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RESUMEN

Se estudié la reducciéon de cromo(VI) a cromo(lll) en un suelo artificialmente contaminado por accién
indirecta in situ de las bacterias autotrofas Acidithiobacillus thiooxidans crecidas sobre azufre elemental.
Para ello se utilizaron lisimetros donde se evalué la lixiviacién de cromo(VI) y cromo(lll) bajo cierto régimen
de riego y diferentes agregados superficiales del in6culo bacteriano.

Los resultados obtenidos muestran un alto porcentaje de reduccion de cromo(VI) y su consecuente
inmovilizacién en los sistemas inoculados, sugiriendo gran potencialidad del proceso para bioremediacion

de sitios contaminados.

INTRODUCCION

La mayor cantidad del cromo en el medio ambiente se encuentra en la forma de cromo(lll). Sin embargo
pueden encontrarse altas concentraciones de cromo(VI) como resultado de procesos industriales como la
mineria, curtido de cueros y galvanoplastia entre otros (Chuan, 1996). El cromo(VI) es altamente soluble en
toda condicion de pH lo cual lo hace muy movil en los ecosistemas, ademas de ser extremadamente toxico
y carcinégeno (grupo A EPA). El cromo(lll) en cambio es mucho menos téxico y no suele estar biodisponible
ya que forma o6xidos e hidroxidos insolubles. Por lo tanto, el primer paso en el tratamiento de un efluente o
un sitio contaminado con cromo(VI) debe ser necesariamente su reduccion a cromo(lll), disminuyéndose asi
su toxicidad y movilidad.

La reducciéon microbiolégica de cromo(VI) ha recibido especial atenciéon en los ultimos afos, dada sus
potenciales bajos costos y caracter de tecnologia limpia. Sin embargo, las diferentes especies estudiadas
capaces de realizar tal reduccion, generalmente son heterétrofas y anaerdbicas (Lovley, 1986) , lo cual
implica condiciones de cultivo sofisticadas y agregado de sustratos organicos que encarecen notablemente
el proceso. La posibilidad de utilizar organismos aerdbicos autétrofos como los Acidithiobacillus puede ser
una alternativa atractiva para implementar procesos robustos y de bajo costo (Brierley, 2000).

Trabajos previos sobre reduccion de cromo(VI) en efluentes acuosos con Acidithiobacillus (Viera, 2003) han
mostrado una buena performance del proceso, aunque aun no han sido realizados trabajos sobre suelos.

En este trabajo se evalua la capacidad de reduccién y consecuente inmovilizacién de cromo(VI) en un suelo

contaminado artificialmente con cromo(VI) utilizando Acidithiobacillus thiooxidans y azufre elemental.

Las bacterias del género Acidithiobacillus son Gram negativas quimioautotrofas y aciddéfilas, ampliamente
utilizadas en procesos biohidrometalurgicos para la recuperacion de oro, cobre y cobalto en varias partes
del mundo (Brierley, 2000).

Estas bacterias pueden obtener su energia a partir de la catalisis de la oxidacidon de compuestos reducidos
de azufre (azufre elemental, sulfuros, etc.) utilizando oxigeno como aceptor electrénico.

Esta oxidacion genera una serie de compuestos intermediarios con un alto poder reductor (politionatos). Los
politionatos pueden continuar siendo oxidados (tanto microbiana como quimicamente) obteniéndose como

producto final acido sulfurico (Steudel, 1987; Quintana, 2001).
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S+ 0, + Hy0 > S,(S03) 2 + H'

reaccion sobre la superficie se liberan a solucién
Sn(SO3)2 + 0, +H,0 > SO 2 +H*

Ecuaciones 1 y 2. Obtencion de energia por Acidithiobacillus thiooxidans.

Los medios acido-reductores asi formados han sido utilizados en cultivos de Acidithiobacillus thiooxidans
(A.t.) para conseguir la reduccién de diferentes sustancias oxidantes, tales como manganeso(lV),
vanadio(V), hierro(lll) y cromo(VI) (Briand, 1996; Curutchet, 1995 Oliver, 2000).

Sn(SO5)2 + Cr,072 +H* > Cr'® + H,0 + SO, 2 + H,0

Ecuacion 3. Reduccién de Cr(VI) por los politionatos generados en la oxidacién de azufre por A.t.
MATERIALES Y METODOS

-Microorganismos

Se utilizé la cepa Acidithiobacillus thiooxidans DSM 11478. La misma se mantiene rutinariamente en cultivos
liquidos utilizando medio OK ((NH;).SO,4 2 g/L, KoHPO,4 0.5 g/L, MgS0O,4.7H,0 0.5 g/L, KCI 0.1 g/L, Ca(NO3),
0.01 g/L, pH = 2.50) con 1% m/v de azufre elemental como fuente de energia. Se cultivaron a 30° con

agitacion por burbujeo de aire.

