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RESUMEN
Debido a la importante contaminacion en los residuos de industrias, altos costos y baja eficiencia en procesos de
descontaminacion se comenz6 a considerar el empleo de procedimientos biotecnologicos, en base a la utilizacion de
microorganismos, plantas o sus productos.. Se sabe que los aislados de B. cereus son frecuentes en los desechos
industriales que contienen cromo y son eficientes en la transformacion de Cr (VI) en Cr (III). Sin embargo, esta bacteria
es un patdégeno oportunista, en el que el regulador transcripcional PIcR permite la produccion de toxinas dafiinas para
humanos y animales, En este proyecto se realizo la caracterizacion bioquimica y molecular de la cepa B. cereus FS1,
un derivado de la cepa ambiental B. cereus AM13 que no produce toxinas. Ademds se evaluaron condiciones de
crecimiento de estas cepas en medios de cultivo economicos r MEF y PEF variando estos en la fuente de carbono, en
el que la condicion Optima de crecimiento mostro resultados de remocion de mas de 95% de Cr(VI) y del colorante

azoico Black 2-10 en medio MEF por las cepas B. cereus AM13 y FS1, estas observaciones sugieren que la capacidad
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de remocion del colorante Black 2-10 y de Cr(VI) no parece ser afectada por la delecion del gen plcR. Mostrando que
es factible aplicar esta cepa en el desarrollo de procesos biotecnoldgicos para la eliminacion de los contaminantes
antes mencionados aplicando el bioproceso a gran escala representando un menor costo y mayor eficiencia en proceso

de remocidn de contaminantes.

PALABRAS CLAVE: Cromo, fuente de carbono, colorante azoico, regulador transcripcional, delecion, residuo

industrial

ABSTRACT
B. cereus isolates are frequent in industrial wastes containing chromium and are efficient in transforming Cr(VI) into
Cr(III). Since this bacterium is an opportunistic pathogen, in which the transcriptional regulator PIcR enables the
production of harmful toxins to humans and animals, it is of interest to have a strain of B. cereus that does not produce
toxins and with that strain study the ability to remove Cr(VI) and azo dyes, in order to generate basic information and
also determine the feasibility of applying this strain in the development of biotechnological processes for the

elimination of the aforementioned contaminants.

KEY WORDS : Chromium, carbon source , azo dye , transcriptional regulator, deletion and industrial wastes.
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INTRODUCCION
En México, como en el resto del mundo, en los ultimos
dos siglos, pero sobre todo en las ultimas cuatro o cinco
décadas, la actividad humana se ha convertido en un
factor de modificacion profunda de la naturaleza y de
los procesos ecoldgicos. La contaminacién por las
emisiones de procesos industriales estd presente en
todos los ecosistemas del pais y es un importante factor
de degradacion de suelos, lagunas y corrientes de agua,
y dana severamente la flora y fauna terrestres y
acuaticas. En el caso de algunos lugares del pais los
niveles de metales pesados (plomo, cobre y cromo entre
otros) se han detectado por encima de la norma aceptada
(NMX-AA-003-1980 ) Esto se ha debido a que gran
parte del crecimiento industrial de México se desarrollé
en tiempos donde no se consideraban, y muchas veces
tampoco se conocian, los efectos que los residuos
peligrosos (RP) podrian tener en la biodiversidad, los
ecosistemas y la salud humana. La problemadtica
asociada a los RP tiene dos grandes lineas; por un lado,
la que se deriva de la presencia de sitios ya
contaminados y que requieren su remediacion y por el
otro, aquella orientada a la prevencion de la

contaminacion proveniente de las fuentes en operacion

.Cabe resaltar que la protecciéon de ecosistemas y su
biodiversidad contribuye al desarrollo de los paises
elevando el bienestar de la poblacion en todos sus
aspectos (Holzman y col., 2012). Para el presente trabajo
son de interés los compuestos de cromo y los colorantes
azoicos, los cuales son contaminantes importantes
presentes en los residuos de industrias como la como la
textil y curtidora, que operan en el Bajio y en otras partes
de México. Ambas actividades industriales generan una
cantidad considerable de agua residual toxica, la cual
contiene diversos contaminantes, como sales, fenoles,
compuestos orgdnicos (solventes clorados), aniones
toxicos de sulfuro, metales pesados y colorantes
sintéticos. Estos ultimos, son contaminantes de especial
importancia, debido a su dificil degradacion y constante
persistencia en el agua y suelo (Barrios y col., 2015). Las
aguas residuales de las unidades de tefiido también
contienen metales pesados toxicos y sales; la
concentracion de los primeros en el efluente varia segiin
el uso de colorantes sintéticos acomplejados a metales,
diversas sales que contienen metales y productos
quimicos utilizados durante el proceso de tefiido (Wan y

