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Resumen

El importante desarrollo industrial generado para satisfacer las necesidades de la
poblacion mundial, es el responsable de gran parte de los problemas de contaminacién ambiental
actual. Esto se ve agravado cuando no se realizan los controles adecuados sobre el tratamiento y
disposicion de los efluentes generados por las industrias. Estos desechos, que pueden ser tanto
organicos como inorgéanicos, terminan siendo liberados al ambiente. Entre las industrias mas
contaminantes se encuentran las curtiembres, las cuales liberan en sus efluentes grandes
cantidades de Cromo (VI), compuesto que es considerado un contaminante prioritario por la
USEPA (Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos) debido a sus
propiedades cancerigenas, mutagénicas y teratogénicas. En la actualidad se dispone de distintas
estrategias de remediacion para eliminar o disminuir la toxicidad de estos compuestos, entre éstas
la remediacidn biolégica ha ganado gran importancia, ya que se la considera una tecnologia
amigable con el ambiente, de bajo costo y alta eficiencia.

En este trabajo a partir de 8 aislamientos microbianos, provenientes de un efluente y suelo
contaminado de una curtiembre, se selecciond un microorganismo capaz de tolerar y remover
elevadas concentraciones de Cr (VI), que fue posteriormente caracterizado e identificado
mediante métodos bioquimicos y secuenciamiento de ADNr 16S como Serratia sp.

Al analizar el efecto de distintas concentraciones de Cr (VI) sobre la eficiencia de
remocion, se observo que ésta disminuyo al aumentar las concentraciones de Cr (VI) de 5 mg/l a
100 mg/l, siendo la eficiencia de remocion del 75 y 58% en medio rico (TY) y medio minimo
(MM9) para 5 mg/l de Cr (V1), respectivamente. La optimizacion de los parametros de remocidn
tales como medio de cultivo, fuente de carbono adicional y concentraciéon de la misma, pH,
concentracién de inoculo y temperatura, lograron aumentar la eficiencia de remocién del
microorganismo, el cual paso de remover un 48% de 20 mg/l Cr (VI) en medio TY a remover un
75% de la misma concentracion. Sin embargo, la adicion de una fuente de nitrégeno adicional no
modifico la remocidn del contaminante.

Los ensayos de tolerancia a fenol, a Cr (VI), a ambos contaminantes y a efluentes

industriales, mostraron que Serratia sp. C8 fue capaz de crecer en todas estas condiciones,



pudiendo ademas remover Cr (V1) en presencia de fenol, demostrando un alto potencial para su
aplicacion al tratamiento de efluentes o ambientes con contaminacién mixta.

Se demostré que Serratia sp. C8 removid Cr (V1) a través de mecanismos de adsorcion a
la membrana externa, bioacumulacién, como asi también mecanismos de reduccién, proceso que
se llevd a cabo por cromato reductasas intracelulares. Por otra parte, se observo que la exposicion
de células a Cr (V1) produjo un patron de proteinas totales diferente respecto de las células
crecidas en ausencia del contaminante, indicando un posible efecto del Cr (VI) a nivel molecular
y bioguimico.

Los resultados obtenidos indicarian que Serratia sp. C8 podria ser potencialmente
aplicable en procesos de biorremediacion de Cr (VI) a partir de efluentes o ambientes

contaminados con este nocivo metal.



Abreviaturas

°C Grados Celsius

C:N Relacion carbono-nitrégeno
CMT Concentracidn maxima tolerada
Cr (1) Cromo trivalente

Cr (VI Cromo hexavalente

DO Densidad 6ptica

EAA Espectrofotometria de absorcion atdmica
ELC Extracto libre de células

g/l Gramos por litro

kDa Kilodalton

M Molar

mA Miliamperio

mg/I Miligramos por litro

mg/ml Miligramos por mililitro

mM Milimolar

nm Nandmetros

ONU Organizacion de las Naciones Unidas
pH Potencial de Hidrogeno

ppm Partes por millon

EROS Especies reactivas del oxigeno
rpm Rewvoluciones por minuto

t Tonelada

USEPA Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
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1. Introduccidén

1.1 Contaminacién Ambiental

El término contaminacidbn ambiental o polucién se refiere a la alteracion en la
concentracién de una sustancia o en la magnitud de un parametro del ambiente, que ocurre como
consecuencia de la introduccién de un contaminante, provocando dafios en los organismos vivos
alli presentes. Este deterioro generado en el ambiente dependera de la concentracion y del tipo de
contaminante (Bagad, 2009). EIl crecimiento poblacional y el consecuente crecimiento industrial
generado para satisfacer distintos aspectos de la vida contemporanea, son actualmente la principal
causa de contaminacion ambiental (Mishra y Doble, 2008).

Existen diferentes tipos de contaminacion, entre ellas la del agua, el aire y el suelo y las
fuentes causantes de este proceso son varias y diversas, siendo la de origen industrial la mas
relevante (Bagad, 2009). Todas las actividades industriales generan contaminantes como
subproductos, pero el problema se produce cuando éstos no son correctamente tratados. Los
distintos tipos de contaminacion mencionados se encuentran relacionados entre si, ya que los
recursos hidricos se ven afectados por el vertido de efluentes que no estan adecuadamente
tratados y el contacto de esta agua con el suelo mediante el riego u otras actividades produce su
contaminacion, a su vez las emisiones gaseosas generan fendmenos como las lluvias acidas que
contaminan el agua y el suelo, incluso las emisiones de CO, pueden alterar el pH de los océanos,
afectando de esta manera a la flora y fauna marina (www.unesco.org).

Debido a esto, el cuidado del ambiente, el desarrollo sustentable y el favorecimiento de
las tecnologias limpias son temas cada vez méas abordados por organizaciones, agrupaciones y
gobiernos. Entre los esfuerzos globales por reducir la contaminacion pueden citarse a la
Conferencia de Bali (2007), la Cumbre del Clima de la ONU (2009), Cumbre de Barcelona
(2009), y la Conferencia Rio+20 (2012) (Amestoy, 2010). De llevarse adelante las politicas
propuestas en estas reuniones se espera que la contaminacion generada disminuya, por lo tanto, el
desarrollo de tecnologias para la descontaminacion del ambiente es un tema de suma

importancia.
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1.1.1 Contaminacidn por metales pesados

Suele considerarse como metal pesado a aquellos metales cuya densidad es mayor a 5
g/ml, aunque no existe una definicion aceptada mundialmente. No todos los metales pesados
tienen la capacidad de solubilizarse, por lo que s6lo algunos de ellos pueden ser incorporados por
los organismos vivos, lo cual les confiere mayor peligrosidad. Entre los que poseen esta
propiedad encontramos a aquellos que son necesarios como micronutrientes o elementos traza
(Fe, Co, Mo, Mn, Zn, V, Nji, Cr, Cuy W) y a los metales “no esenciales” (Cd, Hg, Pb, Ag, U) que
son toxicos incluso en bajas concentraciones (Agarwal, 2009; Furini, 2012). Otra forma de
clasificacion los agrupa en: metales toxicos (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn), preciosos
(Pd, Pt, Ag, Au, Ru) yradionucleidos (U, Th, Ra, Am) (Wang y Chen, 2009).

Los metales pesados se encuentran de forma natural en el ambiente como resultado de
diversos procesos geologicos, como erupciones volcanicas, incendios y el desgaste de las rocas
debido a la accion prolongada del agua y el viento. Sin embargo la mayor parte llega al suelo ya
los cursos de agua por medio de la actividad humana (Kavamura y Espésito, 2010; Vargas-Garcia
ycol,, 2012). La industria metalrgica, de curtido, quimicas, de galvanizado, baterias y la mineria
son algunas de las mayores fuentes de contaminacién del ambiente por metales pesados (Mishra
y Doble, 2008).

Como consecuencia de la contaminacion generada por este tipo de actividad, sitios que
una vez fueron fértiles vieron disminuida considerablemente su capacidad productiva. La
acumulacion de estos componentes en el suelo no solo trae aparejado problemas en la salud
humana y animal sino que también afecta la diversidad microbiana, alterando asi los ciclos
geoquimicos de nutrientes y el crecimiento de las plantas (Karuppiah y Rajaram, 2011; Sagar y
col., 2012).

Algunos metales pesados cumplen valiosas funciones, entre ellos el Zn se encuentra
presente en proteinas de unién al ADN formando parte de estructuras denominadas dedos de Zny
en mas de doscientas enzimas, entre ellas la anhidrasa carbdnica y la carboxipeptidasa, ambas
importantes en la regulacion del CO; y la degradacidn de proteinas, respectivamente (Osredkar y
Sustar, 2011). Por otro lado, el ingreso de metales pesados a la cadena alimentaria constituye un
grave problema, ya que éstos se acumulan en el alimento llegando a encontrarse en

concentraciones peligrosas para la salud. Una exposicion prolongada a metales pesados puede
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producir nauseas, anorexia, anormalidades gastrointestinales y dermatitis. La toxicidad de estos
metales también puede llegar a dafiar o disminuir las funciones nerviosas, los pulmones vy el
higado; a largo plazo podria causar deterioro fisico, muscular y neuroldgico, cancer de pulmény
dafio al sistema respiratorio (Oves y col., 2012). El Cr es un metal pesado sumamente toxico para
los seres vivos. Esta toxicidad depende de la especie idnica en que se encuentre, ya que el Cr (111)
es un importante micronutriente, el cual es requerido como co-factor de ciertas enzimas, mientras
que en su estado hexavalente Cr (V1) tiene efectos cancerigenos y teratogénicos, es por esto que
ha sido clasificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) como
un contaminante prioritario o de “Categoria A” (Benazir y col., 2010; Pajor y col.,, 2012). En
Argentina, son muchas las localidades que se enfrentan a la problematica generada por la
contaminacion con Cr. Asi, por ejemplo, en Las Toscas (Provincia de Santa Fe) y otras
localidades vecinas, resulta alarmante la cantidad casos de cancer registrados, segun los datos
presentados por la Liga Argentina de Lucha contra el Cancer (LALCEC)
(www.paginal2.com.ar). Otro sitio afectado por la contaminacién por Cr es la cuenca Matanza
Riachuelo, que posee 50 veces las cantidades permitidas no s6lo de Cr sino también de Zn, Hgy
Pb, afectando a los 14 municipios que la conforman (www.greenpeace.org). Ademas, estudios
realizados por profesionales de la Facultad de Agronomia de la UBA mostraron que en el
Riachuelo (periodo 2005-2006) el metal predominante tanto en los sedimentos en suspension
como en el fondo del cauce era Cr, el cual alcanzaba concentraciones de 4000 mg/I
(www.agro.fauba.info). Entre las localidades que han obtenido un fallo favorable en contra de las
empresas contaminantes, podemos mencionar al municipio de Vicente Lopez (Buenos Aires), que
tras 15 afios de denuncias contra la empresa de cromado Diacrom S.A obtuvo un recurso de
amparo en contra de ésta y del Gobierno de la Provincia de Buenos Aires. Cabe destacar que esta
accioén no fue tomada por el municipio sino por una Fundacion denominada Ecosur debido a la

poca eficiencia de las medidas tomadas contra esta industria (www.fundacionecosur.org.ar).

1.2 Propiedades fisico-quimicas y toxicidad del cromo

El Cr puede hallarse de forma natural en el ambiente asociado a distintos minerales, ya
sea en forma de cromita (FeCr,0,4), crocoita (PbCry), bentonita (Cag(Cr,Al)2(SO4)3) 6 tarapacaita

(K2CrO4) (Peralta-Videa y col., 2009). Aunque al igual que lo que ocurre con otros metales
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pesados, la mayor parte llega al ambiente debido a la actividad del hombre, en este caso para
obtener Cr se minan 12 millones de toneladas de cromita por afio a nivel mundial. Debido a la
propiedad del Cr (l11) de formar complejos de coordinacion con diversos ligandos y por su gran
estabilidad, se lo utiliza en una gran variedad de industrias, siendo el sulfato basico de cromo
(CrOHSQ,) el de mayor manufactura (500 mil t/afio) (WHO, 2009).

Las valencias del Cr van desde -2 a +6, pero las formas mas estables y las de mayor
concentracién en el ambiente son el Cr (111) y el Cr (VI). En solucion de pH &cido el Cr (111)
puede hallarse en su forma soluble (Cr(H;0)s™), mientras que a pH mayores a 6 suele
encontrarse como hidréxido (Cr(OH)3) u oxido (Cr,O3) los cuales tienden a precipitar. Esta
propiedad lo convierte en un blanco facil para las tecnologias de remediacién, en comparacion
con su forma hexavalente la cual es altamente soluble. EI Cr (VI) es un oxidante fuerte, puede
encontrarse en las formas de dicromato (Cr,072), 4cido crémico (H2CrO4,) y las formas idnicas de
éste (HCrO4 y CrO472), siendo todas altamente solubles en cualquier rango de pH. La presencia
de una forma u otra dependera del pH: a valores menores a 1 predomina H,CrO,4 entre valores de
pH 1 y6 el HCrO,4 se encuentra en mayor cantidad mientras que a pH mayores a 6 se halla CrO4
2. Por otra parte, Cr,072 es un dimero de HCrO4™ por lo que se forma a pH &cido, cuando la
concentracion de Cr (VI) es mayor a 1 ¢/l (Mohan y Pittman, 2006; Ko y col., 2012; Martorell y
col., 2012; Shiycol., 2012; Oliveira, 2012; Wang y Choi, 2013).

El Cr (I11) es considerado un micronutriente esencial relacionado al metabolismo de la
glucosa y los lipidos, mientras que el Cr (VI) es 100 veces mas toxico y 1000 veces mas
mutagénico que el Cr (Ill), esto se relaciona con su mayor solubilidad, disponibilidad y
movilidad tanto en el suelo como a través de las membranas biol6gicas (Song y col., 2009;
Oliveira, 2012). Esta caracteristica le confiere al Cr (V1) la capacidad de penetrar en las células,
una vez dentro de ellas es reducido por glutation, grupos tioles y otros metabolitos, reaccion que
lleva a la formacién de intermediarios reactivos como Cr (V), Cr (IV), Cr (Ill) y a especies
reactivas del oxigeno (EROS). Todas estas moléculas son capaces de unirse a componentes
celulares, entre ellos las proteinas y el ADN. Como consecuencia del dafio generado a éste
ultimo, es que se producen los efectos carcinogénicos, mutagénicos y teratogénicos en diversos
organismos, entre ellos animales, plantas y microorganismos (Morais y col., 2011). Debido a esto
el Cr (VI) es considerado un carcindgeno del grupo | por la Agencia Internacional de
Investigacion de Cancer (IARC) (Cubero y col., 2009; He y col., 2010).
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EICr (VI) puede ingresar al organismo por via oral, cutanea o digestiva, distribuyéndose a
nivel de médula 6sea, ganglios linfaticos, bazo, rifion e higado. Su distribucion se debe a que es
tomado por los glébulos rojos y luego llevado a las células en las que penetra por medio de
transportadores de sulfatos (Cubero y col., 2009). Con la finalidad de evitar las alteraciones en la
salud, derivadas de la exposicion a Cr (VI), es que existen distintas reglamentaciones que
establecen los niveles maximos permitidos de este contaminante. Este nivel en Argentina es de
0,05 mg/l de Cr (VI) y 0,5 mg/l de Cr total para agua de bebida, segln lo establecido por el
Cadigo Alimentario Argentino, mientras que otros paises como India y Uruguay permiten 0,05
mg/l de Cr total (Benazir y col., 2010; www.ose.com.uy). En relacion a la exposicion laboral,
datos publicados por el Departamento de Salud y Servicios para Mayores de Nueva Jersey,
muestra que la Administracion de Salud y Seguridad del Trabajo (OSHA) establece como limite
de exposicién permisible 1 mg/m®, mientras que el Instituto Nacional para la Salud (NIOSH) y
Seguridad en el trabajo y la Conferencia Estadounidense de Higienistas Industriales
Gubernamentales (ACGHI) establecen un maximo de 0,5 mg/m?, estos niveles se refieren al Cr
presente en elaire en una jornada laboral de 8 horas (www.nj.gov). Por otro lado, en Argentina se
permite una concentracion maxima de 0,2 mg/l de Cr (V1) y 2 mg/l de Cr (111) en el vertido a

colectora cloacal, conducto pluvial y a curso de agua (Romero y col., 2006).

