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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evaluo la resistencia de Acinetobacter

Jjohnsonii frente a la exposicion de Cr® un contaminante muy toxico presente en
procesos industriales como la fabricacion de tintes, cuero, pinturas y metales. Con
el objeto de evaluar la resistencia de esta cepa a diferentes concentraciones del
cromo hexavalente Se determino la cinética de crecimiento de ésta en medio Luria-
Bertani suplementado con 2000, 4000 y 8000 ppm de Cr¢* a 37 °C y con agitacion
orbital a 30 rpm. Mediante el seguimiento a través de densidad optica (ODeoo) y
recuento de UFC a partir de tres réplicas por tratamiento. Conjuntamente, se
construy6 un arbol filogenético a partir de la secuencia del gen 16S rRNA para
comparar la cepa aislada con otras especies del género Acinetobacter. Los
resultados indicaron que toler6 hasta 8000 ppm de Cr¢*, a pesar de las diferencias
significativas segun ANOVA (p < 0,001) la bacteria alcanz6 una densidad
poblacional maxima de 27 x 10¢ UFC a 8000 ppm, con una tasa de crecimiento k =
0,0174 h'. Ademas, se identificaron respuestas morfoldgicas en el conteo de UFC
ante la exposicion al metal, y el analisis filogenético del gen 16S rRNA mostré un
>95% de similitudes con especies reductoras de Cr ¢ sugiriendo la posible
existencia de genes como el chrR que se han descrito implicados en la
detoxificacion del Cr¢*. En conclusion, Acinetobacter johnsonii mostrd una notable
tolerancia al Cr®', junto con caracteristicas morfoldgicas y genéticas asociadas a la

resistencia bacteriana, destacando su potencial.

Palabras clave: Cromo hexavalente, Resistencia bacteriana, Adaptacion

ambiental, Tolerancia microbiana, Estrés oxidativo, Cambios morfoldgicos.

Xil



ABSTRACT

In the present research work, the resistance of Acinetobacter johnsonii to Cr®, a
highly toxic contaminant present in industrial processes such as the manufacture of
dyes, leather, paints and metals, was evaluated. In order to evaluate the resistance
of this strain to different concentrations of hexavalent chromium, its growth kinetics
was determined in Luria-Bertani medium supplemented with 2000, 4000 and 8000
ppm Cr¢* at 37 °C and with orbital shaking at 30 rpm. By monitoring through optical
density (ODssoo) and CFU counts from three replicates per treatment. In
conjunction, a phylogenetic tree was constructed from the 16S rRNA gene sequence
to compare the isolated strain with other species of the genus Acinetobacter. The
results indicated that it tolerated up to 8000 ppm Cr¢*, despite significant differences
according to ANOVA (p < 0.001) the bacterium reached a maximum population
density of 27 x 10¢ CFU at 8000 ppm, with a growth rate k =0.0174 h-'. In addition,
morphological responses in CFU count upon metal exposure were identified, and
phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene showed >95% similarity to Cr ¢*-
reducing species suggesting the possible existence of genes such as chrR that have
been described to be involved in Cr®" detoxification. In conclusion, Acinetobacter
johnsonii showed remarkable tolerance to Cr®, along with morphological and
genetic characteristics associated with bacterial resistance, highlighting its

potential.
Keywords: Bacterial resistance, Bacterial resistance, Environmental adaptation,

Microbial tolerance, Oxidative stress, Morphological changes, Hexavalent

chromium.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

1.1 Revision de antecedentes

El cromo, es un metal de transicion que forma parte del grupo VI, su nombre
proviene del término del griego “chroma” que hace referencia al color, debido a la
variedad de tonalidades que presentan sus compuestos. En la naturaleza, el cromo
suele encontrarse en minerales, siendo la cromita uno de los mas representativos.
En su estado de oxidacion Cr'®, también llamado cromo hexavalente, se encuentra
frecuentemente en residuos y contaminantes provenientes de procesos industriales.
Lo que lo convierte en una preocupacion significativa para la salud humana debido
a su asociacion con varios tipos de cancer (Sathishkumar et al., 2017). Por otro lado,
en su estado de Cr™ denominado cromo trivalente menos nocivo. El cromo tiene
diversas aplicaciones industriales, como tintes de textiles, curtido de cuero,
fabricacion de pinturas y pigmentos, asi como en galvanoplastia y procesamiento

de metales (metalurgia) (Essahale et al., 2012).

Por otro lado Ruesta y Salazar (2021) en la revision sistematica tienen como
objetivo comprender como estos microrganismos son capaces de bacterias reducir
el Cr'¢ de los efluentes de curtiduria. Este estudio consideré mas de 40 articulos
cientificos en un periodo de doce afios en el cual ha empleado la metodologia
PRISMA, que de tal manera ayuda es una forma sistematica de reportar con de una
manera mas claridad los diferentes métodos y hallazgos obtenidos en donde se
evidencio que las bacterias aerobias son unas de las mas utilizadas en el area y
también se identificaron las condiciones Optimas en funciéon a estos
microorganismos. Ademas, cabe mencionar que la India y Pakistan lideran en la
investigacion en este campo. Segun Islas y Bojorquez (2011) se han identificado
diversas especies, como Pseudomonas putida MKI1, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus spp. y Staphylococcus cohnii, que han sido

encontradas en lugares donde hay contaminacion por cromo hexavalente.



El género Acinetobacter sobresale por su adaptabilidad excepcional,
prosperando en una amplia variedad de entornos, desde ambientes extremos como
Antartida, deshielos, lagunas de gran altitud en los Andes argentinos, piscinas
contaminadas, como zonas petroleras en la India, explotaciones de oro y aluminio
en Eslovaquia, e incluso en aguas residuales procedentes de hospitales en China.
Estas bacterias poseen notables propiedades biocataliticas, que les permiten
descomponer pesticidas, xenobioticos, petréleo, fosfatos, amoniaco y metales
pesados (Montes-Robledo et al., 2024). Mostrando capacidad de supervivencia y
en algunos casos, capacidad de biotransformacion, biosorcién y bioacumulacion

(Islas-Espinoza y Bojorquez-Aguilar, 2011).

Destacando el género por su capacidad para poder adaptarse a estos
ambientes dificiles y realizar procesos de detoxificacion. Por ejemplo, mencionar
la bacteria MA19 degrada el malation en aguas residuales (Xie et al., 2009),
mientras que la cepa F elimina amonio, nitrito y nitrato en las aguas residuales
(Zhong et al., 2023). Por otro lado, la cepa b2w, tiene la capacidad biotransformar
y acumular cromo (Sevak et al., 2023). Y la especie Acinetobacter sp. (ADHR1) de
igual manera de convertir cromo Cr®* a Cr** como potencial para estos procesos de

biorremediacion ambiental (Montes-Robledo et al., 2024).

Finalmente, la cepa de Acinetobacter johnsonii, recolectada durante la XVII
Expedicion Antartica de 2012 en la Estacion Pedro Vicente Maldonado en Isla
Greenwich, fue identificada en la Universidad Técnica del Norte dentro de un
estudio que determind su capacidad de degradacion del polietileno, mostrando
resultados prometedores (Pazos, 2022). Ademas, es uno de los primeros reportes de
esta bacteria en el continente antartico. Varios estudios han identificado un
potencial y la capacidad de biorremediacion, sugiriendo su posible capacidad como
biorremediador del cromo hexavalente (Montes-Robledo et al., 2024; Sevak et al.,

2023a; Xie et al., 2009; Zhong et al., 2023).