Hanafiah, 2008). Entre los diferentes metales pesados, el

cromo hexavalente [Cr(VI)] se usa ampliamente en la
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industria textil, no solo como parte de los colorantes
sintéticos, sino también en compuestos conteniendo
cromo utilizados como mordientes para la fijacion del
color en la tela (Liu y Col., 2017). Otras actividades
industriales en las que se utilizan compuestos de cromo
incluyen metalurgia, cromado electrolitico, fabricacion
de pinturas y pigmentos, curtido de pieles, como
catalizadores y conservadores de madera, etc. (Madhavi
y col., 2013). Se ha descrito que debido a este intenso
uso de los compuestos de cromo y al uso de
procedimientos inadecuados de tratamiento y/o de
contencion de residuos se ha generado contaminacion
del ambiente por cromo; asi, se ha reportado que mas de
170,000 toneladas de residuos de cromo son
descargados al ambiente anualmente (Kamaludeen y
col., 2003). Por otro lado, el efecto de la acumulacion
de colorantes azoicos en aguas residuales provoca no
solo un problema estético, sino que, ademads, estos
interfieren con los procesos fotosintéticos que realizan
algunos organismos acuaticos (Copaciu y col., 2016).
Los colorantes perdidos o no usados a través de los
procesos de la industria textil plantean un problema

importante para el manejo de las aguas residuales. Se

estima que cada afio se expulsan al medio ambiente

mundial alrededor de 200,000 toneladas de colorantes y
que la concentracion de colorantes azoicos en el efluente
de las empresas textiles puede alcanzar los 500 mg/L
(Chequer y col., 2013).

El cromo (Cr) es el séptimo elemento mas abundante
sobre la tierra con estados de oxidacion que van desde
Cr(IT) hasta Cr(VI); la forma trivalente y la hexavalente,
son las mas estables y abundantes. Este es uno de los
metales pesados que ha despertado mayor interés en la
actualidad por sus efectos en los seres vivos como
mutaciones y enfermedades como cancer, dicho metal es
vertido como desecho de las actividades industriales, por
ello se han realizado estudios donde se busca la
implementacion de microorganismos para tratar la
contaminacion por este metal, siendo asi una alternativa
mayormente econdémica y amigable con el medio
ambiente.

A continuacion, se hablara acerca de la creacion de un
medio econdmico con dos fuentes alternas de carbono
(melaza y piloncillo), capaz de crecer células de Bacillus
cereus y a su vez ser capaz de reducir Cr (VI). AM13 y
FA1 (cepas de B. cereus) utilizadas en este experimento,
con el fin de encontrar las mejores condiciones de

crecimiento, mayor eficiencia en la reduccion de Cr (VI)
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decoloracion de Black 2-10.
Objetivo general
Caracterizar la cepa FSI transformante neoR de B.
cereus AM13 con respecto a su capacidad para eliminar
el Cr (VI) y colorantes azoicos en medios con fuentes
de carbono econdmicas y realizar escalado de
biorreactores.
Objetivos especificos
1. Realizar la caracterizacion bioquimica y molecular la
cepa FS1 transformante neoR de B. cereus AM13. 2.
Estandarizar el medio de cultivo econdomico usando
diferentes fuentes de carbono para el crecimiento, asi
como para la reduccion de Cr(VI) y la decoloracion de
colorantes azoicos, usando B. cereus AM13. 3
MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion bioquimica
Varios estudios de identificacion y caracterizacion de
cepas de B. cereus s.s. aisladas de alimentos han
descrito que, aparte de presentar actividad hemolitica,
presentan actividad de lecitinasa y no fermentan manitol
(Tallent.,1998 ). También, se ha descrito que mutantes
de B. cereus deletados en el gen plcR no poseen
actividad hemolitica ni de lecitinasa (Hwang y Park,

2015) . Por ello, fue de interés realizar la prueba de estas

actividades en la cepa FS1, a fin de tener indicios
fenotipicos que pudieran indicar su genotipo.

Prueba de actividad hemolitica

Se realizaron pruebas de actividad hemolitica en las que
se utilizaron placas de agar sangre, las cuales fueron
inoculadas con las cepas B. cereus AMI3 y FS1 y se
incubaron por 24 h a 28°C con la finalidad de observar el
fenotipo de hemdlisis o su ausencia, segun el caso.
Prueba de degradacion de lecitina

Se realizaron pruebas de degradacion de lecitina en las
que se utilizaron placas del medio MYP para observar la
actividad lecitinasa y la ausencia de fermentacion de
manitol después de la inoculacién con las cepas AM13 y
FS1 y su incubacién por 24 h a 28°C. La formacion de un
precipitado opaco alrededor de las colonias indica la
degradacion de lecitina y el color rosa en las colonias
indica la incapacidad de fermentar el manitol.
Caracterizacion molecular

Verificacion de delecion del gen plcR en la cepa FS1
aislada por su resistencia a neomicina)

Para la verificacion de la delecion del gen plcR en la cepa
FS1 se realizo la extraccion de DNA gendmico de esta
cepa y de la cepa AMI3. Se prepar6 una mezcla de

reaccion para PCR utilizando para las reacciones un par
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de oligonucledtidos que alinean en los extremos del
marco de lectura abierto del gen plcR. Los productos
formados en la reaccion fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % ,visualizando las
bandas mediante tincion con bromuro de ethidio. Donde
Se predice la produccion de una banda amplificada de
851 pb en la cepa silvestre AM13 y una banda de 1528
pb en la cepa transformante FS1 (Figura 1).

