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Resumen

Se estudié el efecto de cromo (VI) y (Ill) sobre el crecimiento de Escherichia coli ATCC 35218 con
el fin de determinar la toxicidad de estas especies quimicas. El estudio fue realizado en dos
condiciones experimentales: soluciones unimetal de cromo (Ill o VI) y en soluciones multimetal
conteniendo ademas plomo y cadmio. Se observa que el cromo hexavalente inhibe el crecimiento de
Escherichia coli, cuando se encuentra en un rango de concentracion de 25 a 100 ppm, similar al de
efluentes industriales, y que dicho efecto es potenciado por la presencia de plomo, que per se no
modifica la viabilidad bacteriana. Por otro lado, las concentraciones bajas de cromo (VI, 0.05 - 5
ppm) no alteran el crecimiento pero producen una estimulacion en presencia de plomo o cadmio. La
forma trivalente de cromo no modifica el crecimiento bacteriano a concentraciones bajas (25 a 100
ppm) pero causa una estimulacion a concentraciones mas altas (200 a 400 ppm).

Palabras clave: Escherichia coli, crecimiento bacteriano, cromo (lIl), cromo (VI), metales pesados

Effects of Hexavalent and Trivalent Chromium on the
Growth of Escherichia coli ATCC 35218

Abstract

The effect of chromium (1) and (VI) on the growth of Escherichia coli ATCC 35218 was studied to
determine the toxicity of these chemical species. The study was performed in two experimental
conditions: single chromium solutions (Il or VI) and multimetal solutions containing chromium and
either lead or cadmium. Hexavalent chromium, at concentrations from 25 to 100 ppm, similar to
those found in industrial effluents, inhibits the growth of Escherichia coli. This inhibitory effect is
increased by the presence of lead, which does not modify per se the bacterial viability. On the other
hand, low concentrations of chromium (VI, 0.05-5 ppm) do not alter bacterial growth but cause
stimulation in the presence of either lead or cadmium. The trivalent form of chromium does not
modify the bacterial growth at low concentrations (25 to 100 ppm) but causes stimulation at high
concentrations (200 to 400 ppm).
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INTRODUCCION

El cromo (Cr), un metal pesado localizado en el grupo VI-B de la tabla periddica, posee numerosas
aplicaciones industriales y, a menudo, causa contaminacion ambiental tanto de suelos como de
acuiferos (Losi et al., 1994).

El cromo, como todos los metales de transicion, puede existir en numerosos estados de oxidacion.
Las especies mas estables y frecuentes de este metal, el cromo trivalente y el cromo hexavalente,
presentan propiedades quimicas diferentes. EI cromo (VI), considerada la especie mas toxica y
carcinogénica (Codd et al., 2001), se encuentra combinado con el oxigeno formando iones cromato
o dicromato (Cervantes et al., 2001). En contraste, el cromo (lll) bajo la forma de 6xidos, hidréxidos o
sulfato, presenta menor movilidad y existe principalmente unido a la materia organica en ambientes
acuaticos y en suelos (Cervantes et al.,, 2001). El cromo (VI) es un agente oxidante fuerte y, en
presencia de materia organica, es reducido a cromo (lll). Sin embargo, niveles elevados de cromo
(V1) pueden superar la capacidad reductora del ambiente y persistir como contaminante.

La similitud estructural del cromato con el sulfato permite el ingreso del cromo (VI) a la bacteria a
través del sistema de transporte de sulfato (Cervantes y Campos-Garcia, 2007). A nivel intracelular,
el cromo (VI) desencadena un proceso de stress oxidativo (Ackerley et al., 2006; Helbig et al., 2008a;
Helbig et al., 2008b). La reduccion intracelular del cromo (VI) por agentes reductores fisioldgicos da
lugar a intermediarios altamente reactivos, como el cromo (V) y especies reactivas del oxigeno, que
son considerados los principales responsables de la toxicidad del cromo (VI) (Ramirez-Diaz et al.,
2008) y de la carcinogenésis inducida por este téxico (Codd et al., 2001; Beyersmann y Hartwig,
2008; Yao et al., 2008). En este sentido, el cromo (V) reacciona con el peréxido de hidrégeno
produciendo cantidades significativas de radicales hidroxilos (OH). Esta especie reactiva del oxigeno
puede causar alteraciones directas en el ADN como asi también otros efectos toxicos (Valko et al.,
2006; Wells et al., 2009).

La forma trivalente del cromo, a nivel intracelular, puede alterar la replicacion y transcripcion del ADN
causando efectos mutagénicos (Beyersmann y Hartwig, 2008; Ramirez-Diaz et. al., 2008). Ademas,
el cromo (lll) también puede reaccionar con grupos carboxilos y sulfhidrilos de las enzimas causando
una alteracién tanto en la estructura como en la actividad enzimatica (Ramirez-Diaz et. al., 2008).

El objetivo del presente trabajo es analizar el efecto del cromo (lll) y cromo (V1) sobre el crecimiento
de Escherichia coli ATCC 35218 con el fin de determinar la toxicidad de estas especies. El estudio
fue realizado en dos condiciones experimentales: soluciones unimetal de cromo (lll o VI) y en
soluciones multimetales conteniendo ademas plomo y cadmio.

