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Resumen

El uso de células inmovilizadas en el drea ambiental ha sido poco explotado, a pesar de que se reconoce su potencial en la
biodegradacién de contaminantes debido al incremento en la estabilidad de las células y la tolerancia ante ciertos compuestos
téxicos. Los ensayos de biodegradacién de contaminantes orgdnicos se han realizado principalmente en medio liquido, y son
escasos los ensayos de biodegradaciéon de contaminantes en suelos, es por esto que el interés del presente trabajo se centrd
en revisar el estado del arte de la uso de microorganismos inmovilizados para la degradacién de contaminantes organicos
en suelos. Se hace una revisién de los soportes comtinmente usados en la inmovilizacién de microorganismos para fines
ambientales, asi como de los diferentes enfoques que se han trabajado, para asi identificar posibles dreas de oportunidad para
futuras investigaciones.
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Abstract

The use of immobilized cells in the environmental field has been slight explored despite recognizing its potential in contaminant
biodegradation due to increased tolerance to toxic compounds and the stability of the cells. The biodegradation assays of organic
contaminants have been carried out mainly in liquid medium and there are few assays in soil, therefore the interest of this work

focuses on reviewing the state of the art of using immobilized cells for degradation of organic pollutants in soils. Some advantages
of support used in the immobilization of microorganisms for environmental purposes as well as the different approaches that have
worked to identify potential areas of opportunity are also discussed.

Keywords: organic contaminants, soils, supports, degradation, bacteria, fungi.

1 Introducci(’)n acidos organicos, antibidticos, esteroides y enzimas
(Najafpour, 2007; Linhardt y col., 1987). Entre las
técnicas de inmovilizacion de células que se conocen,

En los dltimos afios la biotecnologia ha tenido . . .
la adsorciéon y el atrapamiento en la matriz de un

importantes avances en su aplicaciéon en procesos

industriales para la obtencién de productos quimicos,
alimentarios y farmacéuticos, asi como en el
drea ambiental. Una gran variedad de procesos
industriales son llevados a cabo mediante el uso
de células inmovilizadas, en los cuales se han
producido compuestos tales como aminoécidos,
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soporte polimérico sin duda son las mds utilizadas. En
la inmovilizacién por adsorcién los microorganismos
se unen al soporte por interacciones idnicas, que
preferentemente deben ser materiales con grandes
superficies, tales como el carbén activado (Ehrdardt y
Rehm, 1985) o resinas de intercambio iénico (Jack y
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Zajic, 1977). La técnica de atrapamiento es aplicable
a diversos microorganismos y en ésta se utiliza
gelatina, agar, gel de poliacrilamida, alginato de
calcio, carragenina, quitosano, alcohol polivinilico o
sol-gel como materiales para la formacién de la matriz
(Najafpour, 2007). Otros materiales comtinmente
usados como soporte para la inmovilizacién son
los residuos lignocelulésicos, cuya ventaja adicional
radica en la producciéon de azicares durante su
hidrdlisis, lo que a su vez minimiza la generacién de
desechos (Zhang y col., 2009).

Aunque actualmente los estudios respecto a la
inmovilizacién se estan enfocando en superar algunas
limitaciones técnicas observadas durante el proceso
de inmovilizaciéon y en la busqueda de soportes
de bajo costo, se tienen logros importantes en el
incremento de la produccién de metabolitos y en
la vida media de las células. Asi, el interés
sobre los sistemas inmovilizados ha sido creciente
debido a las numerosas ventajas que estos ofrecen,
ya que permiten acortar el tiempo del proceso de
fermentacién, incrementar la productividad, facilitar
los procesos de separacién de productos y minimizar
los costos de produccién (Najafpour, 2007). Una
descripcion detallada de los aspectos fundamentales
de la inmovilizaciéon de células se puede encontrar
dentro del texto de “Biochemical Engineerig and
Biotechnology” publicado por Najafpour (2007).

Por otra parte, las aplicaciones de la biotecnologia
para resolver problemas ambientales han permitido el
desarrollo de diversas técnicas de biorremediacion
para suelos y aguas contaminadas, que se
han basado de forma tradicional en el uso de
microorganismos libres. Sin embargo la incorporacién
de microorganismos libres en los sistemas de
tratamiento tiene ciertas limitaciones debidas a la
toxicidad inherente de los contaminantes, asi como
a la competencia entre las poblaciones nativas y
las exdgenas (Fantroussi y Agathos, 2005). Una
forma de salvar estas limitantes es a través del
uso de microorganismos inmovilizados, ya que la
inmovilizacién brinda a las células una proteccion
contra el efecto toxico de las sustancias presentes
en el medio y a la depredacién por parte de otras
poblaciones (Mishra y col., 2001). Cuando se usan
células inmovilizadas en procesos de remocién de
contaminantes se logra incrementar la tasa global
de biodegradacién, debido a las altas densidades
celulares que se alcanzan, ademds de incrementar
la estabilidad y tolerancia de los microorganismos
a los compuestos toxicos (Godjevargova y col., 2003;
Hanaki y col., 1994). Las células inmovilizadas como

una alternativa tecnoldgica para aplicacién ambiental
se han usado en agricultura, biocontrol, aplicacién
de pesticidas, biodegradacién de contaminantes en
aguas subterrdneas (Cassidy y col., 1996) y en aguas
residuales de origen industrial (Nair y col., 2007),
y en menor proporcién en suelos. Sin embargo, la
mayoria de las aplicaciones se han realizado a nivel de
laboratorio.

El objetivo del presente articulo es revisar
las aplicaciones de la inmovilizaciéon de diversas
especies microbianas durante la biodegradacién de
contaminantes, con énfasis en la aplicacion de
esta tecnologia para la biorremediacién de suelos
contaminados con compuestos organicos.

La informaciéon que aqui se presenta se ha
organizado en cuatro secciones. En la primera,
relacionada con el uso de microorganismos en la
recuperacion del ambiente, se analiza el uso de
los sistemas inmovilizados a través de la tecnologia
de bioaumentacion. El andlisis de publicaciones
relacionadas con el tema, permitié identificar a la
supervivencia de la poblacién microbiana introducida
al suelo como una de las principales limitantes en
el éxito de esta tecnologia. Es asi como el uso de
microorganismos inmovilizados se convierte en una
herramienta para incrementar la probabilidad de su
establecimiento en el suelo. Una vez identificada
la necesidad de incorporar microorganismos al suelo
en forma inmovilizada se hace necesario conocer los
tipos de soportes mdas usados (alginato de calcio, agar,
poliuretano y el sol gel) y las cualidades que estos
poseen, temas que se tratan en la segunda seccién.

En la tercera seccién se discute la aplicacion de
microorganismos inmovilizados en la degradacién de
contaminantes en sistemas liquidos. Se demuestra
cémo el reconocido incremento en la resistencia a la
toxicidad y concentracidn de los compuestos en la fase
liquida cobra especial importancia en la degradacién
de contaminantes. Se revisan los aspectos cinéticos
de la degradacién de contaminantes, encontrdndose
que los modelos clésicos usados en cultivo liquido son
adecuados para explicar el consumo de contaminantes,
los efectos téxicos e incluso el crecimiento que
presentan los sistemas inmovilizados. Lo anterior se
hace sin perder de vista que la actividad de las células
inmovilizadas depende de las caracteristicas de los
sistemas microbianos y su interaccion con el soporte.

