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Resumen

Esta contribucion tiene como objetivo revisar los estudios realizados acerca de los
mecanismos fungicos de interaccion con el cromo y las aplicaciones de dichos mecanismos en
el contexto de la Biotecnologia Ambiental, haciendo énfasis en algunas de las direcciones
futuras de investigacion y desarrollo tecnologico.

El cromo es considerado como un contaminante ambiental, debido a su amplio uso en distintas
actividades industriales, entre las cuales se encuentran el cromado electrolitico, el curtido de
pieles, la fabricacién de explosivos, etc. Las formas del cromo estables en el ambiente son el
cromo trivalente [Cr(Ill)] y el cromo hexavalente [Cr(V1)], siendo este Ultimo altamente
toxico y mutagénico para distintas formas de vida. A esto se suma que el Cr(V1) es altamente
soluble, lo que lo hace movil en el suelo y en ambientes acuéticos, con la consecuente
toxicidad para los ecosistemas.

La influencia negativa de la acumulacion de cromo sobre las poblaciones de microorganismos
del suelo ha sido ampliamente descrita, asi como la consecuente aparicion de poblaciones de
organismos adaptados (tolerantes) al ambiente hostil. En el caso de los hongos, organismos
predominantes del suelo que acttan como eficientes biotransformadores, se han realizado
estudios sobre los mecanismos de interaccion con el cromo, la mayoria de los cuales se han
centrado en los procesos de biosorcion, caracterizandose éste por la unién pasiva del metal con
componentes de la superficie celular, y de bioacumulacion, en el cual ocurre la entrada del
metal a las células con gasto de energia. Las especies reportadas incluyen levaduras como
Saccharomyces cerevisiae, Candida sp., Pichia sp. y los hongos filamentos Aspergillus sp.,
Penicillium sp. y Rhyzopus sp. En estudios recientes, se han descrito cepas fngicas capaces
de realizar el proceso de transformacion de Cr(VI) a especies reducidas, por un mecanismo
bioguimico desconocido hasta la fecha. Dichas cepas comprenden levaduras como Candida
sp., Saccharomyces cerevisiae, Lecythophora sp., Candida sp., Aureobasidium pullulans y los
hongos filamentosos Aspergillus sp., Aspergillus tubingensis y Penicillium sp. Con algunos de
dichos organismos se han implementado procesos biotecnolégicos de biotratamiento de
efluentes industriales.

Palabras clave: hongos; cromo; biosorcién, bioacumulacién, biotransformacién; biotratamiento
de efluentes industriales, biorremediacion.
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Abstract

This contribution aims to review studies on the fungal mechanisms of interaction with chromium
and the applications of these mechanisms in the context of environmental biotechnology, with
emphasis on some future directions for research and technological development

The metal Chromium (Cr) is considered an environmental pollutant due to its widespread use in
several industrial activities, among them electroplating, leather tanning, manufacture of
explosives, etc. The stable forms of chromium in the environment are trivalent chromium
[Cr(1ID)] and hexavalent chromium [Cr(VI)], the latter being highly toxic and mutagenic to
various life forms. Added to this, is the fact that Cr(\1) is highly soluble, making it mobile in soil
and aquatic environments with toxic consequences for ecosystems. The negative influence of the
accumulation of chromium on soil microbial populations has been widely described, and the
consequent emergence of populations of organisms adapted (tolerant) to the hostile environment.
In the case of fungi, soil predominant organisms that act as efficient bioconverters, there have
been several studies on the mechanisms of interaction with chromium, most of which have been
focused on biosorption processes, characterized by the passive binding of the metal to
components of the cell surface, and bioaccumulation, in which case the entry of the metal to the
cells occurs with energy expenditure. The reported species include yeasts such as Saccharomyces
cerevisiae, Candida sp, Pichia sp and the filamentous fungi Aspergillus sp, and Rhyzopus sp.
Recent studies have described fungal strains capable of performing the transformation of Cr(VI)
to reduced species by an unknown biochemical mechanism. These strains include yeasts such as
Candida sp, Saccharomyces cerevisiae, Lecythophora sp, Aureobasidium pullulans and the
filamentous fungi Aspergillus sp, Aspergillus tubingensis and Penicillium sp. With some of these
organisms studies have been carried out to implement biotechnological processes for the clean up
of industrial effluents.

Key words: fungi; chromium; biosorption, bioaccumulation, biotransformation; biotreatment of
industrial effluents and bioremediation.

que debido a su gran solubilidad son
altamente mdviles en el suelo y en ambientes
acuaticos. Por otra parte, el Cr(lll) se
encuentra en forma de 6xidos, hidréxidos o
sulfatos poco solubles, por lo cual es mucho
menos mavil, y existe unido a materia
organica en el suelo y en ambientes
acuaticos (Palmer y Wittbrodt, 1991). El
Cr(VI) es un fuerte agente oxidante y en
presencia de materia orgénica es reducido a
Cr(111); esta transformacion es mas rapida en

1. El cromo en el ambiente

Entre los metales, el cromo ha atraido
amplio interés publico y de agencias
regulatorias debido a la toxicidad que ejerce
sobre los  ecosistemas, incluyendo
microorganismos y animales.

