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RESUMEN

Como es de conocimiento publico, el vertido de agua residual con gran contenido de cromo
procedente principalmente de curtiembres, es un peligro potencial para el medio ambiente y en

especial para la poblacion.

En esta investigacion se buscé depurar las aguas residuales industriales altamente contaminadas
con Cromo (Il 'y VI) del Parque Industrial de Rio Seco - (PIRS) de la ciudad de Arequipa
utilizando la microflora nativa aislada de la misma fuente. Se aislaron 6 cepas bacterianas en
medio Plate Count suplementado con Cr (100ug/ml), antibioticos (Amoxicilina, Dicloxacilina,
Gentamicina, Cloranfenicol) y Antifangicos (Anfotericina B). Se utilizaron pruebas bioquimicas
y morfoldgicas para la identificacion de estos microorganismos los cuales se reconocieron como:
Streptococcus grupo D, Kingella spp, Arizona spp, Klebsiella spp, Staphylococcus capitis,
Corynebacterium aquaticus. Los microorganismos aislados fueron sometidos a adaptacion en
agua residual con sales de Cromo Ill 'y VI, ambos a 20 ppm durante 15 dias a 32°C, asi como
también a altas concentraciones de Cromo VI y Cromo |1l para determinar la concentracion de
inhibicion de éstos, habiéndose determinado que para el Cromo VI la concentracion de
inhibicion es de 500mg/L por el microorganismo Streptococcus spp. y para el Cromo Il la
concentracion de inhibicién es de 0.025 g/ml por los microorganismos Streptococus spp.y
Kingella. Se hizo ademas una determinacion de la degradacion de Cr 111 y Cr VI con la técnica
de la difenilcarbazida en aguas sintéticas, utilizando Sulfato basico de cromo Il y Dicromato de

Potasio como reactivos, siendo los microorganismos con mejor desempefio el Streptococcus y
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Corynebacterium aquaticus, los cuales lograron depurar un 44.42% y 40.47 % respectivamente

del Cromo VI en solucion en 3 dias, mientras que para el Cromo Ill se logré obtener una
depuracién mayor al 65% para todos los microorganismos. Los dos microorganismos
mencionados anteriormente fueron seleccionados y utilizados para la simulacion en la laguna de
oxidacion del Parque Industrial Rio Seco- (PIRS) con 30 L de agua residual. Los resultados
mostraron una reduccion de Cromo Total en un periodo de 5 dias de 5.3730mg/ L a 0.313 mg/L
por Corynebacterium aquaticus y 0.298 mg/l por Streptococcus; asi como también una reduccion
de Cromo VI de 2.24 mg/l a 0.72 mg/L por Corynebacterium aquaticus y 1.12 mg/L por
Streptococcus; también se observé que hubo una depuracion de distintos metales, como Zinc y
Plomo, entre otros, presentes en el agua residual del Parque Industrial Rio Seco- (PIRS).
Finalmente se realizd una simulacion virtual de los resultados obtenidos para proyectar la
factibilidad de la investigacion a una escala real.

Por Gltimo, se concluye que el sistema utilizado puede considerarse factible para el tratamiento de
aguas residuales de curtiembres y ser aplicado para el Parque Industrial de Rio Seco de la ciudad

de Arequipa.

Palabras clave: Cromo Ill, Cromo VI, concentracion , Streptococcus spp. , Corynebacterium

aquaticus, Parque Industrial,
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ABSTRACT

As is public knowledge, the discharge of wastewater with high chromium content mainly from
tanneries, it is a potential danger to the environment and especially for the population.

This study aimed to purify industrial waste water highly contaminated with chromium (I11 and VI
) from Industrial Park Rio Seco - ( PIRS ) of the city of Arequipa using native microflora isolated
from the same source . Bacterial strains were isolated in Plate Count agar from the source and
supplemented with Cr ( 100pg/ml ), antibiotics ( amoxicillin , dicloxacillin , Gentamicin ,
Chloramphenicol ) and antifungals ( amphotericin B ) . Morphological and biochemical tests
were used for the identification of these organisms which are recognized as: Streptococcus group
D , Kingella spp , Arizona spp , Klebsiella spp , Staphylococcus capitis , Corynebacterium
aquaticus . The isolated microorganisms were subjected to adaptation in wastewater with salts of
chromium 111 and VI , both at 20 ppm for 15 days at 32 ° C, as well as high concentrations of
chromium (VI and I11) to determine the inhibitory concentration of these , having determined that
for Chromium V1 inhibition concentration is 500mg / L by the microorganism Streptococcus spp.
and Chromium I11 inhibition concentration is 0.025 g / ml for the microorganisms Streptococcus
spp. and Kingella . Furthermore a determination of the degradation of Cr VI to Cr 111 was made
with diphenylcarbazide technique using synthetic waters and basic chromium I11 sulfate and
potassium dichromate as reagents , where the microorganisms with improved performance
Streptococcus and Corynebacterium aquaticus , the which managed to debug a 44.42 % and
40.47 % respectively of Chromium VI in solution in three days , while for Chromium Il
managed to get a clearance greater than 65 % for all microorganisms . The two above-mentioned

microorganisms were selected and used for the simulation in the oxidation pond Industrial Park
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Rio Seco - ( PIRS ) with 30 L of wastewater. The results showed a reduction in Total Chromium

a period of 5 days 5.3730mg / L to 0.313 mg / L for Corynebacterium aquaticus and 0.298 mg / |
Streptococcus, as well as a reduction of chromium VI 224 mg / L 0.72 mg / L by
Corynebacterium aquaticus and 1.12 mg / L for Streptococcus , also found that there was a purge
of different metals such as zinc and lead , among others , present at the waste water Industrial
Park Rio Seco. Finally there was a virtual simulation of the results to project the feasibility of a

full-scale investigation .

Finally , we conclude that the system used can be considered feasible for the treatment of tannery

wastewater and applied to Industrial Park Rio Seco in the city of Arequipa .

Keywords: Chromium Il1 , Chromium V1, concentration, Streptococcus spp ., Corynebacterium

aquaticus , Industrial Park,
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INTRODUCCION

La contaminacion causada por metales pesados en aguas superficiales ha sido siempre un
problema muy grave, ya que estos elementos no son biodegradables y se acumulan en los tejidos
vivos. ElI cromo es ampliamente utilizado en diversas aplicaciones industriales como la
produccion de acero, galvanoplastia, curtido de pieles, industrias textil, de conservacion de la
madera, de aluminio anodizado y refrigeracién por agua ®”- La mayor cantidad del cromo en el
medio ambiente se encuentra en la forma de cromo (Ill). Sin embargo se encuentran altas
concentraciones de cromo (V1) como resultado de procesos industriales en la mineria, curtido de
cueros y galvanoplastia entre otros.

El cromo (VI) es altamente soluble en toda condicién de pH lo cual lo hace muy movil en los
ecosistemas, ademas de ser extremadamente toxico y carcindgeno (grupo A EPA). EI cromo (111)
en cambio es menos toxico y no suele estar biodisponible ya que forma 6xidos e hidroxidos
insolubles. Los tratamientos fisicoquimicos tradicionales de efluentes conteniendo estos metales
consisten en el ajuste del pH, reduccion quimica, seguida de coagulacion y floculacion. En los
Gltimos afios, se han comenzado a estudiar, como alternativa, una serie de métodos bioldgicos
utilizando microorganismos. ®® Muchos microorganismos son conocidos por ser capaces de
concentrar especies de metales de soluciones acuosas diluidas y de acumularlas dentro de su
estructura celular. Estos microorganismos incluyen levaduras, hongos, algas y bacterias. %

Los dos procesos mas importantes involucrados en el tratamiento biol6gico de metales, son la
adsorcion en microorganismos o plantas (Biosorcion) y la reduccion de iones metalicos de un
estado de valencia superior a una inferior (biorreduccion), a través de reacciones enzimaticas o
indirectamente con el metabolito producido. 4 ¢” %8970 En particular, la reduccion bioldgica de
Cromo en cualquiera de sus formas (VI y Ill) permite considerar a los microorganismos como
una herramienta biotecnoldgica para el tratamiento de las aguas residuales contaminadas con
sales de cromo. En el presente trabajo de investigacion se pretende depurar las aguas residuales
industriales contaminadas con Cromo (Il y VI) del Parque Industrial Rio Seco — (PIRS)

utilizando un método bioldgico con microorganismos aislados de su misma fuente.
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GENERALIDADES

1.1 FORMULACION DEL PROBLEMA:

El cromo es un metal pesado, que en su maximo estado de oxidacion es carcinogénico. Es asi
como el poder oxidante del cromo de gran utilidad sintética, lo convierte simultaneamente a un
elemento peligroso o biolégicamente degradante, cuyo efecto depende en cierto modo de la
naturaleza del material que lo contiene. La contaminacion de aguas de uso industriales y
principalmente provenientes de curtido que son vertidas en las vertientes de muchas ciudades ha
llevado a idear soluciones siendo las de remediacion bioldgicas las que muestran un resultado

alentador. ©®

En la ciudad de Arequipa, el PIRS (116°21°46.42” S - 71°36°15.42” O, Google Earth®) tiene una
tuberia de desagtie de aproximadamente 30 a 40 cm de didmetro que conduce hacia una laguna de

oxidacion ubicada casi a 2 kilometros de la curtiembre mas cercana.

Dado que los talleres de curtiembres no realizan un tratamiento de sus residuos por no contar en
sus instalaciones con plantas de tratamiento de efluentes ni reciclaje, ocasion6 que la laguna de
oxidacién colmatara y dejara de funcionar. Actualmente alrededor de 150 empresas vierten a la
quebrada de un promedio de 300 litros de aguas residuales por segundo ocasionando la
contaminacion del suelo de las canteras de sillar y por percolacion la contaminacion de la napa
fredtica y su posterior alcance a asentamientos humanos al igual que zonas agricolas aledafas.
Ademas de los malos olores como consecuencia de inadecuadas o inexistentes plantas de pre-
tratamiento en las curtiembres, afectando la calidad del aire.