La extraccion de ADNg de B. cereus se realizd mediante
el protocolo reportado por Aljnabani y col., (1997), con
la modificacion, de realizar la lisis de la pared celular de

las células de B. cereus mediante un tratamiento con

lisozima [30 mg/mL] e incubarlas a 37°C durante 2 h.
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Figura 1. Diagrama de metodologia para
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caracterizacion molecular

Corroboracion de la presencia del alelo deletado del
gen plcR en el locus de dicho gen en la cepa FS1

Se realizan 2 reacciones de PCR, la primera utilizando los
oligonucledtidos indicados en la Fig.2 con color rojo, que
alinean con regiones de los marcos de lectura nprB y ykW
para amplificar de extremo a extremo la region gendmica
que en la cepa silvestre AM13 incluye parte de los marcos
de lectura nprB y ykoW, incluido entre ellos el gen plcR,
lo que genera un fragmento de 2689 pb (Figura 2, parte
superior izquierda). Por otra parte, si en la cepa FS1
ocurri6 el reemplazo del alelo silvestre plcR+ por el alelo
deletado presente en la construccion pGCplcR, utilizada
para realizar la transformacion, se genera un fragmento de
3833 pb (Figura 2). En la segunda reacciéon de PCR
utilizando los oligonucleodtidos indicados en la Figura 2
con color azul, consistentes de un oligo directo que alinea
con el gen de resistencia a neomicina y un oligo reverso
que se une a una region gendmica adyacente al gen plcR,
y que dicha region no esté en la construccion de delecion
pGCplcR. En este caso se espera un fragmento de 1776
pb en la cepa FS1 y ninguna banda de amplificacion en la

cepa silvestre AM13.
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Determinacion de la Reduccion de Cr(VI) en cultivos
2689 pb (WT) 3833 pb (ApicR)

en medio MEF o PEF liquido

Para determinar la capacidad de reduccion de Cr(VI) en

[P —————
GOMF- CCAGTTCCTGGCTCACTTC
GCOIR. GCATTAATACGTTGGAAGCATCC

NeoFW.CCGTGTOGTT
GOOIR. GCATTAATAL

las cepas bacterianas de interés, se prepard un pre-indculo

Figura 2.Genoma de B.cereus AM13 transformante.
de cada cepa en medio LB con una incubacion de 10 a 14

Oligos directo y reverso en rojo para verificacion de o _
horas a 37 °C con agitacion de 200 rpm. Posteriormente,

alelo deletado del gen plcR en el locus del genoma de
se tomd un volumen de 250 pL del pre-indculo y fue

la cepa fsl.
adicionado a un matraz Erlenmeyer con un volumen de 25

Andlisis de variables de composicion en medio MEF
mL de medio MEF o PEF, se incubd a 37 °C con agitacion

para crecimiento bacteriano y reduccion de Cr(VI)
a 200 rpm, hasta alcanzar la densidad dptica de 0.5 a 600

Para determinar la mejor composicién de nutrientes de
nm. A este tiempo, se adiciono una concentracion de 1.92

los medios tanto para crecimiento bacteriano y
mM (100 ppm) de Cr(VI). Posteriormente, los matraces

reduccion de Cr(VI), se probo medio de cultivo MEF y ‘ . o .
se incubaron bajo las condiciones antes mencionadas

PEF con distintas concentraciones de componentes o ‘
realizando la determinacion de reduccion de Cr(VI) por el

como lo fueron, fuente de carbono (.3 ,.6 y 1%), extracto
método de difenilcarbazida (Greenberg y col., 1981) y se

de levadura (.5 y 1%) vy fertilizante organico como
midio la densidad 6ptica a 600 nm a los tiempos de 0,8,16

fuente de compuestos inorganicos adicionales. (.035, _ o
y 24 h de incubacion para determinar el crecimiento de las

05, .1,.3 y .5%). Las combinaciones de mezclas de
cepas ( Figura 4).
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Figura 3. Diagrama de metodologia para la
determinacion de reduccion de Cr(VI) en medio MEF

y PEF con cepas B.cereus AM13 y FS1

Determinacion de viabilidad celular de las cepas B.
cereus AM13 y FS1 incubadas en presencia de
Cr(VD)

Para determinar la viabilidad celular de las cepas
bacterianas de interés, se prepard un pre-inodculo de cada
cepa en medio MEF con una incubacién de 10 a 14
horas a 37 °C con agitacion de 200 rpm. Posteriormente,
se tomo un volumen de 0.600 pL del pre-indculo y fue
adicionado a un matraz Erlenmeyer con un volumen de
60 mL de medio MEF, se incub6 a 37 °C con agitacion
a 200 rpm, hasta alcanzar la densidad optica de 0.5 a
600 nm. Se dividi6 el medio de cultivo inoculado con
el cultivo bacteriano en 6 partes iguales de 10 mL los
cuales fueron agregados a tubos estériles que contenian
distintas concentraciones (0 ,50 ,100 ,200 y 400 ppm)
de Cr(VI) y se incubaron a 37°C/200 rpm por 3 h.
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas, las
alicuotas de las mismas fueron plaqueadas en placas de

medio LB, se dejaron en crecimiento a 37°C por una

noche y se realizo la cuantificacion de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) .

Decoloracion de colorante triazoico Black 2-10 en
cultivos en medio MEF o PEF liquido

Para determinar la capacidad de decoloracion de colorante
triazoico (Black 2-10) por cepas bacterianas de interés en
el medio con la fuente alterna de carbon MEF, se prepard
un pre-indculo de cada cepa en medio LB con una
incubacion de 10 a 14 horas a 37 °C con agitacion de 200
rpm. Posteriormente, se tomo6 un volumen de 250 pL del
preinoculo y fue adicionado a un matraz Erlenmeyer con
un volumen de 25 mL de medio MEF o PEF, se incub6 a
37 °C con agitacion a 200 rpm, hasta alcanzar la densidad
Optica de 0.5 a 600 nm. A este tiempo, se adicionaron
distintas concentraciones (100 ,200 y 500 ppm) de Black
2-10. Los cultivos se incubaron a 37°C, se tomaron
alicuotas de 1 mL de los cultivos a las 0 ,8 ,16 y 24 h, se
centrifugaron a 12200 rpm/2 min y se determind la

absorbancia a 480 nm del sobrenadante (Figura 4).

