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RESUMEN

En trabajos previos realizados en el laboratorio, se habian aislado y caracterizado 6 cepas
bacterianas resistentes a cromatos, provenientes de un sitio contaminado con cromatos. Por
pruebas bioquimicas y morfol6gicas se habia establecido que las cepas eran muy
semejantes o iguales entre si; sin embargo no se conoce el efecto que los elevados niveles
de cromatos tienen sobre el crecimiento, la morfologia y la capacidad de reducir el Cromo,
de estas cepas. Por ello, en el presente trabajo se llevaron a cabo experimentos para
determinar en que medio de cultivo crecen y reducen Cromo mejor, asi como el efecto que
sobre el crecimiento y la morfologia de estas cepas bacterianas, tienen elevadas
concentraciones de cromatos. Los resultados nos indicaron que tanto el crecimiento como
la reduccion de cromo de las diferentes cepas se dan de mejor manera en el medio de soya.

INTRODUCCION.

Debido a actividades industriales tales como el cromado electrolitico y el curtido de cuero,
algunos sitios de Guanajuato se encuentran contaminados con Cr(VI). El cromo se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza en estados de oxidacion que van desde
el 0 hasta el + 6; siendo los més estables el +I11'y el +VI. De estas especies, se conoce que
Cr(V1) tiene un mayor potencial toxico, por su solubilidad y capacidad de ser transportado
a través de membranas biologicas. También se han descrito que tiene efectos genotoxicos,
mutagénicos y carcinogénicos (ASTDR, 2000) sin embargo todos estos efectos se han
descrito para sistemas complejos tale como células en cultivo, plantas y animales (Pifion-
Castillo y col., 2010).

A la fecha no existen estudios, 0 son muy pocos, en los cuales se describa el efecto que el
cromo, ya sea +3 0 +6 tienen sobre sistemas microbianos.

Los métodos convencionales usados para la recuperacion de efluentes contaminados con
cromo, van desde la precipitacion quimica, oxidacion o reduccion, intercambio idnico,
filtracion y tecnologias de membrana hasta la recuperacion por evaporacion; sin embargo
estos procesos pueden llegar a ser ineficaces, especialmente en la disposicion vy
almacenamiento de sus desechos (Agrawal y col., 2006).

Considerando que en los lugares donde se procesa, usa y desecha cromo se encuentran
microorganismos, es de esperar que estos hayan desarrollado estrategias para tolerarlo y/o
eliminarlo. Se conoce que algunas de estas estrategias pueden ser la adsorcién, la
biotransformacion (de Cr +6 a Cr +3) y la expulsion del i6n hacia fuera de la célula
(Cervantes y col., 2004). Al poseer algunas de estas estrategias, es que se ha propuesto el
uso de microorganismos como una alternativa para el tratamiento de estos sitios
contaminados con Cr(VI) (Pifion-Castillo, Tesis doctoral en proceso).

EXPERIMENTAL.
Cepas y Medios de cultivo. En este trabajo se usaron las cepas bacterianas denominadas
como 13, 16, 21, 24, 26 y 34, aisladas del suelo y las tinas de lavado de la cromadora



“Dominguez”, ubicada en la ciudad de Celaya, Gto (Vazquez Rivera, 2008). Los medios de
cultivo usados para los diferentes experimentos fueron LB, Soya, Nutritivo y M9, tanto
s6lidos como liquidos.

Determinacion de crecimiento y del efecto del Cr(VI) sobre el mismo. Para estas
determinaciones se usaron placas de 96 pozos conteniendo los diferentes medios de cultivo
liquido, los cuales se inocularon con una asada de cada cepa. En estas condiciones las
placas se incubaron por 24 h a 37°, para luego determinar el crecimiento por medicion de la
D.O 620nm, €N un lector de placas y tomando el medio sin inocular como blanco.

Los resultados obtenidos para cada una de las cepas nos permitio elegir el medio en el cual
habia un mejor crecimiento. Después de esto, se inocularon tubos de ensayo conteniendo 3
mL del medio en el que mejor se desarrollaban, con diferentes concentraciones de Cr(VI).
Los tubos se incubaron por 24 h a 30°C y 200 r.p.m., determinando crecimiento de la
manera ya descrita a las 12 y 24 h. En alicuotas de estos mismos cultivos se determiné la
concentracion de Cr(VI) por el micrométodo de la difenilcarbazida (Greenberg y col.,
1981).

