora de plastico flexible de 1 de
diametro y estara constituido por una columna de PVC de 35 cm de largo y 3,5 cm de
diametro (para garantizar una buena superficie de contacto y disminuir el tiempo de
retencion). Este biorreactor, se rellenara con cascara de soja pulverizada para aumentar
la superficie de adsorcién. En la parte inferior de cada columna, se colocara una malla
plastica, para evitar la pérdida de los materiales de cada columna. La alimentacion se
efectuard mediante bombas peristalticas en forma continua, de forma descendente, con
agua subterranea obtenida de la zona afectada elegida en la provincia de Chaco con
una concentracion de arsénico promedio de 95 ug/l, extremadamente salina y con
alto contenido de aniones bicarbonato, cloruro y sulfato, ademas de cationes como el
sodio (Giménez et al. 2013). De esta manera, se seleccionaran bacterias presentes en
el agua contaminada con arsénico que puedan fijar COz y respirar O sin la necesidad
de suplementar el agua con una fuente de carbono y un aceptor final de electrones. El
flujo se ajustara inicialmente, para obtener tiempos de residencia de 1 a 2 horas
(Shabbir et al. 2020). Debido a que el biosorbente puede llegar a saturarse dependiendo
de la tasa de flujo del reactor, se estudiaran distintas tasas de flujo, 20, 40, 100, 180

ml/min (Michon et al. 2010); (Kamde et al. 2018). Como control positivo, se empleara



una columnaidéntica a la proyectada para la bioxidacion, inoculada con la cepa Ensifer
adhaerens (H. Li et al. 2016) y sera alimentada con el agua previamente esterilizada.
En todos los casos, se incluird un duplicado de cada columna para evaluar la
variabilidad intrinseca del proceso. Con el fin de determinar la eficiencia del sistema
propuesto, se cuantificara la concentracion de As (I11) y As (V) diariamente, en el agua
antes y después de atravesar cada biorreactor mediante el método espectrofotométrico
de Gutzeit el cual se fundamenta en la generacion de arsina (AsH3) a partir de la
reduccidn del arsenito con borohidruro de sodio en medio &cido, y la posterior reaccion
del gas AsHs con detil-ditiocarbamato de plata. Para la determinacion de arsenato, el
mismo es reducido a As(lll) con Zn/Sn en medio &cido (Standard methods 3500-As
B) (M. Litter 2018). También se cuantificara el arsénico total luego de atravesar todo
el dispositivo por espectroscopia de absorcion atdmica (M. Litter 2018), haciendo un
seguimiento del funcionamiento del biorreactor durante un afio. Ademas, se registrara
el pH, el cual puede afectar el crecimiento de bacterias oxidantes y la eficiencia de
oxidacion de As (l11), asi como también se medira el tiempo de aclimatacion de la
pelicula bacteriana que se forme en las particulas de grava. Una vez verificada la
remocién del metaloide, la colonizacion del material de soporte se evaluara por el
método de cristal violeta y microscopia electronica de barrido (Michel et al. 2007). Se
tomara un volumen del material de relleno y del agua de entrada al biorreactor
(previamente se filtra un gran volumen de agua para retener la mayor cantidad de
bacterias posibles) a partir de las cuales se extraerd el ADN y por reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR del inglés (Polymerase Chain Reaction)) en tiempo real se



determinara la concentracion de bacterias oxidantes de arsenito utilizando cebadores

especificos para el gen de la enzima arsenito oxidasa (Crognale et al. 2017).
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Figura 21.- Mapa de la provincia de Chaco delimitando zonas con aguas afectadas por la presencia de

arsénico (Adaptado de Litter et al. 2018).

Se tomaran muestras de agua luego de 20, 30 y 60 dias de haber comenzado el
funcionamiento del reactor para cuantificar la presencia de arsénico y la capacidad
del reactor de funcionar correctamente a lo largo del tiempo, registrando el tiempo de
funcionamiento del reactor sin la necesidad de ninguna intervencion. Para esto
mediremos el tiempo de cambio del biosorbente y el nivel de taponamiento que pueda

sufrir el reactor de biooxidacion, evitando este posible inconveniente mediante la



aplicacion de lavados del material o el cambio del material utilizado como lecho.
Cuando las concentraciones de arsénico sean las adecuadas se realizara un ensayo
completo de potabilidad y se estudiard la necesidad de procesos de filtrado o

desinfeccion a posteriori.