Moo Ag
A 0
- g || ! 171
= =2 1™ A A FaFe/
AT - = mr:n;m e e =

25 mi de MEF, PEF

||||| S ) 2
250 pl de inceulo Muostimo
bacterano CENTREFUGAR [Vml)a0,8
)

ESPECTRDFOTOMETRO
450nm
0.5 ml do sobennadane
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Figura 4. Diagrama de metodologia para la
determinacion de decoloracion en medio MEF y PEF

con cepas B.cereus AM13 y FSI.

Decoloracion de Black 2-10 con células de B. cereus
AM13 y FS1 incubadas en medio MEF inactivadas
por calor o con el sobrenadante libre de biomasa de
cultivos de las cepas en medio MEF

Para determinar la capacidad de decoloracion de
colorante triazoico (Black 2-10) por células de las cepas
bacterianas B. cereus AM13 y FS1 inactivadas por calor
incubadas en el medio con la fuente alterna de carbon
MEF, se sigui6 el siguiente procedimiento. Se prepar6
un pre-indculo de cada cepa en medio LB con una
incubacion de 10 a 14 horas a 37 °C con agitacion de
200 rpm. Posteriormente, se tomd un volumen de .250
pL del preinéculo y fue adicionado a un matraz
Erlenmeyer con un volumen de 25 mL de medio MEF,
se incubd a 37 °C con agitacion a 200 rpm, hasta
alcanzar la densidad optica de 0.5 a 600 nm, la
suspension de células se sometid a esterilizacién por
calor para producir la muerte celular. A continuacion, se
suspendi6 la biomasa inactivada en medio estéril MEF

y a este se agregaron 500 ppm de Black 2-10. Se tomo

ImL de muestra al tiempo 0, se centrifugé a 12200 rpm/2
min y se determind la absorbancia a 480 nm del
sobrenadante. El mismo procedimiento fue aplicado
cuando se utilizoé solo el sobrenadante libre de biomasa

para el ensayo de decoloracion.

RESULTADOS

Para la caracterizacion bioquimica de la cepa
transformante FS1, se realizaron pruebas de hemolisis y
de degradacion de lecitina en placa bajo las condiciones
ya mencionadas en Materiales y métodos. Se observo que
las colonias de la cepa silvestre AM13 poseen capacidad
de causar hemdlisis, indicado por el halo alrededor de las
colonias (Figura 5A) y también de degradacion de
lecitina, indicado por el halo de color blanco alrededor de
las colonias (Figura 7B). En contraste con estas
observaciones, la cepa transformante FS1 no mostr6 halo
de hemolisis (Figura 5A) ni de degradacion de lecitina
(Figura 5B). Cabe mencionar que estas caracteristicas
alteradas han sido descritas en la literatura para cepas de
Bacillus cereus deletadas en el gen plcR (Agaisse y col.,

1999; Mignot y col., 2001; Slamti y col., 2004; Easterday

y col., 2005)

632



RINDERESU vol. 5 (2): 624-649 (2020)

ACTIVIDAD HEMOLITICA DEGRADACION DE LECITINA

Fs1 AM13 Fs1

AM13

Figura 4. Caracterizacion bioquimica. A) Ensayo de
actividad B-hemolitica y B) Ensayo de degradacion de
lecitina de cepas de B. cereus AM13 Y FS1.

Caracterizacion molecular

Verificacion de la alteracion del gen plcR en la cepa
resistente a neomicina FS1

Como se menciona seccion de Materiales y métodos, se
aislo DNA genomico de las cepas AM13 y FSI el cual
se utilizd6 como templado para realizar reacciones de
PCR con oligonucledtidos disenados sobre regiones de
los extremos 5"y 3’del marco de lectura abierto del gen
plcR. En la Figura 5 se puede observar una banda
amplificada de 851 pb en la cepa silvestre AM13 y una
banda de 1528 pb amplificada en la cepa transformante
FS1; en la cepa transformante FS1 este tamaino de banda
amplificada es el que se espera si en el genoma de ella

se insertd el moédulo de delecion sustituyendo al alelo

silvestre plcR+, como lo ilustra el diagrama de la Fig. 1,

en la seccion de Material y métodos.

1 2 3

M FS1

AM13

2000 pb
«— 1528 pb
1000 pb
— 851pb
500 pb

Figura 5. Corroboracion molecular de la delecion del

gen plcR en la cepa FS1..

