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ABSTRACT

® At present, industrial application of hard
chromium electroplating is based on electrolytic
baths of sulphuric acid and chromium
trioxide solutions in water. Toxicological and
environmental properties of these chromium
(V1) baths show the convenience of searching
for new CrVI free formulations. Research
activities have shown that chromium metallic
coatings from an ionic liquid (IL) using trivalent
chromium salts can be successfully produced.
A highly promising CrVI free, bright, thick and
hard chromium deposition process has been
developed based on an ionic liquid composed
of Chromium chloride (CrCl..6H20) and Choline
chloride (HOC,H,N(CH,)**CI-).
Jointly with technological properties evaluation,
a methodological study on environmental risk
analysis and on implications in health & safety
for the referred ionic liquid bath has been carried
out. With that aim, experimental tests on the
basis of toxicological properties, of effects on
human health and of environmental effects were
conducted. Comparisons of the obtained results
with the behaviour of traditional baths used
for the same purpose were also accomplished,
showing for the ionic liquid formulation a lower
toxicity and less environmental risk than for the
CrVI formulation.

e Keywords: hard chrome plating, ionic liquid,
chromium chloride, choline chloride, toxicity,
environmental properties.
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RESUMEN

En la actualidad, el cromado duro a nivel industrial utiliza
bafios electroliticos de acido sulfarico y soluciones de tridoxido
de cromo en agua. Las propiedades toxicolégicas y ambien-
tales de estos bafos de cromo (VI) aconsejan buscar nuevas
formulas libres de CrVI. Actividades de investigacion reali-
zadas con anterioridad han demostrado que los recubrimien-
tos metalicos de cromo duro a partir de un liquido i6nico (LI)
compuesto de sales de cromo trivalente pueden ser llevados a
cabo con éxito. Asi, se ha desarrollado un prometedor proceso
de deposicion de cromo duro en base a un liquido idénico, com-
puesto de cloruro de cromo (CrClL.6H,0) y cloruro de colina
(HOC,H,N (CH,)**Cl-), libre de CrVL

Conjuntamente con la evaluacion de las propiedades tec-
noldgicas, se ha llevado a cabo un estudio metodologico sobre
el analisis de los riesgos ambientales asi como sobre las im-
plicaciones en la salud y en la seguridad, teniendo en consi-
deracion el liquido i6nico mencionado. Con este proposito,
se han realizado diferentes ensayos para evaluar las propie-
dades toxicoldgicas, los efectos en la salud humana y en el
medioambiente. Asi mismo, se ha elaborado una comparativa
de los resultados obtenidos con la nueva formulacion frente al
comportamiento de los bafios tradicionales utilizados para el
mismo propdsito, quedando demostrado que la formulacion
basada en el liquido i6nico presenta una toxicidad inferior y
un menor riesgo ambiental.

Palabras clave: recubrimiento de cromo duro, liquido i6-
nico, cloruro de cromo, cloruro de colina, toxicidad, propieda-
des medioambientales.

1. INTRODUCCION

El cromo es el material mas utilizado en el acabado su-
perficial de metales debido a las excelentes propiedades que
imparte a los sustratos y a que los procesos utilizados son
ampliamente conocidos, experimentados y eficientes desde el
punto de vista economico. En los ultimos afios, sin embargo,
el uso y la emision de cromo hexavalente se encuentran bajo la
creciente atencion de los distintos organismos reguladores de-
bido a sus efectos adversos en la salud y en el medio ambiente.
El proceso de recubrimiento con cromo duro es la aplicacion
de cromo mas utilizada en el acabado de superficies. Se usa de
forma habitual en aplicaciones que requieren recubrimientos
duros y resistentes ya sea en partes nuevas o en partes reacon-
dicionadas. La capa aplicada es relativamente gruesa, por lo
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general entre 0,25 y 0,76 mm, por ello resulta apropiado para
la restauracion dimensional. En las aplicaciones aeroespacia-
les, el recubrimiento de cromo es el preferido de los recubri-
mientos resistentes al desgaste para el sistema hidraulico, el
tren de aterrizaje, los ejes giratorios, engranajes y superficies
que se encuentran sometidos a deterioro por deslizamiento o
rodadura. Las posibles sustituciones del proceso de cromado
duro incluyen aplicaciones de niquel no electrolitico, diversos
compuestos de niquel-tungsteno, aleaciones de cobalto, apli-
caciones en forma de spray pulverizador de plasma y proce-
sos de deposicion al vacio. Ninguno de ellos ha ofrecido la
totalidad de las excelentes cualidades del recubrimiento con
cromo [1].