1.2 Problema de investigacion y justificacion

La liberacion de metales pesados por factores bioldgicos y ambientales
puede propiciar su incorporacion en las cadenas alimentarias, lo que desencadena
problemas de bioacumulaciéon y biomagnificacion (Jaiswal et al., 2018). Este
fenomeno, originado por actividades industriales y antropogénicas como la mineria,
metalurgia, industria quimica, agricultura, vertidos urbanos, residuos solidos y
emisiones vehiculares, provoca contaminacion del suelo y del agua a nivel mundial
(Abdallah, 2023; Wang et al., 2019). La superacion de los limites seguros
establecidos por la normativa (Wang et al., 2019) esta contaminacidn en un riesgo
para la salud publica y al ambiente, afectando la sostenibilidad del entorno y la

salud humana (Alengebawy et al., 2021; Briffa et al., 2020).

Estudios recientes realizados partir de ntcleos de hielo antarticos indican
una preocupante problematica de metales pesados como por ejemplo, Pb, Cd, TI,
Bi, Ce que principalmente su origen tendria relacion a las actividades
antropogénicas principalmente la minera y metalurgica en América del Sur y
Australia entre el siglo XVIII, transportadas por los vientos estratosféricos y
troposféricos medidos en Law Dome y Costs land provienetes de las fundiconsde
Broken Hill y Porta pirie en Australia (McConnell et al., 2023). Enfatizando la
importancia de porque implementar ciertas estrategias de biorremediacion serian
mas beneficiosas por lo que enfatizan el rol ciertos microorganismos capaces de
biorremediar metales pesados, de tal manera ofreciendo alternativas para abordar

este problema (Verma y Kuila, 2019).

Con efectos negativos como son la degradacion de la calidad de los recursos tanto
agua y suelo, comprometiendo la seguridad alimentaria y la salud de los individuos
a largo plazo (Abdallah, 2023). Y a pesar de la magnitud del problema, también la
falta de infraestructuras adecuadas y estudios de procesos de biorremediacion
suficientes se ve limitada la capacidad de una tratamiento mas efectivo y economico
al mismo tiempo, lo que hace alin mas la situacion sus impactos negativos a largo

plazo (Biswas et al., 2021). Por ello la importancia de implementar estrategias



globales de mitigacion de manera integral, y con el objetivo de poder salvaguardar

tanto la salud humana como el equilibrio del ambiente.

Los sistemas convencionales de tratamiento de metales pesados conllevan
costos significativos y pueden incluso contribuir a una mayor contaminacion
secundaria, lo que agrava el problema existente (Abdallah, 2023). En contraste, la
aplicacion de microorganismos para la biorremediacion ofrece una solucion mas
economica y potencialmente mas efectiva en comparacion con las técnicas
tradicionales. Por ello este enfoque podria significar una reduccion considerable en
los costos asociados con la mitigacion y gestion de la contaminacion, al mismo
tiempo que ofrece una alternativa mas sostenible y menos intrusiva (Biswas et al.,

2021).

Los metales pesados en lo que respecta al ambiente son una de las amenazas
con mas efectos negativos para tanto los ecosistemas terrestres y los acuaticos, mas
aun se podria decir especialmente en entornos mucho mas sensibles como la
Antartida (McConnell et al., 2023). En este contexto la importancia de la presencia
de estos microorganismos que son capaces de tolerar y mds atn degradar ciertos
metales pesados abre una puerta que ofrece una alternativa sostenible y tal manera
al mismo tiempo efectiva para recuperar los suelos y aguas contaminadas, y asi
poder dar una conservacion mas sostenible estos ecosistemas mencionar a los
paramos altoandinos y las zonas polares (Biswas et al., 2021). Ademas, este
proyecto se ajusta con los Objetivos de Desarrollo Sostenible 6 (Agua limpia y
saneamiento) y el 15 (Vida de ecosistemas terrestres), de esta forma se da paso a
mas soluciones innovadoras para la purificacion y descontaminacion de aguas y

suclos (Naciones Unidas, 2018).

El proyecto parte de la “Evaluacion de la tolerancia a cobre, potasio, cromo,
plomo, cadmio, zinc de la cepa bacteriana antartica Acinetobacter johnsonii” la cual
se enfoca en ver la interaccion de capa con metales pesados més problematicos y
posibles soluciones. Este trabajo también se respalda con convenios con la

Direccion General de Intereses Maritimos DIGEIM, la Universidad Técnica del



Norte y el Instituto Oceanografico y Antartico de la Armada INOCAR, lo cual
fortalecer la investigacion en la region antartica con el objetivo de generar
investigacion.

1.3 Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar la tolerancia de la bacteria antartica Acinetobacter johnsonni al

cromo hexavalente en condiciones de laboratorio.

1.3.2 Objetivos especificos

e Evaluar la cinética de crecimiento de Acinetobacter johnsonii

utilizando espectrofotometria y UFC como método de seguimiento.

e Determinar la cinética a varias concentraciones del cromo hexavalente

de Acinetobacter johnsonii mediante espectrofotometria y UFC.

e Andlisis de los mecanismos tolerancia de Acinetobacter johnsonii a

diferentes concentraciones de cromo hexavalente.

1.4 Preguntas directrices de la investigacion

(Cuales son los niveles de tolerancia de Acinetobacter johnsonii ante el cromo

hexavalente?

(Cuales es la cinética de crecimiento Acinetobacter johnsonii ante las diferentes

concentraciones de cromo hexavalente?

1.5 Hipotesis

La bacteria antartica es capaz de tolerar el cromo hexavalente mediante
analisis de la tasa de crecimiento, UFC y la espectrofotometria como método de

evaluacion.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1 El Cromo

El cromo, un elemento metalico de transicidn con nimero atéomico 24,
presenta una variedad significativa de propiedades quimicas. Se encuentran en
varios estados de oxidacion (Figura 1), como Cr*?, Cr"y Cr*® (Gupta y Rastogi,
2009). Particularmente, los compuestos de cromo hexavalente son particularmente
conocidos por sus propiedades acidas y oxidantes, lo que los convierte en
componentes valiosos en diversas aplicaciones industriales, como la produccion de
pigmentos, el proceso de curtido de cuero y el tratamiento de superficies metalicas
(Téllez et al., 2004). Descubierto por Louis Nicolds Vauquelin en 1797, quien
produjo 6xido de cromo (VI) al mezclar crocoita con &cido clorhidrico, el cromo
metalico fue aislado al afio siguiente al calentar el 6xido en un horno de carbon

vegetal (Eggs, 2017).

Figura 1

Ciclo del cromo en el ambiente
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2.1.1 Fuentes de Contaminacion por Cromo Hexavalente

El cromo se encuentra naturalmente en varias formas y puede ser liberado
al medio ambiente tanto por procesos naturales como antropogénicos. Las fuentes
antropogénicas, como la fabricacion de acero inoxidable, la produccion de
pigmentos y colorantes, el curtido de cuero y la preservacion de madera, son
responsables de la generacion de cromo hexavalente Cr*® que contamina el aire, el
agua y el suelo. Ademas, el cromo metalico Cr se utiliza en la fabricacion de acero,
mientras que las formas trivalentes predominan en seres vivos (Antolinez et al.,

2020).

