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Innovacién tecnoldgica: La busqueda y uso de microorganismos que puedan eliminar metales
pesados de sitios contaminados.

Area de aplicacion industrial: Biorremediacion
Resumen

Se analiz6 la capacidad de remocién de Cromo (VI) en solucidén acuosa por la biomasa de
Aspergillus niger. Para evaluar la concentracion del metal se utilizd el método de la
difenilcarbazida. Se evalu6 la bioadsorcion a diferentes pH’s (1, 2 y 3) durante 120 min. También
se estudid el efecto de la temperatura en el intervalo de 28 °C hasta 60 °C y la remocioén a
diferentes concentraciones iniciales de Cr (V1) de 200 a 1000 mg'L™*. La mayor bioadsorcién (50
mgL™) fue a los 30 min, a pH de 1.0 y 28 °C. Con respecto a la temperatura, la més alta
remocion fue a los 60 °C, con un 100% de remocién a los 13 minutos. A las concentraciones de
Cromo (VI) analizadas, la biomasa flngica mostr6 una excelente capacidad de remocién, ademas
de que remueve eficientemente el metal in situ (62 y 70.1 % de remocion en suelo y agua
contaminados, a los 8 dias de incubacion, con 5 g de la biomasa fangica (100 mL de agua), por lo
que se puede utilizar para eliminarlo de aguas residuales industriales.

Abstract

We analyzed the Chromium (V1) removal capacity in aqueous solution by the fungal biomass of
Aspergillus niger, using the diphenylcarbazide method to evaluate the metal concentration.
Biosorption at different pH (1, 2, and 3) was evaluated for 120 min. We too studied the effect of
temperature in the range of 28 to 60 °C and the removal at different initial concentrations of Cr
(VI) of 200 to 1000 mgL ™.Therefore, the highest biosorption of the metal (50 mg'L™) occurs
within 30 minutes, at pH of 1.0 and 28°C. According to temperature, the highest removal was
observed at 60°C, in 13 minutes, when the metal is completely adsorbed. At the analyzed
concentrations of Cr (1), fungal biomass, showed excellent removal capacity, besides it removes
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efficiently the metal in situ (62 % and 70.1%, removal in soil and water contaminated, after 8
days of incubation, 5 g of biomass, and 100 mL of water); so, it can be used to eliminate it from

industrial wastewater.

Key Words: Aspergillus niger, Chromium (V1); contamination, Fungal biomass, Removal.

1. Introduccién

Los efluentes de las tenerias son una de las
principales fuentes de contaminacién con Cr
(V1) de cuerpos de agua y suelos. Este metal
se utiliza en el curtido de cuero y pieles, asi
como en las aleaciones del acero,
galvanoplastia, tincion de textiles y biocida
en los sistemas de enfriamiento de aguas en
plantas  nucleares, lo cual resulta
invariablemente en las descargas del metal al
medio ambiente con sus consecuencias
(Ahemad, 2014). El Cr presenta 9 estados de
oxidacion desde -2 a +6. No obstante, por su
estabilidad en el ambiente, Unicamente son
importantes las especies hexa y trivalentes
(Tejada Tovar et al., 2015). ElI Cr (VI) se
encuentra principalmente como cromato
(CrO4?), que a pH écidos se transforma
sucesivamene en cromato protonado
(HCrOy,), dicromato (Cr,0;?) y finalmente
en el acido (H.Cr,0O7) (Vitti et. al., 2014).
Estos aniones del Cr (VI) forman sales muy
solubles y su sorcion en superficies de
arcillas y oxi-hidroxidos es muy baja (Tejada
Tovar et al., 2015), por lo que representan
una fuente de afectacion para los cuerpos de
agua y suelos, y una fuente potencial de
riesgo para la biota y poblacion humana
expuesta. ES una especie quimica muy
oxidante que es toxica con efectos
mutageénicos, carcinogénicos y/o
teratogénicos (Thatoi et. al., 2014). En
contraste, el Cr (Ill) forma compuestos
menos solubles como los hidroxidos, oxidos
0 sulfatos, por lo que su movilidad en el
ambiente es muy limitada. Ademas, la
toxicidad del Cr (1I1) es 100 veces menor a
la del Cr (VI) y su efecto mutagenico es
1000 veces menor (Gutiérrez-Corona et. al.,
2010).

