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RESUMEN

Introduccién: Los problemas de contaminacién de acuiferos a nivel mundial son motivo de preocupacion y re-
quieren métodos eficaces de remediacién que permitan minimizar el impacto ambiental generado por vertimientos
industriales y domésticos. Objetivo: En el presente estudio se determiné la capacidad de remocion de Cr® en
bacterias y levaduras adaptadas a concentraciones altas de este metal. Métodos: Los ensayos de remocién se lle-
varon a cabo en medio de cultivo BHI y en agua residual (AR) a los cuales se les adiciond dicromato de potasio
(K,Cr,0,). Resultados: Las bacterias y levaduras aisladas y adaptadas a Cré* demostraron ser reductoras de este
metal. Los aidados bacterianos Raoultella sp, Serratia spy Klebsiella sp presentaron mayor reduccién de Cré en
AR alcanzando el 100% de reduccion de cromo en 30 horas, estos tres aislados se destacaron por su capacidad de
reducir Cr®* tanto en medio de cultivo como en aguaresidual en todas las concentraciones de K ,Cr,O, evaluadas.
Los aidados levaduriformes Candida Tropicalis, Candida Famata y Cryptococus neoformans no presentaron
diferencias significativas con el control en el ensayo de reduccion del metal en AR con diferentes concentraciones
de Cr®. Conclusiones: La capacidad de reduccién del Cr®, asi como el crecimiento bacteriano en condiciones
altas de este metal, permiten proponer aKlebsiella sp, Raoultella sp, y Serratia sp como microorgani Smos promi-
sorio para la bioremediacién de sitios contaminados con Cré aescalareal.

Palabras claves: Aguaresidual, microorganismos, metales pesados, cromo hexavalente.
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ABSTRACT

Introduction: Global aquifer contamination problems are a cause for concern and require effective remediation
methods to minimize the environmental impact generated by industrial and domestic dumping. Objective: In the
present study, the ability to remove Cr® from bacteria and yeasts adapted to high concentrations of this metal
was determined. M ethods: Removal tests were carried out in BHI culture medium and in residual water to which
potassium dichromate (K Cr,O,) was added. Results: Bacteriaand yeastsisolated and adapted to Cr®* were shown
to be reductive of this metal. The bacterial isolates Raoultella sp, Serratia sp and Klebsiella sp presented higher
reduction of Cr® inresidual water (AR) reaching 100% reduction of chromium in 30 hours, these three isolates
were highlighted by their ability to reduce Cr* in both culture medium Asin residual water at all concentrations
of K.Cr,O, evaluated. The yeast isolates Candida Tropicalis, Candida Famata and Cryptococus neoformans did
not present significant differences with the control in the reduction test of the metal in RA with different concen-
trations of Cr®. Conclusions: The ability of Cr® reduction, as well asthe bacteria growth in high conditions of
this metal, allow to propose Klebsiella sp, Raoultella sp, and Serratia sp as promising microorganisms for the
bioremediation of sites contaminated with Cr®* in real scale.

Keywords: Waste water, microorganisms, heavy metals, hexavalent chromium

INTRODUCCION

El cromo es uno de los metales toxicos mas abundan-
tes de la tierra que causa la contaminacion de las aguas
superficiales y subterraneas debido a su frecuente apli-
cacion industrial, como en la galvanoplastia, la fabrica-
cién de acero y automoviles, la mineria, el curtido de
cuero, €l procesamiento de metales como € cromado, la
produccion de pigmentos para pintura y los tintes.

El cromo generalmente se encuentra en dos estados de
oxidacion estables, el trivalente (Cr¥*) y hexavaente
(Cr®") (1). La forma hexavalente es bien conocida por
ser mutagénico, carcinogénico y toxico, a diferencia del
Cromo trivalente que es menos reactivo y toxico, es casi
insoluble y puede precipitarse facilmente en solucién.

El Cré* es un contaminante peligroso, ya que se propaga
facilmente a través de los sistemas acuaticos superficia-
les y las aguas subterraneas, debido a su alta solubilidad
en agua (2, 3).

Por lo tanto, para reducir o eliminar Cr®*, de residuos
sOlidos y liquidos, se han desarrollado diversos méto-
dos fisicos y quimicos tales como reduccion y precipi-
tacién quimica, adsorcidn, intercambio i6nico, 0smosis
inversa, electrodidlisis, entre otros (3, 4). La mayoria de
estos tratamientos tienen un alto costo y algunos tienen
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desventajas como la remocion incompleta de metales,
alto consumo de reactivos, alto requerimiento energeéti-
co y la generacion de residuos secundarios (5). Varios
estudios han reportado la capacidad de algunos micro-
organismos para interactuar con diferentes formas de
Cromo, lo cual los hace muy atractivos en el campo de
la biotecnologia ambiental, enfocados a la detoxifica-
cién de aguas residuales (6 - 10).