2.1.2 Naturales y Antropogénicas

El cromo se presenta en la naturaleza en distintas formas y puede ser
liberado al medio ambiente en procesos geoldgicos naturales, como la erosion de
rocas que contienen cromo. Sus fuentes naturales son los depdsitos minerales y la
actividad volcénica. El agua y el suelo el cromo se puede encontrar por medio de
estos procesos naturales y en cuanto a concentraciones se refiere puede estar
presente en pequenas cantidades (Piedad et al., 2010). Por otro lado, su origen es a
causa de actividades humanas como la elaboracion de aceros inoxidable, la
obtencion de colorantes y pigmentos, el curtido de pieles y la preservacion de la
madera (Soni et al., 2013) que liberan Cr™® al medio, contaminando el aire, el agua
y el suelo. En adicién, el cromo metalico Cr? es utilizado en la fundicién de acero
y las formas trivalentes se muestran mas frecuentes en los organismos vivo (Piedad

et al., 2010).

2.2 Efectos téxicos del Cr*t

El cromo hexavalente Cr*® es muy toxico y representa un riesgo para la
salud humana y el medio ambiente, debido a su persistencia en el medio. El cromo
hexavalente es un fuerte oxidante y muy soluble, lo que le permite atravesar

facilmente las membranas bioldgicas y tener efectos de caracter dafiino en los



ecosistemas y en la salud humana (Eggs, 2017). Sus efectos causan preocupacion
en los ecosistemas y la salud humana, dado que es un compuesto muy toxico y

persistente en el medio (T¢llez et al., 2004).

2.2.1. Bioacumulacion en Ecosistemas Acudticos y Terrestres

El Cr*® es altamente toxico para la vida acuética y terrestre, lo que afecta
negativamente la biodiversidad y el funcionamiento de los ecosistemas. La
bioacumulacion y biomagnificacion de Cr*® a través de las cadenas alimentarias
pueden llevar a niveles toxicos en organismos superiores, incluyendo aves y
mamiferos, lo que afecta su reproduccion, crecimiento y comportamiento (Jaiswal
et al., 2018). La persistencia y movilidad de Cr*® en el ambiente aumentan su
potencial de causar dafio en los ecosistemas acuaticos y terrestres, aumentando los

riesgos para la biodiversidad (Soni et al., 2013).

2.2.2.En la Salud Humana

Los efectos del cromo en la salud humana dependen de diversos factores,
como la cantidad, duracion y tipo de exposicion, ademads de la interaccidon con otras
sustancias quimicas y las caracteristicas individuales de la persona expuesta, como
edad, sexo, dieta, estilo de vida y estado de salud. Los trabajadores expuestos al
cromo pueden experimentar problemas respiratorios, irritacion del revestimiento
nasal y alergias cutaneas, entre otros efectos (ATSDR, 2012). La exposicion cronica
al Cr'® puede llevar a enfermedades graves como cancer de pulmoén, problemas

renales y hepaticos, y dafios en el sistema inmunolédgico (Eggs, 2017).

2.3 Género Acinetobacter

Las bacterias del género Acinetobacter, pertenecientes a la familia
Moraxellaceae, se caracterizan por su morfologia gramnegativa, cocobacilo, no
movil y aerobia facultativa, lo que les confiere una alta adaptabilidad a diversas

condiciones ambientales y las convierte en candidatas prometedoras para



aplicaciones de biorremediacion (Montes-Robledo et al., 2024). La Antartida, un
entorno extremo y pristino, alberga una diversidad tnica de microorganismos
adaptados a condiciones ambientales rigurosas. Entre estos microorganismos, se
destacan ciertas especies del género Acinetobacter por su potencial en aplicaciones
biotecnoldgicas, incluida la biorremediacion de contaminantes ambientales, como

el cromo hexavalente Cr'® (Montes-Robledo et al., 2024).

2.3.1 Potencial del género Acinetobacter en la biorremediacion: Cr*¢

Acinetobacter johnsonii ha sido estudiada en el contexto de la
biorremediacion de contaminantes, aunque no se ha documentado su capacidad
especifica para degradar el cromo hexavalente Cr'®. Sin embargo, investigaciones
han demostrado que otras cepas del género Acinetobacter, han demostrado esta
capacidad. Acinetobacter baumannii, por ejemplo, puede reducir el Cr*®a Cr"con
una tasa de biorreduccion de hasta el 99% bajo condiciones 6ptimas (Sathishkumar
et al., 2017). Ademas, Acinetobacter sp. (ADHR1) ha mostrado reducir hasta el
100% del Cr*®en 18 a 24 horas, confirmando la presencia de la enzima cromato
reductasa (Montes-Robledo et al., 2024). En contexto, Acinetobacter junii también
destacando su capacidad para acumular y biotransformar este contaminante (Sevak

et al., 2023).

2.3.2 Bacteria Acinetobacter jhonsonii

La cepa MA19 ha demostrado su capacidad para degradar el malation en
aguas residuales (Xie et al.,, 2009). Igualmente, LXL C1 puede degradar
ciprodinilo (Wang et al., 2019), y la cepa F elimina amonio, nitrito y nitrato,
destacando su versatilidad en la biorremediacion de diferentes contaminantes
(Zhong et al., 2023). También se ha reportado puede degradar compuestos
aromaticos como la naftalina, el antraceno y el pireno (Jiang et al., 2012; Jiang et
al., 2018). Ademas, la cepa MJ4 es capaz de degradar mas del 90% del gasoleo
(diésel) con una concentracion inicial de 20,000 mg/l después de 7 dias de

incubacion, con la degradacion mas significativa ocurriendo durante los primeros 3



dias en suelos afectados por derrames de petroleo en Daejeon, Corea del Sur (Lee
et al., 2012). Estudios recientes han identificado que la cepa recolectada en
expediciones antarticas tiene la capacidad de degradar polietileno, sugiriendo un
potencial interés en su aplicacion para la biorremediaciéon de suelos y aguas

contaminadas en entornos polares como la Antartida (Pazos, 2022).

2.4 Marco legal

2.4.1 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

El presente estudio esta vinculado a los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) propuestos en la Agenda 2030 de las Naciones Unidas, en particular al ODS
6, que incentiva el acceso al agua limpia y al saneamiento, y al ODS 15, orientado
a la preservacion de los ecosistemas terrestres. Estas metas subrayan la necesidad
de desarrollar alternativas eficaces para la descontaminacion y purificacion de
suelos y aguas, promoviendo una gestion responsable de los recursos naturales y

asegurando la proteccion de la biodiversidad suelos (Naciones Unidas, 2018).

2.4.2 Constitucion del Ecuador 2008

Este estudio se enmarca en las normativas legales vigentes en Ecuador.
Desde el afio 2008, la Constitucién de la Republica del Ecuador reconoce a la La
Naturaleza como un sujeto de derechos. Estas leyes impulsan la conservacion y
recuperacion del medio ambiente, fomentando un uso responsable y equilibrado de

los recursos, tanto renovables como no renovables (Asamblea Nacional, 2008):

En referencia al Art 14 de la constitucion, establece el derecho a vivir en un

ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado.

El Art 32 declara que la salud es un derecho que el estado debe garantizar

mediante politicas ambientales.
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El Art 395 establece el principio de precaucién en materia ambiental,
obligando al estado a adoptar medidas preventivas y restrictivas en caso de riesgo

de dafio grave al medio ambiente.

2.4.3 Codigo Organico del Ambiente (CODA)

El libro tercero de la calidad ambiental, titulo V de gestion integral de
residuos y desechos capitulo I disposiciones generales en el Art 225 menciona
sobre el fomento de la investigacion, el desarrollo y la implementacion de las
mejores tecnologias disponibles para reducir los impactos ambientales y proteger

la salud humana (Ministerio del Ambiente, 2017).

