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Caracterizacion de un aislado de
bacillus simplex nativo de residuos
industriales contaminados

con cromo hexavalente
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RESUMEN

Los compuestos de Cr se encuentran como contaminantes en suelos, aguas y efluentes industriales, debi-
do a su amplio uso en diferentes procesos industriales. Una bacteria aislada de residuos industriales que
contienen Cr(VI) y otros metales se caracterizé e identificé como una cepa de Bacillus simplex por ana-
lisis de ADNr 16S. En comparacién con la cepa silvestre 168 de Bacillus subtilis, la cepa de B. simplex
mostré mayor tolerancia a Cr(VI) y alta eficacia para reducir sus niveles en medio LB (Luria Bertani).
Los resultados mostraron que la cepa de B. simplex redujo 25 pug/mL de Cr(VI) después de 6 horas, 50 pg/
mL en 18-24 horas y casi 100 pg/mL en 48 horas. Ademads, esta cepa de B. simplex muestra resistencia a
cefalosporinas y es un organismo moderadamente halotolerante. Su alta eficiencia de biotransformacién
de Cr(VI) aunado a otras caracteristicas fisioldgicas, indican su potencial en la biotecnologia ambiental
para la limpieza de desechos industriales.
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1. INTRODUCCION

El cromo es un elemento natural que se encuentra
en rocas, plantas, animales, etcétera. Se le puede
encontrar en la naturaleza en forma sélida, liquida
y gaseosa. Los estados de oxidacién més estables
del cromo son el trivalente y el hexavalente. El
Cr(VI) se asocia con el oxigeno para formar cro-
matos (CrO,?) o dicromatos (Cr,0.?). Dicho ion
es un oxidante fuerte que en presencia de materia
organica y pH acido se reduce a Cr(IIl) (McGrath,
1990; Katz, 1993). Este ultimo se encuentra pre-
sente en aguas naturales en forma de iones libres
[Cr(H,0),*], hidroxicomplejos, complejos mono y
polinucleares, asi como especies aniénicas (CrO?,
CrO,”); éste puede ser oxidado a Cr(VI) en presen-
cia de exceso de oxigeno y pH bésico. El Cr(VI)
es altamente toxico y provoca serios problemas a
la salud, puesto que diversos estudios han demos-
trado que es genotdéxico y carcinogénico, ademas
de inhibir también enzimas y la sintesis del DNA
(ATSDR, 2008; Losi, 1994; Gunaratnam, 2008).
Una razén adicional para la toxicidad del Cr(VI) es
que puede ser incorporado de manera activa a las
células por el transportador de sulfato (Markovich
y James, 1998). El Cr(IlI), por su parte, es menos
toxico que el Cr(VI) debido a que es poco soluble
a pH fisiolégicos y a que no es transportado acti-
vamente al interior de las células (Ehrlich, 2002).

Los efectos negativos del cromo hexavalen-
te en organismos vivos estdn bien documentados
(Gruber y Jennette, 1978; Cervantes, 1992). Debi-
do a la alta toxicidad del Cr(VI), la contaminacién
por este 16n deberia remediarse tan pronto como
fuera detectado. En el proceso de curtiduria se
utilizan sales de Cr(IIl), sin embargo, bajo ciertas
condiciones, éste es oxidado a la especie canceri-
gena Cr(VI) (Richard y Bourg, 1991).

La contribucién del Cr(VI) al medio ambiente
depende de diversas fuentes, entre ellas las activi-
dades antropogénicas, las cuales han ocasionado
desequilibrios en las concentraciones de metales
pesados existentes de manera normal en la natu-
raleza, provocando problemas de contaminacion.

Los compuestos de cromo pueden estar presentes
como contaminantes ambientales en agua, tierra y
efluentes industriales debido a su amplio uso in-
dustrial (Papp, 1985).

