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Biorreduccion in vitro de cromo hexavalente utilizando
consorcios microbianos

Bioreduction in vitro of hexavalent chromium using a microbial consortium

Stefany Serna-Toro", Fabiana Maria Lora-Suarez', Nelsy Loango-Chamorro’

Resumen

El constante desarrollo de las industrias, ha incrementado el uso del cromo ocasionando descargas
en aguas residuales. Se ha planteado la implementacion de biorremediacion microbiana como
alternativa ecologica, eficiente y econdémica de utilizacion de microorganismos para reducir
el cromo a una forma menos toxica. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad de remociéon de Cr (VI) de consorcios microbianos en distintas concentraciones.
Para ello, se realizd una activacion e identificacion de microorganismos provenientes de aguas
residuales con cromo, se establecieron siete consorcios microbianos evaluando su sinergia, curvas
de crecimiento individuales y en consorcio. Posteriormente, se realizé una adaptacion escalonada
de los consorcios con ocho concentraciones de Cr (VI), efectuando modelos de regresion reciproca,
curvas de crecimiento e identificando el consorcio con mayor remocién. Se encontré sinergia en
los consorcios evaluados, evidenciandose curvas de crecimiento con mayor absorbancia en éstos
que de forma individual, con mayor absorcion en el consorcio Candida famata-Serratia sp. Sin
embargo, en la adaptacion escalonada, se demostrdo mayor capacidad de reduccion de Cr (VI)
en Candida tropicalis-Serratia sp. con 79,20% en la concentracion de 100 ppm y una reduccion
del cromo total del 31,12%. A su vez, se identific6 mayor adaptacion de los consorcios en altas
concentraciones de Cr (VI). En este estudio, se reporta por primera vez, al consorcio C. tropicalis-
Serratia sp. con una interaccion positiva y mayor capacidad metabolica de reduccion, lo cual
tendra un impacto positivo en biorremediacion de aguas residuales con cromo.

Palabras clave: biorremediacion, consorcio microbiano, cromo hexavalente, cromo total, remocion

Abstract

Constant industrial development has increased the chromium use, resulting in chromium discharge
into wastewater. The implementation of microbial bioremediation has been proposed as an eco-
logical, efficient and economical alternative for the implementation of microorganisms to reduce
chromium to a less toxic form. Our objective was to evaluate the Cr (VI) removal capacity of
microbial consortia at different concentrations. Accordingly, an activation and identification of
microorganisms from chromium-containing wastewater was carried out. Seven microbial consortia
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were established and their synergy, individual and consortium growth curves were evaluated. Subsequently,
a scaled adaptation of the consortia was carried out with eight concentrations of Cr (VI). Reciprocal
regression models and growth curves were used to identify the consortium with the highest removal.
Synergy was found in the consortia evaluated; growth curves of consortia showed higher absorbance
than individually, with higher absorption in the Candida famata-Serratia sp. consortium. However, in the
scaled adaptation, greater Cr (VI) reduction capacity was demonstrated in Candida tropicalis-Serratia
sp. with 79.20% at a concentration of 100 ppm with a total chromium reduction of 31.12%. At the same
time, a greater adaptation of the consortia to high concentrations of Cr (VI) was identified. This is the
first research to report C. tropicalis-Serratia sp. microbial consortium with a positive interaction and
higher metabolic reduction capacity, which will have a positive impact on bioremediation of chromium-
containing wastewater.
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INTRODUCCION

El cromo (Cr) es el veintiunavo elemento maés
abundante en la corteza terrestre que se encuentra
de manera natural en ambientes como formaciones
geolbgicas, especialmente en rocas ultraméaficas
y basalticas. Ademés, desempenia un papel
fundamental en diversas actividades industriales,
como el curtido de cuero, el cromado, la metalurgia,
la galvanoplastia, la sintesis de pigmentos, las
industrias quimicas y la preservacion de la madera,
entre otros usos (Nunez et al., 2018). Sin embargo,
su extenso uso ha generado grandes cantidades de
desechos que contienen este elemento, produciendo
contaminacién en diversos entornos, incluyendo
aguas superficiales, aguas subterraneas, suelos y
sedimentos acuaticos (Kholisa et al., 2021).

En el medio ambiente, el cromo (Cr) se encuentra
principalmente en dos estados de oxidacion: Cr
(III) y Cr (VI). El estado Cr (III) es uno de los
micronutrientes esenciales en las plantas, el cual
es moderadamente soluble en aguas subterraneas
(He et al., 2019) y representa la configuracion
més estable del elemento debido a su marcada
tendencia a formar complejos hexacoordinados,
que son cinéticamente inertes frente al agua,
acidos organicos, sulfato, amoniaco, haluros y
urea (Qiu et al., 2020). Contrariamente el Cr (VI),
plantea un riesgo significativamente mayor debido
a su solubilidad, permeabilidad y movilidad. Este
estado del cromo es altamente téxico, cancerigeno
y mutagénico para los organismos vivos, incluso
cuando se encuentra en concentraciones minimas
en el agua (Liu et al., 2020).