El cromo es un metal de transicion
localizado en el grupo VI-B de la Tabla
Periodica. Aunque puede existir en varios
estados de oxidacion, las formas maés

comunes Y estables en el ambiente son el Cr
trivalente Cr(l11) y el Cr hexavalente Cr(VI),
las cuales poseen propiedades quimicas
distintas. EI Cr(V1), considerado la forma
mas toxica del cromo, se encuentra
usualmente asociado al oxigeno en forma de
cromatos (CrO,*) y dicromatos (Cr,0+),

ambientes acidos (McGrath y Smith, 1990).
Sin embargo, niveles elevados de Cr(VI)
pueden sobrepasar la capacidad reductora
del ambiente y puede asi persistir como un
contaminante. Actualmente se ha establecido
que diversos compuestos de cromo, en forma
de Oxidos, cromatos y dicromatos, son
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contaminantes ambientales presentes en
agua, suelos y efluentes de industrias, debido
a que dicho metal es ampliamente utilizado
en distintas actividades manufactureras, tales
como cromado electrolitico, fabricacion de
explosivos, curtido de pieles, aleacion de
metales, fabricacion de colorantes y
pigmentos, etc. (Calder, 1988).

2. Toxicidad del cromo

Los efectos biologicos del Cr dependen de
su estado de oxidacién. ElI Cr(VI) es
considerado la forma mas tdxica del metal,
debido a que atraviesa facilmente las
membranas  biolégicas y puede ser
transportado activamente al interior de las
céluldgs por medio del transportador de
sulfato (Borst-Pauwels, 1981). El Cr(VI) es
altamente toxico para todas las formas de
vida, siendo mutagénico y carcinogénico en
animales y mutagénico en bacterias (Losi et
al., 1994). Se ha propuesto que la toxicidad
del Cr(VI1) se debe a que dentro de las
células se generan intermediarios reducidos
de cromo que en presencia de Hy0;
funcionan como catalizadores de wuna
reaccion tipo Fenton, generando Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO), con el
consecuente dafio oxidativo, produciendo
peroxidacién de lipidos, oxidacion de
proteinas y acidos nucleicos (Ercal et al.,
2001; Liu y Shi, 2001). Sumner et al. (2005)
establecieron que en la levadura
Saccharomyces cerevisiae la oxidacion de
proteinas es el principal mecanismo de
toxicidad de Cr(VI), siendo las proteinas
glicoliticas y las de choque térmico las
principalmente oxidadas, ademas de que la
oxidacion es isoforma especifica. Hasta la
fecha se desconoce si dicho mecanismo
explica la toxicidad del Cr(VI) en otros
sistemas bioldgicos. Por otra parte, los
compuestos de Cr(Ill) son relativamente
inocuos debido a que son insolubles y no
pueden atravesar las membranas bioldgicas,
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aunque en altas concentraciones pueden
presentar los mismos efectos tdxicos que los
de Cr(VI1) (Wong y Trevors, 1988; Katz y
Salem, 1993). EI Cr(lI1l) funciona como un
oligoelemento esencial para los seres
humanos (Anderson, 1989).

3. Interacciones de los hongos con el
cromo

Los hongos son organismos ubicuos en la
naturaleza, que predominan en el suelo,
poseen propiedades fundamentales como
biotransformadores y juegan un papel
importante en los ciclos geoquimicos de los
metales (Gadd, 1993; Burford et al., 2003).
La influencia negativa de la acumulacion
del cromo sobre las poblaciones de
microorganismos del suelo ha sido
ampliamente  descrita, asi como la
consecuente aparicion de poblaciones de
organismos  adaptados (tolerantes) al
ambiente hostil (Cervantes et al., 2001). Las
células fungicas interaccionan con el cromo
a diferentes niveles, desde la pared celular, el
periplasma y la membrana plasmaética, hasta
el citoplasma y los organelos celulares.
Dichos microorganismos requieren detectar
y regular los niveles intracelulares de cromo
a través de sistemas de homeostasis que
mantienen un balance entre la incorporacion,
expulsion y captura del metal. Es comun
que los microorganismos nativos de sitios
contaminados con cromato  muestren
resistencia al i6n, debido a que poseen
mecanismos activos o pasivos que les
permiten removerlo o destoxificarlo. En
ciertas especies se conocen con detalle
dichos mecanismos, algunos de los cuales
son de interés basico y de importancia
biotecnoldgica, esto ultimo en el contexto
del desarrollo de nuevas tecnologias para el
tratamiento de efluentes industriales y para
la biorremediacion de sitios contaminados.
De manera general dichos mecanismos
comprenden: (Fig. 1).
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Biotransformacion de Cr(VI) a especies
reducidas (reduccion quimica), que puede
ser:

1) directa (enzimatica) o
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2) indirecta (no enzimatica);

3) Incorporacion y bioacumulacion;
4) Biosorcion de Cr(111) y Cr(VI); y
5) Inmovilizacion.

MECANISMOS DE INTERACCION CON CROMO EN CELULAS FUNGICAS

1. Biotransformacién directa
Cr(V]) Cr(III)

Enzima y fuente de electrones

2. Biotransformacién indirecta
Cr(V) ——»Cr(IID)

Metabolito reductor?, grupos funcionales de la
superficie celular?

5. Inmovilizacién
Complejos de Cr(III)
como hidréxidos o con
moléculas orgéanicas

4. Biosorcién Cr(III)/Cr(VI)
acomplejados con
componentes de la pared
celular

3. Incorporacién y bioacumulaciéon

Cr(VI) + proteinas transportadoras

Figura 1. Mecanismos de interaccion de los hongos con el cromo. Se ilustran los posibles
modos de transformacion quimica, asi como las maneras de union e incorporacion a las células
y la inmovilizacién mediante la formacion de complejos.