La tradicién artesanal en la elaboracién de
productos de piel, junto con la disponibilidad de
materias primas y mano de obra, han favorecido el
desarrollo de la industria de la curtiduria en nues-
tro pais. Actualmente, México se encuentra ubica-
do entre los diez mayores productores de pieles a
nivel internacional, pues genera aproximadamente
el 4% de la produccién mundial. El estado de Gua-
najuato es el mayor productor a nivel nacional, ya
que genera alrededor del 65% del curtido y aca-
bado de cuero. En la ciudad de Ledn existen mas
de 500 tenerias y, hasta hace poco, la curtiduria ha
constituido la principal actividad econémica (INE,
2007).

Relacionadas con esta intensa actividad indus-
trial se han desarrollado otras industrias, como la
quimica de suministros, en particular de sales de
cromo, utilizadas en fases especificas del trata-
miento de pieles.

En la ciudad de Ledén, Guanajuato, varios re-
portes han indicado contaminacién de aguas subte-
rraneas con cromo, tanto trivalente como hexava-
lente; las fuentes de esta contaminacién incluyen
los suelos ultraméficos, efluentes de curtidurias, asi
como una fébrica de suministros de sales de cro-
mo asentada en la ciudad (Armienta y col., 1993;
Armienta y Rodriguez, 1995; Robles-Camacho y
Armienta, 2000).

Tradicionalmente se han utilizado diferentes
métodos para remover el cromo hexavalente de
efluentes industriales y sitios contaminados: inter-
cambio i6nico, recuperacidén por evaporacion, pre-
cipitacién con compuestos de bario, precipitacion
con pepitas de fierro. El procedimiento mas utili-
zado en México involucra la reduccién del cromo
para llevarlo a su forma trivalente y su subsecuente
precipitacion con alcali. Los métodos de reduccién
de cromo varian en funcién de cada sistema de
tratamiento y comtinmente los agentes reductores

46 Ciencia en la frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UACJ. Volumen xu1, niimero 3, 2014.



empleados son biéxido de azufre, bisulfito, meta-
bisulfito o hidrosulfito de sodio y sulfato ferroso
(Watson, 1973); sin embargo, estos métodos de tra-
tamiento presentan ciertas deficiencias tales como:
alto costo, requerimiento de manejo cuidadoso de
reactivos (biéxido de azufre, acido sulfirico), ge-
neracién excesiva de lodos, baja eficiencia, etcé-
tera.

La factibilidad de procesos de biorrestauracion
o biotratamiento en la contaminacién con cromo
es reciente; en ellos se propone aprovechar el po-
tencial genético y metabdlico de agentes bioldgi-
cos, principalmente microorganismos (Cervantes
y col., 2001; Gutiérrez-Corona y Cervantes, 2008)
y plantas (Gardea-Torresdey y col., 2004, 2005)
para remover el Cr(VI) desde el ambiente (cuerpos
de agua o suelos contaminados) o para prevenir la
contaminacién por medio del tratamiento de los re-
siduos industriales.

En estudios previos se han reportado microor-
ganismos (bacterias y hongos) aislados de sitios
contaminados con cromo en el estado de Guana-
juato (Campos y col., 1995; Ramirez-Ramirez y
col., 2004; Acevedo-Aguilar y col., 2006, 2008;
Corefio-Alonso y col., 2009). En afios recientes,
como parte de un proyecto de colaboracién inter-
nacional (“Bioprospeccién de microorganismos a
partir de residuos industriales y aplicacién biotec-
nolégica”, Ref. 95887, apoyado por el Fondo de
Cooperacién Internacional de Ciencia y Tecnologia
Unién Europea-México en el periodo 2009-2011),
se realizaron estudios de metagenémica que indi-
caron el tipo de comunidades bacterianas presentes
en los residuos de la empresa Quimica Central de
México, S.A. de C.V., ubicada en las afueras de la
ciudad de Leén, Guanajuato (Pifién-Castillo y col.,
2010; Brito y col., 2013).

