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RESUMEN

Se biosintetizaron particulas de baricita (fosfato de Fe(II)) soportadas en
montmorillonita (BioFe-MMT) usando consorcios microbianos que reducen
Fe(III). Se estudid la remocion de cromo usando BioFe-MMT (2,4 g L'!), pH
4,0, partiendo de una solucién de Cr(VI) de 10 mg L, lograndose una
remocién del 99,4% de Cr(VI) y 98,0% del Cr total, mediante reduccion vy
adsorcién. La eficiencia en la remocidn mejord al reducir el tiempo de
biosintesis, como consecuencia de la obtencion de particulas mas pequenas.
Ademas, se evalud la toxicidad de BioFe-MMT y de la solucién de Cr(VI)
antes y después del proceso de remediacién mediante bioensayos
estandarizados en larvas de Rhinella arenarum. Cr(VI) en solucion mostré
toxicidad, pero el material BioFe-MMT y el sobrenadante obtenido post
remocion no afectaron la sobrevida de las larvas. Por otro lado, el barro
residual luego del tratamiento (Cr-BioFe-MMT) fue tdxico tras 216 h de
exposicion, debido a posibles efectos de lixiviacion del Cr(VI) adsorbido.
Aunque el tratamiento reduce la concentracién de Cr(VI) y Cr total a niveles
seguros, es necesario disponer adecuadamente el barro para evitar efectos

secundarios por lixiviacion.
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INTRODUCCION

El vertido constante de cromo (Cr) por diversas industrias, incluyendo su
uso en metalurgia, curtido de cuero, produccién de pigmentos vy
preservantes para madera, es una preocupacion ambiental y de salud. El Cr
puede ser esencial en pequefas cantidades, pero en su forma hexavalente
(Cr(VI)) es altamente téxico y se bioacumula en organismos acuaticos
(Kamila et al., 2023). Ademas, su alta solubilidad en agua y baja adsorcién
en suelos contribuyen a la contaminacion de aguas subterraneas. Debido a
estos impactos, el Cr(VI) esta clasificado como contaminante prioritario por
la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) (Thangaraj
and Bhaskarapillai, 2022), y la OMS ha establecido un limite maximo de
0,05 mg L! en el agua potable (OMS, 2019).

Resulta relevante la generacién de nuevas tecnologias que sirvan como
alternativas sostenibles para el tratamiento de cuerpos de agua
contaminados. En este contexto, este equipo de trabajo ha desarrollado
recientemente la  biosintesis de particulas de  baricita, (Ca,
Fe?*)3(P04)2:8H20), soportadas en arcilla montmorillonita (BioFe-MMT) a
través de una metodologia amigable con el ambiente. Las mismas fueron
ensayadas en procesos de remediacién de Cr(VI) obteniéndose resultados

prometedores (Paronetto et al., 2024).

En el desarrollo de procesos de remocion de contaminantes utilizando
materiales adsorbentes es necesario analizar que el material en si mismo no
se convierta en un contaminante y no genere toxicidad. Los bioensayos
estandarizados con anfibios, como el ANFITOX, permiten detectar riesgos
ambientales, asegurar la sostenibilidad de nuevas tecnologias, establecer
limites seguros de exposicion y estrategias de gestion ambiental al
determinar la toxicidad de las sustancias en diferentes condiciones de
exposicion (Pérez Coll et al., 2018). Los anfibios son considerados
bioindicadores de la salud ambiental, principalmente durante el periodo de
desarrollo temprano de su ciclo de vida, debido a su piel permeable que

absorbe facilmente productos quimicos del ambiente (Svartz et al., 2017).
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El protocolo ANFITOX evalla la toxicidad de muestras acuosas utilizando
como modelo biolégico el desarrollo temprano de Rhinella arenarum, un
anfibio autoctono, proporcionando datos valiosos para estudios ambientales

y evaluaciones de la calidad del agua (Svartz et al., 2017).
OBJETIVOS

En este trabajo se persiguié el propdsito de reducir el tiempo de biosintesis
de las particulas de baricita soportadas en arcilla montmorillonita (BioFe-
MMT) conservando la capacidad de eliminacion de Cr(VI). Ademas, se
evalué la toxicidad de BioFe-MMT y de la solucién de Cr(VI) antes y después
del proceso de remediacion, mediante bioensayos estandarizados con larvas

