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RESUMEN

El amplio uso industrial de los derivados del cromo, un
metal pesado, ha ocasionado que estos compuestos sean
considerados como serios contami nantes ambientales. En
la naturaleza, el cromo se encuentra principal mente en
dos estados de oxidacion: laformatrivalente Cr (111), que
esrelativamente inocua, y laformahexavalente Cr (V1),

considerada una especie téxica. El Cr (1ll) a nivel

extracelular es relativamente inocuo debido a su
insolubilidad. En contraste, en €l interior de la célula €

Cr (I11) es atamente téxico debido a su capacidad para
unirseal DNA y alasproteinas. El Cr (V1) usua mente se
encuentra como iones cromato (CrO,*) o dicromato
(Cr,0.%), los cuales atraviesan facilmente las membrana
plasmaticaa ser capturados erréneamente por €l sistema
detransporte de sulfato. En el ambiente, el Cr (V1) puede
ser reducido a Cr (Il1), ya sea de manera abidtica o
mediante enzimas |lamadas cromato reductasas. El estudio
de estas enzimas haadquirido gran interés por su posible
uso en la biorremediacién de la contaminacion por
cromato. Varias cromato reductasas han sido i dentificadas
en diversas especies bacterianas. La cromato reductasa
mejor caracterizadaeslaenzimaChrR delabacteriagram
negativa Pseudomonas putida, que pertenecealafamilia
deflavoproteinas reductasas dependientes de NAD(P)H.
Estafamiliaactual mente posee 243 proteinas homol ogas
a ChrR que unen a cofactor FMN y que se encuentran
ampliamente distribuidas en lostres dominiosdelavida
En estetrabajo seresumen las propiedades delos sistemas
bacterianos de reduccién de Cr (V1) como un mecanismo
empleado por |os microorgani smos para contrarrestar |os
efectos toxicos del cromo y sus derivados.

PALABRAS CLAVE: reduccién de cromato, familia de
flavoproteinas reductasas dependientes de NAD(P)H,
biorremediacion.
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ABSTRACT

Bacterial reduction of hexavalent chromium:
mechanisms and applications.

The broad industrial use of derivatives of chromium, a
heavy metal, has caused that these compounds are
regarded as serious environmental contaminants. In
nature, chromium is found primarily in two oxidation
states: the trivalent form Cr (I11), which is relatively
innocuous, and the hexavalent form Cr (V1), considered
amore toxic species. At the extracellular level, Cr (111)
is relatively harmless because of its insolubility. In
contrast, inside the cell Cr (111) is highly toxic because
of its ability to bind to DNA and proteins. Cr (VI) is
usually found as chromate (CrO,*) or dichromate
(Cr,0.%) ions, which easily cross the plasmatic
membrane to be mistakenly taken up arrested by the
sulfate transport systems. In the environment, Cr (V1)
can be reduced to Cr (l11), either by abiotic ways or by
enzymes called chromate reductases. The study of these
enzymes has gained great interest for their potential use
in bioremediation of pollution by chromate. Several
chromate reductases have been identified in different
bacterial species. The best characterized chromate
reductase is the ChrR enzyme from the gram-negative
bacteria Pseudomonas putida, which belongs to the
family of NAD(P)H dependent flavoprotein reductases.
This family currently includes 243 ChrR homologous
proteinsthat bind the FMN cofactor and that are widely
distributed in the three domains of life. This paper
summarizes the properties of bacteria systems that re-
duce Cr (V1) as a mechanism used by microorganisms
to resist thetoxic effectsof chromium and itsderivatives.

KEY WORDS: Chromate reduction, family of NAD(P)H
dependent flavoprotein reductases, bioremediation.
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1. Generalidades del cromo

1.1 Cromo en el ambiente

El cromo (Cr) es un metal de transi-
cionlocalizadoenel grupoVI-B dela
tabla periddica, con un nimero até-
mico de 24 y un peso atémico de
51.996. El Cr es el séptimo elemento
més abundante sobre la tierra'y nor-
mal mente selocalizaenrocas, suelos,
plantas, animales y emisiones volc&
nicas. Se ha estimado que la presen-
ciade Cr enlaatmosfera de paises de
Europay Américaes de 0.001 a 1.1
ppb; en fertilizantes fosfatados de 66
a 245 ppm y en polvos residuales de
incineraciones municipales de 490
ppm (1). La concentraciéon de Cr en
aguas intercontinentales no contami-
nadas es de 0.1 a 0.5 ppm, mientras
gue en aguas negras, municipales y
residencialesoscilaentre0.1a36 mg/
cépita/dia (1). Asi, se ha establecido
guelatoxicidad del Cr (como cromato
de potasio) en humanosesde0.5al
g por viaoral (1).