Los liquidos idnicos (LIs) son clasificados como sales que
se encuentran liquidas a temperaturas por debajo de los 100
°C. Han sido ampliamente estudiados principalmente en apli-
caciones sintéticas y electroquimicas. Los LlIs tienen impor-
tantes propiedades fisicas y quimicas que los hacen ideales
para el procesado de metales: amplio rango de potencial, alta
solubilidad de sales metalicas, rechazan el agua y las formu-
laciones metal/agua, y alta conductividad en comparacion con
los disolventes no acuosos. Frank Endres y colaboradores re-
cogieron los principales aspectos de la electrodeposicion con
diferentes tipos de liquidos i6nicos [2]. Los liquidos idnicos
basados en cloroaluminato son considerados como la primera
generacion de LIs. Su naturaleza higroscopica ha dificultado
su uso, ya que deben de ser preparados y manipulados en at-
mosferas gaseosas inertes. La sintesis de LIs estables al agua
y al aire, considerados como la segunda generacion de Lls,
ha suscitado un gran interés en diversos campos. Los LIs es-
tables al agua mas populares son los que contienen aniones
tales como tetrafluorborato (BF,-), hexafluorfosfato (PF-) y
bis-trifluormetilsulfonil imida (TFSI-). Dos revisiones reali-
zadas por Endres [3, 4] cubren todos los aspectos relativos a
la electrodeposicion con estos liquidos. Mientras que los li-
quidos i6nicos con aniones discretos, como los mencionados,
muestran un gran potencial para la electrodeposicion de me-
tales electronegativos, como por ejemplo el aluminio, cues-
tiones como la toxicidad y la disponibilidad limitan su uso
practico en aplicaciones a mayor escala con otros metales.

Un planteamiento alternativo para producir liquidos 16-
nicos es partir de un haluro de amonio cuaternario simple
e ir disminuyendo el punto de congelacion mediante acom-
plejamiento de los aniones con el fin de deslocalizar la car-
ga eléctrica. Estos liquidos idnicos eutécticos, desarrollados
por el grupo de A. P. Abbott, pueden ser descritos mediante
la formula general: R R,R.R N+X- .zY, donde R R R,R N+
es un cation amonio cuaternario, X es en general es un anion
haluro, Y es el acido Lewis o Brensted y z es el nimero de
moléculas Y que acomplejan a X, y se han caracterizado en
tres tipos dependiendo del agente complejante Y, por lo tanto
Tipo 1: Y =MCIx, M = Zn, Sn, Fe, Al, Ge, [5, 6]; Tipo 2: Y =
MCIx. yH,O [ 7]y Tipo 3: Y = RZ, Z = CONH,, COOH, OH
[ 8]. La mayoria de los estudios anteriores se han centrado en
el cloruro de colina como sal de amonio cuaternario, ya que
no es toxica, es biodegradable, y esta siendo utilizada como
un componente comiin a numerosas referencias y productos
industriales. Por todo ello, se puede aplicar a procesos a gran
escala. Los estudios previos realizados en este campo por A.
P. Abbott y colaboradores, describen la electrodeposicion de
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aleaciones cinc-estafio [9] y de cromo negro [10] a partir de
liquidos i6nicos eutécticos.

Una red de treinta y tres empresas, instituciones académi-
cas y asociaciones comerciales han estado trabajando en la
investigacion, ampliacion y comercializacion de procesos de
galvanoplastia y pulido electrolitico basados en torno a estos
nuevos liquidos idnicos en la red IONMET [11], proyecto
integrado financiado por el Programa Marco FP6. Entre los
estudios realizados, se desarrollé un nuevo proceso de elec-
trélisis mediante un liquido i6nico constituido por cloruro de
cromo/ cloruro de colina fue estudiado por Benaben y cola-
boradores [12], con la finalidad de obtener un recubrimiento
duro y brillante de cromo metalico aplicado en un sustrato de
acero, presentando unas interesantes propiedades. La falta de
informacion y la incertidumbre en torno al impacto ambien-
tal de los LIs es una barrera importante para la utilizacion de
estos compuestos en la industria. Se han realizado esfuerzos
para superar este inconveniente y ofrecer una primera vision
sobre el comportamiento de los LIs en medios acuosos, asi
mismo numerosos estudios han proporcionado una amplia
informacion, por ejemplo, sobre ecotoxicidad, biodegradabi-
lidad, bioacumulacion y distribucion de los LIs en diferentes
escenarios ambientales. La revision realizada por Y. Yun [13]
indicaba que los LIs comunmente utilizados hasta la fecha son
toxicos para el medio ambiente y su toxicidad varia amplia-
mente en funcion de los organismos y niveles troficos. En ge-
neral, el efecto de las moléculas anidnicas no es tan drastico
como el efecto que producen las moléculas alquidicas largas,
excepto en el caso de [(CF,SO,),N] que presenta un claro po-
tencial de riesgo ecotoxicologico.

