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Alexander Mora Collazos

Resumen

Introduccion: El presente trabajo tuvo como objetivo identificar y caracterizar microorganismos
provenientes de un agua residual industrial potencialmente utiles en biorremediacion de aguas
contaminadas con cromo hexavalente.

Metodologia: Se realiz6 el aislamiento de tres microorganismos partiendo de un agua residual
industrial proveniente de una empresa de galvanoplastia. Se evalud el potencial de los
microorganismos aislados en su capacidad para reducir cromo hexavalente; escogiéndose al aislado
bacteriano G3 por mostrase potencialmente Utiles en biorremediacién de cromo hexavalente. Se
realizo la caracterizacion morfoldgica, bioquimica e inferencias filogenéticas basadas en el gen del
ARNr 16S del aislado seleccionado; se evalud el potencial de reduccion de cromo hexavalente
asociado a la actividad microbiana y la actividad enzimatica utilizando un extracto libre de células;
de forma adicional, se realizaron bioensayos de reduccion de cromo evaluando la accion conjunta
de los 3 microorganismos.

Resultados: Los datos moleculares y pruebas bioguimicas sugieren que el asilado bacteriano G3
pertenece al grupo de Bacillus cereus sensu lato. Los bioensayos de reduccion de cromo
hexavalente (10 mg/L) realizados con Bacillus sp. G3 mostraron una reduccion quimica del 100%
del contaminante al cabo de diez horas en medio LB y de 34 horas en agua residual industrial. El
extracto libre de células obtenido a partir del aislado bacteriano G3 mostr6 actividad de cromato
reductasa al reducir el cromo hexavalente a su forma trivalente, mostrando valores éptimos de
actividad relativa a 28°C y 6.5 de pH. La accion conjunta de los microorganismos sobre la
reduccion de cromo se mostro cinco veces menos eficiente que los ensayos realizados solo con la
cepa G3.

Discusidn o conclusion: Los resultados sugieren, que el aislado bacteriano G3 se muestra como
un microorganismo con buen potencial para utilizarse en procesos de biorremediacion de aguas

contaminadas con cromo hexavalente, en particular en aguas industriales.

Palabras Clave: Agua residual industrial, Bacillus, Cromo hexavalente, extracto libre de células
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Abstract

Introduction: The current study aimed to identify and characterize promissory microorganisms in
bioremediation of waters contaminated with hexavalent chromium.

Method: The isolation and purification of three bacterial isolates from a electroplating was
achieved, of the three microorganisms isolated was chosen the bacterial isolated G3 for showed a
good potential in bioremediation of hexavalent chromium. The morphological and biochemical
characterization and phylogenetic inferences based in the gene of the rRNA 16S of isolated selected
was performed; current study evaluated the potential for the reduction of hexavalent chromium
associated to biological activity and enzyme activity of chromate reductases using cell-free extract.
Additionally, bioassays of reduction of hexavalent chromium with the three microorganisms
isolated was performed.

Results: Biochemical tests and analysis of the 16S rRNA gene suggest that the bacterial isolated
G3 belongs to Bacillus cereus sensu lato group. The 100% of reduction of hexavalent chromium
in bioassays for 10 mg/L was reached at 10 hour in LB medium and 34 hours in industrial
wastewater. The cell-free extract showed chromium reduction activity with optimum values at the
temperature of 28°C and pH 6.5. The assay realized with the three microorganisms together on the
reduction of chromium is showed five times less efficient than the assays realized only with the
strain G3.

Discussion or Conclusion: The results suggest that Bacillus sp. G3 is a promissory microorganism
with good potential for bioremediation processes of water contaminated with hexavalent

chromium, in particular concerning detoxification of industrial wastewater.

Keyword: Bacillus, cell-free extract, hexavalent chromium, industrial wastewater
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Introduccion

El cromo es un importante metal pesado ampliamente usado en la industria. Este metal es liberado
al ambiente derivado de la operacion de un gran nimero de industrias: metalizado, galvanoplastias,
industrias textiles, refinerias de petréleo, preparacién de maderas, entre otras (Ezaka, 2011). El
cromo es un metal de transicion con multiples estados de oxidacion que van desde -1l hasta +VI,
siendo el cromo trivalente, Cr(l11) y Cromo hexavalente, Cr(VI) los estados de oxidacion mas
comunes y estables en medios naturales (Fendorf, 1995); los diferentes estados de oxidacion, le
confieren diferentes propiedades quimicas, grados de toxicidad, y grados de movilidad en

ambientes naturales (Rai et al., 1989).