En la dltima seccién se hace una revision
del estado del arte de la aplicacion de los
microorganismos inmovilizados en el tratamiento
de suelos contaminados. En general los reportes se
refieren a trabajos realizados a nivel de laboratorio,
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en los que se han empleado preferentemente soportes
convencionales en forma de mezclas que permiten
lograr una mayor resistencia del soporte. Estos
estudios han reiterado el incremento de la eficiencia
de las células inmovilizadas en la remocién de
contaminantes.

2 Los microorganismos en la
recuperacion del ambiente

La biodegradaciéon de compuestos orgdnicos, tales
como hidrocarburos, insecticidas y plaguicidas,
compuestos clorados y compuestos aromaticos, ha
sido ampliamente estudiada a nivel de laboratorio y en
estudios de campo. Dichos estudios han demostrado
que la degradacién microbiana de contaminantes
en el ambiente es un proceso complejo, cuyos
resultados cuantitativos y cualitativos dependen de
factores abidticos y bidticos. Entre los primeros se
deben enumerar a las condiciones ambientales locales
como pH, temperatura y humedad, principalmente,
ademds de la concentraciéon y la disponibilidad
del contaminante. Entre los factores bidticos son
fundamentales la composicién, la adaptabilidad y
capacidad fisioldgica de las poblaciones microbianas.
En suma, esos resultados han permitido el desarrollo
de las llamadas tecnologias de biorremediacion
(Boopathy, 2000).

En los ultimos afios, se ha desarrollado una
amplia variedad de tecnologias de biorremediacion,
tanto in situ como ex situ. Esas tecnologias han
sido disefladas para lograr condiciones adecuadas
de cultivo e incrementar la disponibilidad de los
contaminantes y las poblaciones microbianas con
reconocida capacidad de biodegradacién. A ese
respecto destaca la técnica de bioaumentacion,
que se refiere a la adiciébn de microorganismos
exdgenos a un sistema para incrementar la tasa
y alcance de la biodegradacién. El éxito de la
estrategia de bioaumentacion estd determinado por la
interrelaciéon del microorganismo inoculado con su
nuevo ambiente bidtico y los factores ambientales,
en términos de su supervivencia y actividad de
migraciéon (Mrozik y Piotrowska-Seget, 2010). En
un ambiente natural, la depredacién por protozoarios
o bacteriéfagos, competencia con microorganismos
autéctonos por nutrientes o aceptores de electrones
y la presencia de raices que liberan compuestos
orgdnicos, son elementos que afectan adversamente
a la bioaumentacion (Fantroussi y Agathos, 2005).
Varias técnicas han sido empleadas para incrementar
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la probabilidad del establecimiento, eficacia y
actividad de un inéculo introducido en un ambiente
natural. Esas técnicas incluyen la inmovilizacién
de microorganismos, el desarrollo de nichos que
favorezcan el crecimiento del indculo (inoculacién
en la rizosfera de una planta que es introducida en
el sitio) y el uso de suelos activados (Mrozik y
Piotrouska-Seget, 2010; Gentry y col. 2004a). Esta
dltima se refiere a particulas de suelo que han sido
expuestas al contaminante de interés y que actdan
como soporte para el desarrollo de una poblacién
microbiana que puede eliminar un contaminante
en particular (Barbeau y col., 1997). Cuando
se opta por la inmovilizacién de microorganismos,
los resultados obtenidos han demostrado que el
soporte de inmovilizacién proporciona una efectiva
protecciéon al indéculo ante los microorganismos
nativos.  Adicionalmente, con la introduccién de
microorganismos inmovilizados se logra establecer
micrositios con una poblacién microbiana Unica que
trabaja de forma interactiva en la remocién del
compuesto de interés.

En relaciéon al uso de suelos activados como
ventajas potenciales se puede mencionar el uso
de una poblacién naturalmente desarrollada, que
podria ser mds efectiva que una poblacién aislada,
ya que al no haber sido cultivada fuera del
suelo no pierde su habilidad para competir en el
ambiente. Finalmente bajo las condiciones en las
que se desarrolla la poblacién microbiana durante
los procesos de bioaumentacidon con suelos activados,
seria posible incluir microorganismos degradadores
no cultivables, que se pierden cuando se pretende
aislar microorganismos de un sitio para llevarlos a otro
(Gentry y col., 2004a). Una revision mds amplia de
las técnicas que pueden incrementar la supervivencia
de los microorganismos exdgenos se presenta en el
trabajo publicado por Gentry y col. (2004b). A partir
de lo anterior, la siguiente seccidn se enfoca en la
revision de los diferentes soportes utilizados para la
inmovilizacién de microorganismos con aplicacién en
el drea ambiental, mencionando casos de aplicacion,
asi como sus ventajas y desventajas.

3 Soportes usados para inmovilizacion

de microorganismos titiles en el
area ambiental

Un soporte adecuado para la inmovilizacién de
microorganismos con aplicacion en el drea ambiental
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debe proporcionar condiciones apropiadas para la
supervivencia de las células y su funcionamiento como
inéculo, lo cual da como resultado una vida media
suficientemente larga asi como el mejoramiento de
la supervivencia y de la actividad en el suelo. Se
requiere que el soporte no sea tdxico, ni contaminante
y que tenga una calidad constante, para permitir
una liberacién precisa de los microorganismos en
el sitio de interés y eventualmente se evite la
dispersién de los microorganismos (van Veen y col.,
1997; Cassidy y col., 1996; Gentry y col., 2004b).
Es importante aclarar que en la bioremediacién de
suelos contaminados una lenta liberaciéon de los
microorganismos inmovilizados puede ser ventajosa
(Cassidy y col., 1996); en contraparte en los sistemas
de tratamiento de aguas subterrdneas o residuales
contaminadas es importante mantener la estabilidad
del soporte para evitar el incremento en la formacién
de lodos cuya disposicién y tratamiento puede incidir
en los costos del proceso de tratamiento del agua
(Juarez-Ramirez y col., 2011).

Son diversos los materiales que se han usado como
soporte para la inmovilizacién de microorganismos
con fines ambientales, entre ellos se incluye
biosdlidos, suelos enmendados con carbon, arcilla,
estiércol o turba. Debido a que dichos materiales
presentan una gran variabilidad en su calidad y
composicioén, se ha preferido el uso de polimeros
naturales que forman matrices porosas tales como el
alginato, la k-carragenina y el agar (van Veen y col.,
1997). Aunque los dos primeros son considerados
como los mas seguros y efectivos, el alginato de calcio
y el agar son los que se han utilizado de manera
mds amplia. Entre los polimeros sintéticos que han
sido usados como matrices para inmovilizacién con el
objetivo de emplearlos en procesos de bioremediacion
se puede mencionar el poliuretano (Oh y col.,
2000), el sol gel (Pannier y col., 2010; Rietti-
Shati y col., 1996), poliacrilonitrilo (Yordanova, y
col., 2009), poliacrilamida (Manohar y Karegoudar,
1998) y alcohol polivinilico (Chitiva y Dussan, 2003;
Cunningham y col., 2004; Zhang y col., 2007).

Antes de analizar con detalle ejemplos especificos
de la aplicacion de sistemas bioldgicos inmovilizados
en diversos procesos del drea ambiental, es necesario
revisar algunas caracteristicas generales de los
soportes que se utilizan con mayor frecuencia, lo que
se hace en la siguiente seccion.