Este trabajo se centra en las propiedades toxicologicas y
ambientales de un liquido idnico, en un contexto del analisis
de riesgos en su aplicacion en el proceso de recubrimiento de
cromo duro. La disolucién utilizada en la aplicacion de gal-
vanoplastia se compone de cloruro de cromo hexahidratado y
cloruro de colina. El cloruro de colina es una sal de amina cua-
ternaria: cloruro de 2-hidroxi- N, N, N-trimetilamina [ 14], que
en agua se disocia en el correspondiente hidroxialquilamonio
cuaternario cargado positivamente y en el ion cloruro cargado
negativamente (Fig.1).

|o-"

N -
HD/’\"‘/ \ Cl

Fig.1: Formula estructural del cloruro de colina

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PREPARACION DEL BANO

El bafio basado en el liquido ionico para el proceso de
cromado duro fue preparado siguiendo las instrucciones del
proyecto IONMET [11]. El cloruro de cromo hexahidratado
(97% minimo) y el cloruro de colina (99%) fueron utilizados
sin tratamiento previo de deshidratacion. Estos dos compues-
tos fueron mezclados en una determinada relaciéon molar, a la
mezcla se le aflade agua desionizada hasta un porcentaje limi-
te; la reaccion es de tipo endotérmico. Por tltimo, la mezcla se
calienta con agitacion a 40 °C hasta su total disolucion, obte-
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niéndose entonces una disolucion de color verde. La concen-
tracion de cromo en la solucion final fue de aproximadamente
85 g/L. Los resultados obtenidos en el analisis inicial del bafio
se muestran en la Tabla 1.

pH (dilucion 1/10) 2,48
Cr (g/L) 84,5
Cloruro (g/L) 230
Nitrogeno total (g N/L) 58,9
DQO (Demanda quimica de 195
oxigeno) (g 0,/L)

DBO5(mg 0,/L1) 75
COT (Carbono organico total) 235
(mg C/L)

Tabla 1: Andlisis del bafio

2.2. METODOLOGIA

Con la finalidad de estudiar la potencial toxicidad de los
liquidos i6nicos se han llevado a cabo diferentes tipos de en-
sayos, todos ellos realizados bajo los criterios de la Directiva
67/548/CEE [15] y de las Directrices de la OCDE. Las prue-
bas realizadas se clasifican en tres categorias siguiendo el cri-
terio del Anexo VI de la Directiva del Consejo 67/548/CEE:

- Clasificacion segun las propiedades toxicologicas: en-
sayo de toxicidad aguda (oral y dérmica) y ensayo de
irritacion (dérmica y ocular).

- Clasificacion seglin los efectos especificos sobre la sa-
lud humana: ensayos de mutagenicidad y citotoxicidad
bacteriana.

- Clasificacion segtn los efectos sobre el medio ambiente:
se llevaron a cabo dos tipos diferentes de pruebas am-
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bientales, pruebas de toxicidad en organismos acuaticos
(test con Vibrio fischeri y test con Daphnia magna), y
ensayo de biodegradabilidad.

La Tabla 2 muestra un resumen de los ensayos realizados y
los métodos utilizados para el liquido i6nico en su aplicacion
para los procesos de cromado duro.

2.2.1. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA ORAL Y DERMICA

El objetivo de los ensayos de toxicidad aguda oral y dér-
mica es la evaluacion de los efectos adversos (letalidad) que
ocurren en el periodo de 24 horas tras la administracion de una
unica dosis de una determinada sustancia por via oral o dérmi-
camente. El resultado del ensayo, permite estimar estadistica-
mente la DL, concentracion de muestra capaz de provocar la
muerte del 50% de los animales, expresada como peso de la
muestra por unidad de peso del animal (mg/kg).

Cuando existe informacion que sugiera que la muestra no
va a provocar mortalidad en los animales, se realiza el Ensayo
Limite, que consiste en comenzar por la dosis mas alta (2000
mg/kg de peso animal). El Ensayo Limite es una version sim-
plificada del ensayo de toxicidad aguda, permitido con el fin
de reducir el nimero de animales necesarios para obtener la
DL, Si con la dosis limite no se observa mortalidad ni efectos
adversos en los animales, no es necesario continuar con dosis
mas bajas.