Las principales técnicas para recuperar 0
remover Cr (VI) de aguas residuales son:
reduccién quimica y precipitacion, adsorcion
sobre carb6n activado, intercambio i6nico y
6smosis inversa. Actualmente, el proceso
mas empleado es la reduccion de las
especies de Cr (V1) para formar compuestos
insolubles de Cr (I1I), utilizando un agente
reductor y una sustancia basica, usualmente
lechada de cal, para formar el Cr(OH)s, que
es un compuesto de muy baja solubilidad
(Park et al., 2005).

Sin  embargo, esos métodos presentan
desventajas, como altos costos, baja
eficiencia, generacion de residuos toxicos u
otros, que requieren de una disposicion
controlada, lo que complica la operacion vy el
control del proceso (Ghaneian et. al., 2013).
Actualmente se utilizan la adsorcion y
biosorcion.

La adsorcion es la acumulacién preferencial
de una sustancia sobre la superficie de un
solido normalmente poroso. La sustancia que
se adsorbe se le Ilama adsorbato y puede ser
un ion o una molécula. Por otro lado, el
solido sobre el cual ocurre la adsorcion se le
conoce como adsorbente (Leyva Ramos,
2010), y la bioadsorcién es un fendémeno

ampliamente estudiado en la
biorremediacion de sitios impactados por la
contaminacion. La busqueda de
microorganismos como material

bioadsorbente se encuentra en crecimiento
constante, junto con la utilizacion de
consorcios microbianos, o0 sistemas mixtos
formados por microorganismos y
macromoléculas (polimeros), que
incrementarian los rendimientos en la
captacion especifica de ciertos metales o
mezclas de los mismos (Ahemad, 2014,
Tejada Tovar et al., 2015), y hay muchos
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reportes del uso de biomasas microbianas
para la remocién de Cr (VI) de aguas
residuales industriales y/o contaminadas
(Thatoi et. al., 2014; Gutiérrez Corona et.
al., 2010; Nguema et. al., 2014; Bahafid et.
al., 2014), y algunos han analizado la
captura y acumulacién de Cr (V1) y Cr (1)
por  diferentes  hongos  filamentosos
(Ahemad, 2014; Acevedo-Aguilar, 2008;
Acosta-Rodriguez et al., 2014; Corefio-
Alonso et al., 2014; Vitti et al., 2014), con
resultados altamente satisfactorios. El
presente trabajo reporta la remocion de Cr
(VI) en solucion acuosa por una cepa de
Aspergillus  niger que presenta alta
resistencia a este metal.

2.Materiales y equipo

2.1. Bioadsorbente utilizado

Se trabaj6 con una cepa de A. niger
resistente a Cr (V1) aislada a partir del aire
contaminado, de una glorieta cercana a la
Facultad de Ciencias Quimicas, de la
UASLP, San Luis Potosi, México. Los
cultivos puros del hongo se identificaron por
sus caracteristicas macro y microscopicas en
Agar Papa Dextrosa (Lépez Martinez et al.,
2004). La cepa se mantuvo de manera
rutinaria en Medio Minimo de Lee
modificado (LMM) el cual contenia por L:
10g de agar, 2.59 de KH,PO, 2.0g de
MgSOy, 5.0 % de (NH,4),SO4, 5.0g de NaCl
y 2.5g de glucosa como fuente de carbono, y
complementado con 250 mg'L™? de K,Cr,05.
Para la obtencion de la biomasa, se inoculé 1
x 10° esporas del hongomL™, en matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 500 mL de
caldo tioglicolato, y se incubaron a 28 °C,
durante 5 dias. Posteriormente, los cultivos
se filtraron en papel Whatman No. 1, y la
biomasa obtenida se lavo durante 72 horas
con agua tridesionizada en agitacién
constante, con cambios de agua cada 12
horas, se secd a 80 °C, durante 12 horas en
estufa bacterioldgica, se molié en licuadora
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hasta pulverizacion y se guardd en frascos
admbar hasta su uso. Todos los reactivos
utilizados en este trabajo fueron grado
reactivo y de la marca Productos Quimicos
Monterrey, a excepcion de la
Difenilcarbazida (Merck).