El objetivo es plantear un biorreactor que sea facil de utilizar a nivel doméstico, que
requiera de muy poco mantenimiento y que sea eficiente en la remocion de As (111) y
As (V). Ademas, es de gran importancia que el biorreactor sea econémico para su
implementacién doméstica dado que muchas de las zonas afectadas tienen pocos
habitantes y con escasos recursos. El biorreactor propuesto, cumple con muchas de las
necesidades y caracteristicas necesarias para implementar el método de abatimiento de
arsénico en las localidades mas afectadas de la provincia de Chaco. En primer lugar,
la masa microbiana, como el material de soporte y el biosorbente son econémicos y
faciles de conseguir. Por otro lado, es un método amigable con el medio ambiente ya
que no utiliza sustancias quimicas y el mantenimiento que requiere el dispositivo es
minimo, ya que solo se necesitaria un recambio del biosorbente y un lavado del
material de soporte donde creceran las bacterias, las cuales supondrian algunas de las

desventajas de este reactor.



Evaluacion de criterios involucrados en la factibilidad de
implementacidn en la regidn afectada seleccionada de nuestro
pais.

Los primeros reportes registrados de la enfermedad de HACRE en humanos son de
1885 y en Argentina especificamente datan desde 1938 (Sharma et al. 2014). En su
mayoria, las zonas que tienen sus aguas contaminadas con arsénico, son de escasos
recursos en paises en desarrollo, en donde organizaciones de ayuda social han
intentado mitigar los problemas del consumo de agua con alto contenido
bacterioldégico con obras para obtener agua subterrdnea potable, pero como
consecuencia se ha expuesto a la poblacién a un contaminante distinto, en este caso el

arsénico (Sharma et al. 2014).

La llanura Chaco-Pampeana cubre 1 millon de km? y, aproximadamente, el 12% de la
poblacion vive en asentamientos dispersos con menos de 50 habitantes,
frecuentemente en pésimas condiciones econémicas y de salud, detectdndose la

presencia de HACRE (Bundschuh, Litter, and Ciminelli 2010).

Se han realizado estudios en Coérdoba y Chaco, en los cuales se determind que la
concentracion de arsénico, en los pozos de extraccion de agua, es mas alta que el valor
requerido por el CAA (10ug/l). En la provincia de Chaco, 60% de los residentes
utilizan agua subterranea para su consumo individual y se encontrd que el promedio

de concentracion de arsénico es de 200 pg/l, con algunos pozos que alcanzaron los



1990 pg/l (Blanes et al. 2011; Giménez et al. 2013). Mas auln, el limite establecido por

el CAA estaba excedido en 123 de 161 de los pozos de agua muestreados.

Las poblaciones rurales en condiciones socioeconémicas comprometidas, y que son
afectadas por la contaminacion por arsénico, no poseen los recursos para el
abatimiento del mismo, debido a la imposibilidad de recurrir al uso de tecnologia
sofisticada o de grandes plantas de tratamiento. Ademas, no tienen acceso a una

conexién de red de agua potable.

Por estas razones, es imperiosa la necesidad de estudiar la aplicacion de nuevas
estrategias tecnoldgicas que permitan solucionar esta problematica sobretodo en
poblaciones pequerfias y de bajos recursos, las cuales no pueden implementar plantas

de tratamiento sofisticadas (6smosis inversa/ intercambio anidnico).

Algunos aspectos a considerar para la seleccidn de una tecnologia adecuada son:

Tamario de la poblacion

e Incidencia de enfermedades crénicas

e Falta de agua segura

e Condiciones de pobreza

e Caracteristicas biologicas y fisico-quimicas del agua



e Especiacion de arsénico, potencial de reduccion, dureza del agua, presencia

de silica, sulfato, fosfato, hierro y otras especies quimicas

e Lacalidad del agua debe alcanzar el nivel recomendado por el CAA.

e La cantidad de agua descontaminada deberia ser de al menos 7-10 litros per
capita/dia.

e Debe ser confiable, robusta y capaz de proveer de agua en la cantidad y la
calidad necesaria, aun bajo condiciones sub-6ptimas.

e Debe ser segura operativamente, con bajo riesgo de salud y un
mantenimiento estandar.

e Debe reducir al minimo el impacto ambiental (Bundschuh et al. 2010);

(Sharma et al. 2014).