Los animales, Ratas Wistar Hannover, fueron aclimatadas
en el animalario durante 5 dias antes de ensayo. Los animales
se alojan de forma individual y se mantienen a una tempera-
tura de 22°C+ 3°C y una humedad de 30-70%. La iluminacién
es artificial con una secuencia de 12 horas de luz y 12 horas
del dia. En el ensayo de toxicidad aguda oral se utilizan tres
animales a los que se les administra la muestra de forma oral.
Para el ensayo de toxicidad aguda dérmica, son utilizados tres
animales, a los que se les aplica la muestra dérmicamente. Dos
animales sirven como control de ensayo. Se observan los efec-
tos adversos y/o mortalidad de los animales durante 14 dias
tras la administracion de la muestra.

Toxicidad aguda oral. Anexo V de la Directiva del Consejo 67/548/CEE

Toxicidad aguda

Toxicidad dérmica aguda. Anexo V de la Directiva 67/548/CEE

Irritacion cutanea aguda. Anexo V de la Directiva 67/548/CEE

Irritacion

Irritacion ocular aguda. Anexo V de la Directiva 67/548/CEE

Mutagenicidad del Consejo

Mutagenicidad bacteriana. Directrices OCDE test n° 471 y Anexo V de la Directiva 67/548/CEE

Citotoxicidad bacteriana .
Consejo

Citotoxicidad bacteriana. Directrices OCDE test n° 471 y Anexo V de la Directiva 67/548/CEE del

Toxicidad en organismos

Bioluminiscencia por inhibicién, ensayo Vibrio fischeri

acuaticos
67/548/CEE

Toxicidad aguda en Daphnia magna. Directrices OCDE test n° 202 y Anexo V de la Directiva

Biodegradabilidad

V de la Directiva 67/548/CEE

Método de respirometria manométrica. Directrices OCDE Test n° 301F y método C4D del Anexo

Tabla 2: Resumen de ensayos y métodos
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2.2.2 ENSAYOS DE IRRITACION DERMICA Y OCULAR

El objetivo de los ensayos de irritacion dérmica y ocular es
la evaluacion de la toxicidad y de los efectos irritantes produ-
cidos por una sustancia en la piel y en los ojos de los animales.

En el ensayo de irritacion dérmica se utiliza como modelo
animal conejo albino (New Zealand, Harlan). Se utiliza un co-
nejo al que se aplica la muestra en una zona de la piel, dejan-
dose otra zona sin tratar como control de ensayo. Tras 4 horas
de contacto, la muestra se retira y se realiza la evaluacion de
la piel (formacion de eritemas y/o edemas), al cabo de 24, 48
y 72 horas desde la aplicacion.

En el ensayo de irritacion ocular se utiliza como modelo
animal conejo albino (New Zealand, Harlan). Los ojos de los
conejos son evaluados 24 horas antes del ensayo, rechazando
aquellos que muestren irritacion, defectos o lesiones oculares.
Se utiliza un conejo, sobre el que se le aplica la muestra en una
sola dosis en uno de los dos ojos, el ojo no tratado se utiliza
como control. Los ojos se examinan tras 24, 48 y 72 horas
de la aplicacion de la muestra y se observan durante 14 dias,
con el fin de evaluar si hay reversibilidad de los defectos. Las
ulceraciones en la cornea se estudian mediante fluorescencia.

2.2.3. ENSAYOS DE MUTAGENICIDAD Y CITOTOXICIDAD
BACTERIANA

Los ensayos se realizan segtin el método de ensayo descrito
en el Anexo V de la Directiva 67/548/CEE y ECDE 471 [16].
El ensayo de mutacion inversa en bacterias se utiliza como
ensayo inicial para valorar la actividad genotdxica y en par-
ticular la induccidén de mutaciones puntuales. El objetivo del
ensayo es detectar mutaciones que revertian las mutaciones
presentes en la cepa bacteriana utilizada (Escherichia coli),
restaurando la capacidad funcional de la bacteria de sintetizar
un aminoacido esencial (Triptéfano en este caso). Las bacte-
rias revertientes son detectadas por la capacidad de crecer en
ausencia de este aminoacido requerido para esta cepa. Parale-
lamente se realiza el ensayo de supervivencia o citotoxicidad
bacteriana, que se lleva a cabo para medir la influencia (toxi-
cidad) de la muestra en el crecimiento de la bacteria.