1.2.1 Elcromo en la industria del curtido de cueros

Entre la gran variedad de industrias que utilizan Cr se encuentran las dedicadas a la
galvanoplastia, produccion de pigmentos, cerdmicos, preservacion de madera, generacién de
aleaciones, colorantes textiles y mordientes, ladrillos refractantes, procesamiento textil y al
curtido de cueros, siendo los efluentes de esta Gltima considerados como uno de los mas
contaminantes enrelaciona la contaminacion por Cr (Belay, 2010; Liu y col., 2010).

La industria del curtido de cueros es una de las mayores generadoras de metales pesados,
liberando al ambiente metales como Zn, Ni, Cu, Pb y Cd ademas del Cr. Este metal es utilizado
en el proceso de curtido para estabilizar el cuero y volverlo resistente a la degradacion por
microorganismos, mejorando también el aspecto y la textura del mismo. La utilizacion de este

componente podria evitarse dado que existen compuestos para curtido de origen vegetal, pero a
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pesar de las alternativas disponibles, el 90% del curtido en el mundo se realiza con sales de Cr
(111) (Covington, 2009).

Se estima que una curtiembre libera en promedio 40000 t de quimicos basicos y 15000 t
de sulfato de cromo (Cr (111)) por afio como desecho. La gran cantidad de Cr (I11) eliminado se
debe a que sbélo el 54-57% de este compuesto reacciona con el cuero, sumando a esta
problematica la gran cantidad de agua que se utiliza, por lo que se considera a esta industria como
una de las mas contaminantes a nivel mundial (Tarig y col., 2005; Kili¢ y col., 2011). Se calcula
también que la concentracion de Cr (V1) presente en el agua de desecho ronda entre 40 -25000
mg/l, ya que el Cr (111) puede oxidarse a Cr (VI) cuando existen altas concentraciones de O, 0 por
la presencia de 6xidos de manganeso (Benazir y col., 2010; Oliveira, 2012). Estas practicas no
sOlo contaminan el curso de agua al que se vierten los efluentes, sino también el terreno en
contacto con el canal por el que circula el mismo, ya que el suelo es capaz de absorber y
acumular grandes cantidades de Cr (V1) y como consecuencia los contaminantes pueden percolar
y alcanzar asi las aguas subterrdneas, pudiendo ser incorporados a las plantas y animales
(Gangwar, 2010). A pesar de que algunas aguas de desecho que se liberan al ambiente sufren
tratamientos previos, éstas suelen contener concentraciones no admitidas de metales y materia
organica o incluso presentar alteraciones en sus parametros fisico-quimicos cuando el tratamiento

no es el adecuado, constituyendo asi un riesgo para la salud y el ambiente (Tripathi y col., 2011).

1.3 Remediacidon de contaminantes

La remediacién es una tecnologia de saneamiento ambiental importante para lograr
recuperar sitios contaminados, que de otra manera no serian Utiles a ciertos propdsitos, tales
como urbanizacion, cria de animales y agricultura; puesto que la permanencia en un sitio
contaminado involucra riesgos para los organismos vivos. Debido a que la contaminacién genera
la inutilizaciébn de grandes areas, comenzaron a desarrollarse estrategias para brindar una
solucion. Las técnicas convencionales de remediacion consistian en excavar el suelo
contaminado, o bombear un efluente industrial hacia vertederos dispuestos para este fin. Sin
embargo, estas practicas asi como también el aislamiento o contencién de un terreno
contaminado, representan una solucion parcial al problema de la contaminacion. La primera de

estas involucra nuevos riesgos asociados al transporte y disposicion del material, con el agravante
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de que al mover el suelo y dejar los contaminantes en la superficie aumenta la exposicion al
mismo por parte de los trabajadores y al pdblico en general. Ademés estas técnicas conllevan un
alto costo econdmico, debido al monitoreo constante necesario en las &reas de contencidn, a la
pérdida de tiempo que produce la excavacién, como asi también lograr encontrar un sitio para
disponer el material contaminado (Vidali, 2001; Leung, 2004).

Al trascurrir el tiempo y desarrollarse nuevas tecnologias, las metodologias de
remediacion disponibles aumentaron, pudiendo clasificarse de acuerdo a su naturaleza en fisico-
quimicas y bioldgicas. Los métodos fisico-quimicos fueron los primeros en ser desarrollados y
son los mas utilizados actualmente. Algunas de las técnicas de remediacion utilizadas para tratar
suelo y aguas contaminados con Cr (V1) incluyen, precipitacion seguida de sedimentacion,
cementacién, separacion con solventes y extraccion mediante membranas, 0smosis inversa,
intercambio i6nico, reduccidon-precipitacion, absorcién en carbdn, carbon activado, aluminio,
caolita (Krishna y Phillip, 2005; Farag y Zaki, 2010; Chaturvedi, 2011; Chen y col., 2012). Por
otra parte, los métodos de remediacion bioldgicos, han surgido como respuesta a la necesidad de
desarrollar tecnologias amigables con el ambiente, basadas en la utilizacion de distintos
organismos para el saneamiento de sitios 0 materiales contaminados. Este tipo de tecnologia se
discute con mayor profundidad en el apartado 1.3.1.

Tanto los métodos fisico-quimicos como los bioldgicos han sido utilizados en la
remediacion de sitios o materiales contaminados, debiendo considerarse al optar por uno de ellos
las ventajas y desventajas de cada uno (Li y Ramakrishna, 2011; Chen y col., 2012; Shi y col,,
2012), que se presentanen la Tabla 1.
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Tabla 1: Ventajas y desventajas de los métodos de remediacion fisico-quimicos y biolégicos.

Métodos Ventajas Desventajas
Reducen altas Costosos.
concentraciones de Generan residuos secundarios.

contaminante (>100 mg/h. Requieren alto consumo de

Se realizan en breves quimicos y energia.

Fisico-quimicos

periodos de tiempo.

Tienen complejidad operativa.

Poseen propension a la re-

contaminacion.

Tienen alta relacion costo Son altamente especificos.

beneficio. Requiere de largos periodos de

tiempo (meses, afios).

Biol6gicos Es una tecnologia limpia.

No todos los compuestos pueden

Puede realizarse in situ o
_ o ser degradados rapida y
evitando contaminacion por
) completamente.
transporte de material.

1.3.1 Métodos de remediacion biolégicos

Los métodos de remediacion biologicos también conocidos como métodos de
biorremediacién, pueden ser definidos como los procesos o tecnologias por medio de las cuales
una 0 varias sustancias contaminantes presentes en un sistema, son removidas, degradadas o
transformadas (total o parcialmente), mediante el empleo de organismos vivos. Entre ellos, el
empleo de plantas para sanear ambientes contaminados se denomina fitorremediacion, mientras
que el uso de microorganismos se denomina mas estrictamente biorremediacion. Entre los
microorganismos podemos citar a bacterias, hongos, levaduras y algas, los cuales utilizaran el

contaminante como fuente de carbono, de electrones o de aceptor final en la respiracion
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anaerobia, disminuyendo de ese modo la concentracion del mismo (Volke Sepulveda y Velasco
Trejo, 2002; Castillo Rodriguez y col., 2005; Pinilla Ponz, 2010).

Existen también gran variedad de estrategias de remocion, por esto y con el fin de facilitar
la comprensién de sus mecanismos de accion, se clasifican de acuerdo a las modificaciones
sufridas por el contaminante en (Leung, 2004):

# Biotransformacion: el contaminante es transformado en una especie no toxica o de
menor toxicidad.
4 Biodegradacion: se lleva a cabo en compuestos organicos, los cuales son clivados en
moléculas organicas mas pequefias.
# Mineralizacion: este proceso se lleva a cabo en sustancias organicas, las cuales son
degradadas hasta obtener CO; y H,0.
De los procesos descriptos solo la biotransformacion es capaz de modificar compuestos

inorgénicos tales como los metales pesados.

1.3.1.1 Biorremediacion Microbiana

El objetivo de la biorremediacion es devolver a un ambiente contaminado su estado
original, mediante la utilizacion de microorganismos o sus enzimas y puede aplicarse tanto ex situ
como in situ.

» Biorremediacion ex situ: en este tipo de metodologia se remueve el material
contaminado para su posterior tratamiento. Requiere menor tiempo que la biorremediacién in situ
pero se debe extraer el material a descontaminar y movilizarlo hacia donde se lo desea tratar, lo
cual aumenta sus costos de aplicacion. En las técnicas denominadas de “fase-sélida”, el terreno es
excavado y dispuesto en pilas en las que luego se estimulara el crecimiento microbiano por
insuflacién de oxigeno, compuestos organicos y agua. Dentro de esta categoria se encuentran
metodologias de biorremediacidn como el tratamiento de terreno o landfarming, biopilas vy el
compostaje, estos pueden ser utilizados para la remocion de metales pesados y de compuestos
organicos, generalmente hidrocarburos (Diez Lazaro, 2008; Saxena y Misra, 2010; Magan y col.,
2012). La remediacion ex situ puede realizarse en biorreactores para tratar distintos tipos de

solidos, tales como tierra, lodos y sedimentos o liquidos como efluentes industriales (Saxena y
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Misra, 2010; Magan y col., 2012). Los biorreactores pueden utilizarse para remover tanto
compuestos organicos como inorganicos presentes en efluentes industriales. Entre los
contaminantes inorganicos cuya remediacion ha sido probada con éxito en biorreactores se
encuentra el Cr (V1) (Ganguli y Tripathi, 2002; Srivastava y Thakur, 2006; Mistry y col., 2010;
Ajao ycol., 2011).

» Biorremediacion in situ: esta denominacion se utiliza cuando la tecnologia de
remediacion se lleva a cabo en el sitio contaminado, sin alterar las caracteristicas del mismo.

Algunas de las metodologias de remediacion in situ son:

# Bioventeo: esta técnica consiste en la insuflacién forzada de bajos volumenes de O, (aire) al
suelo, mediante pozos de inyeccion mientras se genera vacio mediante bombas e insufladores. De
esta manera se estimula la degradacion aerébica de los contaminantes, ya que se favorece tanto la
remocion del contaminante por los microorganismos nativos del suelo, como también la
migracion de la fase volatil de los contaminantes retenidos en él. También puede realizarse de
forma pasiva mediante la apertura de hoyos en el suelo. Suele combinarse con la tecnologia de
extraccion por vapor para aumentar la velocidad de remediacion en éareas altamente
contaminadas. Se utiliza para la remediacién de suelos contaminados con combustibles,
compuestos organicos volatiles y semi-volatiles no halogenados, pesticidas y herbicidas, entre
otros. Este tipo de tecnologia no es aplicable en sitios con altas concentraciones de sales, metales
pesados 0 compuestos organicos debido a que dificultan el crecimiento de los microorganismos
(Agarwal, 2005; Mohee y Mudhoo, 2012).

# Biomagnificacion o bioaumento: consiste en la introduccion de microorganismos,
frecuentemente de origen bacteriano, cuya capacidad de remover el contaminante deseado haya
sido previamente confirmada. Este procedimiento se aplica cuando la microbiota autéctona con
capacidad detoxificadora es muy reducida, pudiendo afiadirse cepas autdctonas o cepas
modificadas genéticamente. A pesar de que esta Ultima opcidn es la méas eficiente, también es la
mas costosa, por lo que representa una estrategia casi exclusiva de los paises desarrollados

(Saxena y Misra, 2010; Barrios San Martin, 2011). La biomagnificacion ha sido utilizada con
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éxito para biorremediar hidrocarburos como combustibles diesel, fenantreno, e hidrocarburos

aromaticos policiclicos (Alisi y col., 2009; Li y col., 2009).

# Bioestimulacion: se basa en la adicion de nutrientes al sitio contaminado que se desea
sanear con el fin de potenciar la capacidad degradadora de la flora indigena. Ademas se deben
ajustar otros parametros, tales como pH, humedad y temperatura, para asi garantizar una mejor
remocidn del contaminante por los microorganismos. La bioestimulacion puede ser utilizada para
remediar compuestos organicos no halogenados volatiles y semi-volatiles, pesticidas y herbicidas
(Agarwal, 2005; Abdulsalam y col., 2011; Barrios San Martin, 2011).

Antes de la aplicacion de alguna de estas tecnologias es necesario el ensayo a escala de
laboratorio para determinar las mejores condiciones de remocion y los mecanismos involucrados
en el proceso y de esta manera dilucidar si es factible o no la utilizacion del microorganismo en

biorremediacion.

1.3.1.2 Mecanismos microbianos involucrados en la remocién de Cr (VI)

Al comenzar a desarrollar un sistema para biorremediacion de Cr (VI) se prefiere que los
microorganismos seleccionados para tal fin provengan de sitios afectados por el contaminante, ya
que éstos seran capaces de tolerarlo y probablemente podrian desarrollar algun tipo de
mecanismo que les permita removerlo, algunos incluso podrian poseer la capacidad de remover
varios contaminantes a la vez (Tripathi y col., 2011). Otro punto a tener en cuenta al utilizar
microorganismos en biorremediacion, es que las condiciones del medio en el que van a
desarrollar pueden afectar la remocion del contaminante. Estudios previos han demostrado que es
necesario optimizar parametros como pH, temperatura, fuente de carbono y electrones, medio de
cultivo y concentracion celular (Chaturvedi, 2011; Dey y Paul, 2012; Mishra y col., 2012).

La diversidad de microorganismos capaces de remover Cr es amplia, abarcando gran
cantidad de especies. Entre las bacterias encontramos a Bacillus circulans MN1 (Chaturvedi,
2011), Brevibacterium casei (Ng y col., 2010), E. coli (Liu y col, 2010), Pannonibacter

phragmitetus (Shi y col.,, 2012), levaduras como Hansenula polymorpha, Pichia jadinii y Pichia

11



Introduccion

anomala (Smutok y col., 2011; Martorell y col., 2012) y algunas especies de hongos filamentosos
(Cérdenas-Gonzalez y Acosta-Rodriguez, 2011).

Actualmente han sido descriptos distintos procesos mediante los cuales estos
microorganismos interactlan con metales toxicos, facilitando su remocion. Entre ellos, los mas
estudiados son la bioadsorcion (unién del metal a la superficie celular por mecanismos fisico-
quimicos), bioacumulacion (ingreso activo del metal al microorganismo) y reduccion
enzimética (biotransformacion de Cr (VI) a Cr (Ill) mediante reductasas). Ademas, existen
mecanismos como la biomineralizacion mediante la cual los metales pesados son inmovilizados
por medio de la formacion de complejos insolubles y otros como la biolixiviacién, que de modo
contrario, permite la movilizacion de los metales pesados mediante su interaccion con &cidos
organicos liberados por la célula o debido a la ocurrencia de reacciones tales como la metilacion
(Vargas-Garcia y col., 2012).

> Bioadsorcion de Cr

La bioadsorcion es un proceso pasivo de unidon de un compuesto (adsorbato) presente en
una fase liquida a una fase solida (biodsorbente), el adsorbato es atraido por el adsorbente debido
a su afinidad por éste, uniéndose a él hasta alcanzar el equilibrio (Ingole y Dharpal, 2012).

Algunas de las ventajas que presenta esta metodologia de remocién incluye: la reduccion
efectiva de metales pesados a un bajo costo, posibilidad de recuperar el metal, facil regeneracion
del bioadsorbente, reutilizacion de la biomasa. Ademas, el rendimiento de esta técnica es
comparable al obtenido al utilizar resinas de intercambio i6nico, siendo la relacion costo-
beneficio mayor, lo que la convierte en una opcién mas rentable y ecologica (Sen y Ghosh-
Dastidar, 2010; Mythilli y Karthikeyan, 2011; Ingole y Dharpal, 2012). A su vez, el empleo de
biomasa bacteriana como bioadsorbente posee ciertos beneficios respecto a otros materiales,
entre ellos pueden citarse su ubicuidad, resistencia a gran variedad de condiciones ambientales,
capacidad de desarrollar en condiciones controladas y ademas, debido a su pequefio tamafio
existe una alta relacion superficie-volumen y por ende una amplia superficie de contacto con el
medio (Quintelas y col., 2009; Chaturvedi, 2011). Este mecanismo no requiere necesariamente de
células viables, puesto que el proceso es pasivo, pudiendo utilizarse biomasa muerta. De esta

manera existen ciertas ventajas, tales como que no es necesario adicionar nutrientes al medio,
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como asi también no hay limitaciones en las células debido a la toxicidad del contaminante (Sen
y Gosh-Dastidar, 2010; Chaturvedi, 2011).