4. Biotransformacion de Cr(VI) a
especies  reducidas  (reduccion
quimica)

Dentro de las células microbianas el Cr (V1)
puede ser reducido a Cr (IlIl) por sistemas
reductores, que pueden incluir rutas
enzimaticas y no enzimaticas. Hace varios
afios se habian descrito algunos reportes
sobre hongos capaces de reducir el Cr (V1) a
Cr (Il) (Cervantes et al., 2001). En afos
recientes  dichos  estudios se han
incrementado; los organismos descritos
incluyen levaduras como Candida maltosa
(Ramirez-Ramirez et al., 2004), una cepa
industrial de Saccharomyces cerevisiae
(Ksheminska et al., 2006), Candida sp.
FGSFEP (Guillén-Jiménez, 2008), asi como

Lecythophora sp. NGV-1, Candida sp.
NGV-9 y Aureobasidium pullulans (Villegas
et al., 2008). Entre los hongos filamentosos
se han descrito cepas de Aspergillus sp.
(Acevedo Aguilar et al., 2006; Fukuda et al.,
2008), Penicillium chrysogenum (Pazouki et
al., 2007), Penicillium sp (Acevedo Aguilar
et al., 2006; Fukuda et al., 2008) y
Aspergillus versicolor (Das et al., 2008). En
la mayoria de los casos, los organismos
descritos poseen tolerancia a Cr(VI) y fueron
aislados de sitios contaminados con cromato,
ya sea de efluentes o licor de curtido de
tenerias o suelo conteniendo residuos
industriales.

La Figura 2 muestra la capacidad de
transformacion del Cr(VI) a Cr (lll) en
cultivos de las cepas tolerantes a Cr(VI) Ed8
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de Aspergillus sp y H13 de Penicilium sp.;
como se muestra, dicha transformacion
ocurrid con muy poca union de cromo a la
biomasa (< 1.0 % del cromo total presente
en el medio), lo que indico que la reduccién

A B
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del Cr(VI) ocurre en el medio extracelular
(Acevedo et al., 2006). Después de 60 h, el
color amarillo de los cultivos, debido a la
presencia de Cr(VI), ha desaparecido
completamente.
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Figura 2. Reduccion de Cr(VI1) a Cr(I1l) por las cepas Ed8 de Aspergillus sp y H13 de Peninicillium sp
(A) y aspecto de los cultivos (B). Cromo total unido a la biomasa después de diferentes tiempos de
incubacién en presencia de Cr(VI) (C). Tomado de Acevedo Aguilar et al. (2006).

1) Biotransformacion directa (reduccion
enzimatica)

En los hongos se tiene poco conocimiento
sobre los sistemas de reduccion de Cr(VI);
se desconoce que tipo de sistema participa
en la destoxificacion del Cr(VI), ya sea
enziméatico o no enzimatico, intracelular o
extracelular.

Ademas de las observaciones hechas con los
hongos filamentosos Aspergillus sp. vy
Penicillium sp., mencionadas lineas arriba
(Fig. 2), se ha indicado que en cepas de las
levaduras Saccharomyces cerevisiae
(Ksheminska et al. 2006) y Candida sp
(Villegas et al., 2008) la reduccion de Cr(VI)
ocurre en el medio de cultivo, con muy poca
union de Cr a la biomasa, proponiéndose que
esto refleja que la reduccion de Cr(VI)

ocurre en el medio extracelular (Ksheminska
et al. 2006). Hasta la fecha, sélo en la
levadura Candida maltosa se ha reportado
actividad de cromato reductasa en extractos
libres de células (Ramirez-Ramirez et al.,
2004), aunque no se probo si dicha actividad
es la responsable de la reduccion de Cr(VI)
in vivo. Recientemente, se ha detectado
actividad de cromato reductasa en extractos
libres de células de la cepa Ed8 de
Aspergillus tubingensis (Corefio Alonso,
2009), la cual es resistente a cromato y posee
alta eficiencia para reducir el Cr(VI) a
Cr(11) en el medio extracelular (Acevedo
Aguilar et al., 2006, 2008); se desconoce el
papel de esta actividad en la reduccion in
vivo del Cr(VI). En varios géneros de
bacterias se ha documentado la actividad de
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cromato reductasa, proponiéndose que la
misma puede constituir un mecanismo de
resistencia a Cr(VI) por participar en su
destoxificacion  (Cervantes y Campos
Garcia, 2007); dichas enzimas poseen
propiedades bioquimicas conocidas (nitrato
reductasa, flavin reductasa, ferrireductasa y
algunas flavoproteinas) y algunas son
capaces de reducir al Cr(VI) in vitro.

2) Biotransformacion indirecta (reduccion
no enzimatica)

En el interior de las células microbianas los
reductores no enzimaticos mas potentes
pueden ser el glutation y la cisteina; se ha
propuesto que en la levadura
Schizosaccharomyces pombe el glutation
puede proteger de la toxicidad del Cr(VI)
por su capacidad de amortiguar al ion
hidroxilo producido en su presencia (Pesti et
al., 2002).