La busqueda de microorganismos con potencial para re-
mover contaminantes como |os metal es pesados es muy
importante para desarrollar métodos bioldgicos eficaces
para € tratamiento de aguas residuaes. Este estudio
describe la capacidad de remocion de Cr®* por bacterias
y levaduras aisladas de aguaresidual de curtiembre.

METODOLOGIA

Remocién de Cr® por tratamiento con microor ga-
nismos adaptados

Los ensayos de remocidn se trabajaron con aislados
bacterianos que fueron clasificados con los siguientes
nameros, 4, 5, 6, 10 y 11 e identificados respectivamen-
te como, Raoultella sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp,
Serratia sp y Klebsiella sp, también se evaluaron tres
levaduras numeradas como 1, 2 y 3 e identificadas como
Candida Tropicalis, Candida Famata y Cryptococus
neoformans respectivamente. Los ensayos de remocion
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sellevaron a cabo en medio de cultivo BHI y en AR.

Remocién de Cr® en medio de cultivo BHI

El analisis de remocion de Cré* en medio de cultivo BHI
se realizd adicionando K,Cr,O, en las siguientes con-
centraciones: 100, 200, 300, 400 y 500 ppm de Cr®*.
Para determinar la capacidad de remocion de Cr® por
los microorganismos adaptados, se inocularon 15 mL
de medio con Cr®* con 10 pL de una concentraciéon mi-
crobiana conocida, posteriormente se tomaron muestras
en diferentes tiempos para observar el proceso de remo-
cion de cromo.

Los medios sin Cr® pero inoculados con bacterias, y
los medios no inoculados que contenian Cr®* sirvieron
como controles. Todos los cultivos incluyendo los con-
troles se llevaron a cabo por duplicado, la temperatura
de incubacion fue de 37°C.

Remocién de Cr® en aguaresidual

La capacidad de remocion de cromo en agua residual
con los microorganismos adaptados, se llevo a cabo
en dos tipos de agua residual, en agua residual trata-
da (ART) a una temperatura de 122 °C y con una pre-
sion de 20 libras/pulgadas? y en aguaresidual sin tratar
(AR). Con el fin de comparar la remocién de Cr¢* enAR
lacual contiene su cargamicrobiananormal y el ART a
la cual se le elimind la carga microbiana.

Se utilizaron Erlenmeyers de 250 mL, con 45 mL de
agua residual (AR o ART), 5 ml de indculo bacteria-
no (tomado a partir de un cultivo de 8 horas, con una
concentracion de 7,0 x108 UFC/mL). Se adiciond a
las muestras de agua residual (AR y ART) dicromato
de potasio (K,Cr,O,) hasta tener una concentraciones
aproximada de 200 a400 ppmy 2 g'L* de sacarosa, las
muestras fueron incubadas a 35 °C en agitacion cons-
tante de 150 rpm durante 30 h.

Determinacion de cromo hexavalente

Para determinar la presenciade Cré* en las muestrastra-
tadas con los microorganismos adaptados a cromo se
Ilevé a cabo el método descrito por Severiche-Sierra en
2013 con algunas modificaciones. Se tomé cada hora 1
mL de muestra y se centrifugo, el sobrenadante se ana-
lizo para Cr®*. Las muestras se acidificaron hasta tener
pH de 2, con acido sulfdrico al 50%. La presencia de
Cr®* se evidenci6 por la formacién de un complejo colo-
reado al afiadir 200 L de difenilcarbazida, esta mezcla
se agitd y dejo reposar 5 minutos para desarrollar color.
La lectura en el espectrofotometro fue a una longitud de
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onda de 540 nm. La concentracién de Cr® en las mues-
tras se calculd con la ecuacion obtenida por medio de la
curva de calibracion realizada con el estandar de Cr¢*
(K,Cr,0,).