El Cr(I1l) es estable en ambientes naturales, presenta baja solubilidad a través de las membranas
bioldgicas, se precipita rapidamente siendo adsorbido en particulas en suspension y sedimentos del
fondo (Dhal et al., 2013); en contraste, el Cr(V1) se encuentra principalmente en forma soluble en
ambientes acuaticos, es extremadamente tdxico para los seres vivos causando alergias, irritaciones
de las vias respiratorias, ademas de ser considerado un agente mutagénico, carcinogénico
(Cervantes et al., 2001) y teratogénico (Asmatullah et al., 1998); la toxicidad del Cr(V1) se debe a
su alta difusion a través de membranas bioldgicas, su subsecuente reduccion genera radicales libres,
los cuales ocasionan dafios en el ADN Yy alteraciones en las funciones bioldgicas (Kadiiska et al.,
1994; Cheung y Gu, 2007; Dhal et al., 2013).

Una gran variedad de bacterias resistentes al cromo han sido reportada en su capacidad de reducir
Cr(VI) a Cr(ll1) (Dhal et al., 2013; Ge et al., 2013; Thatoi et al., 2014); se ha demostrado, que los
procariotas poseen mecanismo que les confieren mayor resistencia a los efectos toxicos del Cr(VI)
que los eucariotas (Kamaludeen et al., 2003); se considera que la aplicacion de bacterias
resistentes a cromo en la detoxificacion de Cr(VI) es un método econdmico, efectivo, seguro en
comparacion con metodos fisicos y quimicos (Kamaludeen et al., 2003; Pinon-Castillo et al.,
2010).

El presente trabajo microbioldgico se enfoca especificamente en la basqueda y caracterizacion de
microorganismos aislados de un agua residual industrial obtenida a partir de una industria

galvanoplastia; identificando microorganismos potencialmente Gtiles biorremediacion de aguas
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contaminadas con cromo hexavalente, generando conocimientos los cual permitan generar

estrategias de mitigacién ambiental a mediano plazo.

Metodologia

Aislamiento de los microorganismos cultivables

Se tomaron muestras de agua residual industrial (ARI) proveniente de una industria de metalizado,
una galvanoplastia; las muestras de ARI se tomaron después de pasar por tanques de retencién y
antes de ser vertidas como desecho. El agua residual tenia un pH de 5.5 y contenia zinc (0.67 mg/L),
cromo (10.45 mg/L) y niquel (14.11 mg/L). La muestra de agua fue concentrada y sembrada en
medio liquido, basdndose en la composicion de agua residual artificial (ARA) (Lee et al., 2003).
Los cultivos se incubaron durante 24 horas, posteriormente se realizaron siembras en superficie en
placas de ARA solidificadas con agar-agar, donde se seleccionaron microorganismos con

caracteristicas morfolégicas distintivas.

Bioensayos de reducciéon de cromo hexavalente

Inicialmente se realizé un ensayo exploratorio de la capacidad de reduccién de Cr(VI) para cada
microorganismo aislado; los ensayos se realizaron en medio Luria Bertani (LB) a una
concentracion de Cr(VI) de 10 mg/L. El ensayo exploratorio permitié la seleccion del aislado

bacteriano G3; microorganismo que fue caracterizado y utilizado de base en los siguientes ensayos.