2.2. Soluciones de Cromo (V1)

Se trabajo con 100 mL de una solucién de 50
mgL™ de Cr (VI) obtenida por dilucion de
una solucién patron de 1 gL preparada en
agua tridesionizada a partir de KyCr,0Oy
(Marca Analit). Se ajusto el pH de la
dilucion a analizar con H,SO;, 1 M y/o
NaOH 1 M, antes de adicionarla a la
biomasa.

3. Métodos
experimentales

3.1. Determinacion de la concentracion de
Cromo Hexavalente.

La concentracion de Cromo (V1) en solucion
acuosa se determind por el método
colorimétrico de la  difenilcarnazida
(Greenberg et al., 1992). Todos los
experimentos se realizaron 3 veces y por
duplicado.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del tiempo de incubacion y el
pH

La Figura 1, muestra el efecto del tiempo de
incubacion y del pH sobre la bioadsorcion de
50 mg'L™ de Cr (V1) por la biomasa de A.
niger. Se encontré que la mayor remocion
que es proporcional a la bioadsorcion ocurre
a los 30 minutos y a un pH de 1.0. Acosta-
Rodriguez et al., 2014 reportan un tiempo de
incubacion de 150 minutos, cuando se
trabaja con la biomasa de Penicillium spp, y
de 5 dias a un pH de 2.0 para A. niger con 10
g de biomasa (Park et al., 2005). Las
diferencias encontradas en el tiempo de
incubacion pueden deberse a cambios en la
permeabilidad de la pared celular de origen
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desconocido, proporcionando una mayor o
menor exposicion de los grupos funcionales
de la pared celular de la biomasa analizada
(Park et al., 2005).

Con respecto al efecto del pH sobre la
remocion, como ya indicO el pH mas
eficiente fue de 1.0 (Figura 1). Al respecto,
se ha reportado un intervalo de pH dptimo
para la remocion es de 1.5-2.5, para la
levadura Saccharomyces cerevisiae y para el
hongo Rhizopus arrhizus (Kratochvil vy
Volesky, 1998), aunque otros reportes
indican un intervalo pH optimo de 2.0 a 3.0
para Mucor hiemalis (Tewari et al., 2005) y
Rhizopus arrhizus (Kratochvil and Volesky,
1998), ambos a las 24 h, y de 8 h para
Rhizopus nigricans (Sag and Aktay, 2002).
En solucion, el Cr (VI) se encuentra,
principalmente como especies negativas a lo
largo del intervalo de pH de los cuerpos de
agua y suelos: CrO*, Cr,0;* y HCro*,
pues solamente a pH muy bajo se forma
H.CrO,4 (Tandon et. al., 1984).

A los pH é&cidos utilizados en estos
experimentos, el Cr (VI) presenta carga
negativa y se favorece su remocion por la
protonaciébn de la  superficie  del
bioasorbente, lo que induce una fuerte
atraccion por estos aniones, incrementando
la bioadsorcion y, por lo tanto, la remocion
de la solucion. Sin embargo, si se aumenta el
pH se incrementa la concentracion de iones
OH-, y se reducen las posiciones positivas en
la superficie del adsorbente, liberando los
iones de Cr (VI) a la solucidon. Esto explica
que a pH mas elevados la remocion de Cr
(V1) disminuya (Bai and Abraham, 2001),
aunque no siempre se observa la desorcién
de los aniones del Cr (V1) cuando aumenta el
pH, ya que la biosorcion no es el Unico
mecanismo que ocurre, sino que también se
produce la reduccién del Cr (VI) por la
materia organica, debido al alto potencial de
oxidacion de estas especies, formandose Cr
(1), que es una especie insoluble en medio
basico. Ha sido reportado, que cuando se
elimina el Cr (VI) de lugares contaminados
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por cepas autoctonas de  hongos
filamentosos, la mayoria del metal es
reducido a Cr (I1l) (Corefio-Alonso et al.,
2014; Vitti et al., 2014; Acevedo- Aguilar et
al., 2006). Mientras la sorcion se favorece a
bajas concentraciones de Cr (VI), la
precipitacion se favorece a concentraciones
relativamente altas.
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Fig. 1. Efecto del pH y tiempo de incubacién sobre la
remocién de 50 mg'L™ de Cr (VI) con 1 g de A. niger,
28° C y 100 rpm).

