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Resumen

El cromo es un metal de transicién duro, blanco y plateado resistente a la
corrosion y en su forma hexavalente es considerado altamente toxico para el
ser humano. Sin embargo, se han encontrado alternativas para contrarrestar
la contaminacion por Cr(VI), en hongos filamentosos se ha encontrado
resistencia a Cr(VI) mediante el aislamiento de microorganismos
encontrados en ambientes contaminados con cromo (Cervantes et. al,
2001). En esta investigacion se trabajé con cepas de hongos enddfitos, las
cuales se evaluaron en experimentos de tolerancia a crecer en medio PDA
adicionado con cromo y posteriormente se realizaron cinéticas de reduccion
en concentraciones de 50 y 100 ppm de Cr(VI) respectivamente. Las
cinéticas se evaluaron a tres valores de pH: 4.5, 5 y 6. Teniendo como
objetivo evaluar a qué concentracion de Cr(VI) y que valor de pH se obtenia
el mejor rendimiento de disminucién de Cr (VI). Siendo dos de las cepas

evaluadas las que cumplieron con el objetivo planteado.
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Introduccion

Diversos microorganismos se han utilizado para la biorremediacion de
ambientes contaminados con metales pesados, como el cromo, plomo,
arsénico, entre otros. Un ejemplo de estos microorganismos son los hongos
endofitos, los cuales colonizan los Organos de las plantas y son
transitoriamente asintomaticos (Stone et. al, 2000). En este proyecto se
evaluaron 20 cepas de hongos endofitos aisladas del lirio acuatico el cual se
encuentra en un efluente de residuos industriales, se determiné su
capacidad de reduccion de Cr(VI) a diferentes concentraciones y valores de

pH en medio liquido.

Objetivos
- Determinar la capacidad de disminucién de Cr(VI) en medio
liquido sobre biomasa de hongos enddfitos.
- Determinar a qué pH ocurre la mayor disminucién de Cr(VI) en

medio liquido.

Justificacién

La contaminacién del ecosistema por cromo generalmente ocurre por
desechos industriales, especialmente por la teneria, conservacion de la
madera, pigmentos, industria automotriz, entre otros (Owlad et. al, 2009). En
1978, una compafiia ubicada en el Estado de México que se dedicaba al
cromado fue cerrada debido a las constantes quejas de los vecinos, por el
dafio ambiental que esta causaba alrededor de 3600 toneladas de Cr(VI)
fueron encontradas en el lugar (Castro-Rodriguez et. al, 2015), en
consecuencia, se han encontrado concentraciones de Cr(VI) de 3.93 a 116
mg/L en pozos de agua cercanos, lo que supera la concentracién permitida
por la OMS en agua (I UNAM, 2009). La mayoria de las industrias
causantes de este tipo de contaminacion se encuentran asentadas en
Guanajuato, causando un problema de contaminacion en los mantos
freaticos. Desde hace algunos afios se han buscado soluciones a este

problema, sin embargo, las
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técnicas de remocion de Cr(VI) son costosas y, ademas incluyen el uso de
agentes quimicos lo que al final resulta en una contaminacion secundaria
incrementando asi el problema de contaminacién (Sen y Dastidar, 2010).
Por otra parte, se han buscado alternativas para disminuir el uso de agentes
guimicos, una de estas alternativas es el uso de la biorremediacion la cual
es un proceso en la que se utilizan principalmente microorganismos para
degradar los contaminantes a formas menos toxicas (Vidali, 2001) para que
puedan estar dentro de los rangos establecidos en los cuales no
representan un dafio en el ecosistema (Mueller et. al, 1996). Por lo que con
este trabajo se busca brindar una solucion alternativa al tratamiento quimico

de efluentes contaminados con Cr(VI) utilizando hongos endofitos.

Metodologia

Las 20 cepas de hongos enddfitos que se utilizaron en este proyecto fueron
aisladas en trabajos anteriores del Lirio acuatico (Eichhornia crassipes) en el
Canal “Ing. Antonio Coria” ubicado en la ciudad de Irapuato, Gto. Y fueron
donadas por el laboratorio de diversidad e interacciones microbianas del
Instituto Tecnolégico Superior de Irapuato (ITESI). Las cepas fueron
sembradas en medio PDA e incubadas a 28 °C hasta que se observo

crecimiento.

Antes de realizarse las cinéticas de reduccién de Cr(VI) con diferentes
valores de pH, se llevé a cabo un analisis de 20 cepas en medio PDA
adicionado con una solucién de cromo a diferentes concentraciones para
evaluar su tolerancia de crecimiento. De las 20 cepas evaluadas, seis

mostraron tolerancia a crecer en diferentes concentraciones de cromo.