-Lisimetros

Los sistemas fueron construidos utilizando botellas plasticas (PET) de 1500 mL de capacidad. Los mismos
fueron llenados con un suelo agricola (horizonte A, 400 g), arena (300 g) y grava (90 g) (ver figura 1). Los
lisimetros fueron cubiertos en la parte superior para evitar evaporacion. El pH inicial del suelo (medido
utilizando una relacién 1:2,5 de suelo: solucién de cloruro de calcio 0,02 M) fue de 7,3. El suelo presenté
estructura migajosa, textura arcillo-limosa, 20% m/m de agua, densidad aparente de 0,67 g/cn?’ y una gran
capacidad de amortiguacién de pH hacia valores acidos (3= 11 mmol H*/L.upH). La determinacién de las

caracteristicas del suelo se realiz6é de acuerdo a lo establecido por el U.S. Geological Service.

Figura 1-Fotografia de los lisimetros
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Al suelo de algunos de los lisimetros se le incorporaron 0,1 g K;Cr,O7 en forma superficial. Se inocularon los
mismos con diferentes cantidades azufre elemental colonizado con A.t., provenientes de cultivos en fase
exponencial tardia de crecimiento realizados en frascos con aireacion forzada. A los controles estériles se
incorporé igual cantidad de azufre sin colonizar. El azufre fue afadido en la parte superficial del suelo y
mezclado suavemente con una espatula, dado que siendo los microorganismos utilizados aerobios estrictos,
requieren oxigeno y ademas el agregado superficial (no homogéneo) es mas sencillo en el campo ya que no

requiere movimiento de suelos.

Protocolo experimental:

Lisimetro Contenido

Suelo + dicromato (0,1 g)

Suelo + dicromato (0,1 g) + azufre inoculado (5 g)
Suelo + dicromato (0,1 g) + azufre estéril (5 g)
Suelo + dicromato (0,1 g) + azufre inoculado (20 g)

Suelo + dicromato (0,1 g) + azufre estéril (20 g)

o O~ W N -

Suelo + azufre inoculado (20 g)

La experiencia tuvo una duracion de 57 dias, punto a partir del cual dejé de observarse cromo (VI) en el
lixiviado. El riego de los lisimetros consistié en 125 mL de agua destilada por semana, repartidos en dos
riegos de 50 mL y uno de 25 mL. Periddicamente sobre el lixiviado se midié el volumen y se determinaron
pH, sulfatos y cromo(VI). En algunas muestras se realizaron analisis para determinar cromo total.

El pH se midié utilizando un electrodo de vidrio combinado, los sulfatos mediante un método turbidimétrico
(precipitacion de BaSQ,), el cromo(VI) por el método colorimétrico de difenilcarbazida y el cromo total se
midié de la misma forma luego de oxidar el cromo(lll) con KMnO, en medio acido a 100C (APHA AWWA,
1992).

Luego de finalizada la experiencia se tomaron muestras de suelo a diferentes alturas de los lisimetros para
evaluar la cantidad de cromo(VI) y cromo total retenido (en la parte superficial, intermedia e inferior del
lisimetro, espaciando las muestras unos 5 centimetros entre si). Para ello se realizé una extraccion en frio
durante 24 horas con H,SO4 0,9 M a un gramo de suelo, continuandose con las determinaciones sobre el

extracto segun lo descripto previamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de cromo(VI) y la cantidad total acumulada en el lixiviado se muestra en los siguientes

graficos:
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Figura 2- Cromo(VI) total y concentraciones del mismo en el liquido lixiviado. Las referencias son las

mismas para ambos graficos.

Se observa una notable reduccién de la cantidad de cromo lixiviada en los sistemas con agregado de azufre

inoculado con respecto a los controles estériles. En dichos sistemas a los que se agregé azufre colonizado

con A.t. la cantidad total de cromo(VI) que lixivia es de 1,7 y 2,9 mg (representando un 4,9 y 8,6 % del total
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agregado) respectivamente, mientras que en los sistemas a los que se agreg6 igual cantidad de azufre
estéril y en el control sin azufre agregado lixivian 10,8; 7,1 y 16,4 mg de cromo(VI) (31,5; 29.1, y 47,5 % del

total agregado) respectivamente.

Sistema Porcentaje de retencion de Concentracion maxima de cromo (VI) en
cromo (%) el lixiviado (ppm)

1 (Cr) 53.55 36.43

2 (Cr + 5S inoc) 95.05 4.36
3 (Cr + 58S est) 69.5 37.41
4 (Cr + 20S inoc) 91.6 16.16
5 (Cr + 20S est) 79.9 26.74

6 (20S inoc) - (no fue contaminado) 0

Tabla 2. mg totales y concentraciones maximas de cromo(VI) en el lixiviado.