Se evalud el potencial de reduccién de Cr(V1) y la cinética de crecimiento microbiano del aislado
bacteriano G3; asi como, el efecto sobre la reduccién de Cr(V1) al realizar bioensayos donde se
evalud la accién conjunta de los diferentes microorganismos aislados, al ser adicionados juntos a
un mismo bioensayo. Los bioensayos de reduccion de Cr(V1) se llevaron a cabo en caldo LB con
10 mg/L de Cr(VI) y en ARI suplementada con glucosa al 0.5 mM vy esterilizada por filtracion. La
cinética de crecimiento se estimo mediante densidad éptica (D.O) a 550 nn; La concentracion de
Cr(VI) se determino en medio acido por la formacion de un complejo violeta con difenilcarbazida

(DPC) por espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nn (Greenberg et al., 1992).
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Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de los microorganismos aislados
Se realizd la caracterizacion morfoldgica y bioquimica del aislado bacteriano G3 mediante
observaciones macroscépicas y mediante microscopia éptica; la caracterizacion bioquimica se

realizé utilizando el BBL™ Crystal™ Gram positive ID Kit.

Caracterizacion molecular mediante analisis del gen del ARNr 16S

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico a partir del cultivo puro del aislado bacteriano G3,
utilizando el Ultra Clean Microbial DNA Isolation kit (MOBIO LAB); el ADN extraido se
amplificd enziméaticamente utilizado los cebadores universales: 27F
5S’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ y 1492R 5° TACGGYTACCTTGTTACGACTT3. Se
determinaron las secuencias mediante procedimientos estandares del servicio suministrado por la
compafiia Macrogen (USA). La secuencia obtenida fue depositada en la base de datos del GenBank

con nUmero de accesion: KU724079.

La secuencia obtenida fue comparada directamente con las bases de datos del GenBank y del
Ribosomal Database Project; las herramientas de busqueda de alineacion local béasica (Blast-N) y
la herramienta de clasificacion naive Bayesian classifier (Wang et al., 2007) se utilizaron para la
clasificacion y asignacion de taxones jerarquicos. Se recolectaron secuencias de las bases de datos
de las diferentes especies del género Bacillus; las secuencias fueron alineadas con el programa
Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) y se utilizaron en la construccion de un arbol de
maxima verosimilitud utilizando el software PAUP versiéon 4.0b10, el modelo de substitucion
nucleotidica fue seleccionado por el criterio de Akaike en ModelTest version 2.1.3(Darriba et al.,
2012); el soporte estadistico fue evaluado mediante el bootstrap de maxima verosimilitud (ML)

con 1000 repeticiones.

Obtencion del extracto libre de células

El aislado bacteriano se cultivo previamente durante 12 horas en medio LB el cual contenia una
concentracion de 20 mg/L de Cr(VI); el cultivo fue centrifugado a 4000 r.p.m durante 10 min a
4°C, se realizaron dos lavados en buffer fosfato de potasio 0,1 M a pH 6.5; las células fueron
resuspendidas en el mismo buffer en un volumen equivalente al 10% del cultivo original. La ruptura

celular se realiz6 en un equipo Vibra Cell Ultrasonic Processor VCX-750 (Sonics) realizando
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cinco ciclos de 59 segundos con 59 segundos de intervalo entre ciclos a una potencia de 130 Watts;
el producto celular se centrifugo a 12.000 g durante 10 min a 4°C; el sobrenadante el cual contenia
el extracto libre de células (ELC) fue colectado (Sau et al., 2010; Focardi et al., 2012).

Ensayo de cromato reductasa

La actividad de las enzimas con accion de cromato reductasa presente en el extracto libre de células,
se estimo basandose en los procedimientos utilizados por Park et al.,(2000) y Focardi et al., (2012).
La mezcla de la reaccion (1 mL) contenia 5 mg/L de Cr(V1), 0.1 mM de NADH como donador de
electrones en 800 uL de buffer fosfato de potasio 0.1 M pH 6.5y 200 pL del ELC. Una mezcla
con similar composicion pero sin agregar la enzima fue utilizada como muestra testigo. La
reduccion de Cr(V1) se determind por el decrecimiento de Cr(V1) en la mezcla de reaccion después

de 30 minutos de incubacién por el método de la DPC.

Efecto del pH y temperatura sobre la actividad de la cromato reductasa

El efecto del pH y temperatura sobre la actividad de las enzimas con accion de cromato reductasa
presentes en el ELC fue determinada mediante la incubacion de la mezcla de reaccién a diferentes
valores de temperatura (26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 °C) y diferentes valores de pH (5.5, 6.0, 6.5,
7.0 y 7.5). La actividad enzimatica se determin6 después de 30 minutos de incubacién por el

método de la DPC. Actividad relativa del ELC se expresé como porcentaje de la actividad maxima.