Aungue €l Cr existe en estados de
oxidacion que van de -2 a +6, las
formas més estables y abundantes
son las especies trivalente Cr (I11) y
hexavalente Cr (VI). El Cr (VI) co-
muanmente est4 presente en solucion
formando los oxianiones hidro-
cromato (HCrO,), cromato (CrO,*) o
dicromato (Cr,0,*), dependiendo del
pH. El Cr (V1) existe en forma de
anion soluble en agua, €l cua puede
persistir en este ambiente por largos
periodos y es considerado como un
contaminante importante por el Depar-
tamento de Energia de sitios de dese-
chodeEUA (2). Por otraparte, losde-
rivados del Cr (111) son menos movi-
lesy principalmente existen en el am-
biente formando complejos estables
con ligandos organi cos o inorganicos
(3). En el afio 2000 se procesaron
aproximadamente 15 millones de to-
neladas de cromita (FeCr,0,), de las
cualescercade un 70% seempled para
producir aleaciones metalicas; por
gemplo, paracobtener ferrocromo (una
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aleacion de cromo, hierroy carbono).
Otraparte (aproximadamente 15%) se
empled directamente como material
refractario y el resto se utilizé en la
industriaquimicaparaobtener diferen-
tes compuestos de cromo. Asi, €l am-
plio uso del Cr en diversos procesos
industriales ha convertido a este me-
tal en un serio contaminante del aire,
suelo y agua (4).

1.2 Transporte del cromo

En diversas especies bacterianas se ha
demostrado que el Cr (V1) en forma
de cromato entraactivamente alas cé-
lulas através del sistema de transpor-
te del sulfato (Fig. 1A). La analogia
quimica entre el cromato y € sulfato
hasido enfatizadapor el hecho de que
el cromato es un inhibidor competiti-
vo del transporte del sulfato en todas
|as especies bacterianas que han sido
estudiadas (4). En contraste, & Cr (111)
atraviesalasmembranas con muy baja
eficiencia debido a que forma com-
puestosinsol ublesen solucionesacuo-
sas no &cidas (Fig. 1B).

1.3. Toxicidad del cromo

Los efectos téxicos del Cr dependen
de su estado de oxidacion (5). A nivel
extracelular, e Cr (VI) es atamente
toxico para la mayoria de las bacte-
riasyaque estransportado activamen-
te a citoplasma, mientras que el Cr
(1) esrelativamente inofensivo debi-
doasuinsolubilidad eincapacidad de
atravesar lasmembranascelulares (5).
En €l interior delacélula latoxicidad
del Cr serelacionaprincipa mente con
el proceso de reduccion del Cr (V1) a
estados de oxidacion inferiores[como
Cr (V) y Cr (11D] (Fig. 1C). Este pro-
ceso puede ocasionar laformacion de
radicales libres, generando estrés
oxidativo (Fig. 1D) y en consecuencia
diversos efectos toxicos en e DNA,
lipidos y en las proteinas (Fig. 1E y
1F). Se considera que el dafio
oxidativo a DNA es responsable de
los efectos genotdxicos causados por

el cromato (6). La exposicion ocupa
cional a cromato se postulacomo un
serio problema toxicol 6gico, pues se
ha demostrado que & Cr (VI) es un
agente potencia mente carcindgeno en
humanos (7).

2. Reduccion del cromato

Se hadescrito que bajo ciertas condi-
ciones ambientales, el Cr puede ser
interconvertido aCr (Ill) y Cr (V1) a
través de reacciones de oxido-reduc-
cion de naturaleza bi6tica o abidtica
Lareduccion del Cr (V1) puede ocu-
rrir bajo condiciones aerdbicas o
anaerobicas y puede estar asociada a
la fraccion soluble 0 ala membrana
celular (8). Por consiguiente, lareduc-
ciénextracelular o peripldsmicade Cr
(V1) a Cr (1), que genera un com-
puesto impermeabley no toxico ani-
vel extracelular, puede ser considera-
da como un mecanismo de resisten-
cia a cromato (8). En bacterias, los
mecani Smos de resistenciaa cromato
pueden ser codificados por genes
plasmidicos o cromosomicos (4). Los
sistemasderesistenciacodificadosen
el cromosoma se han relacionado ge-
neralmente con la reduccion
extracelular del Cr (V1) aCr (1), tan-
to por enzimas especificas como no
especificas (5).