Se determind la velocidad de remocién de Cr®* en el
tratamiento con microorganismos y la constate de ve-
locidad haciendo uso de las siguientes de ecuaciones:

Xf- X
\elocidad de remocién de Cré*: V' = (ffg)

Xj
Constante de Velocidad (K): -Kt = LanO
Donde: X = concentracion inicial de Cr® (ppm); X =
concentracion final de Cr® (ppm); t= tiempo de trata-
miento biol6gico (hora)

Determinacion de cromo total por espectrometria de
absorcion atomica

El analisis de cromo total se desarroll6 siguiendo el pro-
tocolo estandarizado por el laboratorio de analisis ins-
trumental de la Universidad del Quindio para la medi-
cién de este metal por espectrofotometria de absorcion
atémica (A.A).

Descripcion del Protocolo: Preparacion de estandares
para la curva de calibracién:

Estandares de calibracion: Las curvas se realizaron con
tres estandares de alta, media y baja concentracion hasta
cubrir € rango de linealidad de acuerdo alo establecido
en el manual del Espectrofotémetro Perkin Elmer, de la
siguiente manera:

Estandares para la curva de calibracion de Cromo Total
de 1,2y 4 mg/L. El estandar de ajuste de sensibilidad es
de 4 mg/L. Los estandares se prepararon a partir de una
solucion concentrada de 100 mg/L con agua acidulada.
Después de tener la curva de calibracion se procedio a
la medicion de las muestras.

Preparacion de la muestra problema: Las muestras con
material organico como las de agua residual, requieren
una digestion acida para obtener los iones libres de cro-
mo. La digestion se realizo con acido nitrico (HNO,)
concentrado al 65% y se calent6 suavemente por media
hora, este proceso se desarrolld en cabina de extraccion
de gases.
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RESULTADOS

Remocion de Cr® en medio de cultivo BHI

En la presente investigacion, se determind la capacidad
de remocion de cromo VI en cinco bacterias y tres le-
vaduras aidladas de agua residual de curtiembre, estos
microorgani smos fueron previamente adaptados a dife-
rentes concentraciones de K.Cr,O, en medio de cultivo
BHI.

En la tabla 1 se muestra el proceso de remocién de cada
aislado bacteriano y levaduriforme. Donde se puede
observar que el proceso de remocion de Cr®, es una
reduccion del estado de oxidacion de Cr®* a Cr*. En
la tabla 1 se muestran los datos del cromo total, Cré*
y Cr3* en el sobrenadante, después de un cultivo de 24
horas. Como control se utilizé medio de cultivo con una
concentracion inicial de trabajo que fue 129,89 ppm de
Cre.

Tabla 1. Cromo total, Cr®* y Cr* en medio de cultivo con
aislados bacterianos y de levaduras en 24 horas de cultivo.

Muestra  cromo total Cré& Cr¥
Bacterias (Ppm) (ppm) (Ppm)
control 129,86 12351 6,35
Aislado 4 111,82 13,67 98,15
Aislado 5 116,96 18,79 98,17
Aislado 6 125,73 23,92 101,81
Aislado 10 106,59 10,25 96,34
Aislado 11 124,92 6,83 118,09
Muestra
Levaduras
control 135,33 130,53 48
Aislado 1 100,84 33,40 67,44
Aislado 2 111,46 28,39 83,07
Aislado 3 100,23 30,90 69,33

Los aislados 11, 10 y 4 (Klebsiella sp, Serratia sp y
Raoultella sp) presentaron mayor capacidad de reduc-
cion de Cr®* en medio de cultivo con diferentes con-
centraciones de K,Cr,0,, mientras que el aislado 6
(Klebsiella sp) tuvo la menor capacidad de reduccion

de cromo.

Los porcentajes de reduccidn de cromo hexavalente por
las bacterias en un tiempo aproximado de 45 horas en
medio de cultivo con K.Cr,O, se muestran en la tabla
2, Los aidados bacterianos 11, 10 y 4 obtuvieron un
porcentaje de reduccién superior al 90% en el medio
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de cultivo con una concentracion inicial 102,02 ppm
de K,Cr,O,. A partir de una concentracion inicial de
198,96 ppm, todos los aid ados bacterianos lograron re-
mover mas del 70% de Cr®. La capacidad de reduccién
de Cr®* disminuye a partir de la concentracién de 297,89
ppm, donde estos microrganismos redujeron en prome-
dio entre 66% y 42% de Cr®*.

Losaislados bacterianos 11y 10 presentaron unamayor
reduccion de Cré en medio de cultivo a la concentra
cién inicial més elevada de 487,32 ppm; alcanzando un
porcentaje mayor al 65% de reduccion. Estos aislados
se identificaron como Klebsiellaspy Serratia sp.