La bioadsorcion del metal a la biomasa dependerd de la composicion de la superficie
bacteriana. La pared celular se compone mayormente por peptidoglicano, el cual representa el
90% de la pared celular en bacterias Gram (+) (G (+)) y del 10-20% en Gram (-) (G (-)), este
compuesto aporta grupos amino y carboxilo como sitios de interaccidn con metales. El acido
teicoico y lipoteicoico presente en ciertas bacterias G (+) y los fosfolipidos y lipopolisacéridos de
la membrana externa de bacterias G (-), confieren a la superficie bacteriana una carga total
negativa, mediante la cual interactla con los cationes metalicos. La interaccion del metal con
estos grupos quimicos puede llevarse a cabo mediante uno de los siguientes procesos o la
combinacion de varios de ellos. Ellos son: intercambio idnico, complejacion, coordinacion,
adsorcién, interacciones electrostaticas, quelacion y microprecipitacién (Vijayaraghavan y Yun,
2008; Wang y Chen, 2009).

En la Figura 1 pueden observarse algunos de los mecanismos involucrados en la
bioadsorcion de Cr (V1) a la superficie celular. En el Mecanismo | el Cr (V1) es reducido por un
grupo dador de electrones a Cr (I11). En el Mecanismo Il una molécula de acido crémico es
atraida a un grupo cargado positivamente que luego es reducido a Cr (lll), mediante la
interaccion con un grupo dador de electrones y al volverse su carga positiva se libera por
repulsion electrostatica. A su vez el Cr (ll1l) obtenido, puede unirse a grupos especificos en la
superficie, a compuestos organicos del medio y de acuerdo al pH precipitar 0 mantenerse en

solucién.

| Mecanismo II ] @ [Vﬂk’v(mismul ]

HCr@ o ol HCroO,-
H* /< I

: H*
HCrO," Cr3" ;

€ + e

Uniéna 2. Reducciénporun 3. Liberaciénpor Reduccién mediante
gruposcargados grupo donador de repulsion electrénicao ° contacto congrupo
positivamente electrones adyacente acomplejamiento con ‘ donador de electrones

grupo deunién a Cr .

Grupo cargado Grupo de Grupo donadol
positivamente uniéna Cr de electrones

Figura 1: Posibles mecanismos de bioadsorcion a Cr (VI), adaptado de Saha y Orvig, (2010).
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En el estudio realizado por Silva y col. (2009), puede observarse la relacion existente
entre el pH del medio y la interaccion del Cr con la superficie celular. En su estudio se evalud la
remocidon mediante bioadsorcion de Cr (VI) en el microorganismo Artrhobacter viscosus a
distintos pH (1-4). En el mismo se observo que a pHs 1, 2 y 3 no habia Cr (V1) en el medio y la
cantidad de Cr (111) disminuia a medida que aumentaba el pH pero sin aumentar la cantidad de Cr
(V1). Esto se debe a que al aumentar el pH los sitios de union a metales pierden protones
apareciendo mayor cantidad de cargas negativas a las cuales se une el Cr (111), generado de la
reduccion del Cr (VI). A pesar de que a pH 1 se removié todo el Cr (VI1), la menor cantidad de Cr
total se reporté a pH 4, ya que a pHs mas acidos, el Cr (111) producido por la reduccion del Cr
(V1) es repelido por la biomasa bacteriana debido a las fuertes cargas positivas de ésta. Por esta
razon el autor plantea que la bioadsorcién no ocurre por un mecanismo de adsorcién anidnica

sino por adsorcion acoplada a reduccidn.

» Bioacumulacién de Cr

El Cr (V1) ingresa a la célula mediante transporte activo. Debido a su parecido idnico y
estructural con los sulfatos, éste es capaz de ingresar mediante sus transportadores (especificos y
putativos), una vez dentro podria ser reducido a Cr (II1) (Smutok y col.,, 2011). Entre los
microorganismos capaces de bioacumular Cr se encuentran distintas especies de microalgas
verdes y verdeazuladas (Dwivedi y col, 2010). Estos autores observaron que las algas
verdeazuladas eran mas tolerantes a altas concentraciones de Cr que las verdes y que ademas el
mayor valor de Cr acumulado se hallé6 en Phormedium bohneri la cual pertenece al grupo de las
microalgas verdeazuladas. La acumulacion de Cr (lIl) en el citoplasma celular puede ser
observada mediante microscopia de transmisidn electronica. Mediante esta técnica tanto
Srivastava y Thakur (2007) como Polti y col. (2011) pudieron observar zonas de mayor densidad
electronica presentes en el citoplasma celular de Acinetobacter sp. y Streptomyces sp. MC1 que

no se hallaron en los microorganismos incubados en ausencia de Cr (\VI1).
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> Reducciéon de Cr

La biotransformacién de Cr (VI) a Cr (I11) puede ocurrir en el interior celular, en la
superficie bacteriana o en el medio que rodea la célula. La reduccién en el interior de la célula
puede ocurrir mediante la accidén de reductasas las cuales pueden encontrarse en el citoplasma de
la célula o asociadas a la membrana citoplasmatica. En la superficie microbiana la reduccion
ocurriria debido a que existen componentes de la pared celular que poseen poder reductor (acido
teicoico, los componentes que contienen diol y distintos azUcares) y, por altimo, la reduccidén en
el medio circundante podria llevarse a cabo por reductasas extracelulares secretadas por el
microorganismo (Quintelas y col., 2009, Mary Mangaiyarkarasi y col., 2011; Cheny col., 2012).
La reduccion de Cr (VI) puede acoplarse a la remocion de un contaminante organico, en este
sentido el agregado de compuestos organicos de caracter toxico como el fenol para la remocion
de Cr (VI), constituye una importante estrategia de biorremediacion, ya que estos componentes
suelen encontrarse juntos en sitios contaminados. EI mecanismo consiste en la utilizacion del
fenol como fuente de carbono y electrones para reducir Cr (VI), consiguiéndose la degradacion
de fenol probablemente hasta su mineralizacion (Song y col., 2009).

La remediacion mediante cromato reductasas puede ocurrir tanto en aerobiosis como en

anaerobiosis.

# Reduccion de Cr (VI) en aerobiosis

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la reduccion de Cr (VI) a Cr (l11) es el

siguiente:

1. Crf+e — Crtd

2. Cr°+2e- —Cr®

Sibien el Cr (IV) no aparece en el modelo anterior, podria generarse al reducirse Cr (V1).
Tanto Cr (IV) como Cr (V) son intermediarios de vida corta, ya que se reducen rapidamente a Cr

(111) puesto que esta es una forma mucho més estable. Se desconoce si la reduccion que ocurre de
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Cr (V) a Cr (IV) y de éste a Cr (Ill) es espontanea 0 mediada por enzimas (Barrera-Diaz y col.,
2012).

Las enzimas aisladas y caracterizadas que poseen actividad reductasa no son muchas, y la
mayoria de ellas pertenece a la familia de reductasas de las flavoproteinas dependientes de
NAD(P)H (Ramirez-Diaz y col., 2008). Cada una posee distintos mecanismos de remocién, ya
que su funcién primaria no es la de remover Cr (VI). La reductasa mejor caracterizada pertenece
a Pseudomonas putida (ChrR). Esta flavoproteina posee también actividad quinona reductasa en
su estado reducido, lo que podria contribuir a la detoxificacion de las EROS formadas en el paso
de reduccion del Cr (VI), ya que las quinonas cumplen funciones detoxificantes. La flavoproteina
YieF de E. coli presenta homologia con la ChrR de P. putida, su mecanismo de reduccion
consiste en la transferencia de 4 electrones de manera simultanea, 3 de ellos reducen el Cr (V1) a
Cr (l11) y el restante reduce la especie reactiva del oxigeno formada (Ramirez-Diaz y col., 2008 y
citas contenidas alli). Estas fueron algunas de las primeras reductasas aisladas. Actualmente se
han aislado y purificado distintas enzimas pertenecientes a la familia de reductasas de las
flavoproteinas dependientes de NAD(P)H en microorganismos como Shewanella oneidensis
(Mugerfeld y col., 2009), Gluconacetobacter hansenii (Jin y col., 2012), E. coli (Eswaramoorthy
y col., 2012). La capacidad reductora en aerobiosis se ha observado en una gran cantidad de
bacterias, pero las moléculas que median estas reacciones aun no han sido totalmente
caracterizadas en muchos de estos microorganismo (He y col., 2011).

Se ha demostrado que la reduccion enzimatica en aerobiosis no solo es realizada por
reductasas ubicadas en citosol, sino que puede llevarse a cabo por enzimas asociadas a

membrana, lo cual ocurre en Bacillus subtilis (Mary Mangaiyarkarasi y col., 2011).

# Reduccion de Cr (VI) en anaerobiosis

La reduccion de Cr (VI) en anaerobiosis suele ocurrir debido a su utilizacion como

aceptor final de electrones en la cadena respiratoria, por lo que la familia de citocromos suele

estar involucrada en el proceso. Las enzimas capaces de reducir Cr (V1) en ausencia de oxigeno

pueden encontrarse en el citoplasma o bien asociadas a membrana (Barrera-Diaz y col., 2012).
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Uno de los primeros microorganismos identificados, capaz de reducir Cr (VI) en
anaerobiosis fue la enterobacteria Enterobacter cloacae HO1. Este microorganismo facultativo
crecid tanto en aerobiosis, como en anaerobiosis, pero s6lo removia Cr (V1) en esta Ultima
condicion (Wang y col., 1989). Ademas, las bacterias reductoras de sulfato también son capaces
de remover Cr (VI) en anaerobiosis, ya que lo utilizan como aceptor final de e en lugar del
sulfato, como ocurre normalmente (Martins y col., 2008). La bibliografia existente con respecto a
microorganismos anaerobios capaces de reducir Cr (VI) es escasa en relacion a la de

microorganismos aerobios.

1.3.1.3 Mecanismos de tolerancia a Cr (VI)

» Bomba de eflujo ChrA

Los mecanismos anteriores de remocién de Cr (VI) podrian ser considerados también
mecanismos de tolerancia, ya que permiten disminuir la concentracion de contaminante en
contacto con la célula, lo cual los hace capaces de tolerar distintas concentraciones de Cr, ya sea
por reduccion o adsorcion. Por otro lado, existen mecanismos de tolerancia que no se relacionan
con la remocidn de Cr, entre ellos se encuentra el transportador de membrana ChrA que permite
tolerar altas concentraciones del metal, bombe&ndolo fuera de la célula, mediante un proceso con
consumo de energia. Los genes que codifican estas proteinas forman parte del operén Chr y se
han hallado en transposones presentes tanto en el cromosoma como en plasmidos, por lo que
podrian transferirse de forma horizontal por conjugacion. Entre los microorganismos en los que
el operdn se encuentra insertado en el cromosoma, encontramos a Ochrobactrum tritici 5bvll,
cuyo operdn Chr se encuentra en un transposoén (TnOtChr) y no es inducible por Cr (VI) Entre
los pocos microorganismos reportados cuya expresion del trasportador si es inducible, se
encuentra Bacillus cereus SJ1 (He y col., 2010; Morais y col., 2011). A diferencia de estos
microorganismos, en P. aeruginosa el operon Chr se encontrd en el plasmido pUM505 (Ramirez-
Diaz y col., 2011).

En base a todos estos antecedentes se plantea la siguiente hipotesis y objetivos de trabajo
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Hipétesis y Objetivos

2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipdtesis

Microorganismos aislados de zonas contaminadas con Cromo (V1) con capacidad de
biotransformar/bioadsorber este contaminante, pueden ser utilizados para estudios de

biorremediacién in vitro y consecuentemente para el tratamiento de efluentes industriales o en

aplicaciones ambientales, tales como el bioaumento.

2.2 Objetivo General

Estudiar la capacidad de biorremediacién de Cr (VI) de microorganismos nativos de una
curtiembre de la localidad de Elena (Cordoba), para reducir los niveles disponibles del mismo y

asi estimar si podrian utilizarse para minimizar el impacto ambiental que este contaminante

produce en suelos y acuiferos.

2.3 Objetivos especificos

# Seleccionar una bacteria con alta tolerancia y capacidad de remover de Cr (V1), a partir de

microorganismos previamente aislados de efluentes y suelos contaminados de una curtiembre de

la localidad de Elena.

# |dentificar mediante pruebas metabdlicas y secuenciacion de ADN ribosomal el

microorganismo anteriormente seleccionado.
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# Optimizar diferentes parametros que influyen sobre el crecimiento microbiano, tales como
medio de cultivo, concentracion de la fuente de carbono y nitrdgeno, pH, temperatura,
concentracién de indculo, los cuales podrian ser claves para permitir una mayor eficiencia en el

proceso de remediacion.

# Analizar la capacidad del microorganismo seleccionado de tolerar y remover Cr (VI) en

presencia de fenol.

# Determinar los principales mecanismos de remocidén presentes en el microorganismo

seleccionado y el destino final del Cr (V1) incorporado al medio de cultivo.

# Analizar si existen cambios a nivel proteico ante la exposicion de la bacteria seleccionada al

contaminante.
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Materiales y Métodos

3. Materiales y Métodos
3.1 Material Bioldgico
En este trabajo se utilizaron 8 aislamientos provenientes de un efluente y sedimento
contaminado de una curtiembre situada en la localidad de Elena (Cdrdoba, Argentina).

Posteriormente se selecciond uno de los mismos, el cual se denominé C8.

3.1.1 Condiciones de cultivo y mantenimiento de los microorganismos

Los aislamientos fueron mantenidos en placas con medio TY sélido (Anexo)
suplementado con 10 mg/l de Cr (VI), y sembrados utilizando la técnica de estrias por
agotamiento. Los microorganismos fueron repicados semanalmente a partir de colonias aisladas y

cultivados a 28°C. Entodos los casos el Cr (V1) fue adicionado como K,Cr,07 (Sigma).

3.2 Seleccion de un aislamiento bacteriano con capacidad para tolerary remover Cr (VI)

3.2.1 Ensayo de tolerancia a Cr (V1)

Los ensayos de tolerancia en placa se realizaron en primera instancia con la finalidad de
seleccionar una cepa bacteriana tolerante a Cr (VI). Para ello, los 8 aislamientos fueron
sembrados en placas conteniendo medio rico TY con concentraciones crecientes de Cr (V1) (35,
70, 175, 350, 530 y 700 mg/l). Las mismas fueron posteriormente incubadas en estufa a 28°C,
durante 10 dias. Luego de este tiempo el crecimiento fue evaluado determinandose la
concentracibn maxima tolerada (CMT), la cual corresponde a la mayor concentracion de

contaminante donde aun se observa crecimiento bacteriano.
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3.2.2 Ensayo de remocidn de Cr (VI)

Una vez analizada la tolerancia a Cr (V1) en placa, se procedi6 a evaluar la capacidad de
remocion de este contaminante por los 8 aislamientos en medio liquido. Para ello se utilizaron
indculos de cada aislamiento crecido en medio TY durante 24 hs, los cuales fueron usados para
inocular tubos de 10 ml conteniendo 3 ml de medio TY, con 50 y 100 mg/l de Cr (VI). Los
mismos fueron incubados a 28°C y agitados a 150 rpm durante 72 hs, momento en el cual se
determinG la capacidad de crecimiento de cada uno asi como también el Cr (VI) residual,
siguiendo la metodologia descripta en las secciones 3.9 y 3.10. Como control del contaminante se
utilizaron tubos sin inocular, los cuales fueron utilizados como controles 100%. En funcion de los

resultados obtenidos en los ensayos de tolerancia y remocion de Cr (VI) se selecciond el
aislamiento C8 para posteriores estudios.

3.3 Caracterizacion fenotipica e identificacion del aislamiento C8

3.3.1 Caracterizacién morfo-fisioldgica

Para la caracterizacion morfolégica se tomé una colonia aislada de una placa con medio
TY con Cr (VI) (10 mg/l), y se realizo tincion de Gram utilizando el kit Gram Britania (Britania).
Los preparados se observaron en microscopio optico Axiopot (Carl Zeiss). Las imagenes fueron
obtenidas con camara digital Power Shot G6 de 7,1 megapixeles (Cannon INC, Japon) asociada

al microscopio (aumento 1000X). Se registrd la coloracién y morfologia de las células.

