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Resumen

El objetivo de esta investigacién fue implementar un método microbiolégico que permita reducir las
concentraciones de cromo (VI) de lodos residuales provenientes de curtiembres mediante la combi-
nacién de procesos de ingenierfa ambiental y microbiologia. Se empled un sistema de medio fijo que
contenia un soporte de pldstico al cual se adhiere la lama de microorganismos que realiza el proceso de
purificacién bajo condiciones fisicas controladas, esto es demostrado 7 vive con mediciones de cromo
VI por absorcién atémica del efluente tratado e iz vitro mediante aislamiento e identificacién de los mi-
croorganismos en medios de cultivo selectivos con K, CrO,. Los resultados demuestran una reduccién
de Cr (VI) del 58% por parte de los microorganismos: Bacillus cereus, Acinetobacter iwoffi, Lactobacillus
agilis, Penicillium sp. y Cladosporium sp. capaces de tolerar concentraciones de 300 ppm de Cr (V).
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Evaluation of a system of fixed media support for a film capable
of reducing microbial Cr (VI) of tannery sewage sludge

Abstract

The goal of this research was to implement a microbiological method to reduce the concentrations
of chromium (VI) of sewage sludge from tanneries through the combination of processes of en-
vironmental engineering and microbiology. A system of fixed medium was used, it contained a
plastic support to which the lama of microorganisms adheres, performing the purification process
under controlled physical conditions, this is demonstrated in vivo with measurements of chro-
mium VI by atomic absorption of treated effluent and in vitro by isolation and identification of
microorganisms in selective culture media with K2CrO4. The results show a 58% Cr (VI) reduc-
tion of the microorganisms: Bacillus cereus, Acinetobacter iwoffi, Lactobacillus agilis, Penicillium
sp. and Cladosporium sp. Which are able to tolerate Cr (VI) concentrations of 300 ppm.
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Introduccion

El sector de curtiembres en Colombia estd dedica-
do a la produccién de cuero como materia prima
para calzado y marroquineria. En Bogotd existe
aproximadamente el 60% de estas pequefas y
medianas empresas, siendo este sector producti-
vo uno de los mayores contaminantes de cromo
a la biosfera debido a la generacién de residuos
liquidos que son potencialmente daninos para el
medio ambiente y la salud humana. Este tipo de
vertimientos contienen grandes cantidades de sul-
fato de cromo, el cual es utilizado en el proceso de
curtido para obtener un cuero duradero, suave y
flexible pero que bajo condiciones ambientales y
en contacto con la materia orgdnica sufre procesos
de oxidacién a Cr (VI), su forma mds téxica.

Asi mismo, el acelerado crecimiento de la pobla-
cién humana ha generado una gran demanda del
recurso hidrico y como consecuencia un incre-
mento en los niveles de contaminacién de éste.
Las aguas residuales son productos derivados de
la actividad industrial, doméstica y la explotacién
agropecuaria, los cuales no deben ser vertidos
directamente a los cuerpos de agua debido a los
problemas sanitarios que puedan generar. Pese a
las recomendaciones y legislaciones en el dmbito
mundial los cursos de agua han sufrido un gran
deterioro hasta el punto de ser incompatibles con
la vida, debido a las descargas de origen orgdnico
e inorgdnico a los efluentes, razén por la cual el
hombre se ha preocupado por disenar técnicas que
contribuyan a la descontaminacién del agua (1-21).

En Colombia, el primer asentamiento del sector
de curtiembres data de los anos 20, principalmen-
te en el departamento de Antioquia y 30 anos
después en Cundinamarca. En la actualidad, Co-
lombia cuenta con 677 curtiembres ubicadas en
los departamentos de Narino, Quindio, Risaralda,
Valle del Cauca, Cundinamarca, Antioquia,
Atantico, Tolima, Bolivar, Santander y Huila. Sin
embargo, 350 se encuentran ubicadas en la ciudad
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de Bogotd, especialmente en San Benito a orillas
del rio Tunjuelo. Del total, 298 son microempre-
sas, 42 pequefias y 10 medianas empresas. Son las
principales generadoras de residuos liquidos con-
taminantes al rio Tunjuelo (2).