La reduccion extracelular de Cr(VI) por
células fangicas podria deberse a la
produccion 'y excrecion de moléculas
reductoras, las cuales se desconocen hasta
ahora. En el caso de bacterias, se ha descrito
que producen y excretan substancias
reductoras, como el i6n ferroso Fe(ll) y H.S,
acoplando la oxidacion de moléculas
organicas y de hidrégeno a la reduccion de
ion férrico Fe(lll) y sulfato, respectivamente
(Kamaludeen et al., 2003). También,
recientemente, se demostrd que las bacterias
Shewanella oneidensis y Shewanella sp.
secretan flavinas como parte de un sistema
extracelular de transferencia de electrones
(Marsili et al., 2008). Es factible que la
reduccion extracelular de Cr(VI) observada
en hongos filamentosos (Acevedo et al.,
2008) y levaduras (Ksheminska et al.
2006; Villegas et al., 2008) se deba a la
produccion 'y excrecion de moléculas
similares a las descritas en bacterias o bien,
que produzcan moléculas reductoras de Cr
(VI) especificas. En el caso de la cepa
industrial de S. cerevisiae (Ksheminska et
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al. 2006), se encontr6 que el Cr(lll)
formado por reduccién de Cr(VI) en el
medio  extracelular se  encuentra
acomplejado con, al menos, dos compuestos
distintos producidos por la levadura, de
naturaleza desconocida; en su momento,
deberd determinarse si dichos compuestos
corresponden a moléculas reductoras de
Cr(VI).

3) Incorporacion y bioacumulacion

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se
ha descrito que el Cr(V1) puede incorporarse
a las células por un transportador aniénico
no especifico, un sistema de permeasas que
transporta diferentes aniones como sulfatos
y fosfatos (Borst-Pauwels, 1981); dicho
sistema es codificado por los genes SUL1 y
SUL2 (Cherest et al., 1997). Se ha descrito
que en la levadura S. cerevisiae la expresion
de dichos genes es modulada positivamente
por el regulador transcripcional MSN1; la
falta de esta proteina conduce a un nivel de
expresion bajo en los genes de los
transportadores SULI y SUL2, causa que se
acumule menos cromo en las células y
produce el fenotipo de tolerancia a Cr(VI)
(Chang, 2003). La incorporacion de sulfato
es un punto importante de regulacion del
metabolismo del sulfato en otros hongos;
dicha incorporacion esta sujeta a represion
metabolica por azufre, la cual afecta la
expresion de los genes codificantes de las
permeasas de sulfato en Neurospora crassa
(Marzluf, 1997; Tao y Marzluf, 1998),
Aspergillus nidulans (Natorf et al., 1993,
1998) y Penicillium chrysogenum (Van de
Kamp et al., 2000).

Evidencia adicional sobre el uso del sistema
de transporte de sulfato para la
incorporacion del cromato, se obtuvo por la
observacion de que algunos mutantes
resistentes a cromato de  hongos
filamentosos y levaduras mostraron una
dramatica disminucion en el transporte de
sulfato  (Cervantes et al., 2001).
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Recientemente, se ha mostrado que en el
genoma de algunos hongos filamentosos,
pero no en el de levaduras, existen
homologos de la proteina bacteriana ChrA

(Cervantes y Campos-Garcia, 2007), la
cual pertenece a la superfamilia de
transportadores  CHR, probablemente

implicadas en el transporte de sulfato y
cromato (Nies et al., 1998). En las bacterias
Pseudomonas aeruginosa Yy Cupriavidus
metallidurans la proteina ChrA constituye
un determinante de resistencia a Cr(VI), por
funcionar como una bomba expulsora del
ion (Cervantes y Campos-Garcia, 2007,
Ramirez Diaz et al., 2008). En hongos, la
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funcién de estas proteinas CHR homdlogas
no ha sido analizada.

Una vez que inicia la incorporacion del
cromo, este puede ser acumulado por las
células fungicas durante el crecimiento. La
acumulacion del metal es influida por
diversos factores, como el pH del medio, la
concentracion inicial del metal, la especie
quimica de éste y la temperatura. La Tabla 1
muestra reportes de remocion de cromo del
medio por acumulacion del metal en la
biomasa de distintos generos y especies de
hongos; es claro que entre los organismos
que remueven el cromo a altas
concentraciones iniciales de este en el medio
figuran las especies de Aspergillus.

Tabla 1. Remocion de cromo por bioacumulacién/biosorcién del metal con biomasa de hongos.

Concentracion

Remocién Tiempo

Metal Microorganismo inicial de metal pH (%) ) Referencia
(mg/L)

Cr(VI)  Aspergillus foetidus 5 7.0 97 92 Prase;(j)iézet al,
Cr(l1l)  Aspergillus oryzae 240 5.0 97 36 Nassze(;iogt al,
Cr(VI)  Rhizopus nigricans 100 2.0 80 4 Bai yz,%%rlaham,
Cr(vl)  Aspergillus sp. 100 5.0 92 18 Congf,e‘z’gg’;m et
Cr(vl)  Aspergillus niger 500 6.0 75 168 Ts’r:;ﬁsrtaggo%
cr(i) Asﬁ\i'?gg‘zs‘;;;ger 2150 5.5 71 36 Mala et al., 2006
Cr(v1) Asﬁ;gc"é“zzgfer 72 55 78 36 Mala et al., 2006

Sin embargo, se ha descrito que tanto
levaduras como hongos filamentosos son
capaces de acumular concentraciones
elevadas de cromo en la biomasa; como
ejemplo, cabe mencionar que la levadura
Pichia guillermondii (Ksheminska et al.,
2005) y los hongos filamentosos Aspergillus
sp. (Srivastava y Thakur, 2006b) y Rhizopus
sp. (Zafar et al., 2007) acumulan alrededor
de 13.0, 8.2 y 4.5 mg de cromo por g de
biomasa, respectivamente.