Ademas, el método elegido debe cumplir con algunos criterios socioeconémicos

como:

e Conveniente para los usuarios.
e Fécil comunicacion de las condiciones.
e Aprobada por la autoridad competente.
e Aceptacion social.
Asi como también, debe cumplir con criterios para garantizar la sustentabilidad:
e Bajo costo inicial y de mantenimiento.
e El agua debe ser incolora e inodora
e Minimizar el uso de electricidad.

e Dependiente de recursos locales.



e Evitar el uso de sustancias quimicas peligrosas.

También, se podria realizar un andlisis econémico para evaluar la relacion
costo/beneficio de la instalacion del biorreactor que disefiamos. Por ejemplo, una
herramienta para decidir cual es la mejor tecnologia para una zona donde el agua se
encuentra contaminada, es realizar un analisis de costo-beneficio, el cual consiste en
varios pasos a seguir: (i) definir el caso a estudiar y la posible intervencion en el
mismo; (ii) evaluar los posibles escenarios; (iii) estimar los costos de inversion, de
operacion y mantenimiento; (iv) valuar los beneficios (mejora del medio ambiente y
baja en los gastos de tratamiento médico); (v) valorar la rentabilidad de la inversion
(Molinos-Senante et al. 2014). La principal premisa del andlisis costo/beneficio,
considera que el proyecto deberia ser comisionado cuando los beneficios exceden los

valores agregados (Molinos-Senante et al. 2014).

Entre los costos que conlleva instalar un centro de tratamiento de agua, encontramos
los de inversion, operacionales y de mantenimiento del sistema. Los costos de
inversion, incluyen: costo del terreno, trabajo civil, maquinaria y equipamiento. Por
otro lado, los operacionales y de mantenimiento implican gastos en reactivos, energia
y repuestos de la maquinaria (Molinos-Senante et al. 2014). En nuestro caso los costos
de inversidn no serian aplicables ya que es un sistema de uso para el hogar y por otro
lado, los costos operacionales y de mantenimiento son muy bajos ya que los materiales
son econdmicos y de facil acceso y no se necesitan reactivos para su funcionamiento.

Lo que es importante considerar entre las inversiones a realizar es la capacitacion de



los usuarios del biorreactor, lo cual implica de personal idéneo para realizar la tarea
de forma clara y precisa, facilitando la comprension para ciudadanos sin preparacion

técnica. (Molinos-Senante et al. 2014)

Si bien, estimar los costos de la inversion que se van a realizar es muy importante,
también lo es evaluar los beneficios. Estos, incluyen la reduccion de efectos adversos
en la salud humana y los efectos positivos para el medio ambiente, esto implica evitar
el costo del tratamiento de las personas que enferman debido al consumo de agua
contaminada, simplemente mejorando la calidad de la misma (Molinos-Senante et al.
2014). Este tipo de beneficios no tiene un precio de mercado, sin embargo, es esencial

incluir estos beneficios en la evaluacion econdmica (Molinos-Senante et al. 2014).

Por otro lado, se puede calcular el valor de lograr el nivel ideal de arsénico en agua
basandose en estudios piloto de remocién en el pais y en los costos de salud (Ahmad
et al. 2020). Para calcular estos Gltimos, se puede tomar como ejemplo lo realizado en
Dinamarca, donde utilizaron parametros como los afios de vida ajustados a la
discapacidad, el cual mide la carga de la enfermedad en la poblacion y puede ser
calculado sumando los afios de vida perdidos a los afios vividos con la discapacidad
(Ahmad et al. 2020). Los afios de vida perdidos pueden ser obtenidos multiplicando el
nimero de muertes por afio, por la expectativa de vida al momento de la muerte

(Ahmad et al. 2020).



Esta evaluacion, de costos y beneficios del sistema excede los limites del presente
trabajo, aunque resulta evidente que los materiales que se utilizan son muy econémicos

y de facil acceso, y el beneficio de cuidar la salud de los seres humanos es muy alto.

Por otro lado, el impacto social que genera la contaminacion por arsenico debe ser
evaluado. Asi, el analisis de aceptacion de la implementacion del biorreactor de dos
columnas propuesto en este trabajo, seria una gran herramienta para evaluar la
situacion social presente de la zona elegida de la provincia de Chaco. El impacto de la
contaminacion con arsénico en las comunidades rurales de Argentina, es un campo
que necesita atenciéon, por lo que la implementacién de estudios al respecto seria de

gran importancia.

