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PROCESO BIOTECNOL66ICO PARA LA REDUCCION DE Cr(VI) EMPLEANDO CULTIVOS Y
SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE LA CEPA Ed8 DE Aspergillus tubigensis EN REACTOR
COLUMNA DE BURBUJAS

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La aplicacion del proceso biotecnoldgico de reduccion de Cr(VI) ex situ, que se
reclama en esta solicitud, es en el sector industrial para apoyo a los procesos de

biotratamiento de efluentes industriales y biorremediacion de sitios o cuerpos de agua

contaminados con cromo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Cr es un metal de amplio uso industrial, cuyas especies quimicas mas estables en
el ambiente son el Cr(lll) y el Cr(VI), siendo este Gltimo altamente tdxico y mutagénico
para diferentes formas.de vida, habiéndose reportado como carcinégeno en humanos v
animales. Como resultg;do de las actividades antropogénicas, se ha roto el equilibrio
natural de la concentracion de Cr(Vl),‘ con el consecuente efecto negativo sobre los

ecosistemas. Con anterioridad, se han reportado varios procesos para la eliminacién de

Cr(VI), entre los cuales destacan:

a) Procesos fisico-quimicos, como: la reduccion quimica, la adsorcion por carbdn

activado, el de resinas de intercambio idnico.

b) Procesos electroquimicos, como: la electro-coagulacion, la electrodialisis, la electro

reduccion.
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Ejemplos de procesos de biorrestauracion, empleando diversc: @i onioan

sido reclamados en patentes, como: US6,383,388B1 (remocidn utilizando la levadura de
Saccharomyces cerevisiae), US6,033,559A, US6,008,028A (emplea cianobacterias vy
bacterias autotroficas purpuras), US5,736,048A l(emplea algas y bacterias), US5,569,596A
(emplea el alga Shewanella BrY resistente a Cr(VI) en condiciones anaerdbicas),
US5,681,739A (bacterias anaerdbicas), mientras las patentes US4,468 461A V

US3,941,691A reclaman procesos que emplean bacterias aerobias.

Considerando la literatura cientifica, se ha descrito el empleo de hongos
filamentosos para la eliminacion (reduccion) de Cr(Vl) de efluentes industriales, de
cuerpos de agua y de sitios contaminados. Ademas, algunos de estos trabajos han descrito
el escalamiento de los procesos utilizando biorreactores. Algunos de esos trabajos son: el
de Morales-Barrera y cols. (Enzyme and Microbial Technology. 40: 107-113, 2006), que
trabajan con la cepa Trichoderma viride que utiliza glucosa en el medio de cultivo
empleando un reactor Air-lift con un mayor gasto de energia; Faryaly cols. (Pakistan )
Botany 39, 5: 1873-1881, 2007), describen que la biomasa de A. niger bioabsorbe el 79 al
83% de cromo durante 36 a 48 horas; Acevedo-Aguilar y cols. (Can J Microbiol 52:809-
815, 2006) describen cepas de Aspergillus y Penicillium que reducen en cultivo el Cr(VI) a
Cr(lll); Shrivastava y cols. (Bioresource Technology 97: 1167-73, 2006) describe un proceso
discontinuo de biosorcion del cromo; Corefio-Alonso y cols. (Chemosphere 76: 43-47,
2009) describen un proceso que emplea cultivos con la biomasa de Ed8 de A. tubingensis
utilizando cultivos en batch o en reactores de tanque agitado, en dichas condiciones, los

niveles maximos de Cr(VI) reducido eran de 2.68 mM a las 24 hs de incubacion.

En  los procesos descritos en la literatura, vya sea basados en
bioabsorcion/bioacumulacidon o en reduccién, la biomasa de los microorganismos se

iIncuba en presencia de Cr(VI) en un medio definido v se sigue la disminucién del idn en

diferentes tiempos o a un tiempo fijo.
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El proceso biotecnolégico propuesto puede aplicarse como o oiupomon;
pueden ser alternativos o secuenciales, ambos basados en el incremento de la eficiencia

de reduccion de Cr(VI) por la presencia de compuestos organicos en el medio.