Es importante mencionar que en los reportes
mencionados  se  usaron  diferentes
condiciones, que incluyen los medios de
cultivo, la concentracion de cromo y la
relaciébn metal/biomasa, que dificultan las
comparaciones.
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Tabla 2. Reportes de bioacumulacion/biosorcién de cromo en hongos filamentosos y levaduras en los Gltimos 5

anos.

Bioacumulacion/

Organismo Biosorcion de Bioacumulacion/ Referencia
Biosorcion de Cr(VI)
Cr(ln
Aspergillus niger . .
MTCC 2594 Si Si Mala et al., 2006
Aspergillus sp.* NLi. Si Congeevaram et al., 2007
Rhizopus sp.* NLi. Si
Zafar et al., 2007
Aspergillus sp.* N.i. Si
Aspergillus sp.* Si
Si Srivastava y Thakur, 2006a
Hirsutella sp. N.i
Aspergillus sp.* Si Si Srivastava y Thakur, 2006b
. 1. NLi. Si
Aspe_rgn_lus 3. 1N2’ Fukuda et al., 2008
Penicillium sp.” N3 Ni Si
Aspergillus versicolor* Si Si Das et al., 2008
Candida intermedia’ Si Si Pas et al., 2004
Pichia guilliermondii® : . .
ATCC 201911 Si Si Kaszycki et al., 2004
Fusion de Candida’
tropicalis y Candida N.i. Si Yin et al., 2008
lipolytica®

! Hongo filamentoso; * Levadura. N.i. No investigado.

4) Biosorcion de Cr(l11) y Cr(VI1)

Se ha descrito la captura de cromo en la
superficie de hongos filamentosos y de
levaduras, como resultado de su unién con
componentes de la pared celular; en esta
estructura existen principalmente poli-
sacaridos, como glucanas, quitina y
quitosana, los cuales pueden estar asociados
con proteinas, y otros componentes menores
como lipidos y melaninas (Gadd, 1993;
Pillichshammer et al., 1995; Cervantes et al.,
2001). Esta union del cromo a la superficie
de los hongos ocurre de un modo
independiente de energia, de manera similar
a lo descrito con otros metales y se le ha
denominado biosorcion (Volesky y Holan,
1995; Pillichshammer et al., 1995;
Cervantes et al., 2001). ElI micelio de los
hongos zigomicetos Mucor mucedo Yy
Rhizomucor miehei tratado quimicamente

muestra alta eficiencia para unir Cr; también,
las biomasas de Rhizomucor arrhizu,
Candida tropicales, Penicillium
chrysogenum y Aspergillus carbonarius
NRC401121 son excelentes biosorbentes
(Cervantes et al., 2001). Entre varios
aislados de hongos filamentosos, la cepa de
MP/92/3/4 de Mucor hiemalis mostr6 una
eficiencia mayor para biosorber Cr(ll1) a su
biomasa, comparado con la union de Cr(VI)
(Pillichshammer et al., 1995).

En afos recientes se han incrementado las
investigaciones sobre el empleo de biomasa
fungica para remover cromo. La Tabla 2
muestra reportes descritos en los Gltimos 5
afios, en los que se incluyen los resultados de
estudios hechos en cultivos con hongos
filamentosos o levaduras, predominando los
realizados con los primeros. Dado que en
dichos estudios se empled biomasa viva, los
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datos obtenidos pueden deberse a los
procesos de bioacumulacion y/o de
biosorcion de cromo. En el reporte de Das et
al., (2008), mencionado en la Tabla 2,
mediante el empleo de espectroscopia
fotoelectronica de rayos X, se describe que
en Aspergillus versicolor ocurre la unién de
Cr(VI) a la pared celular del micelio y que
los componentes de ésta causan su reduccion
a Cr(I1l), el cual une electrostaticamente al
Cr(VI) conduciendo a la formacion de
acumulos del metal en capas sobre la pared
celular.

Es probable que la interaccion de los hongos
con el cromo involucre dos o mas de los
mecanismos mostrados en la Figura 1.
Ejemplo de esto lo constituyen las recientes
observaciones de Das et al., (2008), en las
que se concluy6 que en A. versicolor ocurre
reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) y también
unién de ambos iones a la superficie celular.
Otra indicacion proviene de la observacion
de que la eficiencia de reduccion de Cr(VI)
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a Cr(l11) en la cepa Ed8 de Aspergillus sp.,
la cual ocurre en el medio extracelular
(Acevedo Aguilar et al., 2006), se estimula
dramaticamente por la presencia en el
medio de &cidos organicos, como citrato,
salicilato o tartrato (Fig. 3; Corefio Alonso
et al., 2009). Dichos compuestos son
productos del metabolismo microbiano
abundantes en el suelo, que actian como
efectivos acomplejantes del Cr(I11) unido a
arcillas y otros componentes (Dubbin,
2004). Por ello, su efecto estimulatorio sobre
la reduccién de Cr(VI) por la cepa Ed8,
identificada como un aislado de Aspergillus
tubingensis (Corefio Alonso et al., 2009),
puede explicarse en base a que actuan
favoreciendo la reaccion de reduccion de
Cr(VI), acomplejando al producto de esta.
Es factible que la estimulacion de la
reduccién microbiana de Cr(VI) por acidos
carboxilicos tenga un papel importante en la
atenuacion natural de dicho i6n (Corefio
Alonso et al., 2009).
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Figura 3. Efecto de acidos carboxilicos en la eficiencia de reduccion extracelular del
Cr(VI) en la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis. Adaptado de Corefio Alonso et al.