Las curtiembres representan un serio problema
ambiental debido al impacto que genera el verti-
miento de sulfato de cromo utilizado en el pro-
ceso de curtido, ademds de otros residuos como
pelo, grasa y resto de la piel del animal, sin em-
bargo, el mayor problema es representado por el
sulfato de cromo ya que en presencia de materia
orgdnica sufre un proceso de oxidacién a Cr (VI)
la forma mds tdxica, lo que es un impedimento
para la utilizacién del agua y los lodos residuales
en otros procesos productivos como la agricultura.
Debido a su acumulacién en el suelo y en plantas
(tallos y hojas), a las alteraciones en la fotosintesis y
germinacion (3) y los consecuentes problemas para
la salud humana como el efecto carcinégeno com-
probado, es necesaria su reduccién o eliminacién
por métodos quimicos o microbioldgicos.

El objetivo principal de esta investigacion fue eva-
luar un sistema de medio fijo conformado por em-
paques de pldstico que sirvan como soporte para
una pelicula microbiana con capacidad de reducir
Cr (VI) de lodos residuales en condiciones fisicas
controladas. Esto se demostré in vivo con medi-
ciones semanales de Cr (V1) por absorcién atémi-
ca del efluente tratado, e i vitro mediante el ais-
lamiento e identificacién de los microorganismos
en medios selectivos con K CrO,. Los resultados
demuestran que el consorcio de microorganismos
es efectivo en la reduccién de Cr (V1) ya que existe
un porcentaje de remocién de 58% en un mes de
tratamiento continuo y la capacidad de crecimien-
to de microorganismos como Bacillus cereus, Aci-
netobacter iwoffi, Lactobacillus agilis, Penicillium sp
y Cladosporium sp, los cuales toleran concentracio-

nes de Cr (V1) de 330 ppm.
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Materiales y métodos

El proyecto se realiz6 en 2 fases; en la primera se
disend y construyé un sistema de medio fijo, junto
con la medicién semanal de cromo VI del efluente
por medio de absorcién atémica en el laboratorio
de Ingenierfa Ambiental y Sanitaria de la Universi-
dad de la Salle. La segunda fase consisti6 en aislar
la pelicula microbiana que se formé en el empaque
y la posterior identificacién de los microorganis-
mos con capacidad de tolerar o degradar cromo VI
a diferentes concentraciones.

Se obtuvieron 2 Kg de lodo residual de curtiem-
bre de consistencia pastosa, color grisiceo oscuro,
olor fétido y con material particulado como restos
de cuero, piel y pelo entre otros, debido a esto se

realizé una dilucién 1/3 ( 3500 ml de agua y 1500
g de lodo) y un posterior tamizaje para eliminar
particulas que taponaran el sistema.

El sistema de medio fijo, Tabla 1, se monté en la
planta piloto del laboratorio de Ingenieria Am-
biental y Sanitaria de la Universidad de la Salle,
Figura 1, se utilizé un cilindro de acrilico de 1.20
m de altura y didmetro de 0.25 m con una base
rectangular en acrilico, para el empaque se utili-
zaron grapas pldsticas colocadas una sobre otra a
lo largo del cilindro el drea especifica del empa-
que de 85m?/m’con una fraccién vacia de 94%,
este empaque formé una columna de 0.80 m
de altura.

Tabla 1. Condiciones de disefio del sistema de medio fijo.

Pardmetro Montaje

Temperatura

Recirculacién

Profundidad

Fraccién vacia del empaque

Area superficial del empaque

18-20 °C
Continua
1.20 m
94 %

85 m?/m’

Figura 1. Planta Piloto, Universidad de la Salle

Antes de poner en funcionamiento el sistema se
realizé la prueba hidrdulica con agua desioniza-
da para descartar la presencia de escapes en el
cilindro y verificar el comportamiento general
del sistema, de acuerdo a las condiciones previa-
mente establecidas.

El lodo diluido se colocé en el recipiente alimen-
tador para iniciar la recirculacién con la bomba;
inicialmente se dejé el sistema 10 dias en funcio-
namiento para permitir la estabilizacién, es decir
que la cantidad de Cr (VI) removida diariamente
fuera constante (10). Para evaluar la efectividad
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del sistema se realizaron mediciones semanales de
Cr (VI) por medio de absorcién atémica. La re-
coleccién de las muestras fue realizada en frascos
dmbar con un volumen de 50 ml del efluente una
vez a la semana durante un mes.

