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Resumen

En esta Nota Técnica se describe la construccién de biorreactores a TRL 3-4 los cuales se utilizaron
para realizar ensayos de bioacumulacidn y exclusién de metales pesados y se definieron las
variables que fueron importantes para la replicabilidad a escalas mayores. Se construyeron 8
biorreactores, 6 fueron utilizados para ensayos de biogeoquimica testeando especies vegetales,
simbiosis micorricica, hongos saprobios, con suelo control y suelo con suplementacién de metales
pesados (incluyendo Cadmio) y 2 fueron utilizados para calibrar las variables fisico-quimicas
establecidas, principalmente caudal de ingreso egreso, permeabilidad, modelo de Darcy y pH —
Eh. En cuanto a las variables bioldgicas se determiné especie vegetal, simbiosis micorricica y
cofactores metdlicos enzimaticos. Se concluye que el protocolo de calibracién de las variables
seleccionadas en los experimentos realizados en biorreactores permite la replicabilidad vy el
escalamiento a mayor escala. Se encontrd una simbiosis micorricica muy conveniente para ser
aplicada en territorio con un muy alto factor de bioacumulaciéon. Se la considera una solucién
tecnoldgica posible de ser aplicada en territorio. Se publicé un trabajo al respecto en el marco de
una tesista de doctorado, y se esta en vias de preparaciéon de otro trabajo.

Palabras Clave: Biorreactores, TRLs, Escalamiento, solucion tecnoldgica



1- Biorreactores (TRL 4)

1.1 Objetivo

Construccion de 8 biorreactores demostrativos de la reduccion de la solubilidad del Cd
rizosférico a nivel TRL (Technology Readiness Level) 3-4, y la validacion de su funcionamiento.

1.2 Descripcion

Los biorreactores TRL 3-4 (BR) tienen una dimensién de 60 cm de largo, 30 cm de ancho y
entre 80 cm de profundidad. Ademas, en el largo, presentan un tabique con el cual se separa el
cubiculo generando dos espacios de diferentes dimensiones: el primero, mas grande donde se
coloca el lecho filtrante y el suelo de interés y el segundo mas pequefio denominado camara
colectora para medicién de volumen/caudal del lixiviado generado por el riego del sustrato.

Para la materializacién de los BR, se utilizé el material llamado policarbonato alveolar. La
eleccidon de este material se debid a su relativa transparencia, bajo peso y excelente resistencia
mecanica y quimica (para los rangos probables de trabajo que rondan entre 5 y 9 unidades de
pH), ademas de resistencia a las condiciones ambientales como bajas y altas temperaturas y rayos
uVv.

Los primeros 4 BR construidos se hicieron de doble celda a fin de optimizar el uso de
materiales, ya que compartian la placa divisoria, Figura 1.

Figura 1. Biorreactor de doble celda.

Luego se construyeron 4 BR de camara simple, tal como se observa en la Figura 2. El cambio
de un modelo a otro se derivo principalmente en que el primer disefio es dificil de manipular y
transportar y, ademas si el sellado no esta bien realizado, hay filtrado de una celda a otra.

Por este motivo se continta con la descripcion de la construccién de BR de celda simple.



Figura 2. Biorreactor de celda simple

1.3 Materiales para la construccion de un BR de celda simple

Cada biorreactor necesita para su construccion lo siguiente:

1. 2 placas de policarbonato alveolar o compacto de 800 x 600 x de 6 mm de espesor.

2. 2 placas de policarbonato alveolar o compacto de 800 x 312 x de 6 mm de espesor

3. 1 placa de policarbonato alveolar o compacto de 788 x 300 x 6 mm de espesor, placa
divisoria entre lecho y cdmara colectora, colocada como indica la Figura 4.

4. 1 placa de policarbonato alveolar o compacto de 612 x 312 x 6 mm de espesor (placa del
piso)

5. 4 4dngulos (perfil L) de aluminio anodizado de 25,4 mm de ala x 2 mm de espesor x 808 mm
de largo. Uno de los extremos debe estar cortado en V a 459.