2.4.4 Reglamento al codigo organico del ambiente (RCODA)

La Autoridad Ambiental Nacional, junto con el ente rector del Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnologia, Innovacion y Saberes Ancestrales, desarrollard y
actualizard los Lineamientos Estratégicos Nacionales de Investigacion Ambiental.
Estos lineamientos, detallados en el Art 29, se enfocan en fortalecer la coordinacion
entre las instituciones que llevan a cabo investigacion ambiental y en fomentar el
desarrollo del conocimiento relacionado con la temdatica ambiental en Ecuador

(Ministerio del Ambiente, 2019).

2.4.5 Ley Orgdnica de Recursos Hidricos uso y Aprovechamiento del Agua

En la Seccioén Segunda se detallan los objetivos de Prevencion y Control de
la Contaminacion del Agua. En el Articulo 79 se establece que la autoridad unica
del recurso hidrico siendo esta la autoridad ambiental nacional y mas los gobiernos
autonomos descentralizados deben colaborar para lograr los siguientes propositos

(Asamblea Nacional, 2014):

a) Garantizar el acceso al agua como un derecho humano fundamental para el bienestar, los
derechos a la naturaleza, preservacion de todas las formas de vida en un entorno saludable,

ecologicamente equilibrado y libre de contaminacion.
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b) Proteger la cantidad y mejorar la calidad del agua.

¢) Regular y prevenir la acumulacion de sustancias toxicas, desechos, vertidos y otros elementos

contaminantes en el suelo y subsuelo que puedan afectar las aguas superficiales o subterraneas.

d) Supervisar las actividades que puedan causar daiio al agua y a los ecosistemas acudticos y

terrestres relacionados, y asegurar la restauracion de aquellos que estén degradados.

e) Prevenir la degradacion de los ecosistemas asociados al ciclo hidrologico.

2.4.6 Tratado Unificado de Legislacion Ambiental, TULSMA (acuerdo
ministerial 097- A)

El Registro Oficial N°387 del 04 de noviembre de 2015, que actualmente se
encuentra en vigor, incluye la emision de los apéndices del Texto Unificado de

Legislacion Secundaria del Ministerio, que son los siguientes:

Tabla 1

Valores maximos permisibles de Cr*% en recurso hidricos

Tablas Parametros Unidad Limite méximo permisible
Criterios de calidad de fuentes de Cromo mg/1 0.05
agua para consumo humano y hexavalente

doméstico (Tabla 1)
Limites de descarga al sistema de Cromo mg/l 0.5

alcantarillado publico (Tabla 8)  hexavalente

Limites de descarga a un cuerpo Cromo mg/l 0.5
de agua dulce (Tabla 9) hexavalente

Limites de descarga a un cuerpo Cromo mg/l 0.5
de agua marina (Tabla 10) hexavalente

Nota. Limites maximos permisibles de la calidad ambiental y descarga de efluentes para el recurso

agua (Anexo 1).
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Tabla 2

Valores mdximos permisibles de Cr*% en suelo y remediacion

Parametro Unidades* USO DEL SUELO

Residencial Comercial Industrial Agricola

Parametros Inorganicos
Cromo Total mg/kg 64 87 87 65
Cromo VI mg/kg 0.4 1.4 1.4 0.4

Nota. Limites maximos permisibles de la calidad ambiental del recurso suelo y los criterios de

remediacion para suelos contaminados (4nexo 2).

2.4.7 Plan de Desarrollo para el Nuevo Ecuador 2024-2025

El Objetivo 7 del Plan de Desarrollo para el Nuevo Ecuador 2024-2025
busca precautelar el uso responsable de los recursos naturales dentro de un entorno
ambientalmente sostenible. La Politica 7.4 se centra en la conservacion y
restauracion de los recursos naturales renovables, tanto terrestres como marinos,
promoviendo modelos de desarrollo sostenibles, de bajas emisiones y resilientes a

los efectos adversos del cambio climatico (Secretaria Nacional de Planificacion,

2024).
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CAPITULO III

3. METODOLOGIA

3.1 Descripcion del Area de Estudio

Las muestras originales de suelo fueron recolectadas durante la XVII

Expedicion Antartica de 2012, en la estacion ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado

(Figura 2). Este trabajo dio continuidad a la investigacion sobre la bacteria antartica,

la cual fue identificada y se dispone de una muestra pura (Pazos, 2022). El estudio

se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales (LABINAM),

ubicado en el campus San Vicente de Paul de la Universidad Técnica del Norte.

Figura 2

Mapa de Ubicacion de la Estacion Ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado
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14



3.2 Metodologia

3.2.1 Preparacion de Muestra Madre

De acuerdo con la literatura, se recomendo la siembra en agar (Soya Casein
Digest) segtn la especie estudiada ( BacDive, 2023) . Se utilizd una muestra de la
colonia, y se inoculd en un medio s6lido de agar nutritivo mediante la técnica de
agotamiento con cotonete. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas para
permitir el crecimiento bacteriano (Sathishkumar et al., 2017). Posteriormente, se
verifico la uniformidad de las colonias mediante exdmenes visuales y
microscopicos para detectar posibles contaminaciones. Una vez verificada la pureza
de las colonias, se transfirieron una colonia de la cepa de 4. johnsonii a un frasco

con 100 ml de medio Luria Bertani (LB) previamente preparado (Figura 3).

Figura 3

Preparacion de muestras A. johnsonii y conservacion BHI

Muestra R2 Siembra +Agar (Soya caesin) Conservacion
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Acinetobacter jhonsonii Bertani (LB)

3.2.2 Determinacion de la tasa de crecimiento bacteriano en LB

Se prepararon matraces R1 con 45 ml y matraces R2 con 40 ml de medio
Luria Bertani, incluyendo los controles. Se realizaron tres repeticiones y tres
controles (Figura 4). En cada una de las tres repeticiones, se afiadieron 5 ml de
cultivo bacteriano en los matraces Erlenmeyer OR1 y 10 ml en los matraces R2, lo
que permitié evaluar el efecto de diferentes concentraciones de indculo en el
crecimiento bacteriano a 37 °C y 30 rpm. Asi, R1 representd un indculo menos

concentrado y R2 un indculo mas concentrado. Se midié la concentracion del
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cultivo utilizando espectrofotometria o turbidimetria (Estdndar de McFarland) a una
longitud de onda de 600 nm, y estos datos se compararon con el conteo en placa

(Montes-Robledo et al., 2024).

Figura 4

Determinacion de la tasa de crecimiento A. johnsonii en LB
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3.2.3 Conteo de colonias UFC

Para el conteo en placa, se realizo primero la preparacion de diluciones de
la cepa microbiana mediante la técnica de diluciones seriadas. Se transfirié 1 ml de
la soluciéon microbiana a un tubo de ensayo que contenia 9 ml de agua destilada,
utilizando una micropipeta. La mezcla se agitd para asegurar la homogeneidad de
107" a 107¢. Una vez preparadas las diluciones, se inocul6 0.1 ml de 10 en placas
de agar soya casein digest. Para ello, se utiliz6 un asa Drigalski de vidrio,
asegurandose de que el asa estuviera seca y sin exceso de muestra. Las placas se
incubaron durante 24 horas a 37 °C (Figura 4). El primer conteo microbiano se
realizd a las 24 y 48 horas de iniciada la incubacion, para posteriormente aplicar la

ecuacion de tasa de crecimiento UFC (1).

a t—t
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Nota. Medio de verificacion para corroborar que no hay contaminacion (Gualoto et al.,

2011).