Resultados

Ensayo exploratorio de remocién de Cr(V1).

Se logrd el aislamiento de tres microorganismos a partir de la muestra de ARI; las cepas bacterianas
G1, G2 y G3 fueron evaluadas en su capacidad de reduccién de Cr(VI) en medio LB ajustando la
concentracion de cromo a 10 mg/L . La cepa bacteriana G3 mostr6 la mejor tasa de reduccion de
Cr(V1) al reducir el 100% del contaminante al cabo de 10 horas; en contraste, las cepas bacterianas
G1 y G2 aunque poseen mecanismos que les permiten reducir cromo, no se muestran como
microrganismos eficientes, al reducir el 100% y 96% del contaminante al cabo de 48 horas,

respectivamente.
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De los tres microorganismos evaluados, se selecciond el aislado bacteriano G3 al mostrarse
potencialmente util en el tratamiento de aguas residuales contaminadas con Cr(V1). La reduccion
bioldgica de Cr(VI) y la cinética de crecimiento del aislado bacteriano G3 en medio LB y en ARI

se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Reduccién de cromo y cinética de crecimiento bacteriano del aislado G3. A) en medio Luria Bertani. B) en
agua residual industrial.

En medio LB se registr6 una reduccion del 100% de Cr(VI) al cabo de 10 horas con una tasa
promedio de reduccion de 1 mg/L por hora; El crecimiento bacteriano en medio LB se mantuvo en
constante aumento, mostrando su maximo valor de absorbancia (0.998) al finalizar el ensayo. En
contraste, en el agua residual industrial el aislado bacteriano G3 alcanzd la reduccion del 100% del
contaminante a las 34 horas con una tasa de reduccion promedio de 0.28 mg/L lo cual indica una
disminucion de la tasa promedio de reduccion de Cr(V1) en 72% al ser comparada con lo observado
en el medio LB; La cinética de crecimiento en el ARI fue muy diferente a la observada en el medio
LB, mostrando una disminucion de la densidad oOptica con referente al inoculo inicial, la cual
disminuyo hasta estabilizarse a partir de la cuarta hora hasta el final del ensayo; mostrando una
densidad 6ptica promedio de 0.21.

Accidn conjunta de microorganismos sobre la reduccién de Cr(VI)

Se evalud la accién conjunta de los microorganismos aislados, en bioensayos de reduccion de
Cr(VI) a 10 mg/L tanto en medio LB como en ARI (Figura 2). La Figura 2A muestra la reduccion
de cromo del aislado bacteriano G3 y el efecto sobre la reduccion al ensayar los microrganismo G1

con G3y G1, G2y G3. El ensayo realizado solo con el asilado G3 en LB mostré una reduccién del
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100% del contaminante al cabo de 10 horas; en contraste, a las 10 horas los ensayos realizados con
los aislados G1y G3; G1, G2 y G3 mostraron una eficiencia del 91.3% y 86% respetivamente, con
respecto a los resultados obtenidos solo con la cepa G3. Las mediciones de densidad Optica en los
ensayos combinados mostraron valores de 0.975 y 1.001 a las 10 horas; valores semejantes a los

observados al ensayar solo la cepa G3.
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Figura 2. Evaluacién de la accion conjunta de los microorganismos y su efecto en la reduccion de Cr(VI). A) en
medio Luria Bertani. B) en agua residual industrial.

Ensayos realizados en el agua residual industrial mostraron similar comportamiento a lo observado
en el medio LB; el aislado bacteriano G3 mostré la mejor velocidad de reduccion al ser ensayado
de forma individual al reducir el 100% del contaminante a las 34 horas, que al ser combinado con
los aislados G1 y G2 los cuales a las 48 horas mostraron una reduccién del 100% en el caso de la
mezcla G1 y G3 y de 85% en el ensayo donde operaron los tres microorganismos. Los resultados
de este trabajo muestran que a medida que se agregaron microorganismos al bioensayo, el proceso
de reduccion de Cr(VI1) se vuelve menos eficiente.