Subproceso A), basado en el empleo de cultivos con biomasa de la cepa Ed8 de
Aspergillus niger var. tubingensis (Aspergillus tubingensis o A. tubingensis) incubada en
presencia de Cr(VI) con adiciones al medio de compuestos organicos que inducen la
produccion de moléculas responsables de la transformacién de Cr(Vl) a especies
reducidas. El proceso de cultivo de la cepa mencionada se realiza mediante Ia
fermentacion aerobia en Columnas de Burbujas, en condiciones de temperatura
ambiente, empleando un medio minimo basado en componentes econémicos y una baja
alimentacion de aire. Este proceso, que se lleva a cabo de forma discontinua y permite la
recarga de nutrientes y de Cr(Vl), mostro alta eficiencia para la transformacién por
reduccion de hasta 3.57 mM Cr(VIl) presente en residuos industriales en 8 hs de
incubacion. En base al procedimiento de reduccién de Cr(VI) contemplado en el proceso,

este podria ser aplicado para el tratamiento de residuos industriales liquidos o aguas

contaminadas.

Subproceso B), basado en el empleo de sobrenadantes libres de biomasa obtenidos
de cultivos de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis incubada en ausencia de Cr(VI) con
adiciones al medio de compuestos organicos que causan la produccidon de moléculas
responsables de la transformacion de Cr(Vl) a especies reducidas. En base al
procedimiento de reduccion de Cr(VI) contemplado en el proceso, este podria ser aplicado

para el tratamiento de residuos industriales liquidos o sélidos, asi como suelos o cuerpos

de agua contaminados.

Las ventajas técnicas del primer subproceso son la alta eficiencia de reduccidn de
Cr(VI) en funcién del tiempo de residencia de la biomasa y la cantidad de la misma en el
reactor. Las ventajas técnicas del segundo subproceso, ademas de la alta eficiencia de
reduccion Cr(Vl), es la rapidez del mismo, que no se afecta por el Cr(VI) porque el cultivo

se realiza en ausencia del metal. Un valor agregado del proceso global (que incluye los dos
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INSTITUTO MEXICANO
subprocesos) de la presente invencion es que en el sobrenadante del ¢ bt
de acidos organicos se encuentran presentes moléculas reductoras producidas por la

biomasa, cuya identificacion puede redundar en mejoras adicionales de! proceso.

Las ventajas economicas del proceso global estdn basadas en que el sistema
considerado es de bajo costo por el uso de reactivos grado industrial y una baja
concentracion (0.25 %) de una fuente de carbono econdmica (aztcar comercial), asi como
por el bajo costo de operacién del reactor. En los procesos descritos en la literatura se
utilizan reactivos de grado analitico y concentraciones altas (1% o mayor) de fuentes de

carbono (usualmente glucosa), ademas de suplementos especificos en los medios de

cultivo.

Ademas, el problema técnico que resuelve la invencidn considera que dicho proceso
tiene una mayor eficiencia de remocién de Cr(VI) [hasta 3.57 mM Cr(VI) presente en
residuos industriales en 8 hs de incubacidn, en el primer subproceso, y de 2.14 a 3.57 mM
Cr(Vl) en 0.5 hs de reaccion, en el segundo subproceso] que la que poseen los procesos
descritos en la literatura con el empleo de otros miéroorganismos’ [en el trabajo de
Morales-Barrera y Cristiani-Urbina (2006) con Trichoderma viride se reporta la remocidén
de 1.3y 1.6 mM de Cr(VI) en 30 y 80 hs deé incubacion, respectivamente], principalmente
debido a la ventaja técnica de alta eficiencia y rapidez de reduccién de Cr(VI) que implica
el empleo de biomasa crecida en presencia de dcidos organicos con la finalidad de inducir
el incremento de las moléculas reductoras producidas por !a biomasa: en el caso del

segundo subproceso, ademas, se evita la toxicidad del metal al crecimiento y produccidn

de la biomasa.

