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Resumen

Actualmente el Cromo es un metal necesario en la fabricacion de productos de uso cotidiano, derivando
en contaminacion ambiental por Cromo(VI) que resulta un peligro para la salud humana por sus efectos
toxicol6gicos. Existen pocos estudios de biorreduccion del Cromo(VI) en condiciones anaerdbicas, por lo
que no se han identificado muchos de los factores involucrados en este proceso. Esta investigacion
evalud la capacidad de biotransformacion del Cromo(VI), mediante la determinacién de la Dosis Minima
Inhibitoria (DMI), el tiempo, la cinética de crecimiento y reduccién del Cromo(VI) de un consorcio
microbiano proveniente de un reactor anaerobio dosificado con lixiviados con alto contenido de
Cromo(VI), expuesto a diferentes concentraciones de Cromo(VI) y utilizando efluentes residuales
alternativos como fuente de carbono. La DMI del consorcio microbiano determinada fue de 100 mg/L de
Cromo(VI), con un tiempo de desarrollo de colonias de 2 dias y, la reduccion de Cromo(VI) se presentd
en 4 dias con la maxima concentracion de 200 mg/L. Con ello, se concluye que el consorcio microbiano
demostro ser resistente y capaz de reducir el Cromo (VI), por lo que la reduccién bioldgica de lixiviados
ricos en Cromo(VI) por via anaerobia se considera buena opcion de biorremediacion de sitios
contaminados con este metal.

Abstract

Currently Chromium is a necessary metal in the manufacture of products of daily use, resulting in environmental
pollution by Chromium (VI) that is a danger to human health by its toxicological effects. There are few bioreduction
studies of chromium (VI) under anaerobic conditions, so many of the factors involved in this process have not been
identified. This research evaluated the biotransformation capacity of Chromium (VI) by determining the Minimum
Inhibitory Dose (DMI), time, growth kinetics and Chromium (VI) reduction of a microbial consortium from an anaerobic
reactor dosed with Leached with high Chromium (VI) content, exposed to different concentrations of Chromium (VI)
and using alternative residual effluents as carbon source. The DMI of the microbial consortium determined was 100
mg / L of Chromium (VI), with a development time of colonies of 2 days and, the reduction of Chromium (VI) was
presented in 4 days with the maximum concentration of 200 mg / L. Thus, it is concluded that the microbial consortium
proved to be resistant and capable of reducing Chromium (VI), so the biological reduction of Chromium (VI) rich
leachates by anaerobic route is considered a good option of bioremediation of sites contaminated with this metal.
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INTRODUCCION

La economia de Leb6n, Gto.,, estda basada
fuertemente en la cadena de produccion cuero-
calzado. Por lo anterior, en el valle de Ledn se ha
encontrado Cromo (VI) en tres cuartas partes de
los pozos que se abastecen a la cuidad [1]. La
zona mas contaminada con Cromo en el Valle de
Ledn se encuentra a 13.5 Km al suroeste de la
Ciudad de Leén y a 7 Km de San Francisco del
Rincon [2]. Una de las principales fuentes
potenciales son las instalaciones de la fabrica de
cromatos de Quimica Central (QC) que fue
clausurada en 2014, y que cuenta con un sitio de
disposicion final de residuos industriales ubicado a
1.5 Km al oeste [3], el cual contiene alrededor de
300,000 toneladas de residuos a la intemperie que
aun siguen latentes en el interior de la industria,
produciendo un alto contenido de lixiviados [2;4].

El Cromo es un metal que presenta varios estados
de oxidacion (los derivados de importancia
biolégica son 3+ y 6+) y tiende a formar iones
complejos [5]. La presencia del Cr(lll) en el
ambiente existe de forma natural en rocas,
animales, plantas, suelo y agua, que al contacto
con material organico puede cambiar de Cr(VI) a
Cr(lll) [6]. Cabe mencionar que el Cr(lll) es un
elemento traza esencial para los seres vivos
debido a que ayuda a mantener los niveles
correctos del metabolismo de la glucosa, de los
lipidos y proteinas en seres vivos. En cambio, el
Cr(VI) puede alterar el equilibrio causando efectos
téxicos tanto en plantas como en animales, debido
a que este es absorbido rapidamente por las
membranas biolégicas, siendo el tracto respiratorio
el blanco principal [7].

