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ABSTRACT

The Cr(VI) is consider as a harzadous residue and the treatments usually used is expensive and
based on chemical reduction. On the other hand, there are microorganisms capable to carry out
the oxido-reduction reactions as part of its natural physiology, such as, the sulfate-reducing
bacteria, thase use sulfate as terminal electron acceptor. The ability of these microorganisms to
mediate redox reactions put them in the spotlight to search for new technologies for the
biotransformation of metals and metalloids. Here, a group of BSR from the geothermal site was
used to study the Cr(VI) biotransformation on different pH valous (2, 4, 6, 8, 10 and 12). For
obtaining biomass allowed to incubate for 16 days at room temperature, on anaerobic
atmosphere; after was added Cr(VI) as a K,Cr,0O- , to obtain a final concentration of Cr (VI) of 50
ppm. The Cr(VI) reduction was evaluated spectrophotometric method (1-5, diphenylcarbazide,
C13H14N4O). The system that presented a better efficiency in the reduction of Cr (V1) was the pH 4
with a 96% reduction in 24 h and the worse efficiency was on pH 12, where after a time of 48 h
only 33% Cr(VI) were lost. From these results we selected the system with pH 4 to try different
carbon sources, and then move to a pilot bioreactor, to treat leachate at laboratory level.

Keywords: Biotechnology, Chrome, sulfate-reducing microrganisms.

RESUMEN

The Cr(VI) es considerado como un residuo peligroso, y los procesos para el tratamiento de
estos residuos normalmente utilizan la reduccion quimica, la cual es cara y resolve el problema
real, ya que el Cr(lll) puede ser re-oxidado a forma hexavalente. Por otro lado, hay
microorganismos capaces de realizar naturalmente reacciones de oxico-reducion , tal como las
bacterias sulfato reductoras (BSR). La capacidad que tienen estos microorganismos de
intermediar reacciones de oOxido-reduccion los ponen como blanco en la blisqueda de nuevas
tecnologias para la biotransformacién de metales y metaloides. En ese trabajo, un grupo de BSR
provenientes del sitio geotérmico fue usado para estudiar la biotransformacién del Cr(VI) en
diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8, 10 y 12). Para la obtencién de biomasa se dejaron incubar
los microcosmos anaerobisoc durante un periodo de 16 dias (a temperatura ambiente); a seguir,
se les adiciono el Cr(V) en la forma de dicromato de potasio (K,Cr,O-) hasta la obtencién de
una concentracion final de Cr(VI) de 50 ppm. Se evalud la disminucion del Cr(VI) del medio con
la técnica de 1-5,difenilcarbazida (C13H14N4O). El sistema que presento una mejor eficiencia en la
reduccion de Cr(VI) fue el pH 4 con una reduccién del 96% en 24 h y la de menor eficiencia fue
el de pH 12, donde pasado un tiempo de 48 h solo habia reducido un 33% del Cr(VI). A partir de
estos resultados se selecciond el sistema con pH 4 para probar diferentes fuentes de carbon, y
posteriormente pasar a un biorreactor piloto, para poder tratar lixiviados a nivel laboratorio.

Palabras clave : Biotecnologia, Cromo, Bacterias Sulfato Reductoras

INTRODUCCION

El cromo puede presentarse en los estados de oxidacion de Il a VI, donde los mas frecuentes en
el ambiente son Cr(VI) y Cr(lll), los cuales son facilmente interconvertibles dependiendo del pH,
de las condiciones de aerobiosis y de la temperatura [2]. De estos, el Cr(lll) es un oligoelemento
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indispensable para procesos bioquimicos vy fisiolégicos, ya que tiene especificamente acciones
en el metabolismo de la glucosa, del colesterol y de los acidos grasos. En contra parte, el Cr(VI)
es un elemento altamente toxico clasificado por la IARC (3) como un elemento cancerigeno
comprobado en humanos y es un metal que ha sido integrado a la lista de sustancias toxicas de
la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU (EPA) [4]. El uso de compuestos de Cr(VI) con
fines industriales ha provocado la introduccién de altas concentraciones de cromo oxidante al
ambiente.