6. 2 angulos de aluminio anodizado de 25,4 mm de ala x 2 mm de espesor x 314 mm de largo.
Los extremos deben estar cortados a 459.

7. 2angulos de aluminio anodizado de 25,4 mm de ala x 2 mm de espesor x 614 mm de largo.
Los extremos deben estar cortados a 459.

8. 6 angulos de aluminio anodizado de 25,4 mm de ala x 2 de espesor x 100 mm de largo. Los
extremos deben ser rectos. Los items del 1 al 8 se encuentran sefializados en la Figura 3.

9. aproximadamente 50 tornillos con tuerca autofrenante y arandela de goma tipo honguito.
10. aproximadamente 4 tubos de silicona transparente para policarbonato.

11. Cinta de aluminio adhesiva de 1” de ancho.



Figura 3. Detalle de ubicacién de los materiales de construccidn del biorreactor. Las referencias estan citadas arriba.
No se muestra la placa frontal a fin de visualizar el interior del mismo

Figura 4. Detalle de la ubicacion de la placa divisoria



1.4 Pasos para la construccion del BR

En este apartado se dan detalles del paso a paso del proceso constructivo de biorreactores
utilizando como material policarbonato alveolar.

Como se comentd en el punto anterior, el policarbonato alveolar es de bajo peso, y posee
muchas cualidades fisico mecdnicas de interés, sin embargo, la presencia de los alveolos acarrea
inconvenientes a la hora del sellado hidraulico del biorreactor una vez armado.

Materiales: se necesitan todos los materiales listados en el punto 1.3 cortados a las medidas
establecidas.

i.  Esimportante que cada placa de policarbonato esté perfectamente a escuadra
y sin rebabas.

ii. Las placas deben ser cortadas teniendo en cuenta la horizontalidad de los
alveolos, de esta forma se tiene mas resistencia mecanica de la estructura.

iii. Los perfiles de aluminio deben ser cortados, preferentemente utilizando
magquina sensitiva con regulador de inclinacién, sino se cuenta con ello utilizar
amoladora o sierra manual y luego ser limados los extremos para eliminar las
rebabas y asi evitar accidentes del personal y dafos en el policarbonato.

a) Retirar 5 cm de la [dmina protectora de las placas de policarbonato en los lados de los

alveolos.

i Las placas de policarbonato poseen dos laminas protectoras, una de color blanco
y una transparente. El lado transparente es el que va hacia el exterior.

b) Sellar de los alveolos con silicona para policarbonato.

i. Dependiendo el tiempo y/o lugar de guarda de las placas, los alveolos suelen
contener restos de suciedad y arena o polvo. Para eliminarla utilizar aire
comprimido.

ii. Lasilicona debe ingresar al menos 1 cm en cada alveolo.

iii.  Emparejar el exterior con el dedo o espatula.
iv.  Limpiar prolijamente el costado con un pafio

v. Dejar secar un dia.

c) Pegar la cinta de aluminio adhesiva sobre los alveolos sellados con silicona.

d) Realizar los agujeros para los tornillos en los perfiles de aluminio.

i.  Paraalargar lavida util de las mechas ello se sugiere utilizar mechas de 2,4y 6 mm
de forma sucesiva

ii. Para los perfiles 7 de la figura 3, realizar 4 perforaciones distribuidas
uniformemente, dejando 3,5 cm desde cada extremo. El centro del agujero debe
estar a 8 mm del ala vertical, como se indica en la Figura 5




Figura 5. Medidas utilizadas para la ubicacién de los tornillos en los perfiles L.

Para los perfiles 6 de la figura 3, realizar 3 perforaciones distribuidas
uniformemente, dejando 3,5 cm desde cada extremo. El centro del agujero debe
estar a 8 mm del ala vertical

Para los perfiles 5 de la figura 3, realizar 3 perforaciones en un alay 4 perforaciones
en la otra ala, distribuidas uniformemente en el largo. Teniendo en cuenta que del
lado de 4 agujeros se debe comenzar a los 3 cm del lado superior y 3,5 del lado
inferior.

v. Los 4 agujeros van hacia el lado de la placa de 1. Los 3 agujeros van del lado de la placa 2.
Tal como se indica en la Figura 6.