Por ello, la biorremediacion busca resolver los
problemas generados por la contaminacién
mediante el uso de seres vivos que persisten en
ambientes desfavorables y son potencialmente
capaces de remover, extraer, degradar Yy
transformar compuestos organicos e inorganicos
contaminantes en suelo, sedimento o agua [8;9].
Los mecanismos bioquimicos asociados a la
reduccion de Cr(VI) involucran: biosorcién,
transporte, bioacumulacién, biomineralizacion,
oxidacién-reduccion de metales y reduccion
enzimatica (enzimas membranales o de la fraccion
soluble como las reductasas) [10], y algunos de los
factores que influyen en la reduccion bioldgica del
Cr(VI) incluyen la concentracion inicial de la

biomasa, el tipo y abundancia de la misma, los
iones potenciales como MnO-, Fe?t, S04%
(contenidos en los efluentes residuales como el
ARD y el ARL), la fuente de energia y la afinidad
del microorganismo a la fuente de carbono, el pH,
la temperatura, el potencial REDOX y los acidos
organicos presentes en la materia organica [9;11].

Algunas bacterias Gram + presentan la capacidad
para reducir el ion cromato en condiciones
aerobicas, sin embrago no son los Unicos
microorganismos capaces de reducir el Cr(VI) a
Cr(lln. La capacidad de  reducir Cr
anaerébicamente no es un proceso estrictamente
especifico, y puede ser llevada a cabo tanto por
bacterias Gram +, como Gram -. Existen pocos
estudios de reduccion de Cr(VI) bajo condiciones
anaerébicas, uno de los cuales reporta la
reduccion del Cr(VI) en concentraciones de hasta
250 mg/L con buenos resultados bajo estas
condiciones [12], mé&s, sin embargo, no se ha
identificado la dosis minima de inhibicién (DMI) del
Cr(VI) en el consorcio de los microorganismos
involucrados en la reduccién, el tipo y la
morfologia de estos, ni el tiempo especifico en el
gue proceso de reduccion se lleva a cabo.

Debido a lo antes mencionado, el objetivo del
presente trabajo es evaluar la toxicidad del
Cromo(VI) sobre el crecimiento de un consorcio
microbiano adaptado, determinando su tolerancia
y analizando la actividad deshidrogenasa del
consorcio microbiano.

MATERIALES Y METODOS

El consorcio microbiano utilizado en el presente
trabajo proviene de un reactor anaerobio que lleva
en operacion 365 dias (el cual reduce 250 mg/L
Cr(VIl), alimentado con fuentes de carbono
alternativas) inoculado con microorganismos
provenientes del lago de Parangueo, ubicado en el
municipio de Valle de Santiago, Guanajuato, en la
zona conocida como “Las Siete Luminarias”, el
cual se considera un sitio extremo, debido a la
presencia de altas concentraciones salinas.

Como fuente de carbono alternativa (FCA) para el
consorcio, se utiliz6 la combinacién de agua
residual doméstica (ARD) y agua residual lactica
(ARL), en una proporcion 50:50 %V/V.
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Determinacion de la Dosis Minima Inhibitoria
y adaptacion de los microorganismos
reductores de Cr (VI)

Para determinar la DMI del Cr(VI) sobre el
consorcio microbiano, se realizaron cultivos en
placa expuestos a diferentes concentraciones (50,
75, 100, 150, 200 y 250 mg/L de Cr(VI)), utilizando
agar bacterioldgico al 30% p/v sobre la fuente de
carbono previamente pasteurizada y la adicion de
1 mL de inéculo, en un tiempo de incubacién de 7
dias a temperatura ambiente. Para asegurar
condiciones anaerobias en la placa, esta fue
sellada con papel Parafilm. Transcurrido este
lapso se procedié con la identificacion de aquellas
placas en las que se presenté crecimiento
microbiano y reduccién del Cr(VI); ademas se llevo
a cabo una tincion Gram correspondiente a cada
una de ellas, esto con el fin de identificar los tipos
de bacterias presentes y resistentes a la presencia
del Cr(VI).

Posteriormente se procedié a la adaptacion del
consorcio a una determinada concentracion de
Cr(Vl) mediante la elaboracion de 5 resiembras
por estriado en placa de Petri con 50 mg/L de
Cr(VI) a un tiempo de exposicion de 7 dias.

Evaluacion del desarrollo de
microorganismos expuesto a Cr(VI)

Se realiz6 la determinacion del tiempo de
desarrollo de colonias, mediante la siembra en
placa con 50 mg/L de Cr(VIl) en 7 periodos de
tiempo (por duplicado) de los microorganismos
adaptados con anterioridad a esta misma
concentracion, en la cual cada periodo de tiempo
corresponde a 1 dia de exposicion. Al presentarse
el primer indicio de crecimiento microbiano, se
elabor6 tincibn Gram para la observacion
morfolégica de los microorganismos presentes en
cada periodo de tiempo.