Rakib et al. (2013), evaluaron el efecto de la crisis del medio ambiente en los aspectos
sociales. Para ello, desarrollaron un cuestionario que contenia todos los datos
poblacionales y se seleccionaron de forma aleatoria a las personas que lo responderian,
tanto varones como mujeres, y que tenian sintomas de arsenicosis (intoxicacién por

arsénico).

Cabe destacar, que padecer de arsenicosis puede ser un estigma social, dado que se
pueden presentar manchas o hinchazon en las manos y pies, lo cual condena a la
persona que lo padece a ser calificada como peligrosa, al menos en Bangladesh

(Hassan, Atkins, and Dunn 2005). El nivel de rechazo hacia estas personas es tan alto,



que les resulta muy dificil encontrar trabajo o tener relaciones sociales cotidianas,
incluso en su familia (Hassan, Atkins, and Dunn 2005). Esta enfermedad es bastante
comun en granjeros Yy trabajadores del campo. Los problemas sociales que atraviesan
las personas afectadas por el arsénico, pueden ser los mismos que deben enfrentar los
habitantes de Chaco, es por esto que se debe realizar un estudio sociolégico para

evaluar el impacto social que tiene el HACRE en nuestro pais.

Entre los métodos que se podrian utilizar para realizar la evaluacion del impacto social
en Argentina, hemos encontrado que Hassan et al. (2005), utilizaron datos
provenientes de tres métodos diferentes: i) la apreciacion rural, ii) entrevistas y iii)
discusiones en pequefios grupos, para evaluar la percepcion del impacto del arsénico

en la vida social y las estrategias de supervivencia.

Por otra parte, Mosler et al. (2010), seleccionaron pueblos basandose en el nivel de
arsénico y la disponibilidad de pozos de extraccion del agua haciendo el muestreo por
el método de la “ruta aleatoria” (Mosler, Blochliger, and Inauen 2010). Asi, se
realizaron cuestionarios basados en la situacion sociodemogréfica, el consumo de agua
y los aspectos sociales y personales en el uso de pozos de agua. La percepcion de la
severidad de la arsenicosis se midid mediante la opinién de los entrevistados a los
cuales se les pedia que puntuaran las consecuencias negativas de la contaminacién por

arsénico.



Otra de las medidas que se pueden aplicar, es un programa educativo que instruyera
sobre la gravedad de la contaminacion del agua con arsénico, con el fin de generar
consciencia en la poblacion y lograr que la cantidad de personas que consumen el agua
contaminada disminuya, siempre y cuando puedan acceder a una fuente de agua

alternativa (Hanchett et al. 2002).

El uso de dos tecnologias (biooxidacion y biosorcion) propuestas en este trabajo,
podrian ajustarse para su implementacion a escala familiar teniendo en cuenta: el
tiempo de residencia del agua en las unidades de tratamiento, el costo de los medios
de cultivo y de los materiales que seran utilizados y el minimo de consumo de energia
eléctrica posible (M. I. Litter et al. 2008; Bundschuh, Jochen & Litter 2010). De esta
manera, cumpliendo con varios de los criterios mencionados anteriormente, como el
hecho de que el biorreactor planteado en este trabajo, es seguro operativamente,
conlleva un bajo riesgo de salud, su mantenimiento es estandar dado que solo se
requiere el cambio del material biosorbente y del lavado del material de soporte de las
bacterias oxidantes de arsénico. Por otro lado, el impacto ambiental seria minimo ya
que solo implicaria el descarte seguro del biosorbente y al no utilizar energia eléctrica
de forma directa y tampoco requerir del agregado de sustancias quimicas, el nivel de
contaminacion ambiental es muy bajo. Ademas, al utilizar materiales y recursos
locales, tiene un costo bajo de inversion y las condiciones en las que se opera y se
instala son sencillas gracias a los materiales que se escogieron para su funcionamiento
y la configuracion del biorreactor escogida. Algunas de las caracteristicas que debe

cumplir el biorreactor aqui presentado, seran evaluadas luego de ponerse en



funcionamiento a escala de laboratorio. Podemos mencionar, la cantidad y la calidad
del agua que puede procesar por dia asi como también, la aceptacion social e
institucional del mismo. También, es necesario un analisis bacterioldgico del agua
tratada y considerar un posible paso de desinfeccion de la misma, en el caso de
encontrar un elevado contenido bacteriano que no cumpla con los requisitos

determinados en el CAA.