4.2. Efecto de la temperatura

La temperatura es un parametro critico en la
remocion de Cr (VI) (Figura 2), pues a
mayor temperatura se observa una mayor
remocion, ya que a los 60°C, se remueve el
100% del metal a los 13 min, mientras que a
28°C hasta los 30 min. Estos resultados son
parecidos a los reportados para Penicillium
spp., (Acosta-Rodriguez et al., 2014),
Paecilomyces spp., (Cardenas-Gonzalez y
Acosta-Rodriguez, 2010), y para A. niger
(Park et al., 2005), pero son diferentes a los
reportados para R. arrhizus (Kratochvil y
Volesky, 1998). EIl incremento en la
temperatura aumenta la velocidad de
remocion del metal, aumentando la
velocidad de reaccion y disminuyendo el
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tiempo de contacto requerido
(Arthanareeswaran et al., 2002).
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Fig. 2. Efecto de la Temperatura de incubacion sobre
la remocién de 50 mg.L* de Cr (V1) con 1 g de A.
niger, a pH 1.0 y 100 rpm.

4.3. Efecto de la concentracién inicial de
Cr(V1)a28°Cy60°C

Los resultados obtenidos para la remocion a
60 °C, no dependen de la concentracion del
Cromo (VI), ya que a los 30 min se remueve
el 100 % del metal a concentraciones de 400
a 1000 mg'L™" mientras que 200 mgL™ se
removieron a los 20 min. A 28 °C, si influye
la concentracion en la remocion del metal,
pues a menor concentracion del mismo, la
remocion es mas rapida (a los 40 min se
remueven 200 ppm y a los 180 min 800 y
1000 ppm. (Figura No. 3a y 3b), lo cual
puede deberse a que a bajas concentraciones
ocurre la sorcién (que es un proceso muy
rapido), pero a mayores concentraciones,
posiblemente cuando ya se saturaron las
posiciones positivas, ocurre la precipitacion
(que es un proceso mas lento) (Leyva
Ramos, 2010).

Con respecto a otras biomasas fungicas, se
indica que la remocion del metal aumenta en
proporcion  directa al aumentar la
concentracion Cr (V1) en solucién (Tewari et
al., 2005; Morales-Barrera y Cristiani-
Urbina, 2008), y otros autores reportan una
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menor remocion del mismo, por ejemplo: 25
y 250 mg'L™ utilizando quitina y quitosana
(Kratochvil y Volesky, 1998), y 1 mg'L™ con
acetato de celulosa (Arthanareeswaran et al.,
2002), mientras que otros indican que no
influye la concentracion del metal (Acosta-
Rodriguez et al., 2014). Esto puede deberse
al incremento en el ndmero de iones que
compiten por los grupos funcionales de la
superficie de la biomasa (Arthanareeswaran
et al., 2002).
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Fig. 3. Porcentaje de remocion de Cr (VI) a diferentes
concentraciones y tiempos (100 rpm. pH 1.0, 1 g de
biomasa. Figura 3.a, temperatura de 28°C y Figura 3.b
de 60°C

4.4 Efecto de la concentracion de la
biomasa
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Al evaluar la remocion de 50 mg/L de Cr
(VI) con diferentes concentraciones de la
biomasa, se encontr6 que a mayor
concentracion de ésta, la remocion de Cr
(VI) es mayor y més rapida. Con 1 g de
biomasa la maxima remocion se observé a
los 30 min, mientras que con 5 g el tiempo
de remocion fue de 3 minutos (Figura 4).
Estas observaciones pueden explicarse ya
que la cantidad de bioadsorbente afiadido
determina el nimero de sitios con carga
disponibles para la bioadsorcion de los
aniones del cromo o de cualquier
contaminante metalico (Kratochvil and
Volesky, 1998).