La medicién de la concentracién de cromo VI en
el efluente del sistema se realizé en el laboratorio
de Ingenierfa Ambiental y Sanitaria de la Univer-
sidad de la Salle, se utilizé un espectrofotémetro
de absorcién atémica Perkim Elmer. El pre trata-
miento de las muestras consistié en una digestién
dcida con HNO, para la eliminacién de materia
orgdnica presente en la muestra y asi evitar una

Prirmer punto
toma de muestra

Segundo punto
toma de muestra

Tercer punto
toma de muestra

~ Cuarto punto
toma de muestra

posible interferencia, proceso que se repiti6 dos ve-
ces con cada muestra. Posteriormente, se filtraron
para eliminar particulas de menor tamafo. Para
la realizacién de la medicién se hizo una curva de
calibracién con 6 patrones a diferentes concentra-
ciones de cromo (ppm).

Una vez determinada la reduccién de la concentra-
cién de Cr (VI) y la formacién de la pelicula mi-
crobiana adherida al empaque se procedié a tomar
las muestras para la identificacién de los microor-
ganismos presentes en el consorcio. Se tuvieron en
cuenta 4 puntos del filtro para muestrear el empa-
que, Figura 2.

ko

Figura2. Puntos de filtro para muestreo.

Figura A. sitio de muestreo.

Seutilizaron mediosde cultivoselectivos; agar nutri-
tivo, Mac conkey y PDA con adicién de cromato de
potasio K,CrO, en tres diferentes concentraciones:
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Figura B. Empaque con pelicula microbiana.

60 ppm, 182.7 ppm y 330.3 ppm, el metal pesa-
do fue adicionado después de la esterilizacién para
evitar la desnaturalizacion.
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Las muestras obtenidas del empaque del sistema
una vez en el laboratorio fueron depositadas en 4
frascos con agua destilada estéril para retirar la pe-
licula microbiana del empaque y de la suspensién se
realizé la posterior siembra en los medios de cultivo.

Se tomaron 20 pl del material en suspensién
y se inocularon en las placas de agar nutritivo,
Mac Conkey y PDA con las diferentes concen-
traciones de K, CrO, en forma masiva, por tri-
plicado. Una de las repeticiones de las muestras
fue incubada en cdmara de anaerobiosis por
72 horas a 37° para identificacién de posibles

Tabla 2. Parimetros de evaluacién del sistema.

microorganismos anaerobios, las otras tres
muestras restantes a 37° por 72 horas y PDA a
22 © por una semana.

Resultados
El sistema de medio fijo no presenté ningun in-
conveniente durante su funcionamiento. La tem-
peratura ambiental, del efluente y la retencién
hidrdulica fueron constantes, ademds de la au-
sencia de taponamiento del sistema, Tabla 2. La
presencia de la pelicula microbiana se evidenci6
rapidamente, a la segunda semana se observé una
delgada capa a lo largo del empaque del sistema.

Parimetro Condicién

Temperatura ambiental
Temperatura del efluente
Retencién hidrdulica
Moscas

Olor

Material particulado

15-20°C

8-12 °C

60 segundos ( constante)

Ausentes en todo el proceso

Fétido, desaparece en la segunda semana

Presente todo el proceso

La medicién de Cr (VI) por absorcién atémica
permitié evaluar la efectividad de la pelicula mi-
crobiana para reducir Cr (VI) del lodo residual, se
resalta la medicién inicial del lodo antes de poner
en funcionamiento el sistema 330.3 ppm. Duran-
te las cuatro semanas de tratamiento se obtuvo un

porcentaje de remocién de Cr (VI) del 55 % por

25,00 -
20,006
15,00
10,0%%

5,00

parte de la pelicula microbiana adherida al empa-
que ya que el efluente no fue tratado con ningtin
proceso quimico, lo anterior evidencia la efecti-
vidad del sistema de medio fijo para la reduccién
de Cr (VI) del lodo residual, el cual tuvo mayor
porcentaje de remocién en la tercera semana de
tratamiento, Figura 3.