Las bacterias son expuestas a la muestra objeto de estudio,
en presencia y en ausencia de un sistema de activacion meta-
boélica exdgena (necesario en los ensayos in vitro, para simular
una activacion in vivo en mamiferos). Se utiliza el método de
incorporacion en placa, por el cual las suspensiones (muestra,
cultivo bacteriano fresco y activacion metabdlica) se mezclan
con agar de recubrimiento y se vierten inmediatamente en un

Fig. 3: Vibrio fischeri tintadas con fluoresceina para evaluaciones
toxicoldgicas
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medio minimo (con triptéfano para permitir unas pocas divi-
siones celulares). Tras 2-3 dias de incubacion se cuentan las
colonias revertidas y se compara con el nimero de colonias re-
vertientes espontaneamente en las placas de control sin mues-
tra. Una sustancia se considera mutagénica cuando el nimero
de colonias revertientes, que crece en las placas con las mues-
tra es significativamente superior al nimero de colonias en
las placas control. Un aumento estadisticamente significativo
dosis-respuesta, en el nimero de revertientes es considerado
un resultado positivo. Una sustancia es considerada citotoxi-
ca, cuando el nimero de colonias que crecen en las placas con
muestra es significativamente menor, que las que crecen en las
placas control sin muestra.

2.2.4. ENSAYO DE TOXICIDAD VIBRIO FISCHERI

El objetivo del ensayo de toxicidad en Vibrio fischeri
es determinar la concentracion de la muestra que inhiba la
luminiscencia de una bacteria luminiscente (Vibrio fischeri)
al 50% (CES50), con el fin de evaluar la ecotoxicidad de la
muestra. La Figura 3 muestra una microfotografia de la bac-
teria tefiida con fluoresceina. El ensayo Microtox®, mide la
emision de luz de la bacteria antes y después de 15 minutos
de la exposicion a diferentes concentraciones de la muestra
[17]. Se prepara una solucion bioluminiscente de bacterias;
las concentraciones de la muestra se prepararan con una so-
lucion diluyente. Una alicuota de las bacterias luminiscente
se pone en contacto con distintas diluciones de la muestra.
Tras 5y 15 minutos de contacto, se mide en cada dilucion, la
intensidad de luminiscencia. Se utiliza un control sin mues-
tra para corregir la perdida de intensidad de luminiscencia
con el tiempo[18].

2.2.5. ENSAYO DE TOXICIDAD DAPHNIA MAGNA

El objetivo del ensayo de Toxicidad en Daphnia magna,
es determinar la concentracion de la muestra que provoca la
inmovilizacion de un 50% de las daphnias (CE50). Una da-
phnia se considera inmovilizada cuando no es capaz de nadar
durante los 15 segundos siguientes a una ligera agitacion del
recipiente donde se encuentra. Las daphnias (Figura 4) son ex-
puestas a un rango de concentraciones en una solucion acuosa,
durante 48 horas. La solucidon de ensayo y las diluciones se
realizan en el momento de ponerlas en contacto con las daph-
nias. Las diluciones se realizan siguiendo una serie geométri-
ca, con ratios de concentracion no superiores a 2.2. Como con-
trol de ensayo la solucion diluyente sin la muestra. Por cada

Fig. 4: Daphnia magna utilizada para evaluaciones toxicoldgicas
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concentracion de ensayo se exponen 20 daphnias, en grupos
de 5 animales. Las daphnias son evaluadas a las 24 y 48 ho-
ras tras la exposicion de la muestra. La inmovilizacion de las
daphnias en el grupo control, no debe exceder del 10% de las
evaluadas. El método de ensayo se describe en el Anexo V de
la Directiva 67/548/CEE y en las directrices OCDE 202 [19].

2.2.6. ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD

El objetivo de este ensayo es conocer si los liquidos 16-
nicos pueden ser clasificados como biodegradables, es decir,
saber si la descomposicion de las sustancias quimicas que in-
tervienen en la formulacion es posible en un medio fisiolo-
gico. La prediccion de la biodegradabilidad es un método de
calculo basado en aspectos bioldgicos que intenta predecir la
biodegradabilidad de materiales antropogénicos en el medio
ambiente.

La biodegradabilidad del LI fue evaluada por medio del
test de respirometria manométrica, de conformidad con las
directrices OCDE 301F [20] y el método C4D del Anexo V
de la Directiva del Consejo 67/548/CEE [15]. Un volumen
medido de medio mineral inoculado, conteniendo una con-
centracion conocida de la sustancia de ensayo (50 pl) como
unica fuente nominal de carbono organico (muestra + fangos
activos), se agita en un frasco cerrado a temperatura constante
(22° C) durante un periodo méaximo de 28 dias. El consumo de
oxigeno se determina midiendo el cambio en la presion que
se produce en el aparato. La cantidad de oxigeno consumido
por la poblacion microbiana (4 ml de fangos activos) durante
la biodegradacion de la sustancia de ensayo se expresa como
porcentaje de DBO (demanda bioquimica de oxigeno). Si el
porcentaje de biodegradacion es mayor del 60% la sustancia
se considera biodegradable. Un control (fangos activos) sin la
sustancia de ensayo, es ensayado para comprobar que el test
funciona correctamente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA ORAL Y DERMICA