De forma adicional se realiz6 un ensayo combinado el aislado bacteriano G3 con la cepa de A.
hydrophila CrMFC5 (Figura. 2B). La cepa A. hydrophila CrMFC5 fue aislada en anteriores
trabajos de investigacion; esta cepa al igual que el aislado G3 mostro una reduccion del 100% de
Cr(V1) al cabo de 10 horas en medio LB (datos no reportados). El ensayo combinado de las dos

cepas representd una mejora en la eficiencia de reduccion de Cr(V1).
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Caracterizacion molecular y asignacion de taxa jerarquica del aislado G3

La herramienta naive Bayesian classifier fue utilizada para comparar la secuencia obtenida a partir
del aislado bacteriana G3, con las depositadas en la bases de datos del Ribosomal Database Project,
indicando que la secuencia pertenece al género Bacillus; utilizando esto como base, se realizo la
inferencia de la historia filogenética de la secuencia obtenida, con secuencias de las diferentes
especies del género Bacillus en base al mejor arbol generado por el método de méaxima
verosimilitud (Figura. 3.); el modelo de sustitucion nucleotidica utilizado fue GTR+1+G con 0.4840
como parametro alfa de la distribucion gamma, 0.4750 como la proporcidn de sitios invariantes,
las frecuencias nucleotidica fueron T= 0.2026, C= 0.2292, A= 0.2458 y G= 0.3225. La
reconstruccion filogenética ubicé la secuencia en el clado conformado por las especies de B. cereus,

B. thuringiensis, B. anthracis y B. mycoides.
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Figura 3. Inferencia filogenética por el método de méxima verosimilitud de la secuencia de Bacillus sp. G3 con
secuencias de las diferentes especies del género Bacillus. Nimeros en los nodos representan el valor de bootstrap de
maéaxima verosimilitud.
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Caracterizacion bioquimica del aislado Bacillus sp. G3

El resultado de la prueba bioquimica de Bacillus sp. G3 al utilizar el BBL™ Crystal™ Gram
positive ID Kit se muestra en la Tabla 1. Basandose en los resultados obtenidos por El-Banna y
Qaddoumi (2016), los resultados muestran una coincidencia del 90% para la especie de Bacillus

Cereus.

Tabla 1. Resultado de la prueba bioquimica de Bacillus sp. G3 al utilizar el BBL™ Crystal™ Gram

positive ID Kit.
A B C D E F G H I J
- + - + + + + + + +
4 FCT® FPH FTR FHO TRE SUC ARA BGL PHO URE
+ + - - - - + + + +
2 FGC FGS™ FAR FGN LAC MNT GLR PCE PAM™ ESC
1 + + + + + + + + - +

FVA FPY FGA FIS MAB MTT™ FRU PLN PGO ARG
*(4A) control negativo fluorescencia; ** resultados no coincidentes con El-Banna y Qaddoumi (2016)

Actividad de la cromato reductasa presente en el extracto libre de células

El ELC de Bacillus sp. G3 mostré actividad de reduccion de cromo. La actividad maxima se
observo a los 28°C (Figura 4A); a medida que se aumentd la temperatura se observé disminucion
de la actividad relativa del ELC alcanzando un valor minimo de actividad (13.3%) a un temperatura
de 40°C.

Se registro la actividad maxima del ELC en el pH 6.5; en contraste, los ensayos realizados en los
pH 6.0 y 7.0 mostraron actividades de 86% y 71% respectivamente, con respecto a la actividad

optima (Figura 4B).
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Figura 4. Efecto de la temperatura (A) y el pH (B) sobre la reduccién de Cr(V1) por el ELC de la cepa bacteriana
Bacillus sp. G3.

Discusion

Se logré el aislamiento de tres microorganismos provenientes del ARI de una galvanoplastia. Los
ensayos exploratorios de reduccion de Cr(VI) indicaron que aunque las cepas G1 y G2 tienen la
capacidad de tolerar cromo y crecer en ARI; éstas mostraron una velocidad de reduccién de Cr(VI)
cinco veces inferior a la observada en el aislado G3. Microrganismos promisorios para usos en
biorremediacion de Cr(V1), ademas de poseer mecanismos de tolerancia deben ser eficientes en la
reduccion de los contaminantes (Thatoi et al., 2014).