3cm

Lado de 4 agujeros @ Lado de 3 agujeros

3,5cm|

Figura 6. Distribucion y medidas de la ubicacion de los tornillos en los perfiles L

e) Armar la base

Primero se presentan los perfiles de aluminio (6 y 7 de la figura 3) formando un

rectangulo.
Se coloca silicona en todo el perimetro del rectangulo tanto del lado horizontal

como en el angulo propiamente dicho. Ademads, se coloca silicona en la unién de
perfil y perfil. Figura 7

silicona



iv.

Figura 7. Indicacion de la silicona utilizada en los perfiles, con la unién de las placas.

Luego, se coloca con cuidado la placa de policarbonato de la base (4 de la figura
3), presionando bien hasta que el policarbonato baje.
Dejar secar 1 dia con un peso uniformemente distribuido

f) Armar las paredes

Vi.

Para este paso es recomendable la asistencia de una persona

Presentar la placa de policarbonato en el perfil perforado y hacer los agujeros en
la placa.

Colocar silicona en los agujeros realizado en la placa, asegurando que ingrese en
los alveolos

Colocar silicona para policarbonato en uno de los angulos verticales. Es importante
colocar silicona tanto en las alas del perfil como en el angulo propiamente dicho.
Figura 8.

L. .

Figura 8. Indicacién de la silicona utilizada.

Colocar silicona en el ala vertical de la base armada en el punto f). tal como se
indica en la Figura 9.

Figura 9. Colocacion de Silicona entre la placa y el perfil L.
Presentar las partes y atornillar. No olvidarse de colocar la junta de goma del lado
de la tuerca (interior del biorreactor). Tal como se indica en la Figura 10.

Junta de goma
10



Tuerca autofrenante
Tornillo

Figura 10. Sistema de atornillado de las placas, junta, tuerca y tornillo.

Vii. Una vez colocada una placa vertical, colocar silicona en la unién entre la base y la
pared. Figura 11

Figura 11. Hermetizacidn del biorreactor utilizando silicona.
viii.  Continuar colocando las paredes cerrar el cubiculo.
ix.  Colocar silicona en la unién entre pared y pared
X.  Dejar secar 1dia
g) Realizar prueba hidraulica agregando aproximadamente 10 a 15 cm de profundidad de
agua. Si hay pérdidas marcarlas para luego sellar.
h) Colocar la placa divisoria 3 de la Figura 3.
i.  Paraello tener en cuenta el detalle de la Figura 4, respecto a la separacién entre
el piso y la placa.
ii.  Medir 10 cm en los 60 de largo. Marcar dos puntos y trazar una linea.
iii.  Realizar los agujeros en las dos alas de los perfiles de 10 cm
iv.  Marcar estos agujeros en las dos placas (1 de la Figura 3) y perforar. Colocar
silicona rellenando los alveolos.
v. Presentar la placa de policarbonato en los perfiles ya sujetos al cubiculo, marcary
hacer los agujeros en la placa divisoria. Rellenar con silicona.
vi.  Atornillar la placa divisoria a los angulos.
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1.5 Ubicacion del BR

Es necesario evaluar el clima del lugar donde sera emplazado y las temperaturas a la cual
estaran expuestas las plantas durante el experimento para determinar la necesidad de una
estructura que permita regular la temperatura, evitar inclemencias climaticas, vientos fuertes,
granizo, nevadas etc.

Antes de ser rellenado, los BR fueron instalados dentro de una estructura, tipo invernadero
protegida con tela antigranizo, Figura 12. En esta estructura, se puede colocar, en caso de ser
necesario, una cubierta de PVC (policloruro de vinilo) transparente, que deja pasar el 100 % de
luz solar en el invierno o una cubierta PE (polietileno) la cual es transparente con mallado pléstico
color verde que disminuye la cantidad de luz solar evitando el exceso de rayos UV en el verano.
De esta manera, durante el experimento las plantas se encuentran protegidas del granizo, calor
excesivo, nevadas y heladas evitando la exposicion directa de las mismas durante el periodo de
estudio