Anualmente grandes cantidades de cromo se utilizan en la produccién de acero inoxidable, de
metales cromados, en la industria del cuero para el curtido de las pieles, etc. La industria
peletera, especialmente las curtidoras, generan miles de toneladas de desechos solidos,
potencialmente toxicos, debido a su alto contenido en cromo. En Mexico, el costo de los
contaminantes emitidos por la industria de acabado de metales asciende a los 1,000 millones de
pesos, que equivale al 0.1% del Valor Agregado Bruto Total Nacional. Se estima que las perdidas
de estas empresas son de aproximadamente 1 millon de pesos anuales debido a la emisién y
descarga de compuestos quimicos contaminantes al agua, aire y suelo.

Actualmente el método mas usual para el tratamiento de los efluentes con cromo es la
precipitacion (Figura 1), en la cual se utiliza un agente alcalino (sosa, cal o hidréxido de
aluminio) para precipitar el cromo. En general en este proceso, se utiliza acido sulftrico (H,SO4)
y el hidroxido de sodio (NaOH) como agente precipitante. Al final se recupera el cromo como
sulfato de cromo, y se produce una agua residual con un alto contenido de sales disueltas, un
producto de poco valor econémico agregado (5).

1.~ Efluentes con Cromo.
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Figura 1 — Esquema de um tratamiento de residuos liquidos contaminados con cromo por la

tecnica de precipitacion (8)

Ademas de la precipitacion, existen otros tratamientos menos usuales, como por ejemplo, el uso
de resinas de intercambio iénico [6], tratamiento con carbén activado, reduccién quimica y la
bioadsorcidn [7]. Entre los materiales con propiedades de intercambio idnico, la aplicacién de la
silice modificada para la remocién de sustancias organicas y compuestos metalicos presentes en
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disoluciones acuosas, ha sido ampliamente utilizada. Se ha investigado la extracciondel cr* a
partir de soluciones de sulfato de cromo para la depuracion de aguas industriales procedentes
del curtido de pieles [6]. En la tecnica que se utiliza el carbon activado, que es quimicamente
estable y se sabe que adsorben complejos metalicos de soluciones, y se han aplicado para la
adsorcién de cromo de soluciones con 5000 ppm a 50°C y ha alcanzando rendimientos
superiores al 99% tras un tiempo de contacto de 10 minutos [6]. El proceso de reduccion
guimica, por su vez, consiste primero en oxidar el Cr(lll) a Cr(VI) usando persulfato de sodio, a
seguir el efluente liquido pasa a través de una resina de intercambio catiénico, donde el Na* es
removido y el Cr(VI) es reducido al cr*, Luego, ese es removido por una segunda resina de
intercambio ionico, y en el efluente final aparecerian sulfato y formiato. Por fin, la bioadsorcion
emplea solidos de origen natural para fijar metales pesados. Es un método alternativo
prometedor para tratar efluentes industriales principalmente por su bajo costo y su alta capacidad
para fijar metales [6].

Una alternativa prometedora en el tratamiento de aguas residuales conteniendo elevadas
concentraciones de metales es la aplicacion de microorganismos sulfato reductores. Estas son
un grupo heterogéneo que comprenden bacterias y archaes con la habilidad para usar sulfato
como aceptor terminal de electrones. De tal forma que cuando el sulfato esta presente, estos
microorganismos juegan un papel muy importante en el ciclo biogeoquimico del azufre. Las BSR
son bacterias anaerobias y utilizan iones de sulfato como aceptor final de electrones para el
metabolismo de sustratos organicos (Ecuacion No. 1). Aunque una pequena cantidad de azufre
en forma reducida es asimilada por la bacteria, la mayor cantidad es liberado como ion solfuro,
gue se combina con metales pesados divalentes presentes en el medio. Ese proceso es el que
se puede reproducir en el biotratamiento de metales intermediado las BSR, como por ejemplo en
las piscinas de precipitacion, sean naturales o artificiales, que es de bajo costo. Otra ventaja de
ese bioproceso es que estos microorganismos pueden utilizar varios sustratos como fuente de
carbon y de electrones, tal como acidos carboxilicos, alcoholes, diferentes tipos de azucares y
compuestos aromaticos [7]. Adicionalmente, hay estudios que reportan tambien el uso de
sustancias complejas, tal como, agua residuales, alfafa, composta, celulose, residuo de industria
de papel, etc, para estimular las BSR, que puede reducir aun mas el coste del bioproceso. Sin
embargo, es se precisa tener los consocios microbianos de BSR para poder acondicionarlos y
aplicarlos en estos tratamientos.