3.3.2 Caracterizacién bioquimica

Se realizaron diferentes pruebas bioquimicas como catalasa y oxidasa utilizando
protocolos estandarizados. Ademas, se evaluo la asimilacion de distintas fuentes de carbono y

produccion de enzimas, mediante el kit comercial AP120 E.
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4 Determinacion de Catalasa: se tomé una colonia aislada de un cultivo de menos de 24 hs y
se la coloco en portaobjeto sobre una gota de H,O; al 3%, la produccion de la enzima catalasa se
evidencio por medio de la produccion de burbujas.

2 H,O» ﬂ 2H,0+ 0

# Determinacion de Citocromo C Oxidasa: se determind utilizando discos de oxidasa
(Britania). Se tomo una colonia aislada del microorganismo y se la coloc6 en un portaobjeto, con
una gota de solucién fisiologica estéril, una vez homogeneizada la suspension se colocé sobre
ella un disco de oxidasa. Se considerd reaccion positiva si el disco se tornd de color rosado

intensificandose a fucsia. Como control positivo se utilizé una cepa de Pseudomonas sp.

# Se utilizo la galeria de pruebas APl 20E (BioMerieux) para la identificacion presuntiva

del microorganismo.

# También se evalud la capacidad del microorganismo de crecer en medio Eosina Azul de
Metileno (EMB), el cual es un medio selectivo para bacilos G (-) entéricos y otros bacilos G (-)
no exigentes y diferencial, ya que pone en evidencia la capacidad del microorganismo de
fermentar la lactosa. Para esto se tomo una colonia aislada de una placa que contenia medio TY y
Cr (V1) (10 mg/l) y se la sembrd6 mediante estrias por agotamiento en el medio selectivo. Se

incubo a 28°C durante 24 hs y posteriormente se evalud el crecimiento.

3.3.3 Identificacion por secuenciamiento de ADNr 16S

Para la identificacion del microorganismo en estudio se realizd la amplificacion y
secuenciamiento del gen codificante para el ARNr 16S, lo cual fue realizado por servicio de la
empresa Macrogen Korea S.A. La secuencia obtenida fue posteriormente comparada con otras
secuencias de nucledtidos disponibles en la base de datos GenBank utilizando el programa
BLAST N. Posteriormente, la secuencia fue depositada en la base de datos del NCBI con el
cddigo: JX258135.

22



Materiales y Métodos

3.3.4 Construccion de un arbol filogenético basado en el gen ADNr 16S

Se seleccionaron de la base de datos GenBank del NCBI, secuencias nucleotidicas
homdlogas, cuya longitud fuera similar a la de la cepa C8. Estas secuencias fueron alineadas y
editadas con el programa BioEdit v7.0.5, luego se construyd un arbol filogenético utilizando el
programa de bioinformatica MEGA 4.1. Este arbol permitio inferir las relaciones filogenéticas

entre las cepas analizadas.

3.4 Andlisis del crecimiento y remocion de Cr (V1) por el aislamiento C8 en medio TY con

distintas concentraciones del contaminante

Se utilizaron Erlenmeyers de 50 ml con 20 ml de medio de cultivo TY, a los cuales se les
adiciond una solucion madre Cr (VI) 5000 mg/I hasta alcanzar concentraciones de 5, 20, 35,50 y
100 mg/l de Cr (V).

Estos medios fueron inoculados al 7,5% v/v con un in6culo de 24 hs de cultivo
bacteriano, e incubados a 28°C y 150 rpm. Cada 24 hs se tomaron muestras para evaluar el
crecimiento y la concentracion residual de Cr (V1) como se describird posteriormente (seccion
3.9 y 3.10). Los ensayos fueron realizados por triplicado. El control de contaminante (sin
inocular) contuvo medio TY con 10 mg/lde Cr (V).

3.5 Optimizacion de las condiciones de remocion
En las siguientes secciones se describe la optimizacion de diferentes condiciones de

cultivo para maximizar la remocion de Cr (VI). En estos ensayos se evalud el crecimiento de la

cepa C8 yel Cr (V1) residual como se describe en las secciones 3.9 y 3.10.
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3.5.1 Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la remocion de Cr (V1)

Se ensayaron distintas condiciones de cultivo para asi determinar las que permitian
obtener una mayor eficiencia de remocion. Se usaron Erlenmeyers de 50 ml con 20 ml de medio
rico TY o medio minimo MM, a los cuales se les adiciond una concentracion inicial de 5, 20,
35, 50 y 100 mg/l de Cr (VI). El medio minimo fue adicionado con glucosa (1 ¢/l) como fuente
de carbono. Posteriormente, se analizd la remocion alcanzada en otro medio rico, (Medio 1)
(Anexo), suplementado con 20 mg/l de Cr (VI). Se determind Cr (VI) residual al dia 5 del
ensayo. Como control de contaminante se us6 una solucion de 10 mg/l de Cr (VI) en medio TY,
MM9 o Medio I, segin el medio de cultivo empleado en cada ensayo. Todos los ensayos fueron

realizados como minimo por triplicado.

3.5.2 Efecto de distintas fuentes de carbono sobre el crecimiento v la remocion de Cr (VI)

Para este ensayo se utilizaron Erlenmeyers de 50 ml con 20 ml de medio TY o Medio | y
20 mg/l Cr (1), suplementados con 1 g/l de las siguientes fuentes de carbono: acetato de sodio,
citrato, glucosa o sacarosa. En el caso del Medio I, el cual contiene en su composicion 1 ¢/l de
glucosa, no se adiciond 1 g/l extra de las fuentes de carbono, sino que se reemplazé a la glucosa
por una de ellas. Los mismos fueron inoculados al 7,5% v/v con un in6culo crecido durante 24 hs
sin el contaminante. Se determind el crecimiento microbiano y Cr (V1) residual cada 24 hs
durante 5 dias.

Se determind la velocidad de remocionde Cr (V1) en los medios TY adicionado con 1 g/l
de glucosa y Medio I, éste parametro fue calculado en tres intervalos de tiempo (0-6 hs, 6-24 hs y
24-96 hs). Utilizando el programa Excel 2007 se trazd la mejor recta en cada uno de estos
intervalos y se obtuvo la pendiente de cada una de ellas, que representa la velocidad de remocion

en cada intervalo.
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3.5.3 Efecto de distintas concentraciones de glucosa sobre el crecimiento y la remocidén

de Cr (VI)

Se utilizaron Erlenmeyers de 50 ml, con 20 ml de medio TY suplementado con 20 mg/I de
Cr (V1) y con diferentes concentraciones de glucosa (0,5; 1,0 y 1,5 ¢/l). Los mismos fueron
inoculados al 7,5% v/v con un indculo crecido durante 24 hs sin el contaminante, e incubados a
150 rpm y 28°C durante 5 dias, luego de los cuales se determind crecimiento y Cr (V1) residual.

3.5.4 Efecto del pH sobre el crecimiento vy la remocién de Cr (V1)

Los ensayos de remocion frente a diferentes pHs se realizaron en medio TY con 20 mg/I
de Cr (VI) y 1 g/l de glucosa, el pH del medio TY fue ajustado mediante la adicion de HCI o
NaOH. Los cultivos fueron inoculados al 7,5% v/v con un indculo de la cepa C8 de 24 hs. Se
ensayaron los pHs 4, 5, 6, 7, 8 y 9. El crecimiento y Cr (V1) residual a cada pH fue determinado

luego de 5 dias de incubaciona 150 rpm y 28°C.

3.5.5 Efecto de la concentracion inicial de in6culo sobre el crecimiento v la remocidn de
Cr (VI

Se utilizaron Erlenmeyers de 50 ml, conteniendo 20 ml de medio TY con 20 mg/l Cr (V1)
y 1g/l de glucosa, los cuales fueron inoculados con distintas concentraciones de un cultivo de 24
hs de crecimiento (1; 5; 7,5 y 10%). Los cultivos fueron mantenidos en agitacion continua a 150

rpmy 28°C durante 5 dias. Posteriormente se determiné crecimiento y Cr (V1) residual.

3.5.6 Efecto de distintas fuentes de nitrdgeno sobre la remocidn de Cr (VI)

Se analizé el agregado de dos fuentes inorganicas de nitrégeno al medio TY, el cual
contenia 20 mg/l Cr (VI) y 1 ¢/l de glucosa. Para ello se utilizaron CINH; y NO3NH, en dos

concentraciones (0,5 y 1 g/l). La remocion se determiné al dia 5 (tiempo final).
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3.5.7 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y la remocién de Cr (V1)

En este ensayo los Erlenmeyers con 20 ml de medio TY suplementados con 20 mg/l Cr
(VI) y 1 g/l de glucosa, fueron incubados durante 5 dias a 150 rpm a diferentes temperaturas (20,

25, 28, 30, 35y 37°C). Luego de este periodo se determind crecimiento y Cr (V1) residual.

3.6 Evaluacion de la tolerancia y capacidad de remocion de Cr (VI) del aislamiento C8 en

presencia de fenol y en efluentes industriales

Se evalud la tolerancia de la cepa C8 a Cr (VI), a un contaminante organico (fenol), y a
ambos contaminantes en medio minimo (MM9) (Anexo), en medio rico (TY), asi como también
su capacidad de remover Cr (VI) en presencia de fenol. Ademas, se evalud la tolerancia del

aislamiento C8 a diferentes efluentes industriales, tal como se describe a continuacion.

3.6.1 Tolerancia en placa a distintas concentraciones de cromo (VI), fenol y a ambos

contaminantes

Para la evaluacién de la tolerancia de la cepa C8 a Cr (V1) y fenol, se utilizaron placas con
medio rico (TY) y medio minimo (MM9), a las cuales se les adiciond los contaminantes como se

describe a continuacion:
# Medio rico (TY):
# Fenol: 100, 200, 350, 500, 1000 y 1500 mg/I.
# Cr(VI1):35, 70, 175, 350, 530 y 700 mg/I.
% Cr (VI) y fenol: 350 mg/I de fenol adicionado con 70 y 175 mg/I Cr (VI), 500 mg/I
de fenolcon 17,5, 35, 70 y 175 mg/I Cr (V1).
# Medio minimo (MM9):

% Fenol: 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 750 mg/I.
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# Cromo: 20, 35, 50, 75, 100 y 150 mg/|, se afiadid glucosa (1 ¢g/l) como fuente de
carbono.

# Cromo y fenol: se utilizaron 100, 200, 350 y 500 mg/l de fenol, a cada una de las
primeras tres concentraciones se les afiadié 5, 10 y 20 mg/l de Cr (VI), y a la
ultima 17,5, 35, 70 y 175 mg/I.

Las placas fueron incubadas en estufa a 28°C, durante 10-14 dias.

3.6.2 Remocién de Cr (V1) por el aislamiento C8 en presencia de fenol

Se analizé la capacidad del aislamiento C8 de remover Cr (V1) en presencia de 100 mg/I
de fenol, tanto en medio TY como en MM9. Para ésto, Erlenmeyers de 50 ml conteniendo 20 ml
de uno de estos medio fueron adicionados con 100 mg/l de fenol, al medio TY se le agregd 20
mg/l de Cr (V1) y al medio MM9 5 mg/l. Se incubaron durante 5 dias a 28°C en agitacion (150

rpm), luego de este tiempo se determind Cr (V1) residual como se describira posteriormente en la
seccion 3.10.

3.6.3 Tolerancia en placa a diferentes efluentes industriales

La cepa C8 fue sembrada en placas conteniendo diferentes efluentes provenientes de una
industria petroquimica, dos industrias quimicas y de una curtiembre, los cuales fueron agarizados
y esterilizados. Dichas placas se incubaron en estufa a 28°C durante 10-14 dias, estableciendo

luego el crecimiento de cada una.
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3.7 Determinacion de los mecanismos de remocién de Cr (VI) presentes en el aislamiento
C8

3.7.1 Ensayos de bioadsorcion de Cr (V1)

# Bioadsorciona pH 2:

Se siguid la técnica descripta por Volesky (1999), para ello se hizo crecer al
microorganismo durante 24 hs en medio TY sin Cr (V1) y se lo centrifugd a 12000 rpm durante
15 minutos para obtener la biomasa. Se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con solucion
fisiologica. Aproximadamente 30 mg de biomasa fueron puestos en contacto con 10 ml de medio
TY conteniendo 10 y 20 mg/l Cr (V1) a pH 2. Los Erlenmeyers fueron incubados a 150 rpm,
28°C y el Cr (V1) residual fue determinado a los dias 1 y 5 como se describird posteriormente en
la seccion 3.10. El ensayo fue realizado por cuadruplicado.

Se utiliz6 como control medio TY a pH 2 suplementado con 10 mg/l de Cr (VI), sin

biomasa bacteriana.
% Bioadsorcién por células autoclavadas:
Cultivos de 24 hs crecidos en medio TY fueron autoclavados y utilizados para inocular
Erlenmeyers de 50 ml con 20 ml de medio TY adicionado con 10 mg/l de Cr (VI). Los mismos
fueron incubados en agitacion (150 rpm, 28°C) y se determind Cr (VI) al dia 1 y 5 del ensayo.

Como control de contaminante se utilizd medio TY estéril con 10 mg/l de Cr (V1).

3.7.2 Ensayos de deteccidn de cromato reductasas

Para la determinacion de cromato reductasas se utilizd la técnica descripta por Bopp y

Ehrlich (1988), con algunas modificaciones.
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4 Deteccidn de cromato reductasas extracelulares:

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de determinar si en la remocion de Cr (VI) se
hallaban involucradas reductasas extracelulares, cuya liberacidon fuera inducida por la presencia
de Cr (VI). Para esto, se prepararon 2 Erlenmeyers de 100 ml con 50 ml de medio TY, que se
inocularon al 7,5% v/v con un indculo de 24 hs de crecimiento. Para determinar si la produccion
de reductasas extracelulares era inducible o constitutiva uno de los Erlenmeyers fue
suplementado con 20 mg/lIde Cr (\VI). Los 2 cultivos se incubaron 24 hs en agitador orbital a 150
rpmy 28°C. Luego de este tiempo los cultivos se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos
a 4°C, se separ0 el sobrenadante, el cual fue centrifugado nuevamente en las mismas condiciones.
Los sobrenadantes fueron filtrados utilizando filtros milipore de 0,22 pum para eliminar cualquier
célula bacteriana remanente. A los medios con Cr (VI) se les determiné cromo residual por el
método de difenilcarbazida. Posteriormente, se colocaron 10 ml de cada sobrenadante en
Erlenmeyers estériles para seguir con la incubacion (por triplicado) y otros 10 ml fueron
colocados en un bafio a 100°C durante 30 minutos para inactivar las posibles reductasas
extracelulares. Los sobrenadantes de los cultivos crecidos en ausencia de cromo fueron
suplementados con Cr (V1) 10 mg/Il. Los sobrenadantes fueron incubados en agitador orbital 24
hsa 150 rpmy 28°C.

Para determinar si se produjo remocion del contaminante en alguna de las condiciones
ensayadas se determind Cr (VI) residual, como se describird posteriormente en la seccion 3.10.

En la Figura 2 se muestra un esquema del disefio experimental utilizado.

% Deteccion de cromato reductasas intracelulares:

El pellet obtenido del ensayo descripto anteriormente para reductasas extracelulares fue
resuspendido en buffer fosfato salino (PBS) (Anexo) (1 ml/100 mg de peso fresco). La biomasa
fue sonicada en hielo, realizdndose 3 ciclos de sonicado de 2 minutos cada uno con pulsos de 6
segundos y amplitud del 60%. La suspension sonicada fue centrifugada a 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C, separandose el sobrenadante del pellet celular. El sobrenadante fue filtrado con

filtros milipore 0,22 pm y se denominé extracto libre de células (ELC).
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Las distintas fracciones se colocaron en tubos de ensayo, por triplicado, conteniendo

medio TY suplementado con 10 mg/l de Cr (VI), se incubd 24 hs en agitacion a 28°C y luego se

determind Cr (V1) residual por el método de la difenilcarbazida (Figura 2).
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3.8 Determinacion del destino final del Cr (V1) incorporado al medio de cultivo

A fines de determinar el destino final del Cr (VI) adicionado al medio de cultivo, se
evalu6 la concentraciéon de Cr total (Cr (VI) + Cr (111)) y Cr (VI) en el sobrenadante, como asi
también en la biomasa bacteriana. Para ello se hizo crecer al microorganismo en medio TY
suplementado con 20 mg/l de Cr (VI) y glucosa 1 g/l. Al término de 5 dias se centrifugd para
obtener el sobrenadante y la biomasa. La determinacién de Cr (V1) en sobrenadante fue realizada
por el método de la difenilcarbazida, mientras que las determinaciones de Cr total en
sobrenadante y en biomasa fueron realizadas por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica
(EAA), por servicio de un laboratorio especializado (FARESTAIE, Mar del Plata).