3.1 Alginato de calcio

El alginato es un componente de la pared celular
de las algas pardas, estd formado por dos tipos de
unidades monoméricas: el d4cido 5(1-4) D-manurénico
y el acido @(1,4)-L-gulurdénico. Cuando el alginato es
expuesto a la presencia de iones calcio se forma una
red de entrecruzamiento con los polimeros del dcido
gulurénico, que permite la inmovilizacién de células
(Smidsrgd y Skjak-Brka, 1990).

La inmovilizacién de microorganismos en alginato
de calcio es el método mas usado, debido a que
en su preparaciéon no se requieren condiciones de
reaccion extremas, es de bajo costo y de baja toxicidad
(Sanjay y col., 2008; de-Bashan y Bashan, 2010). Ha
sido considerado como un método promisorio para
incrementar la degradacién de compuestos toxicos
debido a que las células atrapadas en el interior de la
matriz estdn protegidas contra ambientes adversos, lo
cual no sucede cuando las células son retenidas en la
superficie de un soporte. Adicionalmente, las células
inmovilizadas son facilmente liberadas al medio por la
disolucién del gel en presencia de agentes quelantes
del calcio, tales como citrato de sodio y fosfato de
potasio (Mohammad y Bustard, 2008), lo cual permite
cuantificar la biomasa formada.

A pesar de sus caracteristicas el uso del alginato
de calcio se ha considerado adecuado sélo para
pruebas de laboratorio pero no para la aplicacién
en campo, debido a su baja resistencia mecdnica,
incompatibilidad con ciertos iones y su susceptibilidad
a la biodegradacion (de-Bashan y Bashan, 2010). No
obstante, recientes investigaciones han sugerido que la
resistencia mecédnica de las perlas de alginato de calcio
puede incrementarse mediante la adicién de silica,
logrando la inmovilizacién de células e incluso de
biomoléculas (Coradin y col., 2003); Otra alternativa
para el uso exitoso de perlas de alginato se ha logrado
usando 4.9% de alginato y 4% de solucion de estronio
en sistemas marinos (Moreira y col., 2006).

En la practica el alginato de calcio ha sido
ampliablemente utilizado para el atrapamiento de
enzimas y células usadas para la remocioén de iones
metélicos por absorcién en la biomasa de algas (de-
Bashan y Bashan, 2010) u hongos (Xiangliang y col.,
2005); remocién de colorantes (Chen y Lin, 2007) y
compuestos fendlicos (Dursun y Tepea, 2005), entre
otros compuestos.
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3.2 Agar

El agar es una mezcla de polisacédridos extraida a partir
de diferentes especies de algas rojas, principalmente
del género Gracilaria. El polisacérido fundamental es
la agarosa que posee propiedades gelificantes y tiene
una estructura alternante de 3,6 anhidro-L-galactosa
(3,6-AG) y D-galactosa.

El agar es ampliamente usado como aditivo
alimenticio y en numerosas aplicaciones médicas,
farmacéuticas y biotecnoldgicas (Pulz y Gross, 2004).
Aunque tipicamente se ha utilizado como agente
gelificante en cultivos microbianos, su uso como
soporte para inmovilizacion de células se ha extendido
debido a su nula toxicidad y a las condiciones de
reacciéon suaves que se requieren llevar a cabo la
matriz de inmovilizacién. Entre otras ventajas, se
puede mencionar la diversidad en la formacién y
licuefaccion del gel, su estabilidad quimica y térmica,
y su capacidad para el entrecruzamiento (Guiseley,
1989).

El agar se ha empleado exitosamente como
soporte para preparar biosensores basados en
microorganismos para detectar bifenilos, tiosulfunato
y SDS en aguas contaminadas, y para la
inmovilizacién de microorganismos usados en
ensayos de biodegradacion de nafatleno (Manohar
y Karegoudar, 1998), fenol (Judrez-Ramirez y col.,
2001) y 2,4-Dinitrofenol (Kitova y col., 2004), entre
otros compuestos.

3.3  Poliuretano

El poliuretano es un polimero derivado de la
condensacién de poli-isocianatos y polialcoholes.
Es quimicamente inerte, completamente eldstico y
mecédnicamente resistente a la abrasion. Una de
las ventajas del poliuretano es su alta porosidad,
que permite retener a las células sin limitaciones
difusionales para el sustrato, el producto e incluso
para el oxigeno (Manohar y col., 2001; Kadakol
y col., 2010). Los compuestos contaminantes se
pueden adsorber de forma reversible al poliuretano.
En consecuencia en la fase liquida se establecen
concentraciones por debajo del nivel de toxicidad,
mientras que el compuesto se mantiene disponible
para los microorganismos, y por tanto es posible el uso
de una concentracién inicial mas alta a la que podria
fijarse para un cultivo de células libres (O’Reilly y
Crawford 1989Db).

Entre otras cualidades el poliuretano es de
facil disponibilidad y manejo para la inmovilizacién
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de microorganismos, extremadamente versatil y de
bajo costo, altamente estable y permite una mayor
viabilidad de las células inmovilizadas durante
varios usos, y dadas sus caracteristicas se considera
aplicable en la destoxificaciéon de efluentes que
contienen contaminantes organicos (Sharanagouda y
Karegoudar, 2002; Tallur y col., 2009).

Los primeros trabajos de inmovilizacién en
poliuretano emplearon prepolimeros a partir de los
cuales se generd el poliuretano que contenia a las
células inmovilizadas. Sin embargo, se tienen
evidencias de que los grupos isocianato, producidos
durante la polimerizaciéon de este soporte, pueden
tener un efecto téxico sobre las células (Branyik y col.,
2000), por lo que una prictica comtin ha sido el uso de
polimeros prefabricados.

Algunas de las aplicaciones de microorganismos
inmovilizados en espuma de poliuretano ha sido en
la degradacién de compuestos fendlicos (O’Reilly y
Crawford, 1989b), 2-metilnaftaleno (Sharanagouda y
Karegoudar, 2002) y carburan fenol (Kadakol y col.,
2010), por citar algunos compuestos.

3.4 Matrices de silica gel

Las matrices de silica se forman por reacciones
de hidrdlisis y policondensacién que ocurren en
soluciones acuosas a temperatura ambiente, que
generan una estructura porosa inorganica cuando las
células son adicionadas a una solucién de silica
prehidrolizada de tetraetoxisilicato o metoxisilicato
(Bhatia y col., 2000).

La quimica sol-gel, basada en reacciones
inorgdnicas de polimerizacién, ha sido empleada
en diferentes areas de investigacion, y debido a las
condiciones en las cuales ocurre la reaccién puede
aplicarse para el atrapamiento de diferentes sistemas
bioldgicos. La principales caracteristicas de los
materiales usados en los métodos sol-gel, y que los
hacen adecuados para aplicaciones en biotecnologia
ambiental, son su bajo costo, su caracter hidrofilico
y su resistencia al ataque microbiano (Bhatia y col.,
2000); adicionalmente son quimicamente inertes,
presentan una alta estabilidad mecdnica, térmica y
no se disuelven en solventes organicos como ocurre
con la mayoria de los polimeros orgédnicos (Conroy y
col., 2000; Nassif y col., 2003).