(2009).
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5. Tolerancia a Cr(VI)

La tolerancia a cromato ha sido descrita en
cepas flngicas de laboratorio mediante
induccién con agentes mutagénicos, asi
como en aislados nativos de sitios
contaminados; en varios casos, tanto de
levaduras como de hongos filamentosos, se
demostro que la tolerancia al Cr(VI1) se debe
a la alteracion del transporte de sulfato, que
conduce a una menor incorporacion de
cromato (Cervantes et al., 2001). Como ya
se menciond, los genes SUL, implicados en
el transporte sulfato, estdn sujetos a
regulacion  transcripcional, tanto en
levaduras (Chang, 2003) como en hongos
filamentosos  (Marzluf, 1997; Tao vy
Marzluf, 1998; Natorf et al., 1993, 1998;
Van de Kamp et al., 2000). En otros casos se
producen fenotipos de hipersensibilidad a
Cr(VI), como resultado de la alteracion de la
ATPasa vacuolar o de estructuras vacuolares
(Gharieb y Gadd, 1998), o bien por la
alteracion de proteinas que protegen del
efecto oxidativo del Cr(VI), como la alkil
hidroperdxido reductasa (Nguyen-Nhu vy
Knoops, 2002) o la Cu,Zn-superoxido
dismutasa y la péptido metionina sulfoxido
reductasa(Sumner et al., 2005).

6. Aplicaciones biotecnolodgicas

Los procedimientos convencionales para la
remocion del cromato de sitios contaminados
son de tipo fisicoquimico e incluyen la
reduccion  quimica  seguida de la
precipitacion,  intercambio  idénico 0
adsorcion sobre carbon activado, alimina,
kaolinita o ceniza. Sin embargo, la mayoria
de esos métodos requieren de alta energia o
de cantidades grandes de reactivos
(Shrivastava et al., 1986). Los procesos
microbianos  de  biosorcion y  de
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transformacién quimica de cromo son
promisorios y de importancia préactica en el
contexto de la biotecnologia ambiental, ya
que pueden servir de base para el desarrollo
de procedimientos limpios y econdémicos
para el tratamiento de aguas naturales, de
efluentes  industriales o para la
biorremediacion de suelos contaminados. A
continuaciéon ~ se  describen  estudios
realizados en hongos sobre dichos procesos.

7. Biosorcion de Cromo

En 1995 se hizo un esfuerzo para resumir el
tipo y eficacia de los biosorbentes, asi como
los procesos de tratamiento por biosorcién
(Volesky y Holan, 1995); de entonces a la
fecha los estudios han continuado de
manera intensiva, considerandose en muchos
casosel empleo de biomasa fangica, cultivada
en lote, en biorreactores o inmovilizada en
diferentes matrices, para remover por
biosorcion el cromo presente en medio de
cultivo o en efluentes industriales. Respecto
de los hongos, los organismos utilizados
incluyen Rhizopus nigricans (Bai vy
Abraham, 2005), Penicillium chrysogenum
(Deng et al.,, 2006), Trichoderma viride
(Bishnoi et al., 2007), Aspergillus sp. e
Hirsutella sp. (Srivastava y Thakur, 2006
a,b), Rhizopus cohnii (Li et al., 2008) y
otros. En algunos casos, los estudios se
realizan utilizando biorreactores; en la Tabla
3 se muestra que la biomasa de Aspergillus
sp. incubada en un Dbiorreactor puede
utilizarse para la remocién por biosorcion
del Cr presente en los efluentes de una
teneria 0 en medio de cultivo (Srivastava y
Thakur, 2006a); debido a que en los
efluentes existen otros compuestos que son
toxicos, la eficiencia de remocion de Cr es
menor a la observada en medio de cultivo.
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Tabla 3. Remocion de Cr por biomasa de la cepa
FKZ1 de Aspergillus sp. incubada en bioreactor.

Porcentaje de disminucién de

Tiempo de cromo presente en:
incubacion Medio de Efluente
(dias) cultivo* industrial**
1 65 30
3 70 48
5 85 60

* El cromo inicial fue de 500 ppm de Cr(VI). ** El
cromo inicial presente en el efluente fue 557 ppm,
determinado como Cr total. Adaptado de Srivastava y
Thakur (2006a).

En otros estudios se ha considerado el
empleo de biomasa fungica generada como
producto secundario de fermentaciones a
nivel industrial para la produccién de
alimentos, bebidas 0 productos
farmacéuticos; ejemplo de esto lo constituye
P. chrysogenum, utilizado para la
produccion de penicilina. En este caso se ha
considerado realizar modificaciones a la
superficie de la biomasa micelial, mediante
la adicibn de cargas positivas por la
insercion en la misma del polimero
polietilenimina. Debido a la alta densidad
de grupos amino en las moléculas del
polimero, la biomasa modificada mostro
potencial zeta positivo asi como alta
capacidad de adsorber Cr (V1) (Deng et al.,
2006). Otro enfoque novedoso ha consistido
en la preparacion de microesferas
magnéticas biofuncionales para la adsorcion
y recuperacion de Cr (VI); la subsecuente
aplicacion de la tecnologia de separacién
magnética hace el proceso mas conveniente.
En este procedimiento se utilizd6 biomasa
pulverizada del hongo Rhizopus cohni en la
preparacion de las microesferas; en este caso
la biosorcion ocurrié en forma de Cr(VI) por
efecto de la biomasa fungica (Li et al.,
2008).