3.9 Determinacion del crecimiento bacteriano por método 6ptico y peso seco

3.9.1 Método Optico

Para determinar el crecimiento celular se utilizo el método Optico, determinando la
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, utilizando espectrofotdmetro Beckman 640.

En los ensayo de crecimiento con distintas concentraciones de Cr (VI) y fuente de
carbono adicional las mediciones se realizaron cada 24 hs, y en los experimentos de optimizacion
de medios de cultivo, concentracion de glucosa, pH, concentracion de indculo y temperatura, las

determinaciones se hicieron a tiempo final del experimento (dia 5).

3.9.2 Determinacidn de biomasa por peso seco

Para determinar la relacion entre la biomasa de la suspension celular de la cepa C8 y su
densidad dptica, se inoculd un Erlenmeyer que contenia 750 ml de medio TY con un pre-inoculo
bacteriano (10%), crecido durante 24 hs. Este cultivo se incub6 15 hs en agitacion continua (150
rpm, 28°C). Transcurrido este tiempo se midié la Absorbancia (DO) del cultivo a 600 nm y de
acuerdo a ésta se realizaron diluciones con medio TY estéril hasta alcanzar densidades Opticas de
0,3; 0,6; 0,9 y 1,2 (por duplicado). Se llevé a volumen final en matraz aforado y se tomé una

alicuota de cada matraz para determinar la DO real de los cultivos.
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Luego se centrifugaron volimenes entre 28 y 60 ml a 12000 rpm durante 10 minutos, se
descarto el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 1 ml de solucion fisioldgica. Cada
suspension se transfirié a un tubo eppendorf, previamente secado y pesado, que fue centrifugado
(12000 rpm, 10 minutos). Se descartd el sobrenadante y los tubos se llevaron a estufa de secado
(70°C) hasta peso constante. Posteriormente se determind el peso seco de la biomasa en cada
eppendorf y se expresd en g de peso seco/l de medio de cultivo. Se grafico Absorbancia 600 nm
vs peso seco (g/l), luego se determind la mejor recta y la ecuacion de la recta utilizando Excel
2007. Esta ecuacion se utilizo para estimar el peso seco de cada cultivo basandose en su medicién

de absorbancia.

3.10 Determinacién de Cr (VI) residual

De cada medio de cultivo a analizar se tomé un volumen de 1 ml y se lo coloc en tubos
eppendorf, éstos se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes se utilizaron para cuantificar el Cr (V1) por medio del método de la 1,5-
difenilcarbazida en solucion acida (Clesceri y col., 1998). Esta técnica se realiz6 en un volumen

final de 5 ml agregando en un tubo de ensayo las siguientes soluciones:

# Muestra (sobrenadante): para concentraciones hasta 10 mg/l Cr (VI) se emple6 500 ul de
muestra, a concentraciones mayores de contaminante la muestra fue diluida hasta alcanzar
concentraciones de 10 mg/l o inferiores.

# Agua destilada: 4,5 ml.

# H;S04 0,2 M: 500 pl.

# Solucion de difenilcarbazida (5 mg/ml acetona): 200 pl.

Las mezclas fueron homogeneizadas utilizando vortex y luego incubadas 10 minutos a
temperatura ambiente. Por Gltimo se midié la Absorbancia a 540 nm con espectrofotometro
Beckman 640. Estos valores se extrapolaron en una curva de calibracién previamente graficada

utilizando concentraciones conocidas de Cr (V1).

32



Materiales y Métodos

3.11 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS)

3.11.1 Extraccion de proteinas y preparacion de las muestras

Para la extraccion de proteinas se prepararon tres cultivos de 50 ml de medio TY, dos de
los cuales fueron adicionados con Cr (V1) (10 y 20 mg/l), los cultivos se inocularon al 7,5% v/v
con un indculo de 24 hs de crecimiento. EI ELC fue obtenido tal como se describi6 en el ensayo
de cromato reductasas intracelulares (seccion 3.7.2).

Las muestras para la corrida se sembraron a igualdad de proteinas, en gel de
poliacrilamida al 12% con SDS al 10%, segun Laemmli (1970). La corrida electroforética se
llevdé a cabo a 2 mA por calle, y el buffer de corrida usado fue Tris/glicina 0,01M pH 8,3

conteniendo SDS al 1%. Para la visualizacion proteinas se utilizé el colorante azul de Coomasie.

3.11.2 Determinacion de la concentracidn de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas presente en los extractos obtenidos
anteriormente se utilizo el método de Bradford (Bradford, 1976) usando albUmina sérica bovina

como estandar (1 mg/ml).

3.12 Analisis Estadistico

El calculo de la media y de los desvios estandar de los datos registrados en los distintos
experimentos, asi como también la representacion grafica de los mismos fueron realizados
utilizando el programa Microsoft Excel 2007.

La existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los datos
analizados se determiné utilizando el Anélisis de Varianza (ANOVA) de una sola via y si los
datos mostraban diferencia estadisticamente significativas se realizé el test de contraste de rango
multiple de Tukey para determinar entre qué grupos de datos existian estas diferencias. EIl nivel
de significancia en ambos casos fue de 0,05. Para esto se utilizd el programa estadistico

Statgraphics Plus version5.1.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Seleccion de un aislamiento bacteriano con capacidad para tolerary remover Cr (VI)

En este trabajo, se realizd la seleccidn de un aislamiento con capacidad para tolerar y
remover Cr (V). Estas variables fueron analizadas en 8 aislamientos previamente obtenidos en
nuestro laboratorio, a partir de muestras de sedimentos y efluente recolectados de una curtiembre
ubicada en la localidad de Elena (Cdrdoba). Se selecciond esta area para el aislamiento de
bacterias debido a la presencia del contaminante en la misma. En ésta zona, El Cr total en
sedimento presentd valores comprendidos entre 2500-6770 mg/kg a pesar de que, segun lo
establecido por la Ley 24051 sobre Residuos Peligrosos, la concentracion méxima permitida en
suelo de uso industrial es de 800 mg/kg. Por otro lado, el Cr total y Cr (VI) presente en el
efluente vario entre 0,01-0,45 mg/l y 0,01-0,15 mg/I respectivamente. Aunque la concentracion
de Cr en el efluente se encontraba dentro del rango establecido (Romero y col., 2006), estudios
previos de biotoxicidad realizados en nuestro laboratorio mediante el test AMPHITOX,
utilizando embriones de Rhinella arenarum, determinaron que el efluente era altamente toxico.

Esta toxicidad podria deberse a algin otro compuesto toxico, presente en el mismo.

4.1.1 Ensayo de toleranciaa Cr (V1)

Con el fin de determinar la capacidad de los 8 aislamientos para tolerar Cr (VI), se
procedio a sembrarlos en placas de petri conteniendo medio rico (TY) suplementado con distintas
concentraciones del contaminante (35-700 mg/l). En la Tabla 2 puede observarse que la mayor
parte de los aislamientos pudieron crecer en presencia de 350 mg/l de Cr (VI), excepto los
aislamientos 6 y 8 cuya CMT fue de 175 mg/l. Por otra parte, ninguno de los microorganismos

fue capaz de crecer cuando la concentracion de Cr (V1) fue superior o iguala 530 mg/I.

34



Resultados y Discusion

Tabla 2: Concentraciones maximas toleradas (CMT) de Cromo (VI) en medio TY por los 8 aislamientos.

Aislamiento CMT (mg/l)
C1 350
C2 350
C3 350
C4 350
C5 350
C6 175
C7 350
Cs8 175

4.1.2 Ensayo de remocién de Cr (VI)

Considerando que un microorganismo puede ser capaz de tolerar un contaminante pero no
de removerlo, se procedié a realizar un ensayo de los 8 aislamientos en el cual se evalud la
remocion, en primera instancia, de dos concentraciones de Cr (V1) (50 y 100 mg/l) (Figura 3). Se
puede observar que cuando la concentracién inicial de Cr (VI) fue 50 mg/I, todos los aislamientos
fueron capaces de remover el contaminante, siendo los aislamientos C1, C2, C3 y C8 con los que
se logré mayor remocion (entre 90 y 60%). A su vez, s6lo los aislamientos C1, C2 y C8 pudieron

remover Cr (V1) cuando la concentracion inicial del mismo fue de 100 mg/I.
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Figura 3: Remocion de Cr (VI) por los 8 aislamientos a las 72 hs de crecimiento en medio TY.

De acuerdo a los resultados obtenidos s6lo los aislamientos C1, C2 y C8 lograron remover
Cr (VI) en las dos condiciones ensayadas. Estos aislamientos con mayor capacidad de remocion
fueron caracterizados morfolégicamente por tincion de gram y azul de metileno, determinandose
que los aislamientos C1 y C2 fueron levaduras y el aislamiento 8 una bacteria G (-).
Considerando estos resultados se selecciond al aislamiento C8 para continuar con los estudios de

remocion de Cr (V1) ya que fue el Unico de origen bacteriano.

4.2 Caracterizacion fenotipica e identificacion del aislamiento C8

4.2.1 Caracterizacién bioquimica e identificacion

En primera instancia se realizd tincidn de gram a una colonia aislada del aislamiento C8,
crecido en placas con medio TY. El preparado se observo en microscopio optico con objetivo de
inmersion (100X) visualizandose bacilos cortos G (-) de 0,55-0,71 pum de largo, mientras que
cuando el microorganismo fue crecido en placas con medio TY con 20 mg/l de Cr (VI), los

mismos mostraron un aumento de tamafio, variando el mismo entre 1,5 y 1,8 um (Figura 4).
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d ) 5 pm

Figura4: Microfotografia obtenida por tincion de Gram, la barra indica la escala de 5 um. Aumento:
1000X 1. Medio TY 2. Medio TY con 20 mg/1 Cr (VI).

Los cambios morfol6gicos producto de la exposicidbn de microorganismos a un
contaminante han sido descriptos por diversos investigadores. Nuestros resultados demostraron
que el aislamiento C8 aument6 de tamafio y su forma se volvié mas redondeada, pero algunos
autores destacaron una disminucion del tamafio frente a la exposicion de Cr (VI), tal como
reportaron Polti y col. (2011) para el microorganismo Streptomyces sp. MC1. Este se acorto y
redonde0 luego de crecer durante 7 dias en un medio minimo suplementado con 50 mg/I Cr (V1).

Con respecto a la caracterizacion bioquimica, el aislamiento C8 fue posteriormente
identficado como catalasa (+) y oxidasa (-), lo que junto con las caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas podria indicar que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Posteriormente, el
microorganismo fue sembrado en medio eosina y azul de metileno (EMB), el cual es selectivo y
diferencial para el aislamiento de bacilos entéricos G (-) y otros bacilos G (-) no exigentes,
observandose desarrollo del mismo a las 24 hs de incubacion.

Continuando con la identificacion del aislamiento C8 se utilizé la galeria API 20E,
método rapido que permite la identificacion presuntiva. Los resultados obtenidos luego de 48 hs
de incubacion se muestranen la Tabla 3.
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Tabla 3: Resultados de la galeria API 20E inoculada con el aislamiento C8 después de 48 hs de incubacion.

API1 20 E
Prueba Resultado Prueba Resultado

Reduccion de nitrato + Produccion de Indol -
Reduccion de nitrito - Produccion de H,S -
Fermentacion butanodiolica - Utilizacion de azucares

Utilizacion de Citrato + Amigdalina +
Presencia de enzimas Arabinosa +
B- galactosidasa + Glucosa +
Arginina dehidrolasa - Inositol +
Gelatinasa + Manitol +
Lisina descarboxilasa + Melobiosa +
Triptéfano desaminasa - Ramnosa -
Ureasa + Sacarosa +
Omnitina descarboxilasa + Sorbitol +

Una vez reveladas las pruebas que asi lo requerian se procedio a introducir los datos
obtenidos en el sistema APl web. El aislamiento C8 fue identificado presuntivamente como

Serratia marcescens con un 80,7% de confianza.

4.2.2 ldentificacidén por secuenciamiento de ADNr 16S
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A partir de un cultivo puro del aislamiento bacteriano C8 se procedid a secuenciar el gen
que codifica para el ARNr 16S. La secuencia obtenida por amplificacion por PCR y su
secuenciamiento reveld un fragmento de 1492 pb. Utilizando el programa blastN se comparé esta
secuencia nucleotidica con las disponibles en la base de datos GenBank, indicando que la misma
presentaba homologia con secuencias correspondientes al género Serratia, siendo el porcentaje
de identidad del 99%. La secuencia obtenida fue incorporada a la base de datos del NCBI, con el
cddigo de acceso JX258135.

Los resultados obtenidos mediante el kit comercial APl 20E y el secuenciamiento del gen
ADNTr 16S fueron coincidentes y permitieron asi identificar al aislamiento C8 como una cepa del
género Serratia. En funcidn de esto la bacteria sera llamada Serratia sp. C8. Pruebas

identificatorias mas especificas son necesarias para la confirmacion de la especie.

4.2.3 Construccidn de un arbol filogenético basado en el gen ADNr 16s

Por medio de la utilizacion del programa de bioinformatica MEGA 4.1 se construyd un
arbol filogenético, comparando las secuencias de ADNr 16S de la cepa en estudio con las de
distintas especies del género Serratia y utilizando una cepa de Pseudomonas aeruginosa como
grupo externo (Figura 5). En el mismo es posible observar que la cepa Serratia sp. C8 formd
parte de un cluster junto con la cepa WJ09 de Serratia sp. y con una cepa de S. marcescens (RS-
10).
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Figura5: Arbol filogenético basado en la comparacion de secuencias de ADN codificante para la region 16S del
ARNIr de distintas especies de Serratia y Pseudomonas aeruginosa. En negrita se encuentra la bacteria seleccionada

para este estudio.

40



Resultados y Discusion

4.3 Analisis del crecimiento y remocidn alcanzados por Serratia sp. C8 en medio rico (TY)
utilizando distintas concentraciones de Cr (VI)

4.3.1 Crecimiento de Serratia sp. C8 en presencia de distintas concentraciones de Cr (V1)

En primera instancia se analizo el efecto de distintas concentraciones de Cr (V1) sobre el
crecimiento de Serratia sp. C8 (Figura 6).

Se puede observar que el crecimiento disminuyé a medida que aumentaron las
concentraciones del contaminante en el medio de cultivo. Ademés, con 100 mg/l Cr (V1) el

crecimiento fue significativamente menor que a las demas concentraciones probadas.

12 - Control
E x ==, mg/| *
1 4 r _ . == 10 mg/| *
S s : | T 20mg/l *
~ |
% ’ | /J'_( = =>€=35mg/| *
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Figura 6: Crecimiento en medio TY con distintas concentraciones de Cr (VI). Los (*) indican diferencias

significativas (p<0,05) respecto al control, el andlisis estadistico se realizé en los dias 1y 5.

Los resultados obtenidos son coincidentes con lo informado por Srinath y col. (2002) para
dos cepas bacterianas correspondientes a las especies Bacillus megaterium y Bacillus circulans,
para las cuales se determind que a concentraciones de Cr (VI) de 100 y 150 mg/l, el crecimiento
disminuy6 alrededor de un 50% y 90% respectivamente, en relacion al control. Contrariamente,
otros autores informaron que el crecimiento de Bacillus sp. no se vio afectado por 100 mg/l de Cr

(VI), siendo similar al del control sin Cr (VI) (Zahoor y Rehman, 2009). Ademas, se han
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reportado microorganismos como Pseudomonas aeruginosa cuyo crecimiento en medio liquido
no se vio afectado a concentraciones de hasta 5 mM de Cr (VI) (260 mg/l), notandose sélo un
aumento en la duracién de la fase de latencia (Oh y Choi, 1997). Estos trabajos demuestran que el
Cr (VI) afecta de manera diferente a distintas especies bacterianas.