En el estado de la técnica se ha descrito que la reducciéon de Cr(Vl) por la cepa
Aspergillus tubingensis Ed8, se realiza en el espacio extracelular (Gutiérrez Corona, J. C. -5
al 10 | de octubre de 2008-.
http://www3.inecol.edu.mx/solabiaa/ARCH|VOS/d0cumentos/congresos/algaI2008/mem
orias-cd/archivos%20pdf/biotec-ambiental/B_Orales/BO-07.pdf) (Acevedo-Aguilar, F.l., y

cols.Can J Microbiol 52:809-815, 2006) (Gutiérrez Corona, J.F., Rev. Latinoam. Biotecnol.
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Amb. Algal, 1(1):47-63, 2010), asimismo se menciona que el empleo de o '"3_{%5_'__}{}_”'

con columna de burbujas ocasione un aumento de eficiencia del proceso (Corefio Alonso,

A. L. -22-26 de marzo de 2010-. http://www.cmibg.org.mx/Trabajos/Biotecnologia/
BTN279JAN20091220.pdf) (Lain S., 2004.

http://bdigital.uao.edu.co/bitstream/10614/257/3/T0003440.pdf). Ademds, se ha
observado que la eficiencia de reduccion de Cr(V1) a Cr{lll) por la cepa Ed8 de Aspergillus
tubingensis, se estimula dramaticamente por la presencia en el medio de crecimiento de
acidos organicos como citratos, salicilatos o tartratos (Corefio-Alonso, y cols.
Chemosphere, 76 (1):43-47, 2009.) (Gutiérrez Corona J. F., Rev. Latinoam. Biotecnol. Amb.
Algal 1(1):47-63, 2010). Este analisis indica que la eficiencia obtenida en el proceso que se

optimiza ha requerido el analisis y la combinacion de méas de dos documentos del estado

de |la técnica.

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencidn es el desarrollo de un proceso biotecnoldgico
eficiente para la reduccién de Cr(VI) para el tratamiento ex situ de efluentes industriales
contaminados con cromo, el cual se realiza en un reactor tipo de columna de burbujas con

el uso de cultivos con biomasa o sobrenadantes de cultivos libres de biomasa de |a cepa

Ed8 de Aspergillus tubingensis.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Vista lateral del reactor tipo columna de burbujas.
Figura 2. Vista lateral de la tapa para el reactor.
Figura 3. Vista Superior de la tapa para el reactor.

Figura 4. Vista lateral del distribuidor de aire.

Figura 5. Vista inferior de la parte horizontal del distribuidor de aire.

—"
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Figura 6. Gratica que muestra la reduccion de Cr(VI) en una colum: = bris rkoneoar

presencia de biomasa de A. tubingensis Ed8 incubada en medio con 10 mM de salicilato de

sodio.

Figura 7. Grafica que muestra la reduccion de Cr(VI) en una columna de burbujas
conteniendo sobrenadantes libres de biomasa producidos por incubacién de A.
tubingensis Ed8 en ausencia de Cr(VIl) y en presencia de diferentes concentraciones de

salicilato (3, 10 y 20 mM) por diferentes tiempos (48, 72 y 96 hs).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis ha sido descrita en varios documentos del
estado de la técnica, por ej. se han descrito las fuentes carbono utiles para la reduccidn
del Cr(Vl) y se ha realizado una identificacion molecular de la cepa, la comparacidon de las
condiciones de crecimiento para tolerar diversas concentraciones de Cr(Vl), la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria de higromicina para la produccién
de los esferoplastos de la cepa Ed8, se ha realizado el analisis protedmico que muestra la
produccion de proteinas diferenciales en presencia del ién, se ha caracterizado el sistema

de reduccion de Cr(VI), e incluso se ha aislado y descrito el gen que codifica para una

manitol fosfato deshidrogenasa.

El proceso biotecnoldgico propuesto en esta solicitud de patente, puede aplicarse
como dos subprocesos alternativos o secuenciales, uno de ellos basado en el empleo de
cultivos con biomasa y el segundo basado en el uso sobrenadantes de cultivos libres de
biomasa, ambos contehplando cultivos de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis
incubada en presencia de compuestos orgdnicos, como: citrato (como parte del medio
base), salicilato o tartrato (que se adicionan al medio base que contiene citrato)
que inducen la produccion de moléculas responsables de la transformacion de Cr(VI) a
especies reducidas. El proceso de cultivo de la cepa mencionada se realiza mediante |3
fermentacion aerobia en Columnas de Burbujas, en condiciones definidas de temperatura