A su vez las concentraciones de cromo(VI) alcanzadas en los lixiviados fueron considerablemente menores
en los sistemas inoculados que en los controles respectivos. Se observa una rapida movilizacién del
cromo(VI) en los sistemas estériles, con un pico maximo de concentracion entre los 10 y 15 dias, mientras
gue en los sistemas inoculados, la forma de las curvas sugiere actividad de reduccion in situ y sostenida en
el tiempo. Puede parecer extrafo que bacterias acidoéfilas extremas como estas (pH 6ptimo alrededor de
2.00) mantengan su actividad en un suelo cercano a la neutralidad, pero se ha demostrado en estudios
previos capacidad del A.t. de crecer sobre azufre elemental y generar politionatos ain hasta pH 7 (los
cuales se estabilizan en pH neutro a alcalino) (Oliver 2000) y ademas hay que tener en cuenta que en el
entorno del biofilm bacteriano sobre el azufre las condiciones pueden ser bastante diferentes al promedio
del suelo.

La concentracion de cromo(lll) en el lixiviado (datos no mostrados) nunca fue detectable, por lo tanto todo el
cromo que lixivia es cromo(VI), lo que indica inmovilizacion del Cromo(lll) dentro de los sistemas. El pH de
los lixiviados de todos los sistemas se mantuvieron entre 7.8 y 8.5, rango en el cual es de esperar la
precipitacion de hidroxidos, sulfatos e hidroxosulfatos de cromo(lll).

El control sin agregado de azufre evidencia una reduccion basal de cromo(VI) de alrededor de 50 %,
probablemente debida al contenido de materia organica del suelo.

Si bien se puede considerar una accion bacteriana por el efecto producido sobre el cromo(VI), no se
observé acidificacion de los lixiviados durante el experimento. Esto podria ser atribuible a la capacidad
buffer del suelo y la naturaleza alcalina de la arena y grava utilizadas.

El sistema inoculado con 1,25 % de azufre con respecto al suelo organico muestra una mayor reduccion y
retencion del cromo(VI) que el sistema inoculado con 5 %. En este sistema (5%) pueden haber existido
limitaciones en la transferencia de gases y agua hacia el biofilm bacteriano.

La cantidad de sulfato (mg totales) lixiviada no muestra una relacién inequivoca con la cantidad de azufre
agregado ni con la presencia de microorganismos. Este hecho podria ser explicado suponiendo la
precipitacion de sulfatos o hidroxosulfatos de cromo(lll) cuya existencia se comprobara por difraccion de

rayos X.
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En la determinacion de cromo remanente en los suelos no se detecta cromo(VI) en ninguna altura,
resultando que el cromo(VI) no reducido ha lixiviado totalmente. Por otra parte (ver mas arriba) el cromo(lll)
formado se inmoviliza totalmente.

Las concentraciones de cromo(lll) (se muestran solo 3 sistemas a modo ilustrativo) en mg cromo /Kg suelo

se muestran en el siguiente grafico:
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Figura 3- Cromo(lll) remanente en el suelo de los lisimetros.

Se puede apreciar una muy superior reduccion e inmovilizacion en el sistema con agregado de azufre
inoculado con respecto a los controles estériles con y sin azufre. Dicha reduccidon se manifiesta
directamente en los primeros centimetros del suelo, resultado légico, dado que el proceso de formacién de
politionatos es aerdbico, y ambos (contaminante y azufre) fueron agregados sobre la superficie de manera
de simular un posible proceso “real”. En este caso, existe una ventaja adicional, dado que luego de lograr la
reduccion del cromo(VI), el cromo(lll) remanente se podria extraer con la remocién de una capa superficial.
Se aprecia ademas claramente como se mitiga la migracién del cromo hacia los horizontes inferiores y

posibles acuiferos.

CONCLUSIONES

El agregado de azufre inoculado con A.t. a un suelo contaminado con dicromato (al menos hasta 88 mg
cromo(VI)/Kg suelo) favorece la reduccién e inmovilizacién del cromo(VI). En esta experiencia mejora la
retencion en un 40% respecto de un sistema sin azufre.

Los resultados obtenidos permiten suponer una gran potencialidad de esta metodologia para remediacion
de suelos contaminados con cromo(VI) evitando fundamentalmente la migracion del contaminante hacia los
acuiferos.

Se estan realizando estudios para evaluar esta capacidad a diferentes concentraciones de cromo en el

suelo, con el objeto de optimizar y escalar esta técnica.
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