Determinacidn de la cinética de crecimiento

Para determinar la cinética de crecimiento del
consorcio se elaboraron cultivos en medio liquido
(ARL+ARD en proporcion 50:50 %v/v) con
concentraciones de 0, 50, 100, 150 y 200 mg/L de
CrVI), ademés de sus respectivos controles sin
inocular, ademas de un blanco, el cual solo
contenia el medio liquido. ElI disefio del
experimento se muestra en el Tabla 1. Cada

cultivo, segln su concentracién, fue evaluada a
diferentes periodos de exposicién y en cada uno
de ellos se determinaron los siguientes
parametros: pH, potencial redox (Predox),
densidad 6éptica, actividad deshidrogenasa (ADH),
sélidos  suspendidos  volatiles  (SSV) y
determinacion de la disminucién de Cr(VI).

Tabla 1. Disefio del experimento para la evaluacion de
parametros cinéticos.

Ts T
Ts T4 Ts
Ts Ts Ts Te

Ts Ta Ts Te Tz

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la Dosis Minima Inhibitoria
adaptacion de los  microorganismos
reductores de Cr(VI)

De las concentraciones evaluadas se pudo
obtener que, los microorganismos presentes en el
consorcio pueden crecer en presencia de hasta
100 mg/L de Cr(VI), inhibiendo su crecimiento a
partir de 150 mg/L de Cr(VI), como se observa en
la Tabla 2.

Tabla 2. Formacion de colonias con exposicién al Cromo (VI) en
placa de Petri.
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100

150 Sin crecimiento
microbiano

200 Sin crecimiento
microbiano

250 Sin crecimiento
microbiano

Gracias a la elaboracion de la tincién de Gram, se
pudo observar que, en el consorcio se encuentra
una mayor poblaciéon de bacterias en forma de
bacilos Gram + y, menormente Gram -, con lo que
se comprueba que las bacterias Gram + presentan
una mayor resistencia y reduccion del ion cromato
en condiciones anaerobicas.

Al realizar la adaptacién del consorcio se logré
aumentar la resistencia de éste a la presencia del

Cr(VI) y, ademés, con ello, se denotd una
reduccion considerable en el tiempo de
crecimiento  que  se habia  presentado

anteriormente (6 y 7 dias aproximadamente).

Evaluacion del desarrollo de
microorganismos expuesto a Cr(VI)

El tiempo en el que se presentaron los primeros
indicios de crecimiento, fue a partir del segundo
dia, estos resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Determinacion del tiempo de proliferacion de
microorganismos expuestos a Cr(Vl).
Tiempo Observaciones
dias

Tincion Gram

Disminucion de la coloracion ND
amarillo.  Sin  crecimiento
microbiano.

Disminucién de la coloracion
amarillo en agar y presencia de
crecimiento de bacilos de
diversos tamafios, en su
mayoria se presentan bacterias
Gram +.

Disminucién de la coloracion
amarillo caracteristico del Cré*.
Presencia de bacilos de
diversos tamafios, mayormente
Gram +.

Presencia de bacilos de
diversos tamafios, en su
mayoria Gram +. Disminucion
de coloracién amarillo en medio

de cultivo.
Presencia de bacilos de
diversos tamafios, en su

mayoria Gram +. Cambio de
coloracion de amarillo a gris-
azulado en el medio de cultivo.
Presencia de bacilos de
diversos tamafios, en su
mayoria Gram *. Coloracién del
agar con tendencia al gris-

azulado
Presencia de bacilos de
diversos tamafios, en su

mayoria Gram +. Coloracion de
agar con tendencia al gris-
azulado.

ND: No determinado
Determinacidn de la cinética de crecimiento

En la Tabla 4 se presentan los resultados de las
pruebas para la determinacién de los parametros
cinéticos, pero solo para los controles (sin
microorganismos) y blancos [sin exposicion a
Cr(VI)]. En la que se observa que la presencia de
microorganismos si influyé en la mayoria de los
parametros evaluados. En los controles se puede
apreciar que, tanto el pH como el Predox
aumentaron al presentar mayor concentracion de
Cr(VI), en cambio, los SSV disminuyeron a mayor
concentracion de Cr(Vl). En cuanto a la
determinacion de Cr(VI) presente, se puede
apreciar que este, al contacto con la materia
organica presente en el medio de cultivo, reduce la
concentracion de Cr(VI).

Tabla 4. Comportamiento de los controles y blancos en las
pruebas para la determinacion de parametros cinéticos.