Verificacion de la presencia del alelo plcR deletado en
el locus del gen plcR dentro del genoma de la cepa FS1
Como se indic6 en Materiales y métodos, utilizando como
templado DNA genémico de las cepas AMI13 y FS1 se
realizaron dos reacciones de PCR para verificar que el
alelo deletado del gen plcR se encontraba en el locus de
dicho gen en el genoma de la cepa FSI. En la primera
reaccion, con oligonucleotidos disefiados sobre regiones
del genoma adyacentes al gen plcR, las cuales no contiene
la construccion de delecion, como muestra el diagrama de
la parte superior de la Figura 2 de Material y métodos,

para la cepa silvestre AM13 se esperaba observar un
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fragmento amplificado de 2689 pb y en la cepa FS1 se
esperaba un fragmento de 3833 pb. Como se observa en
la Figura 6, en la que se muestra la separacion
electroforética de los productos amplificados en cada
cepa, los tamanos de las bandas amplificadas coinciden
con el tamano esperado. Por otra parte, en la segunda
reaccion de PCR se utilizé un par de oligonucledtidos
de los cuales el oligo directo alinea con una region del
gen de resistencia a neomicina y el oligo reverso alinea
con una regidén gendmica adyacente al gen plcR, la cual
no esté en la construccion de delecion pGCplcR. En este
caso, de acuerdo con el diagrama de la parte inferior de
la Figura 2 de Material y métodos, se espera un
fragmento de 1776 pb en la cepa FS1 y ninguna banda
amplificada en la cepa silvestre AMI13, lo cual fue
verificado experimentalmente, al realizar el analisis
electrofroforético de los productos amplificados en las
cepas, como se muestra en la Figura 7. En conjunto, los
resultados obtenidos indican que en la cepa FS1 el alelo
silvestre plcR+ fue reemplazado por el alelo de este gen
deletado por el gen neoR presente en la construccion
pGCplcR, por un evento de doble recombinacién

homologa

1 2 3
M AMI13 FS1

- 3533 pb
- 2689 pb

Figura 6. Corroboracion molecular de la presencia del
alelo deletado del gen plcR en el locus de este gen en el

genoma de la cepa FS1.

1 2 3

M AM13 FS1
10000 pb

.\000 " —e

21000 pb s

1600 pb e = 1776pb

1000 pb

£00 ph

Figura 7. Corroboracién de la sustitucion del alelo
silvestre plcR+ por el alelo deletado de este gen por el

marcador neoR en la cepa FS1

Optimizacion del medio MEF para el crecimiento y
reduccion de Cr(VI) por la cepa B. cereus AM13, en
base al contenido de melaza, extracto de levadura y

fertilizante .
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Como se ha mencionado en la literatura, la melaza
presenta ventajas, tanto econdmicas como nutricionales
para el crecimiento bacteriano, favoreciendo el
desarrollo de la biomasa debido a los altos contenidos
de carbohidratos (sacarosa), proteinas, grasas, calcio,
aminodcidos, fosforo y vitaminas que la constituyen En
base a las condiciones para el crecimiento bacteriano y
para la reduccion de Cr(VI) descritas en Materiales y
métodos, se evaluaron distintas concentraciones de
melaza , extracto de levadura y fertilizante orgénico
como medio de crecimiento para la cepa B. cereus
AM13. Utilizando medio liquido conteniendo 0.3 o 0.
6 % de melaza, 1 % de extracto de levadura y diferentes
concentraciones de fertilizante orgénico (0.035,
0.03,0.1, 0.3 y 0.5 % ) no se observo crecimiento de la
cepa mencionada; sin embargo, si hubo creciemiento de
la cepa cuando la concentracion de melaza se
incremento al 1 %, en medio con extracto de levadura al
1 % y con fertilizante organico a 0.035, 0.03, 0.1, 0.3 y
0.5%, siendo mayor el crecimiento con fertilizante al
0.3 0 0.5 %. Se analizo el efecto de la concentracion de
fertilizante organico en la reduccion de Cr(VI) en medio

que contenia melaza al 1% y extracto de levadura al 1%

usando una concentracion inicial de 100 ppm de Cr(VI)

y 24 h de incubacién del cultivo. Como se muestra en la
Figura 8, en las concentraciones de fertilizante orgénico
de 0.035 % y 0.1 % se aprecia una mayor diferencia entre
el cultivo inoculado con la cepa AM13 y el cultivo control
no inoculado, siendo mayor la reduccién de Cr(VI) en
medio con 0.035 % del fertilizante. En medio con
fertilizante organico al 0.5 % o al 0.05 % no hubo mucha
diferencia entre el medio inoculado con la cepa AM13 y
el medio control no inoculado, aunque la reduccion de
Cr(VI) fue mas alta en medio con 0.5% del fertilizante
organico.

También, se probdé medio con 0.3 % de fertilizante
orgéanico, con melaza al 1% y extracto de levadura al 1 %
observandose que en medio con 100 ppm de Cr(VI) a las
8 h de incubacién en el cultivo inoculado con la cepa
AM13 ocurri6 una reduccion de Cr(VI) de alrededor del
85 % y en el medio control no inoculado la reduccion del
i6n fue de alrededor del 45% (Figura 13). Posteriormente
se realizan ensayos de reduccion de 100 ppm de Cr(VI) a
24 h mostrando los resultados utilizando concentraciones

de .035, .05, .1 y .5% de fertilizante orgdnico (Figura 8)
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Reduccién, de Cr (V1) mg/L
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Figura 8. Efecto de la concentracion de fertilizante

Condiciones de MEF

organico en la reduccion de Cr(VI) por B.cereus

AM13 incubado en MEF / 24h.

En color café .035% , en anaranjado .05% , en verde .1%
y en amarillo .5% de fertilizante orgénico.

Los datos de Cr(VI) reducido a las 24 h en los cultivos
inoculados con la bacteria y en los cultivos control no
inoculados, fueron expresados como porcentaje
respecto del Cr(VI) adicionado a los cultivos al tiempo
cero. Los resultados fueron graficados como el
promedio de tres experimentos independientes hechos
por triplicado + DE.