2.1. Reduccidén enzimatica del
cromato

Lareduccion del cromato se ha des-
crito en diversas especi es bacterianas,
aungue sblo unas pocas enzimas han
sido caracterizadas (5). Ishibashi y
col. (9) sugirieron que las Cr (V1)
reductasas pueden tener un papel pri-
mario diferente a la reduccion de Cr
(V1) y que esta segunda funcion ad-
quiridadelasCr (V1) reductasas pue-
derelacionarse con €l reciente incre-
mento del Cr (V1) en el ambiente
como consecuencia de actividades
antropogénicas. Asi, varias Cr (VI)
reductasas han sido caracterizadas en
el contexto de sustratos alternos; es-
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Figural. Transportey toxicidad del cromato en la célula bacteriana. A) Captacion del Cr (V1) [(CrO,?)] atravésdel sistema detransporte del
sulfato (SO,?). B) Las membranas biol6gicas son impermeables al Cr (I11), por lo que éste resulta inocuo extracelularmente. C) Reduccion
intracelular de Cr (VI) a Cr (I11). D) Estrés oxidativo causado por la generacién de especies reactivas de oxigeno como consecuencia de la
reduccion de Cr (V). E) Dafio ocasionado por lainteraccion del Cr (111) conlasproteinaso F) con el DNA. Madificado de Ramirez-Diazy cal. (2).

tas enzimas frecuentemente muestran
actividad de NADH:flavin oxido-
rreductasas (8). Este es €l caso delas
nitrorreductasas NfsA/NfsB delabac-
teria Gram negativa Vibrio harveyi,
que presentan propiedades de
nitrofurazona nitrorreductasa como
funcion primaria y actividad de
cromato reductasacomo actividad se-
cundaria, o lareductasa férrica FerB
de Paracoccusdenitrificans (unabac-
teria Gram negativay oxidante de ni-
trogeno), que usa tanto Fe (l11)-
nitrilotriacetato como cromato como
sustratos (5).

Actuamente la Cr (VI) reductasa
més estudiada es la proteina ChrR de
la bacteria Gram negativa Pseudo-
monas putida, una flavoenzima

soluble que une FMN (flavin
mononucledtido) y catalizalareduc-
cionde Cr (VI) aCr (111) (10). Se ha
propuesto que esta enzima se sitla
en el periplasma ya que de manera
similar aproteinas con estalocaliza-
cion el residuo del extremo N-termi-
nal no corresponde a metionina; su
ubicacion celular la hace atractiva
para usos en biorremediacién. ChrR
funcionacomo un dimero de 50 kDa
y muestra actividad de reductasade-
pendiente de NADH con una Km de
260 pM parael cromato y unaVVmax
de 8.8 nmol de cromato por minmg?
de proteina (11). Esta enzima
multifuncional, ademas de su activi-
dad de cromato reductasa, reduce al
ferricianuro (11).

LaenzimaChrR purificadapresen-
t6 unaactividad de quinonareductasa,
generando flavin semiquinonaduran-
telareduccion de cromato; estareac-
ciontransfieremésde 25% delos el ec-
tronesdel NADH al anion superdxido
y probablemente produce especies
transitorias de Cr (V), lo que minimi-
zaque esta especie de cromo reaccio-
ne con H,O, generando un exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS).
De estamanera, ChrR parece proveer
de un mecanismo de defensa
antioxidante a P. putida através dela
proteccion de las células del estrés
ocasionado, por ejemplo, por H.,O,
(12). De hecho, laexpresion de ChrR
seinduce en células expuestasaH,O,
(10) o a cromato (11). En resumen,
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ChrR en unarutareduce Cr (VI) aCr
(111 generando @ intermediario Cr (V)
y €l anion superoxido y por un meca
nismo adicional reduce quinonas, pro-
tegiendo alas células de las especies
reactivas de oxigeno (ERO).

ChrR contiene la secuencia
LFVTPEYNXXXXXXLKNAIDXXS,
la cual puede estar involucradaen la
union con FMN encontrandose con-
servada en varios miembros de lafa-
milia COG0431 (grupo de proteinas
ortdlogas procaridticas) y KOG4530
(grupo de ortdl ogos eucari6ticos) (8).
Estas proteinas han sido agrupadas
tambiénenlafamiliaFMN reductasas
dependientes de NAD(P)H que a su
vez forma parte del clan de las
flavoproteinas, que incluye proteinas
redox de union aFMN o FAD (8).