En consecuencia, la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) ha
establecido los limites permisibles para el Cr (VI)

en agua doméstica, con un valor de 0,05 mg/L, y
para la vida acudtica, con un limite de 0,01 mg/L,
normativas que también han sido adoptadas en
Colombia mediante la Resolucion 2115 de 2007. La
USEPA, a su vez, ha incluido el cromo en la lista
de diecisiete productos quimicos que representan
riesgos para la salud humana (Tang et al., 2021).
Como resultado de estas regulaciones, se han
implementado diversas alternativas fisico-quimicas
para mitigar los impactos negativos en entornos
contaminados con cromo, como la reduccién
quimica, el intercambio idnico, el tratamiento
electroquimico y la separacién por membrana,
entre otros (Kholisa et al., 2021). Sin embargo,
la mayoria de estas tecnologias suelen mostrar
ineficacia y resultar costosas, especialmente debido
a las bajas concentraciones de metales presentes.
Ademés, el uso de reactivos quimicos conlleva
a la generacion de grandes cantidades de lodos
peligrosos, que requieren un tratamiento adicional
(Mtimunye y Chirwa, 2014).

Dentro de las diversas estrategias innovadoras
y econdémicamente viables, se destaca la
biorremediacién, que implica el uso de
microorganismos o sus enzimas para reducir
los niveles de metales pesados. Un enfoque
particularmente prometedor es la utilizacién de
microorganismos aislados de areas contaminadas
por cromo, conocido como biorreduccién con
microorganismos. Este método imita los procesos
naturales de detoxificacién y se caracteriza por
ser poco invasivo, lo que lo convierte en una
opcién ecolégicamente compatible para &reas
contaminadas y con un costo reducido (Ma et al.,
2019).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios de bio-
rremediacion aplicados al tratamiento de aguas
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residuales han empleado cultivos individuales que
se enfocan en uno o dos contaminantes especifi-
cos, principalmente el cromo (Malaviya y Singh,
2016). Sin embargo, dado que las aguas residuales
suelen ser de naturaleza compleja y contienen una
variedad de metales y sustancias organicas conta-
minantes, resulta evidente que la implementacién
de sistemas que involucran varios microorganis-
mos en forma de consorcios microbianos es prefe-
rible para la biorremediacién. Esto se debe a que
no es factible encontrar un solo microorganismo
capaz de abordar eficazmente una mezcla comple-
ja de contaminantes diversos (Leonard y Mishra,
2022). Ademas, la utilizacién de microorganismos
autdctonos procedentes de lugares contaminados
en la formacion de consorcios microbianos podria
aumentar la eficacia en el tratamiento de los con-
taminantes, ya que estos microorganismos se han
adaptado a las condiciones especificas de dicho en-
torno (Kholisa et al., 2021).

De esta manera, la implementacién de
microorganismos autdctonos representa una
tecnologia ampliamente aplicada para la gestion y
reduccién de contaminantes (Su et al., 2022). Estos
forman un consorcio microbiano innato que habita
en el suelo y en las superficies de los seres vivos,
y poseen la capacidad de llevar a cabo procesos
de biodegradacion, biolixiviacién y biocompostaje.
Por lo tanto, su uso se presenta como una
alternativa intrinsecamente atractiva y eficiente de
preservar el medio ambiente (Kholisa et al., 2021).
Debido a esta problematica, surge la necesidad
de implementar un método de biorremediacion
microbiana in vitro, con consorcios provenientes
de aguas residuales con cromo en el que se
implementen microorganismos como Raoultella
sp., Serratia sp., Candida tropicalis y Candida
famata para la reduccion de metales pesados como
el Cr (VI).

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de los aislados microbianos

Los microorganismos utilizados en el presente
estudio fueron recolectados previamente por
el grupo de investigacion en Enfermedades
Cardiovasculares y Metabdlicas (GECAVYME)
en aguas residuales contaminadas con cromo,
provenientes de un sector curtidor. KEstos
microorganismos fueron posteriormente aislados
mediante el método de agotamiento por estria en
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agar y conservados a temperatura de -80 °C en la
coleccion de microorganismos de la Universidad del
Quindio (CMIUQ), bajo la supervisién del grupo
de investigaciones en Ciencias Bésicas y Educacién
(GICBE) (Lépez et al., 2017).

Identificacion y activacion de los aislados
microbianos

El proceso de activacion se efectué mediante la
combinacién de 7 mL de caldo Brain Heart Infusion
(BHI) con 200 pL: de muestra de los microorganismos
aislados. Posteriormente, estos fueron incubados a
37,5 °C durante 24 horas en el caso de las bacterias
y a 35 °C durante 48 horas para favorecer el
crecimiento levaduriforme (Argote-Vega et al.,
2017). A continuacién, se procedi6 con la etapa de
identificacién mediante la siembra por agotamiento
en placas utilizando diversos medios de cultivo,
tales como agar MacConkey, agar con sangre,
levadura peptona dextrosa (YPD) y Sabouraud
con cloranfenicol (Fontalvo, 2012), incubando
durante 24 horas en el caso de las bacterias y 48
horas para las levaduras. Se realiz6 la obtencion de
colonias aisladas con caracteristicas macroscopicas
con diferenciacién en color y textura (Bou et al.,
2011) y microscopicamente, especificamente para
las bacterias empleando la técnica de tincién de
Gram (Tobén y Hoyos, 2012). En complemento, se
realizaron pruebas bioquimicas para las bacterias,
tales como la prueba de la catalasa, la prueba de
la oxidasa (reactivo de Kovacs), e Indol (Silva
y Aguilera, 2020). Para las bacterias Gram-
negativas, se empled el sistema BD BBL Crystal
ID (Gashaw et al., 2021).