En conjunto, ademas de la evaluacion técnica y metodoldgica de la aplicacién de la
biooxidacién y biosorcion del arsénico propuesta en este trabajo, deberia realizarse un
estudio complementario econdémico y social del area en donde se querria aplicar en la
provincia de Chaco. También, es necesario prever los costos y beneficios de
implementar este biorreactor, asi como del grado de aceptacion y compromiso social
de las familias que lo utilizarian. De esta manera, se obtendra informacion sobre su

factibilidad de aplicacién y desarrollo.

Conclusion

En base a la revision de las ventajas y desventajas de los métodos bioldgicos aplicables
al tratamiento de agua contaminada con arsenico, se seleccion6 una combinacion entre

biooxidacion y biosorcion como forma de tratamiento mas adecuada.

La recopilacion y el analisis de distintos biorreactores estudiados por otros autores a

escala de laboratorio, permitio disefiar un biorreactor de dos columnas consecutivas



que combina la biooxidacion del As (I11) a As (V) mediada por microorganismo, con

la posterior biosorcion del As (V).

Los materiales y elementos necesarios para la construccion y puesta a punto del
biorreactor, fueron elegidos considerando que no deben ser costosos ni dificiles de
conseguir en zonas rurales o de escasa poblacién, y su mantenimiento debe ser sencillo
y facil de realizar con materiales obtenidos localmente. Asi, se seleccion6 el uso de
columnas de PVC rellenas con grava para la columna de biooxidacion, y cascara de
soja para la columna de biosorcion. Todos ellos, materiales accesibles en la provincia

de Chaco, considerando su implementacion a escala domiciliaria.

Finalmente, se concluy6 que el biorreactor de dos columnas propuesto, es capaz de
adaptarse satisfactoriamente a los criterios considerados para la seleccién de una nueva
tecnologia. Asi, ofreciendo ventajas como su facil manejo y mantenimiento, un bajo
costo y un bajo impacto ambiental. Ademas, se concluy6 que para asegurar el éxito de
la aplicacion del biorreactor propuesto, serd necesario el escalado para su uso
domiciliario y la realizacion de estudios complementarios, con el fin de evaluar la
aceptacion social que tendrd la instalacion del biorreactor asi como también, los

beneficios tanto econdmicos como en la salud de la poblacion.
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Anexo

Abatimiento biologico de arsénico

en agua.

revision de los métodos actualmente
disponibles; propuesta de un prototipo
innovador a escala de laboratorio disenado
para zonas rurales y estudio de la factibilidad
de su aplicacion en la Argentina

[ UCIANA CASTRO

Origen del As en el agua

Antropogénico:
» Residuos de minas subterraneas
» Efluentes de industrias metalirgicas

» Fertilzantes, insecticidas y combustibles fosiles.

Natural:
» Interaccion con los sedimentos, rocas y emisionesgeotérmicasy volcdanicas.




Hidroarcenisismo Cronico Regional Endémico
(HACRE)

Engrosamiento palmoplantar

Hiperqueratosis

Aumento de la pigmentacion de la
piel

Cancer de piel, pulmon, higado,
estomago, pancreas y vejiga.

Agua con arsénico en
Argentina

En Argentina, este problema perjudica a
alrededor de 14 millones de personas,
siendo la zona mads afectada, el ceniro

norie, abarcando las provincias de Chaco,
Salta, Tucumdan, Santa Fe, lLa Pampa,
Cdrdobay Santiago del Estero.

Superan mds de 10 veces la concentracion
de 10 ug/l recomendada por Ia
Organizaciéon mundial de la salud (OMS) vy
el Cddigo Alimentario Argentino (CAA).




As (1) y As (V)

» El As (V) se encuenira en condiciones oxidantes mieniras que As (lll)
predomina en condiciones reducioras, As (lll) y As (V) pueden
encontrarse juntos porque su oxidacion es un proceso cinéfico muy
lento

Arsénico Inorganico

Arsenato Arsenito

EliAs(lll) es la forma mas téxica y el iAs(V) la forma mas abundante que
se encuentran en el medio ambiente.