No se producen signos de toxicidad ni tampoco la muerte
de ningun animal en el ensayo de toxicidad oral y dérmica. To-
dos los animales tratados experimentan un aumento de peso.
Por lo tanto la DL50 es superior a 2.000mg/kg peso corporal.
De acuerdo a los resultados obtenidos y segun el Anexo VI de
la Directiva del Consejo 67/548/CEE, Clasificacion, Embalaje
y Etiquetado de sustancias peligrosas, la muestra ensayada no
es nociva ni toxica por via oral ni por via cutanea.

3.2. ENSAYOS DE IRRITACION AGUDA DERMICA Y
OCULAR

En el ensayo de irritacion dérmica, no se produce la for-
macion de eritema ni de edema. Sin embargo en el ensayo
de irritacion ocular, el contacto de la muestra con el ojo del
conejo, le causa sufrimiento y consecuentemente lesiones en
el ojo. La muestra fue eliminada inmediatamente del ojo y
lavado con abundante suero estéril. De acuerdo a estos resul-
tados y segun el Anexo VI de la Directiva 67/548/CEE, Cla-
sificacion, Embalaje y Etiquetado de sustancias Peligrosas, se
puede concluir:

- La muestra bajo estudio (Liquido i6nico), no causa nin-
gun tipo de inflamacion en la piel, ni formacion de erite-
ma y/o edema, por lo que no es irritante cutaneo.

- Cuando la muestra es aplicada al ojo del animal causa
lesiones inmediatas en el ojo, persistentes tras 24 horas,
por lo que la muestra (LI) es irritante ocular.

3.3. ENSAYOS DE MUTAGENICIDAD Y CITOTOXICIDAD
BACTERIANA

Los resultados de la mutagenidad y citotoxicidad bac-
teriana se muestran en las Figuras 5 y 6. Cada columna re-

MUTAGENICIDAD

B Sin Activacion Metabdlica

@ Con Activacion Metabdlica

Niimero de bacterias revertintes / placa

Concentracion (ug/placa)

Fig. 5: Resultados del ensayo de mutagenicidad bacteriana
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CITOTOXICIDAD BACTERIANA

MNimero de bacterias/placa

ns
I ns
| | I

* *
*
| | |
T

Concentracion (ug/placa)

Fig.6: Resultados del ensayo de citotoxicidad bacteriana

presenta la media del crecimiento bacteriano a las distintas
concentraciones de liquido idnico ensayadas. Los resultados
comparativos estadisticamente con el control, se muestran en
cada columna a modo de “ns”, como no significativo o “*”
significativo. Consecuentemente el “ns” indica que a esa con-
centracion de ensayo, el incremento en el nimero de bacterias
revertientes comparadas con el control sin muestra, no son
significativas, y la muestra no se considera mutagénica a esa
concentracion; por otro lado “*”, indica que a esa concentra-
cién un incremento en el nimero de bacterias revertientes con
respecto al control sin muestra, son significativas, y la muestra
se consideraria mutagénica a esa concentracion de ensayo. De
acuerdo a esto y seglin el Anexo VI de la Directiva 67/548/
CEE, Clasificacion, Embalaje y Etiquetado de sustancias Peli-
grosas, se puede concluir:

- Aunque la muestra (LI), bajo las condiciones de ensayo
realizadas no muestra caracter mutagenico a concentra-
ciones por debajo de 5000 pg/placa, a concentraciones
por encima de 1250 pg/placa, afecta a la supervivencia
bacteriana (Figura 6).

- Por lo cual seria necesario completar los ensayos de mu-
tagenicidad (mutagenicidad celular o in vivo), para estar
absolutamente seguros de los resultados obtenidos en el
ensayo de mutagenicidad.

3.4. ENSAYO DE TOXICIDAD VIBRIO FISCHERI

El valor obtenido para la CE,  en Vibrio fischeri, fue de
270 mg/ml. La concentracion puede ser expresada también
como porcentaje o equitox: CE (equitox) = 0,027 y CE,,
(equitox)= 3.703.

No hay limites europeos de CE, en Vibrio fischeri, para
sustancias puras. En Espafia algunas autoridades locales es-
tablecen como valores limite, de aceptacion de efluentes a un
colector, aquellos comprendidos en el rango 25-50 equitox
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para la CE, Segun esta informacion, la muestra de LI ensa-
yada podria ser considerada toxica para los organismos acua-
ticos.