En el caso de las levaduras, la identificacion
microscopica se realizé utilizando la técnica de cinta
adhesiva con azul de lactofenol (Silva y Aguilera,
2020) y el sistema de pruebas bioquimicas API
20 C AUX (Alfonso et al., 2010). Para diferenciar
las especies del género Candida spp., se empled
la prueba del tubo germinal (Yazdanpanah y
Khaithir, 2013).

Pruebas de sinergia y/o antagonismo

La evaluacién in vitro del antagonismo entre los
microorganismos, se realiz6 mediante la determi-
naciéon de inhibicién de crecimiento entre ellos,
aplicando pruebas de inhibicién simultanea por
sensi-discos (Gajic et al., 2022) y difusién en agar
(Balouiri et al., 2016). Cada una de estas pruebas
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se ejecutd por triplicado para garantizar la pre-
cision de los resultados. Igualmente, se estanda-
rizaron las concentraciones requeridas para cada
microorganismo utilizando espectrofotometria.
La actividad inhibitoria se evalué observando la
formacién de halos de inhibicién en las placas de
cultivo.

Se realizd6 la prueba de inhibicion simultanea
basandose en la prueba de susceptibilidad Kirby-
Bauer (Gajic et al., 2022). En este procedimiento,
se sembraron de forma masiva cada uno de los
microorganismos aislados en medio de agar BHI.
Luego, se situaron tres discos de papel filtro de
5 mm de didmetro en la superficie de cada placa
de Petri, los cuales se humedecieron con los
microorganismos utilizados como antagonistas.
Las placas se incubaron a 37,5 °C durante 24
horas. Para la aplicacién del método de difusion
en agar (Balouiri et al., 2016), se prepararon
medios de agar BHI, inoculando individualmente
1 mL de cada uno de los microorganismos de
estudio y realizando una siembra masiva. Luego,
se agregaron 10 mL de agar BHI a cada placa
y se perforaron tres agujeros de 6 a 8 mm de
diametro de manera aséptica con un sacabocados
estéril. En estos agujeros, se anadieron 20 pL de
cada organismo utilizado como antagonista. Las
placas se incubaron a 37,5 °C durante 24 horas
(Balouiri et al., 2016). En total se realizaron 24
pruebas de antagonismo por triplicado, es decir,
12 pruebas por inhibicién simultanea y 12 pruebas
por difusiéon en agar. En ambas pruebas se evalud
el efecto antagénico de las cuatro especies de
microorganismos.

Establecimiento de curvas de crecimiento

El establecimiento de las curvas de crecimiento
permitié analizar el crecimiento de los aislados mi-
crobianos en un proceso exponencial, donde cada
generacion representd un ciclo de divisién celular,
y se calculd, graficando el aumento de células en
un cultivo por unidad de tiempo. Se analiz6 el cre-
cimiento de los aislados microbianos C. famata, C.
tropicalis, Raoultella y Serratia sp. en un tiempo
generacional (0-6 horas) detallando sus fases de
crecimiento (latencia, exponencial, estacionaria y
muerte celular). Posteriormente, se eligieron las
combinaciones de consorcios definidos de la si-
guiente manera: C. famata-Raoultella sp., Raoul-
tella sp.-Serratia sp., C. tropicalis-C. famata, C.
famata-Serratia sp., C. tropicalis- Raoultella sp. y
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C. tropicalis-Serratia sp.

El crecimiento de los consorcios se midié mediante
la absorbancia por triplicado, a una densidad 6ptica
(D.O.) de 600 nm en el espectrofotémetro Epoch
BioTek (Winooski, USA) y en el software Gen
5.06 (Winooski, USA) (Dogan et al., 2011). Las
curvas de crecimiento se graficaron en el software
OriginPro 8 (Northampton, USA) teniendo en
cuenta la media de las absorbancias de los aislados
y los consorcios en funcién del tiempo.

Crecimiento del consorcio microbiano con Cr
(V1)

Preparacion de solucion madre de Cr (VI)

Se preparé una solucién madre a una concentracién
de 1000 mg/L de Cr (VI), empleando 2,829 g de
dicromato de potasio (K,Cr,0.) por litro de agua
destilada. La soluciéon fue esterilizada y aforada en
medio BHI, utilizando su méaxima concentracion
para posterior uso de alicuotas pequenas con
minima dilucién del medio de cultivo (Avendano-
Flores, 2012).