Como los BR deben tener una pendiente del 6%, quedando la cdmara colectora en el punto
mas bajo, se colocdé una base de madera a la cual se la suplementd para lograr la pendiente
requerida, Figura 12.

o AT b M aon) |
Figura 12. En esta imagen se puede observar la estructura metalica con proteccién de malla antigranizo, la base del biorreactor y
el biorreactor de doble celda

1.6 Relleno de los BR: Lecho filtrante

El lecho filtrante esta compuesto por 3 capas:

- Inferior: 10 cm de grava gruesa de 10 cm de didmetro

- Media: 15 cm de grava mediana de 5 cm de diametro

- Superior: 20 cm de grava fina de 1 cm de didmetro.

Cabe destacar, que cada uno de los materiales para la construccién del lecho, deben ser
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lavados a fin de retirar arenas, arcillas y suciedad.

1.7 Relleno de los BR: Sustrato

Se denomina sustrato a la mezcla de suelo contaminado que se desea tratar mas ceniza
volcanica en una proporcién en volumen de 50/50.

Tanto el suelo contaminado como la ceniza deben estar secos para la preparacion de la
mezcla. Ademas, se debe asegurar un correcto mezclado para que el resultante sea lo mas
homogéneo posible. En este sustrato se colocan los catalizadores enzimaticos, los
microorganismos y las especies vegetales a estudiar.

2. Seleccion de variables para la calibracion de BR y su
posterior escalamiento a TRL 6.

Las variables elegidas para tener en cuenta en el momento del escalamiento se clasifican en
a) bioldgicas, b) fisicas y ¢) quimicas. Las variables biolégicas comprenden: la cantidad de
microorganismos, especificamente, la cantidad de esporas por m 3 de suelo, la cantidad de
unidades formadoras de colonias por m 3, la cantidad de plantas por m 3, el porcentaje de
colonizacidn radicular, la longitud del micelio y la observacién semicuantitativa microscdpica de
vesiculas y arbusculos radiculares. Las variables quimicas comprenden: la cantidad de elementos
guimicos relacionados con la bioacumulacién de metales pesados, especificamente Zn, S, P,
glomalina, como ademads Cu, Cd y el pH. Las variables fisicas comprenden: el modo de riego, es
decir, si es por flujo vertical (produce mayor oxigenacidn) o si es por flujo horizontal, el caudal de
ingreso y el caudal de egreso (efluente a camara colectora), el tiempo de retencién hidraulica, la
constante de permeabilidad o constante hidrdulica (Ks), la modelizacion elegida, sea para flujo
laminar o flujo turbulento, la velocidad de salida, la capacidad de retencién de agua, el tiempo de
salida antes de vasos comunicantes y el potencial redox Eh. [1.2.3.4.5.6.7]

Las distintas variables se analizan antes de la siembra del MAP (fitoextraccidn asistida por
micorrizas) y a la finalizacidn del proceso extractivo, para de esta forma obtener el protocolo de
aplicacién y realizar un estudio costo-beneficio del sistema. [8]

Un resumen de las variables que se miden (algunas aun no puestas a punto senaladas con *)
y controlan en TRL4, para luego ser replicadas en TRL6 son:

- Parametros mecdnicos: altura de cada estrato y dimensién de las piedras de cada estrato.

- Parametros hidraulicos: constante hidraulica (Kh), flujo (tipo), caudales de ingreso vy
egreso, pendiente, tiempo de retencién hidraulica (th).

- Parametros fisico-quimicos a regular: pH, Eh a distintas profundidades del suelo.

- Parametros quimico-bioldgicos: determinacién de fitoquelatina*, metalotioneinas*
glomalina exudados micorricicos organicos como 4cido citrico®, cofactores enzimaticos.
[9,10]

- Parametros quimicos puros: particion de metales en matriz suelo/barro (sustrato),
biomasa y liquido percolado a cdmara colectora.
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- Parametros bioldgicos puros: especie vegetal y cepa micorricica, porcentaje de
colonizacidn radicular, densidad de plantulas, cantidad de esporas y longitud de micelio.