Es importante tomar en cuenta los efectos nocivos para la salud que pueden traer estas sustancias
e implementar tecnologia que permita disminuir los efectos de los efluentes en la poblacion. Asi
mismo, se propone utilizar la transferencia tecnologica al Consorcio del Parque Industrial Rio
Seco — (PIRS).
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1.2 HIPOTESIS

Dado que los efluentes industriales procedentes del Parque Industrial de Rio Seco— (PIRS) de la
ciudad de Arequipa, contienen alta contaminacién en metales pesados, principalmente en Cromo
(11'y VI) debido a sus procesos industriales (curtiembres), es posible utilizar su propia microflora
microbiana adaptada a este habitat para su depuracién parcial y/o total y conseguir eliminar los

efluentes de este tipo de contaminante.
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1.3 OBJETIVOS:

GENERAL:

Determinar la factibilidad de biosorcion de Cromo (l1l y VI) en Aguas Residuales Industriales
contaminadas utilizando microflora nativa aislada y caracterizada en su habitat proveniente del

Parque Industrial Rio Seco- PIRS de la ciudad de Arequipa, Pera.
ESPECIFICOS:

1. Aislar y caracterizar la microflora nativa procedente de aguas residuales del Parque
Industrial Rio Seco- PIRS

2. Evaluar la Biosorcion de Cromo ( I11'y VI) en Aguas sintéticas por la microflora nativa
aislada

3. Evaluar la Biosorcién de Cromo (Il y VI) en Aguas residuales con el consorcio
microbiano de mejor desempefio.

4. Ejecutar una simulacion virtual para obtener un cambio de escala similar a la situacion

real con el consorcio microbiano de mejor desempefio.
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1.4 VARIABLES DE ESTUDIO:

Las variables de estudio de esta investigacion se presentan en las Tabla N°1 y Tabla N°2.

Tabla N°1.
Variables independientes
Variable Abreviatura Indicador*
Muestras de agua residual S;P S:1,23,4
P:1,23,4
Concentracion de
Dicromato de potasio, ppm 5, 50, 150, 250, 500
Concentracién de Sulfato de 13,14,15,20,25,50,90
Cromo I, mg/ |
Tiempo t Dias
*S = Superficiales, P = Profundas
Tabla N°2.
Variables dependientes
Variable Abreviatura* Indicador
Cepas bacterianas B Superficiales: S;iB;
Profundas: ; P; B;
Cepas Fungales H Superficiales: SiH;
Profundas: SiH;
Concentracion de Cromo CAS Cromo Il
en aguas sintéticas Cromo VI
Cromo total
Concentracion de Cromo CAR Cromo 111
en el agua residual Cromo VI
Cromo total

*B= Bacteria, H= Hongo, CAS= Concentracion de Cromo en aguas sintéticas , CAR = Concentracion de Cromo en
el agua residual

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE e UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.5 JUSTIFICACION:

e AMBIENTAL: La remediacion biolégica de Cromo (Il y VI) promete ser muy
alentadora, ya que presenta una solucion sin ningan impacto ambiental y ademas de ser

eficiente.

e SOCIAL: Con los resultados obtenidos se puede lograr en un futuro la implementacion
de esta tecnologia en nuestra ciudad, siendo una de las primeras en innovar en la

remediacion bioldgica y asi ayudar a la descontaminacién de aguas.

e ECONOMICO: Con el uso de esta tecnologia las empresas ahorrarian dinero ya que esta
tecnologia se presenta como muy rentable, ya que los microorganismos utilizados son

nativos y de facil obtencion.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Cromo, generalidades y estados de oxidacion:

El cromo es un elemento quimico de aspecto plateado metélico en su forma natural, es sélido y
pertenece al grupo de los metales de transicion. Su nimero atdmico es 24 y su simbolo quimico
es Cr. EI nombre Cromo proviene de la palabra griega “chroma” que significa color. Es un metal
de color blanco, azulado, duro y quebradizo. Este elemento tiene un punto de fusion de 21,3 ° K
o de 1856,85 ° C. El punto de ebullicién del cromo es de 29,5 ° K o de 2671,85 ° C. ® Las
demas propiedades fisicoquimicas se detallan en la Tabla N°4. El cromo es el sexto elemento en
abundancia en la corteza terrestre, en donde se encuentra como 6xido (Cr,03) y, combinado con
fierro y oxigeno, en el mineral cromita. Los metales de transicion, es el grupo al que pertenece el
cromo. En este grupo de elementos quimicos, se encuentran aquellos situados en la parte central
de la tabla periddica, concretamente en el bloque d y presenta caracteristicas como la de incluir
en su configuracion electronica el orbital d, parcialmente lleno de electrones asi como también
estos tipos de metales son caracteristicos por tener elevada dureza, puntos de ebullicion y fusion

elevados y ser buenos conductores de la electricidad y el calor.
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Tabla N°3.
Principales compuestos del cromo®

Principales estados de

o Compuesto
Oxidacion
Trivalente e Oxido cromico
e Sulfato cromico
¢ Sulfato Basico de Cromo
Hexavalente e Trioxido de cromo

e Dicromato sddico

e Dicromato potéasico
e Cromato de plomo
e Cromato célcico

e Cromato de zinc

1. Cérdoba, D. (2006) Toxicologia; 2. Los estados de oxidacion del Cromo van desde 0 hasta +6, sus formas

trivalentes y hexavalentes son las mas importantes.

El cromo presenta tres valencias : I, I11 y VI. La toxicidad de los compuestos depende del estado
de la valencia del metal. EI 1l es inestable y pasa rapidamente a Il o trivalente. EI VI o
hexavalente es el de mayor importancia ya que la toxicidad es mayormente asociada a este
estado, sin embargo, han ocurrido casos fatales después de la ingestion de ambos tipos y la
sensibilidad crénica en piel también se ha relacionado con la forma trivalente.*®. Los principales
compuestos de cromo de los estados trivalentes y hexavalentes se encuentran detallados en la
Tabla N°3. Los compuestos de cromo trivalente son relativamente insolubles, no corrosivos y se
absorben menos por piel intacta. Los compuestos de cromo hexavalente son muy corrosivos y
causan severas lesiones al contacto con piel y mucosas ¢*%. Los derivados de Cromo (I11) son
compuestos que usualmente predominan en el ambiente porque son los derivados méas estables
del metal. EI mas importante de ellos es el 6xido crémico, Cr,O3, que es muy estable, resistente a

los &cidos y de alto punto de fusion. Se emplea como pigmento de nombre "verde de cromo". Los
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derivados de cromo (I11) pueden formar iones complejos, estables y coloridos. © Los derivados

de cromo (V1) son, fundamentalmente, de los cromatos y dicromatos. Ambos grupos son agentes
oxidantes enérgicos que en medio acido, pasan a cromo (I11). El dicromato de potasio se emplea
mucho en la industria y en operaciones quimicas. El dicromato sodico se emplea en el curtido de
pieles, por que forma un compuesto insoluble con las proteinas del cuero. EI cromato de plomo se

usa como pigmento, con el nombre de "amarillo de cromo™.®"

Tabla N°4.
Propiedades fisicoquimicas del Cromo*
PROPIEDADES

Densidad 7140 Kg/m®
Dureza 8.5 Mohr
Conductividad eléctrica 7.74x10° S/mol
Conductividad térmica 93.7 W

Calor especifico 450 J/Kg.K
Punto de fusion 21,30 °K
Entalpia de fusion 16.9 KJ/mol
Punto de ebullicion 29,5 °K

Entalpia de vaporizacion 344.3 KJ/mol
Presion de vapor 990 Pa a 2130 °K
Velocidad de sonido 5940 m/s a 293.15 °K

1. Articulo de la Enciclopedia Libre Universal en Espafiol, 2008
2.2 Toxicidad y efectos en la salud

El cromo puede entrar al organismo humano por inhalacion, ingestién y, en mucho menor

medida, por absorcion a través de la piel. En el caso de los trabajadores, las méas importantes de
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estas vias son la inhalacion y el contacto dérmico, mientras que, para la poblacion general, la via

mas importante es la oral.

El cromo puede absorberse por via respiratorio cuando se inhala aire que lo contiene. En el caso
del cromo metalico, sus particulas se pueden depositar en el pulmones, si esto ocurre en la parte
superior del aparato respiratorio, lo comin es que las particulas salgan con la tos o sean tragadas.
Si, en cambio, las particulas penetran al fondo de los pulmones, pueden permanecer tiempo
suficiente para ser absorbidas y pasar a la sangre. No se ha calculado qué porcentaje del cromo
que es inhalado se absorbe a través de los pulmones, pero los datos de experimentos con animales
indican que, si la solubilidad es igual, los compuestos de cromo (VI) se absorben maés
rapidamente que los de cromo (I11). ©

Situaciones de gravedad que han puesto en peligro la vida del paciente han ocurrido con la
ingestion de dosis tan pequefias como 500 mg. De compuestos hexavalentes y ain casos fatales,
con muerte en pacientes que han sufrido quemaduras después de 10% de superficie corporal
comprometida. Por via inhalatoria se ha causado edema pulmonar que ha llevado a la muerte

cuando el compromiso pulmonar es severo. ©

La absorcion del cromo por via digestiva ocurre como resultado de la ingestion de alimentos o
agua que contengan derivados del metal. En el tracto gastrointestinal de los humanos y los
animales, se absorbe menos de 1% de cromo (I11) y alrededor de 10% del cromo (VI). La forma
quimica, la solubilidad en agua y el tiempo de permanencia en el tracto gastrointestinal modifican
la velocidad de absorcién. El cromo (111) que se encuentra en los alimentos puede unirse a otros
compuestos que facilitan su absorcidn a partir del estomago y los intestinos. En cuanto al cromo
(VI), una vez que se ha absorbido, se transforma rapidamente en cromo (l11).Normalmente el
cromo no se absorbe a través de la piel, sin embargo, algunos estudios con poblaciones expuestas
ocupacionalmente parecen indicar que es posible la absorcion de algunos compuestos de cromo
(V1) a través de la piel intacta.®

La distribucion deposito es de suma importancia en lo que refiere a la toxicidad de los
compuestos con Cromo ya que una pequefia fraccion de cromo que se absorbe en el intestino
pasa a la sangre, de donde se distribuye a los diferentes drganos. Una vez que ha sido absorbido,
el cromo (111) no pasa facilmente las membranas celulares, sino que se une a la transferrina - una

proteina del plasma, que transporta fierro. En contraste, después de la absorcion, el cromo (VI)
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pasa rapidamente a los eritrocitos en donde se convierte en cromo (I11). Independientemente de su

origen, esto es, si se absorbié como tal, o es producto de la reduccién del cromo (VI), el cromo
(1) estd ampliamente distribuido en el organismo y representa la mayor parte del cromo en el
plasma y los tejidos. Sin embargo las dosis son muy pequefias y si existe una sobreexposicion
resulta toxica para el ser humano. El complejo proteinico del cromo (Ill) se deposita
principalmente en médula ésea, pulmones, ganglios linfaticos, bazo, rifiones e higado.