Curva de calibracion

Para cuantificar la reduccién de Cr (VI) de los ais-
lados microbianos y consorcio se realizé una cur-
va de calibracion, analizando quimicamente siete
soluciones patrén (0,15; 0,3; 0,45; 0,6; 0,75; 0,9 y
1,05) con el método 1,5-difenilcarbazida, conside-
rando la adicién de 1 mL de la solucién madre, 0,5
mL de acido sulfirico (H2S04) al 20%, 1 mL acido
fosférico (H3PO4) al 80% y 1 mL de solucién de
1,5-difenilcarbazida al 85% disuelta en acetona. La
absorbancia de las soluciones patrones se midi6 a
la longitud de onda de 543 nm, con celdas de 5 cm
de paso éptico (Ceballos et al., 2017).

Adaptacion de los consorcios microbianos en Cr

)

Una vez identificados los microorganismos y
evaluada su sinergia, se establecieron siete
consorcios microbianos: Serratia sp.-C. tropicalis,
Serratia sp.-C. famata, Serratia spp.-Raoultella
sp., Raoultella spp.-C. famata, Raoultella sp.-C.
tropicalis, C. tropicalis-C. famata, y Serratia
sp.-Raoultella sp.-C. famata-C. tropicalis. Cada
consorcio se sometiéo a un proceso de adaptacion
escalonada, inoculando inicialmente 9 mL de
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medio de la solucién madre en medio de cultivo
con Cr (VI) a 0,05 ppm y 1 mL del consorcio
microbiano previamente activado en medio BHI
(pH 7,4), incubados en un Shaker Thermo Scientific
(Waltham, USA) a 100 rpm a 37 °C durante 10
horas.

La adaptacién se desarroll6 mediante un
escalonamiento de ocho concentraciones de Cr
(VI), iniciando con 0,5 ppm, una vez crecieron
los consorcios a esta concentracion, se incremento
a 1,56 ppm; 3,12 ppm; 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25
ppm; 50 ppm y 100 ppm de Cr (VI), durante un
periodo de 10 horas, distribuidos en rangos de
tiempo clasificados del 0 a 5, donde el 0 representa
el inicio, y los nimeros 1, 2, 3, 4 y 5 equivalen 2,
4, 6, 8 y 10 horas de adaptacién, respectivamente.

Cada adaptacién en los consorcios se realizé por
triplicado. Los rangos de concentracién de Cr
(VI) fueron establecidos teniendo en cuenta la
normativa para el Cr (VI) en aguas para consumo
humano, donde la concentracién maxima permitida
es de 0,05 mg/L de acuerdo a la resoluciéon 2115
de 2007 de Colombia y la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (World Health Organization,
2021). Se tomaron las densidades opticas de cada
consorcio bajo las diferentes concentraciones de Cr
(VI) y se compararon las curvas de crecimiento. La
densidad 6ptica fue medida en un espectrofotémetro
GENESYS 10UV (Waltham, USA) a una longitud
de onda de 600 nm, empleando BHI sin cromo
como blanco. Las graficas se realizaron en el
programa OriginPro 8 (Northampton, USA).

Ademas, se realiz6 un modelo de regresion reciproca
(Y = a + b/ X) que evalué cémo las tasas de
crecimiento varian en relacion con la remocion de
concentraciones de Cr (VI). Esta regresién analiz6
la relacién entre una variable independiente (X),
que representa las curvas de crecimiento de los
consorcios microbianos, y una variable dependiente
(Y), que refleja la remocion de Cr (VI). El
modelo se basa en una funcién reciproca y busca
comprender como los cambios en las curvas de
crecimiento de los consorcios afectan la remocién
de Cr (VI) en diferentes concentraciones (0,5 ppm;
1,56 ppm; 3,12 ppm; 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25 ppm;
50 ppm y 100 ppm), considerando que las curvas
de crecimiento se encuentran en el denominador
de la ecuacién. Se calcularon los promedios de los
datos triplicados y se evaluaron los valores de p<
0,05, coeficiente de determinacién (R?), coeficiente
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de correlacién y autocorrelaciéon de residuos con
un rezago de 1 (lag 1), que midiera la relacién
temporal de los residuos en el modelo.

Los valores positivos y significativos indican una
correlacion positiva, lo que podria sugerir falta de
consideracién de la dependencia temporal. Valores
negativos y significativos sugieren una correlacion
negativa, que podria indicar una sobreestimacion
de la dependencia temporal o errores sistematicos.
Valores cercanos a cero o no significativos indican
una adecuada captura de la estructura temporal
en los datos por parte del modelo. Los anteriores
analisis se realizaron en el software Statgraphics
Centurion XVI (Warrenton, USA).

Evaluacion del porcentaje remocion de Cr (VI)

Cadatriplicado se centrifugd a 10.000 rpm durante 5
minutos, se tomo el sobrenadante y se determiné por
el método colorimétrico con 1,5-difenilcarbazida,
especifico para el Cr (VI) (American Public
Health Association et al., 2012). Se emple6 el
espectrofotémetro Epoch BioTek (Winooski, USA)
y el software Gen5 2.06 (Winooski, USA) medido
a una D.O. de 540 nm para realizar las mediciones
de Cr (VI). Las concentraciones de Cr (VI) se
determinaron a partir de una curva de calibracién
previamente elaborada (Ceballos et al., 2017).
Luego, se llevaron a cabo las curvas de reduccion
en presencia de 1,5-difenilcarbazida, donde se
evalu6é y comparé la reduccion del cromo. Estas
representaciones graficas se generaron utilizando el
programa OriginPro 8 (Northampton, USA).