0,0%

Figura 3. Porcentaje de remocién semanal de Cr (VI).
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Aislamiento e identificacion de microorganismos
aerobios

En lalectura de los medios de cultivo selectivos; nu-
tritivoy Mac Conkey con K CrO, después delas 72
horas deincubacién en aerobiosis todas las muestras
mostraron un crecimiento positivo, principalmente

ISSN: 1794-2470 - Vol. 12 No. 21 Enero - Junio de 2014

en las dos primeras concentraciones (60 ppm y
182.7ppm) donde el crecimiento bacteriano fue
abundantey en la tercera concentracién (330 ppm)
se observé un crecimiento moderado. Las colonias
aisladas se identificaron mediante pruebas bioqui-
micas y se obtuvo la relacién de aislamientos por

concentracién de Cr (VI), Tabla 3.

Tabla 3. Relacién de aislamientos por concentracién de Cr (VI).

Bacteria Crecimiento Cr (VI) ppm

Acinetobacter calcoaceticus

Klebsiella oxytoca

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus cereus

Pseudomonas sp.

Citrobacter freundii

Pseudomonas alcaligenes

Acinetobacter iwoffi
Fuente: autores

Aislamiento e identificacion de microorganismos
anaerobios

La muestra tomada de la suspensién de las grapas
pldsticas del sistema fue incubada en cdmara de
anaerobiosis a 37°C por 72 horas, se obtuvo un
crecimiento moderado 10-15 UFC en las cajas de
agar nutritivo de la primera concentracién (60 ppm)
y nulo en agar Mac Conkey. La identificacién bio-
quimica se realizé por medio de BD BBL crystal ™
y la lectura por medio de fluorescencia. El microor-
ganismo identificado fue Lactobacillus agilis.
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60 ppm
182.7 ppm

60 ppm

60 ppm
182.7 ppm

60 ppm
182.7 ppm
330 ppm

60 ppm
182.7 ppm

60 ppm
182.7 ppm

60 ppm
182.7 ppm

60 ppm
182.7 ppm
330 ppm

Aislamiento e identificacion de hongos

Después de la incubacién a 22°C por una sema-
na se observé moderado crecimiento fingico en
las cuatro muestras 30 UFC en agar PDA con la
primera concentracién (60 ppm), 25 UFC en la
segunda concentracién (182.7 ppm) y 12 UFC
en la tercera concentracién (330 ppm), la iden-
tificacién se realizé por medio de montaje con
azul de lactofenol y se identificé: Penicillium sp.

y Cladosporium sp.
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La distribucién, segtin el crecimiento de los microorga-
nismos, fue variable; con predominio del género bac-
teriano, principalmente microorganismos Gram nega-
tivos 63.6%, Gram positivos 18.1% y hongos 18.1%,
Figura 4. La tolerancia frente a las concentraciones de

Cladosporium sp
9.1%

Penicilium sp
9,1%

lactobacillus
9.1%

Bacillus sp
9.1%

K CrO, en los diferentes medios de cultivo el 100%
tolera y tiene crecimiento abundante en concentracio-
nes iguales o inferiores a 60 ppm, 80% concentracio-
nes menores o iguales a 182.7 ppm y solo 20% tiene
crecimiento a concentraciones de 330 ppm.

Acinetobacter sp
18.2%

Pspudomonas s
18.2%

klebsiella sp Stenotrophomonas sp
%1% Citrobacter sp 9.1%
9.1%
Figura 4. Porcentaje de microorganismos aislados.
. ..
Discusion

El sector de curtiembres es catalogado como el
principal generador de cromo en la biosfera que
en contacto con materia orgdnica sufre procesos
de oxidacién a su forma mds téxica Cr (V1) (9,3).
Los resultados lo confirman debido a que se ob-
tuvieron concentraciones de 330.3 ppm de Cr
(VI), que es superior a la concentracién minima
permisible <0.05 ppm y Cr ( VI) < 1 ppm para Cr
total por absorcién atémica en vertimientos (De-
creto 1594 de 1984). Aunque para lodos post tra-
tamiento, destinados a uso agricola, se permiten
concentraciones de cromo total superiores 1.500
mg/kg (Acuerdo 008 de 2004), esto puede estar
influenciado por el poco desarrollo industrial del
sector lo que impide el uso de nuevos procesos y
tecnologias que disminuyan el impacto ambiental
(3). Este resultado indica que concentraciones ma-
yores de Cr (VI) se encuentran en el lodo debido

a procesos de sedimentacién ya que este tipo de
metales tienden a ser transportados por los sélidos
suspendidos y acumulados por la materia orgdnica
del sedimento.