La excrecion de cromo ocurre principalmente a través de la orina y no hay una retencion
importante en los érganos. En los seres humanos, el rifion excreta aproximadamente el 60% del
cromo (VI) que se haya absorbido, en las 8 horas siguientes a la absorcion, en forma de cromo
(11). Alrededor del 10% de la dosis de cromo absorbido se elimina mediante excrecion biliar y
cantidades menores se eliminan con el cabello, las unas, la leche y el sudor. En cuanto al cromo
que fue ingerido con el agua y los alimentos, la mayor parte nunca se absorbe y se elimina con las

heces después de unos dias.

Los efectos adversos del cromo para la salud dependen, sobre todo, de los estados de valencia en
el momento de la exposicion y de la solubilidad del compuesto de que se trate. Las Unicas formas
de importancia toxicoldgica son el cromo (V1) y el cromo (111).

Los compuestos de cromo (VI), que son fuertes agentes oxidantes; tienden a ser irritantes y
corrosivos y también son considerablemente mas toxicos que los compuestos de cromo (l11), si
las dosis y la solubilidad son similares. Se ha postulado que la diferencia en la toxicidad puede
estar relacionada con la facilidad con la que el cromo (V1) atraviesa las membranas celulares y
con su subsecuente reduccion intracelular a intermediarios reactivos. EI Cromo (I1l) es un
nutriente esencial para el metabolismo de azlcares y grasas; aunque su funcion no esta totalmente
definida, aparentemente potencia la accion de la insulina, como parte del factor de tolerancia de
la glucosa. La deficiencia de cromo en la dieta es poco frecuente, la mayoria de los casos se
observan en personas desnutridas o diabéticas. Sin embargo, la exposicion prolongada a
cantidades excesivas de cromo (I11) puede causar problemas de salud, entre ellos, se puede
desarrollar una sensibilidad al cromo que causa enrojecimiento de la piel y lesiones en ésta. En la
mayoria de los individuos, la inhalacién de cromo (111) no causa irritacion de nariz y boca. ©

Los efectos toxicos de la exposicion al cromo (V1) han sido bien descritos en la literatura. En los

0jos expuestos de manera cronica a derivados de cromo (V1) se observan conjuntivitis, lagrimeo
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y dolor. El 4cido crémico y sus sales son corrosivos para la piel y las membranas mucosas. Las

lesiones aparecen en partes expuestas, principalmente la piel de manos y antebrazo y las
membranas mucosas del tabique nasal. EI cromo (V1) tiene un importante efecto sensibilizante de
la piel. Ademés de los efectos de irritacion y ulceracion, el cromo puede causar reacciones
alérgicas caracterizadas por enrojecimiento severo y edema de la piel. La exposicion ocupacional
prolongada a cantidades elevadas de cromo (V1) en el aire inspirado (mas de 2 mg/m3), puede
causar irritacion de la nariz, sangrado, Ulceras y, eventualmente, perforacion del tabique nasal. La
inhalacion por periodos cortos, de pequefias cantidades de cromo (V1) en el aire, no causa efectos
adversos en la mayoria de las personas, sin embargo, en los alérgicos al metal, la exposicién a
concentraciones elevadas de cromo en el aire de los sitios de trabajo puede desencadenar ataques

de asma.

La ingestion de pequefias cantidades de cromo (V1) no tiene efectos indeseables. Sin embargo, la
ingestion accidental o intencional de cantidades elevadas causa un cuadro gastrointestinal agudo
con vomitos sanguinolentos, diarrea, sangre en las heces y puede causar colapso cardiovascular y
la muerte. Si el intoxicado sobrevive, los efectos posteriores pueden ser necrosis hepética y renal
y conducir a la muerte. La exposicién a largo plazo a derivados de cromo se ha asociado con
cancer de pulmén, el cual puede aparecer tiempo después de que ha cesado la exposicion. Este
Cancer se ha observado en los trabajadores que han estado expuestos a concentraciones de cromo
en el aire que son 100 a 1000 veces mayores que las naturales. Aunque no esta perfectamente
aclarado cudl es la forma de cromo que produce este tipo de cancer, pues por lo comin los
trabajadores estan expuestos simultaneamente a cromo (III) y cromo (VI), los datos
epidemiolégicos indican que el agente causal es fundamentalmente el cromo (VI). También se ha
demostrado que algunos derivados de cromo (V1) pueden causar cancer de pulmon en animales.
Por su parte, la IARC ha concluido que el cromo (V1) es carcinogénico para los seres humanos y
que el cromo (0) y los derivados de cromo (I11) atn no pueden clasificarse respecto a su
carcinogenicidad para los seres humanos. No existen datos confiables sobre los efectos adversos

del cromo en la reproduccién, ni hay pruebas de que sea teratogénico para los seres humanos.
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2.3 ElI Cromo y sus aplicaciones

El cromo se usa ampliamente en la sintesis de compuestos quimicos, en el cromado de piezas de
muebles, automoviles, equipos eléctricos, herramientas y maquinarias donde el recubrimiento le
imparte una resistencia a la corrosion y un brillo decorativo especial; en aleacion con hierro y
niquel se usa para la fabricacion de aceros inoxidables de alta resistencia; en la fabricacion de
pigmentos inorganicos (cromatos de plomo, cromato de zinc y el verde de éxido crémico); como
anticorrosivo; en la fabricacion de vidrio, porcelana y esmaltes de color; en el proceso del curtido

del cuero (sulfatos crémicos) y en la industria de tintas, entre otros.®

La industria textil comprende un conjunto de industrias cuya actividad se centra en la fibra textil.
La variedad de fibras textiles existentes y los tratamientos que deben sufrir, hace que estas
industrias sean numerosas y variadas. Cada una de las actividades da lugar a la formacion de un
agua residual segun el tratamiento efectuado en una u otra fabrica. En paralelo con el desarrollo
progresivo de la industria, en el presente siglo y sobre todo en los ultimos decenios la industria
textil en el Perd se ha ido perfeccionando cada vez mas el mejor uso del material a emplearse en

los moldes para la industria de la fundicion por una mejor calidad del producto.

Los efluentes textiles contienen compuestos en disolucion, en forma coloidal o en suspension, de
naturaleza quimica muy diversa que los contaminan variando la composicion y el caudal
considerablemente con el tiempo. Sin embargo se aprecia una concentracion creciente de
productos toxicos como metales pesados, compuestos organoclorados o sustancias sintetizadas
recientemente de efectos desconocidos en el interior de los organismos en el transcurso de las
redes troficas.

Los vertidos de sustancias en principio no consideradas como tdxicas, biodegradables y
fertilizantes producen un desequilibrio de las condiciones de vida, de tal manera, que no puede
afirmarse que los danos causados sean menos graves que los ocasionados por los productos
considerados realmente como tdxicos.

En cuando a los toxicos pertenecientes a la categoria de los metales pesados, es sin duda el
Cromo el mas importante de los presentes en los efluentes textiles y casi en su totalidad proviene

de los procesos de pintura con colorantes cromatables.”
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2.4 Legislacion y limites permisibles

El estado peruano establece mediante el decreto supremo No 010-2010-MINAM los limites
maximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos una concentracién de 0.1 mg/L de
Cromo VI en aguas provenientes de industrias. Mientras que la Direccion General de Salud
Ambiental (DIGESA) ha establecido como limite méximo permisible la concentracion de 0.050
mg/L de Cromo total en agua potable.
En los Estados Unidos se ha establecido que la concentracion de cromo total en agua de bebida
no puede exceder los 100 pg/L; este valor es inferior a la concentracion de cromo que se ha
comprobado que no tienen efectos adversos . Las concentraciones de cromo permitidas y su

tiempo de exposicion se detallas a continuacion en la Tabla N°5.

Tabla N°5
Concentraciones y tiempo de exposicion seguros para el Cromo*
Concentracion Maximo tiempo de exposicion
1400 pg/L durante 10 dias, para nifios
240 pg/L por tiempo prolongado, para
nifios
840 pg/L para exposicion cronica en
adultos
120 pg/L para la exposicion de adultos

durante toda la vida

1. Sociedad Mexicana de Toxicologia

En los Estados Unidos, LA OSHA ha establecido que la concentracion méaxima de cromo en aire
por dia de 8 horas y semana de 40 horas es de 500 pg de cromo soluble -sales cromicas, cromo
111, o cromosas cromo I11- por metro cubico de aire y de 1000 pg/m® para cromo metalico y sales
insolubles.