de Rhinella arenarum.
METODOLOGIA
Sintesis y caracterizacion de BioFe-MMT

El material BioFe-MMT se sintetizé utilizando un consorcio de bacterias
reductoras de hierro (Paronetto et al., 2024). Se prepararon tres materiales
variando el tiempo de crecimiento bacteriano durante 3, 4 y 6 semanas,
respectivamente (BioFe-MMT 3, BioFe-MMT 4 vy BioFe-MMT 6,
respectivamente). Se obtuvieron micrografias mediante microscopia
electrénica de barrido (MEB) de los materiales y se evalud la eficiencia de

estos en la remociéon de Cr(VI) y cromo total (Crrotal).
Evaluacion de la eficiencia de remocion de Cr(VI) y Cr total con BioFe-MMT

Se obtuvieron las cinéticas de remocién de Cr total y Cr(VI) usando BioFe-
MMT 3, BioFe-MMT 4 y BioFe-MMT 6, segun lo indicado en la ref. (Paronetto
et al., 2024), partiendo de una solucién de 10 mg L! de Cr(VI), pH 4,0 y
dosis de adsorbente 2,4 g L'!. Luego se obtuvieron el sobrenadante (R-S) y
el barro después del tratamiento de remocién (Cr-BioFe-MMT) por filtracidn

y se determind la concentracién de Cr(VI) y Cr total. Los datos reportados
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son valores medios de dos experimentos replicados, con un error

experimental tipico menor al 5%.
Bioensayos de toxicidad

Los bioensayos consistieron en lotes de 10 larvas de Rhinella arenarum
(estadio S.25), por triplicado, colocadas aleatoriamente en placas de Petri
con 33 ml de solucidén de los diferentes tratamientos preparadas en una
solucidn salina suave (solucién ANFITOX, SA). Se expusieron durante 96 h
(agudo), 168 h (subcrénico) y 504 h (crénico) en un régimen semi-estatico,
reemplazando las soluciones cada 48 h. Las larvas se alimentaron con
alimento balanceado para peces Tetra Color® en cada cambio de
soluciones. La temperatura se mantuvo a 20 + 2 °C, con un fotoperiodo de
luz/oscuridad de 12:12.

Se evalud la toxicidad de Cr(VI) antes y después del tratamiento, y la
seguridad del material de remocién en larvas de R. arenarum. Se estudiaron
las condiciones: 1) SA (control negativo), 2) Soluciones de Cr(VI), 3)
Suspensiones de BioFe-MMT, 4) Soluciones obtenidas luego del tratamiento
de remocion con BioFe-MMT (R-S) y 5) Suspensiones del barro obtenido

después del tratamiento de remocion (Cr-BioFe-MMT).

Para validar los bioensayos, la mortalidad en los controles no superd el
10%. Los experimentos se realizaron segun los protocolos de cuidado
animal aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales en Experimentacién (CICUAE) de la Universidad Nacional de San
Martin (Res. CD N°05/2024).

Registro y andlisis de datos de toxicidad

La sobrevida se registré cada 24 h y las alteraciones etoldgicas (locomocion
y comportamiento) cada 48 h. Las concentraciones letales (CLs) se
estimaron mediante el método probit con el software TRAP (vs. 1.3) y se
construyeron los perfiles de toxicidad (curvas TOPs) basados en CL 10, CL

50 y CL 90. Los porcentajes de efectos letales y subletales se analizaron
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estadisticamente con el test ANOVA-Dunnett para comparar las medias de
los tratamientos con el control (media + desviacién estandar, p<0,05). Los
supuestos de ANOVA se corroboraron con los tests de Bartlett y Shapiro-
Wilks. El valor NOEC (Concentracién Sin Efecto Observado) se determind
como la maxima concentracibn que no causd mortalidad o efectos
subletales significativos en comparacién con el control en un tiempo de
exposicion especifico. Los analisis se realizaron con GraphPad Prism (vs.
5.0)/Sigma Plot (vs. 11.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis mediante MEB mostré que las particulas de baricita
biosintetizadas, estructuras con morfologia cubica en la Figura 1, aumentan
de tamano con el tiempo de sintesis: 1,5 + 0,1 um a las 3 semanas (Figura
1A), 1,8 £ 0,2 um a las 4 semanas (Figura 1B) y 1,93 + 0,04 pm a las 6
semanas (Figura 1C). La sintesis prolongada favorece la formacién de

particulas mas grandes.