Los métodos de tratamiento biolégico son eficien-
tes para la reduccién de metales pesados con por-
centajes de remocion entre el 80% y 90%, (4-8),
lo cual es confirmado por los resultados en donde
se obtuvo un porcentaje de remocién del 58% en
un mes de tratamiento. Estudios han demostrado
que en el primer mes la remocién es alta debido a
las altas concentraciones de cromo haciendo que la
pelicula microbiana sea activa metabdlicamente,
sin embargo a bajas concentraciones la remocién
puede disminuir (11) como se observé en el por-
centaje de remocién semanal donde la méxima re-
moci6n fue alcanzada en la tercera semana y decae
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en la cuarta semana. Es conveniente determinar
un tiempo fijo de tratamiento para obtener mejo-
res resultados, asi mismo, la utilizacién de lodos
residuales evita la insercién de nutrientes dentro
del sistema lo que aumenta el aprovechamiento de
la materia orgdnica proveniente del residuo.

Los resultados demostraron que un empaque plas-
tico es un excelente soporte para la adhesién de
la pelicula microbiana debido a la fraccién vacia,
al drea superficial y a las ventajas econdémicas que
esto conlleva. Adicionalmente, la flora nativa pro-
veniente del lodo es eficiente en la reduccién de Cr
(VI) debido a su actividad metabdlica y la cons-
tante presencia dentro del material contaminado,
aunque se ha demostrado que la insercién de mi-
croorganismos con caracteristicas de tolerancia y
buen crecimiento en concentraciones de Cr (VI)
es una alternativa de tratamiento (6).

El aislamiento de los microorganismos adheridos
al empaque permite observar la variedad de espe-
cies en los consorcios microbianos y su composi-
cién por hongos, bacterias Gram positivas y Gram
negativas aerobias y anaerobias, que gracias a sus
caracteristicas metabdlicas permiten la reduccién
de cromo VI i vivo bajo condiciones controla-
das. El crecimiento positivo en todas las concen-
traciones de los medios de cultivo con adicién de
K CrO, muestra el amplio rango de tolerancia de
los microorganismos aislados especialmente Peni-
cillium sp, Cladosporium sp, Acinetobacter iwoff,
Lactobacillus agilis y Bacillus cereus los cuales so-
portaron concentraciones de 330 ppm.

El aislamiento de Bacillus cereus en todos los me-
dios de cultivo y en cada una de las concentracio-
nes estudiadas confirma el potencial reductor de
metales pesados de este microorganismo, su capa-
cidad reductora con metales como Au'y Mn forma
aminodcidos mediante reacciones redox, lo cual
facilita su posterior recuperacion (12). Ademds, al-
gunos estudios han demostrado que en cepas de B.
cereus, aisladas de ambientes contaminados como
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aguas residuales de metalurgias, producen croma-
to reductasas y aumento de la expresién de genes
chrAl y chrA2, lo que genera que no se afecte su
tasa de crecimiento frente a concentraciones ele-
vadas de cromo VI en el medio en que reside (13).

La variedad de bacterias Gram negativas hace que
su frecuencia sea alta y sean mds utilizadas en pro-
cesos de biorremediacién ya que algunas tienen la
capacidad de producir exopolimeros o capsulas,
sin embargo las bacterias que demostraron mejor
tolerancia y crecimiento en concentraciones mds
altas poseen otro tipo de mecanismo que les per-
miten la capacidad de resistir concentraciones de
cromo VT altas, esto puede suceder con bacterias
como Pseudomonas sp, Acinetobacter sp y Stenotro-
phomonas sp las cuales poseen caracteristicas de re-
duccién de Cr (V1) a Cr (III) por enzimas solubles
en el citoplasma conocidas como cromo reducta-
sas. Al igual que Citrobacter sp que permite una
bioprecipitacion de fosfato del metal a través de
cationes liberados (14), esto explica la utilizacién
continua de este tipo de bacterias en los nuevos
procesos de biorremediacién que se estdn llevando
a acabo con efluentes industriales y el estudio de
nuevos géneros que posean caracteristicas molecu-
lares similares.