La cromato reductasa YieF de la
bacteria Gram negativa Escherichia
coli presenta homologia con la enzi-
ma ChR de P. putida (11). YieF tiene
un amplio rango de sustratos y puede
reducir, ademas de cromato, al
vanadio (V), molibdeno (VI), com-
puestos como ferrocianuro, varias
guinonas, 2,6-dihidrocloroindolfenol
y prodro-gas como mitomicinaCy 5-
aziridinil-2,4-dinitrobenzamida (11).
El mecanismo de accion de YieF
involucralareduccion del cromato por
la transferencia obligada de cuatro
electrones por cada dimero de protei-
na; de esta manera, la enzima trans-
fiere simultdneamente tres el ectrones
a Cr (V1) paraproducir Cr (l11) y un
electron al oxigeno molecular gene-
rando ERO (11). Debido ala forma
cion de una cantidad baja de ERO,
YieF proporcionaun mecanismo efec-
tivo de proteccion contra cromato en
E. coli. Otra enzima de E. coli, la
flavin reductasa Fre, reduce cromato
atravésdeunaedrategiadiferente que
involucra laformacion de un comple-
jodeCr (lI) con e cofactor NAD (8).
Estainteraccion puede estar relaciona-
dacon lanotoriacapacidad del Cr (111)
paraformar aductos con €l DNA.
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En conclusion, lareduccion de Cr
(V1) parece ser una estrategia impor-
tante de resistenciaacromato en bac-
terias, aungque el uso de sustratos
alternos, ademas del Cr (V1), sugiere
gue la actividad de reduccién de este
ion en los microorganismos es un
mecani smo de adaptacion enzimatica
ocasionadapor lacrecienteexposicion
acromato (5).

2.2. FamiliadeFM N reductasasde-
pendientesde NAD(P)H

La familia de proteinas FMN
reductasas dependientesde NAD(P)H
(FMN_red) que incluye posibles
ortélogos de ChrR, actualmente com-
prende al menos 243 proteinas
homol ogas que unen al cofactor FMN
(Fig. 2). Los miembros de este grupo
estan ampliamente distribuidos, sugi-
riendo un origen evolutivo muy anti-
guo para estas proteinas. El uso de
NAD(P)H y la ausencia del radical
flavin semiquinona distingue a estas
proteinas de las flavodoxinas, que
adoptan la misma forma estructural
terciaria(8). LafamiliaFMN_red pue-
de dividirse en diez grupos principa-
les, donde cada uno probablemente co-
rresponde a diferentes subfamilias de
proteinas (Fig. 2). SAlo tres de estos
gruposincluyen proteinas caracteriza
das y se les ha definido como
subfamilias, de manerasimilar acomo
se han nombrado previamente otros
grupos de proteinas (14).

Lasubfamilial esel grupo mésnu-
meroso (73 secuencias homologas) y
esta presente principalmente en
proteobacterias. La proteina ChrR de
P. putida, descrita anteriormente esta
incluida en esta subfamilia (8).

La subfamilia Il, formada de 32
proteinas homol ogas, esta presenteen
arqueas, bacterias (principalmente
proteobacterias) y plantas (8). Tres
proteinas de este grupo han sido ca-
racterizadas: laproteinadiméricaYieF
de E. coli, descrita como la primera
cromato reductasasoluble (11); lapro-

teina dimérica FMN reductasa de P.
aeruginosa PAOL (15); y la proteina
tetramérica NAD(P)H:quinona
reductasa (NQR) de la planta
Arabidopsisthaliana (13).

La subfamilia lll comprende nue-
ve proteinas homol ogas, presentes en
bacteriasdel grupo firmicutes, hongos
y & moho mucilaginoso Dictyostelium
discoideum (8). A esta subfamiliaper-
tenecen dos proteinas caracterizadas:
la azo reductasa de |a bacteria Gram
positiva Bacillus sp. OY1-2 (15) y la
proteina dimérica de la levadura
Saccharomycescerevisiae Y LRO11wp
(16). Laproteinade Bacillustransfor-
ma azo col orantes (sustancias organi-
cas gue poseen nitrégeno unido a un
anillo aroméatico) unareaccion media-
da por la actividad de reductasa del
grupo azo en presencia de NAD(P)H
(15). YLRO11wp posee ademas una
actividad reductoradébil pero especi-
ficasobre azo colorantesy nitro com-
puestos, en adicién a una fuerte acti-
vidad de ferricianuro reductasa (16).