K= tasa de crecimiento bacteriano

LnN>2= logaritmo natural del nimero de colonias final (a las 48 horas)
LnNi=Logaritmo natural del nimero de colonias inicial (a las 24 horas)
t2= Tiempo final de conteo (48 h)

t1= Tiempo inicial de conteo (24h)
3.2.4 Preparacion de Muestras Madre del Metal

Para este estudio, se prepararon muestras madre del metal con
concentraciones de 2000, 4000 y 8000 ppm en un volumen total de 300 ml. La
preparacion de estas muestras es fundamental para garantizar que se disponga de
soluciones con concentraciones precisas de cromo hexavalente, que es el compuesto
de interés en este andlisis. La concentracion en partes por millon (ppm) se calculo
utilizando la siguiente formula:

(2)

g (soluto) = 10°
ppm =

ml (solucion)

Esta formula permite determinar cuantos gramos del soluto se requieren
para alcanzar la concentracion deseada en un volumen especifico de solucion. Para

facilitar el calculo de la masa del soluto necesaria, se deriva la siguiente ecuacion

Para la preparacion de la concentracion de 2000 ppm, se utilizo la siguiente

formula:

X = (2000)ppm = (300)ml

106 0.6¢g
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X = (4000)ppm = (300)ml
- 106 o

12¢g

X = (8000)ppm = (300)ml

106 24¢

Luego considerar masa atdmica del cromo que es de 294.185
(Tomaszewski, 2017).De los cuales se considera que 104 g son de cromo por lo que

se debera realiza una regla de 3 para tener una concentracion exacta de la ppm.

0.6 * 294.185

X = 104 1.69g
_12 +294185 _
= 104 - 079

_2.4 »294185
= 104 - 079

Estos célculos aseguran que la cantidad de cromo en cada solucién madre
sea la adecuada para los experimentos posteriores, garantizando asi la precision de
la concentracion espera de la ppm esperados y la reproducibilidad de los resultados

en el estudio de la cinética del cromo hexavalente.
3.2.5 Pruebas de Tolerancia con Cr*f

Se prepararon soluciones de dicromato de potasio en concentraciones de
2000, 4000 y 8000 ppm en medio Luria Bertani (LB), utilizando un volumen total
de 300 ml y considerando la solubilidad de la sal a 20 °C (Figura 6). Antes del
ensayo de tolerancia, se verifico que el pH de la solucion inicial fuera siete pero
también se puede considerar los rangos de 5.5 a 7.5, ajustandolo con hidréxido de

sodio o acido clorhidrico segin fuera necesario (Gualoto et al., 2011). Este ajuste
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es crucial para asegurar que las condiciones del medio no afecten negativamente la

viabilidad de A. johnsonii durante el experimento.

En los matraces R1, se mezclaron 2 ml de 4. johnsonii con 18 ml de LB que
contenia 2000 ppm de dicromato de potasio, repitiendo este proceso para las
concentraciones de 4000 y 8000 ppm, incubando las mezclas a 37 °C y 30 rpm
(Figura 6). Se realiz6 una siembra en placa para el conteo de control, lo que permitid
la cuantificacion de las colonias bacterianas y la evaluacion del efecto del dicromato
sobre el crecimiento de la bacteria. Los resultados obtenidos de estas siembras se
compararon con los datos obtenidos por espectrofotometria, proporcionando una

medida adicional de la densidad celular.

Figura 5

Pruebas de tolerancia con Cr "6
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3.2.6 Andlisis Estadistico

Para el andlisis de los datos obtenidos en las pruebas con cromo hexavalente
Cr*S, se utilizo la interfaz RStudio. Primero, se calcularon la media y la desviacion
estandar de cada grupo de tratamiento para evaluar la consistencia de la respuesta

bacteriana en cada concentracion. A continuacion, se verifico la normalidad de los
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datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 1965). Si los datos
cumplian con esta suposicion de normalidad, se procedia con una prueba ANOVA
de una via para comparar las medias de las concentraciones de Cr™® entre los
distintos tratamientos (One-Way ANOVA) para comparar las medias de las
concentraciones de Cr*¢ en los diferentes tratamientos. Esto permiti6 identificar
diferencias significativas entre grupos y comprender mejor la respuesta de A.

Jjohnsonii ante diversas concentraciones de Cr*®.

3.2.6 Arbol filogenéticos

Para analizar la relacion filogenética de Acinetobacter johnsonii, se
construy6 un arbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA (Pazos,
2022). Esta secuencia fue comparada con las de otras especies del género
Acinetobacter seleccionadas por su capacidad previamente reportada para
biotransformar cromo hexavalente (Cr®) a cromo trivalente (Cr*"), o por su
potencial de bioacumulacion. Las especies consideradas fueron: Acinetobacter
baumannii (Sathishkumar et al., 2017), Acinetobacter sp. ADHR1 (Montes-
Robledo et al., 2024), Acinetobacter (Sevak et al., 2023) y Acinetobacter sp. ABI
(Essahale et al., 2012).

Estas secuencias especificas del gen 16S rRNA se lograron obtener a partir
de la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), en donde se seleccionaron solo a aquellas cepas asociadas y capaces de
hacer con estos procesos como son la biotransformaciéon o bioacumulacion de
cromo en funcidn a la literatura cientifica y ya reportada. Para ello fue necesario
validar la identidad y su similitud entre las secuencias obtenidas de estas cepas, de
tal forma se utiliz6 la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
para luego tener las secuencias alineadas este analisis permitio evaluar el grado de
similitud genética respecto a las especies estudiadas y asi construir el arbol
filogenético permitiendo ver las posibles similitudes en los mecanismos a

exposicion a Cré*(National Center for Biotechnology Information, 2025).
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3.3 Materiales y equipos

En la presente investigacion se determinaron las distintas herramientas e
insumos necesarios para evaluar la respuesta de la bacteria al cromo hexavalente
Cr¢". El espectrofotometro permiti6 medir el crecimiento la densidad Optica,
mientras que la cdmara de flujo laminar permiti6 en condiciones estériles para evitar

contaminacion.

Tabla 3

Materiales y equipos

N° Materiales N° Equipos N° Insumos
1 Asa Dn.glaflSkl De 1 Espectrofotometro 1 Agar S.O ya cacsin
Vidrio digest.
50 Cotonetes 1 Céamara ‘de flujo 1 Medio Luria Bertani
laminar (LB)
60 Cajas de Petri 1 Microscopio 1  Cromo hexavalente
60 Tubos de ensayo 2 Incubadoras
54  Tubos eppendorf 1 Mini agitador
15 Boecos 1 Autoclave
15 Frascos Erlenmeyer 1 Balanza Analitica
2 Pipetas 1 Estufa

2 Caja de guantes

2 Caja de mascarillas
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cinética de crecimiento de Acinetobacter johnsonii en ausencia de cromo

hexavalente

El crecimiento de cepa antartica en medio LB bajo condiciones aerdbicas y
sin la presencia de cromo hexavalente mostré un comportamiento distinto al patrén
tipico de tres fases (latencia, exponencial y estacionaria) observado en muchas
bacterias. A través del monitoreo de la densidad 6ptica (OD600) durante 48 horas,
se identifican tres etapas principales: fase exponencial temprana, fase de transicion
metabolica y fase estacionaria prolongada, con un segundo impulso de crecimiento
antes de alcanzar el equilibrio poblacional (Tian et al., 2016). Lo llamativo es que
antes de llegar a la fase estacionaria, hubo un segundo aumento en el crecimiento,
lo cual sugiere que la bacteria activo nuevas vias metabolicas o uso otro tipo de

nutriente presente en el medio (Deng et al., 2021).