Mientras que la concentracion de .3% de fertilizante

organico reduce de manera mas eficiente 100ppm de

Cr(VI) a 8h como se muestra en la Figura 9.

100

80

REDUCCION DE Cr(V1) mg/L

40 +80 /8h  =3% FO |

20 -80 /24h  m.035,.05,.1,.5 % FO

Reduccion de Cr(VI) mg/L
3

3M 3C
Medio MEF (.3% F.0)

M (Medio de cultivo inoculado con AM13) C (control)

Figura 9. Efecto de 0.3 % de fertilizante organico en la
reduccion de Cr(VI) por B.cereus AM13 en medio MEF
a las 8 h de incubacion.

Se muestra también la comparacion en el porcentaje de
reducciéon respecto de condiciones en las que se
emplearon otras concentraciones de fertilizante organico.
Por lo tanto, se decidio utilizar el medio de cultivo MEF
con la siguiente composicion: melaza 1% , extracto de
levadura 1% y micro y macronutrientes (fertilizante
organico ) 0.3%, ya que en el ocurri6 una mayor eficiencia
de reduccion de Cr(VI) en menos tiempo, en comparacion
con las demas formulas utilizadas para realizar los

ensayos.

Comparacion de la reduccion de Cr(VI) de las cepas
AM13 y FS1 cultivadas en medio MEF y PEF liquidos
Debido a lo anteriormente mencionado se decidi6 utilizar
la misma féormula en cuanto a contenido de extracto de
levadura y fertilzante organico, pero utilizando otra fuente

de carbono econdmica (1% de piloncillo), para determinar
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en cual de ellas ocurre una mayor eficiencia de
reduccion de Cr(VI) (100 ppm) en cultivos de las cepas
AMI13 y FS1, asi como en el cultivo control no
inoculado. La Figura 14 muestra que en medio MEF en
los cultivos inoculados con las cepas AMI13 y FSI1
incubados a tiempo cero y por 8 h, ocurri6 mas del 95
% de reduccion del Cr(VI) adicionado a los cultivos; en
el medio control no inoculado la reduccion de Cr(VI)
fue de alrededor del 40 % (Fig. 10). Por otra parte, en
medio PEF a tiempo cero la reduccion en los cultivos
con las cepas bacterianas mencionadas y en el control
de medio no inoculado, la reducciéon de Cr(VI) fue
también de alrededor del 95 % , mientras que a las 8 h

de incubacion en cultivos con las dos cepas bacterianas

y en el control no inoculado la reduccién de Cr(VI) fue

de alrededor del 80 %.
Medio MEF / T8 h Medio PEF /T8 h
i 100 E 100
§ @ 5 20 - = 10
e Sw
$ w0 i 4 @
14 c
S 0 0 2
8 " 8
% 1) - i _a o . —
‘; AM13 Cepus FS1 G g AM13 - Fs1 C

Figura 10. Comparacion de reduccion de 100 ppm de
Cr (V1) / 8h en medios MEF y PEF por cepas B. cereus

AM13, FS1 y un control no inoculado (¢).

Las barras café indican la reduccion a tiempo 0, y las
verdes a tiempo 8h Los resultados fueron graficados como
el promedio de tres experimentos independientes hechos
por triplicado = DE

Viabilidad celular de las cepas B. cereus AM13 y FS1
incubadas en presencia de Cr(VI).

Se realizaron ensayos de viabilidad celular frente a
diferentes concentraciones de Cr(VI) para verificar si las
cepas AMI13 y FSI1 tienen una sensibilidad similar o
diferente al Cr(VI) y de esta forma determinar si la
perdida de funcién del regulador PIcR afecta la tolerancia
al oxianon en B. cereus. Como se muestra en la Figura 11,
la viabilidad celular se reduce drasticamente cuando las
cepas AM13 y FSI se exponen a Cr(VI); sin embargo,
dado que en ausencia de Cr(VI) la cepa mutante crece mas
lento y, por lo tanto, produce menos células, parece ser
que al exponer a las cepas a la presencia de Cr(VI) la
disminucién en la viabilidad de la cepa mutante es menos
acusada, lo que sugeriria que la cepa mutante es mas
tolerante a Cr(VI) que la cepa silvestre. Este aspecto es de
interés y deberd ser abordado con mas detalle en trabajo

futuro.
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Figura 11. Viabilidad celular de las cepas B. cereus H 22 g .
g . g

. . g » H r| 8 » ﬂ m
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005 o (o) O01 0.D5 Inoculo(0.D) op1
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Figura 12. Comparacion de reduccion de 100 ppm de Cr

(VD) / 8h en medios MEF y PEF por cepas B. cereus
Representada AM13 por y FS1 por a concentraciones

AM13, FS1 y un control no inoculado (c).
de 0,50, 100,200 y 400 ppm de Cr (VI).