Por su parte, el NIOSH considera que todos los derivados de cromo VI -incluyendo el acido
cromico- son carcinodgenicos potenciales para los trabajadores y recomienda un limite de

exposicion de 1 pg/m3 para un dia de trabajo de 10 horas y una semana de 40 horas. ¢*®
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2.5 Métodos convencionales de remocién de Cromo

El Cromo, en especial el de valencia (V1) se encuentra generalmente bajo la forma de aniones
cromatos o dicromatos solubles los cuales son muy toxicos debido a su alto poder oxidante; por

otra parte el Cr(I1l) forma complejos altamente estables con gran cantidad de sustancias y puede

3 -2 -
ser encontrado tanto bajo la forma cationica (Cr(H20)6+ , Cr(OH) ,Cr(OH)Z) como anionica

3 -
(CrCI6 , Cr(OH)4 ). A diferencia del Cr (1), el Cr (111) no es oxidante y por ello presenta menor

toxicidad ®”. Debido a esto, es que la reduccién de Cr (V1) a Cr (I11) representa esencialmente la
manera de descontaminar ambientes, ya sean aguas o suelos, contaminados con cromo en su
forma hexavalente. Las metodologias convencionales para el tratamiento de residuos que
contengan Cr (VI) incluyen su reduccion quimica a Cr (I1) y posterior precipitacion como

Cr(OH), en condiciones alcalinas, o su remocion por intercambio i6nico y adsorcion 3% Todos

estos métodos presentan algunas desventajas ya que la precipitacion alcalina produce una gran
cantidad de barros quimicos y el intercambio i6nico y la adsorcion pueden ser costosos y muchas

veces poco especificos para remover Cr (V1) en presencia de otros iones.

e Métodos por precipitacion

Existen varias opciones para recuperar y reutilizar el cromo, el método mas utilizado es el de
precipitacion de cromo con un alcali y su posterior redisolucion después de un correspondiente
acondicionamiento. La eficacia de estos procedimientos depende en gran medida del agua
residual, que podria ser inicamente el bafio residual de curticion o la mezcla de bafios con otro

tipo de aguas.

Para la precipitacion se requiere recipiente colectores, tamiz de malla gruesa, material de
precipitacion, filtrado y control analitico tanto en el bafio a tratar como en los producidos por este
proceso. La recuperacion de Cromo de los bafio agotados de curtido esta basado en su reaccion de

precipitacion del Cr (111) como Cr (OH) 3 y su posterior redisolucion con H,SOy,.

La precipitacién de cromo es posible con cualquier alcali o agente basificante que eleve el pH del
medio hasta valor de 9. La solubilidad del Cr(OH); en agua es de 1.24x® M. se puede utilizar

diferentes agentes precipitantes como el hidréxido de sodio, hidréxido de calcio ( cal apagada) y
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urea de grado comercial. La precipitacion con hidroxido de sodio se realiz6 por adicion de una

REPOSITORIO DE
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solucién acuosa del 25% (p/v) sobre el bafio agotado con agitacién mecanica hasta alcanzar un
pH =9 y posterior calentamiento entre 70 - 80 C. Posteriormente esta solucién se calienta para
promover la hidrolisis de la urea y alcanzar la precipitacion total del cromo, también se utiliza
MgO pero este reactivo suele ser tener un costo mas alto para su ejecucion.

Se observa que el cromo hexavalente (V1) no forma hidroxido insoluble pero el trivalente (1) si
lo forma. Asi, para remover el cromo hexavalente se debe recurrir a una primer etapa de
reduccion, seguida de una segunda etapa de formacion del hidroxido de Cr (l11) y, finalmente,

una sedimentacion o filtracion (o ambas, segun sea el objetivo de concentracion final).
Primer Reactor (Reduccion de Cromo VI a Cromo I11)

La primera etapa de reaccion, segun se declaro mas arriba, se realiza en un primer reactor, cuya
entrada tendrd un caudal (que determina el tamafio del equipo) determinado por los procesos
aguas arriba, y una concentracion variable de Cr (I11) y Cr (VI). La primera etapa tiene como
objetivo de disefio producir el mismo caudal pero garantizando que todo el cromo esté en el
estado (I11). Esta reaccion es rapida si se garantiza un ambiente &cido (pH 2 a 3). Para asegurar la
reaccion se deberd agregar un agente reductor. Los agentes reductores son méas bien clasicos en la
industria quimica y se suele recurrir a anhidrido sulfuroso, SO,, si bien el uso de gases podria ser
incomodo asi que se recurre a acido sulfuroso (H2SOs3), bisulfito de sodio (NaHSO3) o meta-
bisulfito de sodio (Na;S,0s), y se espera que de estos tres reactivos se genere SO, en solucién

acuosa.

La estequiometria, para el caso del anhidrido sulfuroso es:

350, + 2H,CrO, + 3H,0 S Cr, (504)3 +5H,0

Se observa que el primer reactor debe asegurar un pH &cido (para exacerbar la solubilidad del
cromo, formando el acido crémico), entre pH 2 y 3. Como es habitual, los potenciales de dxido
reduccion cambian bruscamente al agotarse la especie oxidante o la especie reductora. En

consecuencia, la dosificacion del agente reductor se podra realizar manteniendo el potencial de
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Oxido reduccion que refleje una casi total conversion de Cr (VI) a Cr ().

Segundo Reactor (Produccion del Hidrdéxido de Cromo I11)

Luego de la primera reaccion, se obtiene una linea de proceso con pH entre 2 y 3y todo el cromo
en su estado més reducido, Cr (I11). La formacion del hidréxido se realiza en un segundo sistema
que puede ser muy variado. En este caso, se adoptara la reaccion de la linea de proceso con cal

(apagada), en la forma Ca(OH),. La estequiometria sera:

Cr;(S0,);+ 3Ca (OH), €<—> 2Cr(OH); + 3CaS0,

Las aguas resultantes pueden ser dispuestas o recicladas a proceso, la segunda alternativa es la
preferida para minimizar la contaminacion. Por otra parte, el hidroxido de cromo Il es

considerado inocuo por las reglas ambientales del hemisferio norte. ¢

e Métodos por intercambio i6nico utilizando resinas

Ciertos materiales pueden intercambiar sus iones por otros iones de una solucion de contacto con
ellos. Existen materiales naturales, artificiales y sintéticos que tienen esta capacidad. Los
materiales sintéticos reciben el nombre de resinas de intercambio i6nico y estan constituidos por
una matriz de polimero organico a la se le han introducido grupos ionizables especificos. Por
ejemplo, el polimero a basa de poliesterireno y divinilbenceno posee entrecruzamiento entre las
unidades de polimero que pueden variarse, asi como la naturaleza de los grupos ionizables
insertados, que pueden modificarse las propiedades de la resina con respecto a su capacidad de
intercambio. Las resinas de intercambio iénico se utilizan frecuentemente en la purificaciéon de
aguas de alta pureza a partir de agua potable. También es aplicable a la depuracién de aguas
residuales, en ciertos casos parece el tratamiento ideal en la eliminacion de iones metélicos de
efluentes. Para el caso especifico del Cromo en aguas residuales primero se debe realizar la
oxidacion de Cromo Il a Cromo VI para su posterior fijacion en una columna de intercambio
anionico conteniente una resina fuertemente basica, seguida de la recuperacion por reduccion de

Cromo VI a Cromo 111 en el seno mismo de la columna de intercambio.
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e Meétodos de remocion de cromo con zeolitas

Las zeolitas, al igual que el resto de los filosilicatos, presentan una estructura basada en el
apilamiento de planos de iones oxigeno y oxidrilos. Las importantes aplicaciones industriales de
este grupo de minerales radican en sus propiedades fisicoquimicas. Dichas propiedades derivan,
principalmente, de su extremadamente pequefio tamafio (inferior a 2 um) y su morfologia laminar

(filosilicatos)

Las arcillas poseen una elevada superficie especifica, muy importante para ciertos usos
industriales en los que la interaccion solido-fluido depende directamente de esta propiedad. La
naturaleza microporosa d las zeolitas les permite adsorber moléculas o iones igual en tamafio o
mas pequefios que le poro abierto. Por esta razon las zeolitas se han ganado el nombre de tamiz
molecular. Entre las zeolitas mas utilizadas estan la montmorillonita, cinerita y otras.

Este tratamiento presenta limitaciones debido a la alta cantidad de zeolita que se necesita para

purificar las aguas contaminadas.
e Meétodos de recuperacion por adsorcion en carbdn activado

Se sabe que los carbones activados son materiales utilizados en variadas aplicaciones, entre las
que se destacan los procesos de purificacion y tratamiento de aguas residuales para retener en su
superficie tanto compuestos organicos como inorganicos. La gran superficie tanto compuestos
orgénicos como inorganicos. La gran superficie especifica de estos materiales puede fluctuar
normalmente 700 a 1200 m2/g en los carbones activados granulares y la existencia de una
importante red de poros de transporte, sumado a su gran estabilidad quimica, hacen que los
procesos de tratamiento de aguas residuales con este tipo de sélidos sean por lo general muy

eficientes.

Los estudios efectuados referente a la retencion de sales de cromo en solucion acuosa por
carbones activados muestran que el Cr (VI) se retiene en mayor grado que el Cr (I11), y que la
retencion depende del pH del medio, temperatura, concentracion de la especie, presencia de iones

expectantes, etc, ademas de la textura y caracteristicas quimicas del carbén activado. ™
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2.6 Métodos biotecnoldgicos de remocion de Cromo

En general, los tratamientos tecnoldgicos utilizados en la remocién de cromo (Cr) pueden ser
bastante costosos, requieren de mucha energia o altas cantidades de reactivos y pueden crear otras
formas de desechos, ademas, en concentraciones muy bajas, estos métodos son ineficientes ©.
Los microorganismos son una alternativa potencial sobre los procesos convencionales para la
recuperacion de metales de soluciones industriales, este fendmeno es conocido como biosorcion y
se refiere a las interacciones fisico-quimicas entre la biomasa microbiana y el metal pesado .