En la tabla 3 se observa la velocidad de remocion de
Cr¢* delos aislados 11 y 10 en diferentes concentracio-
nes iniciales de dicromato de potasio, se relaciond la
concentracion inicial y final del cromo y el tiempo de
tratamiento biologico. La menor velocidad de reduccién
de Cr®* se observoé en la concentracion inicial de 102,02
ppm e incremento en las concentraciones siguientes.

Los porcentajes de reduccién en levaduras para un
tiempo de 45 horas en medio de cultivo con diferentes
concentraciones de K.Cr,O., se observd que el porcen-
taje de reduccion de Cr®* fue mayor amenor concentra-
cion de K.Cr,O,, esto puede deberse al caracter toxico
del dicromato de potasio. Los aislados levaduriformes
tuvieron su maxima reduccion de Cr® en los medios de
cultivo que contenian 98,53 ppm, en concentraciones
mayores se vio afectada significativamente su capaci-
dad de reduccion. La resistencia a Cr®* puede ser inde-
pendiente de la reduccion, la reduccion se ha sugerido
principal mente como un mecanismo de resistencia mi-

crobianaa Cr®* al disminuir la concentracion (7).

Se determind la velocidad de remocion de Cr¢* de los
aislados 2 y 3 en diferentes concentracionesiniciales de
dicromato de potasio Tabla4 en un periodo de 45 horas.
La menor velocidad de reduccién de Cr® se observo a
una concentracién inicial de 98,53 ppm.

Remocion de Cr¢* en aguaresidual

La capacidad de remocion de cromo VI en agua resi-
dual con los microorganismos adaptados, se determind
en dos tipos de agua residual, en agua residua tratada
(ART) y en aguaresidud sin tratar (AR). Con una con-
centraciones de 123,58 ppm en ARy en ART de 187,04
ppm de Cr®*.
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Tabla 2. Porcentaje de reduccion de cromo hexavalente con los aislados bacterianos en diferentes concentraciones de cromo

VI en medio de cultivo.

Concentracion
deCr®

Porcentaje de remocién de cromo VI

Aislado 4 Aislado 5 Aislado 6 Aislado 10 Aislado 11
(ppm)

102,02 91,08 + 5,06 81,47+ 4,11 60,68+ 4,04 93,25+ 4,96 93,57+ 2,89
198,96 86,15+ 3,87 86,99+ 5,09 73,98+ 3,28 86,57+ 4,65 88,25+ 3,78
297,89 66,36+ 4,01 81,5+ 4,98 63,56 4,09 55,71+ 3,01 65,8+ 4,87
400,56 73,73+ 4,36 73,73+ 3,54 62,89+ 4,15 67,05+ 3,86 64,59+ 4,23
487,32 48,94+ 5,12 42,77+ 3,32 50,31+ 4,97 66,07+ 3,29 66,76+ 3,38

Tabla 3. Velocidad de reduccion de Cré* delosaislados 10 y 11 en diferentes concentraciones iniciales.

Aislado 10 Aislado 10
Concentracion  concentracion V (ppm‘h?) K concentracion V (ppm‘h?) K
inicial (ppm) final (ppm) final (ppm)
102,02 6,88 2,11 0,0599 6,55 2,12 0,061
198,97 26,72 3,83 0,0446 23,38 26,81 0,0476
297,89 131,93 3,69 0,018 101,87 8,38 0,0238
415,04 141,95 6,07 0,0238 146,96 2,63 0,0231
487,33 165,33 7,16 0,024 161,99 2,21 0,0245

K: constante de velocidad

Los porcentajes de reduccion de la concentracion de
Cr¢ en aguaresidua (AR y ART) obtenidos por € tra
tamiento con los aidados bacterianos en un tiempo de
30 horas, se presentan en latabla 5. Los aislados bacte-
rianos 4,10y 11 (Klebsiella sp, Serratia sp y Raoultella
sp) alcanzaron un 100% de reduccién de Cr® en AR
gue en ART (en concentraciones de Cr® + 120), esto
puedo ser posible debido a la carga microbiana nativa
del agua residual y a la presencia de compuestos quimi-
cos entre estos los sulfatos, principalmente sulfato de
hierro que reduce € cromo hexavaente, sin embargo €l
agua residual sin la adicion de los aislados solo alcanzo
el 50,01% de reduccion de Cr®* en el mismo tiempo de
incubacion. La reduccion de Cré en ART sin adicionar