El objetivo de este estudio fue aislar y caracte-
rizar microorganismos cultivables a partir de resi-
duos industriales que contienen cromo, y con cepas
seleccionadas, llevar a cabo su identificacién por
procedimientos moleculares.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Microorganismos
Se utilizaron la cepa C20 de B. simplex, aislada en

este trabajo (ver més adelante), y la cepa silvestre
168 de B. subtilis.

2.2 Medios de cultivo

Se utilizaron los medios de cultivo complejos
YPG y LB, que contienen YPG (10 g extracto de
levadura, 20 g peptona y 20 g glucosa), LB (5 g
extracto de levadura, 5 g NaCl y 10 g peptona) en
g/L.

2.3 Aislamiento de microorganismos de resi-
duos industriales

Una muestra de 1 g de residuo sélido de la em-
presa Quimica Central, S.A. de C.V., se suspendid
en 10 mL de agua estéril y se incubd en agitacién
por 6 h. Se realizaron diluciones del sobrenadante,
que se utilizaron para determinar la concentracién
de Cr(VI) por el método de la difenilcarbazida y
para inocular al medio YPG, conteniendo una con-
centracién final de 50 pg/mL de Cr(VI). Las co-
lonias microbianas obtenidas se pasaron al medio
YPG soélido, aislando colonias mediante inocula-
cién por estriado; las colonias aisladas se volvieron
a pasar al mismo medio conteniendo 100 pg/mL
de Cr(VI) mediante inoculacidn por estriado; este
procedimiento se repitié dos veces mas.

2.4 Antibiograma

Se determind la resistencia de la cepa C20 a los
antibiéticos nitrofurantoina, cloranfenicol, ampici-
lina, gentamicina, trimetropin/sulfametoxazol, ne-
tilmicina, levofloxacina, ceftriaxona, cefotaxima,
cefalotina, cefepime por medio de un antibiograma
en un equipo automatizado de la marca bioMé-
rieux.

2.5 Morfologia celular
Se realiz6 el crecimiento de la cepa C20 en me-
dio de esporulacién de Schaeffer o NSM (Schae-
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ffer, 1965) para esporulacion; se usé como control
la cepa silvestre de referencia 168 de B. subtilis.

2.6 Evaluacion del crecimiento en medio salino

Se determiné la sensibilidad de la cepa C20
para crecer en medio minimo M9 y M9 adicionado
con extracto de levadura (1 g/L), usando concen-
traciones 0.5y 1.0 M de cloruro de sodio (NaCl).

2.7 Evaluacion de la sensibilidad a Cr (VI) en
medio complejo

Se evalud la sensibilidad de las cepas C20 de B.
simplex y 168 de B. subtilis por cultivo en medio
sdlido y liquido Luria Bertani (LB) usando 0, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 300 y 400 pg/mL de Cr(VI).

2.8 Determinacion de la reduccion de Cr(VI)
en medio complejo

Para valorar la reduccién de Cr(VI) se realiz
una cinética de crecimiento de las cepas C20 de B.
simplex y 168 de B. subtilis cultivadas en medio
LB, conteniendo 0, 10, 25, 50, 100 y 200 pug/mL
del metal. El Cr(VI) remanente en el medio de cul-
tivo se determiné por el método de la difenilcarba-
zida (NMX-AA-044-SCFI-2001) y el cromo total
por espectrometria de absorcidon atémica (NMX-

AA-051-SCFI-2001).

2.9 Aislamiento de ADN genomico

Para la identificacién molecular del aislamien-
to bacteriano, del crecimiento en LB se extrajo el
ADN gendémico de la cepa C20 de B. simplex me-
diante el procedimiento descrito por McClelland
(2001).