El principal problema de los metales pesados es que no pueden ser biodegradados. Sin embargo,
los microorganismos pueden interactuar con ellos transforméandolos; las principales
transformaciones se dan en el estado de oxidacion ™. Es muy com(n que los microorganismos
nativos de sitios contaminados con cromato muestren resistencia al ion, debido a que poseen
mecanismos activos o pasivos que les permiten removerlo o destoxificarlo entre las bacterias
descritas se incluyen las cianobacterias Nostoc calcicola HH-12 y Chroococcus sp. HH-11,
Acinetobacter sp., Streptococcus equisimilis (CECT 926), Bacillus coagulans (CECT 12) y E.
coli ®?. La remocién de Cr VI por levaduras también estd ganando mucha atencién desde que
estos microorganismos eucaridticos se han experimentado para ser Utiles en procesos
biotecnolégicos . Consorcios microbianos han sido reportados, utilizando una bacteria
(Bacillus thuringiensis), una levadura (Candida etschllsii) y un protozoo (Stilonychia mytilus) @,
Sin embargo se tiene reportes en los que también se utiliza consorcio de seis bacterias Gram
negativas y tres Gram positivas para la biosorcion de Cr VI .Y otros en los cuales la remocion
de Cr VI se da de manera anaerobica conjuntamente con la degradacion de fenol realizado por un
consorcio de bacterias y por el consorcio establecido entre Bacillus sp. y Pseudomonas putida
Migula “®. En la actualidad la utilizacién de métodos biolégicos o biorremediacién para la
descontaminacién de aguas residuales conteniendo Cr (V1) y Cr (I11) es un campo emergente. Se
han descripto un gran nimero de géneros bacterianos con la capacidad de reducir el Cr (VI) a Cr
(I0). Si bien los cultivos puros son de gran utilidad a la hora de estudiar los mecanismos
involucrados en el proceso de reduccion de Cromo, los mismos presentan desventajas

relacionadas con la necesidad de trabajar en condiciones de esterilidad. ¢
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e Microorganismos degradadores de Cromo:

Existe una serie de microorganismos descritos como degradadores de Cromo descritos en la
literatura como el Bacillus thuringiensis ®®  este microorganismos es una bacteria Gram
positiva que habita en el suelo, y que se utiliza cominmente como una alternativa bioldgica
al pesticida. También se le puede extraer la toxina Cry y utilizarla como plaguicida. El Bacillus
thuringiensis también aparece de manera natural en el intestino de las orugas de diferentes tipos
de polillas y de mariposas, asi como en las superficies poco iluminadas de las plantas. “Y Durante
la esporulacién, muchas cepas de Bacillus thuringiensis producen cristales proteinicos, conocidos
como d-endotoxinas, que poseen propiedades insecticidas. Por esta razén se ha empleado la Bt
como insecticida y, mas recientemente, para producir organismos genéticamente modificados.

Sin embargo, existen cepas de Bt que producen cristal que no tiene accion insecticida. %

Otro microorganismo que se ha venido estudiando en los Gltimos afios en la biorremediacion de
Cromo es la Pseudomonas putida “"“®). Este microorganimo presenta un metabolismo diverso y
puede ser explotada para a biorremediacion de distintos compuestos, por ejemplo, se utiliza como
un inoculante de suelo para remediar naftaleno suelos contaminados. “® La P. putida es capaz de
convertir estireno aceite en el plastico biodegradable PHA . “**®) Esto puede ser de utilidad en el
eficaz reciclaje de poliestireno de espuma, de lo contrario cree que no biodegradable.

Por otro lado, es ampliamente descrito que el Streptococcus faecalis posee secuencias genéticas
capaces de realizar biorremediacion de metales “®- El Streptococcus faecalis es
una bacteria Gram-positiva comensal, que habita el tracto gastrointestinal de humanos y otros
mamiferos. Como otras spp. del género Enterococcus, E. faecalis puede causar infecciones
comprometidas en humanos, especialmente en ambiente de hospital. La existencia de enterococos
se potencia porque ha tenido la habilidad de adquirir resistencia a virtualmente todos los
antibioticos en uso. El habitat normal de estos es el tubo digestivo de animales de sangre caliente.
Son indicadores de contaminacion fecal, por lo que su presencia en los alimentos indica falta de
higiene o defectuosas condiciones de conservacion, excepto en alimentos en los que interviene
como flora bacteriana natural de procesos fermentativos, como es el caso de quesos, embutidos
crudos e incluso productos carnicos y son muy resistentes a condiciones adversas (congelacion,
desecacion, tratamiento térmico, etc.) por lo que son buenos indicadores para valorar las
condiciones higiénicas y de conservacion de los alimentos congelados y desecados. E.
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faecalis puede vivir en ambientes extremos que incluyen pH altamente alcalino de 9,6 y elevadas

concentraciones de sal. ©®

Por dltimo, el  Corynebacterium spp tambien ha sido estudiado por su capacidad de
biorremediacion con Cromo en aguas residuales®”.Corynebacterium es un género de bacterias,
bacilos y gram positivos, inmoviles, anaerobio facultativos, pertenecientes al filo actinobacteria.
Es uno de los géneros mas numerosos de actinobacterias con mas de 50 especies, la mayoria no

@9 Las

causa enfermedades, sino que son parte de la flora sapréfita de la piel humana.
caracteristicas mas relevantes del género Corynebacterium fueron descritas por Collins y
Cummins (1986).5? Se trata de bacterias Gram-positivas, catalasa positivas, no esporuladas, que
carecen de motilidad, bacilos rectos o ligeramente curvados cuyo tamafio oscila entre 2-
émicrémetros de longitud y 0,5 micrometros de didmetro, a menudo con la tipica forma de V (lo
que también se denomina “forma de letras chinas”), aunque también aparecen formas
elipsoidales, son aerobias o anaerobias facultativas, quimioorganotrofos, con un contenido en
G:C genomicoentre 51-65%. El pleomorfismo en su ciclo de vida se observa en formas bacilares
de longitud diversa y frecuentes engrosamientos en los extremos, estando marcadamente influido
por las condiciones del cultivo V. Con respecto a los requerimientos nutricionales, todos ellos
necesitan biotina para su crecimiento y algunas cepas requieren ademds tiamina yacido p-
aminobenzoico (PABA).Algunas especies de Corynebacterium tienen genomas secuenciados que
varian de 2.5 - 3 Mbp. La bacteria crece en caldo simple, medio de Loeffler, agar sangre y
telurito potasico (AST), formando colonias pequefias grisaceas de aspecto granuloso, trasltcidas
con centros opacos, convexas con bordes continuos. El color tiende a ser blanco amarillento en
los medios de cultivo de Loeffler. En AST, el organismo puede formar colonias grises con
centros negros y bordes dentados dando la apariencia de flores (C. gravis), otras tienen bordes
continuos (C. mitis), mientras que otras tienen bordes intermedios entre continuas y dentadas (C.

intermedium). ©2

e Mecanismos utilizados por los microorganismos

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes vy

microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos de
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detoxificacion codificados genéticamente, inducidos por la presencia del metal “%. En cambio,
los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal. Tanto los microorganismos
resistentes como tolerantes son de particular interés como captores de metales en sitios
contaminados, debido a que ambos pueden extraer los contaminantes. La resistencia o tolerancia
experimentada por microorganismos es posible gracias a la accién de diferentes mecanismos “°
Estos fendmenos son: biosorcidn, bioacumulacion, biomineralizacion, biotransformacion y

quimiosorcion mediada por microorganismos y se ilustran en la Figura N°1.

e /H25+Mz* >ms
FE
MJ‘- L L ‘; -\ ©
M 2H

7 M +C0,* > mco,

+OH "= M[OH],

" B
HPO > +M > = M,PO,

FIGURA N° 1 Mecanismos de interaccion entre metales pesados y microorganismos (Vullo,2003)

La biosorcion es un fenémeno ampliamente estudiado en la biorremediacion de diversos metales
pesados como el cadmio, cromo, plomo, niquel, zinc y cobre % 22 2 29| o5 microorganismos
utilizados como biosorbentes, aislados a partir de ecosistemas contaminados, retienen los metales
pesados a intervalos de tiempo relativamente cortos al entrar en contacto con soluciones de
dichos metales. Esto minimiza los costos en un proceso de remediacion, ya que no requiere el
agregado de nutrientes al sistema, al no requerir un metabolismo microbiano activo. La biomasa
capaz de participar en estos procesos es facilmente extraible de sistemas acuosos como cursos de
aguas o efluentes de diversos origenes, por lo que el proceso global de biorremediacién seria
rentable. Es por ello que la bldsqueda de este tipo de microorganismos se encuentra en

crecimiento constante, junto con el estudio de sistemas biosorbentes como por ejemplo la
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utilizacion de consorcios microbianos, o sistemas mixtos formados por microorganismos y

macromoléculas (polimeros) sorbentes, que incrementarian los rendimientos en la captacion de
mezclas de metales pesados (2. 2. 27, 28, 29)
Los fendmenos de biosorcion se caracterizan por la retencion del metal mediante una interaccion
fisicoquimica del metal con ligandos pertenecientes a la superficie celular. Esta interaccion se
produce con grupos funcionales expuestos hacia el exterior celular pertenecientes a partes de
moléculas componentes de las paredes celulares, como por ejemplo carboxilo, amino, hidroxilo,
fosfato y sulfhidrilo. Es un mecanismo de cinética rapida que no presenta una alta dependencia
con la temperatura y en muchos casos puede estudiarse en detalle mediante la construccion de los
modelos de isotermas de Langmuir y Freundlich. El pH de la solucion es un factor crucial en la
biosorcion de metales pesados. El valor del pH influencia significativamente los sitios de
disociacion sobre la superficie de la biomasa y el comportamiento quimico del metal pesado, por
ejemplo hidrélisis, formacion de complejos por ligandos organicos y/o inorganicos, reacciones
redox, y precipitacion, como también la especie del metal y la disponibilidad. La biosorcion de
cromo total varia como funcién del pH, con iones presentes como acido cromico (H,CrQOy), ién
hidrégeno cromato (HCrO4), i6n dicromato (Cr,0772), i6n cromato (CrO4?) y Cr (111) que son
las especies dominantes. A pH 1-2, el ién hidrégeno cromato (HCrO™) es la especie dominante
@9 a biosorcion del cromo a bajo pH sugiere que la carga negativa de las especies de cromo
(cromato/dicromato) se unen por una atraccion electrostatica a grupos funcionales con carga
positiva sobre la superficie de los biosorbentes. Cuando el pH incrementa las cargas de la
superficie pasan a ser negativas y la biosorcion disminuye. En condiciones alcalinas, los grupos
carboxilos se encuentran desprotonados y tienen una carga negativa. En bajas concentraciones de
cromo, la principal especie es HCrO™ con pH debajo de 5, mientras que la especie CrO,?
incrementa con el aumento del valor de pH y se convierte en la principal especie a pH por encima
de 7 Y La biosorcién del metal depende de la protonacion o desprotonacion de los grupos

funcionales sobre la pared celular ©?