4.3.2 Evaluacion de la remocion de distintas concentraciones de Cr (VI) en medio rico
(TY), por Serratia sp. C8

Para la evaluacién de la remocién de Cr (VI), se utilizaron distintas concentraciones del
mismo, las cuales variaron entre 5 y 100 mg/l. En la Figura 7 se puede observar que el
microorganismo fue capaz de remover de manera diferencial las distintas concentraciones de Cr
(V1) presentes en el medio de cultivo. Las eficiencias de remocion variaron entre 75 y 16%

cuando las concentraciones fueron 5 y 100 mg/|, respectivamente.
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Figura7: Eficiencia de remocion (%) alcanzada al dia 5 de crecimiento en medio rico (TY) suplementado con

distintas concentraciones de Cr (VI).

De modo general, se observo que la capacidad de remocidn se vio disminuida a medida
que la concentracion inicial de Cr (VI) aumentd. Esta tendencia ha sido también observada por
Liu y col. (2008), en un consorcio bacteriano formado por Bacillus sp. y Pseudomonas putida, y

por Farag y Zaki (2010) en dos aislamientos bacterianos identificados como Acinetobacter sp. y
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Pseudomonas sp., por lo que este comportamiento no seria propio de una Unica especie. Esta
disminucion en la eficiencia de remocion podria atribuirse a la toxicidad generada por elevadas
concentraciones de Cr (VI), a las cuales el crecimiento de los microorganismos se ve afectado, ya
sea volviéndose més lento o inhibiéndose completamente. Esto generaria una disminucién en la
remocion del contaminante, puesto que los mecanismos de remocién que dependen del
metabolismo activo, tales como la reduccién enzimatica y la bioacumulacion, no podrian llevarse
a cabo. A su vez un menor crecimiento daria como resultado menos superficie de adsorcion
disponible para la union del contaminante. La cantidad de Cr (VI) capaz de producir este efecto
toxico depende de cada microorganismo, tal como se discutié anteriormente para el ensayo de

crecimiento a distintas concentraciones de Cr (VI).

4.4 Optimizacion de las condiciones de remocién

Existen diferentes mecanismos a través de los cuales los microorganismos son capaces de
remover compuestos organicos e inorganicos del medio en el que se encuentran. Estos procesos,
ya sean de indole fisico-quimico o biolégico se ven afectados por distintas condiciones
ambientales o de cultivo si se trata de experimentos de remocidn ex-situ, tales como composicion
del medio, pH, temperatura, fuentes de carbono y nitrdgeno disponibles, concentracion de
sustancias tdxicas (metales pesados, herbicidas, pesticidas, etc.), entre otros. Con el fin de
encontrar las condiciones que permitan optimizar la eficiencia de remocion de Cr (VI), por parte

del microorganismo Serratia sp. C8, se probaron distintas estrategias.

4.4.1 Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la remocionde Cr (V1)

Debido a que los estudios de remocion anteriores fueron realizados en un medio rico de
crecimiento (TY) se decidié analizar la remocion de Cr (VI) en un medio minimo (MM9), para
realizar un estudio comparativo.

Serratia sp. C8 fue capaz de remover el contaminante presente en ambos medios de
cultivo, en todas las concentraciones ensayadas (Figura 8). Si bien la remocidn se evidencio en
ambos medios, en el medio TY se obtuvieron los mayores porcentajes de remocion,

encontrandose éstos entre 75 y 16% mientras que en medio minimo (MM9) los porcentajes de
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remocion alcanzados fueron del 58 y 5,7% para concentraciones iniciales de 5 y 100 mg/l de Cr
(\V1), respectivamente.

100

MTY
80 A
- E MM9

60 -

40 A

20 -+

Eficiencia de Remocién Cr (V1) (%)

5 20 35 50 100

Concentracién de Cr (V1) (mg/l)

Figura 8: Eficiencia de remocidn (%) alcanzada al dia 5 de crecimiento en un medio rico (TY) y un medio

minimo (MM 9) adicionado con 1 g/l de glucosa, suplementados con distintas concentraciones de Cr (VI).

Con los resultados obtenidos se demostr6 que un medio rico de crecimiento permite
alcanzar una mayor remocion de Cr (VI), por esta razdn se analizo la eficiencia de remocion
utilizando otro medio rico (Medio I).

Debido a que los mayores porcentajes de remociénen medio TY se registraron con 5 y 20
mg/l Cr (V1) y que con 20 mg/l se logra remover un 50% del contaminante se seleccioné para
este ensayo la concentracion de 20 mg/l Cr (VI). Ademas, valores cercanos a esta concentracion
suelen encontrarse frecuentemente en aguas contaminadas con este metal. La Tabla 4 muestra la
remocion de Cr (VI) y el crecimiento registrados para Serratia sp. C8 en diferentes medios ricos
(TY y Medio I) comparado con los valores observados en el medio minimo (MM9).
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Tabla 4: Crecimiento y remocion de Cr (V1) alcanzados en los distintos medios de cultivo adicionados con
20 mg/lde Cr (VI) a tiempo final (dia 5).

Medio de Cr (VI) Eficiencia de Absorbancia
Cultivo removido (mg/l) remocion (%) maxima
TY 9,62 48,12 1,67
Medio | 14,12 70,6 1,69
MM9 3,8 19 0,63

Como puede observarse en la Tabla 4, en los medios ricos se logré una mayor eficiencia
de remocion al compararla con el medio minimo, al finalizar el experimento. Esto puede deberse
a que en los medios ricos existe mayor disponibilidad de compuestos capaces de funcionar como
dadores de electrones, necesarios para la reduccion de Cr (V1) a Cr (lll). Esta preferencia por
medios ricos ha sido informada por Guah y col. (2001) en el microorganismo Shewanella alga.
Por otro lado, ha sido reportado que los microorganismos Bacillus sp. JDM-2-1y Staphylococcus
capitis fueron capaces de alcanzar porcentajes de remocion de Cr (VI) del 85 y 89%,
respectivamente, en agua destilada con 100 mg/I Cr (V1) (Zahoor y Rehman, 2009).

En los medios ricos también se observd mayor crecimiento que en el medio minimo, lo
cual estaria relacionado con las mayores eficiencias de remocion registradas para estos medios de
cultivo. En este sentido en el Medio | se obtuvo una mayor remocién que en medio TY, lo cual
podria deberse a la fuente de carbono extra que posee este medio en comparacion con el medio

TY, ya que la composicidn de estos dos medios es muy similar.

4.4.2 Efecto de distintas fuentes de carbono sobre el crecimiento y la remocién de Cr (V1)

La adicion de compuestos organicos al medio de cultivo seria un parametro a tener en
cuenta, ya que éstos pueden ser utilizados por los microorganismos como fuente de electrones,
lograndose asi una mayor eficiencia de remocién (Dey y Paul, 2012). Para comprobar esta

hipotesis se seleccionaron los dos medios ricos probados anteriormente (TY y Medio 1) a los
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cuales se les adicionaron cuatro fuentes de carbono: glucosa, citrato, acetato de sodio y sacarosa,
en una concentracion de 1 g/l, con la presencia de 20 mg/I Cr (V1).

Se pudo observar que el crecimiento de Serratia sp. C8 no se vio afectado por el agregado
de las diferentes fuentes de carbono adicionadas tanto al medio TY (Figura 9.A), como al Medio
| (Figura 9.B), siendo su crecimiento similar al observado en condiciones control (medios sin

fuente de carbono extra), alcanzando valores de crecimiento de alrededor de 0,9 - 0,95 g/l al
finalizar el experimento (dia 5).
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Figura9: Crecimiento de Serratia sp. C8 en medio TY (A)y Medio | (B) adicionados con distintas fuentes

de carbono y 20 mg/l Cr (VI).

Cuando se analizo la remocion de Cr (V1) en las condiciones mencionadas anteriormente,

se observo que a diferencia de lo ocurrido con el crecimiento, la capacidad de remocion si se vio

afectada por la fuente de carbono, tal como puede verse en la Figura 10.
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Figura 10: Remocion de Cr (VI) 20 mg/l en medio TY (A)y Medio | (B) suplementados con diferentes fuentes de

carbono.
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La remocién alcanzada en medio TY con acetato y citrato al dia 5, no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) respecto al control, el cual alcanzd una eficiencia de
remocion del 48% al finalizar el ensayo. En contraposicion, tanto los medios con glucosa como
los que contenian sacarosa mostraron diferencias significativas respecto al control (p<0,05). Sin
embargo la remocién alcanzada a tiempo final con glucosa fue mayor que con sacarosa,
lograndose un 75% y un 56% respectivamente.

Al igual que en medio TY, en Medio | la mayor eficiencia de remocion se alcanzo
cuando la fuente de carbono adicionada al medio fue glucosa, obteniéndose con ésta un 70% de
remocion, valor que supera alrededor del 20% a los obtenidos con las restantes fuentes de
carbono, las cuales no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas (p>0,05).

Estas diferencias en la eficiencia de remocion, de acuerdo a la fuente de carbono
adicionada, podrian deberse a que la remocion del Cr (VI) se estaria llevando a cabo por
reduccion del mismo a Cr (I11), proceso que involucra la transferencia de electrones desde un
compuesto con un potencial de 6xido reduccién mas bajo (compuesto reductor) a uno con un
potencial mayor (compuesto oxidante) (Burriel Marti y col, 2008). Serratia, al ser un
microorganismo quimioorganoheterdtrofo, utiliza compuestos organicos como fuente de carbono
y como dadores de electrones, pudiendo utilizarse el mismo sustrato para ambos fines (Tértora y
col., 2007).

Se ha demostrado que la reduccion de Cr (V1) depende de la fuente de carbono y del
microorganismo involucrado (Zhang y Li, 2011; Dey y Paul, 2012). En nuestro trabajo la mayor
remocion alcanzada con glucosa por Serratia sp. C8 podria estar relacionada con el hecho de que
ésta es una fuente de carbono facilmente utilizable, por lo que habria una mayor disponibilidad de
los electrones necesarios para realizar la reduccion de Cr (VI), ya que las enzimas relacionadas al
catabolismo de la glucosa (glucélisis) son constitutivas (Tértora y col., 2007).

Algunos autores reportaron mayor remocion de Cr (V1) en presencia de otras fuentes de
carbono. En este sentido, el microorganismo E. cloacae HO1 mostr6 mayor crecimiento y
remocion de Cr (V1) en presencia de acetato que con glucosa (Wang y col., 1989). De manera
similar Arthrobacter sp. SUK 1201 removié el 100% de una concentracion inicial 2 mM de Cr
(V1) (104 mg/l), cuando la fuente de carbono fue glicerol, mientras que con glucosa sélo removié
un 76% (Dey y Paul, 2012). Asi también Liu y col. (2004) hallaron que con Pseudomonas

aeruginosa se obtenia un mayor porcentaje de remocion de Cr (V1) con malato y succinato que
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con glucosa. Por otro lado, se ha establecido que el efecto positivo de una fuente de carbono en la
remocion de Cr (VI) varia incluso entre microorganismos de un mismo género. Zhang y Li
(2011), demostraron que se obtenia una mayor remocidn por el microorganismo Serratia sp. Cr-
10 cuando se adicionaba fructosa al medio, siguiendo en eficiencia lactosa, sacarosa y acido
succinico, situandose la glucosa en quinto lugar, contrario a lo observado en este trabajo para

Serratia sp. C8.

Considerando lo expuesto anteriormente, se selecciondé a la glucosa como fuente de
carbono extra. Ademas, se eligié al medio de cultivo TY para continuar con los ensayos de
optimizacién, ya que si bien la eficiencia de remocion alcanzada en medio TY y Medio | con 1
g/l de glucosa no mostré diferencias estadisticamente significativas (p>0,05), si se observd una
mayor velocidad de remocion en medio TY (Figura 11.A). A las 6 horas de incubacién en medio
TY la velocidad de remocion fue 1,14 mg/l.h, mientras que en Medio | fue 0,86 mg/l.h (Figura
11.B). Luego de transcurrido este tiempo la velocidad de remocién disminuy6 a mas de la mitad
en ambos medios, alcanzando valores de 0,3 y 0,2 mg/l.h en medio TY y Medio I,
respectivamente (Figura 11.C). Pasadas las 24 hs la velocidad de remocién continud
disminuyendo hasta alcanzar valores cercanos a cero (Figura 11.D), lo que se corresponde con la

fase estacionaria del cultivo en estudio.
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Figural1l: Cr (VI) removido en medio TY y en Medio I con 20 mg/I Cr (V1) y 1 g/l glucosa. Segmentos de la curva
seleccionados para la determinacion de velocidad (A). Cr (VI) removido a la hora 6 del ensayo (B), de 6-24hs (C),
de 24-96 hs (D). La pendiente de la recta mostrada en cada ecuacion representa la velocidad de remocién (mg/l.h)

para cada seccién de la curva.

Debido a la mayor velocidad de remocion alcanzada en medio TY a las 48 hs del ensayo,
fue que en este medio la eficiencia de remocion llego al 68%, mientras que en Medio | a las 48 hs
fue del 52%.

Podemos decir que el medio TY con 1 g/l de glucosa fue mas eficiente que el Medio I, ya

que el tiempo necesario para remover una determinada cantidad de contaminante fue menor.
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4.4.3 Efecto de distintas concentraciones de glucosa sobre el crecimiento v la remoci6n

de Cr (VI)

Este ensayo se realizd con el objetivo de analizar si distintas concentracion de glucosa
permitirian lograr una mayor eficiencia de remocion. Se utilizé como medio de cultivo al medio

TY, seleccionado en el ensayo anterior, adicionado con 20 mg/l Cr (VI) y las diferentes
concentraciones de glucosa a analizar (Figura 12).
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Figura 12: Crecimiento y eficiencia de remocion de 20 mg/l Cr (V1) en presencia de distintas concentraciones de
glucosa a tiempo final (dia 5). Los datos de remocién con letras iguales no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre ellos (p>0,05).

Las variaciones de la concentracion de glucosa en medio TY no afectaron el crecimiento
del microorganismo y no se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los valores de
biomasa alcanzados al finalizar el estudio.

Cuando la concentracion de glucosa fue de 1 y 1,5 g/l se alcanzaron eficiencias de
remocion del 75 y 74% respectivamente, valores que duplican el porcentaje de remocién
alcanzado con 0,5 ¢/l de glucosa. Esto podria indicar que la glucosa estaria directamente
relacionada con el proceso de remocion de Cr (VI), y debido a que la biomasa permanecio
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relativamente constante a lo largo del tiempo, el mecanismo al cual estaria afectando la variacion
en las concentraciones no seria el de adsorcion.

Resultados similares fueron presentados por Liu y col. (2004) quienes observaron un
aumento en el crecimiento y la remocién de Cr (VI), por el microorganismo Pseudomonas
aeruginosa, a medida que aumentaba la concentracion de malato afiadida al medio.

Si bien estadisticamente la remocion con 1 y 1,5 ¢/l de glucosa no mostro diferencias
significativas (p>0,05), se selecciond la concentracion 1 ¢/l de glucosa como dptima para
continuar con los proximos ensayos de optimizacion, ya que implica un menor costo en la

implementacion del sistema de remocion.

4.4.4 Efecto del pH sobre el crecimiento v la remocién de Cr (V1)

El pH del medio es un importante factor a tener en cuenta ya que de €l depende la forma
quimica en la cual se encuentra el Cr (VI), asi como también la formacién de los estados
insolubles de Cr (111) (Mohan y Pittman, 2006), siendo esto Ultimo de suma importancia ya que
permitiria remover la forma trivalente del cromo del medio por métodos sencillos como
filtracion.

Ademas, de este parametro dependen diferentes fendmenos, tal como la protonacion y
desprotonacion de la superficie bacteriana, proceso de importancia en la interaccion de las
moléculas de cromo con los grupos quimicos que forman parte de los componentes de membrana
0 pared expuestos al medio, por lo que es un factor a tener en cuenta al analizar la remocién por
bioadsorcién (Silva y col., 2009).