Al iniciar las mediciones a partir de las 6 horas se registré un incremento
constante respecto a la OD%” pasando de 0.0355 a 0.1298 (Figura 7). Por lo que
este comportamiento indica que la cepa no requiri6 una fase de latencia claramente
definida, por lo que esto podria deberse por su alta versatilidad metabodlica y su
adaptabilidad al medio liquido LB, como se ha reportado en otros estudios respecto
al género Acinetobacter (Montes-Robledo et al., 2024).Por ello es una caracteristica
permite a la bacteria poder iniciar su multiplicacion muy rapidamente tras el
in6culo de esta aprovechando todos los nutrientes disponibles en el medio. Después
entre las 6 y 8 horas, se logrdé observar la disminucion en la pendiente del su
crecimiento, esto que sugiere a una transicion metabdlica o una respuesta a ciertos

factores ambientales limitantes en el medio (Zhong et al., 2023).
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Figura 6

Curva de crecimiento Acinetobacter johnsonni en LB
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A partir de las 24 horas, se registré un nuevo incremento en la densidad
celular, aunque este proceso no fue inmediatamente lineal. Entre las 24 y 30 horas,
la ODsoo mostré una ligera estabilizacion, oscilando entre 0.1596 y 0.1693 (Figura
7). Este periodo de equilibrio transitorio sugiere una fase de ajuste metabdlico,
durante la cual la bacteria pudo haber activado rutas alternativas para utilizar
sustratos menos preferentes presentes en el medio LB, como aminoacidos y
péptidos (Montes-Robledo et al., 2024). Este fendmeno es comun en
microorganismos con alta versatilidad metabodlica, donde la transicion entre fuentes
de carbono requiere tiempo para la sintesis de enzimas especializadas (Tian et al.,

2016).

En el periodo de las 30 horas se observé una segunda etapa de crecimiento,
que fue mas notoria a las 48 horas, alcanzando un valor maximo de 0.213 en
densidad optica (OD). Este repunte sugiere que la bacteria logra adaptarse a los
cambios en la cantidad de nutrientes, lo cual resulta importante para sobrevivir en

ambientes dificiles y también podria ser util en procesos de limpieza de
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contaminantes (Deng et al., 2021). Ademads, que la cepa, el hecho de que atraviese
una fase de pausa prolongada y luego tenga varios momentos donde vuelve a crecer,
muestra que su comportamiento es variable. Esto dependeria de varios factores,
como las condiciones del medio, la presencia de oxigeno y la capacidad que tiene

la especie para ajustarse a distintos entornos (Zhong et al., 2023).

En analisis estadistico se obtuvo (p = 0.078) lo cual quiere decir que no
mostrd diferencias marcadas entre las réplicas 5 ml y 10 ml de indculo, lo que
sugiere que la cantidad empleada no influy6 de forma significativa en el crecimiento
bacteriano bajo estas condiciones. Ademds, mencionar a Islas-Espinoza &
Bojorquez-Aguilar, (2011); Zhong et al., (2023) que el volumen del inéculo no
siempre limita el crecimiento, especialmente cuando el medio de cultivo es
adecuado. De igual manera. Ruesta Herencia & Salazar Ciudad, (2021) han
mencionado que la calidad del medio puede influir més que la cantidad del in6culo,
lo cual resalta la importancia de ajustar bien las condiciones de cultivo para

favorecer el desarrollo bacteriano.

4.1.1 Tasa de crecimiento (UFC) en ausencia de cromo hexavalente

La tasa de crecimiento se evalud a través del conteo de serias unidades
formadoras de colonias (UFC), obteniendo resultados significativos que se detallan
en la (Figura 8). Se observd una densidad poblacional entre 4 x 10° UFC entre las
primeras 4 horas, esto indica que la bacteria estaba comenzando a establecerse en
el medio. En este caso es bajo los UFC lo cual es tipico en las primeras fases
iniciales de crecimiento conocida como la fase de adaptacion (Montes-Robledo et
al., 2024). Y a las 48h densidad poblacional estuvo entre 181.3 x 10° UFC con una
tasa de crecimiento de k = 0.032 h™’, esto confirma la viabilidad y la eficiencia de

esta cepa en el medio LB (Azario et al., 2010).
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Figura 7

Colonias de Acinetobacter johnsonii en medio solido

Nota. Imagen de caja de Petri que muestra el crecimiento bacteriano. Esta observacion sirve como

verificacion del cultivo realizado bajo las condiciones experimentales establecidas.

La tasa de crecimiento observada es comparable a la reportada por Montes-
Robledo et al., (2024), quienes encontraron tasas similares en otras cepas de
Acinetobacter en medios ricos en nutrientes. Ademas, Jaiswal et al., (2018) indican
que la capacidad de las bacterias para proliferar o crecer rapidamente es un
indicador clave y de utilidad en aplicaciones de biorremediacion. Por otro lado
Sathishkumar et al., (2017) también enfatizan que la tasa de crecimiento puede ser
un predictor de la eficacia en la reduccion de contaminantes, lo que refuerza la
importancia de estas observaciones en el contexto de lo que seria la

biorremediacion.

4.2 Cinética de crecimiento a 2000 ppm de cromo hexavalente

A una concentracion de 2000 ppm de Cré* en las primeras 24 horas se
identifico una fase de retardo prolongada con un de promedio de 0.155 (OD) este
dato muestra que la bacteria enfrentd un estrés significativo por la toxicidad del

metal pesado Cr®" de tal forma lo que retrasd su adaptacion y multiplicacion
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(Sathishkumar et al., 2017). Y es asi que durante este periodo, activé mecanismos
metabolicos y fisioldgicos para sobrevivir en un entorno hostil, como la sintesis de
proteinas de estrés y bombas de eflujo para expulsar iones toxicos (Montes-Robledo

et al., 2024).

En este caso la fase exponencial se pudo observar a partir de las 24 horas la
cual obtuvo un promedio de 0.1804 OD a las 48 horas, por ende este este incremento
sugiere que tras la adaptacion inicial, la bacteria optimizd su crecimiento,
evidenciando una respuesta fisioldgica positiva al estrés por cromo (Zhang et al.,
2019). Ademas de lo comentado, hay algunos estudios en el area de conocimiento,
que han hecho énfasis en aquéllas cepas que han sido identificadas y que pueden
presentar niveles altos de tolerancia de Cr®* a través del proceso de reduccion
enzimatica con cromato reductasas, aunque la eficacia empieza a verse afectada con
el cambio de cepas (Jaiswal et al., 2018; Sevak et al., 2023). Otro aspecto para
considerar es que, tal como indican, Sathishkumar et al. (2017) puede inducir
respuestas adaptativas la exposicion a metales pesados, revalidando la afirmacion

de que bajo condiciones extremas puede haber mecanismos de resistencia.

En la fase estacionaria, un OD maximo de 0.307 a las 120 horas, fue una
adaptacion moderada al estrés por cromo hexavalente. Sevak et al., (2023)
reportaron que algunas cepas de Acinetobacter podran tolerar niveles altos de Cr*,
implicando que el proceso de adaptacion es dindmico y por tanto depende de las
cepas. Sin embargo, hay mucho mas por investigar para tener una comprension mas
clara de los mecanismos de tolerancia de los que se han logrado diferentes eficacias
en la reduccidon de contaminantes, tal como lo mencionan, por ejemplo, Jaiswal et
al. (2018) quienes también afirman que es necesario entender como funcionan estos

mecanismos para disefiar estrategias adecuadas de biorremediacion.
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4.3 Cinética de crecimiento a 4000 ppm de cromo hexavalente

El crecimiento de la cepa se al inicio, se ve algo limitado ya que estaria
afectando negativamente la capacidad de la bacteria para adaptarse a 4000 ppm de
Cr®" durante las primeras horas, la bacteria permanece en la fase lag hasta las 24
horas, con un promedio de OD = 0.1893. Este comportamiento sugiere que esta
experimentando un estrés considerable debido a la toxicidad del cromo
hexavalente(Montes-Robledo et al., 2024). Ademas, esta la fase exponencial de
0.2156 OD a (24 - 48 h), lo que sugiere que, pese a las condiciones adversas, la
bacteria fue capaz de activar mecanismos de adaptacion y reiniciar su crecimiento

(Sevak et al., 2023).