La cuantificacion del cromo total se efectud
utilizando el método de espectrofotometria de
absorcién atémica (AA). Este proceso incluyé
la preparacién de soluciones de cromo a una
concentracion de 100 ppm, asi como la creaciéon de
soluciones patréon de trabajo con concentraciones de
1,2, 3y 5 ppm. Luego, se llevaron a cabo etapas que
abarcaron la digestiéon de la muestra, la filtracion,
la diluciéon y la lectura en un espectrofotémetro
a una longitud de onda de 357,9 nm. A partir de
los datos obtenidos, se construyé una curva de
calibracion mediante la correlacién de los valores
de absorbancia, y mediante la extrapolacién de la
ecuacion obtenida, se determiné la cantidad de
cromo total presente. Para calcular el porcentaje
de remocién de cromo, se realizé la diferencia entre
el porcentaje Cr (VI), menos el porcentaje de Cr
total (% remocién Cr = Cromo (VI)- Cromo total)
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(Soto-Rueda et al., 2017).

RESULTADOS
Identificacion bacteriana y fungica

Se identific6 la bacteria Serratia sp., con colonias
de forma redonda, color blanco, elevadas con
borde entero, superficial y con apariencia
cremosa; gram negativa, pruebas catalasa e indol
negativas; confirmada por prueba BBL Crystal.
Por otro lado, la bacteria Raoultella sp., evidencio
colonias con morfologia puntiforme, superficial, de
elevacién acuminada, borde entero, color amarillo
y apariencia cremosa, gram negativa, prueba indol
y catalasa negativos; confirmada por prueba BBL
Crystal.

Adicionalmente, los microorganismos levaduri-
formes C. famata y C. tropicalis también fueron
identificados. C. famata con morfologia ligeramen-
te abombada de consistencia mantecosa, ausencia
de pseudohifas y de blastoconidios. La levadura
crecié con los sustratos de glucosa, glicerol, 2-ce-
to-gluconato calcico, xilosa, adonitol, xilitol, ga-
lactosa, sorbitol, glucopiranosida, N- acetil gluco-
samida, maltosa, sacarosa, trehalosa y melezitosa
lo que confirmé su identificacion. C. tropicalis
mostré una morfologia ligeramente abombada con
consistencia mantecosa; extensiéon de un filamento
denominado pseudohifa, formaciéon de blastoconi-
dios. Por tltimo, la levadura crecié posterior a
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las 72 horas, en los sustratos bioquimicos glucosa,
2-ceto-gluconato calcico, xilosa, adonitol, galacto-
sa, sorbitol, metil- glucopiranosida, N-acetil gluco-
samina, maltosa, sacarosa, trehalosa y melezitosa
lo que apoy6 su identificacion.

Pruebas de antagonismo

Las pruebas de inhibicién simultanea y difusién en
agar mostraron un crecimiento de las especies con
un halo de inhibiciéon de 0 mm. Lo cual demostré
un efecto sinérgico entre las especies C. tropicalis,
C. famata, Serratia sp. y Raoutella sp. indicando
interacciones positivas (anexos 1y 2).

Establecimiento de curvas de crecimiento

En las curvas de crecimiento individuales de los
microorganismos, se demostré mayor desempefio
en C. famata con una absorcién de 1,238 (D.O.
600 nm) en su fase exponencial en su tercera hora
(figura 1A), seguido de la bacteria Serratia sp. con
una absorcion méaxima en su fase exponencial de
1,2035 a la cuarta hora (figura 1A). Con respecto a
las curvas de crecimiento de los consorcios mixtos,
se encontrdé la maxima absorcién de 1,2940 (D.O.
600 nm) en el consorcio C. famata-Serratia sp.,
no evidenciando inhibicién o competicién en la
actividad microbiana durante esta fase (figura 1B).
En la fase estacionaria posterior a la tercera hora
en todos los consorcios evaluados, permanecieron
casi invariables sin aumento en el nimero de
células y con reduccién en la actividad metabdlica

Figura 1. Curvas de crecimiento a una absorbancia de 600 nm de los microorganismos individuales

(A): Raoultella sp., Serratia sp., C. tropicalis y C. famata y en consorcios mixtos (B) definidos de la
siguiente manera: C. famata-Raoultella sp., C. famata-Serratia sp., C. tropicalis-Raoultella sp., C.
tropicalis-Serratia sp., C. tropicalis-C. famata y Raoultella sp.-Serratia sp. Los nimeros 0, 1, 2, 3, 4y
5 equivalen 0, 2, 4, 6, 8 y 10 horas de adaptacion, respectivamente.
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implicando una posterior fase de muerte celular.