La bioacumulacion celular involucra un sistema de transporte de membrana que internaliza al
metal pesado presente en el entorno celular con gasto de energia. Este consumo energético se
genera a través del sistema H+-ATPasa. Una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste

es secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas
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0 también puede ser compartimentalizado dentro de una vacuola, como ocurre en hongos.
Algunos ejemplos de este proceso son muy interesantes, como el caso de acumulacion de uranio
por la bacteria Pseudomonas aeruginosa, el cual fue detectado integramente en el citoplasma, al

igual que en la levadura Saccaromyces cerevisiae %

La biomineralizacion es un mecanismo por el cual los microorganismos son capaces de precipitar
metales y radionuclidos como carbonatos e hidroxidos, mediante un mecanismo de resistencia
codificado en plasmidos. Este mecanismo aparece por el funcionamiento de una bomba que
expulsa el metal toxico presente en el citoplasma hacia el exterior celular en contracorriente a un
flujo de H+ hacia el interior celular. Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la
superficie celular externa y por lo tanto la precipitacion del metal pesado.
Otra forma de precipitar los metales es a través de la formacion de sulfuros o fosfatos, como
resultado de alguna actividad enzimatica celular. Un ejemplo de ello es la precipitacion de
sulfuros metélicos en reactores con cultivos mixtos de bacterias reductoras de sulfato ©* 2 o la
acumulacion de CdS en la pared celular de las bacterias Klebsiella planticola y Pseudomonas

aeruginosa

La biotransformacion es un proceso que involucra un cambio quimico sobre el metal pesado,
como por ejemplo en el estado de oxidacion o metilacion. Esta transformacion bioldgica de los
metales pesados que resultan toxicos mediada por enzimas microbianas puede dar como resultado
compuestos poco solubles en agua o bien compuestos volatiles. El ejemplo mas claro es el ciclo
del Hg en la naturaleza, donde la bacteria Pseudomonas aeruginosa puede reducir el cation Hg2+
a Hgo, y otros organismos pueden luego metilarlo dando como producto el CHzHg" y (CH3)2Hg,

que son volatiles y ain mas toxicos que el propio Hg.

Las reducciones de V(V) a V(II), Au(l11) a Au(0) y Cr(VI) a Cr(lI), conducen a la precipitacion
del metal bajo condiciones fisioldgicas. Entre estos dltimos el Cr es el metal mas ampliamente

utilizado en la industria de aceros, automdviles, equipamiento de hospitales y curtiembres, entre
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otras. EI Cr (VI) es un contaminante de prioridad 1 catalogado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA), ya que es estable en solucion acuosa y por lo tanto de
alta movilidad en diferentes ambientes, con un alto potencial mutagénico y carcinogénico. El
pasaje a Cr(l11) produce la inmovilizacion por precipitacion de hidréxidos y la disminucion en la
mutagenicidad. La utilizacion de microorganismos resitentes a Cr con capacidad de
bioconversion Cr(VI) en Cr(lll) es de fundamental importancia en el tratamiento bioldgico de

efluentes industriales ®°2

En la quimiosorcién mediada por microorganismos se pueden describir aquella clase de
reacciones en donde los microorganismos biomineralizan un metal, formando un depésito
primario. Este depdsito primario funciona como nudcleo de cristalizacion, con la subsecuente
deposicién del metal de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de mineralizacion.
Un ejemplo de este proceso es el agregado de Fe en un efluente a tratar, en presencia de bacterias
reductoras del sulfato. Estos microorganismos producen sulfuros que precipitan en forma de FeS,
sobre la superficie celular. Los otros metales contaminantes utilizan el FeS formado como
soporte y cristalizan sobre sus cristales. Luego, aprovechando las propiedades magnéticas del Fe,

pueden separarse facilmente de la fase soluble, decontaminando asf el material %"
e Biosorcidn de microorganimos como mecanismos de remocion

La biosorcion de metales pesados es un proceso pasivo no metabdlico, de la unién del metal con
el biosorbente. Algunos desechos industriales son utilizados para este prop6sito como lo son
bacterias, levaduras, hongos y algas; los cuales pueden funcionar como biosorbentes de metales
pesados. La biosorcion es considerada un proceso fisico-quimico rapido 2. En 1995 se hizo un
esfuerzo para resumir el tipo y eficacia de los biosorbentes, asi como los procesos de tratamiento
por biosorcion desde entonces los estudios han continuado de manera intensiva, considerandose
el empleo de biomasa bacteriana o fungica, cultivadas en lote, en biorreactores o inmovilizadas
en diferentes matrices, para remover por biosorcion el cromo presente en medio de cultivo o en
efluentes industriales . El uso de biosorbentes para la remocién de contaminantes toxicos o para

la recuperacién de valiosos recursos de aguas residuales, es uno de los mas recientes
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descubrimientos en el medio ambiente o recursos biolégicos de tecnologia. Las mayores ventajas

de esta tecnologia sobre la convencional incluye no solamente su bajo costo sino también su alta
eficiencia, la disminucion de quimicos o lodos bioldgicos, la habilidad de regenerar los
biosorbentes y la posibilidad de recuperar el metal luego de la adsorcion.

La compleja estructura de la biomasa implica que existe muchas vias por las que los biosorbentes
remueven los contaminantes; por ejemplo, la estructura y aspectos funcionales de polimeros
extracelulares de microorganismos como grupos aminas, amidas, carbonilos, carboxilos,
hidroxilos, imidazoles, sulfonatos, sulfhidrilos, fendlicos, fosfatos y fosfodiéster. Sin embargo, la
presencia de algunos grupos funcionales no garantiza una satisfactoria biosorcion de
contaminantes, pues existen barreras conformacionales o estéricas, entre otras, que pueden estar
presentes. Para que se pueda obtener una eficiente biosorcion de la biomasa depende de varios
factores, incluyendo el namero de sitios reactivos en el biosorbente, accesibilidad a los sitios,
estado quimico de los sitios y afinidad entre los sitios y el contaminante particular de interés. La
biosorcion de colorantes y metales ocurre principalmente a través de interacciones como:
intercambio i6nico, formacion de complejos, adsorcion por fuerzas fisicas, precipitacion y

atrapamiento en espacios interiores.

2.7. Disefio de sistemas para la remediacion de aguas residuales contaminadas con Cromo
Por Inmovilizacion de la biomasa en polimeros de silicio

Para determinar la capacidad de remover cromo (I11) en sistemas continuos. la biomasa se puede
inmovilizar en matrices de polisilicato utilizando &cido sulfurico al 5% con Na2SiO3 al 6% hasta
alcanzar un pH de 2. Normalmente a esas soluciones se les agrega la biomasa en cuestion.
Posteriormente se suspende en agitacion para que se forme el polimero, es asi como se consigue
al polimero con la biomasa inmovilizada luego esta tendrd que ser secada y posteriormente
instalada en una columna de inmovilizacion. “? El disefio de inmovilizacion de biomasa se

presenta en la Figura N°2.
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FIGURA N°2. Esquema de inmovilizacién de biomasa y unién a iones metélicos.” 1. Revista

mexicana de Ingenieria Quimica Vol 1 (2002)

2.8 Perspectivas futuras:

La produccion de cueros en Arequipa va en crecimiento y cerca de 150 curtiembres se encuentran
operando actualmente en la ciudad. El Parque Industrial Rio Seco — (PIRS) es la sede principal de
estas industrias y ha venido creciendo de manera desordenada y se proyecta a un mayor
crecimiento en el futuro, actualmente este Parque Industrial no cuenta con un sistema de
tratamiento de aguas residuales. Con esta investigacion se pretende presentar una propuesta de
solucion en el tratamiento de aguas residuales de curtiembres y constaria en emplear
microorganismos capaces de reducir las cantidades tanto de Cromo Il y Cromo VI en estas aguas
y asi reducir el impacto ambiental que tienen estos tipos de desechos industriales en la ciudad de
Arequipa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA
CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS:

3.1 CAMPO DE INVESTIGACION:

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio H-302 del Programa Profesional de Ingenieria
Biotecnoldgica de la Universidad Cat6lica de Santa Maria, Arequipa-Per(. Las unidades de
estudio fueron las aguas contaminadas con la microflora nativa del Parque Industrial Rio Seco.
Las muestras se tomaron de la laguna de aguas de oxidacion del Parque Industrial de Rio Seco de
la ciudad de Arequipa-Peru, coordenadas 16° 21°49.21°" S, 71°36’° 25.47°’0O.

