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RESUMEN

La biotecnologia ambiental recurre a organismos
capaces de reducir los niveles de metales pesados,
entre ellos el Cr(VI), contenido en residuos y efluentes
agroindustriales. El objetivo del trabajo fue estudiar
la biorremediacion de un residuo como pulpa de limon
contaminada con Cr(VI) y el efecto del metal sobre el
crecimiento fungico. Se utilizaron tres hongos
filamentosos como Aspergillus niger; Penicillium
expansum y P islandicum para remediar pulpa de limon
(residuo) contaminada con Cr(VI) (50 mg/L) que se
realizo en las siguientes condiciones de cultivo: la
pulpa se suplementé con urea, 0,006; (NH,),SO,,
0,012; KH,PO,,0,003y KCI, 0,001 g/ g; 10°conidios/
g,apH 2,5, 30°C y 96 h de incubacion. Se estudid el
efecto toxico de diferentes concentraciones (5; 10; 20
y 50 mg/L) del metal sobre el desarrollo del hongo
de mayor eficiencia de remediacion (Ef.%). Aspergillus
niger; obtuvo mayor EF. de remediacion (97%)
respecto a Penicillium expansum (95%) y P islandicum
(94%), del residuo contaminado con 50 mg/L de
Cr(V1). Se determind que la presencia de Cr(VI) y no
su concentracion estimulé la maduracion temprana
(48 h) de los conidios (blancos a negros) de A. niger,
sin que se observe alteraciones en el micelio con

respecto al control (72h), desarrollado en la pulpa sin
el metal. En conclusion, A. niger fue mas resistente y
presento altas Ef. de remediacion de Cr(V1) de residuos
solidos, este proceso es una alternativa a las
tecnologias fisico-quimicas, debido que los
microorganismos pueden remover selectivamente
diferentes iones de zonas contaminadas.

ABSTRACT

Environmental biotechnology uses organisms
capable of reducing levels of heavy metals, including
the Cr (VI), contained in waste and agro-industrial
effluents. The objective of this work was to study
bioremediation of waste contaminated with Cr(VI)
lemon pulp and the effect of the metal on the fungal
growth. We used three filamentous fungi such as
Aspergillus niger; Penicillium expansum and P.
islandicum to remedy pulp from lemon (residue)
contaminated with Cr(Vl) (50 mg/L) that was
conducted in the following conditions of cultivation:
the pulp is supplemented with urea, 0.006; (NH4) ,SO,,
0.012; KH,PO,, 0.003 and KCI, 0.001 g / g; 10°
conidia/g, at pH 2.5, 30 ° C and 96 h of incubation.
We studied the toxic effect of different concentrations
(5, 10, 20 and 50 mg/L) of the metal on the
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development of the fungus increased efficiency of
remediation (Ef.%). Aspergillus niger; obtained greater
EF. remediation (97%) with respect to Penicillium
expansum (95%) and P islandicum (94%), 50 mg/L
of Cr (VI)-contaminated waste. It was determined that
the presence of Cr (VI) and not its concentration
stimulated early maturation (48 h) of conidia (white
on black) from A. niger, unless you observe alterations
in the mycelium as compared to the control (72 h),
developed in the pulp without the metal. In conclusion,
A. niger was stronger and presented high Ef.
remediation of Cr (VI) waste, this process is an
alternative to physico-chemical technologies, due to
the micro-organisms be removed selectively different
ions from contaminated areas.

INTRODUCCION

El cromo, es un metal pesado, que se aplica en
procesos industriales como el curtido de cueros,
electronica, fabricacion de colorantes, plaguicidas y
fotograbados, por lo cual es el contaminante comun
de los desechos vy efluentes industriales en forma de
Cr(VI) (1). Las principales vias de intoxicacion de éste
metal, son por ingestion, inhalacion y contacto con la
piel, produciendo irritacion del conducto gastro-
intestinal, perforaciones de la mucosa respiratoria y
ulceras dérmicas. Por el contrario, otra especie del
cromo, el Cr(lll), es relativamente inocuo debido a la
incapacidad para atravesar las membranas bioldgicas.
Nutricionalmente, es un componente esencial en la
dieta de todos los organismos, porque interviene en
el metabolismo de la glucosa, proteinas y lipidos (2).
La Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (International Agency for Research on Cancer
IARC), clasifico al Cr(VI) en el Grupo |, que corresponde
a sustancias comprobadamente cancerigenas,
mientras que al Cr(lll) se incluyo en el Grupo I, como
no cancerigenos (3). Los metales pesados no son ni
quimica ni biologicamente degradables, por lo cual,
una vez emitidos, pueden permanecer en el ambiente
y ser adsorbido o asimilado por los vegetales u otros
organismos, que al ser ingeridos por los animales, se
trasmiten a la cadena alimentaria.