alguin aislado microbiano fue minima, al adicionar los
aislados 4, 10y 11 en ART paso de reducir el 16,07%
areducir € 67,41, 61,61y 67,41 % respectivamente en
ART con una concentracion inicial de 187.04 ppm de
K.,Cr,O.. Se realiz6 la prueba de Wilconxon para ver si
habia diferencias significativas en la reduccion de cro-
mo en agua residual (AR y ART), donde se comparo los
tratamientos con las bacterias (4, 10y 11) y €l control.
Este estudio demostr6 que habia diferencias significati-
vas entre |os tratamientos microbianos y €l control (p,=
0,00, p,,= 0,02, p,,= 0,00) donde los tratamientos con
las bacterias fueron significativamente superiores en el
porcentaje de reduccién en AR y en ART. Feng Su y
colaboradores en el 2016 realizaron un estudio con una

Tabla 4. Velocidad de reduccion de Cr® por losaislado 2 y 3 en diferentes concentraciones iniciales.

Aislado Lev.2 Aislado Lev. 3
Concentracion  concentracion V (ppm‘h?) K concentracion V (ppm'h?) K
inicial (ppm) final (ppm) final (ppm)
98,53 16,70 1,70 0,0370 19,21 1,65 0,0341
197,06 103,54 1,95 0,0134 94,36 2,14 0,0153
278,06 189,55 1,84 0,0080 193,72 1,76 0,0075
372,83 248,83 2,58 0,0084 216,74 3,25 0,0113
497,66 392,45 2,19 0,0049 394,12 2,16 0,0049
Lev = Levadura
53
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Tabla 5. Porcentaje de remocidn en diferentes concentraciones de Cré+ en AR y ART por los aislados bacterianos.

AR ART
Aislado Concentracion inicial Concentracion inicial ~ Concentracion inicial ~ Concentracidn inicial
= 123,58 ppm = 248,83 ppm = 187,04 ppm = 383,26 ppm
% de reduccion de Cr&* % de reduccion de Cr&*
4 100 £ 7,18 51,34 + 8,42 67,41 + 4,88 61,44 + 391
5 92,56 + 7,39 69,46 + 8,07 52,68 + 4, 02 52,56 + 4,01
6 91,22 + 8,14 67,11 +7,78 33,93 + 3,97 10,46 + 3,77
10 100 + 6,46 70,47 £ 7,12 61,61 + 4,56 54,90 + 4,56
1 100 + 8,08 89,60 + 8,23 67,41 + 3,89 55,99 + 4,01
*Control 53,1+9,20 21,48 £ 8,45 16,07 £ 4,45 8,71 + 3,89

Ar = aguaresidual; ART= aguaresidual tratada con calor.

*Control: agua residual (AR 0 ART) sin adicidn de microorganismos.

Tabla 6. Porcentaje de remocién en diferentes concentraciones de Cr6+ en AR y ART por los aislados levaduriformes

AR ART
Aislado Concentracion inicial Concentracion inicial ~ Concentracion inicial ~ Concentracidn inicial
=119,82 ppm = 228,73 ppm =167,34 ppm = 349, 76ppm
% de reduccién de Cr&* % de reduccién de Cr&*
1 58,60 £ 7,18 22,31+8,12 21,41+£4,18 11,04 £ 3,10
2 65,45 + 7,89 37,88 £ 7,07 28,68 + 3, 92 18,56 + 4,2
3 60,11 + 7,14 30,17 + 7,68 19,93 + 3,97 10,46 + 3,07
*Control 48,82 + 8,43 22,30 + 8,26 13,97+ 4,51 7,91 £ 4,09

*Control: agua residual (AR o0 ART) sin adicion de microorganismos.

cepa del género Klebsiella donde se pudo determinar
la cinética de reduccion de Fe**, esta bacteria tuvo la
capacidad de remover completamente este metal. Tam-
bién se han encontrado estudios realizados con cepas
como Serratia 'y Routella donde demostraron su capa-
cidad para remover materia organica de agua residual y
dimetoato respectivamente (18, 19). Todos estos estu-
dios han descrito un tipo de resistencia a contaminantes
por parte de las bacterias de este estudio, con respecto
a la resistencia a cromo se han descrito diferentes in-
teracciones entre este metal y bacterias, se han repor-
tado reducciones enzimaticas, no enzimaticas intra y
extracelular de cromo, donde la mayoria de bacterias
reductoras estudiadas pertenecen al filo proteobacterias
y muchas de estas a la familia Enterobacteriaceae a
igual gue las bacterias de este estudio (20).