3.5. ENSAYO DE TOXICIDAD DAPHNIA MAGNA

Los resultados obtenidos en el ensayo de Daphnia magna
se muestran en la Tabla 3. Los valores obtenidos para CL50 a
las 24 y 48 horas son de 150 mg/l y 90 mg/l, respectivamente.

1.000 mg|/| 20 20
250 mg/l 16 20
63 mg/l 2 3
31 mg/l 0 2
16 mg/l 0 1
8 mg /I 0 0
4 mg/! 0 0
2mg |l 0 0
1 mg/l 0 0
Control 0 0

Tabla 3: Resultados de la prueba Daphnia magna

La clasificacion toxicoldgica de productos quimicos para
organismos acuaticos (EC50 para Daphnia magna, CL, para
peces y IC, para algas), especifica para Daphnia magna que
EC,, <1 mg/ml: muy toxico; 1 a 100 mg /ml: nocivo. En este
caso el resultado de la EC, a 48 horas se encuentra en el rango
comprendido entre 1 y 100 mg/ml.
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Fig.7: Resultados del ensayo de biodegradabilidad aerdbica

Por lo tanto, teniendo en cuenta el Anexo VI de la Direc-
tiva 67/548/CEE, Clasificacion, Embalaje y Etiquetado de
sustancias Peligrosas, y de acuerdo a la clasificacion de los
productos quimicos para los organismos acuaticos, se puede
concluir que la muestra a ensayo (LI), se clasifica como noci-
va para los organismos acuaticos.

3.6. ENSAYO DE BIODEGRADABILIDAD

Los resultados obtenidos en ¢l ensayo de biodegradabi-
lidad (Figura 7) muestran que el consumo de oxigeno de la
muestra que contiene el LI (muestra + fangos activos) es me-
nor que el consumo obtenido por los lodos activos ensayados
(utilizados como control). Esto significa que el LI no muestra
signos de degradacion. Este comportamiento es probablemen-
te debido a su bajo pH, el cual provoca la muerte de los mi-
croorganismos en los fangos activos. Un bajo grado de biode-
gradacion no significa necesariamente que la sustancia no sea
biodegradable en condiciones ambientales, sino la necesidad
de realizar mas estudios para establecer las caracteristicas de
biodegradabilidad del IL.

El objetivo de clasificar el nivel de peligrosidad de una
sustancia para el medio ambiente es el de informar al usuario
sobre los peligros las propiedades de las sustancias y prepa-
rados que se encuentran en los ecosistemas. La clasificacion
de las sustancias generalmente se hace sobre la base de datos
experimentales de toxicidad acuatica aguda. Como conclusion
final, el LI bajo estudio no es facilmente degradable y es no-
civo para los organismos acuaticos, puede provocar a largo
plazo efectos secundarios en el medio acuatico, y debe tenerse
en cuenta para evitar una posible contaminacion de los medios
acuaticos.

En la Tabla 4 se presenta un resumen de la totalidad de
resultados obtenidos en las distintas pruebas realizadas para el
liquido i6nico aplicado en el proceso del cromado duro.

4. CONCLUSIONES

Los trabajos de investigacion del proyecto IONMET per-
mitieron obtener resultados exitosos en el recubrimiento de
superficies con cromo metalico mediante la aplicacion de un
liquido i6nico basado en sales de cromo trivalente. Los resul-
tados de las pruebas experimentales llevadas a cabo en base
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a las propiedades toxicologicas, a los efectos sobre la salud
humana y a los efectos ambientales, se muestran en la Tabla 4
del presente informe.

Si bien no son inocuos, los compuestos de CrllI presentan
un menor riesgo de toxicidad que los compuestos de CrVI.
Estudios clinicos indican que los individuos expuestos duran-
te largos periodos de tiempo a iones de cromo hexavalente
pueden desarrollar necrosis tisular. Por otra parte, las investi-
gaciones estadisticas y epidemioldgicas han demostrado una
correlacion entre la inhalacion de compuestos de cromo y el
desarrollo de cancer de pulmon. La introduccion del test de
Ames como método de mutagénesis bacteriana ha proporcio-
nado una herramienta util para detectar agentes cancerigenos
causantes de mutaciones puntuales. Al ensayar compuestos de
cromo hexavalente en este test, algunos investigadores han
encontrado un aumento significativo de colonias revertientes
para dosis que van de 10 a 200 pg [22]. Por el contrario, para
el cloruro de cromo/liquido i6nico cloruro de colina el efecto
aparece so6lo en dosis de hasta 625 a 1.250 pg, concluyen-
do que el CrVI es unas seis veces mas mutagénico que CrllIl/
ChCl. Por lo tanto, el cromo en forma trivalente es considera-
do de bajo nivel de toxicidad.