En comparacion con el crecimiento individual de
los microorganismos y de los consorcios mixtos, se
evidencié una mayor velocidad de crecimiento en
la mayoria de los consorcios (figura 1). De acuerdo
al comportamiento identificado en las curvas,
se demostré sinergia entre los microorganismos
debido a que en consorcio aumentaron su velocidad
de crecimiento y lograron mantenerse en fase
estacionaria al mismo tiempo que las curvas de los
organismos individuales.
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Adaptacion y remociéon de consorcios para la
reduccion de Cr (VI)

La curva de calibraciéon relaciona la concentracién
de Cr (VI) de las siete soluciones patrén en cuanto
a la funcién de la absorbancia medida a una
longitud de onda de 543 nm, dichas mediciones
fueron realizadas por triplicado y promediadas,

considerando como variable dependiente la
absorbancia y como variable independiente
la concentraciéon de Cr (VI) (A = 0,0073 +

0,7005*[Cr]) obteniendo un R? del 98,67% (figura
2) evidenciando la linealidad prevista por la ley de

! | ! | ! | ! | ! | ! |
Y = 0,3167X + 0,055
04 R2=0,9867 " .
i / » ]
s 03 7 -
© e
3 I g 1
5 A
n
0 , 7
< 02Ff r -
m,’
01 [ i
1 I 1 I 1 I 1 I 1 I L I
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
[ Cr (VI)]

Figura 2. Curva de calibracién de la concentracion de Cr (VI) mg/mL vs absorbancia por analisis colori-

métrico de la 1,5-difenilcarbazida.
Lambert-Beer (Diaz et al., 2010).

Al evaluar la capacidad de adaptacién y remocién
de los consorcios en ocho concentraciones de Cr
(VI), se identific6 mayor adaptacién en los con-
sorcios de Serratia spp.-C. tropicalis y Raoultella
spp--C. tropicalis en los tiempos 4 y 5 que co-
rrespondian a las 8 y 10 horas de exposiciéon al
Cr (VI), en todas las concentraciones respectivas
(anexos 3-6). Adicionalmente, se observé mayor
adaptacién de los consorcios a partir de la con-
centracién 6,25 ppm de Cr (VI) hasta 100 ppm

de Cr (VI), dado que a medida que aumentaba la
concentracién de Cr (VI), los consorcios crecieron
a mayor absorcién. Sin embargo, demoraron mas
en iniciar su fase exponencial (figura 3).

La mayor adaptacién y remocion en los consorcios
fue en las concentraciones maés altas de Cr (VI)
(25, 50 y 100 ppm). De forma especifica el con-
sorcio Serratia spp.-C. tropicalis tuvo los mejores
desempenos en remocién y adaptacion en cinco de
las ocho concentraciones (3,12 ppm, 12,5 ppm, 25
ppm, 50 ppm y 100 ppm) (anexos 3-6).
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Figura 3. Valores de absorbancia obtenidos para cada uno de los consorcios microbianos establecidos
Serratia sp.-Raoultella sp.; C. famata- C. tropicalis; Serratia sp.- C. famata; Raoultella sp.-C. fama-
ta; Serratia- C. tropicalis; Raoultella sp.-C. tropicalis y Serratia sp.-Raoultella sp.-C. tropicalis-C.
famata. A. representa las curvas de crecimiento de cada consorcio. B. representa la adaptacion al
cromo (VI) en cada consorcio a diferentes concentraciones: 0,5 ppm (1), 25 ppm (2), 50 ppm (3) y 100
ppm (4). Los nimeros 0, 1, 2, 3, 4y 5 equivalen 0, 2, 4, 6, 8 y 10 horas de adaptacion, respectiva-

mente.

Con respecto al modelo de la regresiéon reciproca,
se evidencié significancia en la mayoria de los
consorcios evaluados en concentraciones mayores
a 12,5 ppm. Los coeficientes de determinaciéon
indicaron que la relacién de la remocién de Cr (VI)
en concentraciones de 25 ppm frente a las curvas de
crecimiento de los consorcios C. tropicalis-Serratia
sp., C. famata-Serratia sp. y C. tropicalis-C.
famata, explicaron en un 97,32%, 97,47% y 98,35%
respectivamente los valores. La autocorrelacion
residual rezagada (LRA) arroj6 valores negativos
en las concentraciones de Cr (VI) de 0,5 ppm, 1,56

ppm y 3,12 ppm (exceptuando consorcio Serratia
sp.-Raoultella sp.-C. tropicalis-C. famata), de 6,25
ppm, 12,5 ppm y 25 ppm (exceptuando consorcio
Serratia sp.- Raoultella sp.- C. tropicalis-C. famata)
y de 50 ppm, lo que indicé una correlacién
negativa y posible sobrestimacién en el modelo. No
obstante, el valor cercano a 0 en la concentracion
de 100 ppm en el consorcio C. tropicalis-Serratia
sp. (LRA= 0,27) mostr6 una adecuada captura de
la estructura temporal en los datos por parte del
modelo (tabla 1).
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Evaluacion del porcentaje de remocion de Cr
(V1) en los consorcios microbianos