Los porcentajes de reduccion en agua residual (AR y
ART) con diferentes concentraciones de Cr®*, demos-
traron que los aislados levaduriformes poseen menor
capacidad de reduccién de este metal en agua residual
(Tabla 6), comparado con los porcentgjes obtenidos
en medio de cultivo BHI. El anlisis estadistico de los
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tratamientos con microorganismos reportaron que los
tratamientos con las levaduras 1,2 y 3 no presentaron
diferencias significativas (p= 0.54, 0.12 y 0.25 respec-
tivamente) en los porcentajes de reduccion del cromo
hexavalente comparado con el control. Un estudio rea-
lizado con Saccharomyces cerevisiae observo las leva-
duras expuestas a cromo, posteriormente presentaban
mayor sensibilidad a este metal ya que los genes impli-
cados en la biogénesis de las vacuolas de esta levadura
son sensibles a cromo hexavalente, lo cua fue perju-
dicia paralaviabilidad de S. cerevisiae (21). Es posi-
ble que las levaduras de estudio también tengan algun
tipo de sensibilidad al cromo después del proceso de
adaptacion a Cr®*. El bajo porcentaje de reduccion de
Cr® reportado por € tratamiento con levaduras en AR
y ART, también puede deberse a las bajas condiciones
nutritivas del agua residual para las levaduras, ya que
por lo general estas crecen y se desarrollan en medios
ricos en carbohidratos.

DISCUSION

Varios mecanismos de reduccion de Cré*se han identifi-
cado en microorganismos Yy éstos incluyen la reduccion
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por DT-diaforasa, aldehido oxidasa en el citoplasma ce-
lular, cromo reductasay citocromo P450 en lamembra-
na celular, asi como nitrorreductasa (3, 4).

La bioreduccion de Crf*a la forma trivalente no toxica
por las bacterias reductoras de cromo, ofrece una op-
cion para la remocion de Cr®* paralograr labioremedia-
cién del medio contaminado.

La disminucion del cromo total en el sobrenadante
como se muestra en latabla 1y 2, puede deberse a
fendmenos bioldgicos como la biosorcion (4, 5), proce-
so de captacion pasiva del metal en células que ocurre
gracias a las caracteristicas de las paredes celulares de
bacterias y hongos que acumulan € metal.

Ramirez y colaboradores obtuvieron porcentajes de
reduccion similar con Bacillus cereus B1, donde esta
bacteria redujo € 100% del Cré*de una concentracién
inicial de 100 ppm en 96 horas de incubacion en medio
de cultivo. En este estudio | os aislados bacterianos 4, 10
y 11 redujeron mas del 90% en 45 horas de incubacion
en medio de cultivo BHI.

Los porcentajes de reduccion de Cr® pueden estar limi-
tados por algunos factores, por ejemplo, a concentracio-
nes elevadas de un contaminante especifico (14) o a las
adaptaciones metabdlicas del microorganismo.

Las observaciones anteriores proponen dos tipos de
respuesta del microorganismo frente al agente de estrés
(Cr®"). Una respuesta donde los microorganismos bajo
condiciones de estrés inducido por la alta concentracion
del contaminante experimentan una etapa conservativa,
donde el proceso de reduccion puede estar asociado a
fendbmenos quimicos y mecanismos de transporte, de
tal forma que € microorganismo invierte gran canti-
dad de energia en el proceso de transporte activo para
controlar la entrada masiva del cation altamente toxico,
frenandose considerablemente los procesos de divisién
celular, al punto que la poblacién viable permanece en
un estado de equilibrio. El otro tipo de respuesta se da
cuando las concentraciones de Cr®* son lo suficiente-
mente toxicas para el microorganismo, permitiendo que
se lleven a cabo procesos metabdlicos que incrementan
exponencialmente la poblacion microbiana y que a su
vez participan directamente en la reduccion del Cr®,
aumentando la velocidad de reduccion.

El proceso de reduccion de Cré* tuvo un comportamien-
to similar a reportado por Rahman en 2104, donde €l
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proceso de reduccién de Cr® se desacelerd y el creci-
miento celular también disminuyé cuando se aumentd
de las concentraciones de Cr® hasta 500 ppm. Estadis-
minucion del porcentaje de reduccion de Cré y el cre-
cimiento microbiano es causada por los efectos toxicos
del Cr¢*. Huang H. y col encontraron que a concentra-
ciones mayores de 80 ppm afectaba €l crecimiento de
algunas cepas de Pseudomonas. En el presente estudio
se observO que a concentraciones mayores de 297,89
ppm se afecta el crecimiento microbiano y disminuyo
el porcentaje de reduccion.