Métodos utilizados en Argentina

» Osmosis reversa
» Intercambio Ionico
» Coagulacion-Floculacion

» Nanofiltracion




Problematica

Dada la situacion actual y la necesidad de contar con tecnologias
gue minimicen el impacio ambiental y reduzcan costos, nos
cuestionamos la posibilidad de implementar métodos bioldgicos para
la remocionde As.

Estos métodos son:
» Amigables con el medio ambiente
» Bagjocosto

» Fdciles de implementar

Hipotesis

Es posible encontrar un metodo biologico y un esquema experimental
gue pemita abatir el As a escala de laboratorio, para luego poder
escalarlo. Una vez hecho esto se podria brindar una solucion a esta
problemdatica, en zonas de nuesiro pais que poseen aguas

contaminadas con dicho metaloide.




Objetivos

» Analizar y comparar distintfos métodos biologicos utilizados para la

remocion de arsénico en agua de consumo.

» Plantear el diseno de un ensayo innovador a escala de laboratorio

para su posterior optimizacion en la remocion de As.

» Evaluar la factibilidad de implementacion en una region afectada

de nuestro pais.

Fitorremediacion

Flewaatd o
Ventajas:
+ Econémico
Bajo impacto ambiental
Facil manejo
Anteriormente se ha aplicado

Desventajas:
Depende de las condiciones
climaticas PR L 3)
Requiere de mucho espacio P NG, DY, it
La especie no debe ser comestible - .
De rapido crecimiento con gran
biomasa.

Morge

Arséenn

Cavpuwits
1 cogavzon




Reduccion de arsénico mediante Bacterias
sulfato reductoras (BSR)

« Reduccionde sulfato por BSR para dar sulfuro mediante la respiracion andxica.

« Elsulfuro genercdo forma precipitades insolublescon el arsénico,

H3AsOz + 3/2H,S — 1/2As,;S34 + 3H,0
As,Ss + 3/2 H,S —— % 2AsS + H5S,

Ventgjas: Desventajas:

Pequefa y gran escala « AUN no ha sido muy probado.
Susirato bajo costo

No hay que gjustar pH ni oxidar

previamente

Ventajas: -
+ Los productos intermediarios el Tnch
pentavalentes (MMAS (V) y DMAs ' (TN
[V]) son menos téxicosgue el ik " g ? o
arsénico inorganico. . o
Productos finales volatiles
Varias especies bacterianas

Desventajas: 3 4 C-AsCH
y s )

™aay Ay

El MMAs (Ill) es mds téxico que el
iAs(lll).
se conoceimplicanciade SAM: S-adenosylmetionina
iesmetiladas en la atmosfera.
ncia de volatilizacion es baja. Arsi: arsénico metikransferasas




Desventajas:

Enconirar el bic

Biosorcion L

En el proceso de biosorcion los iones Eficiencia depende de

temperatura, dosis de biomasa

de As interactban con la pared celular del B iacieninicialde
microorganismo, sin hecesidad de ufilizar ATP. orsenico

Ventajas: Puede safurarse rapidamente
pH
| [As]inical
Alto porcentaje de sorcion Capacidad Biosorbente
a@sorbente ‘ Microorganismos
(algas, P. aeruginosa)

Bajo costo del biosorbente

Utilizado a niveldoméstico

Bajo flem § " ' iopoli
ajo flempo de operacion . Biosorbente - Biopolimeros

k. i uitosano

Sin aditivos (q )
Plantas

Material sorbente puede

serreciclado

Biooxidacion

Oxidacion de As (Il a As (V)
Desventajas:
Levadaa cabo por be rias que poseen lo enama arsenito oxdasa = Lo eficiencia depende de la
bacteria que se utilice.
o mediante adsorcion o precipitacion.
+ Reactor puede sufrir

Utilze oxigeno, nitrato o clorato como aceptores de elecirones. toponom:emos

Ventajas:
No necesita agregar agentes oxidantes.
Bajo costo.

Puede asociarse con ofros metedos.

No se producen especiesintermediarias.