Asimismo, en esta fase estacionaria, se llega estabilizar con un OD = 0.457
a las 120 horas entonces mostrando que la bacteria ha encontrado un equilibrio en
su crecimiento, aunque a niveles mas bajos que en ausencia de cromo estos
hallazgos son consistentes con los reportes encontraron que la exposicion a niveles
intermedios de Cr®" puede afectar el crecimiento bacteriano, sugiriendo que la
adaptacion es un proceso gradual (Sevak et al., 2023). Y segin Montes-Robledo et
al., (2024) también documentaron que la capacidad de adaptacion a condiciones

adversas es una caracteristica clave de las cepas de Acinetobacter.

4.4 Cinética de crecimiento a 8000 ppm de cromo hexavalente

La concentracion mas alta de cromo (8000 ppm), el crecimiento se ve
severamente inhibido, lo que pone de manifiesto la toxicidad del cromo hexavalente
en niveles elevados. A pesar de esto, A. johnsonii mantiene cierta capacidad de
crecimiento, con un OD promedio de 0.2485 durante las primeras 24 horas. En la
fase exponencial, alcanza un valor de 0.3013 a las 48 horas, estabilizandose
finalmente en 0.365 a las 120 horas. Estos resultados son coherentes con los de
Ruesta Herencia & Salazar Ciudad (2021) quienes encontraron que concentraciones
elevadas de Cr®" pueden ser tdxicas para varias especies bacterianas, afectando su

capacidad de crecimiento y reproduccion. Ademas, Verma & Kuila, (2019)
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destacan que la exposicion a altas concentraciones de metales pesados puede
inducir estrés oxidativo, lo que afecta negativamente el crecimiento y la

reproduccion bacteriana.

Figura 8

Curva de tolerancia de A. johnsonii al Cr*0
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Nota. La grafica muestra las fases de crecimiento (lag, exponencial y estacionaria) de A. johnsonii

en presencia de 2000, 4000 y 8000 ppm de Cr®*, segn las mediciones de OD tomadas a intervalos

regulares.

El analisis estadistico ANOVA para las tres concentraciones determinadas
cromo hexavalente (2000, 4000 y 8000) ppm revelaron que hay diferencias
significativas en las fases de crecimiento de (p < 0.001). Por ello este resultado
(Tabla 4) es muy importante porque confirma que la concentracion de metal tiene
un cierto efecto directo y significativo en el crecimiento de la bacteria respaldando
observaciones previas sobre los efectos toxicidad de los metales pesados en

organismos.
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Tabla 4

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p
C3 3 0.102 0.0341  258.48 0.000
Error 12 0.002 0.0001
Total 15 0.104

4.4.1 Tasa de crecimiento en funcion a la concentracion de Cr

La evaluacion de la tasa de crecimiento a diferentes concentraciones de
cromo hexavalente (Cr¢") revelo resultados significativos (Figura 10). A 2000 ppm,
la poblacién alcanzo 5 x 10° UFC a las 24 horas, con una tasa de crecimiento de k
= 0.0016 h. Este crecimiento inicial indica que, aunque la bacteria enfrenta
condiciones adversas, todavia puede establecerse en el medio. Segtn Islas-Espinoza
& Bojorquez-Aguilar (2011) las bacterias del género Acinetobacter pueden mostrar
una notable capacidad de adaptacion, lo que les permite sobrevivir en entornos
contaminados. Ademads, Sathishkumar et al., (2017) enfatizan que la capacidad de
crecimiento en condiciones estresantes es un indicador clave de la viabilidad de las

especies bacterianas en aplicaciones de biorremediacion.

A 4000 ppm, la densidad poblacion tubo un aument6 a 13.3 x 10¢ UFC, y
una tasa de crecimiento de k = 0.0113 h™, esto sugiere que una mejor adaptacion.
Por eso este aumento en la poblacion refleja la capacidad de poder optimizar su
crecimiento, a pesar de la exposicion al cromo hexavalente. Segin Sevak et al.,
(2023) mencionan que ciertas cepas de Acinetobacter son capaces de tolerar niveles

elevados de Cr¢, por ello sugiere que esta adaptacion es un proceso dinamico.

Y finalmente, a 8000 ppm, la densidad la poblacién llego a 27 x 10° UFC,
con la tasa de crecimiento de k = 0.0174 h™'. Pese a la alta concentracion de cromo,
la bacteria pudo lograr mantener una poblacion viable, esto sugiere que tiene

mecanismos de tolerancia y adaptacion. Por ello este hallazgo es coherente con lo
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reportado por Ruesta Herencia & Salazar Ciudad (2021) que a concentraciones
elevadas del Cr®* pueden ser toxicas para algunas bacterianas, por ello afectando su
capacidad de crecimiento y su reproduccion. Y, por otro lado, Verma & Kuila
(2019) destacan que las exposiciones a altas concentraciones de metales pesados
pueden inducir a un estrés oxidativo, por tal esto afecta negativamente el

crecimiento y la reproduccion bacteriana.

Figura 9

Colonias de Acinetobacter johnsonii a exposicion de Cr®

Nota. Imagen de caja de Petri que muestra el crecimiento bajo exposicion al cromo hexavalente
(Cr®"). Esta observacion confirma la viabilidad del cultivo en presencia del metal, bajo las

condiciones experimentales establecidas (A_2000, B 4000 y C_ 8000) ppm.

4.6 Mecanismos de tolerancia al cromo hexavalente

El andlisis filogenético reveld que la cepa antartica presenta una similitud
genética superior al 95% con otras especies del género Acinetobacter, como
Acinetobacter sp. AB1, la cual es conocida por su capacidad para reducir el cromo
hexavalente Cré" un cromo trivalente Cr** y potencialmente bioacumularlo (Figura
11). Esto sugiere que A. johnsonii podria emplear mecanismos similares para

enfrentar la toxicidad del cromo (Essahale et al., 2012).
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Figura 10

Arbol filogenético
Q@KX832946.1 Acinetobacter junii strain B2w 16S ribosomal RNA gene, pa..
9 “@KU708860.1 Acinetobacter baumannii strain MN3 16S ribosomal RNA g...
*]
@0Q438063.1 Gen de ARN ribos##mico ADHR1 16S de la cepa Acinetob...
Q
9(OR026672.1 Acinetobacter johnsonii strain ABC 2 16S ribosomal RNA ...
Q

@GU124474.1 Acinetobacter sp. AB1 16S ribosomal RNA gene, partial se...

Una de las estrategias mas comunes en la tolerancia al Cr®" es la produccion
de enzimas reductoras, como la reductasa de cromo, que transforma de Cr¢* a Cr’*,
un estado menos toxico y mas facil de manejar para las células bacterianas (Gupta
& Rastogi, 2009). Estudios previos han identificado genes como ChrR, los cuales
codifican estas enzimas reductoras, en otras especies del género Acinetobacter.
Considerando la alta similitud genética, es probable que también posea estos

mecanismos genéticos (Montes-Robledo et al., 2024).