MATERIALES Y METODOS

Se uso6 un cultivo de Escherichia coli (ATCC 35218) en fase exponencial, empleando como caldo de
cultivo el medio infusion cerebro corazén (BHI - Britania).

El crecimiento bacteriano fue monitoreado a través de lecturas de densidad o6ptica a 650 nm
empleando un espectrofémetro Metrolab 300 (ARGENTINA). La suspensién de células bacterianas
exhiben una maxima absorbancia a 650 nm, mientras que el medio de cultivo puro conteniendo
cromo (VI) presenta una maxima absorbancia a 350 nm y no absorbe a 650 nm. Por lo tanto, se
descarta una interferencia en las lecturas de crecimiento bacteriano por el medio de cultivo
conteniendo el toxico.

La determinacién de la inhibicién del crecimiento bacteriano se realizé en un medio liquido. Se usoé
un tubo control que no contiene el toxico a analizar y tubos conteniendo el toxico en orden creciente
de concentracién. Los tubos fueron inoculados con un precultivo de 18 horas de forma tal de obtener
una densidad Optica de 0.05 a 650 nm, y posteriormente incubados a 37°C. La velocidad de
crecimiento se determiné por espectrofotometria a 650 nm durante la fase exponencial a intervalos
de 1 hora durante 5 horas. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Los resultados se expresaron utilizando el parametro de densidad 6ptica (D.O.) en funcion del tiempo

().

Se usaron las siguientes concentraciones de cromo: solucién “unimetal” de cromo (VI): 0.05, 0.5, 5,
25, 50, 100 y 200 ppm); solucion unimetal de cromo (lll): 25, 50, 75, 100, 200, 400 ppm; solucion
multimetal (cromo (VI) + plomo (I) 50 ppm + cadmio (II) 50 ppm).

Los reactivos utilizados fueron dicromato de potasio (Merck); cloruro de cromo (lll) (Sigma); nitrato de
plomo (1) (Cicarelli); cloruro de cadmio (Merck).

Los resultados se expresan como la media + error standard de la media. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el andlisis de la varianza de un factor. Las comparaciones “a posteriori” se
realizaron mediante el test de Dunnett. En todos los casos, p<0.05 fue considerado significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudio el efecto de diferentes concentraciones de una solucién unimetal de cromo (VI: 0.05 — 200
ppm) o cromo (lll: 25-400 ppm), sobre el crecimiento de Escherichia coli en fase exponencial. Bajas
concentraciones de cromo hexavalente (0.05 — 5 ppm) o de cromo trivalente (25 a 100 ppm) no
modificaron la curva de crecimiento del microorganismo ensayado (Fig. 1A-B) mientras que
concentraciones mayores de cromo Il (200 — 400 ppm) produjeron un aumento significativo del
crecimiento bacteriano (Fig. 1B). Por el contrario, altas concentraciones de cromo VI (25 — 200 ppm)
causaron una inhibicion concentracion-dependiente del crecimiento bacteriano (Fig. 1C). Los
porcentajes maximos de inhibicion fueron de 19.4 + 0.9, 48.2 +0.5, 85.7 +0.8, 86 + 1.7 (n=3) para 25,
50, 100 y 200 ppm, respectivamente. La respuesta cuali y cuantitativa de un microorganismo a un
determinado metal pesado depende del téxico y de la cepa analizada. En este estudio, el cromo
trivalente no produjo en el rango de concentracion utilizado una disminucién del crecimiento
bacteriano. En contraste, la forma hexavalente de este metal causé un efecto téxico sobre el
crecimiento bacteriano. Este efecto diferencial de las especies de cromo ensayadas puede atribuirse
a que el cromo (VI), como aniébn cromato, puede atravesar la membrana celular a través del
transporte de sulfato mientras que el cromo (lll) no es sustrato del mismo con lo cual el acceso al
interior de la célula es limitado. Este hecho podria explicar las diferencias en la capacidad de estas
dos especies del cromo de inducir la formacién de especies reactivas del oxigeno y producir dafio
oxidativo celular (Bagchi et al., 2002; Ramirez-Diaz et al., 2008).

Se analiz6 el efecto del cromo hexavalente sobre el crecimiento bacteriano en presencia de plomo y
cadmio, dos metales altamente toxicos que se presentan frecuentemente con el cromo. La curva de
crecimiento de Escherichia coli no fue alterada en forma significativa por el cadmio o el plomo (25 a
200 ppm) (Fig. 2A-B). Es importante mencionar, que existen estudios en los cuales se observa un
efecto téxico de estos metales sobre el crecimiento de Escherichia coli (Peng et al., 2007; Helbig et
al., 2008a; Helbig et al., 2008b; Kalantari y Ghaffari, 2008) en un rango de concentracion similar al
empleado en el presente estudio.