En la mayoria de los ambientes naturales suelen encontrarse valores de pHentre 5y 9,y
es dentro de este rango donde generalmente se encuentra el pH 6ptimo de crecimiento de la
mayor parte de los microorganismos. Para estudiar el efecto del pH sobre el crecimiento y la
remocion de Serratia sp. C8, se decidio evaluar valores de pH comprendidos entre 4 y 9, en

medio TY suplementado con 1 g/l de glucosa y 20 mg/l Cr (V1) (Figura 13).

51



Resultados y Discusion

100 1,20
S
= _ - - 1,00
a 80 T Y Y § T ’
G b T -
3 b b T Logo .
5 00 1 b b g
3 3
£ - 0,60 2
$ >
T 40 - °
o - 040 @@
o 040 &
= a
Q 4
g 20 T - 0,20
o
T

0 - - 0,00
4 5 6 7 8 9
pH
== Eficienciade Remocidn “w=Crecimiento

Figura 13: Crecimiento y eficiencia de remocion de Cr (VI1), variando el pH inicial del medio de cultivo, medido a
tiempo final (dia 5). Los datos de remocidn con letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p>0,05).

Analizando los resultados se puede observar que a pH 4 el crecimiento del
microorganismo fue marcadamente menor que el registrado entre valores de pH 5-9, rango de pH
al cual los microorganismos pertenecientes al género Serratia pueden desarrollarse (Grimont y
Grimont, 2007). EI mayor crecimiento a estos valores se debe a que un microorganismo
neutrofilo (pH 6ptimo 6-8) como el ensayado, requiere que su pH intracelular sea cercano a la
neutralidad para mantener la integridad de sus macromoléculas, sensibles a pH acido o alcalino y
la estabilidad de su pared celular (Madigan y col., 2004). Esta neutralidad no se alcanzaria a pH 4
por lo que se produciria una desestabilizacion, tanto estructural como funcional (alteracion del
metabolismo, transporte activo y pasivo) que conduciria a la muerte del microorganismo.

De manera similar, a pH 4 se observaron los minimos valores de remocion. Mientras que
a valores de pH comprendidos entre 5 y 9 la eficiencia de remocidn fue relativamente constante,

variando entre 52-68%. Sin embargo, a pH 6-7 se obtuvieron los mayores porcentajes de
remocion.
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Diferentes autores han reportados distintos valores de pH como dptimos, tanto para
remocion de Cr (VI) como para crecimiento, encontrandose la mayoria en el rango entre 5 y 9
(Liu y col., 2004; Chaturvedy, 2011; Dey y Paul, 2012).

Debido a que las mayores eficiencias de remocion fueron alcanzadas a pH 6 y 7 vy el
medio TY tiene un pH cercano a la neutralidad, se selecciono el pH 7 para continuar con los
ensayos de optimizacion.

4.4.5 Efecto de la concentracion inicial de indculo sobre el crecimiento v la remocidn de
Cr (VI

Otro parametro por el cual la remocidn de un contaminante puede verse afectado es la
concentracion de indculo. Para evaluar este pardmetro, medio TY con 20 mg/I Cr (V1) y1 g/l de

glucosa fue inoculado con distintas concentraciones de cultivo bacteriano (Figura 14).
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Figura 14: Crecimiento y eficiencia de remocion de 20 mg/l Cr (VI) variando la concentracion inicial de indculo.
Los resultados presentados son los obtenidos a tiempo final (dia 5). Los datos de remocidn con letras iguales no

presentan diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p>0,05).
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El crecimiento alcanzado a tiempo final no vario significativamente (p<0,05) cuando las
concentraciones de inoculo inicial fueron 5, 7,5 y 10%, mientras que cuando la concentracion
inicial de inéculo fue 1% el crecimiento alcanzado fue menor.

Con respecto a la eficiencia de remocion alcanzada por Serratia sp. C8 se pudo observar
que la maxima eficiencia se logré cuando la concentracion inicial de in6culo fue del 5% (70% de
remocion), a pesar de que la biomasa alcanzada al final del experimento fue similar para
concentraciones iniciales de indculo de 5, 7,5 y 10%.

De modo similar a lo hallado en este trabajo, Rajendran y col. (2012), ensu estudio sobre
la detoxificacion de colorantes azoicos por aislamientos fungicos, observaron que al utilizar un
indculo del 5%, se obtenian mayores porcentajes de reduccion de los parametros ensayados.
Ademés, observaron que al aumentar la concentracion inicial de indculo de 5 a 7y 9% la
eficiencia de reduccion disminuia, lo cual podria deberse a una aglomeracion de las células como
consecuencia del aumento de la concentracion de inoculo, este fendmeno disminuiria la
superficie de contacto los microorganismos y el contaminante, disminuyendo asi la remocion por
bioadsorcién. Por el contrario, otros autores han publicado que al aumentar la concentracion de
indculo inicial la eficiencia de remocion tambieén aumentaba, tal es el caso de Kathiravan y col.
(2011) quienes reportaron un aumento del 18% en la eficiencia de remocion de Cr (VI) por
Bacillus sp. Del mismo modo, Liu y col. (2004), obtuvieron unaumento del 35% en la eficiencia
de remocién de Cr (VI) por Pseudomonas aeruginosa. Esto demuestra la necesidad de analizar
las condiciones Optimas de concentracion de indculo para cada microorganismo y sistema en

estudio.

4.4.6 Efecto de distintas fuentes de nitr6geno sobre la remocién de Cr (VI)

Con el fin de comprobar si con una fuente de nitrogeno adicional aumentaba la eficiencia
de remocion del contaminante, se utilizaron dos sales de amonio (CINHs y NH4sNO3), en

diferentes concentraciones (Figura 15).
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Figura 15: Efecto del agregado de una fuente de nitrdgeno adicional al med io de cultivo TY con 1 g/l de glucosa
sobre la remocién de 20 mg/l de Cr (V1). Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05) respecto al control.

Como se puede observar en la Figura 15 ninguna de las condiciones evaluadas supero la
eficiencia de remocién lograda por el control (75%), por lo que no seria conveniente la adicién de
una fuente de nitrdgeno extra al medio de cultivo. La disminucién en la remocidon podria deberse
a que la relacion C:N no fue la adecuada, puesto que en los procesos de biorremediacion las
relaciones optimas C:N serian 10:1 a 30:1 (Martinez-Prado y col., 2011).

4.4.7 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento vy la remocién de Cr (\VI)

A fines de determinar la temperatura Optima de remocion, se seleccionaron diferentes
temperaturas comprendidas entre 20°C y 37°C. Se utiliz6 medio TY, con 20 mg/I Cr (V1) y 1 g/l

de glucosa, los resultados se observanen la Figura 16.
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Figura 16: Crecimiento y remocién de 20 mg/l Cr (V1) a distintas temperaturas a tiempo final (dia 5). Los asteriscos
(*) indican que los valores de remocion presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto al

cultivo crecido a 28°C.

El crecimiento se mantuvo sin mayores cambios cuando las temperaturas variaron entre
20°C y 28°C, sin embargo, el mismo mostré una disminucién entre 30°C y 37°C.

Se pudo observar que a 28°C se obtuvo la maxima eficiencia de remocion, lo cual
coincidié con el mayor crecimiento observado. A temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C, 35°C y
37°C las eficiencias de remocién fueron significativamente inferiores (p<0,05) al valor obtenido
a 28°C (75%). Las diferencias en los porcentajes de remocidn obtenidos, podrian deberse a que la
conformacion de las enzimas responsables de la reduccion de Cr (V1) se veria afectada, ya que
estas macromoléculas son sumamente sensibles a los cambios de temperatura y estos cambios
estructurales podrian ser los responsables de la disminucién de la actividad enzimatica.

Se ha informado una gran variedad de microorganismos capaces de remover Cr (VI) cuya
eficiencia de remocidn se vio modificada al variar la temperatura de cultivo. llias y col. (2011)
demostraron que el crecimiento y remocion de Cr (VI) de los microorganismos Staphylococcus
aureus subsp. Aureus y Pediococcus pentosaceus fue dptimo a temperaturas entre 35°C y 40°C,

disminuyendo con temperaturas superiores a 40°C. Por otro lado, Dey y Paul (2012) reportaron
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que el microorganismo Artrobacter sp. SUK 1201 crecié y removio Cr (VI) a una temperatura
Optima de 35°C, mientras que a 40°C la eficiencia de remocion disminuyé bruscamente pasando
de 65% a aproximadamente un 12% de remocion. EI microorganismo Serratia sp. Cr-10 aislado
por Zhang y Li (2011) alcanz6 una remocidn éptima a los 37°C a pesar de pertenecer al mismo
género que el microorganismo caracterizado en este trabajo. Tanto estos microorganismos como
Serratia sp. C8 presentaron comportamientos distintos frente a los cambios de temperaturas.
Dado que la mayor eficiencia de remocidn se alcanzo a los 28°C se decidio seleccionar

esta temperatura como éptima.

4.5 Evaluacion de la tolerancia y capacidad de remocion de Cr (VI) de Serratia sp. C8 en

presencia de fenol y en efluentes industriales

Las técnicas de remediacion tienen como objetivo disminuir la toxicidad generada por
compuestos de caracter toxico antes de ser liberados al ambiente. Estos componentes llegan alli
mayormente como consecuencia de las actividades del hombre, sobre todo de la actividad
industrial. Cuando los efluentes industriales no son tratados previo a su liberacion los mismos
afectan el ambiente y la salud humana, ya que estos contienen gran variedad de componentes
organicos e inorganicos.

El objetivo de la obtencion de una cepa microbiana con alta eficiencia de remocion de Cr
(V1) seria el de poder utilizarla para tratar el efluente del cual proviene, ya que seria tolerante a
los componentes nocivos que alli se encuentran, como asi también remediar otros efluentes
provenientes de procesos industriales que generen Cr (VI), tales como la galvanoplastia,
refinamiento del petréleo, preservacion de madera, industrias textiles y produccion de cromo,
entre otras (Liu y col., 2004; Silva y col., 2009).

Con este fin se analizo la tolerancia y remocion de Cr (V1) en presencia de fenol, ya que
este contaminante organico es frecuentemente hallado en efluentes con alto contenido de Cr (VI),
procedentes de las industrias de curtido de cueros, entre otras (Liu y col., 2008). Ademds, se

investigo la capacidad de Serratia sp. C8 de tolerar distintos efluentes industriales.
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45.1 Tolerancia en placa a distintas concentraciones de Cr (VI), fenol y a ambos

contaminantes

Los estudios de tolerancia se realizaron en medio rico (TY) y medio minimo de
crecimiento (MM9). Se pudo observar que la tolerancia del microorganismo se vio favorecida
cuando éste desarroll6 en medio rico, siendo capaz de crecer a mayores concentraciones de Cr

(\V1), fenol y de ambos contaminantes comparado con el medio minimo MM9 (Tabla 5).

Tabla 5: Concentracién maxima tolerada (CMT) de Cr (VI), fenoly de ambos contaminantes, en medio TYy medio

MMO.
CMT (mg/1)
Contaminante Medio rico (TY) Medio minimo (MM?9)
Cromo (VI) 175 50
Fenol 1000 750
Cromo (V1) y Fenol F500 C175 F200 C5

MMQ9 contenia 3% de glucosa como fuente de carbono para el crecimiento con Cr (VI).

Cuando el microorganismo fue crecido en presencia de ambos contaminantes, se observé
un mayor efecto sobre el mismo, ya que en general, las concentraciones toleradas de ambos
contaminantes fueron menores que la CMT de cada contaminante por separado, lo que era

esperable debido a un efecto aditivo de toxicidad por ambos sustratos sobre la bacteria.

4.5.2 Remocidn de Cr (VI) por Serratia sp. C8 en presencia de fenol

Una vez analizada la tolerancia, se analizé la remocion de Cr (V1) en presencia de fenol
en medio rico (TY) y en medio minimo (MM9). Debido a que la tolerancia en MM9 fue menor,
se utiliz6 5 mg/I Cr (V1) en MM9 y 20 mg/len medio TY (Figura 17).
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Figura 17: Eficiencia de remocién de Cr (VI) en presencia y ausencia de fenol (100 mg/l) a tiempo final (dia 5).
Medio minimo MM9 (Cr (VI) 5mg/l), Medio rico TY (Cr (VI) 20 mg/l).

En la Figura 17 podemos ver que en el medio minimo de crecimiento (MM9) el
porcentaje de remocion de Cr (VI) en presencia de fenol no sufri6 modificaciones respecto a la
remocion en ausencia de fenol, lo contrario ocurrié en medio rico, en donde la presencia de fenol
redujo un 50% la eficiencia de remocidn alcanzada en ausencia del mismo. Esto podria deberse a
la mayor concentracion de Cr (VI) presente en el medio rico, ya que al aumentar las
concentraciones de Cr (VI) aumenta su toxicidad, lo cual sumado a la presencia de fenol
contribuiria a la disminucion en la remocion como consecuencia de un menor crecimiento
bacteriano.

Estos resultados demuestran que el microorganismo fue capaz de remover Cr (V1) aln en
presencia de otro contaminante como el fenol, frecuentemente encontrado en efluentes
contaminados con cromo. Si bien en presencia de fenol la remocion fue menor en medio TY
quizas a mayor tiempo de incubacidén podrian obtenerse resultados similares a los hallados en el
control sin fenol.
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45.3 Tolerancia en placa a diferentes efluentes industriales

Con el objetivo de analizar la tolerancia de Serratia sp. C8 a una mezcla de contaminantes
presentes en un efluente industrial, se hizo crecer al microorganismo en placas conteniendo
diferentes efluentes industriales, a los que se les agregd agar para lograr su gelificacion,
incluyendo el efluente de la curtiembre del cual fue aislado el microorganismo en estudio (Tabla

6).

Tabla 6: Tolerancia en placa de Serratia sp. C8, en presencia de distintos efluentes industriales.

Efluente Serratia sp. C8
QUIMICA-1 T+
QUIMICA-2 +

PETROQUIMICA -

CURTIEMBRE +

Como se observa en la Tabla 6, el microorganismo fue capaz de crecer en los distintos
efluentes denominados Quimica-1, Quimica-2 y Curtiembre, aunque no fue capaz de desarrollar
en el efluente proveniente de una industria petroquimica, probablemente debido a la presencia de
una mayor concentracion de compuestos toxicos.

En cuanto a los resultados obtenidos, podemos decir que Serratia sp. C8 fue capaz de
tolerar los distintos contaminantes presentes, en la mayoria de los efluentes analizados. Esto seria
de interés para la realizacion de futuros ensayos de remocion directamente en los efluentes, para
asidilucidar siel microorganismo seria capaz no sélo de tolerar sino también de remover Cr (V1)

en presencia de los distintos contaminantes presentes en éstos.
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4.6 Determinacion de los mecanismos de remocion de Cr (V1) presentes en Serratia sp. C8

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales los microorganismos interactiian con
iones metalicos. Algunos de estos requieren células viables, tal es el caso de la biotransformacion
del Cr (VI) a Cr (111) mediante reduccién enzimatica y la bioacumulacién de Cr (VI) en el interior
del microorganismo mediante el ingreso del metal por transportadores putativos. De manera
contraria, la remocién de Cr (V1) por bioadsorcion no requiere necesariamente de células viables
para llevarse a cabo, ya que se basa en la interaccion del metal con los grupos expuestos en la
superficie del microorganismo, por lo que este mecanismo de remocion depende mayormente de
parametros relacionados al medio que rodea las células, siendo el pH uno de los parametros

identificados como claves.

4.6.1 Ensayos de bioadsorcién de Cr (V1)

Dado que la bioadsorcidn es un proceso que tiene lugar tanto en células vivas como
muertas, y con el objetivo de comprobar si éste fue uno de los mecanismos por los cuales se llevd
a cabo la remocion de Cr (VI), se realizaron dos ensayos, uno con células inactivadas por pH
acido (pH 2) y otro con células autoclavadas. De esta manera se asegur6 que la remocién se debid
sOlo a un proceso pasivo de unién a componentes de la membrana externa y no a reduccién

enzimatica.