Las industrias reducen el contenido de metales
pesados, de los efluentes o residuos, por tratamientos
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fisicos y quimicos como precipitacion, 6smosis
inversa, adsorcion, etc. Estos métodos son
efectivos pero tienen la desventaja de tener elevados
costos, debido al precio de los productos quimicos
(4). Una alternativa a estos tratamientos, es la
biorremediacion, tecnologia emergente que utiliza
organismos vivos (plantas, algas, hongos y
bacterias) que adsorben, degradan o transforman
los contaminantes para eliminarlos, inactivarlos o
atenuar su efecto (5). Los microorganismos,
desempenfan un papel importante en la captacion
de metales toxicos del medio ambiente, mediante
mecanismos de biotransformacion, bioacumulacion,
biosorcion (bioadsorcion) e inmovilizacion. Estos
mecanismos se aplican en los ciclos bio-
geoquimicos en los cuales aparecen variantes
microbianas capaces de tolerar los efectos nocivos
de los metales, de alli surgen los microorganismos
resistentes, caracterizados por poseer mecanismos
de detoxificacion codificados genéticamente e
inducibles por el metal, y los tolerantes desarrollan
indiferentes a la presencia del metal(6). Los
microorganismos mas estudiados en procesos de
remediacion son las bacterias debido que reducen
el Cr(Vl) toxico a Cr(lll) menos toxico (7,8) y
menos estudiados son los hongos filamentosos
(9,10). De acuerdo a la bibliografia, las células
fingicas interaccionan con el Cr (VI) y Cr(lll) a
diferentes niveles (Figura 1), desde la pared celular,
el periplasma y la membrana plasmatica, hasta el
citoplasma y las organelas celulares (11). Estos
microorganismos necesitan regular los niveles
intracelulares de cromo, para mantener un balance
entre la incorporacion y expulsion del metal.
(6,10,12,13,14).

Los metales contenidos en efluentes industriales
que son vertidos al suelo o rios pueden ser adsorbidos
por residuos solidos depositados en el suelo o ser
disueltos en el agua. Debido a esto, los
microorganismos empleados en procesos de
remediacion deben tener la capacidad de colonizar y
utilizar los residuos solidos como fuentes de carbono
(15). EI objetivo del trabajo fue estudiar la bio-
rremediacion de un residuo como pulpa de limon
contaminada con Cr(VI) y el efecto del metal sobre el
crecimiento fungico.
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MECANISMOS DE INTERACCION CON CROMO EN CELULAS FUNGICAS

Figura 1: Mecanismos de
interaccion de la célula fungica

con Cr(VI) y Cr(lll) (14)
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MATERIALES Y METODOS

I-Evaluacion de la adsorcion de Cr(VI) en el
residuo citrico: Para este ensayo se siguieron los
siguientes pasos:

1-Adsorbente: Se utilizo pulpa de limon residual
(residuo) de una Citricola (Tucuman, Argentina) que
se seco hasta un 80% de humedad, para la adsorcion
de Cr (V1) de una solucion acuosa, a fin de obtener un
residuo solido contaminado con el metal para los
ensayos de biorremediacion.

2-Preparacion de las soluciones de Cr(VI): Se
prepard una solucion patron de Cr(VI) de 500 mg/L a
pH 2,0 (H,S0, al 20%,v/v). De ésta solucion se prepard
una concentracion de Cr(Vl) de 50 mg/L para un
volumen final de 50 ml. En cada solucion se verifico
la concentracion inicial del metal y el pH inicial.