A pesar de sus caracteristicas, una desventaja de
las matrices de silica gel es que durante su formacién
por procesos convencionales, se generan matrices con
una porosidad promedio menor al tamafio de las
células comunes. A lo que se debe sumar la toxicidad
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de los alcoholes que se liberan (metanol o etanol)
durante las reacciones de hidroélisis y condensacion de
alcoxidos de silicio Si(OCH3)4. Con la finalidad de
proteger a las células de la toxicidad de los compuestos
que se forman durante el proceso de inmovilizacidn, se
ha probado el uso de compuestos quimicos que, entre
otras caracteristicas deseables, deben ser solubles en
agua, biocompatibles y mantener la cohesién del gel
(Nassif y col., 2003). El compuesto que mejores
resultados ha proporcionado es el glicerol, que incluso
puede tener un efecto en el tamafio del poro y en el
drea superficial del gel (Alvarez y col., 2009). Sin
embargo, existen pocos estudios sobre el efecto de
estos solutos compatibles sobre la estructura del gel
y respecto a su funcién como una fuente de nutrientes
para los microorganismos inmovilizados.

Recientemente el uso del sol-gel se ha orientado
a la inmovilizacién de microorganismos para la
elaboracién de biosensores de contaminantes como
el fenol (Branyik y Kuncova, 2000); la inmovilizacién
de enzimas o péptidos para la detecciéon de metales
pesados (Bahrami y col., 2007) o compuestos
organofosforados (Dosoretz y col., 1996); y la
inmovilizaciéon de enzimas para la conversion
oxidativa de compuestos en medios orgdnicos (Li y
Takahashi, 2000), que puede ser de especial interés
en el desarrollo de biocatalizadores en el campo de
la quimica verde. Otra aplicaciéon ambiental del sol-
gel, aunque no mediante el uso de microorganismos,
fue la formacién de peliculas con la incorporacién de
oxido de titanio, que fueron aplicadas en la remocién
fotocatalitica de fenol en solucién acuosa (Mediana-
Valtierra y col., 2005).

En nuestro grupo de trabajo se han realizado
varias pruebas para la inmovilizacién de hongos con
algunos de los soportes mencionados. Al respecto,
inmovilizamos en sol-gel pellets de Phanerochaete

chrysosporium y Asperguillis niger que mantuvieron
su actividad bioldgica y su capacidad para producir
xilanasas; ademds de haber empezado los procesos
de inmovilizacién de P. chrysosporium en alginato de
calcio con miras para su empleo en la degradacion de
fenol, y tenemos un buen avance en los estudios de
inmovilizacién de Trametes versicolor en poliuretano,
con lo que se ha logrado la remocién de colorantes
textiles. En la Fig. 1 se muestran algunas fotografias
de los microorganismos con los que se ha trabajado.

En la siguiente seccién se hace una revision
de procesos especificos donde se aplican los
microorganismos inmovilizados en los diferentes
soportes. A partir de lo anterior se analizan aspectos
referentes a la resistencia que éstos ofrecen a los
microorganismos con respecto a la toxicidad de los
contaminantes, para concluir la revision con el andlisis
de las cuestiones cinéticas y difusionales que se
presentan en estos sistemas.

4 Los microorganismos inmovilizados
en la degradacion de contaminantes

Las aplicaciones de microorganismos inmovilizados
en la degradacién de contaminantes se han enfocado
principalmente a estudios desarrollados en medios
acuosos, que han demostrado que el material usado
como soporte puede crear microhabitats de proteccion
(en la superficie o poros del soporte), y funcionar
como una fuente temporal de sustratos especificos
para los microorganismos introducidos (Van Veen y
col., 1997). Otra ventaja que puede listarse es la
facilidad del manejo de las células inmovilizadas,
que permite minimizar los riesgos de contaminacién
durante el transporte, aplicacién y almacenamiento
(Park y Chang, 2000).

Fig. 1. Ejemplos de hongos filamentos inmovilizados en diferentes soportes como parte de las pruebas realizadas en
nuestro grupo de trabajo para la aplicacién de estos microorganismos en la remocién de contaminantes organicos.
(a) Tversicolor inmovilizado en espuma de poliuretano, (b) pellets de P. chrysosporium inmovilizado en alginato de

calcio y (c) pellets de A. niger inmovilizado en sol-gel.
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Tabla 1. Ejemplos de compuestos degradados por microorganismos inmovilizados

Compuesto Microorganismo Soporte Referencia
Fenol Candida alginato Hackel y col. (1975)
Fenol Pseudomonas sp alginato Bettmann y Rehm (1984)
Fenol Fusarium flocciferum agar, alginato, Anselmo y col., (1985)

4-Clorofenol

Alcaligenes sp

Fenol Consorcio metanogénico
Compuestos aromaticos Flavobacterium
Pentaclorofenol Flavobacterium
p-Cresol Pseudomonas
Clorofenol Rhodococcus sp
4-Cloro-2-nitrofenol Cultivo mixto
Pentaclorofenol P. chrysosporium
Acrilamida Pseudomonas sp
Clorofenoles Cultivo mixto
Pentaclorofenol Flavobacterium
Antrazina Pseudomonas
Nafatleno Pseudomonas sp
Fenol consorcio microbiano
mixto
Aceite Yarrowia lipolytica
Fenol Candida tropicalis
Quinolina Burkholderia sp
2,4-Dinitrophenol Rhodococcus
erythropolis
Hidrocarburos del Rhodococcus
petréleo
Fenol Pseudomonas sp

Metil ter-butil eter
Desechos de la
molienda del olivo

Aquincola tertiaricarbonis

Geotrichum candidum

k-carragenina

poliuretano
alginato Westmeier y Rehm (1985)
agar Dwyer y col. (1986)
poliuretano Baumgarten y col. (1987)
poliuretano O’Reilly y Crawford, (1989b)

Poliuretano alginato

O’Reilly y Crawford (1989a)

alginato Valo y col. (1990)
alginato Beunink y Rehm (1990)
alginato Lin y col. (1991)
alginato Nawaz y col. (1992)
alginato Lee y col. (1994)
poliuretano Zhong-Cheng y col. (1994)
sol-gel Rietti-Shati y col. (1996)
agar Manohar y Karegoudar (1998)
sol-gel Branyik y col. (1998)
poliuretano Oh y col. (2000)
agar Juarez-Ramirez y col. (2001)
alginato Jianlong y col. (2001)
agar Kitova y col. (2004)
poliuretano Quek y col. (2006)
agar Ahamad y Kunhi (2011)
Sol gel Pannier y col. (2010)
Alginato Bleve y col. (2011)

En la década de los 80’s se dio inici6 a los
estudios de aplicacion de células inmovilizadas para
la degradaciéon de contaminantes. En la Tabla 1
puede observarse que los soportes de uso comun
son el alginato, el poliuretano y el agar, y en menor
proporcion el sol-gel. Es importante destacar que
las bacterias son los microorganismos comuinmente
empleados en los estudios realizados para degradacion
de compuestos toéxicos con microorganismos
inmovilizados, al igual que sucede en los ensayos
de biodegradacién de contaminantes con células
libres. Esto se explica debido a que el interés se
ha centrado en el papel que juegan las bacterias del
suelo en la degradacién de los compuestos, y en
consecuencia se tiene un amplio conocimiento sobre
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sus rutas metabdlicas y las condiciones en las que
éstas llevan a cabo el proceso. En contraparte, a pesar
de que los hongos poseen también un alto potencial
para la degradacion de contaminantes poco se sabe
sobre las enzimas y los mecanismos implicados en
el proceso de biodegradacién que llevan a cabo.
Debido a lo anterior los estudios de biodegradacién de
contaminantes con hongos filamentosos inmovilizados
son poco numerosos, a pesar de que el uso de estos
microorganismos en la produccién de enzimas de
interés industrial ha sido exitoso. Por ende, podrian
representar un 4rea de oportunidad para futuras
investigaciones.
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4.1 Resistencia a la toxicidad