Los aislados levaduriformes tuvieron su maxima re-
duccién de Cr¢ en los medios de cultivo que contenian
98,53 ppm, en concentraciones mayores se vio afectada
significativamente su capacidad de reduccién. La resis-
tenciaa Cr® puede ser independiente de la reduccién, la
reduccion se ha sugerido principalmente como un me-
canismo de resistencia microbianaa Cré*a disminuir la
concentracion (7).

El pH del AR de ensayo siempre estuvo en un rango de
7,8a8,1. El rango de pH reportado por Kamakuray col.
En 2014, para aislar e identificar Cr¢* por diferentes téc-
nicas fue de 6 a 10, la recuperacion de Cré*disminuy6 a
niveles de pH maés bajos.

CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados y adaptados a Cr¢" de-
mostraron ser reductores de este metal. Los microorga-
nismos con mayor potencial para reducir Cré* fueron,
los aislados bacterianos 4, 10 y 11 (Raoultella sp, Se-
rratia sp, y Klebsiella sp), estas presentaron diferencias
significativas con el control y los deméas microorganis-
mos evaluados, siendo superiores en € porcentgje de
reduccion de cromo hexavalente en agua residual (AR
y ART) y en medio de cultivo.

Las levaduras aisladas y adaptadas (Candida Tropica-
lis, Candida Famata y Cryptococus neoformans) a cro-
mo presentaron baja reduccion de Cr®* en agua residual
(AR y ART), comparada con la reduccion en medio de
cultivo.

L osaislados bacterianos adaptados 4, 10y 11 redlizaron
la reduccion de Cr en medio de cultivo en menor tiem-
o que microorgani Smos reportados por otros autores.

Quedo evidenciada la influencia de la concentracion del
Cr® en el proceso de bioreduccion, a concentraciones
mayores de 278,06 ppm de K ,Cr,O,, disminuye lavelo-
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cidad de crecimiento y la reduccién de Cr®*. Financiacion:

La capacidad de reduccion del Cr¢*, asi como el com- Universidad del Quindio, Gobernacion del Quindio y
portamiento del crecimiento bacteriano, permiten pro-  Sistema General de Regalias, Convenio especial de co-
poner a Raoultella sp, Serratia spy Klebsiella sp como  operacidn 005 de 2015.

microorganismos promisorios para la biorremediacion

de sitios contaminados con Cr®* aescaareal.

REFERENCIAS

1. Némecek, J., Pokorny, P., Lhotsky, O., Knytl, V., Najmanov4, P., Steinova, J., and Cajthaml, T. (2016).
Combined nano-biotechnology for in-situ remediation of mixed contamination of groundwater by
hexavalent chromium and chlorinated solvents. [Sci. Total Environ, 563, 822-834.

2. Rivera-Martinez, E., Cardenas-Gonzalez, J. F., Martinez-Juarez, V. M., and Acosta- Rodriguez, 1.
(2015). Remocidn de Cromo (V1) por una Cepa de Aspergillus niger Resistente a Cromato. Inf tecnoal,
26(4), 13-20.

3. Dhad, B., Thatoi, H. N., Das, N. N., and Pandey, B. D. (2013). Chemical and microbial remediation of
hexavalent chromium from contaminated soil and mining/metallurgical solid waste: areview. JHazard
Mater 250, 272-291.

4, Barrera-Diaz, C. E., Lugo-Lugo, V., &Bilyeu, B. (2012). A review of chemical, electrochemical and
biological methods for aqueous Cr (V1) reduction. J Hazard Mater, 223, 1-12.

5. Mamais, D., Noutsopoulos, C., Kavallari, I., Nyktari, E., Kaldis, A., Panousi, E & Nasioka, M. (2016).
Biological groundwater treatment for chromium removal at low hexavalent chromium concentrations.
Chemosphere, 152, 238-244.

6. Ge S, Zhou, M., Dong, X.,Lu,Y., &Ge, S. (2013). Distinct and effective biotransformation of hexava
lent chromium by a novel isolate under aerobic growth followed by facultative anaerobic incubation.
App microbiol biotech, 97(5), 2131-2137.

7. Ahemad, M. (2014). Bacteria mechanisms for Cr (V1) resistance and reduction:; an overview and re-
cent advances. Folia microbiol, 59(4), 321-332.