ambiente, empleando un medio minimo basado en componentes econdmicos y una baja
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alimentacidon de aire. En el caso del primer subproceso, que se lev

discontinua por la adiciéon de nutrientes y de Cr(VI), mostrd alta eficiencia para la
transformacion, por reduccién de hasta 3.57 mM de Cr(Vl) presente en residuos
industriales en 8 hs de incubacidn; el segundo subproceso permite reducir de 2.14 a 3.57
mM Cr(Vl) en 0.5 hs de reaccidon. En base al procedimiento de reduccién de Cr(Vi)

contemplado en el proceso, este también podria ser aplicado para el tratamiento de sitios

0 cuerpos de agua contaminados.

El subproceso A) se lleva a cabo mediante las siguientes etapas:

> Obtencion de conidias:

Se realizan cultivos en medio sélido para producir conidias, inoculando de 10°> a 5 x
10° conidias de la cepa Ed8 por caja de Petri que contiene cada una alrededor de 25 mL de

medio minimo solidificado con agar; se pueden inocular con conidias de 20 a 50 cajas
conteniendo el referido medio para producir las conidias necesarias para 3-5

experimentos.

» FEtapade Crecimi'ento:

Se inoculan conidias de la cepa Ed8 (5 X 10° a 2 X 106c0nidias/mL) en 800 a 1200
ml de medio de cultivo contenidos en el reactor de Columna de Burbujas (didmetro

interior de 7 cm, 40 cm de altura) y se incuba con un flujo de aire de 1 a 1. 5 litros por

minuto, a temperaturas de 23°C a 30°C por 36 a 60 hs.

» Etapa de Reduccién:

Despues de la etapa de Crecimiento, se agrega al medio de cultivo de 100 a 500
mg/l (concentracidn final) de Cr(VIl) proveniente de una solucidn procedente de industrias
gue producen residuos contaminados, y se incuba por 12 h en las condiciones descritas
para la Etapa de Crecimiento, después de las cuales 50% del volumen inicial del medio de
cultivo es removido y reemplazado por el mismo volumen del mismo medio al doble de
concentracion (2X) , y a partir de este momento se recambia 12.5 % del medio de cultivo
por medio de cultivo fresco (2X) cada 24 h. Ademas, se realizan adiciones de Cr(VI) cada

12 h (después de los recambios de medio de cultivo), hasta las 60 h terminando los
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experimentos a las 72 h de la Etapa de Reduccién. Se toma 1mLde m o i :’:f-lﬁfjfﬁ,; th

reactor tres minutos después de ainadido el Cr(VI) y se determina la concentracidn de este
ion y la de Cr total, para verificar que la concentracién de Cr en el reactor fuese
homogénea; también, al final de los respectivos periodos de incubacién, se toma 1 mL de

medio de cultivo del reactor para la determinacion de Cr(VI) y Cr total.

El Subproceso B) se lleva a cabo mediante las siguientes etapas:

» Se siguen las Etapas de Obtencién de Conidias y de Crecimiento descritas para el
Subproceso A; en este ultimo caso la incubacidn se hace durante 48 h.

» Etapa de Reduccion de Cr(V!):

Recuperacion de la biomasa por filtracion y transferencia del sobrenadante (800 a
1200 mlL) a otro biorreactor tipo columna de burbujas, operado bajo las condiciones
indicadas en el apartado anterior y sin utilizar condiciones de esterilidad. Una vez
realizada la operacion de transferencia del sobrenadahte, se adicionan de 100 a 500 mg/l
(concentracion final en el reactor) de Cr(Vl), proveniente de los residuos industriales

(lixiviados o efluentes) y se permite un tiempo de residencia de 15 a 60 minutos.

Tal y como se describen lineas arriba los subprocesos A) y B), son considerados
como alternativos. El proceso global con los dos subprocesos utilizados de manera
secuencial consiste en aplicar primero el subproceso A, y después del 4o. ciclo de recarga
de nutrientes y Cr(VI), a las 72 h de cultivo (Fig. 6) se recupera el sobrenadante, el cual se
transfiere a un biorreactor de columna dé burbujas y éste se mezcla, en proporcién 1:1,

con sobrenadante libre de biomasa fresco, obtenido como se indica en el subproceso B.