Una caracteristica fundamental de los microorganismos
inmovilizados es su mayor tolerancia a altas
concentraciones de sustrato. Esta cualidad es de
especial interés cuando se emplean compuestos
contaminantes toxicos. En este sentido, los
primeros trabajos de aplicacién de microorganismos
inmovilizados en el drea ambiental para degradar
compuestos  fendlicos, = demostraron que la
inmovilizacién confiere una mayor resistencia a los
microorganismos, incluso a altas concentraciones
del contaminante, que resultan tdxicas cuando
el microorganismo estd libre en la fase liquida.
Sin embargo, la respuesta difiere en funcién del
microorganismo usado. Por ejemplo Pseudomonas
putida inmovilizada en alginato de calcio toler6
hasta 3 g L™! de fenol sin inhibicién aparente, el
doble de lo que las células libres pudieron soportar
(Bettmann y Rehm, 1984). Sin embargo, una
cepa de coleccién del mismo microorganismo fue
capaz de tolerar s6lo 1.2 g L' de fenol cuando
se inmovilizé en alginato de calcio (Hannaford y
Kuek, 1999), comportamiento similar al demostrado
por Escherichia coli inmovilizada, que se inhibi6 en
concentraciones de fenol superiores a 1 g L7! de
fenol (Keweloh y col., 1989). En contraparte, en
pruebas de remocién de 4-nitrofenol (50 mg L=!) por
Corynebacterium sp, la proteccion por el soporte fue
evidente a partir del segundo ciclo de reutilizacion,
incluso las células mantuvieron su actividad biolégica
hasta por 10 ciclos (Kotouckova y col., 1997).

Si bien, la proteccion de las células inmovilizadas
por el soporte es un hecho comprobado, una elevada
porosidad del soporte puede permitir que el compuesto
contaminante ejerza un efecto téxico similar al
observado en un cultivo de células libres, como se
reporté para la degradacién de tricloroetileno por
Bacillus sp inmovilizado en agar (Dey y Roy, 2009),
o bien en el caso en el que el alginato de calcio cuando
pierde estabilidad debido a la presencia de sales de
fosfato en el medio (Mohammad y Bustard, 2008;
Keweloh y col., 1989). Aunque esta limitante puede
superarse usando una mayor concentracién del soporte
durante el proceso de inmovilizacidn, se deben tener
en cuenta las consecuentes limitaciones difusionales.

Por otra parte, se ha demostrado que Ila
adsorciéon de los compuestos téxicos en la matriz
de inmovilizacién juega un papel importante en
la reduccién de la toxicidad de estos sobre el
microorganismo. Se puede citar por ejemplo,
la adsorcién reversible del pentaclorofenol en

poliuretano (O’reilly y Crawford, 1989b) o de fenol en
quitosano (Annadurai y col., 2000), en los cuales fue
posible mantener en la fase liquida concentraciones
del compuesto menores al nivel téxico. En el caso
de los hidrocarburos del petrdleo, se ha sugerido
que el uso del poliuretano, que tiene una gran
capacidad de absorcion, presenta un alto potencial
en la biorremediaciéon de hidrocarburos en aguas
superficiales.  El poliuretano puede prevenir la
migracion de los productos que flotan en la superficie
y la biodegradaciéon por los microorganismos
inmovilizados se puede llevar a cabo in situ o ex situ
(Oh y col., 2000; Quek y col., 2006).

4.2 Estudios cinéticos y de difusion

La cinética de biodegradacién de contaminantes por
células inmovilizadas, tal como sucede en los cultivos
desarrollados con células libres, es afectada por
el pH, la temperatura y la concentraciéon inicial
de contaminante, pero los limites de tolerancia
son mayores cuando los microorganismos estin
inmovilizados (Chung y col., 2003; Dursun y
Tepea, 2005). Una alta concentracién de sustrato
inclusive puede tener un efecto positivo en la
tasa de biodegradacion. Por ejemplo, ensayos de
biodegradacion de fenol en un cultivo semicontinuo en
un lecho fluidizado con C. tropicalis (Juarez-Ramirez
y col., 2001) demostraron que en concentraciones
superiores a 1000 mg L', la tasa de biodegradacién
de fenol por los microorganismos inmovilizados fue
mayor a la de las células libres.

En la Tabla 2 se muestra una comparacién de
la tasa de degradaciéon de diferentes contaminantes
por sistemas microbianos diversos, tanto libres como
inmovilizados en soportes como el agar, alginato y
el poliuretano. En general, cuando se compara la
tasa de degradacién de fenol con células libres e
inmovilizadas, se observa que a bajas concentraciones
de contaminante sucede una cinética de primer orden,
de manera tal que la tasa de degradacién resulta mayor
con las células libres que con las inmovilizadas. Sin
embargo, a mayores concentraciones de contaminante
este efecto es inverso, y las células inmovilizadas
resultan mejores para la remocidon. A ese respecto,
como se sefialé antes, los soportes usados para
inmovilizar a las células pueden ejercer una cierta
proteccion ante la toxicidad que les provoca el
fenol, debido a que favorecen la formacién de
microcolonias dentro de los poros de los soportes,
las cuales dificultan la difusién del contaminante
dentro de los mismos (Cassidy y col., 1996); o bien
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puede suceder que la dificultad que encuentran los
contaminantes para difundirse en el soporte modifique
la concentracién real de éste a la que se enfrenta el
microorganismo, disminuyéndola, por lo que alcanzan
de manera tardia la condicién de saturaciéon (Dwyer y
col., 1986). Ambas hipétesis se refuerzan al analizar
los casos donde se utilizan contaminantes mas téxicos,
como el carbofurano, el p-cresol o el 2-metilnaftaleno,
en los que la tasa de degradacion del contaminante
por las células libres nunca fue mayor que la de las
inmovilizadas, debido probablemente al efecto téxico
que ejercen estos compuestos per se. De hecho,
cuando en estos casos se emplearon las mayores

concentraciones del contaminante, se observo una
considerable disminucién de la velocidad de remocién
por las células libres, en tanto que la de las células
inmovilizadas se incrementd.