Efectos del Cr(VI) sobre la morfologia. De los cultivos bacterianos conteniendo
diferentes concentraciones de Cr(VI) se tomaron alicuotas las cuales se pusieron en tubos
eppendorf para adicionarles formaldehido hasta una concentracion al 10%. Las alicuotas se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C para después tomarles fotografias con el microscopio
axiostar plus de Carl Zeiss a una amplificacion 100X

DISCUSION DE RESULTADOS.
Efecto del Cr(VI) sobre el crecimiento bacteriano. De acuerdo a los resultados obtenidos
durante el crecimiento de las cepas en los diferentes medios, elegimos seguir trabajando
para todas ellas con médios liquidos de Soya (complejo) y M9 (minimo).
Después de estos resultados, las diferentes cepas bacterianas se crecieron en ambos medios
en cultivos de 3 mL, de acuerdo a lo descrito en la metodologia, determinando el
crecimiento por D.O. g0 nm- L0OS medios contenian diferentes concentraciones de Cr(VI)
desde 0 hasta 100 ppm. Los resultados se muestran en la Figura 1 (panel A a F), en donde
se puede observar que a medida que la concentracion de Cromo aumenta, hay una mayor
inhibicion del crecimiento (disminucion de la D.O. comparado con el que no contiene
Cromo) y que, al parecer, los ingredientes del medio complejo (Soya), ayudan a las
bacterias a contrarrestar el efecto inhibitorio del Cr(VI). Es también notorio que las cepas
13,16 y 34 tienen una mayor capacidad para soportar elevadas concentraciones del ion.
Efecto del Cr(VI) sobre la capacidad bacteriana para disminuir la concentracion del
ion. Esta capacidad también es funcién de la concentracion del i6n, pues como se muestra
en la Figura 2, a mayor concentracion, las cepas bacterianas tienen una menor capacidad
para disminuirlo. Esta capacidad se observa mejor en medio complejo (Soya) que en medio
minimo. En la Figura también se observa que la mayor disminucion del ion se realiza en las
primeras 12 h (un 60%), siendo las cepas 13, 26 y 34 con mayor capacidad de remocion,
aun con 50 o 100 ppm. De todas las cepas probadas, la 21 mostro la mayor capacidad para
disminuir la concentracion del Cr(\V1).
CONCLUSIONES.

e EIl Cr(VI) tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano, el cual es

directamente proporcional a la concentracion del idn en el medio de cultivo.
e Al parecer, los medios complejos (Soya) favorecen tanto el crecimiento como la
disminucion de cromo.



e Todas las cepas bacterianas probadas tienen la capacidad de disminuir la
concentracion de Cr(V1) en el medio de cultivo.

e Esta capacidad es mayor para las cepas 13, 26 y 34, a concentraciones menores; a
50y 100 ppm de Cr(V1), la de mayor capacidad de disminucién es la cepa 21.

e De acuerdo a los niveles de crecimiento de cada cepa, no se observa una relacion
directa de este parametro con la capacidad de disminucion de Cr(V1).

1-
0.; 1 A 0.9 1 B
0.8 - 0.8 7
07 - 0.7
06 - 06
05 - 05
04 - 04
03 - 03 -
02 - 0.2 -
01 1 Soya 01 -
0 : . . : : { 0
0 10 2 50 75 wo 0 10

09 A
038 7
0.7
0.6
0.5 1
04
03
0.2 1
01

09 1 E
038 1
0.7 1
06 1
05 1
04 1
03 1
0.2 1
0.1 1

g

Soya Soya

M9 M9
0 10 25 50 IS 100 0 10 25 50 75 100

Figura 1. Efecto del Cr(VI) sobre el crecimiento. Se determiné el crecimiento por D.O. 620 nm en medio
M9 y de soya de las cepas 13 (A), 16 (B), 21 (C), 24 (D), 26 (E) y 34 (F), conteniendo diferentes
concentraciones de Cr(V1) (indicados en ppm en el eje X. Estas determinaciones se realizaron al tiempo O (H),
12 h (M) y 24 h (i) de incubacién a 37°C y agitacion rotatoria.
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Figura 2. Efecto del Cr(VI) sobre la capacidad bacteriana para disminuir la concentracion del ion. A
las diferentes cepas bacterianas (recuadro superior derecho) se les determino la capacidad para disminuir la
concentracion de Cr(VI) adicionado al medio de cultivo. En el panel A, los cultivos contenian 10 ppm de
Cr(VI), en B 25 ppm, en C 50 ppm, en D 75 ppmy en E 100 ppm.
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