Parametro pH | Predox | D.O. ADH | Cr(Vl) | SSV
(mV) (Abs) | (mg/L) | (mg/L) | (mglL)
ARL+ARD | 3.56 157 0 0.51 1 640
ARL+ARD+ | 3.59 152 0223 | 4.72 1 1260
porg
50 mg/L 363 | 2835 | 0.162 | -0.38 5 1085
Cr(VI)
Sin porg
100mg/L | 3.655 | 3475 | 0.1365 | -0.15 16 855
Cr(VI) —
Sin porg
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150 mg/L 37 362 | 02195 | 1.65 30 760
Cr(VI)
Sin porg

200mg/L | 3.71 371.5 | 0.2005 1.8 39.5 475

Cr(V1)
Sin porg

Los resultados obtenidos para las pruebas con
exposicion a las diferentes concentraciones y
periodos de tiempo se muestran a continuacion en
la Tabla 5, donde se puede apreciar que, tanto en
el Predox y la ADH de cada concentracion tendi6 a
disminuir a lo largo del tiempo de exposicion, pero
los datos de esta Udltima no se consideran
relevantes debido a que el método de andlisis no
fue el adecuado para la determinaciéon de la
actividad microbiana, ya que presentd cantidades
muy pequefias, llegando a ser indetectables por
este método. En cuanto al pH se observa que hay
una mayor tendencia a aumentar, con presto se va
dando la reduccién del Cromo.

Tabla 5. pH, Predox y ADH en pruebas de reduccion de Cr(VI).

Para- | 50 mg/L 100 mg /L 150 mg/L 200 mg/L

metro

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final

pH 3.675 | 3.605 [3.675 |3.745]3.71 |3.81 |3.705 | 3.92

POR |316.5 | 105.5 |357.5 | 56.5 |371 [585 |382 |78.5

ADH |-0.33 |-0.58 [1.215 |0.095]1.025 | -0.33 |2.035 | 0.74

Al determinar la presencia de Cr(VI) (Grafica 1) a
lo largo del tiempo, se puede apreciar que en
todos los casos después del dia 2, la reduccion de
la concentracion de Cr(VI) es evidente, llegando a
disminuir notablemente al término del experimento.

mgCr (VI)/L
o

Tiempo (dias)

Grafica 1. Determinacion de Cr (VI) durante el periodo de
exposicion.

En cuanto a la determinacion de SSV, como se
muestra en la Grafica 2, se puede apreciar que, el
contenido de estos fue aumentando a partir del dia
1 en todos los casos. Luego se mantuvo
relativamente constante hasta el dia 4, para
posteriormente para las concentraciones de 50 y
100 mg/L disminuir. En cambio, para las
concentraciones de 150 y 200 mg/L, nuevamente
se ve incrementados los valores (posiblemente
debido a otra fase de crecimiento).
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Grafica 2. Soélidos suspendidos volatiles durante el periodo de
exposicion.

En la Gréfica 3 se presentan los datos obtenidos
para la densidad Optica en la que se puede
apreciar que, en todos los casos se obtuvo un
mayor crecimiento microbiano en los dos primeros
dias de exposicién, despues un periodo de
disminucién considerable hasta el dia 4, y
posteriormente, un nuevo aumento en la densidad
poblacional. Por lo que se comprueba que la
reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) se llevo a cabo hasta
el dia 2, despues un periodo de muerte y
adaptacion al Cr(lll) y finalmente un nuevo
episiodio de crecimiento microbiano, al igual que
con los SSV que presentdé un comportamiento

similar.
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Grafica 3. Densidad dptica durante el periodo de exposicion.
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A partir de los datos anteriores, se obtuvo la
velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de
duplicacién (td) del consorcio en cada caso
(mediante el uso de las ecuaciones de Monod), los
cuales se muestran en la Tabla 6 y donde se
puede apreciar que al incrementar las
concentraciones de Cr(VI), la velocidad especifica
de crecimiento disminuye y el tiempo de
duplicacién aumenta.

Tabla 6. Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de
duplicacion.

Parametro | 50 mg/L | 100 mg/L | 150 mg/L | 200 mg/L
0.335 0.187 0.116 0.101

M (dia)

td (dia) 2.065 3.700 5.959 6.844

CONCLUSIONES

El consorcio microbiano demostrd ser resistente y
capaz de reducir el Cr(Vl). ElI tiempo de
crecimiento microbiano para 50 mg/L Cr(VI) fue de
2 dias, gracias a que el consorcio se hizo mas
resistente con la elaboracion de las resiembras, y
al aumentar la concentracion de Cr(VI) hasta 200
mg/L, el tiempo de reducciéon aumenta, pero se da
en un lapso maximo de 4 dias. En cuanto a la
cinética de crecimiento, se llegé a la conclusion de
gue al incrementar las concentraciones de Cr(VI),
la velocidad especifica de crecimiento disminuye y
el tiempo de duplicacion aumenta. Por otro lado,
la DMI se determiné fue de 100 mg/L de Cr(VI), y
la morfologia de los microorganismos presentes en
el consorcio fue mayormente bacilos Gram +,
viéndose también en menor y casi nula proporcion,
bacilos Gram -. Dicho lo anterior, la reduccion
biolégica de Cr(VI) por via anaerobia se considera
una buena opcién de biorremediacién de sitios
contaminados con este metal, aunque aun falta
por estudiar mas a fondo como es que el proceso
se lleva a cabo y optimizar el proceso.
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