En el test de citotoxicidad bacteriana, se obtuvieron con-
clusiones similares. Mientras que los datos que se presentan
para los compuestos de cromo hexavalente en la literatura
indican que dan lugar a una inhibicién completa del creci-
miento bacteriano de 400 a 800 pg/placa dosis [22], el CrIIl/
ChCl so6lo afecta a la supervivencia bacteriana en concen-
traciones altas (ligera inhibicion a partir de dosis de 1.250
ug/placa).

El liquido i6nico estudiado no es nocivo ni toxico de acuer-
do a los ensayos de toxicidad aguda oral y dérmica. En cuanto
a los ensayos de irritacion aguda no es irritante dérmico pero
si esta clasificado como irritante ocular. EI comportamiento
es significativamente mejor que el del trioxido de cromo (VI),
que esta clasificado como toxico de acuerdo a los ensayos de
toxicidad aguda oral y dérmica, y corrosivo para los ojos, la
piel y el tracto respiratorio [23].

Sin embargo, no se mostré mejora en los ensayos de bio-
degradabilidad. Como resultado, el liquido i6nico se clasificd
de acuerdo a la legislacion europea como no facilmente degra-
dable. Por lo tanto, es necesario realizar mas investigaciones
acerca de la biodegradacion aerdbica y anaerdbica de los Lls
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analizados para saber qué tipo de microorganismos o enzimas
pueden promover el proceso de degradacion o biotransfor-
macion de los liquidos i6nicos con CrlII/ChCl [13]. Desde el
punto de vista medioambiental, el cromo (VI) revela tener una
mayor toxicidad que los liquidos i6nicos con cromo (IIT). Los
compuestos de cromo (VI) son considerados muy toxicos para
los organismos acuaticos y se recomienda encarecidamente
que esta sustancia no entre en el medio ambiente [23] [24].
La CES50 (48 horas) valor del ensayo de toxicidad aguda en
Daphnia magna para el trioxido de cromo es 0,8 mg/l (48 ho-
ras) (£ 1 mg/L) siendo clasificados como muy toxicos [25],
mientras que para CrlII/ChCl es de 90 mg/L, en el rango de 10
a 100 mg/L, siendo la sustancia clasificada como nociva para
los organismos acuaticos.

Finalmente, se puede decir que los liquidos idnicos es-
tudiados, basados en formulaciones con CrlIllI, muestran una
menor toxicidad y un menor riesgo para el medio ambiente

Propiedades toxicoldgicas y ambientales de un electrolito de cromado basado en Crlll/cloruro de colina
Lourdes Yurramendi-Sarasola, Susana Caballero-Romdn, Noelia Alvarez-Luque, Usoa Izagirre-Etxeberria, Paco Cano-Iranzo

que los tradicionales bafios de CrVI. Es decir, ha sido posible
el desarrollo de un bafio electrolitico para el recubrimiento de
cromo duro mas respetuoso con el medio ambiente.
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. DL50 >2.000 mg/kg de peso No nocivo

Toxicidad aguda oral corporal No toxico
Toxicidad

. . DL50 >2.000 mg/kg de peso No nocivo

Toxicidad aguda cutanea corporal No toxico

N . Sin eritema . .
o [rritacion aguda cutanea Edema No irritante para la piel

Irritacion

[rritacion aguda ocular

Lesiones en los ojos [rritante ocular

Mutagenicidad Mutagenicidad bacteriana

No mutagénico en baja
concentracion. Debido a las
propiedades citotdxicas, es
conveniente la realizacion de
pruebas complementarias

No mutagénico

Citotoxicidad

bacteriana Citotoxicidad bacteriana

Citotoxico. La supervivencia
bacteriana se encuentra
afectada

a alta concentracion de liquido
ionico

Citotoxico

Toxicidad aguda en Daphnia
magna

Nocivo para organismos

CL50= 90 mg]L (48h) acuaticos

Pruebas ecotoxicologicas
Bioluminiscencia inhibicion en
Vibrio fischeri

Se recomienda que no
entre en contacto con
el medioambiente sin
tratamiento previo

CE50 =270 mg/L o
CE50 =3.703 equitox

Método de respirometria

Biodegradabilidad manométrica

Menor consumo de oxigeno en
presencia de liquidos idnicos
que con el control

No facilmente biodegradable

Tabla 4: Resumen de los resultados obtenidos
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