En resumen, la capacidad
multifuncional delosmiembrosdela
familia FMN_red dependiente de
NAD(P)H sugiereque lareduccion de
Cr (V1) noeslaactividad principal de
estas proteinas. Esto puede estar rela-
cionado con el hecho deque el cromo
esta presente en la natural eza princi-
pamente como Cr (111) y dequelain-
troduccion de especies de Cr (V1) en
el ambienteesun evento relativamente
reciente (8).

3. Biorremediacion de cromato

A diferenciadelosherbicidas, os pes-
ticidasy otros compuestostoxicosque
pueden degradarse biol6gicamente,
los metales pesados como € Cr no
pueden ser eliminadosy permanecen
en |os suelos 0 sedimentos, donde se
liberan lentamente al agua (1). Lare-
mocién de cromato de agua contami-
nadase harealizado tradicionalmente
através delareduccion de Cr (V1) a
Cr (I11) por métodos quimicos o
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Figura2. Analisisfilogenético delafamilia FMN reductasas dependientes de NAD(P)H (FMN_red). Se muestra un arbol consenso construido
con e método de minima evolucién (ME). Se usaron secuencias de proteinas que pertenecen a las tres subfamilias que poseen al menos una
proteina caracterizada (lineas sombreadas). El arbol fue calculado usando €l programa MEGA 3.1. Se obtuvieron topologias similares usando
los métodos de vecino mas proximo (NJ), maxima parsimonia (MP) y promedio aritmético de los grupos de pares no ponderados (UPGMA). Se
incluye el nimero de acceso de cada secuencia, la abreviatura del nombre de la especiey el tamarfio de la proteina (nimero de residuos). Los
limites de las subfamilias (I-111) seindican con lineas gruesas. Los puntos en las barras indican |os nodos con >70% (abiertos), >80% (gris),

0>90% (cerrado) del valor bootstrap derivado de 1,000 repeticiones de |os arbol es obteni dos simultaneamente con |os méodos UPGMA, NJ,
MEy MP.
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bi oquimicos, seguidosdelafiltracion/
sedimentacién. Sin embargo, laelimi-
nacion del cromato por estos métodos
resultacostosaeineficiente (1). A par-
tir de que se ha encontrado que una
gran cantidad de microorganismosais-
lados, tanto de sitos contaminados con
cromato como de ecosi stemas natura-
les no contaminados, con capacidad
parareducir Cr(V1), estos organismos
han sido propuestos como alternativas
biotecnol 6gicas para la biorreme-
diacion de la contaminacion por
cromato (4).

En este contexto, se han descrito
microorganismos con potencial en
biorremediacion como la bacteria
Gram negativa Serratia marcescens,
aidadade un efluenteterciario (aguas
con desechos sdlidos, liquidos o ga-
se0s0s), la cual es capaz de reducir
Cr (V1) y remover cercadel 80% del
cromato presente en el medio (15).
Por otro lado, el desarrollo de cepas
bacterianas con capacidad mejorada
para la resistencia y reduccion de
Cr(VI) se ha considerado como una
aproximacién inicial para la
biorremediacion de cromato (16). En
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este sentido, la proteina ChrR6, una
mutante de la enzima ChrR generada
por medio de evolucién dirigida, mos-
tr6 un marcado incremento en su ca-
pacidad de remediacién de cromato.
La proteina ChrR6 presentd
pardmetros cinéticos superiores para
la reduccion de cromato en todas las
condicionesanalizadas; reflejo deesto
es el aumento de 300 veces en su efi-
cacia catalitica (medida como € co-
ciente kcat/Km). Asi, se hapropuesto
gue esta enzima puede convertir a E.
coli en una bacteria eficiente para la
remediacién de cromato (16).

En sintesis, es previsible en un
futuro cercano, el uso de los
microorgani smos ya sea nativos o
modificados genéticamente, para fa-
vorecer la remocion del Cr (V1) de
ambi entes contaminados.

Conclusiones

L os mi croorganismos han desarrolla-
do diversos mecanismos para comba-
tir latoxicidad del cromato. Entreellos
se encuentralareduccién de cromato.
Se ha reportado que muchas especies
bacterianas reducen Cr (VI) aCr (I11);
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