El aislamiento e identificacién de bacterias anaero-
bias como Lactobacillus agilis permitié confirmar
que existen condiciones de anaerobiosis dentro del
sistema y esto puede ser originado por el gran es-
pesor de la pelicula microbiana ya que no permite
la difusién de oxigeno a través de la pelicula (fil-
tro), no obstante se han identificado caracteristicas
metabdlicas que permiten la tolerancia y reduccién
del metal en este tipo de condiciones.

La frecuencia de hongos aislados en la pelicula ad-
herida fue baja Penicillium sp y Cladosporium sp a
pesar de provenir de desechos industriales, sin em-
bargo su capacidad de bioasbsorcién de cromo VI es
alta debido a la acumulacién en los micelios ya que
toleran concentraciones superiores a 100 ppm (15),
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aunque se ha comprobado la capacidad de transfor-
mar metales pesados como Mn, Au, Ni, Ag y Co
a 4cidos orgdnicos como citrato y gluconato lo que
facilita su extraccion (12), esto puede indicar que las
cepas de hongos aisladas pueden tener un potencial
biorremediador ya que son de fécil crecimiento y no
necesitan exigencias nutricionales.

Todos los resultados obtenidos demuestran que la
pelicula adherida al empaque del sistema realizado
estin compuestas por gran variedad de microor-
ganismos que incluyen hongos y bacterias que en
conjunto permiten la reduccién de cromo VI de
lodos, gracias a la capacidad metabdlica que estas
poseen lo que confirma que se pueden utilizar pro-
cesos microbiolégicos como parte de la solucién a
una problemadtica ambiental que lleva anos en dis-
cusién en nuestro pafs, gracias a que este tipo de
metodologias son mas econdémicas y accesibles y
no generan la gran cantidad de residuos quimicos
de otros procesos utilizados en la actualidad.

El Cr VI es un elemento téxico y con potencial
carcinégeno el cual debe ser removido de todo
tipo de desecho industrial antes de su disposi-
cién final en rios y rellenos sanitarios por lo que
la implementacién de métodos microbiolégicos
puede darle un nuevo enfoque a los métodos de
reduccién utilizados actualmente. El sistema de
medio fijo utilizado obtuvo una remocién del
58% de Cr (VI) del lodo residual de curtiembre
lo que lo convierte en una técnica adecuada, eco-
némica y eficiente para realizar procesos de bio-
rremediacién. La utilizacién de grapas pldsticas
como soporte facilita la formacién de la pelicula
microbiana ya que su composicién de polietileno
proporciona mejor adhesién y su estructura per-
mite una fluidez y depuracién del lodo durante la
recirculacién continua.

El uso de poblaciones de microorganismos nativos
proporciona una ventaja ya que estin adaptados a
las condiciones del microambiente, lo que permi-
te la formaciéon de una pelicula microbiana mds

resistente y estable que garantiza su eficiencia en
el proceso. De los microorganismos aislados, el
81.7% fueron bacterias especialmente Gram nega-
tivas y el 18.3 % hongos, de lo cual se puede con-
cluir que el sistema de medio fijo proporciona un
ambiente favorable para el desarrollo bacteriano.

El aislamiento de microorganismos como Bacillus
cereus, Acinetobacter Twoffi, Lactobacillus agilis, Pe-
nicillium sp y Cladosporium sp permiten una mayor
eficiencia en la remocién de Cr (VI) ya que tole-
ran concentraciones hasta 330 ppm. El sistema de
medio fijo se convierte en una técnica que puede
ser estandarizada y aplicada en grupos de curtiem-
bres para tratar lodos contaminados con Cr (VI)
lo que reduce el impacto ambiental generado por
este sector.
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