Las barras café indican la reduccién a tiempo 0, y las
Los resultados fueron graficados como el promedio de

verdes a tiempo 8h Los resultados fueron graficados como
tres experimentos independientes hechos por triplicado

el promedio de tres experimentos independientes hechos
+D.E.

por triplicado + DE

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos, en los que
Decoloracion Remocion del colorante triazoico

se observa que en medio MEF la decoloracion con las dos
Black 2-10 en cultivos de las cepas AM13 y FS1

cepas bacterinas es similarmente alta (> 85 %), tanto a
realizados en medio MEF Y PEF de cultivo liquido

tiempo cero (TO) como a las 3 h de incubacion (Fig 13A,
Se realizaron ensayos de remocion de diferentes

A’) . También, se puede observar que la decoloracion es
concentraciones del colorante triazoico Black 2-10 con

similar en las dos cepas AMI13 y FS1 en distintas
las cepas AM13 y FSI cultivadas en los medios MEF y

concentraciones de inoculo bacteriano (D.O (0.5,1.0 )y
PEF, tomando muestras al tiempo 0 y a las 3h de

que la decoloracion en el control de medio no inoculado
incubacion.

es de alrededor del 30% en ambos tiempos incubacion.
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Por otro lado, se puede apreciar que en medio PEF TO
la decoloraciéon es menor que en el medio MEF; sin
embargo, a las 3 horas y con un in6culo de una D.O de
1 la decoloracion alcanza una capacidad de mas del 90%
con las dos cepas bacterianas, mientras que el control de
medio no inoculado muestra una decoloracidon similar
(alrededor del 30 %) a la del control del medio MEF no
incoculado en ambos tiempos de incubacion (Fig. 13 B,
B").

Al aumentar la concentracion de Black 2-10 a 200 ppm
en medio MEF la decoloracion es ligeramente menor en
el TO (alrededor del 80 %) cuando el inoculo es menor
(D.O. 0.5) que cuando este es mayor (D.O. 1.0)
(decoloracion de alrededor del 95 %) (Fig. 13A).
Cuando la incubacion es por 3 , la decoloracion es alta
(alrededor del 95 %) tanto con indculo bajo (D.O. 0.5)
y alto (D.0.1.0) (Fig. 13 A’); en estas condiciones la
decoloracion en el control de medio no inoculado es
alrdedor del 20 % (Fig. 13A, A").

Por otra parte, en medio PEF con 200 ppm del colorante
Black 2-10 la decoloracion a TO es menor al 60% con
indculo bajo (D.O 0.05), en comparacion con el indculo
mas alto (D.O. 1.0), en el que la decoloracion fue

cercana al 80% (Fig. 13B). En la incubacion por 3 h la

decoloracion fue mas baja con un indculo bajo (alrededor
del 75 %) que con un indculo alto (alrededor del 90 %)
(Fig 13B"). En el control de medio no inoculado la

decoloracion fué alrdedor del 25%. (Fig. 13B, B").

Medio MEF / TO h 100 Medio PEF / TO h
100
£w g
= 5 60
I: II . II
fw e
£ s | N N
: [] 1.
0D S5 0D1
L Inaculo (0.0} S inocule (0.0)
WAM13 WFS1 OC ®mAMi3 ®FS1 OC
Medio MEF /T3 h Medio PEF /T3 h

100

®
3
5
s 40
(1*1 r—l
0 il |
005 op1

inoculo (0.0)
mAM13 mFs1 OC

acion{ %)
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8 B
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Decolor.
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100
B0
&0
a0
p []
0
0.0

5 lnocuolop) 9
mAM13 mFS1 OC
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Figura 13 .Decoloracion de Black 2-10 (200 ppm) por
cepas B. cereus AM13 y FS1 incubadas en medios MEF
y PEF, en funcion del inoculo y el tiempo de incubacion.
Los graficos representados con letra A 'y A" se refieren a
los ensayos realizados en medio MEF al tiempo 0 y 3h,
respectivamente, y los graficos representados con By B’
se refieren a los ensayos realizados en medio PEF al
tiempo 0 y 3h respectivamente. Las barras en color negro
indican la decoloracion por la cepa AM13, las barras de
color gris indican la decoloracion por la cepa FS1 y las
barras blancas indican la decoloracion en el control de

medio no inoculado. Los resultados fueron graficados
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como el promedio de tres experimentos independientes
hechos por triplicado +D.E

Debido a que se observdé una buena eficiencia de
decoloracion en medio MEF que contenia 200 ppm de
Black 2-10, se decidi6 analizar el grado de decoloracion
en medio con 500 ppm del colorante

Se observd que en medio MEF en el TO en medio con
bajo in6culo (D.O. 0.05) la decoloracion fue mas baja
(alrededor del 80%) que en medio con alto indculo
(D.O. 1.0), en el que la decoloracion fue de alrededor
del 95 % (Fig. 14A). En estas condiciones en el control
del medio no inoculado se observo una decoloracion
cercana al 15%. Por otra parte, a las 3h de incubacion la
decoloracion fue cercana al 90 % con los dos tipos de
indculo. En estas condiciones en el control del medio no
inoculado se observo una decoloracion cercana al 20%.
(Fig. 14A"). Por otro lado en los ensayos en medio PEF
en el TO en medio con bajo indéculo (D.O. 0.5 la
decoloracion fue més baja (alrededor del 45%) que en
medio con alto inéculo (D.O. 1.0), en el que la
decoloracion fue de alrededor del 75 % (Fig. 14B). En
estas condiciones en el control del medio no inoculado
se observd una decoloracion cercana al 10%. En las

incubaciones por 3h la decoloracién con el indculo bajo

fue cercana al 45 %, en tanto que en las condiciones de
indculo alto la decoloracion fue cercana al 90. En estas
condiciones en el control del medio no inoculado se
observo una decoloracion cercana al 15%. (Fig. 14B").