4.6.1.1 Bioadsorcibna pH 2

Como se muestra en la Tabla 7, Serratia sp. C8 fue capaz de remover Cr (VI) del medio
de cultivo por medio de la adsorcion del contaminante a su biomasa. Cuando el microorganismo
fue incubado tanto en presencia de 10 mg/l como de 20 mg/l de Cr (V1) durante 24 hs, se observo
que la adsorcion fue de aproximadamente 25 mg de Cr (V1) por gramo de peso fresco siendo el

porcentaje de adsorcion de 7,7% y 4,4% respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7: Adsorcion de Cr (V1) por gramo de peso fresco de Serratia sp. C8
Bioadsorcion Dia 1 (10 mg/l)

Cr (V1) adsorbido/peso fresco (mg/g) 255+ 37

Adsorcion (%) 77+13
Bioadsorcién Dial (20 mg/l)

Cr (VI) adsorbido/peso fresco (mg/g ) 26,2+ 152

Adsorcién (%) 44+25

Ademés con 20 mg/l de Cr (V1) se midié el porcentaje de adsorcion también al dia 5,
observandose que la adsorcion aumentaba hasta 35 mg/g peso fresco, lo cual corresponde a un
5,9% de adsorcion.

Debido a que la cantidad de metal adsorbido depende de la conformacion de las
estructuras externas bacterias, los valores de adsorcion entre microorganismos pueden ser muy
diferentes. Mediante este mismo procedimiento Garza Gonzilez (2005) observo, luego de
transcurridas 16 hs de contacto entre los microorganismos analizados y el medio con Cr (VI),
valores de adsorcion entre 13,7 y 19,5 mg/g Cr (VI) en 3 cepas del género Bacillus, mientras que
los hongos filamentosos testeados superaron los 28 mg/g Cr (VI). En comparacion los valores de
adsorcion obtenidos por Serratia sp. C8 al dia 1 tanto con 10 como con 20 mg/l de Cr (VI) fueron
superiores a los registrados en las cepas de Bacillus y en el microorganismo P. fluorescens,
también analizado por los autores. No solo las diferencias estructurales entre bacterias G (+) y G
(-) afectan la bioadsorcién, sino también la presencia de capsula, flagelos, pilis, capas mucoides,
etc. EI pH es también un factor importante ya que modifica las cargas de la célula tornandolas
positivas a medida que desciende, lo que en este caso favoreceria la adsorcion de Cr (V1) a la
célula.

La valencia del Cr (V1) adsorbido a la superficie bacteriana podria ser tanto 6 como 3,
dado que a pH 2 suele formarse cierta cantidad de Cr (Il1) como consecuencia de la acidez
(Murugavekh y Mohanty, 2012). La adsorcion a la superficie celular podria llevarse a cabo
mediante la interaccion del metal con diversos grupos quimicos con capacidad ionizable como es
el caso de los grupos hidroxilo, amino, carboxilo y fosfato. Mary Mangaiyarkarasi y col. (2011)
reportaron como los principales sitios de union a Cr (VI) en Bacillus subtilis, a los grupos

carboxilo del &cido teicoico presente en la pared celular y a los grupos fosfatos en segundo lugar,
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ademas la remocion por adsorcion estaria asociada a la reduccion del metal a Cr (111), lo cual

estaria sucediendo en la superficie celular.

4.6.1.2 Bioadsorcion por células autoclavadas

En este segundo ensayo de bioadsorcion las células fueron inactivadas por calor, los

resultados se muestranen la Figura 18.
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Figura 18: Porcentaje de adsorcion en células inactivadas a pH 2 y células autoclavadas, a las 24 hs.

El porcentaje de adsorcion logrado por las células autoclavadas al dia 1 del ensayo fue del
8,45% aumentando hasta un valor de 22,5% al dia 5 del mismo. Al comparar los resultados
obtenidos en ambos tratamiento (inactivacién a pH 2 y células autoclavadas), concluimos que no
se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los porcentajes de
adsorcion alcanzados al dia 1 del experimento. Por lo tanto, mediante dos técnicas diferentes se
verifico la capacidad de bioadsorcion de Cr (VI) de Serratia sp. C8, ademas ambas técnicas

coincidieron en la cantidad de Cr (\VI) bioadsorbido por las células.

4.6.2 Ensayos de deteccidon de cromato reductasas

La reduccion de Cr (V1) puede ser llevada a cabo por cromato reductasas, las cuales

pueden tener diferentes localizacion: cromato reductasas extracelulares, las cuales son excretadas
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al medio por el microorganismo, cromato reductasas citoplasmaticas o solubles y cromato
reductasas asociadas a membrana, éstas Ultimas generalmente involucradas en la remocion
anaerobia del Cr (V1).

Los analisis de Cr total realizados en el sobrenadante mediante espectrofotometria de
absorcion atdmica (EAA) indicarian que habria Cr (I11) en el mismo, por lo tanto uno de los
mecanismos empleados por Serratia sp. C8 para remover Cr (V1) del medio seria el de reduccion
enzimatica. Mediante los siguientes ensayos se determiné la presencia y localizacion de cromato
reductasas y se analizd su caracter constitutivo o inducible haciendo crecer al microorganismo en
presencia y ausencia de Cr (VI).

4.6.2.1 Deteccidn de cromato reductasas extracelulares

Para determinar si la sintesis de cromato reductasas extracelulares se veia inducida o no
en presencia de Cr (VI) se hizo crecer al microorganismo en presencia y ausencia del

contaminante (Figura 19).
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Figura 19: Cr (V1) residual en el sobrenadante de cultivos crecidos en presencia y ausencia de Cr (V1)

luego de una incubacién de 24 hs y 48 hs.

Al analizar los resultados, los mismos indicaron que la concentracion de Cr (V1) residual
en el sobrenadante fue de 13,4 mg/l, dicho valor no disminuyé a las 24 y 48 hs, lo mismo ocurrié
en el cultivo crecido en ausencia del contaminante. Contrariamente a lo hallado en este trabajo
Chen y col. (2012) reportaron que el microorganismo Bacillus cereus fue capaz de remover casi

en su totalidad, a las 120 hs de cultivo, 150 mg/l Cr (V1) al crecer en ausencia de Cr (VI),
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mientras que tanto el sobrenadante de cultivos de Staphylococcus aureus subsp. Aureus como de

Pediococcus pentosaceus crecidos en presencia de Cr (V1) presentaron actividad reductora (llias

ycol., 2011).
Los resultados obtenidos indicarian que Serratia sp. C8 no liberaria cromato reductasas

extracelulares en las condiciones ensayadas ya que no se observd remocién de Cr (VI) en los

sobrenadantes.

4.6.2.2 Deteccidn de cromato reductasas intracelulares

Con el fin de evidenciar la presencia de cromato reductasas en el citoplasma bacteriano y
de determinar si su sintesis se veia inducida o no al hacer crecer el microorganismo en contacto
con el contaminante, se procedid de la misma manera descripta anteriormente (Figura 2).

Los resulados del ensayo se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8: Remocidén de Cr (V1) por cromato reductasas intracelulares a las 24 hs de incubacién en presencia y

ausencia de Cr (V1).
Concromo Sin cromo

Eficiencia de Cr (VI) residual Eficiencia de Cr (VI) residual

remocion (%) (mg/l) remocion (%) (mg/l)
Ensayo 1 32,6 6,74 46,2 5,38
Ensayo 2 80,3 1,97 81,4 1,86

Ensayo 1: la concentracidn de contaminante en los cultivos crecidos en presencia de Cr (V1) fue de 10 mg/|.

Ensayo 2: la concentracion de contaminante en los cultivos crecidos en presencia de Cr (V1) fue de 20 mg/I.

Los resultados obtenidos indicarian que habria cromato reductasas en el citoplasma de
Serratia sp. C8, y que las mismas serian sintetizadas de forma constitutiva ya que en los cultivos
crecidos en ausencia de Cr (VI) también se observo una disminucion de la concentracién inicial
del contaminante (10 mg/l). Ademas pudimos observar remocién tanto en los cultivos crecidos

con 10 como con 20 mg/I Cr (VI).
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En el experimento realizado al crecer el microorganismo en presencia de 20 mg/l de Cr
(V1) se observd una mayor remocion que la alcanzada al hacerlo crecer 10 mg/l Cr (VI). Esta
mayor eficiencia de remocion podria deberse a un estado metabdlico més activo de las células
utilizadas crecidas en presencia de 20 mg/l Cr (VI), ya que de tratarse de un aumento en la
sintesis enzimatica como consecuencia de una mayor concentracién del contaminante, deberia
haberse observado una eficiencia de remocion significativamente mayor en los cultivos crecidos

con cromo en comparacion con los crecidos sin el contaminante.

4.7 Determinacién del destino final del Cr (\VI) incorporado al medio de cultivo

Para evaluar el destino del Cr (V1) incorporado, se determiné el contenido de Cr total (Cr
(1) y Cr (V1)) en sobrenadante y en la biomasa (Figura 20).

@ Sobrenadante Cr (111)
@ Sobrenadante Cr (VI)

il Biomasa Cr total

Figura 20: Distribucién del Cr (VI) incorporado al medio de cultivo (20 mg/l) luego de 5 dias de incubacion.

Se puede observar que a tiempo final (dia 5) el 46,3% del Cr se encontrd en sobrenadante
y el 53,7% en la biomasa bacteriana. Del 46,3% del Cr total presente en sobrenadante, el 30%
correspondi6 a Cr (111), mientras que el 16,3% a Cr (V). Por otro lado, si bien el Cr determinado
en biomasa fue Cr total, seria de esperar que el Cr acumulado sea en su mayoria Cr (IlI), ya que

podria estar siendo reducido por accion de cromato reductasas intracelulares y posteriormente
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acumulado. Ademas al pH en el que se llevd a cabo el experimento (pH 7) es probable que los
grupos quimicos de los componentes de membrana se encontraran cargados negativamente,
favoreciendo la union del Cr (I11) a ellos (Silva y col., 2009). En este sentido Polti y col. (2011)
observaron que en la biomasa de Streptomyces sp. MC1 procedente de un cultivo crecido en
presencia de Cr (V1), no se detectaba Cr (V1) pero si Cr total, por lo que el Cr acumulado en la
biomasa corresponderia a la forma trivalente del mismo. Tanto en Streptomyces sp. MC1 como
en el microorganismo Acinetobacter haemolyticus pudo evidenciarse la presencia de Cr en el
interior de la célula, observable como sitios de mayor densidad electronica mediante microscopia
electrdnica de transmision, (Peiy col., 2009). Estos autores propusieron que estos sitios de mayor
densidad en Acinetobacter haemolyticus estarian formados por Cr (111) el cual se uniria a sitios
i6nicos generando asi un punto de nucleacion y formacion de cristales de Cr (111).

Por otro lado, debido a que los estudios de cromato reductasas extracelulares indicaron
que estas enzimas estarian ausentes en Serratia sp. C8, el Cr (I1l) en sobrenadante podria
producirse debido a la interaccion del Cr (V1) con grupos reductores presentes en la estructura
externa bacteriana y su consecuente reduccion a Cr (lll), el mismo podria unirse a grupos
quimicos de los componentes de membrana cargados negativamente o bien podria ser liberado al

medio de cultivo.

4.8 Analisis del perfil de proteinas de Serratia sp. C8 crecida en presencia y ausencia de
Cr(VI)

Con la finalidad de analizar si se producian variaciones en el perfil proteico de Serratia
sp. C8 al hacer crecer al microorganismo en presencia y ausencia de Cr (VI), se prepararon tres
cultivos bacterianos de 24 hs, uno de ellos sin Cr (VI) mientras que a los otros dos se les adiciono6
10 y 20 mg/l Cr (VI). Los extractos obtenidos a partir de estos cultivos fueron sembrados en un

gel de poliacrilamida conteniendo SDS, para brindar condiciones desnaturalizantes (Figura 21).
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Figura 21: SDS-PA GE de proteinas totales de Serratia sp. C8. Calle 1: control. Calle 2: Cr (VI) 10 mg/l. Calle 3:

Cr (V1) 20 mg/l. A la izquierda se muestran los pesos moleculares (kDa) de las bandas sefialadas con flechas rojas.

Como puede observarse el perfil proteico de Serratia sp. C8 crecido en presencia de Cr
(V1) presentd variaciones respecto a los perfiles de los cultivos crecidos en ausencia del
contaminante.

El patron de proteinas obtenido en condiciones control, es decir sin la presencia de Cr
(VI), present6 un perfil similar al obtenido en presencia de Cr (\VI) 10 mg/l. En el perfil obtenido
con 20 mg/l Cr (V1) se observd una gran disminucién en el nimero de bandas respecto a los
perfiles hallados con 10 mg/l y en condiciones control. Ademas, puede observarse que en todos
los tratamientos las 4 bandas marcadas con flechas rojas, permanecen presentes incluso con 20
mg/1 Cr (V1), siendo las bandas de 67 y 37 kDa las que presentan mayor intensidad.

En la investigacion realizada por Abskharon y col. (2009) el perfil de proteinas de E. coli
obtenido al hacerlo crecer con bajas concentraciones de Cr (VI) (1, 5 y 10 mg/l) no mostr6
grandes diferencias respecto al control, aunque de manera similar a lo hallado en Serratia sp. C8

algunas de las bandas comenzaron a disminuir de intensidad al aumentar la concentracién de Cr

(VI).
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5. Conclusiones

# A partir de los 8 aislamientos obtenidos de una curtiembre de la region, se selecciont a la
cepa bacteriana C8 debido a su mayor tolerancia y remocion de Cr (VI) en medio rico de
crecimiento. Esta cepa fue identificada como Serratia sp. mediante métodos bioquimicos y

moleculares.

# La morfologia de Serratia sp. C8 resultd alterada al crecer en presencia de Cr (VI)

duplicando su tamafio.

# El crecimiento de Serratia sp. C8 disminuyé a medida que aumentd la concentracion de
Cr (VI), y en todos los casos fue menor que el crecimiento observado en la condicion control. La
eficiencia de remocion tambien disminuy6 a medida que aumentaron las concentraciones de Cr

(V1) tanto en medio minimo como en medio rico de crecimiento.

% El medio de cultivo influy6 en la eficiencia de remocion, obteniéndose mejores resultados

en los medios ricos de crecimiento.

# Laadicidén de glucosa como fuente de carbono extra incrementd la eficiencia de remocion
en el medio TY y en el Medio I. Las demas fuentes de carbono ensayadas no mostraron

diferencias de remocion entre si ni respecto al control.

# La variacién de ciertos parametros tales como concentracién de glucosa, el pH, la
concentracién de inoculo y la temperatura causaron efectos positivos en la eficiencia de remocion
alcanzada por el microorganismo, mientras que la adicion de una fuente de nitrdgeno extra

produjo un efecto negativo sobre la remocidn.

% Serratia sp. C8 fue capaz de tolerar y remover Cr (VI) aln en presencia de fenol, tanto en

medio rico como en medio minimo.
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# EI microorganismo crecid en presencia de distintos efluentes industriales obtenidos de
industrias quimicas y de una curtiembre, mientras que su crecimiento se inhibio en presencia del

efluente de una industria petroguimica.

# Serratia sp. C8 fue capaz de remover Cr (VI) mediante bioadsorcion. Ademas, la

remocion se llevo a cabo por cromato reductasas intracelulares.

# Alrededor del 50% del cromo incorporado se adsorbié y/o acumuldé en la biomasa
bacteriana, mientras que el porcentaje restante se encontrd en el sobrenadante como Cr (VI) y Cr

(1), lo cual pone de manifiesto la presencia de cromato reductasas.

# EICr (V1) alter6 el perfil proteico de Serratia sp. C8, disminuyendo la cantidad de bandas

a medida que la concentracion de Cr (VI) aumento.

% Los resultados obtenidos indicarian que Serratia sp. C8 seria una potencial candidata para

el biotratamiento de efluentes o ambientes contaminados con Cr (VI1).
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ANexo

Composicion medio TY sdlido.

Medio TY (g/l)
Triptona 5
Extracto de Levadura 3
ChCa 0,65
Agar 12-14

Composicion medio minimo MM sélido.

Medio Minimo 9 (MM9) (g/1)

CINa 2,5
NH.CI 1
NaHPO4 2,8
KH,;PO4 9
Agar 12-14

Composicién medio rico | (Yun-guo y col., 2004).

Medio I (g/l)
Peptona 5
Extracto de Levadura 3
NaCl 5
Glucosa 1

Composicion Buffer fosfato salino.

Buffer Fosfato Salino (PBS) pH: 7,4 (g/l)

NaCl 8,0
KCI 0,20
NayHPO4 1,78
KH2PO4 0,27
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