Se han reportado resultados similares para
M. hiemalis y R. nigricans, aunque este
ultimo con 10 g de biomasa (Tewari et al.,
2005; Sag y Aktay, 2002), pero son
diferentes a los reportados para la biomasa
de residuos de mandarina (gabazo), donde se
reporta una concentracion Optima de
biomasa de 100 mg'L™ (Zubair et al., 2008).
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Fig. 4. Porcentaje de remocién de 50 mg'L™ de Cr
(V1) a diferentes concentraciones de biomasa (100
rpm, pH 1.0 y 28°C).

4.5. Remocion de Cr (VI) a partir de
muestras industriales contaminadas

Con el objeto de analizar el posible uso y
capacidad de la biomasa de A. niger para
eliminar Cromo (VI) de efluentes que
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contienen sedimentos y suelo natural, se
montd un ensayo de remocién en solucion
acuosa, en presencia de 5 g de biomasa, con
suelo no estéril contaminado con 297 mg de
Cr (VIygt de suelo y 100 mL de agua
contaminada 400 mg de Cr (VI),
resuspendiendo la  tierra en agua
tridesionizada a 28 °C y agitando a 100 rpm,
observandose que a los 7 dias de incubacion,
se removio el 70.1 % del Cr (V1) presente en
el agua contaminada con Cr (VI), mientras
que el 62 % de Cr (V1) del suelo (Figura 5).
La capacidad de remocion del metal por la
biomasa de A. niger, es igual o mayor que en
otras biomasas que han sido estudiadas,
Candida maltose RR1 (Ramirez-Ramirez et
al., 2004) y Penicillium spp. (Acosta-
Rodriguez et al., 2014).

En particular, fue més eficiente que otras
biomasas debido a que los experimentos en
este estudio, se llevaron a cabo a pH acidos.
Algunos de los estudios de remocion de Cr
(V1) fueron realizados a pH neutro y con una
concentracion inicial de Cr (VI) de 500
mgL™ (Fukuda et al., 2008), mientras que el
micelio de A. niger removié 8.9 mg de
Cromog™” de peso seco de micelio a los 7
dias de incubacion (Park et al., 2005). Por
otro lado, al incubar extractos celulares del
hongo  Penicillium spp, con suelo
contaminado no estéril conteniendo 50 mgg’
1 de Cr (VI), y resuspendiendo en medio
minimo de Lee, a un pH de 4.0, se observé
que después de 8 dias de incubacion, la
concentracion de Cr (VI) se remueve
totalmente (Arévalo-Rangel et al., 2013).
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Fig. 5. Porcentaje de remocion de Cr (V1) en la
suspension de suelo y agua (Cr (VI1)= 297 mg de Cr
(VI1))g™ de suelo y 100 mL de agua contaminada 400
mg de Cr (VI), 5 g de biomasa, 28° C y 100 rpm).

5. CONCLUSION

La biomasa de la cepa de A. niger mostrd
una excelente capacidad para bioabsorber 1
gL™ de Cr (VI) en solucién, después de 30
minutos de incubacion, a 28 °C, una
agitacion constante de 100 rpm con 1 g de
biomasa; por otro lado, la cepa puede
remover eficientemente el metal in situ (62.0
y 70.1 % de remocién, con 7 dias de
incubacidn, 5 g de biomasa, en suelo y agua
contaminados con el metal. Estos resultados
sugieren la potencial aplicabilidad de la
biomasa de Aspergillus niger para la
remediacion de lugares contaminados con Cr
(VD).

Se requieren estudios complementarios que
se realicen con efluentes reales industriales
bajo las condiciones de pH y temperatura
reales.
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