Se pudo apreciar que las cepas AMI13 y FS1 la
decoloracion del compuesto Black 2-10 fue similar en los
medios MEF y PEF, lo que indica que la mutacion de
delecion del gen plcR presente en la cepa FS1 no afecta la
capacidad de remocion del colorante mencionado. El
hecho de que a tiempo cero ocurra una alta remocion del
colorante sugiere la posibilidad de que parte del

mecanismo de remocion involucre la bioadsorcion.

Medio MEF / TO h Medio PEF / TO h
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Figura 14 . Decoloracion de Black 2-10 (500 ppm) por
cepas B. cereus AM13 y FS1 incubadas en medios MEF

y PEF, en funcion del inoculo y el tiempo de incubacion.
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Los gréaficos representados con letra A y A’ se refieren
a los ensayos realizados en medio MEF al tiempo 0 y 3h
respectivamente y los graficos representados con By B’
se refieren a los ensayos realizados en medio PEF al

tiempo 0 y 3h respectivamente.

En base a los resultados anteriores, se realizo la
comparacion de la capacidad optima de remocion del
colorante Black 2-10 por las cepas AM13 y FSI
incubadas en los medios MEF y PEF. Las condiciones
para la manifestacion de capacidades Optimas de
decoloracion incluyen la mayor concentracion de
colorante (500 ppm ), el inoculo més alto (1%) 1y el
tiempo de incubacion (TO). Los resultados de la
comparacion referida se muestran en la Fig. 15. Se
observa que las dos cepas tienen una decoloracion
similar en medio MEF a tiempo 0, llegando casi al 97%
de decoloracidon, mientras que en medio PEF la
decoloracion maxima es menor al 80% con ambas
cepas. En el control de medio no inoculado la remocion
del colorante en ambos medios es baja, de alrdedor del

15%

Decoloraciop %
N DO 0O O
©cocoooo

o

MEF Cepas PEF

EAMI13 mFS1 mC
Figura 15. Comparacion de la capacidad optima de
remocion del colorante Black 2-10 (500 ppm) de las
cepas B. cereus AM13 y FS1, incubadas en los medios
de cultivo MEF o PEF.
Decoloracion de Black 2-10 con células de B. cereus
AM13 y FS1 inactivadas por calor y sobrenadante de
medio MEF.
Debido al alto % de decoloracién en TO y a que la pastilla
bacteriana adquiere un color negro, se presume que podia
ser un fendmeno de biosorcion por lo cual se realiza el
ensayo de decoloracion con biomasa inactivada por calor
de las cepas de B. cereus AMI3 Y FS1 y otro de
decoloracion con el sobrenadante del medio,

presumiéndose entonces que este pudiera ser un proceso

biotico-abiotico (Figura 16).
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Figura 15. Ensayo de decoloracion con biomasa
inactivada por calor de las cepas de B.cereus AM13 y
FS1 y otro de decoloracion con el sobrenadante del
medio en tiempo de incubacion de 3h . En color
anaranjado el tiempo 0 y en color café el tiempo a las

3h de incubacién de ambas cepas.

En el resultado anterior se puede observar que la
biomasa de las dos cepas de B. cereus AM13 y FS1 es
capaz de bioabsorver un porcentaje de colorante Black
2-10 siendo mas eficiente en desde tiempo O la cepa
AM13 y FS1 aumentando su eficiencia de biosorcion a
las 3h alrededor de un 20%. Por otra parte, en los
ensayos con sobrenadante recuperado del cultivo celular
de ambas cepas, se puede observar que el control a las
3h decolora menos del 30%, mientras que ambos
sobrenadantes de cultivo celular de AM13 y FSI son
del 95% desde TO

capaces de decolorar mas

manteniendo esta decoloracion a las 3h.

De manera adicional se realiza un anélisis de costo 1 L
de medio de cultivo en donde como resultado obtenemos
que el medio de cultivo que representa mayor eficiencia
para ensayos de biorremediacion también es el mads
barato. (No por mucho dinero, pero a gran escala este si
representa un valor mas grande) (Tabla 1)

Tabla 1. Analisis de costo de 1L de medio de cultivo

economico MEF y PEF

Costo de medio de cultivo (1L)

MEF PEF
$9.42 $9.67
CONCLUSIONES

La cepa FS1 resistente a neomicina esta deletada en el gen
plcR. Esta alteracion en la cepa le confiere a la cepa un
crecimiento ligeramente mas lento y resistencia parcial a
Cr(VI)

El proceso de reduccion de Cr(VI) por la cepa AM13 es
un proceso bidtico-abiotico el cual ocurre de manera mas
eficiente en medio MEF el cual esta constituido por 1%
de fuente de carbono, 1% de extracto de levadura y 0.3%

de fertilizante.
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De las fuentes de carbono econdémicas probadas, la
melaza presenta una mayor eficiencia reducciéon de
Cr(VI) y colorante triazoico Black 2-10 por las cepas B.
cereus AM13 y FS1, en comparacion con el piloncillo
como fuente de carbono; aparentemente, esto se debe a
que el crecimiento es mejor en presencia de melaza y
podria ser que se estén produciendo metabolitos en el
medio que ayuden a la remocién de los contaminantes
anteriormente mencionados.
Las cepas AM13 y FSI muestran una capacidad similar
para eliminar Cr (VI) y el colorante triazoico Black 2-
10, lo que indica que la eliminacién del gen plcR no
afecta estas capacidades.
El costo de 1 L de medio de cultivo es ligeramente
menor en el medio MEF en comparacion con el medio
PEF.
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