3.2 MATERIALES:
Material Bioldgico:

e Muestras de aguas residuales superficiales (S) y Profundas (P) del PIRS

Reactivos:
e Peptona
e Extracto levadura
e Agar Plate Count
e Agar Sabouraud
e Sulfato béasico de cromo (I11) de uso industrial
e Glucosa
e Agar-agar
e Medio TSI
e Urea Christensen
e Caldo MRVP
e Rojo de metilo
e Reactivo de Kovacs
e Anfotericina B
e KOH 40%

e Safranina
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e Cristal violeta

e Alcohol acetona

e Medio para algas Nutrafin™

e Agar Sangre

e Tween 80 al 1%

e Peroxido de hidrogeno

e Fucsina béasica

e Azul de metileno

e Alcohol- Acido

e Aceite de inmersion

e Dicromato de Potasio

e 1,5 Difenilcarbazida, (C13H14N4O) g.p Merck
e Acido sulfdrico concentrado

e Acido Clorhidrico 0.5N

e Nitrato de Sodio 0.1M

e Permanganato de Potasio

e Azida de Sodio

e Naranja de Metilo al 1%

e Hidroxido de Amonio concentrado

e Acetona

Material de vidrio:
e Placas Petri descartables de 10cm y 5 cm
e Probeta
e Frascos de vidrio de 1litro de capacidad
e Laminas portaobjetos
e Tubos de ensayo
e Gradilla
e Pipetas estériles

e Fiolas
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e Pipetas Pasteur

e Fiolas

o Beakers

e Bagueta

e Pipetas graduadas

e Frascos de vidrio marca BOECO de 250 ml

e Cubetas de vidrio de 5.5 litros de capacidad (10x10x20 cm).

Equipos:
e Microscopio marca Galileo
e Autoclave Fravill
e Estufa de secado y esterilizacion J-P Selecta
e Incubadora J.P Selecta
e Refrigeradora BOSH
e Multipardmetro HANNA
e Espectrofotometro Spectrum Sp 1105
e Microondas Samsung
e Balanza Analitica Ohaus Adventure
e Balanza Ohaus Scout-pro

e Ph metro Hanna instruments Ph 213

3.3 METODOLOGIA
RECOLECCION DE LA MUESTRA:

La ubicacion de los puntos de muestreo cumplieron los siguientes criterios de acuerdo al
Protocolo de monitoreo de la calidad sanitaria de los recursos hidricos superficiales del
Ministerio de Salud- Direccién General de Salud Ambiental (DIGESA)

e ldentificacion: El punto de muestreo fue identificado y reconocido claramente, de manera

que permitié su ubicacion exacta en muestreos futuros. Para la determinacion de la
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en coordenadas UTM .

e Representatividad: Se evitaron zonas de embalse o turbulencias no caracteristicos del
cuerpo de agua. Se eligié un punto en donde la laguna se encontraba en forma regular,
accesible y uniforme en profundidad. Fue importante considerar la referencia para la
ubicacion de un punto de monitoreo como un puente, roca grande, arbol, kilometraje vial
y localidad. Latoma de muestra se realiz6 a una profundidad de 1m ; los frascos para las
muestras fueron de vidrio y esterilizados. La toma de muestra fue directa dejando un
espacio para aireacion y mezcla de 1/3 del frasco de muestreo. La representacion grafica

de la toma de muestras se presenta en la Figura N°3.

4 3
Superficial (S) /
Profunda (P)
1 2
A B

FIGURA N°3.Representacion Grafica de la toma de muestras en la laguna del Parque Industrial

de Rio seco:

A. Representacion grafica de la laguna del PIRS: La figura muestra cdmo se dividio la laguna 'y
representa los cuatro cuadrantes de donde se tomaron las muestras. B. Representacion gréfica de la
profundidad. La figura representa el rango de profundidad de la laguna de donde se tomaron las muestras

tanto superficiales como profundas.

Se tomaron las muestras dividiendo la laguna en cuatro cuadrantes los cuales se codificaron como
1, 2, 3, y 4 respectivamente. Se tomaron muestras de 1 litro de volumen tanto superficiales como

profundas correspondiente a cada cuadrante, obteniendo asi un total de 8 muestras.
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Las muestras obtenidas fueron codificadas de la siguiente manera de acuerdo a la localizacion y

su profundidad. La codificacion de las muestras se presenta en la Tabla N°6.

Tabla N° 6
Codificacion de las muestras recolectadas:
Cuadrante Superficial*(S) Profunda’(P)
1 S1 P1
2 S2 P2
3 S3 P3
4 S4 P4

1. Las muestras superficiales fueron tomadas de la parte mas cercana a la superficie, se utilizé en la toma
de muestras un recipiente amarrado a una soga para abarcar el area central del cuadrante. 2. Las
muestras profundas se tomaron colocando dentro del recipiente un objeto que le de peso y se sumergid
este hasta que tocara fondo.

AISLAMIENTO DE LA MICROFLORA NATIVA:
Bacterias:

El aislamiento se realiz6 en medio Plate Count (PC) siendo preparadas las placas de la siguiente
manera: Se disolvié 0.5 g de Peptona, 0.25 g de extracto de levadura, 0.1 g de glucosa en 100 ml
de agua destilada, se ajusté el pH entre 7.2-7.5 y se agregd 1.4 g de Agar-Agar en un matraz de
250 ml. Se llevé el medio al autoclave a 121°C y 1.5 psi de presion por 15 min. Se dejé enfriar
hasta una temperatura no menor a los 40°C y se colocd 10upg/ml de Anfotericina B como
antimicotico para el control de hongos y levaduras asi como también se suplemento con
dicromato de potasio y sulfato de cromo a 100 pg /ml y posteriormente se realizo el plaqueo. Se
coloc6 1ml de agua residual, se esparcio en el medio preparado y se dejo incubar a 37°C por 24
horas. Una vez separadas las cepas y duplicadas se utilizd6 Amoxicilina y Dicloxacilina 5pg/ml

para lograr un mejor aislamiento de microorganismos gram positivos como gram negativos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Hongos:

Se prepar6 medio Sabouraud suspendiendo 6.5 g de medio en 100 ml de agua destilada; se llevd
al autoclave por 15 min a 120°C controlando la temperatura para evitar desnaturalizacién del
medio. Se dejé enfriar a una temperatura no menor a los 40°C para asi poder colocar los
antibioticos Gentamicina (0.04g/l) y Cloranfenicol (0.4g/l) sin producir desnaturalizacion. Se
plaqueo y se colocd 1 ml de muestra de aguas residuales; Se dejé en incubacion a 25°C por 5
dias; se separaron las cepas que presentaron un desarrollo temprano y se guardaron las placas 14
dias, para asi analizar las cepas de crecimiento tardio.

Levaduras:

Se prepar6 medio YPD suspendiendo 2.5 g de medio en 100 ml de agua destilada; se llevé al
autoclave por 15 min a 121°C. Se dej6 enfriar a una temperatura no menor a los 40°C para asi
poder colocar los antibioticos Gentamicina (0.04g/l) y Cloranfenicol (0.4g/l) sin producir
desnaturalizacion. Se plaqueo y se colocd 1 ml de muestra de aguas residuales; se dejo en
incubacién a 30C por 5 dias y se separaron las cepas para su posterior identificacion.

Algas:

Se disefi6 un sistema de incubacion (Figura N°4) el cual consiste en 4 celdas de 20x15x15 cm las
cuales contenian 1.5 litros de agua destilada al 10% de solucién para algas Nutrafin™; se incluyd
en el sistema una fuente de luz T5 por un fotoperiodo de 12 horas ademas de un sistema de
bombeo de O, y CO, durante la incubacion. El sistema fue inoculado con 5 ml de agua residual
por un periodo de 7 dias. Posteriormente se procedid a la verificacion de presencia de algas y
microalgas mediante el microscopio.
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FIGURA N° 4. Sistema disefiado para el Aislamiento de Algas.

El equipo muestra cuatro cubetas en donde se incubaron las muestras tanto superficiales como profundas,
cada cubeta corresponde a cada cuadrante de la laguna. Se suplemento el sistema con CO, el cual esta

instalado en un recipiente externo a la de incubacion.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES
MICROBIOLOGICAS AISLADAS

Bacterias:

Las especies aisladas fueron caracterizadas mediante las pruebas bioquimicas siguientes: tincion
de gram, catalasa, oxidasa, TSI, H2S, Rojo de Metilo, Voges Proskauer, Crecimiento en agar Mc
conkey, hemdlisis , motilidad, LIA, indol , urea y Tincidén Zielh-Neelsen. Asi como también
fueron caracterizadas morfoldégicamente mediante tincion gram y observacion al microscopio de
sus caracteristicas. Los fundamentos y procedimientos de éstas pruebas se presentan a

continuacion.
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e Tincién de Gram

Las bacterias gram-positivas y gram-negativas tifien de forma distinta debido a
las diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de la célula
bacteriana sirve para dar su tamafio y forma al organismo asi como para prevenir la lisis
osmotica. El material de la pared celular bacteriana que confiere rigidez es el
peptidoglicano. La pared de la célula gram-positiva es gruesa y consiste en varias capas
interconectadas de peptidoglicano asi como algo de acido teicoico. Generalmente, 80%-
90% de la pared de la célula gram-positiva es peptidoglicano. La pared de la célula gram-
negativa, por otro lado, contiene una capa mucho més delgada, Unicamente de
peptidoglicano y esta rodeada por una membrana exterior compuesta de fosfolipidos,
lipopolisacaridos, y lipoproteinas. S6lo 10% - 20% de la pared de la célula gram-negativa
es peptidoglicano. Debido a su importancia en taxonomia bacteriana y a que indica
diferencias fundamentales de la pared celular de las distintas bacterias, describiremos aqui
con algun detalle la tincion de Gram y las interpretaciones que actualmente se hacen sobre
el porqué de su funcionamiento.

Procedimiento:

o Se realizo un frotis de la muestra y se fijo al calor

o

Se agrego el reactivo cristal violeta y se esperé 1 minuto. Todas las células gram
positivas y gram negativas se tifien de color azul-purpura.