8. Transformacién quimica del
cromo
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Dado que la movilidad y la toxicidad del Cr
dependen de su estado de oxidacion, las
reacciones redox que involucran al Cr son
importantes en la determinacion de su
destino en el ambiente y el riesgo de este
para la salud humana. Se puede anticipar que
la reduccion del Cr(VI) en ambientes
contaminados resulta de una interaccion
compleja de procesos bidticos y abioticos. El
Cr(VI) puede ser reducido a Cr(lll) en el
suelo por reacciones redox con especies
inorganicas  acuosas, transferencia de
electrones en superficies minerales, reaccion
con substancias organicas no hamicas, tales
como carbohidratos y proteinas, o reduccion
por substancias humicas del suelo (Palmer y
Wittbrodt, 1991). Como ya se menciong, la
actividad  microbiana  también  puede
contribuir a la reduccion de Cr(VI) a través
de la liberacion del ién ferroso, sulfuros o
intermediarios organicos reactivos. Algunos
ligantes  solubles  organicos  pueden
influenciar el destino del Cr ubicado bajo las
superficies a través de complejos con la
forma reducida Fe(ll) u oxidada Fe(lll) del
Fe, asi como por el acomplejamiento del
Cr(111) en formas solubles (Buerge y Hug,
1998).

Como ya se mencion0, la eficiencia de
reduccion de Cr(VI) de la cepa Ed8 de A.
tubingensis se estimula por acidos organicos
como el citrato, salicilato o tartrato (Corefio-
Alonso et al., 2009; Fig. 3), que provienen
del metabolismo microbiano y que son
abundantes en el suelo.

En base a esta observacion y a la capacidad
de la biomasa de la cepa Ed8 de A.
tubingensis de realizar de manera sostenida
la disminucién de los niveles de Cr(V1), se
implementd un procedimiento continuo de
biotratamiento de efluentes industriales en
base a ciclos de recarga de efluentes
utilizando medio con agentes acomplejantes
(Corefio-Alonso et al., 2009; Fig 4 A, B).
Tomando en cuenta la concentracion inicial
de Cr(VI) en los efluentes, de alrededor de
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50 pg/ml, y 3 ciclos de recarga de 50 pg/ml
cada uno, en medio con citrato se redujeron
alrededor de 180 pg/ml después de 96 h (Fig.
4A). Se obtuvo una mejora adicional en la
eficiencia del sistema utilizando medio
suplementado con una mezcla de salicilato y
tartrato, ya que después de 3 ciclos de

% Cr(vi)
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%Cr(vy
2
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recarga se obtuvo la reduccion de cerca de
140 pg/ml de Cr(VI) después de 24 h (Fig.
4B). Estos resultados indican la utilidad
biotecnologica de la cepa Ed8 de A.
tubingensis para el disefio de procesos de
biotratamiento de efluentes industriales
contaminados con Cr(VI).
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06 n _:‘2 h ‘-';’ ®Bh ‘l.L-M h

Tiempo (h)

Figura 4. Proceso continuo de remocion de Cr(VI) de efluentes industriales (residuos de una cromadora) por
reduccion con biomasa de la cepa Ed8 incubada en medio con el acomplejante citrato (A), o una mezcla de salicilato
y tartrato (B). Las flechas indican recargas de efluente con la concentracién de Cr(VI) utilizada al inicio de las
incubaciones (50 mg/L). Tomado de Corefio Alonso et al. (2009).

Los reportes sobre aplicaciones de
microorganismos  para  estudios  de
biorremediacion de suelos contaminados con
cromato son escasos. Uno de dichos
estudios incluyd el empleo de bacterias no
identificadas, nativas del sitio contaminado,
las cuales se utilizaron en bioreactores para
tratar suelo contaminado con Cr(VI). Se
encontro que la reduccion méaxima de Cr(VI)
ocurrio con el empleo de 15 mg de biomasa
bacteriana por g de suelo (peso humedo),
con 50 mg de melasas por g de suelo como
fuente de carbono; el bioreactor operado en
esas condiciones redujo completamente 5.6
mg Cr(VI) por g de suelo en 20 dias
(Jeyasingh y Philip, 2004). En otro estudio
se utilizaron bacterias reductoras de Cr(VI)
no identificadas, nativas de un sitio
contaminado, en combinacion con el hongo
Ganoderm lucidum, éste ultimo utilizado
para remover por biosorcion el Cr (Il)
formado. Los resultados obtenidos indicaron
que la reduccion de 50 mg/L de Cr(VI) por