HsASO4 + % O, == H,AsO* + H* (AGO = -113,34 kJ/mol)




Metodo elegido: Biooxidacion vy
Biosorcion
i HiASO4 + %2 O; ==+ H,AsO# + H* (AGO =-113,34 kJ/mol)

sPorque?
» Bl As (V) es mucho mids facil de ratarque el As {1ll).
» Puede asociarse con méfodos de adsorcion comunes.
» No utiliza sustancias quimicas.
» Bajo costo monetario,

» No se producen especies intermediarias mas toxicas que el As (111).

»  Altaeficiencia de oxidacion del As (I11).

Método elegido: Biooxidacion vy
Biosorcion

sPorqué?

» Alcanza altos porcentajes de eficiencia de adsorcion (dependiendo del
material).

Materiales muy econdmicos y disponibles localmente.

El material sorbente puede ser reciclado luego de ser fratado €l As (V).

pH
| (Achn
Capacidad
No produce barros. sy Bosorbents

Microorganismas
As (algas, P aerugingsa)

A

s o
olefestobiitale, - oo Soine
[@uitosanc)

Puede ser usado a niveldomeéstico. P




Objetivos

» Plantear el disefio de un ensayo innovador a escala de laboratorio

para su posterior optimizacion en la remocion de As.

Reactores utilizados para biooxidacion:
formato tangque ot
Wang et al., 2007

Bagade et al., 2019

Reactor con

bacterias que

oxidan As (1l1) Filtro con Medsdor gh
bacterias tewgeratura

LECOLY CLELTLLECET T,




Reactores utilizados para
biooxidacion: formato columna

Kamde et al., 2018
Roy et al., 2021

Reactores utilizados para biosorcion:
formato columna

. Tanque de
alimentacion

. Almacenamicnto de
solucidn control de

pH

. Tanque controfador de
pH

. Tangue de controf de
flujo

. Equipo de medicion

. Reactor en columna




Prototipo de dos b|orreoc’rores en
columnas

* Columna Nro 1:
biooxidacion; material de
soporte - grava;
coloniazcién por bacterias
nativas.

« Manguera conectora
» Columna Nro 2: biosorcion;

adsorbente ——~ cdascara de
soja

Ensayo a escala de laboratorio

» Utilizard agua subterrdnea traida de la provincia de Chaco (zona rural, 95 pg/l).

Flujo con tlemposde residenciade |1 a 2 horas.

Tasas de flujo: 20, 40, 100 y 180 mi/min.

Control positivo: columna inoculada con la cepa Ensifer adhaerens.

Cuantificacion diaria de As (lll) y As (V), antesy despés de atravesar cada
columna.

Evaluaciéon de la colonizacion del material de soporte.




Objetivos

» Evaluar la factibilidad de implementacion en una region afectada

de nuestro pais.

Factibilidad de implementacion en
provincia de Chaco

» 12% de la poblacion viveen
asentamientos dispersos con menos de 50
habitantes.

En Chaco 60% de los residentes utilizan
agua subterdanea

Promedio de concentracion de arsénico
es de 200 ug/l.




Factibilidad de implementacion en provincia
de Chaco: aspectos para seleccionar una
tecnologia adecuada

Tamano de la poblacion e Uso domestico
Falta de agua segura

Condiciones de pobreza

Cantidad de agua descontaminada: 7-10 litros per capita/dia. s

Segura operativamente b

Reducir al minimo el impacto ambiental. b

Factibilidad de implementacion en provincia
de Chaco: criterios socioeconomicos

» Conveniente para los usuarios.

» Facil comunicacion de las condiciones.

» Aprobada por la autoridad competente.

» Aceptacion social.




Factibilidad de implementacion en provincia

de Chaco: criterios para garantizar la
sustentabilidad

» Bajo costo inicial y de mantenimiento.
» El agua debe ser incolora e inodora.
» Minimizar el uso de electricidad.

» Dependiente de recursos locales.

Factibilidad de implementacion en provincia
de Chaco: estudios a realizar

» Andlisis costo-beneficio del biorreactor.

» Estudio sociologico para evaluar el impacto
social que fiene el HACRE en Argentina.

» Implementar un programa educativo.




Conclusion

El biorreactor se adapta satisfactoriamenie a los criterios considerados

para la seleccion de una nueva tecnologia.

Bajo costo

Seguro operativamente T

30300 ot
teekim

No utiliza sustancias quimicas

R TRt

Fé&cil manejo y mantenimiento

Bajo impacto ambiental

No utiliza energia eléctrica de

forma directa

Bajo tiempo de retencidon

iMuchas gracias!