En estos ensayos la modelizacion del comportamiento del fluido la consideramos siguiendo
la Ley de Darcy, si bien la ley contempla flujo laminar y continuo, entre otros requisitos, en el
momento de la calibracién de BR se realizan procedimientos que permiten considerar que la
aplicacion de Darcy es correcta.

A los fines de este informe, solo se explicara la obtencion experimental de la constante de
permeabilidad y tiempo de retencién hidrdulico, pardmetros necesarios para el escalamiento de
TRL4 a TRL6. . [3,4,6,7]

2.1 Calculo de conductividad hidraulica o constante de permeabilidad (Ks)

Para realizar el cdlculo de la conductividad hidrdulica [11] se debe realizar lo siguiente:

a) Definir el tipo de flujo con el que se va a trabajar: flujo vertical (FV) o flujo horizontal (FH)

b) Definir un caudal de riego. Este caudal se denomina Qi.

c) Se comienza a regar el suelo + lecho totalmente seco a to. Se comienza a medir el tiempo.

d) Tomar el tiempo preciso en el que aparece liquido en cdmara colectora. A este tiempo lo
denominamos tiempo de retencién hidraulica (tn) el cual estd relacionado con la capacidad
de retencién de agua del relleno.

e) Dejamos transcurrir un tiempo en minutos que llamamos tc y medimos el volumen
colectado en cdmara colectora. El tc debe ser menor al tiempo en donde se produce el
fendmeno de vaso comunicante entre la camara colectora y el lecho filtrante por efecto
de la pendiente. Calculamos el caudal de salida Qs. Qs sera menor que Qi

2.2 Aplicacion de la Ley de Darcy

La ley de Darcy [12] asume condiciones de flujo laminar, que el sistema es constante y
uniforme, aplicable en humedales de flujo subsuperficial (HFSS) pero se puede utilizar como una
aproximacion razonable [11].

V =ks*s (1)
v=velocidad de Darcy, distancia/tiempo
La velocidad también es el caudal (Q volumen/tiempo) respecto ancho de la celda (W=m) y
la profundidad del agua en el humedal (y=m)

v =Q/Wy (2)

combinando 1y 2, tenemos
Q=ks*Ac*s (3)
Q= es el caudal promedio en el que ingresa y el que egresa (volumen/tiempo)= (Qi+Qs) /2
ks= conductividad hidraulica de una unidad de drea del humedal perpendicular a la direccién de

14



flujo L/m?/dia.
Ac=area de la seccidn transversal perpendicular al flujo (m?). Ac=Wy
s= Gradiente hidraulico o “pendiente de la superficie del agua en el sistema m/m. s=my/L

2.3 Calculo del tiempo de retencion hidraulica

La retencidn hidraulica esta relacionada con la capacidad de campo. Para nuestro sistema es
el tiempo que tarda el sustrato en liberar efluente a la camara colectora. La metodologia
empleada fue la de ingresar agua en flujo vertical y registrar el tiempo que tarda en aparecer el
agua en la cdmara colectora. El tipo de ingreso del flujo en los BR fue a manto con inundacién del
sustrato a 2 cm de agua superficial.

3. Funcionamiento de los BR

3.1- Breve descripcion del experimento

Se realizd la puesta en marcha de un experimento en el marco de una tesis doctoral, donde
se utilizaron 4 BR, 2 BR control y 2 BR tratamiento. Los BR control estaban rellenos con suelo
blanco con y sin micorrizas mientras que los BR tratamiento estaban rellenos con suelo
contaminado con metales pesados con y sin micorrizas. Las especies vegetales fueron especies
nativas crecidas en un suelo minero impactado con metales pesados. Se determinaron las
variables bioldgicas-fisico-quimicas descriptas anteriormente al inicio y al final del experimento