las bacterias fue méxima, de alrededor de un
80%, con 10 g/L de peptona como fuente de
electrones y un tiempo de retencion
hidraulica de 8 h. EI Cr (1l1) producido fue
removido utilizando una columna con el
hongo Ganoderm lucidum como absorbente
y exceso de donador de electrones del
efluente del bioreactor; en esas condiciones,
la capacidad especifica de adsorcién de Cr
(1) de G. Lucidum en la columna fue de
576 mg por g (Krishna y Philip, 2005). En
otros estudios se ha probado la adicion de
fuentes de carbono a suelo contaminado
analizado en columna; en uno de esos
estudios se observd que la adicion de
triptona de soya a suelo adicionado de 1000
mg/L de Cr(VI) incrementa la reduccion del
i6n, debido a la accion de microorganismos
presentes en el suelo, aunque tal accion no es
observada en suelo con  mayores
concentraciones (10,000 mg/L) de Cr(VI)
(Tokunaga et al., 2003). En otro trabajo se
observé que la adicion de nitrato y de
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melasas acelera la reduccion de Cr(VI) a
Cr(111) por una comunidad microbiana nativa
estudiada en microcosmos en lote o0 en
columnas de flujo no saturado, bajo
condiciones similares a las de la zona
vadosa. En el caso de los microcosmos en
lote, la presencia de los mencionados
nutrientes causé 87% de reduccion de los 67
mg/L de Cr(VI) presentes al inicio del
experimento; los  mismos  nutrientes,
agregados a una columna de flujo no
saturado de 15 cm adicionada de 65 mg/L de
Cr(VI), causaron la  reduccion e
inmovilizacion de 10% del cromo, en un
periodo de 45 dias (Oliver et al., 2003).

9. Nuevos enfoques y direcciones de
los estudios

En pocos estudios en relacion con las
respuestas a cromo se han usado modelos
microbianos de laboratorio, como la
levadura sensible a Cr(VI) S. cerevisiae, que
ha sido ampliamente utilizada para la
elucidacion de distintos procesos biologicos
fundamentales, gracias a la facilidad de su
manipulacion  por  procedimientos  de
genética molecular. En uno de dichos
estudios, utilizando cepas mutantes afectadas
en funciones de reparacion de dafio a ADN,
de lipidos o de proteinas (Sumner et al.,
2005) se establecié que en S. cerevisiae la
oxidacion de proteinas es el principal
mecanismo de toxicidad de Cr(V1). Por otra
parte, la caracterizacién de aislados de
levaduras y de hongos filamentosos nativos
de sitios contaminados con Cr(VI), que
usualmente son tolerantes al i6n, puede
revelar procesos metabolicos y/o
mecanismos no presentes en modelos de
laboratorio, que podrian ser relevantes para
las propiedades de tolerancia y capacidad de
destoxificacion del ion. Ya sea en modelos
de laboratorio o en cepas fangicas de origen
ambiental, el analisis del transcriptoma, del
proteoma y del metaboloma constituyen
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herramientas poderosas para conocer los
cambios y respuestas a nivel gendmico en la
expresion de genes, produccion de proteinas
y funcionamiento de rutas metabdlicas,
como consecuencia de la exposicion a
metales. Adicionalmente, estudios comple-
mentarios de fisiologia molecular pueden
permitir  establecer el papel de los
genes/proteinas identificados como de
expresion/produccion diferencial en las
propiedades de resistencia a Cr(VI) y/o en la
capacidad de transformarlo a formas
reducidas. En estudios recientes se ha
analizado a nivel gendmico la respuesta a
Cr(VI) y a otros metales en el modelo de
laboratorio S. cerevisiae (Jin et al., 2008); se
obtuvo informacién que revela los cambios
transcripcionales  asociados  con la
exposicion a los metales (transcriptoma), asi
como sobre la relacion entre la expresion de
alrededor de 4,700 genes no esenciales y la
sensibilidad a aquellos (deletoma). El
analisis de estos dos tipos de informacién
reveld que varias rutas de transduccion de
seflales conservadas parecen estar invo-
lucradas en la respuesta a la exposicion a
metales. Estos estudios indican que la
respuesta al estrés causado por el cromato y
otros metales es compleja, posiblemente
resultante de la accion de varios sistemas de
regulacién transcripcional y asociada con los
efectos primarios y secundarios de la
interaccion de los metales con los
componentes celulares.

En el futuro, serd necesaria la integracion de
los resultados de la combinacion de estudios
de transcriptoma, protedbmicos y de
metabolomica, a fin de lograr obtener una
panoramica de las respuestas celulares a
nivel del organismo completo. Derivado de
lo anterior, podra hacerse una seleccion y
manipulacion adecuada de genes de interés
para mejorar caracteristicas particulares de
los microorganismos con fines biotec-
nolégicos. Otros aspectos de importancia
para una comprensién mas profunda de las
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interacciones de las células fungicas con el
cromo, es la utilizacion de tecnologias de
alta resolucion tales como la microscopia
electronica de transmision (MET) y de
barrido (MEB), espectroscopia de dis-
persion de rayos X y de aquellas que
permitan la deteccion de las especies
estables del cromo, ya sea en las células o en
el medio extracelular, como la espectros-
copia fotoelectronica de rayos X. Aspectos
adicionales de mejora futura comprenden la
modificacion y optimizacion de las condicio-
nes de interaccion microorganismo-metal,
gue conduzcan a una mayor eficiencia en la
reduccion del Cr(VI), o nuevas modifica-
ciones quimicas de la biomasa que
incrementen la eficiencia en la biosorcion del
metal. Aunado a lo anterior, se requeriran de
nuevos estudios en biorreactores, tanto en
cultivos sumergidos como en fase sélida, a fin
de alcanzar mejoras en la ingenieria de los
procesos de tratamiento de efluentes y de su
escalamiento. De igual forma, sera de
importancia incrementar los estudios sobre la
implementacion de  procedimientos de
biorremediacion de suelos contaminados con
cromo, empleando cepas flngicas selec-
cionadas, solas o combinadas en consorcios
con bacterias, considerando también el
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