3-Proceso de adsorcion de Cr(VI) por pulpa de
limén: Se pesd 20 g de pulpa y se coloco (por
duplicado) en frascos de Erlenmeyer con 50 ml de la
solucion de Cr(Vl) de 50 mg/L (a pH 2,0). Para la
adsorcion del metal, los Erlenmeyer se colocaron en
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un agitador rotatorio a 30 °C y 100 rpm durante 1 h.
Posteriormente, |a pulpa (adsorbente) se separo de la
solucion por filtracion con papel de filtro. En el filtrado
obtenido se determind Cr(VI) residual (Cr(VI)r) y el
papel de filtro usado, fue disgregado y colocado en
tubo con 5 ml de agua destilada (por triplicado) para
determinar si el metal fue retenido por el papel. La
cantidad de Cr(VI) adsorbido en la pulpa, fue
determinado por la ecuacion: Cr(Vl)p = Cr(VI)i -
Cr(VDr . Donde: Cr(Vl)p, es concentracion del metal
retenido por la pulpa; Cr(Vl)i, concentracion inicial
de la solucion preparaday Cr(VI)r, concentracion del
metal residual en el filirado, obtenido después de
extraer la pulpa (17).

II- Biorremediacion de la pulpa contaminada con
Cr(VI) por hongos filamentosos:
Para este ensayo se realizaron los siguientes pasos

1-Microorganismos: Se utilizaron Aspergillus niger
(16); Penicillium expansum 'y Penicillium islandicum,
del cepario de la Catedra de Micologia.

2-Mantenimiento de las cepas: Los
microorganismos se mantuvieron activos por repiques
sucesivos en medio Czapek modificado, que contiene,
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eng/L: glucosa, 10; NaNO,, 3; KH,PO,, 1; MgS0,.7 H,0,
0,5; KCI, 0,5; agar, 15y sellevo apH 4,5 conH,S0, (20
%,v/v). Las cepas se sembraron en tubos con este
medio y se incubaron a 28 °C durante 96 h,
posteriormente se mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion.

3- Preparacion de la suspension de conidios: La
suspension se preparo para cada hongo en estudio,
adicionando conidios a 50 ml de solucion fisioldgica
y 0,05 ml de tween 80, hasta alcanzar una densidad
optica de 0,250, que equivale a 2x108 conidios/ml,
para una longitud de onda de 560 nm.

4- Ensayos de biorremediacion: Para cada hongo
se usaron distintas cajas de Petri con 20 g de pulpa
de limén contaminada con Cr(Vl) (50 mg/L)
suplementada con urea, 0,006; (NH,),S0,, 0,013;
KH,PO,,0,003 y KCI, 0,001g/g de pulpa. Todas las
cajas se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos.
Posteriormente, se inoculd con 1 ml de suspension
de esporos con 2x10° conidios para obtener
105conidios/g de adsorbente. Paralelamente, se
realizaron ensayos control para cada hongo, en
cajas de Petri con pulpa sin Cr(Vl), las sales
anteriores y el inoculo del microorganismo en
estudio. Todos los ensayos se incubaron en estufa
a 30° C durante 96 h.

Una vez finalizado el proceso de biorremediacion, a
la pulpa fermentada (sistema pulpa contaminada con
el desarrollo del microorganismo) se agregoé 15 mL
de agua destilada y se agito durante 30 minutos para
liberar el Cr(VI) adsorbido que pudo haber quedado
en la superficie del sistema pulpa-microorganismo.
Para separar la pulpa, se filtrd6 usando membranas
filtrantes de 0,45 um, y el filtrado se usé para
determinar Cr(VI) residual. La membrana filtrante se
lavd con agua destilada (1 mL) y en las aguas de lavado
se midio Cr(V1) residual para verificar que el metal no
fue adsorbido por dicha membrana.

I1l-Efecto del Cr(VI) sobre las estructuras
macroscopicas del hongo seleccionado: Se realizd
una cinética de crecimiento del hongo seleccionado
por la Ef. de remocion alta en cultivos en superficie,
para determinar posibles modificaciones del micelio y
elementos de fructificacion, debido a la presencia de
diferentes concentraciones de Cr(VI): 5;10; 20 y 50
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mg/L. Las cajas de Petri con pulpa contaminada y
suplementada con sales fueron inoculadas con 1 mL de
una solucion de 2x 10° conidios para obtener 10°
conidios/ g de pulpa, a pH 2,5 e incubadas a 30 °C.
Paralelamente, se realizaron ensayos control, en las
mismas condiciones de cultivo anteriores y sin la adicion
del metal. Se tomaron muestras cada 24 h y se
observaron en un microscopio (40x), Leica DM 500.