Una vez identificadas las cepas que presentaron tolerancia a crecer en PDA
adicionado con cromo se llevaron a cabo las cinéticas de reduccion con una
concentracion de 50 y 100 ppm de Cr(VI). Se evaluaron tres valores de pH:
4.5, 5y 6, para lo cual se utilizé un buffer citratos con una concentracion de

0.1 M. Cada cinética se hizo por triplicado.
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Se utilizé un medio basal minimo compuesto por: glucosa 20 g/L, (NH4)>SO4
5 g/L, KH,PO4 1.5 g/L, CaCl, 0.6 g/L, FeSO4 0.005 g/L, CoSO4 0.002 g/L,
MgSO, 0.6 g/L.

Para conocer la cantidad de esporas con el que serian inoculados los
matraces, se estandarizé el numero de esporas. Se utilizé una solucion de
Tween 80 al 1%, para realizar un lavado de esporas, se hicieron diluciones a
la -1 y -2 y posteriormente se contaron en camara de Neubauer. Una vez
conocido el nimero de esporas que se utilizarian como inoculo, se agregé a
los matraces el medio basal minimo y la cantidad de la solucion de
dicromato de potasio (K,Cr,O;) necesaria para llevar el medio a
concentraciones de 50 y 100 ppm respectivamente, de igual manera se
agreg6 la cantidad de buffer necesario para llevar a los valores de pH
anteriormente mencionados. Antes de agregar el inoculo se tomé una
muestra de 1 mL en microtubos de centrifuga estériles para tomarlo como
control de referencia, los microtubos se llevaron a congelacion a -20 °C y
posteriormente se agregd el inoculo a cada matraz. Los matraces se
llevaron a incubacién a 28 °C a 150 rpm durante cinco dias. Cada 24 horas
se tomo6 una muestra de 500 ul cada matraz y se llevaron a congelacion.

Al transcurrir los cinco dias las muestras fueron analizadas por el método de
la 1,5-difenilcarbazida, la cual en medio acido reacciona con el Cr(VI) dando
un color rojo violeta. Este analisis se basé en la Norma Mexicana (NMX—AA-
044-SCFI1-2014).

Previo al andlisis, las muestras se descongelaron y posteriormente se
centrifugaron a 10000 rpm durante cinco minutos. El andlisis se llevo a cabo

en matraces aforados de 5 mL mediante la siguiente metodologia:

1. En cada matraz se agregaron 100 pl de la muestra.
2. Se agregaron 50 pul de la solucion de acido sulfurico al 50 %.

3. Se agitaron brevemente.
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Se agregaron 100 pl de la solucion de difenilcarbazida al 0.5 %.
Se agitaron brevemente.

Se aforaron con agua desionizada.

N o g k&

Se agitaron brevemente.

8. Se dejaron reposar por 5 min.
Una vez transcurrido ese tiempo, en una placa de 96 pocillos se colocaron
100 ul de la solucibn de cada matraz por triplicado, se leyo al

espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

Posteriormente los resultados obtenidos fueron comparados con la curva de

calibracion previamente hecha.

Resultados

Las seis cepas que presentaron tolerancia a crecer en medio PDA
adicionado con cromo fueron utilizadas para realizar las cinéticas en las
cuales dos cepas H15 y H33 mostraron la mejor disminucion de Cr(VI) en un

valor de pH: 6 y a una concentracion de 50 ppm de Cr(VI).

En la figura 1 se pueden observar las curvas de concentracion para la cepa
H15, donde en el primer dia dos de las curvas siguen la misma tendencia de
disminucién, sin embargo, a partir del segundo dia las tres curvas muestran

la misma tendencia de disminucién hasta que llegan a un valor de cero.
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Figura 1. Evolucion de la disminucién de Cr(VI) a 50 ppm inicial sobre la cepa H15.
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Mientras que, en la figura 2 se muestran las curvas de concentracion para la
cepa H33 la cual en el primer y segundo dia dos de las curvas siguen la
misma tendencia de disminucion de cromo mientras que la tercera sigue la
misma tendencia hasta el tercer dia para finalmente el quinto dia las tres

curvas llegan a un valor alrededor de uno.
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Figura 2. Evolucion de la disminucién de Cr(VI) a 50 ppm inicial sobre la cepa H33.
Conclusiones

De las 20 cepas evaluadas en medio PDA con cromo, seis mostraron
tolerancia a crecer en presencia de este y de las cuales dos mostraron la

mejor capacidad de disminucion de Cr(VI) en concentracion de 50 ppm.

La cepa H15 obtuvo una disminucion de la concentracion inicial de Cr(VI) en
un 100 %. Mientras que la cepa H33 obtuvo un 85 % de disminucién de la

concentracion inicial de Cr(VI).

Sen et. al. (2013), Acevedo et. al (2006) y Sharma y Malaviya (2014), han
demostrado que Fusarium spp. Tiene la capacidad de remover Cr(VI) hasta
en 500 ppm, siendo estos aislados de ambientes contaminados con este

metal.
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