8. Bahafid, W., Joutey, N. T., Sayel, H., Iraqui-Houssaini, M., & El Ghachtouli, N. (2013). Chromium
adsorption by three yeast strains isolated from sediments in Morocco. Geomicrobiol J, 30(5),
422-429.

9. Bhattacharya, A., & Gupta, A. (2013). Evaluation of Acinetobacter sp. B9 for Cr (V1) resistance and
detoxification with potential application in bioremediation of heavy-metals- rich industrial wastewater.
Environmental Science and Pollution Research, 20(9), 6628- 6637.

10. Rahman, Z., & Singh, V. P. (2014). Cr (VI) reduction by Enterobacter sp. DU17 isolated from the tan-
nery waste dump site and characterization of the bacterium and the Cr (V1) reductase. Int Biodeterior
Biodegradation 91, 97-103.

11. Bahafid, W., TahriJoutey, N., Sayel, H., Boularab, I., & El Ghachtouli, N. (2013). Bioaugmentation of
chromium-polluted soil microcosms with Candida tropicalis diminishes phytoavailable chromium. J
app microbiol 115(3), 727-734.

12. Severiche-Sierra, C., & Garcia, H. G. (2013). Verificacion analitica para las determinaciones de cromo
hexavalente en aguas por espectrofotometria. Rev Inge USB med, 4(1), 22-26.

13. Ramirez Ramirez, A., & Benitez-Campo, N. (2014). Tolerancia y Reduccién de Cromo (Vi) por Baci-
llus Cereus B1, Aislado de Aguas Residuales de una Curtiembre. Rev Cien, 17(2), 51-63.

14. Qian, J., Wei, L., Liu, R, Jiang, F,, Hao, X., & Chen, G. H. (2016). An exploratory study on the pa-
thways of Cr (V1) reduction in sulfate-reducing up-flow anaerobic sludge bed (UASB) reactor. Sci rep
6.

56
Rev. Asoc. Col. Cienc.(Cal.), 2017; 29: 49-57.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Huang, H., Wu, K., Khan, A., Jiang, Y., Ling, Z., Liu, P, & Li, X. (2016). A novel Pseudomonas ges-
sardii strain LZ-E simultaneously degrades naphthalene and reduces hexavalent chromium. Bioresour
technol 207, 370-378.

Kamakura, N., Inui, T., Kitano, M., & Nakamura, T. (2014). Determination of Chromium (l11), Chro-
mium (V1), and Chromium (111) acetylacetonate in water by ion- exchange disk extraction/metal fur-
nace atomic absorption spectrometry. Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy, 93, 28-33.
Feng Sy, J., Cheng, C., Ma, F,, lin Huang, T., suo Lu, J., & cheng Shao, S. (2016). Kinetic analysis of
Fe 3+ reduction coupled with nitrate removal by Klebsiella sp. FC61 under different conditions. RSC
Advances, 6(52), 46616-46624.

Gupta, A., & Thakur, I. S. (2015). Biodegradation of wastewater organic contaminants using Serratia
sp. ISTVKR1 isolated from sewage sludge. Biochem Eng J 102, 115-124.

Liang, Y., Zeng, F, Qiu, G, Lu, X., Liu, X., & Gao, H. (2009). Co-metabolic degradation of dimethoa-
te by Raoultella sp. X1. Biodegradation, 20(3), 363-373.

Ramirez-Diaz, M. I., Riveros-Rosas, H., Campos-Garcia, J., & Cervantes, C. (2009). Reduccion bacte-
riana de Cromo Hexavalente: mecanismosy aplicaciones. Rev Edu Bioquim 28(3), 73-79.

Jin, Y. H., Dunlap, P. E., McBride, S. J., Al-Refai, H., Bushel, P. R., & Freedman, J. H. (2008). Global
transcriptome and deletome profiles of yeast exposed to transition metals. PLoS Genet, 4(4), €1000053.
Mufoz, A. J., Espinola, F., & Ruiz, E. (2016). Removal of Pb (I1) in a packed-bed column by a Kleb-
siella sp. 3S1 biofilm supported on porous ceramic Raschig rings. J[ind Eng Chem 40, 118-127.
Thatoi, H., Das, S., Mishra, J., Rath, B. P, & Das, N. (2014). Bacterial chromate reductase, a potential
enzyme for bioremediation of hexavalent chromium: areview. J environl manage, 146, 383-399.

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Cal.), 2017; 29: 49-57.

Remocion de cromo hexavalente de aguas residuales. Soto et al.

57