Determinaciones

Cr(VI) por el Método de Difenilcarbazida: Se tomo
2,5 mL de filtrado, se ajusto apH 2,0 conH,S0,al 20
% (v/v), se agrego 0,5 mL de 1,5- difenilcarbazida (DFC)
(5 mg/mL) y se dej6 reposar 10 min. para el
desarrollo total de color. Posteriormente, se midio la
densidad optica (DO) de las muestras a una longitud
de onda de 540 nm. Los valores se obtuvieron de
una curva patron DO vs Cr(Vl), (mg/L) (18).

pH en sdlidos: Se pes6 5 g de muestra (pulpa mas
microorganismo) y se anadio 10 mL de agua destilada,
se agitd por 20 min., se dejo reposar 10 min. y se
midio el pH en un equipo marca Microtec (19).

Calculos matematicos

Determinacion de q: se define como cantidad de metal
retenido por gramo de adsorbente (en peso seco) y se
calcula por la siguiente ecuacion: q = (Gi-Cr) x Vit / Ms.
Donde Ci, es concentracion inicial de Cr(VI) enla solucion;
Cr, concentracion residual de Cr(VI) en la solucion
remediada; Vt, volumen de Ia solucion a remediar (50
ml expresado en litro) y Ms, masa del bioadsorbente,
expresado en gramo de peso seco (p.s.) (17).

Eficiencia de adsorcion (Ef) de la pulpa (adsorbente):
Es el porcentaje de metal retenido por el adsorbente,
y se calcula por: Ef (%) = [(Ci—Cr)/ Ci] x100. Donde
Ci, es concentracion inicial de Cr(VI) en la solucion;
Cr, concentracion residual del metal en la solucion
remediada.

Eficiencia de remediacion (Ef): Es el porcentaje de
remocion de Cr(VI) de la pulpa por el microorganismo
y se calcula por: Ef (%) = [(Ci - Cr) / Ci] x 100.
Donde Ci, es concentracion inicial de Cr(VI) retenido
por la pulpa; Cr, concentracion residual de Cr(VI) en
la pulpa fermentada (pulpa mas microorganismo)
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Reproducibilidad de los resultados: Todos los
experimentos se realizaron por duplicado y en ensayos
separados. Los valores son el promedio de dos
mediciones. Los mismos se analizaron para obtener
la desviacion estandar con un MS-Excel y calculados
para F= 95 % (grado de confianza).

RESULTADOS

I-Evaluacion de la adsorcion de Cr(VI) en el residuo
citrico: La eficiencia de adsorcion de la pulpa para
una concentracion de Cr(VI) de 50 mg/L fue 98,8 %.
Durante la adsorcion, el adsorbente no modifico el pH
(2,5) de la solucion, acidez ideal para la solubilidad
del metal y la retencion por el adsorbente.

100 =t as

o
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Eficiencia de biorremediacion %

Aspergilius mger  Feniciliium

Figura 2: Eficiencia de remediacion de Cr(VI) [50 mg/
L] en la pulpa con diferentes hongos filamentosos.
Valores calculados a las 96 h de incubacion.