El resultado de las pruebas bioquimicas sugiere que el aislado G3 esta relacionado con el género
Bacillus; afirmacién que fue soportada por la inferencia filogenética la cual ubico al aislado G3 en
un clado conformado por las especies de B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis y B. mycoides

indicando que es aislado G3 pertenece al grupo denominado Bacillus cereus sensu lato (Zwick et
al., 2012; Okinaka y Keim, 2016).

Representantes del género Bacillus han sido aislados tanto en ambientes naturales contaminados
con Cr(VI) (Kafilzadeh y Saberifard, 2016), tanques de curtiembres (Sandana Mala et al., 2015)

y en el caso del presente documento en aguas residuales industriales provenientes de una
galvanoplastia.
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Los bioensayos de reduccion de cromo realizados con la cepa Bacillus sp. G3, indican que este
microorganismo tiene la capacidad de reducir una concentracién de 10 mg/L de Cr(VI) en diez
horas en medio LB y de 34 horas en el agua residual industrial. La cinética de crecimiento de
Bacillus sp. G3 en los bioensayos de reduccion de Cr(VI1), presento diferencias entre los medios;
en medio LB, mostré un incremento constante de la densidad Optica hasta llegar a un maximo de
0.998; en contraste, en los ensayos realizados en el ARI se observé una fase de crecimiento
estacionaria a partir de las diez horas hasta el final del ensayo, con una D.O promedio de 0.21. La
notable disminucién de crecimiento Bacillus sp. G3 en el agua industrial puede verse relacionada
con los valores de pH vy la baja disponibilidad de fuentes de carbono (Kafilzadeh y Saberifard,
2016). La capacidad de Bacillus sp. G3 para reducir Cr(\V1) en aguas industriales, lo muestra como
un microorganismo potencialmente util en la biorremediacion de aguas contaminadas con este

metal.

La reduccion conjunta de Cr(VI) de los microorganismos aislados del agua ARI se muestra en la
Figura 2. El aislado bacteriano G3 redujo el 100% del Cr(VI) en 34 horas en ARI; no obstante, los
ensayos conjuntos de los tres microorganismos mostraron 85% de reduccion Cr(V1) a las 48 horas.
Pinon-Castillo et al., (2010) llegaron a la conclusion, que la conformacion de consorcios
bacterianos obtenidos a partir de aguas residuales se muestran como una alternativa de
biorremediacion eficiente que permitiria la rapida reduccién de contaminantes como el Cr(V1) en
aguas de origen industrial. No obstante, los datos obtenidos sugieren que la conformacion de un
consorcio bacteriano con las tres cepas aisladas resultaria menos eficiente en términos de eficiencia
de remocion de Cr(VI). La D.O del ensayo conjunto de los tres microorganismos fue de 0.214,
valor similar a lo observado en el ensayo realizado solo con el aislado de Bacillus sp. G3; la
disminucion en la velocidad de remocion puedo verse afectada en el ensayo debido a la
competencia de recursos entre los microorganismos y diferentes distribuciones de crecimiento

entre la cepa eficiente Bacillus sp. G3 y las no tan eficientes G1 y G2,

Adicionalmente se realiz6 un ensayo en ARI que involucraba la accion conjunta del aislado
bacteriano Bacillus sp. G3 con la cepa de Aeromonas hydrophila CrMFC5 (aislada previamente de
la biopelicula anddica de celdas de combustible microbianas sedimentarias), la cual registro una

tasa de reduccion de Cr(VI) similar a la del aislado G3; la accion conjunta de los dos
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microorganismos mostréo una mejora en la eficiencia de reduccion al reducir el 100% del
contaminante antes de las 32 horas. Brune y Bayer, (2012) argumentaron que la capacidad de
disefiar y manipular consorcios microbianos permite mejoras en los procesos de biorremediacion,
ademas de brindar la posibilidad de construir agrupaciones de microorganismos los cuales sean

mas resistentes y eficientes al trabajar en ambientes contaminados.