2CH,CHOHCOO + SO, = 2CH,COO" + 2CHOO + H,S (1)
Me + H,S —> Me + 2H )

La capacidad que tienen estos MSR de intermediar reacciones de 6xido-reduccion los ponen
como blanco en la basqueda de nuevas tecnologias para la biotransformacion de metales y
metaloides. En el presente trabajo se busca adecuar en laboratorio un grupo de BSR
provenientes del sitio geotérmico “Los Azufres, Michoacan” para intermediar la
biotransformacion del Cr(VI) [4].

METODOLOGIA

Los consorcios microbianos  — El consorcio bacteriano anaerobico utilizado en ese trabajo fue
fornecido por Galvan-Rodriguez [4]. Estos, fueron clasificados como Bacterias Sulfatos
Reductoras, acidofilas, organotroficas y anaerobicas y utilizan el Fe2S0O4 como aceptor de
electrone y una mexcla de fuentes de carbon (Lactato-Na, Piruvato-Na, Acetato de Sodio, glicerol
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y extracto de levadura, a una concetracion ficnla de 5mM).

Medios de cultivos : Se utilizo como medio de cultivo una solucion mineral preparada a partir del
agua de los azufres (MMA). Esta agua fue sometida tres procesos de esterilizacion por autoclave
15 Psi por 2 h, en intervalos de 24 horas. Se preparo el medio de cultivo en un matraz de Widel
(Figura 2), el cual se esterilizo por 20 minutos. Este posee la ventaja de poder preparar volumes
grandes del medio y acondicionarlo despues de esterilizado, manteneiendo una atmosfera
anaerobia y esteril. Con el medio mineral recien esterilizado y aun caliente, se borbujo N,
gaseoso, hasta que la temperatura del medio llegara a la temperatura ambiente
(aproximadamente 15 min.). Una vez a la temperatura ambiente, se le adiciono una solucién de
vitaminas esteril (5mM c/u Biotina, Acido nicotinico ,Thiamina, Riboflavina, Inositol), y de
minerales traza esteril (5mM EDTA, 4mM ZnSO, 7H,O, 8mM MnSO, H,O, 3mM FeSO, 7H,0,
3mM CuSO, 5H20, 4Mm Co(NO3) 6H,O ,2mM Na,B,0,.10H,0, Agua). A seguir, se adiciono
sulfato Ferroso esteril (FeSO4, 1mM) como aceptor terminal de electrones y las fuentes de
carbono esteriles (0.1M lactato, piruvato, acetato y glicerol) a una concentracion final de 5mM de
cada una de estas. Despues se controlo el pH de la solucion, y se distribujo en los frascos de
200 mL esteriles. Durante todo el procedimento se mantuvo el medio anaerébico con burbujeo
constante de N, gaseoso.

Figura 2. Matras de widell. El matraz de Widdel (Widdel, 1990) es frecuentemente utilizado
para preparar medios de cultivo esteriles con una atmosfera controlada. Su diseno permite una
atmosfera sin oxigeno, mayor que la se obtendria en una simple desgasificacion por sistema de
inyeccion

Condiciones de los sistemas: Se colocaron 4 sistemas, cada uno con pH controlado a 2, 4, 6, 8,
10 o 12. De cada sistema tambien se preparo 2 controles. Uno de ellos fue para la verificacion
del disminuicion del Cr(VI) sin la presencia de los microorganismos (biotransformacion quimica).
El otro, nombrado control del crecimento biologico, fue utilizado para verificar el crecimento
bacteriano independiente de la presencia del xenobiotico Cr(VI).