La capacidad de reduccién de Cr (VI) se compro-
bé para cada consorcio microbiano a una concen-
tracion que oscilaba entre 0,5 ppm a 100 ppm. El
consorcio microbiano con mayor reducciéon de Cr
(VI) fue el consorcio 5 (Serratia sp.-C. tropica-

lis) a concentraciones de 100 ppm con 79,20% de

Serna-Toro et al.

reduccion, seguido del consorcio 3 (Serratia sp.-
C. famata) con 73,68% en concentraciones de 50
ppm (tabla 2). El consorcio con mejor desempeno
en la mayorfa de concentraciones (0,5 ppm, 3,12
ppm, 6,25 ppm, 100 ppm) fue el 5 (Serratia sp.-
C. tropicalis) (tabla 2). No obstante, ninguno de
los consorcios removié el 100% de Cr (VI) en el
periodo de 10 horas.

Tabla 2. Porcentaje de reduccion de Cr (VI) en concentraciones de 0,5 ppm a 100 ppm en siete

consorcios
Concentracion de | Consorcio 1 Consorcio 2 | Consorcio 3 | Consorcio 4 Consorcio 5 Consorcio 6 Consorcio 7
Cr (V) (ppm)

0,5 0,00 2,96 23,38 12,57 31,84 0,00 0,00
1,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,12 0,00 0,00 0,00 1,36 5,56 0,00 13,94
6,25 4,46 0,00 0,00 1,3 7,47 6,62 0,68
12,5 27,96 26,82 26,67 19,78 25,81 15,66 31,58
25 65,75 62,08 67,42 66,59 59,8 53,96 64,52
50 67,01 61,98 73,68 72,85 63,83 55,35 57,23
100 74,75 65,43 75,46 61,59 79,2 51,93 73,82

consorcio 1: Serratia sp.-Raoultella sp.; consorcio 2: C. famata-C tropicalis; consorcio 3: Serratia sp.-C. famata;
consorcio 4: Raoultella sp.-C. famata; consorcio 5: Serratia sp.-C. tropicalis; consorcio 6: Raoultella sp.-C.
tropicalis; consorcio 7: Serratia sp.-Raoultella sp.-C. tropicalis- C.famata.

Cuantificaciéon y remocion de cromo total

El consorcio 5 (Serratia sp.-C. tropicalis) a
concentracion de 100 ppm se seleccioné para
la evaluacién de cuantificacién de cromo total
y remocién, debido a que presentd el mejor
desempeno en frente a los demdés consorcios y
concentraciones evaluadas, asi como también por
su LRA cercano a 0, que indicé una adecuada
representacion del modelo en su relacion temporal.
Por lo anterior, la curva de calibraciéon de los
valores de absorbancia mostré un ajuste lineal de
R?=0,997 con concentracién de cromo total inicial
(TO) de 1,07 mg/L a 0,85 mg/L al tiempo T5
evidenciando una reduccién en la concentracion de
cromo total en el tiempo final (figura 4). Ademaés,
los datos obtenidos de Cr (VI) y Cr total para
determinar el porcentaje de reduccién arrojaron
una remocién de cromo del 31,12 % para este
consorcio. A continuacién, se evidencia la muestra
del célculo realizado.

% remocion Cr= Cromo (VI)-Cromo total
% remocién Cr=79,20-48,079

% remociéon Cr= 81,12%

DISCUSION

El uso de consorcios microbianos para la remocién
del Cr (VI) ha sido poco abordada. No obstante, en
el presente estudio, se encontré que los consorcios
microbianos pueden ser eficientes para llevar
a cabo esta reduccién, ya que, se evidenciaron
interacciones microbianas de tipo sinérgico en
los cinco consorcios utilizados (Raoultella sp.-C.
tropicalis, Raoultella sp.-C. famata, Serratia sp.-C.
tropicalis, Serratia sp.-C. famata, Raoultella sp.-
Serratiasp.-C. tropicalis-C. famata, evidencidndose
una mayor sinergia y capacidad de reduccién de
Cr (VI) en el consorcio C. tropicalis-Serratia sp.,
que alcanzé porcentajes de remocién del 79,20%
en la concentraciéon de 100 ppm.
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Figura 4. Cuantificacion de cromo total (mg/L) a concentracion de 100 ppm en el consorcio Serratia
sp.-C. tropicalis. T corresponde al tiempo cada dos horas con un tiempo final (T5) respectivo de 10

horas.

Segiin Zhang et al. (2018) el comportamiento de
remocion de los microorganismos puede deberse
a diversos mecanismos de reduccién de Cr (VI),
que incluyen la reduccion por DT-diaforasa,
aldehido oxidasa en el citoplasma celular, cromo
reductasa, citocromo P450 en la membrana celular
y la nitrorreductasa, mecanismos que, segun los
autores, se activan cuando los microorganismos
son inducidos a una fase de adaptacién con metales
pesados, debido a que en este proceso se suelen
generar las respuestas mediante la activacién o
modificacién de algunas vias metabdlicas, con el
fin de hacer frente a estas sustancias téxicas.