A partir de lo anterior, se esquematizé el
mecanismo mediante el cual los contaminantes se
difunden hasta llegar a las células inmovilizadas, para
ser degradados mismo que se muestra en la Fig. 2.
Este esquema parte del hecho de que generalmente los
tratamientos para la degradacion de un contaminante
que se encuentra en fase liquida se efectdan en
reactores mezclados, en consecuencia el mecanismo
de transporte predominante es convectivo (paso 1) y

Tabla 2. Comparacién de la tasa de degradacién de contaminantes organicos entre células libres e
inmovilizadas en cultivo liquido

Microorganismo Soporte Contaminante Concentracién Tasa de Tasa de Referencia
utilizado para degradado inicial del consumo consumo
inmovilizar contaminante  células libres células
(mgL™") (mgL~'h7")  inmovilizadas
(mgL~" h7")
C. tropicalis Agar al 4% Fenol 400 60 30 Juérez -
800 68 50 Ramirez
2000 20 85 (2001)
3500 5 42
Consorcio Agar al 2% Fenol 200 14 9 Dwyer
bacteriano 500 14.5 10 y col.
metanogénico 1200 7.5 8 (1986)
2000 0 6
Pseudomonas Agar al 2% Fenol 500 21.9 35.7 Aneez-
sp CP4 1000 15.1 36.6 Ahamad
~ Alginatode 500 21.9 38.5 y Kunhi
calcio al 2% 1000 15.1 18.2 (2011)
Consorcio Agar Carbofurano 4425.2 17.46 19.02 Kadakol
Alginato 23.06 y col.
Poliuretano 30.98 (2011)
Agar Carbofurano: 6637.8 8.49 29.18
Alginato fenol 33.78
Poliuretano 46.09
Bacillus sp Agar p-cresol 2162.6 9.011 10.81 Tallur
PHN1 Alginato 11.26 y col.
Poliuretano 18.021 (2009)
Alginato 4325.2 4.51 19.83
Poliuretano 36.04
Agar 2-metil naftaleno 3555 35.55 41.48 Sharanagouda
Alginato 47.4 y Karegoudar
Poliuretano 49.38 (2002)
Agar 7110 23.7 67.15
Alginato 77.03
Poliuretano 98.83
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Vista microscépica

Vista macroscéplca

Fig. 2. Representacion esquemadtica del transporte de
contaminantes en sistemas liquidos agitados. La vista
microscdpica permite visualizar los pasos implicados
durante el transporte: paso (1) transporte convectivo
del contaminante en la fase liquida, paso (2) transporte
difusivo del contaminante dentro de la matriz del
soporte de inmovilizacion.

por tanto no limitante. Debido a lo anterior, la
biodegradacién del contaminante estard solo limitada
por la difusién del contaminante y del oxigeno dentro
de la matriz del soporte (paso 2). Esto explica
que en bajas concentraciones de contaminante dentro
de la matriz del soporte exista en consecuencia una
baja concentracién y por tanto una baja tasa de
degradaciéon. Cuando la concentracién en la fase
liquida se incrementa de forma significativa entonces
en el interior del soporte se alcanzardn también
concentraciones mayores, pero sin llegar al nivel de
toxicidad a la que se enfrentan las células libres.

En relacién al andlisis cinético de degradacion
de contaminantes por células inmovilizadas, se
acostumbra tomar como base los modelos cinéticos
que describen este proceso en cultivos con células
libres. Por ejemplo, el consumo de oxigeno durante
la oxidacién de metano por Hansenula polymorpha
fue explicado basdndose en un modelo desarrollado
para describir la cinética de difusién de oxigeno en
un pellet fingico (Hiemstra y col., 1983). Asi, se
encontré que el coeficiente de difusion en la matriz
de alginato de bario fue un 25% del valor reportado
en agua, y que un incremento de la densidad celular
en la matriz polimérica limita la difusiéon de oxigeno
desde la fase liquida hacia el interior del gel, lo que
finalmente influye en la velocidad de oxidacién del
metano por las células inmovilizadas. En un estudio
similar, la oxidacién de propeno por Mycobacterium
inmovilizada en alginato de calcio fue explicada a
partir del modelo de Michaelis-Menten suponiendo
una cinética de pseudo-primer orden (dado que las
concentraciones iniciales de sustrato fueron menores

a las de la constante de saturacién) y despreciando
la inhibicién por producto (Brink y Tramper, 1986).
En ambos casos, se encontrd que los datos predichos
por el modelo se ajustan de forma adecuada a los
datos experimentales, y que la principal resistencia a
la transferencia de masa ocurre en los poros.

Cuando el sustrato tiene un fuerte efecto
inhibitorio sobre el crecimiento microbiano se puede
emplear el modelo de Haldane (Dwyer y col., 1986;
Pallerla y Chambers, 1998; Dursun y Tepea, 2005).
Sin embargo, la aplicabilidad de los modelos depende
de las caracteristicas particulares del sistema. En la
biodegradaciéon de fenol por P. putida inmovilizada
en alginato de calcio, en una concentracién de fenol
superior a 750 ppm, se observé que el comportamiento
de la reaccion se desvia del modelo de Michaelis-
Menten, probablemente por efecto de la difusion
intraparticula (Bandhyopadhyay y col., 2001). Si
bien el proceso global de biodegradacién en un
sistema inmovilizado estd gobernado por la difusién
intraparticula y la reaccién quimica (Chung y col.,
2003), se ha identificado a la difusién intraparticula
como el paso limitante (Annadurai y col., 2000). De
ahi que los modelos mas acertados para describir las
cinéticas de biodegradacion deban considerar tanto el
término de reaccion como el de la difusion, como es el
modelo de reaccién-difusion propuesto por Xiaogiang
y col. (2006) para describir la biodegradacion de fenol
por Alcaligenes faecalis inmovilizadas en poliuretano.
Para una revision detallada sobre los principios
fundamentales de transferencia de masa en sistemas de
células inmovilizadas se pueden consultar los trabajos
relacionados con microorganismos de interés en la
industria alimentaria (Raytchinova, 2011).

4.3 Comparacion de soportes

Aunque el tipo de soporte utilizado para la
inmovilizaciéon puede tener efecto sobre la
degradacion de los contaminantes organicos, debido
principalmente a su porosidad, son escasos los
estudios de comparacion de la eficiencia de
degradacion con diferentes matrices y no permiten
establecer una relacién entre el tipo de soporte y la
eficiencia lograda en la biodegradacion.

En la biodegradaciéon de fenol con una
concentracién inicial de 2 gL~!, en un reactor
“airlift” con Pseudomonas sp inmovilizada en
alginato o poliacrilamida, se encontrd que la bacteria
inmovilizada fue capaz de degradar el fenol en menos
de dos dias, mostrando una mayor eficiencia en
poliacrilamida, en tanto que las células libres no
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fueron capaces de crecer en esa concentracion de
fenol (Bettmann y Rehm, 1984). Posteriormente se
demostré que la degradacion de fenol ocurrié de forma
efectiva en un reactor de lecho empacado, aunque se
presentaron limitaciones en la difusién del sustrato
hacia el interior del gel, debido al tamafio del poro (1
a 10 nm) de la silica gel, por lo que la degradacion fue
menos eficiente en comparacién a la obtenida cuando
el consorcio fue inmovilizado en poliuretano (Branyik
y col., 2000).

Karigar y col. (2006) compararon la eficiencia de
degradacion de fenol (22mM) por Arthrobacter citreus
inmovilizado en alginato y en agar, encontrando
una respuesta similar en la remocién de fenol y
una actividad de degradacién continua hasta por una
semana con ambos soportes. Sin embargo, en los
resultados reportados en la degradacion de TCE por
Bacillus sp, se demostrd que el alginato de calcio fue
una mejor matriz que el agar para la inmovilizacién
del microorganismo, debido a que la actividad de
degradacién se preservé por un mayor nimero de
ciclos (Dey y Roy, 2009).