En la (Tabla 4) se indica la comparacion de las distintas cepas del género
Acinetobacter, destacando que estas baterias posen la capacidad de biotransformar
Cr¢ a Cr’*, y mas aln para unos casos incluso bioacumular el metal. De tal forma
la informacion recopilada refuerza la hipdtesis sobre la capacidad de contar con

habilidades metabdlicas muy similares para la detoxificacion del Cr¢*.

Tabla 5

Comparacion de capacidades funcionales entre especies de Acinetobacter

Género Biotransformar Cr¢ a Cr3 Bioacumulacion
Acinetobacter baumannii SI -
Acinetobacter sp. (ADHR1) SI -
Acinetobacter junii SI SI
Acinetobacter AB1 SI SI

Nota. (Sathishkumar et al., 2017) (Montes-Robledo et al., 2024)(Sevak et al., 2023)(Essahale et al.,
2012)
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Ademas, estudios como el de Zhong et al., (2023) han utilizado arboles
filogenéticos basados en genes conservados, como gyrB, para vincular a
Acinetobacter johnsonii con funciones metabodlicas especificas, tales como la
eliminacion eficiente de nitrdgeno a bajas temperaturas. Por otro lado, Pazos et al.,
(2025) resaltan la utilidad del analisis filogenético con marcadores como 16S rRNA
y rpoB para inferir perfiles metabolicos y patrones de resistencia genética en cepas

de A. baumannii aisladas de ambientes extremos.

Los resultados del analisis en BLAST en base del gen ARN ribosémico 16S
de Acinetobacter johnsonii se mostraron altos niveles de identidad de >95% en
relacion con otras secuencias del género Acinetobacter capaces de biotransformar
y bioacumular Cr®* como A. baumannii, A. junii y Acinetobacter sp. AB1 (Essahale
et al., 2012; Sathishkumar et al., 2017; Sevak et al., 2023). Con una similitud
genética estrecha en la relacion evolutiva entre estas y una posible conservacion de
las funciones metabodlicas claves, como en este caso incluidas aquellas que son
asociadas a la tolerancia al Cr®. En donde estudios previos ya reportados estas
cepas contienen el gen chrR la enzima de reductosa capaces de biotransformar el
Cr¢* a Cr*, es decir, una forma menos toxica (Essahale et al., 2012; Gupta &
Rastogi, 2009). Por lo tanto, la alta similitud filogenética, es muy razonable a inferir
que también se podria contar con estos mecanismos de detoxificacion muy similares

(Montes-Robledo et al., 2024).

4.6 Cambios morfologicos como mecanismo de tolerancia

Adicionalmente, se han observado cambios morfologicos bajo condiciones
de estrés por cromo hexavalente. Estos cambios pueden incluir la formacion de
ramificaciones o alteraciones en la estructura de las colonias, lo que podria ser una
respuesta adaptativa que les permita mejorar su capacidad de supervivencia en
entornos adversos. Hashemi et al., (2019) documentan que tales alteraciones pueden
ser indicativas de estrategias defensivas que las bacterias utilizan para minimizar el

impacto del estrés ambiental.
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Se observaron ciertas alteraciones en su morfologia, es decir las colonias
bajo la explosion al estrés de Cré* (Figura 12), se pueden considerarse como una via
adaptativa de la cepa para la tolerancia: A 10 °C se identific6 que estas colonias
presentaban una estructura estable y aun mas definida en sus relieves con menor
variabilidad. Y a comparaciéon de a 37 °C: Las colonias se mostraron una formacion
de ramificaciones con relieves menos definidos, de esta forma se podria
interpretarse que es un fendémeno adaptativo de la cepa para combatir el estrés al

metal.

Figura 11

Respuesta morfoldgica a la exposicion de Cr®*

Nota. A. Sin exposicion 37 °C; B. Exposicion a cromo 10 °C; C. Exposicion a cromo 37 °C.

Los resultados de este estudio muestran que la bacteria antartica presenta
respuestas morfologicas significativas (formacion de ramificaciones, relieves y
cambios en la estabilidad de las colonias) a la exposicion a cromo hexavalente
(Cr*®), lo que sugiere una adaptacion metabélica y estructural para combatir el
estrés inducido por este compuesto. En este sentido, la investigacion de Hashemi et
al., (2019) demuestra (Figura 13) que la exposicion prolongada a clorhexidina, un
antiséptico de amplio espectro utilizado en aplicaciones clinicas también induce

cambios morfoldgicos en bacterias Gramnegativas, como alteraciones estructurales
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y formacién de ramificaciones, reflejando estrategias adaptativas frente a distintos

tipos de estrés

Figura 12

Morfologia de las colonias de A. baumannii y P. aeruginosa y K. pneumoniae tras exposicion a

clorhexidina.

Nota. Tomada de “Proteomic Analysis of Resistance of Gram-Negative Bacteria to Chlorhexidine”

(p- 210), por M. M. Hashemi et al., 2019, Frontiers in Microbiology, 10(210).

Estos reportes destacan la capacidad de las bacterias Gramnegativas lo que
en la actualidad representa un desafio en tratamientos de infecciones resistentes. Y
destaca la similitud en las respuestas morfologicas mostrando que tanto el cromo
hexavalente y un antiséptico (clorhexidina) pueden activar ciertos mecanismos de
resistencia similares, lo que podria afectar la efectividad de los tratamientos
antimicrobianos. Por lo que poder comprender estos mecanismos adaptativos son
esenciales para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y explorar posibles
aplicaciones en biorremediacion, y es aqui donde las bacterias podrian ayudar a
reducir la contaminacion ambiental. Enfatizando que futuros estudios deben
centrarse también en identificar los mecanismos de estas adaptaciones y evaluar la
efectividad de distintos antimicrobianos en la prevencion de la resistencia

bacteriana (Hashemi et al., 2019).
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Acinetobacter johnsonii mostrd una cinética de crecimiento caracterizada
por fases multiples bajo condiciones controladas. Alcanzé una fase estacionaria
estable a las 48 horas con una densidad poblacional de 181.3 x 10 UFC con una
tasa de crecimiento promedio de k = 0.032 h™'. Este comportamiento fue
monitoreado mediante espectrofotometria y validado con conteo de UFC, lo cual

confirma su viabilidad celular en medio LB.

Por otro lado bacteria fue capaz de tolerar hasta 8000 ppm de Cr¢*. Donde
inicialmente se observo retraso su crecimiento, también mencionar que las tasas de
crecimiento registradas mostrando una adaptacion a medida de que aumenta la
concentracion del metal, y asi respondiendo a la pregunta sobre niveles de

tolerancia y cinética de crecimiento frente al Cr¢*.

Ademas se identificaron cambios morfoldgicos en respuesta a la exposicion
de Cr¢*, con alteraciones en la estructura de las colonias y la formacion de
ramificaciones. También cabe mencionar que el analisis filogenético muestra una
similitud genética superior al 95% con cepas del mismo género capaces de

biotransfomrar (gen chrR reductosa) y bioacumular de Cr¢".

5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios moleculares para identificar el gen chrR ,

asociado a la reduccion del cromo y estudiar el comportamineto de la cepa con otros

metales pesados.
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ANEXOS

ANEXO 1

Registro fotografico

b) Cromo (Cr*) a  diferentes

concentraciones: 2000,4000, 8000 ppm

F. ™ _".;
A l’j 8 8 & o

c¢) Toma de la muestra

f) Espectrofotometro OD®%

A

g) A: sin exposicion, B: exposicion a Cr®*
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