Asi mismo, Singh et al. (2019) exponen que los
efectos sinérgicos pueden deberse al aumento de
la actividad metabdlica de los microorganismos
que interactiian como resultado de una asociaciéon
positiva entre ellos. Esta sinergia en los consorcios
ofrece beneficios como producir metabolitos
durante procesos de biodegradacion que pueden ser
utilizados por otras cepas (Khanpour y Partovinia,
2021). En este sentido, en los cinco consorcios

microbianos (Raoultellasp.- C. tropicalis, Raoultella
sp.-C. famata, Serratia sp.-C. tropicalis, Serratia
sp.-C. famata, Raoultella sp.-Serratia sp.-C.
tropicalis-C. famata) se evidenciaron interacciones
microbianas de tipo sinérgico, indicando que no
hay efecto de antibiosis, competencia por espacio
o por nutrientes, e interacciones directas que
impidieron el libre desarrollo de las especies.

En este sentido, se ha reportado el rol de las
bacterias y los hongos en la transformacion de
metales pesados mediante su previa adaptacién
(Rodriguez y Quezada 2020). En particular, las
bacterias realizan un proceso mas enzimatico,
donde la proteina ChrA constituye un determinante
de resistencia a Cr (VI) funcionando como una
bomba expulsora del i6n. La habilidad para la
reduccién de Cr (VI) a Cr (III) se ha encontrado en
muchos géneros de bacterias como Pseudomonas,
Micrococcus, Bacillus, Achromobacter,
Microbacterium, Corynebacterium y Arthrobacter
(Sharma y Adholeya, 2012) y Serratia spp. (He
et al., 2018). Esta tultima, fue evaluada por He et
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al, (2018) donde informaron que el metabolismo
del cromato en Serratia sp. presenta un alto
potencial para la resistencia y eliminacion del
Cr (VI) mediante un sistema complejo de genes
relacionados ChrA, ChrB, y ChrAB, en donde,
las proteinas ChrA y ChrAB expresaron alta
resistencia a Cr (VI) mientras que el gen ChrB
podria tener un papel regulador positivo.

Por otro lado, los hongos han sido igualmente
utilizados en procesos de biorremediacién y bio-
absorcion de metales pesados, como el Cr (VI),
realizando un balance entre la incorporacién,
expulsién y captura del metal (Vélez-Zuluaga,
2018). La captura de cromo en la superficie de
hongos filamentosos y de levaduras, se ha descrito
como resultado de su unién con los polisacaridos
de la pared celular, como glucanos, quitina y
quitosano, los cuales pueden estar asociados con
proteinas y otros componentes menores como
lipidos y melaninas (Vélez-Zuluaga, 2018). Este
mecanismo es usado por C. tropicalis, la cual se ha
reportado con capacidad de biosorcién, eliminando
eficientemente el 80% de cromo del medio en 12
dias de incubacion, por la cantidad de sitios de
unién de metales pesados en sus paredes celulares,
lo que le permite absorber iones metalicos nocivos
en el medio y reducirlos a Cr (III) menos dafino
e insoluble mediante la enzima cromato reductasa
(Elahi et al., 2020).

Los microorganismos Serratia sp. y C. tropicalis
han sido empleados en anteriores estudios, no
obstante, ambos microorganismos no han sido
anteriormente utilizados en consorcio. Heredia et
al, (2022), identificaron un consorcio microbiano
compuesto por especies como Staphylococcus
xylosus, Saccharomyces cerevisiae y C. tropicalis,
capaz de reducir el 98% de cromo (VI) a 10 mg/L
y 67% del cromo total, en aguas residuales textiles.
Mientras que, Serratia spp., se ha utilizado en
consorcios bacterianos junto con Arthrobacter sp.
con una eficiencia de 82,1+1,22% de remocioén de
30 mg/L Cr (VI) (Ge et al., 2021).

Finalmente, se concluye que la asociaciéon positiva
y sinergia de los microorganismos evaluados, su
crecimiento benéfico y 6ptimo en medios sélidos,
potencializa el crecimiento de los consorcios
microbianos  establecidos. Estos  consorcios,
demostraron su resistencia al cromo, con mayor
adaptacién y remocion en el consorcio C. tropicalis-
Serratia spp. especialmente en concentraciones de
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100 ppm de Cr (VI), con una remocién total del
31,12%.

Esto puede deberse por un lado, a que las
sustancias bioactivas como las hormonas y las
enzimas producidas por las levaduras (Rodriguez y
Quezada 2020) como C. tropicalis hayan promovido
la division activa celular y radical, generando
sustratos que fueron wutilizados por bacterias
(Rodriguez y Quezada 2020) como Serratia sp.,
que pueden potencializar el crecimiento del
consorcio. Lo anterior, demuestra que tanto
C. tropicalis como Serratia sSpp. en consorcio
presentan una interaccién positiva con mayor
capacidad metabdlica de reducciéon con respecto
a los demas consorcios evaluados. Por tultimo, se
destaca la importancia de esta investigacion, por
ser el primer estudio en reportar este consorcio
microbiano autéctono con alta adaptaciéon y
reduccién al Cr (VI) y con posibles impactos
positivos en futuros estudios de biorremediacion
de aguas residuales con cromo.
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