Los resultados obtenidos en la degradacién de
naftaleno demostraron que la inmovilizacién de
Pseudomonas sp en poliuretano fue mas eficiente
comparada con la obtenida usando como soporte
alginato de calcio, agar y poliacrilamida (Manohar y
col., 2001). Como se sefialé anteriormente, debido a
su resistencia mecdnica y su porosidad el poliuretano
facilita la transferencia de oxigeno, la difusién de los
compuestos y posee una mayor resistencia mecdnica
que impide que las células se han liberadas del soporte
durante el cultivo.

En otro estudio comparativo de matrices para la
degradacion de 2-metilnaftaleno por Pseudomonas sp
se demostré que el mejor soporte es el poliuretano,
comparado contra agar, alginato y alcohol polivinilico
(Sharanagouda y Karegoudar, 2002). En ese trabajo se
report6 que el microorganismo inmovilizado fue capaz
de degradar de 25 a 50 mM de 2-metilnaftaleno y que
en esas condiciones las células son reusables hasta
por 30 ciclos sin pérdida de actividad. Resultados
similares se reportaron en la biodegradacién de p-
cresol por Bacillus sp en un cultivo usando como
soportes alginato de calcio, agar, poliacrilamida y
poliuretano (Tallur y col., 2009). Las células
inmovilizadas en poliuretano fueron reutilizadas por
mas de 35 ciclos sin pérdidas de actividad, y mostraron
mayor tolerancia a cambios de pH, temperatura e
incluso a altas concentraciones de p-cresol. En
la biodegradacién de carburan fenol por Klebsiella
pneumoniae en un cultivo batch, Kadakol y col. (2010)
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reportaron el agotamiento casi total del compuesto,
que fue explicado en términos de la porosidad,
resistencia mecdnica e hidrofobicidad del poliuretano.

En lo que respecta a la comparacién del
comportamiento de degradacién del contaminante por
las células inmovilizadas en los distintos soportes,
los resultados indican que el poliuretano es la mejor
opcién para ser utilizado como soporte para la
inmovilizacién, independientemente del contaminante
utilizado. [Esto puede deberse a las diferencias en
la estabilidad mecdnica de los diferentes soportes
(Sharanagouda y col., 2002), lo que indica el potencial
de estos materiales en la inmovilizaciéon de células
para empleo en el drea ambiental.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto es
evidente que los modelos cinéticos cldsicos son
aplicables cuando en el sistema el efecto de la difusion
intraparticula no es el paso limitante, condicién que
puede lograrse variando el tamafio de poro sin que ello
comprometa la estabilidad y resistencia mecdanica del
soporte.

Dentro del drea ambiental, un aspecto que
continda siendo importante es el tratamiento de suelos
contaminados. A ese respecto, el uso de sistemas
inmovilizados sigue siendo un tema poco explorado,
como se muestra en la siguiente seccién, donde
ademds se discute lo que sucede con respecto a los
problemas de difusién en dichos sistemas.

5 Degradacion de contaminantes
orgianicos en suelo por
microorganismos inmovilizados

Como se sefiald6 anteriormente los trabajos de
biodegradacién de contaminantes por células
inmovilizadas se han realizado en medios acuosos, ya
que estos se aplican comiinmente en el tratamiento
de efluentes. En lo referente a los sistemas de
degradacién de contaminantes en suelos, pese a que
se reconocen las ventajas de aplicar microorganismos
inmovilizados, se tienen pocos reportes.

Con respecto al uso de soportes convencionales
para la inmovilizacién de microorganismos la lista
es poco numerosa, y en general se trata de trabajos
realizados a nivel de laboratorio. Los enfoques han
sido variados, por ejemplo se ha sugerido el uso de
soportes multicapa, conformados por agar, alginato
o k-carragenina cubiertos de una capa protectora
de poliuretano, que permiten el establecimiento
de condiciones adecuadas para alcanzar una alta
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densidad celular en el interior del soporte, donde los
microorganismos pueden llevar a cabo su actividad
de degradacion conforme el sustrato difunda hacia el
soporte (Middeldorp y col., 1990).

En otros trabajos se han usado las técnicas
convencionales para la inmovilizacién de los
microorganismos. Briglia y col. (1990) inmovilizaron
Rhodococcus chlorophenolicus 'y Flavobacterium
sp en poliuretano para estudiar la degradacion
de pentaclorofenol en un suelo natural; los
resultados obtenidos demostraron la mineralizacién
del pentaclorofenol en el suelo y la presencia
de células similares a R. chlorophenolicus en el
poliuretano después de un afio de la inoculacién. Su y
col. (2006) inmovilizaron Bacillus sp. SB02 y Mucor
sp. SF06 en vermiculita por adsorcion fisica, logrando
una degradacién del 95.3% de benzo(a)pireno en
42 d, resultados considerablemente mejores a los
logrados con las células libres. Karabika y col.
(2009) realizaron pruebas en matraces Erlenmeyer
de 250 mL que contenian 50 g de suelo, adicionado
con 100 ppm de pireno y 10° células g~! de suelo,
inmovilizadas en una mezcla de alginato de calcio
y almidén de maiz. Aunque las células libres
mostraron una mayor biodegradacién de pireno que
las células inmovilizadas, estas tltimas mostraron una
mayor tolerancia al contaminante y mantuvieron su
capacidad de biodegradacion y su viabilidad hasta por
un afio de almacenamiento a 4°C.

El uso de alcohol polivinilico como soporte
para inmovilizacién de microorganismos en el 4rea
ambiental se ha usado bédsicamente en sistemas de
tratamientos de agua aplicados a la inmovilizacién
de bacterias metanogénicas (Hanaki y col., 1994)
e inmovilizacién de lodos activados (Takizawa y
col., 1996), en este ultimo caso se han encontrado
diversas limitaciones que han sido superadas mediante
el uso de mezclas con otros agentes gelificantes.
Por ejemplo, la capacidad del alcohol polivinilico
para retener suficiente humedad pudo superarse al
generar hidrogeles complejos de alcohol polivinilico
y alginato de calcio. (Doria-Serrano y col., 2002).
Posteriormente este hidrogel complejo (fue aplicado
para desarrollar un sistema de degradacién de fenol
con operacién en la modalidad de cultivo continuo,
aunque se reporté como una desventaja a considerar
para investigaciones futuras el hecho de que la
matriz puede ser inestable estructuralmente hablando
(Hernandez-Esparza y col., 2006). Zhang y col.,
(2007) mediante la adicién de ortofosfato lograron
resolver la aglomeracién de las perlas de alcohol
polivinilico y la toxicidad que se presentan cuando

éste se usa mezclado con 4cido bdrico. Partiendo
de las primeras aplicaciones ambientales del alcohol
polivinilico, Cunningham y col., (2004) demostraron
su uso exitoso en la remocién de diesel en una biopila
a escala de laboratorio al incorporar un material
hidrofébico durante la formacién de la matriz del
soporte. En este trabajo los autores sugieren que
una ventaja de este soporte es su baja degradabilidad,
que puede garantizar que aunque serd eventualmente
degradado, ésto no sucederd durante la fase activa de
bioremediacion, cuando el metabolismo microbiano
debe ser encauzado a la degradacién del diesel. Si bien
la resistencia mecdanica del soporte fue adecuada para
las biolpilas a escala de laboratorio (con un mezclado
manual) no es posible predecir si dicha estabilidad
puede mantenerse en una escala mayor.