2.10 Amplificacion del gen rDNA 16S por PCR

A partir del ADN gendmico extraido de la cepa
C20 de B. simplex se realizé la amplificacién del
gen rDNA 16S de la cepa usando los oligonucleo-
tidos iniciadores 27F (5’-AGAGTTAGAGTTT-
GATCMTGGCTCAG-3’) y 907R (5’-CCGTCA-
ATTCMTTTGAGTTT-3’) (Lane y col.,, 1991)
durante 35 ciclos, para obtener una banda esperada

de 880 pb. Cada ciclo consté de 30 seg a 95 °C
de desnaturalizacién, 30 seg a 55 °C para alinea-
miento y 150 seg a 72 °C de extensidn, seguido de
una extension final durante 10 min a 72 °C (mode-
lo TI00TM ThermalCycler Bio-Rad). El producto
amplificado fue purificado para su posterior clona-
cién mediante el uso del kit GeneJET Gel Extrac-
tion de la marca Thermo Scientific.

2.11 Clonacion y secuenciacion del gen rDNA
16§

A partir del rDNA 16S amplificado, se efectud
la clonacién del fragmento del gen en el vector co-
mercial pJET 1.2 de la marca Thermo Scientific,
y posteriormente se transformaron bacterias de E.
coli DH5a competentes, selecciondndose las co-
lonias transformantes en placas de medio LB adi-
cionado con ampicilina (100 pg/mL). La recupera-
cién de los plasmidos se realizé con el kit GeneJET
Plasmid Miniprep de la marca Thermo Scientific.

La secuencia del fragmento determinada por
la empresa ElimBiopharmaceutical Inc., fue ana-
lizada en el servidor del NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov) mediante el uso de la herramienta

BLAST(n).

2.12 Identificacion de posibles factores de re-
sistencia presentes en plasmidos.

Con la finalidad de identificar algtin potencial
gen de origen plasmidico usado por la B. simplex
como factor de resistencia a Cr(VI) y/o a antibi6-
ticos del tipo de las cefalosporinas, se usaron dife-
rentes metodologias para aislamiento de plasmidos
y el posterior anélisis por electroforesis en geles de
agarosa. Se emplearon las metodologias descritas
Kado (1981) y Russel (2001), ademas del kit Gene-
JET Plasmid Miniprep de la marca Thermo Scien-
tific para aislamiento de plasmidos, con la finalidad
de extraerlos en caso de que estuvieran presentes.

2.13 Analisis estadistico
En las graficas con datos cuantitativos, los va-
lores mostrados representan la media de tres expe-
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rimentos independientes por duplicado; las barras
indican la desviacién estandar.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacién del contenido de Cr(VI) en la
muestra de residuo sélido industrial indicé una
concentracion de alrededor de 1200 pg/mL. Las di-
luciones de este residuo inoculadas en medio YPG
sé6lido, conteniendo 50y 100 pg/mL de Cr(VI), pro-
dujeron colonias de hongos y de bacterias. De estas
ultimas, la resiembra repetida para aislar colonias
en el mismo medio con la concentracién indicada
de Cr(VI), condujo a la obtencién de aislados de
origen independiente que mostraban crecimiento
vigoroso. Uno de los aislamientos bacterianos se
denominé C20 y se selecciond para estudios adi-
cionales. Se evaluaron diferentes caracteristicas fe-
notipicas de la cepa C20, tales como morfologia de
las células, sensibilidad a antibidticos, crecimiento
en medio salino, sensibilidad a Cr(VI), asi como la
capacidad de reduccion de los niveles de este oxia-
nién en el medio de cultivo.

Para lograrlo, primeramente se evalud la sensi-
bilidad a un espectro de diversos antibidticos, ob-
teniéndose que la cepa C20 presenta sensibilidad a:
nitrofurantoina, cloranfenicol, ampicilina, genta-
micina, trimetropin-sulfametozaxol y netilmicina,
ademaés de sensibilidad intermedia a levofloxacina.
Por otra parte, el aislamiento C20 mostré resisten-
cia frente a los antibiéticos de tipo cefalosporina
ceftriaxona, cefotaxima, cefalotina y cefepime.