Il- Biorremediacion de la pulpa contaminada con
Cr(V1) por hongos filamentosos: Los tres hongos,
en estudio, mostraron eficiencias de biorremediacion
mayor al 90%, siendo Aspergillus niger el que obtuvo
la maxima (Figura 2), mientras que con Penicillium
islandicum y P expansum, la misma fue 5y 6% menor,
respectivamente. Con todos los microorganismos, el
desarrollo microbiano se evidencio por el aumento
del pH inicial de la pulpa de 2,5 a pH 7,0 al final del
proceso, debido a la asimilacion de la urea y
desprendimiento de amoniaco como fue reportado
en la bibliografia(20).
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I1I-Efecto del Cr(VI) sobre las estructuras
macroscopicas del hongo seleccionado: EI Cr(VI)
adsorbido en la pulpa no produjo inhibicion del
crecimiento de Aspergillus niger , que fue el hongo
seleccionado por mayor Ef. de remocion. Todas las
concentraciones de Cr(Vl) ensayadas produjeron el
ennegrecimiento prematuro de los cultivos (figura
3,byc) a las 48 h de incubacion, respecto al cultivo
control (figura 3a) a ese tiempo. Este oscurecimiento
se debe que el metal cred un ambiente de estrés que
estimuld la maduracion de los conidios de claros a
0scuros como se observa en la figura 4b, respecto al
control (fig. 4 a). Andlisis microscopicos de las hifas
y cuerpos de fructificacion de A. niger no mostraron
alteracion o engrosamiento de hifas, lo cual indica que
el Cr(VI) a 50 mg/L no tuvo un efecto negativo sobre
el desarrollo del hongo.

DISCUSION

La pulpa de limon residual de la industria citricola,
presento un valor de g= 1,73 mg/g (peso seco), similar
a los reportados con biomasa viva de Saccharomyces
cerevisiae (2,0 mg/g) (21) y 1,2 mg/g para biomasa
inactiva de Aspergillus niger A2 (22), pero difiere
del valor encontrado (q= 4,3 mg/g) para Rhizopus
Sp. (23). La pulpa presento alta Ef. de adsorcion

de Cr(VI) y no altero el pH de la solucion a remediar

(pH 2,5). Esto es importante porque a ese pH, la
superficie del adsorbente adquiere mayor cantidad
de protones, que inducen a una fuerte atraccion
por los iones Cr(Vl) de la solucion, cargados
negativamente, por lo cual la adsorcion incrementa.
Esto muestra que la pulpa al ser vertida a los suelos
puede inmovilizar al metal pesado reteniendo la
contaminacion en el medio ambiente, resultado que
coincide con otras bibliografias (24, 25). La
remediacion de estos residuos solidos contaminados
es factible con hongos filamentosos, ya que poseen
estrategias para la colonizacion de los residuos,
distintas de las levaduras y bacterias. Esto se debe
que los hongos tienen gran variedad de enzimas que
hidrolizan celulosa, almidon, pectina, hemicelulosa,
etc., de residuos agroindustriales, y cubren la
superficie de los solidos por extensiones y
ramificaciones de hifas que componen el micelio (26).
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Mientras que las levaduras y bacterias, se desarrollan
mejor en cultivos liquidos (21,27). Los tres hongos
ensayados presentaron Ef. de remediacion mayores
a 90 %, lo cual indica que en sistemas de cultivo en
superficie, la mayor concentracion de Cr(VI) empleada

(50 mg/L), no produjo inhibicion significativa (1> 0,05)
del crecimiento celular. Pero se evidencio que el Cr(VI)
produjo un medio ambiente extremo que influy6 sobre
la maduracion de los elementos de reproduccion y
diseminacion de A. niger.

Figura 3: Desarrollo de Aspergillus niger en pulpa: A) sin adicion de Cr(Vl); B) con dmg/L y C) con 50 mg/L
del metal. Fotografias tomadas a las 48 h de incubacion.

Figura 4: Cabezas aspergilares e hifas de Aspergillus niger desarrollada en, A: Control, hongo crecido en
pulpa sin Cr(V1). y B: pulpa con Cr(VI) [50 mg/L]. Fotografia de 48 h de incubacion en cultivos en superficie

(40x microscopio Leitz).
CONCLUSION

Los resultados de remediacion de residuos
contaminadas con Cr(VI) mostraron que, Aspergillus
niger fue mas resistente a la accion del Cr(VI) y
presentd alta eficiencia de remocion de Cr(Vl) a 50
mg/L de residuos (97%) y puede ser empleado en
procesos de remediacion. Los procesos
biotecnologicos aplicados a la purificacion de residuos
contaminados es una alternativa que tiene grandes
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ventajas respecto a las tecnologias fisico-quimicas,
debido que las biomasas fungicas son naturales, se
pueden obtener en grandes cantidades a bajo costo,
y pueden remover selectivamente diferentes metales
de zonas contaminadas.
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