El uso de células inmovilizadas también se ha
extendido a sistemas de tratamiento de dos fases,
como es el reactor de suelo en suspension a nivel de
laboratorio. Li y col. (2005) estudiaron la remocién
de fenantreno y pireno por la bacteria Zoogloea sp
inmovilizada en un soporte compuesto por alcohol
polivinilico, alginato de sodio y carb6n activado. Se
demostr6é que al introducir las células inmovilizadas
en el reactor con un suelo no esterilizado, la
biodegradaciéon de los compuestos era el doble de la
obtenida con las células libres, y ligeramente menor
a la obtenida cuando se uso un suelo esterilizado.
Wang y col. (2008) inmovilizaron Trichoderma sp.,
A.niger y Fusarium sp. en un soporte compuesto
por alcohol polivinilico, alginato de sodio y carbén
activado, para probarlos en la degradacién de pireno
y benzo(a)pireno como pares o triadas. En un cultivo
de suelo en suspensién con una concentracién de 100
mg kg~! la mejor degradacién (81% de pireno y 43%
de benzo(a)pireno después de 240 h) se logré con la
mezcla de A. niger y Fusarium sp. Esos resultados
demostraron que los hongos inmovilizados fueron més
eficientes que las células libres suspendidas para la
biodegradacion de los compuestos.

Otras alternativas han sido el uso de arcillas para la
inmovilizacién de Alcaligenes sp A 7-2 aplicado en la
biodegradacién de 4-clorofenol en un suelo arenoso,
usando un percolador (Balfanz y Rehm, 1991) o en
un reactor de lecho empacado (Westmeier y Rehm,
1987). Este tltimo sistema también fue aplicado en
la degradacién de 2-cloroetanol por P. putida US2
(Overmeyer y Rehm, 1995) y 4cido dicloroacético por
Xanthobacter autotrophicus (Meusel y Rehm, 1993).

Se puede mencionar también el trabajo de Rubilar
y col., (2011), en el que emplearon P. chrysospoiurm
y Anthracophyllum discolor inmovilizados en granos
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de trigo para remover pentaclorofenol de un suelo con
una concentracién inicial de 350 mg Kg de suelo™!.
Los investigadores reportaron un incremento de la
biodegradacién en ensayos realizados en matraces
con suelo contaminado, y sefialaron que en el caso
particular de los hongos de la pudricién blanca, los
materiales lignoceluldsicos usados como soporte para
inmovilizacién también pueden funcionar como fuente
de nutrientes, y por ende promover la produccién de
enzimas asociadas a la degradacién de contaminantes,
ademds de dar proteccién a la célula ante diferentes
condiciones de estrés.

A través del andlisis de los trabajos citados
es evidente que existe una falta de informacién
sobre el transporte de contaminantes en sistemas
inmovilizados cuando se realizan estudios de
biodegradacién en suelos. Sobre todo el panorama
podria tornarse mas complejo cuando en el sistema se
usan soportes de tipo hidrofilico y los contaminantes
son hidrofébicos. Considerando esta incompatibilidad
Cunningham y col., (2004) incorporaron un
material oleofilico en la preparacion del soporte de
inmovilizacién, que favoreci6 el consumo del diesel,
sin embargo los autores reconocen que hay muchos
cuestionamientos no resueltos acerca de la difusividad
de los n-alcanos dentro de la matriz del soporte.

En la Fig. 3 se muestra una representacion
esquematica en la transferencia de masa de un
contaminante hidrofébico que estd sorbido en un
suelo y que debe difundir hacia el soporte donde se
encuentran los microorganismos. En sistemas sélidos
convencionales cuando el contaminante estd sorbido
en los microporos del suelo se sabe (Medina-Moreno
y col., 2009) que el paso limitante es la difusion
en los poros de la matriz del suelo (paso 1), pero
en los sistemas inmovilizados como se describe a
continuaciéon puede presentarse otro paso limitante.
Una vez que el contaminante ha sido transportado
hacia la fase liquida circundante a la particula de
suelo, la presencia de agentes de tensién superficial
producidos por los microorganismos, puede favorecer
su disolucién y difusion en la fase liquida (paso 2)
para alcanzar el soporte. En este punto surge una
resistencia adicional en los sistemas inmovilizados.
El compuesto es transportado sélo por difusion través
de los poros del soporte (paso 3). En la matriz del
soporte los contaminantes pueden quedar sorbidos en
la pared del poro a través de sus componentes polares,
dejando los extremos no polares en el espacio poroso.
Aqui, la presencia de tensoactivos puede incrementar
la transferencia de masa favoreciendo el consumo y
transporte difusivo de contaminantes a través de la
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matriz del soporte para llegar a los microorganismos.

El esquema antes propuesto puede ser valido para
cualquier sustrato insoluble, incluyendo el oxigeno.
Los problemas difusionales que se mencionan pueden
minimizarse a través del control del tamaifio del
poro del soporte optimizando los procesos de
inmovilizacion.

o

yt-:% S ‘:Y/

Vista microscépica
Vista macroscépica

Fig. 3. Representacién esquematica del transporte
difusivo de contaminantes en sistemas solidos. La
vista microscOpica permite visualizar los pasos
implicados durante el transporte: paso (1) transporte
dentro de la particula de suelo, paso (2) transporte en la
fase liquida y paso (3) transferencia dentro de la matriz
del soporte de inmovilizacién.

Conclusion

El uso de microorganismos inmovilizados ha sido
ampliamente explorado, tanto a nivel industrial como
de investigacion, pero en el campo de la biotecnologia
ambiental atin queda mucho por hacer. En lo que
respecta a los soportes que se han utilizado para
este fin, el poliuretano podria considerarse como
el mas eficiente, debido a su alta resistencia y
porosidad. Sin embargo, también se han probado
diversos soportes de tipo natural, por considerarse mas
adecuados debido a su biodegradabilidad. Aunque
dichos soportes han mostrado su factibilidad para
inmovilizar microorganismos y usarlos en distintos
procesos ambientales, todavia existe la necesidad de
profundizar en los estudios que permitan mejorar
su resistencia mecdnica, o bien en la bisqueda de
microorganismos que eventualmente puedan degradar
el poliuretano, y que al ser incorporados en el
sistema de inmovilizacién garanticen la desaparicion
del soporte del sitio a tratar una vez que se ha
concluido la fase de degradacion del contaminante.
En lo referente a los aspectos cinéticos, ain
cuando ya se ha trabajo en el tema, se requiere el
desarrollo de estudios minuciosos de los fendmenos
de transferencia y de los aspectos cinéticos que
rigen el consumo de contaminantes en sistemas
inmovilizados, para la generacion de expresiones y
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modelos matematicos que expliquen la degradacién de
contaminantes en sistemas de tratamiento de aguas y
suelos contaminados.

Por ultimo, aunque se han aprovechado las
bondades del uso microorganismos inmovilizados en
algunos procesos ambientales, son pocos los estudios
de aplicacion de éstos en suelo, debido probablemente
a las complicaciones que podrian encontrarse al llevar
los procesos a un tratamiento a gran escala. Mds atn,
es necesario realizar pruebas en campo que permitan
establecer la factibilidad técnica y econémica del uso
de microorganismos inmovilizados para remover del
suelo compuestos contaminantes de forma segura y
factible, con lo que serd posible el desarrollo de las
tecnologias adecuadas para tal fin.
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