Se realiz6 también el crecimiento de la cepa
C20 asi como de la cepa de referencia de B. subtilis
168, usada como control, en medio NSM, el cual
permite la formacién de esporas. La figura 1 ilustra
la morfologia celular del aislamiento C20 y de la
cepa 168 de B. subtilis; donde puede apreciarse que
el aislamiento C20 presenta una morfologia baci-
lar, al igual que la cepa 168 de B. subtilis, ademas
de poseer la capacidad para formar esporas.

Figura 1. Morfologia celular del aislamiento C20 y de la cepa
168 de B. subtilis. A) Se observan esporas de la cepa de re-
ferencia 168 de B. subtilis (flecha negra) y células vegetativas
(flecha blanca); B) se observan esporas del aislamiento C20
(flecha negra) y células vegetativas (flecha blanca).

Como parte de la evaluacién de la sensibilidad
del aislamiento C20 a crecer en medio salino, se
realizé el crecimiento del aislado en medio M9,
solo o adicionado con extracto de levadura 0.1%,
conteniendo o no NaCl en concentraciones 0.5 y
1 M (figura 2). Segin la clasificacién de Kushner
y Kamekura (1988), el aislamiento C20 puede ser
clasificado como un organismo haléfilo moderado
con crecimiento 6ptimo en concentraciones entre 3
y 15 % NaCl (p/v). Dicha tolerancia podria expli-
carse por el hecho de que los residuos industriales
de los que fue aislado C20 son hipersalinos (Brito
y col., 2013). Para evaluar la sensibilidad del aisla-
miento C20 a Cr(VI) se determiné su crecimiento
en medio sélido LB. La Fig. 3 ilustra la sensibi-
lidad al Cr(VI) del aislamiento C20 y de la cepa
168 de B. subtilis. En dicha figura puede apreciarse
que, a partir de una concentracién de 25 pg/mL,
que es la méas baja proporcién de Cr(VI) probada,
es aparente que el aislamiento C20 presenta una
mayor resistencia en comparaciéon con B. subtilis
y, conforme aumenta la concentracién del Cr(VI),
la resistencia por parte del aislamiento C20 se hace
mas notoria. En el medio probado (medio complejo
LB), el aislado C20 mostré la capacidad de crecer
en presencia de hasta 400 pg/mL de Cr(VI).

Para evaluar de otra manera la diferencia en
sensibilidad a Cr(VI) del aislamiento C20 y de la
cepa 168 de B. subtilis, se realizé el crecimiento de
ambas en medio liquido LB, conteniendo diferen-
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Figura 2. Crecimiento en medio salino. Crecimiento del
aislamiento C20 en medio M9 ( W ), M9 con NaCl 0.5 M
( ® ), M9 con NaCl 1M ( A ), M9 adicionado con extracto
de levadura ( B ), M9 adicionado con extracto de levadura y
NaCl 0.5 M ( @ )y M9 adicionado con extracto de levadura
yNaCl 1 M( A ).
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Figura 3. Crecimiento en medio sdlido Luria Bertani (LB) de
la cepa 168 de B. subtilis (superior) y el aislamiento C20 (infe-
rior) en un gradiente de 0 a 400 ug/mL de Cr(Vi).
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Figura 4. Efecto del Cr(Vl) en el crecimiento en medio LB Ii-
quido. de las cepas 168 de B. subtilis (A) y C20 de B. simplex
(B). Las concentraciones de Cr(Vl) probadas fueron: 0 ug/mL
( ), 10ug/mL( ), 25ug/mL( ), 50ug/mL( ), 100 ug/
mL ( )y 200 ug/mL ().

tes concentraciones de Cr(VI) (figura
4). En este medio, el aislamiento C20
mostré crecimiento en presencia de
hasta 200 pyg/mL de Cr(VI), mientras
que la cepa 168 de B. subtilis presen-
té crecimiento apreciable tinicamente
a la concentracién de 10 ug/mL de
Cr(VI), ya que a concentraciones ma-
yores del ion ocurrié disminucién de
la absorbancia en los cultivos, proba-
blemente debido a lisis celular. Dado
que en los cultivos del aislamiento
C20 incubados en presencia de 200
pg/mL o menos no ocurrié disminu-
cién de la absorbancia, se puede in-
terpretar que en este caso no ocurrid
lisis celular, posiblemente como con-
secuencia de la expresién de algin
mecanismo de destoxificacion del
Cr(VI).