El medio de cultivo base, empleado para el proceso biotecnolégico esta constituido
por: KH,PO,4 (0.20% a 0.30%), MgSO, (grado comercial) (0.1% a 0.3%), (NH,4),SO, (grado
comercial) (0.4% a 0.6%), fuente de carbono (glucosa, aztcar comercial, piloncillo u otras

analogas) (0.2% a 0.3%), NaCl (grado comercial) (0.4% a 0.6%), compuestos organicos
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como: el acido citrico y sus sales (0.5% a 1%) o como el acido salicilicc | oera romenas
0.3%); el pH se ajusta a 5.1- 5.5 con NaOH. La preparacién de este medio contribuye a la

ventaja economica de esta invencion y por lo tanto, a su eficiencia.

El tipo de reactor considerado en la presente invencidén ha sido descrito

5 previamente en publicaciones en el campo de las fermentaciones. Brevemente, dicho
reactor consta de un tubo cilindrico de cristal templado de 40 cm de altura y 7 cm de
diametro (Fig.1), la parte superior del tubo (1) recibe la tapa (Fig. 2) la cual puede ser de

hule con las siguientes dimensiones: 7.5 cm en el lado superior, del lado inferior 6.5 cm (2)

y de los costados 4 cm; esta tapa posee dos horadaciones como se observa en la Fig. 3,

10 cada horadacion (3), con un diametro de 0.85 cm en una de las cuales se inserta el
distribuidor de aire (Fig.4) en forma de L, que posee una parte vertical (4) y otra horizontal

(5), que en su parte inferior tiene orificios para hacer posible la alimentacién de aire al

medio de cultivo. El distribuidor de aire se muestra en la Fig. 4, se construyd de acero
inoxidable 304, calibre 20, y con dimensiones: 70 cm en la parte vertical (4) abierta en el
15  extremo superior, 5 cm en la parte horizontal (5) cerrada al final del tubo; 0.8 cm de
diametro externo. La pérte horizontal del distribuidor (Fig. 5) esta provista de 7 orificios
(6) de 1 mm de didametro cada uno, la separacién entre los orificios es de 7 mm v el
primero de ellos se encuentra a 5 mm del extremo cerrado de la columna. La segunda
horadacion de la tapa del tubo sirve para alimentar el reactor [medio y Cr(V1)], asi como
20  para tomar muestras. También, en esa misma se instala un tubo de vidrio con salida a una

trampa (un matraz con una solucién conteniendo un acido orgdanico). Esto es muy

importante, ya que evita que el Cr se distribuya en el ambiente donde se encuentra el o

los reactores.

25 EJEMPLOS

Con la fihalidad de desarrollar los subprocesos descritos, se crecid en un medio de
cultivo que contenia una concentracion de salicilato de sodio (Sal) 10 mM la cepa Ed8 de

A. tubingensis. El medio también tuvo: KH,PO,4 (0.25%), MgSO, (grado comercial) (0.2%),
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(NH,),S04 (grado comercial) (0.5%), fuente de carbono (aziicar come

(grado comercial) (0.5%), el pH se ajustd entre 5.1 a 5.5 con NaOH.

En la Fig. 6 se muestra el resultado de un experimento de remocién de Cr(VI) con
biomasa de la cepa A. tubingensis Ed8 cultivada con Cr(VI) [Subproceso A)] en el que se
hacen recargas de medio de cultivo y de 100 mg L™ de Cr(VI) cada 24 hs. En el ejemplo se
observo que desde el tiempo 0 hasta las 72 hs de incubacién ocurrié disminucién en los
niveles de Cr(VI) (Fig. 6A), no obstante que los niveles de Cr total en el medio se
incrementaron debido a-las recargas (Fig. 6B). La diferencia entre los niveles de Cr(Vl), que
son bajos, v los de Cr total, que son altos, se debe a la transformacién del Cr(VI) en Cr(ill)
en el medio de cultivo; el procedimiento de determinacién de Cr utilizado (Espectrometria

de absorcidn atdmica) detectd las dos especies de Cr.