Figura 1. Imagenes MEB de BioFe-MMT a (A) 3 semanas, (B) 4 semanas y (C) 6 semanas.

En la Figura 2 se muestran cinéticas de remocion de Cr(VI) y Cr total
obtenidas usando los tres materiales. Los resultados indicaron que la
remocién de Cr(VI) y Cr total se vio favorecida con un tamano menor de
particula. Dado que para todos los materiales la remocion cumple con los
limites establecidos por ACUMAR (Crrotal < 2 mg L!, Cr(VI) < 0,2 mg L?)
(ACUMAR, 2020) y considerando que Cr(VI) es la especie mas tdxica, se
eligié BioFe-MMT 3 para los bioensayos por su rapida sintesis y eficiencia en

la eliminacion de Cr(VI).
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Las curvas TOPs mostraron un aumento significativo de la toxicidad con el
tiempo de exposicién (Figura 3A). La CL 50 disminuyd de 67,3 mg L! a las
48 h a 0,04 mg L a las 504 h, con un aumento de toxicidad de mas de
1600 veces. El mayor incremento en toxicidad ocurrié entre las 48 y 96 h.
Se determinaron los valores NOEC a distintos tiempos de exposicion (Figura
3B). Hasta 1 mg L' de Cr(VI) no se observd letalidad a las 96 h, ni
anomalias a 0,01 mg L!. Para exposicidon subcrénica, concentraciones de
0,01 mg L no causarian alteraciones y con 0,1 mg L' no se registraria
mortalidad. Hacia el final del bioensayo, la exposicién a 0.001 mg L no

generaria mortalidad ni alteraciones en las larvas.
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Figura 2. Perfiles de concentracién de Cr(VI) (A) y Crrotal (B) a lo largo del tiempo usando

BioFe-MMT (2,4 g L-1) sintetizado durante 3, 4 y 6 semanas, con un pH constante de 4,0,

utilizando una solucion inicial de Cr(VI) de 10 mg L-1,
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Figura 3. (A) Curvas del perfil de toxicidad basadas en CL 10, 50 y 90 para larvas de R.
arenarum expuestas a Cr(VI), con un enfoque detallado en la exposicién subcroénica y crénica
(esquina superior derecha). (B) Valores NOEC para efectos subletales y letales en larvas de

R. arenarum expuestas a Cr(VI) en diferentes tiempos.
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La Figura 4 muestra las curvas de sobrevida de las larvas de R. arenarum
expuestas a los distintos tratamientos. La exposicion a 10 mg L de Cr(VI)
no causd mortalidad significativa en las primeras 72 h, pero alcanzé el 100
% a las 192 h. El sobrenadante tratado con BioFe-MMT (R-S) y el BioFe-
MMT no causaron toxicidad. La suspension de Cr-BioFe-MMT mostré efectos
letales significativos a partir de las 216 h, alcanzando el 100 % de
mortalidad a las 504 h. Esto sugiere la necesidad de retirar el material de
remediacidon antes de las 216 h. La toxicidad podria deberse a la desorcién
de Cr(VI) tras 24 h, siendo el perfil de toxicidad de Cr-BioFe-MMT similar al
de una solucion de 0,1 mg L de Cr(VI).
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Figura 4. Curvas de sobrevida de larvas de R. arenarum expuestas a soluciones de 0,1 y 10
mg L-1 de Cr(VI), particulas biosintetizadas suspendidas en solucién ANFITOX (BioFe-MMT),

sobrenadante obtenido después del tratamiento (R-S) y barro después del tratamiento de
remocion (Cr-BioFe-MMT).

CONCLUSIONES

Se logré disminuir el tiempo de sintesis del material estudiado obteniéndose
ademas una mejora en el proceso de remocién de Cr(VI) y Cr total al
utilizar el material sintetizado en un periodo de tiempo corto (3 semanas).

Con el tratamiento de remocion de cromo se consiguen niveles seguros de
Cr(VI) para el desarrollo temprano de este anfibio, siendo necesario retirar
y disponer adecuadamente el barro obtenido luego del proceso de remocién

de Cr(VI) (Cr-BioFe-MMT) para evitar los posibles efectos secundarios
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ocasionados por la lixiviacién del Cr adsorbido.
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