Los datos obtenidos al realizar los bioensayos de reduccion de cromo en medio LB (Figura 1y
Figura 2); permiten la rapida determinacién de la posible presencia de mecanismos de reduccion
de Cr(VI); no obstante, las diferencias observadas en cuanto a la cinética de crecimiento y de
reduccion de cromo entre los diferentes bioensayos (Figura 2) sugiere que en medios enriquecidos
no es posible realizar inferencias reales sobre el potencial de biorremediacion que podria tener un

microorganismo.

Este trabajo confirma la presencia de enzimas con actividad de cromo reductasa en el aislado
bacteriano Bacillus sp. G3. En los ensayos realizados con el ELC fue utilizado NADH como
donador de electrones, ya que en reportes anteriores se indica aumento significativo de la actividad
enzimatica y gran especificidad en presencia del NADH (Shen y Wang, 1993; Sau et al., 2010;
Focardi et al., 2012). La reduccion de cromo por el ELC presento valores méaximos de eficiencia a
pH 6.5 a 28°C (Figura 4). Los resultados observados en el presente documento presentaron los
mismos puntos de eficiencia registrado para la cepa de Halomonas sp. TA-04 (Focardi et al., 2012).
No obstante, los resultados observados por el aislado G3 varian segun los observados en otros
reportes como es el caso de Arthrobacter rhombi el cual mostré actividad méaxima a 30°C y pH de
5.5 (Elangovan et al., 2009); al igual que la cepa de Bacillus firmus KUCrl con 5.5 de pH y
temperatura de 70°C (Sau et al., 2010). El estudio realizado por Sau et al., (2010) en otra especie
del género Bacillus muestra incremento progresivo en la eficiencia de las enzimas cromato
reductasa presentes en el ELC desde 20°C hasta llegar a un maximo valor 70°C; resultados que
difieren de lo observado en el presente trabajo, donde al aumentar la temperatura la eficiencia de

la reaccion enzimatica disminuyo.

La biotransformacién del cromo hexavalente a cromo trivalente mediante la actividad bacteriana

ofrece una forma de biorremediacion econémica y amigable con el medio ambiente (Ruggaber y
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Talley, 2006; Dey et al., 2014; Thatoi et al., 2014). No obstante, los microorganismos pueden verse
afectados por multiples factores ambientales (Kafilzadeh y Saberifard, 2016) incluidos otros
contaminantes (Thatoi et al., 2014) los cuales pueden disminuir las tasas de reduccion haciendo
que el proceso de biorremediacion se vean limitados (Whiteley y Lee, 2006); teniendo en cuentas
estos parametros, el uso de enzimas aisladas podria representar ventajas operacionales (Sutherland
et al., 2004). En el caso particular de la actividad de la cromato reductasa presente en el extracto
libre de células a pH 5.5 (pH del ARI) se evidencia una actividad relativa del 70% indicando que
el uso de enzima sobre estos sustratos podria llegar a ser una alternativa viable. Los resultados de
Sandana Mala et al., (2015) refuerzan la anterior afirmacion al demostrar que la aplicacion de un
extracto enzimatico en efluentes industriales de una curtiembre permitié la reduccién 91% de
Cr(VI) en 48 horas.

Conclusiones

El aislado G3 perteneciente al grupo Bacillus cereus sensu lato tiene la capacidad de reducir Cr(\V1)
en ARI; el ELC obtenido a partir del microorganismo mostro actividad de cromato reductasa . El
estudio de ELC podria representar a futuro una estrategia de reduccion alternativa cuando las
condiciones de operacion sean desfavorables para los microorganismos. Se sugiere la exploracion
del potencial de organismos pertenecientes al género Bacillus y el uso del aislado bacteriano
Bacillus sp. G3 en procesos de biorremediacion de Cr(V1). Actualmente se sabe que los consorcios
microbianos ofrecen mdltiples ventajas al ser comparados con cultivos puros; se propone la
basqueda y caracterizacion de cepas microbianas provenientes de diferentes ambientes y la
subsecuente consolidacion en consorcios microbianos artificiales; los cuales podrian representar

una alternativa de biorremediacion eficiente.
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