Al evaluar la reduccién de Cr(VI)
por el aislamiento C20 y la cepa 168
de B. subtilis en medio liquido LB, se
observé que C20 tiene la capacidad
de reducir el Cr(VI) hasta en un 100%
si en el medio se adicionan concen-
traciones de 50 y 100 ug/mL, y lo
realiza dentro de un periodo de 18 y
48 h, respectivamente, sin existir una
modificacién de la concentracién del
cromo total en el medio (figura 5). En
el caso de los cultivos con la cepa 168
de B. subtilis, se observd una menor
disminucién del Cr(VI), ya que sélo
se observé una reduccién parcial del
mismo en los medios con hasta 100
pg/mL; es probable que esta disminu-
cién del Cr(VI) se deba a una reduc-
cioén realizada por metabolitos intra-
celulares, que se liberan al medio por
la lisis de las células. Estas observa-
ciones sugieren que en el aislamiento
C20 existe un mecanismo de reduc-
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NR_042136), con una iden-
tidad del 99%.

Para la identificacién
de posibles factores de re-
sistencia presentes en plas-
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Figura 5. Reduccion de Cr(VI) en medio LB por las cepas 168
de B. subtilis (A) y C20 de B. simplex (B). Las concentracio-
nes iniciales de Cr(Vl) fueron: 10 ug/mL ( ), 25ug/mL( ),
50 ug/mL ( ), 100 ug/mL ( )y 200 ug/mL ( ). Se
muestra la determinacion del cromo total en los cultivos con

200 pg/mL ( )y 100 pg/mL ( ) de Cr(Vi).

cién de Cr(VI) en el medio extracelular, de acuerdo
a lo reportado por Bander y col. (1995).

El aislamiento C20 presenta caracteristicas de
reduccién de Cr(VI) muy similares a las descritas
para la cepa bacteriana descrita por Masood y Ma-
lik (2011), perteneciente al género de Bacillus spp.,
que tiene la capacidad de reducir hasta 100 pg/mL
del Cr(VI) presente en el medio, en un periodo ma-
yor a 50 horas; aunque, en este caso, el mecanismo
por el cual se realiza la disminucién de Cr(VI) no
se conoce, ya que la concentraciéon de cromo total
en el medio no se determind.

Por su parte, Shakoori y Makhdoom (2000) re-
portaron una cepa bacteriana con la capacidad de
reducir hasta el 90% el Cr(VI) del medio, usando
una concentracion de 80 pug/mL; adicionalmente,
ellos observaron que mientras mayor era la con-
centraciéon del Cr(VI) adicionado, mayor era la
reduccién del 16n. Sin embargo, los autores no re-
portaron si la reduccidn era debida a mecanismos
intrinsecos de la cepa, o si ocurria por metabolitos
intracelulares que conllevaban la lisis celular.

La secuenciacion del fragmento del gen rDNA
16S mediante el uso de iniciadores universales,
y el andlisis y comparacién de la secuencia con-
tra la bases de datos del NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/), indicé que la cepa C20 corresponde
a la bacteria Bacillus simplex (nimero de acceso
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midos de la cepa C20 de
B. simplex, se usaron dife-
rentes metodologias suge-
ridas para el aislamiento de
plasmidos, pero no se logré
detectar el aislamiento de ninguno (datos no mos-
trados).
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4. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos indican que el aislamiento
(C20 es una cepa de B. simplex, la cual es tolerante a
Cr(VI) y posee un mecanismo de reduccién del ion
en el medio extracelular. Por estas caracteristicas,
la cepa puede ser considerada como un prospecto
con potencial para ser usado en procesos biotecno-
l6gicos de remocién de Cr(VI).
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