En presencia de cadmio, plomo o ambos (25 o 50 ppm), el cromo (VI: 0.05-5 ppm) produjo un
aumento significativo del crecimiento de Escherichia coli (Tabla 1). Por otro lado, el plomo potencio el
efecto inhibitorio inducido por altas concentraciones de cromo (VI: 25 — 50 ppm) mientras que el
cadmio no tuvo efecto (Tabla 1). La incubacion conjunta de los tres metales en una concentracion de
50 ppm produjo un porcentaje de inhibicion que no difiere significativamente del obtenido cuando se
ensayaron cromo y plomo conjuntamente (Tabla 1). La potenciacion del efecto inhibitorio del cromo
hexavalente causado por el plomo podria atribuirse a que este metal altera la integridad de la
membrana celular en Escherichia coli. En este sentido, Peng et al. (2007) sugieren que dada la
similitud entre el radio ionico y la relacion carga/radio, el plomo (ll) puede reemplazar al calcio (ll) de
los sitios de unidn a los lipopolisacaridos causando una ruptura de las areas de proteccion de la
superficie celular.

El crecimiento bacteriano en presencia de soluciones bi- o multimetal de cromo (lll) no difiere del
obtenido con soluciones unimetal del mismo (datos no mostrados).
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Fig. 1: Efecto del cromo sobre el crecimiento de Escherichia coli

En la Fig. 1, las células crecieron en el medio BHI en ausencia (control) o presencia de diferentes
concentraciones de cromo. Se determind la densidad dptica (D.O) durante la fase exponencial. Los
resultados se expresan como la media + error standard de la media (n=3). * p < 0.05 vs. el valor
control correspondiente (Andlisis de la varianza — test de Dunnett)
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Fig. 2: Efecto del plomo (Pb) y cadmio (Cd) sobre el crecimiento de Escherichia coli

En la Fig. 2, las células crecieron en el medio BHI en ausencia (control) o presencia de diferentes
concentraciones de plomo (A) o cadmio (B). Se determind la densidad 6ptica (D.O) durante la fase
exponencial. Los resultados se expresan como la media + error standard de la media (n=3).
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Tabla 1: Efecto de soluciones binarias y terciarias de cromo (VI), en combinacién con plomo, cadmio
0 ambos, sobre el crecimiento de Escherichia coli.

Densidad 6ptica

Concentracion de

Cromo (ppm) 0.05 0.5 5 25 50

Control (Cr, ppm) 0.569 + 0.010 0.551+ 0.006 0.548 + 0.017 0.484 + 0.009 0.388 + 0.003

Solucién Bimetal:

Cr- Cd 25 ppm 0.653 + 0.012*  0.627+ 0.005* 0.632 + 0.030* ND ND

Cr — Cd 50 ppm 0.640 + 0.015* 0.637+ 0.007* 0.701 + 0.009*  0.444 + 0.031 0.348 + 0.020

Control (Cr, ppm) 0.649 + 0-009 0.590 + 0.008 0.597+ 0.010 0.477 + 0.007 0.381 + 0.005

Solucién Bimetal:

Cr — Pb 25 ppm 0.723 +0.011* 0.752+0.007* 0.820+0.011* ND ND

Cr — Pb 50 ppm 0.740 + 0.015*  0.767+ 0.009* 0.832 + 0.009* 0.422 +0.013* 0.266 + 0.025*

Control (Cr, ppm) 0.580 + 0.015 0.576 + 0.011 0.560 + 0.017 ND 0.383 + 0.006
Solucién

multimetal: 0.701 + 0.024* 0.662 +0.010* 0.649 + 0.001* ND ND

Cr- Cd-Pb (25 ppm) 0.723 +0.011* 0.705+0.001* 0.798 + 0.018* ND 0.264 + 0.014*

Cr-Cd- Pb (50ppm)

En la Tabla 1, las células crecieron en el medio BHI en presencia de distintas concentraciones de
cromo (VI: control) o en presencia de soluciones bimetales de cromo y cadmio o cromo y plomo, 0 en
presencia de soluciones multimetal conteniendo cromo, cadmio y plomo. Se representa la densidad
Optica (D.O.) obtenida a las 4 h después de la incubacién. Los resultados se expresan como la media
+ error standard de la media (n: 3). * p< 0.05 vs. el valor correspondiente a Cr (VI) (Analisis de la
varianza — Test de Dunnett). ND: no determinado.

CONCLUSIONES

En las condiciones experimentales llevadas a cabo, se observa que el cromo hexavalente es toxico
para el crecimiento de Escherichia coli, cuando se encuentra en un rango de concentracion similar al
de efluentes industriales, y que dicho efecto es potenciado por las presencia de otro metal pesado
como el plomo, que per se no modifica el crecimiento bacteriano. Por otro lado, las concentraciones
bajas (dentro de los limites aceptados) de cromo (VI) no alteran el crecimiento pero producen una
estimulacion del mismo en presencia de plomo o cadmio. Por ultimo, la forma trivalente de cromo no
modifica el crecimiento bacteriano a concentraciones bajas pero causa una estimulacion a
concentraciones mas altas.
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