3.2 Variables hidraulicas en la validacion de los resultados de su funcionamiento:

Se realizé el célculo de la constante hidrdulica (Ks) en BR (Tabla 1) cuando no se pone sustrato
y cuando se pone sustrato con y sin micorrizas al final del experimento luego de 4 meses, se
obtuvo que la Ks es 812.000 L/m2/dia mientras Qi= 10L/min = 14400L/d, cuando el ingreso fue
flujo vertical a manto superficial de 2 cm de altura de agua a presién atmosférica y Qs 0,15
L/min=216 L/d mientras que cuando se coloca sustrato la permeabilidad disminuye pero la
agregacion y el efecto restaurador que generan las micorrizas se observa en el aumento de la Ks
de 178811 a 19291 L/m2/d

Tabla 1: Resumen de variables calculadas valor medio (DS)

Qi(L/d) |Qs(L/d)| Q(L/d) Ks (L/m2/d)
BR (Pa) sin sustrato 14400 (537) | 216 (46) | 7308 (206) | 812000(5826)

BR con sustrato sin micorrizas | 2507 (128) | 711(29) | 1690 (152) | 178811 (1475))

BR con sustrato con micorrizas | 2641 (103) | 832(33) | 1736 (126) | 192918 (1160)

3.3 Variables fisico-quimicas-bioldgicas

Se registraron al inicio y al final del experimento el pH, Eh, elementos quimicos en biomasa y
en suelo, fésforo, glomalina, cantidad de esporas, longitud de micelio, peso de biomasa radicular
y aérea, se obtuvo salida a cdmara colectora para determinar las particiones de los elementos
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guimicos en suelo biomasa y colectora. Se determiné Cd, Py Zn.

3.4 Resultados de la validacion de los biorreactores

Los BR funcionaron perfectamente y sirvieron para demostrar la particién de los elementos
en las diferentes matrices, medir las variables descriptas y analizar los resultados de un modo
integral. El protocolo de calibraciéon serd llevado a mayor escala permitiendo replicar el
experimento en los MDV. El detalle del funcionamiento sera presentado en la préxima nota
técnica comprometida con biorreactores.

3.5 Divulgacion de resultados

Se realizé un video del experimento llevado a cabo por la tesista de Doctorado Ing. Forestal
Ana Rosa Castaiio Ganan, el cual estd subido al blog y al webstory y fue presentado en el XVIII
taller anual de seguimiento del FONTAGRO. Estd en preparacion un paper con los resultados del
funcionamiento y el descubrimiento de una simbiosis hiperacumuladora de cadmio factible de
ser utilizada en las plantaciones de cacao. Se publicd el uso de los biorreactores, haciendo
referencia al financiamiento de FONTAGRO en Minerals

Minerals 2023,13(6), 765;https://doi.org/10.3390/min13060765
https://youtu.be/r8kKkMHODG90A

3.6 Descubrimiento de solucion tecnoldgica

Se encontré una simbiosis micorricica testeada en los biorreactores que tiene un factor de
bioacumulacién en parte aérea del orden de 70 eso significa que hiperacumula 70 veces mas
cadmio que la que encuentra en suelo. En intercambios realizados con investigadores de Ecuador,
la simbiosis encontrada puede ser reproducida a modo de intercalarse entre las especies de
cacao. En la préxima nota técnica se transferira la informacidén post publicacién de paper. La
micorriza utilizada proviene de una zona impactada con altas cantidades de Zn lo cual es
coherente con los efectos del Zn en la competencia por el ingreso a la planta con el Cd. Por otra
parte hay varios cofactores enzimdaticos que se utilizaron aplicando cenizas volcéanicas. Esto es de
gran importancia ya que no es necesario incorporar elementos quimicos sino que se aprovechan
las cenizas volcanicas presentes en el suelo. Esta metodologia es compatible con las
certificaciones orgdnicas de muchas fincas cacaoteras que componen los socios de este proyecto.

4- Conclusiones

Se pudieron construir 8 biorreactores y se detalla minuciosamente la metodologia a modo
de poder ser replicados. Se seleccionaron las variables a ser controladas para la replicacién y el
escalamiento. Se tested exitosamente el funcionamiento mediante una experimentacion en el
marco de una tesis doctoral. En la proxima nota técnica se espera detallar la solucion
tecnoldgica encontrada post publicacidn en revistas internacionales con la debida mencién del
financiamiento de FONTAGRO.
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