Se realizdo un experimento del Subproceso B (Fig. 7A, B). En este caso el

sobrenadante libre de biomasa se obtuvo cultivando la cepa A. tubingensis Ed8 en medio
base (como el descrito) suplementado con un compuesto organico como Sal a
concentraciones 3, 10 6 20 mM en un reactor de Columna de Burbujas; a las 48, 72 o0 a las
96 hs de incubacidén se retird la biomasa y se determind la capacidad reductora del
sobrenadante del medio de cultivo al adicionarle Cr(VI). La Fig. 7A muestra el resultado
obtenido con el sobrenadante producido a las 48 hs de incubacion el cual se adiciond con
300 mg Cr(VI)/L; se observa que la disminucién de Cr(VI) es completa con los
sobrenadantes producidos en presencia de 10 vy 20 mM de Sal y parcial (alrededor del 16
%) con el sobrenadante producido en presencia de 3 mM de Sal. En la Fig. 7B se muestra
que los sobrenadantes producidos en incubaciones de 72 hs en presencia de 20 mM de Sal
adicionados de 550 mg Cr(VI)/L, causan la disminucién completa del idn en 30 min; en los
sobrenadantes del mismo tiempo de incubacidn producidos en presencia de 3 0 10 mM de
Sal la disminucion de Cr(VI) fue cercana al 20 %. En periodos de ihcubacién mayores (96
hs) la eficacia de reduccién de Cr(VI) de los sobrenadantes disminuye. Por lo tanto, el

procedimiento optimizado comprenderia el empleo de sobrenadantes producidos por 48-
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550 mg Cr(VI)/L en 30 min.
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Un proceso para la reduccion de Cromo VI para el tratamiento de efluentes
Industriales, o suelos y cuerpos de agua contaminados, el cual consiste en:
obtencion de conidias de la cepa Ed8 Aspergillus tubingensis, en medio minimo
solidificado de agar,

etapa de crecimiento, se inoculan las conidias de la cepa Ed8 de Aspergillus
tubingensis en un reactor y los cultivos se incuban con un flujo de aire de 1 a 1.5
litros por minuto, a temperaturas de 23°C a 30 °C durante 36 a 60 horas,

etapa de reduccion de Cr(VI), se recupera el sobrenadante de los cultivos y se
transfiere a otro reactor. Se adicionan de 100 a 500 mg/l (concentracién final del
reactor) de Cromo VI, proveniente de los residuos industriales (lixiviados o
efluentes) y se permite un tiempo de residencia de 15 a 60 minutos con un flujo de
ailre de 1 a 1.5 litros por minuto, a temperaturas de 23°C a 30 °C. En estas
condiciones la eficiencia reductora es de 2.14-3.57 mM de Cromo VI, en 0.5 horas

de reduccion.

. El proceso descrito en la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio minimo

solidificado de agar comprende: KH2PO4, MgSO4, (NH4)2SO4, fuente de carbono,

NaCl y compuestos organicos.

. El proceso descrito en las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque las

proporciones de KH2POs, MgSQO4, (NH4):SO4, fuente de carbono, NaCl y
compuestos organicos son de 0.2-0.3%, 0.1-0.3%, 0.4-0.6%, 0.2-0.3%, 0.4-0.6% y
0.02-1%, respectifamente. ' _

El proceso descrito en las reivindicaciones 1, 2 y 3 caracterizado porque la fuente de
carbono es: azucar comercial. '

El proceso descrito en las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado porque los
compuestos organicos son: acido citrico y sus sales o acido salicilico y sus sales.

El proceso descrito en las reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado porque el pH del

medio de cultivo se ajusta a 5.1-5.5.
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RESUMEN
La presente invencion reclama un proceso biotecnolégico eficiente para la reduccion de
Cr(VI) con la finalidad de tratar, ex situ, efluentes industriales contaminados con
cromo, el cual se basa en el empleo de sobrenadantes libres de biomasa obtenidos de
cultivos de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis. En este proceso se utilizan
compuestos organicos que inducen, en la cepa Ed8, la produccion de moléculas

responsables de la transformacion de Cr(VI).
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