Pre-cultivos y microcosmos: Todos los sistemas con microorganismos se prepararon a partir de
un pre-cultivo. En estos, se utilizaron el medio descrito anteriormente, a un pH controlado
especifico de cada sistema. Cada sistema se inoculo con una perlita cedida de los cultivos de
Galvan-Rodriguez. Estos sistemas se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 16 dias.
Se separo el control (sin xenobidtico), y a los restantes se les adiciono el xenobidtico dicromato
de potasio (K,Cr,05), hasta la concentracion final de Cr(VI) de 50 ppm.

Determinacion de cromo: Se extrajo el Cromo segun la norma mexicana NMX-AA-044-SCFI-
2001. Este se basa en una reaccion de 6xido reduccién, donde el Cr(VI) reacciona con la 1,5-
difenilcarbazida en medio acido para dar Cr®* DFC. El complejo formado (Cr®* DFC) es de color
violeta y se puede medir espectrofotométricamente a una A 540 nm. La intensidad de color es
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directamente proporcional a la concentracion de Cr(VI) de la solicién.
RESULTADOS Y DISCUSSION

La en la Figura 2 se resume los resultados obtenidos en los diferentes microcosmos con pH que
variaron de 2 a 12.
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Figura 3 — comportamento de la disminuicion del Cr(VI) del medio en los distintos pH estudiados.
Las barras azules son los resultados de la reducion quimica Yy las rojas de la reduccion
microbiologica.

Los resultados sugiere que el sistema con un mejor desempefio en la biotransformar el Cr(VI) a
Cr(lll) es al pH 4, presentando una reduccion del 90% en un tiempo estimado de 6 hr de
contacto. Por otro lado se toma en cuenta que este es un pH muy cercano al pH que presenta
originalmente el consorcio sulfato reductor, a condiciones naturales (pH 3). Puede ser que la
reducion pueda ter sido influenciada por la biomasa presente, sin embargo, seria necesario
verificar la relacion entre la biomasa bacteriana en cada sitema y la reducion del Cromo. Hay
algunas dificulfdades en realizar ese experimento, ya que la lectura de la densidad optica, o
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cualquiera metodologia de lectura espectrofolometrica podra ser influenciada por el indicador de
condiciones reductoras (el cual torna el medio mas rosado en presencia de oxigeno) o por la
presencia del precipitado de Fe®*. Una alternativa podria ser el cultivo y contero de colonia
(UFC), sin embargo esta tecnica no aplica a condiciones anaerobicas. Tambien se observa que
las condiciones basicas, como lo son los pH 10 y 12, igualmente se llevé acabo la disminuicion
del Cr(VI) del medio. Pero aun asi, mejores tajas se observo en el pH 4.

En general la reduccién quimica fue muy evidenciada en los sistemas mas acidos, por ejemplo,
en el pH2. Esto se puede deber a que los compuestos de Cr(VI) son fuertemente oxidantes y, en
presencia de un adecuado donador de electrones, son reducidos a la forma trivalente estable.
Resultados similares tambien se observaron en los pH 6 y 8, en los cuales podemos observar
una reduccion quimica favorable. Distinto del sistema de pH 2, en estos valores de pH se
presumiria que la reducion quimica seria menor que la reduccion microbiologica, sin embargo,
puede ser que las condicones del sistema tenga inhibido el crecimento bacterianao ya que los
consorcios bacterianos estudiados son acidofilos y no alcalofilos.

CONCLUSIONES

Los sistemas que presentaron mejor porcentaje de reduccion estan en un rango de pH 3 a pH 6,
eligiendose el pH 4 como mejor sistema ya que presento una reduccion del 90% en un tiempo
estimado de 6 hr de contacto..
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