Se enjuago con agua.

Se agreg0 lugol y se esperd 1 minuto.

Se enjuag6 con agua.

O O O O

Se agregd alcohol- acetona y se espero de 8 a 15 segundos aproximadamente

(parte critica de la coloracién).

o

Se enjuag6 con agua.

0 Se agrego el reactivo safranina por 45 segundos. Este tinte dejara de color rosado-
rojizo las bacterias Gram negativas.

0 Se enjuagd con agua y se dejé secar a temperatura ambiente

0 Se observé al microscopio a 100x con aceite de inmersion. ¢+
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e Prueba de la Catalasa

El Objetivo es buscar la presencia de la enzima catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua.
Quimicamente la catalasa es una hemoproteina de estructura similar a la de la
hemoglobina. El peréxido de hidrogeno se forma como uno del os productos finales del

metabolismo oxidativo de los hidratos de carbono
2 H,0, =2H,0+0,
Procedimiento:

Con una asa de siembra en punta se coloco en el centro de una placa porta objetos la
colonia a investigar. Se agregoé 1 a 2 gotas de peroxido de hidrogeno. Se suspendio el
organismo y se observo si existe presencia e burbujas. La rapida aparicion y produccion
sostenida de burbujas de gas o efervescencia indica una reaccion positiva.

e Prueba de la Coagulasa

La coagulasa es un enzima capaz de desnaturalizar la bibrina del plasma. El objetivo es
buscar en factor de aglutinacion de los microorganismos cuando estos se mezclan con el
plasma. Esta prueba se utiliza para diferenciar microorganismos del genero

Staphylococcus. Existe la coagulasa libre y fija
Procedimiento:

Coagulasa fija: Con una asa de siembra, se cogio la colonia a investigar y se colocé en
una ldmina porta objetos. Se agregod 2 gotas se plasma humano y se suspendi6 y se inclind
hace uno y otro lado hasta observar si existe la aparicién de grumos. La rapida aparicion

de precipitado granular después de 30 segundos indica una reaccién positiva,

Coagulasa libre: En un tubo de ensayo estéril se colocé 2 gotas de plasma humano, con
una asa de siembra se cogio la colonia a investigar y se inocul6 en el contenido. Se
mezclo el contenido evitando agitacion. Se coloco el tubo en la incubadora a 37°C por 4
horas hasta observar un coagulo visible. En caso de ser negativo se dejé hasta las 24
horas.
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e Prueba de la Oxidasa

El objetivo de la prueba “Oxidasa” es buscar la presencia de la enzima Citocromo C

oxidasa.

Se trata de un enzima que oxida el citocromo C de la cadena transportadora de e-. Este se
detecta utilizando el tetra para fenilendiamina: el reactivo de oxidasa contiene este
compuesto que va a ser oxidado por lacitocromo C oxidasa. En estado reducido es

incolora, pero cuando se oxida vira a purpura.
Procedimiento:

Se impregnd un pequefio papel de filtro con reactivo de Kovacs; Con una asa de siembra
se tomé el microorganismo a investigar y se frotd sobre el papel . Tras unos 30 segundos,
observamos si ha ocurrido algin cambio. Las bacterias que dan positivo a esta prueba
tienen generalmente un ciclo respiratorio oxidativo. La prueba se considera positiva si se

desarrolla un color purpura en el papel.

e Prueba de la Ureasa
Esta prueba detecta la presencia de la enzima ureasa en los microorganismos a través de
una prueba en la que se observa la alcalinizacion del medio.
La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea dando lugar al carbonato amoniaco, con lo que el

medio se alcaliniza.
Procedimiento

Con una asa de siembra se tomd muestra del cultivo a investigar; Se sembré el
microorganismo en medio Christensen en tubo inclinado; Se incubé a 37°C hasta detectar
cambio de color del indicador La prueba se considera positiva si el color cambia a

purpura debido al indicador rojo fenol.

e Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple Azdcar Hierro)

El TSI es un medio nutriente y diferencial que permite estudiar la capacidad de
produccion de &cido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa en un Unico medio.

Tambien permite la identificacion de la produccion de H,S .
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Procedimiento:

Se inocul6 los microorganismos aislados en tubos con medio TSI con inclinado Para eso
introducir la punta hasta 3 a 5 mm. del fondo del tubo. Tras retirar el alambre del fondo,

estriar el pico con un movimiento hacia uno y otro lado. Incubar a 35° durante 24 horas.

e Prueba LIA (Lysine Iron Agar 6 Agar Lisina Hierro)

Esta prueba permite diferenciar los microorganismos que producen descarboxilaciéon o
desaminacion de la lisina. Se pude detectar ademas la produccion de H2S ya que es méas
sensible que el TSI para esta prueba

Procedimiento:

Se inocul6 en forma de estria las cepas de los microorganismos aislados en el medio de

cultivo LIA inclinado y se dejo incubar por 24 horas a 37° .

e Prueba MIO (Motility-Indole-Ornitine 6 Motilidad-Indol-Ornitina)

Esta prueba bioquimica permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad a la
reaccion de Indol a la descarboxilacion de la ornitina.

Procedimiento:

Se inocul6 los microorganismos aislados en tubos inclinado con medio MIO; se dejé
incubar por 24 horas a 37°.

¢ Rojo Metilo

Una de las caracteristicas taxonémicas que se utilizan para identificar los diferentes
géneros de enterobacterias lo constituyen el tipo y la proporcion de productos de
fermentacion que se originan por la fermentacion de la glucosa. Se conocen 2 tipos
generales: La fermentaciéon acido-mixta y la fermentacion del 2,3 butanodiol. En la
fermentacion acido mixta se forman fundamentalmente lactico, acético y succinico,
ademas de etanol, H2 y CO2. En la via del butanodiol se forman cantidades menores de
acido (acetato y succinato) y los principales productos son el butanodiol, etanol, H2 y
co2.

El rojo de metilo es un indicador de pH con un intervalo entre 6,0 (amarillo) y 4,4 (rojo),
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que se utiliza para visualizar la produccion de acidos por la via de fermentacion acido

mixta.
Procedimiento:

Se inoculd los microorganismos aislados en caldo MRVP 'y se incub6 a 37°C durante 48
horas. Luego de finalizado el tiempo de incubacion se agregd unas gotas del reactivo de
rojo de metilo. La prueba es positiva si se desarrolla de un color rojo estable. Esto indica
que la produccion de &cido es suficiente para producir el viraje del indicador y el
microorganismo ferment6 la glucosa por la via de &cido mixta. Un color anaranjado,

intermedio entre el rojo y el amarillo no es considerado como positivo

e Vogues Proskauer

En la prueba de Voges-Proskauer se determina la via de fermentacion del butanodiol
descripta en la prueba de rojo de metilo. El acetil-metil-carbinol (0 acetoina) es un
producto intermediario en la produccion de butanodiol. En medio alcalino y en presencia
de oxigeno la acetoina es oxidada a diacetilo. Este se revela en presencia de alfa-naftol

dando un color rojo-fucsia.
Procedimiento:

Se inocul6 los microorganismos aislados en caldo RMVP y se incubd a 37°C durante 24
horas. Luego de finalizado el tiempo de incubacidn se agreg6 gotas de alfa-naftol al 5% y
de KOH al 40%. Se agito el tubo cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico y se dejo reposar durante 10 a 15 minutos. El desarrollo de un color rojo-
fucsia luego de 15 minutos indica la presencia de diacetilo, producto de oxidacién de la

acetoina y por lo tanto una prueba VP positiva.®

e Tincion de Ziehl Neelsen

Las paredes celulares de ciertos parasitos y bacterias contienen &cidos grasos (acidos
micélicos) de cadena larga (50 a 90 atomos de carbono) que les confieren la propiedad de
resistir la decoloracion con alcohol-acido, después de la tincidon con colorantes basicos.
Por esto se denominan &cido-alcohol resistentes. La coloracion clasica de Ziehl-Neelsen

requiere calentamiento para que el colorante atraviese la pared bacteriana que contiene
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ceras. Al suspender el calentamiento y enfriar con agua, provoca una nueva solidificacion

de los acidos grasos de modo que el colorante ya no puede salir de las bacterias. Por otro
lado, el calentamiento aumenta la energia cinética de las moléculas del colorante lo cual
también facilita su entrada a las bacterias. Las bacterias que resisten la decoloracion son
de color rojo y las que no, se ven de color azul ya que se utiliza azul de metileno como

tincion de contraste
Reactivos

A. Fucsina fenicada de Ziehl- Neelsen
B. Solucidn decolorante alcohol- 4cido

C. Solucion de azul de metileno
Procedimiento:

o Se realizo un frotis de la muestra y se fijé al calor

0 Se vertio unas gotas de solucion de fucsina fenicada hasta cubrir la preparacion

@]

Se calentd suavemente hasta que se desprenda vapores por tres veces
consecutivas, evitando ebullicion

Se elimind el colorante y lavar con agua corriente

Se cubrio el portaobjetos con la solucion decolorante durante 1 minuto.

Se lavo con agua

o O o o

Se afiadi6 el colorante de contraste azul de metileno y se dejé actuar por un

minuto

o

Se lavo con agua, evitando el exceso
0 Se dejo secar al aire a temperatura ambienre
0 Se observé al microscopio a 100 X con aceite de inmersion.

Si los microorganismos se colorean de rojo quieren decir que estos son acido resistentes,

mientras que si se colorean de azul o amarillo no lo son. ¢%
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Hongos y Levaduras:

La identificacion se realizd6 mediante vista al microscopio con KOH al 10% asi como también
tincion de gram para determinar la morfologia, asi como el tiempo de crecimiento y

caracteristicas macroscopicas.

Algas:

Se identificaron morfol6gicamente mediante vista al microscopio.

EVALUACION DE LA BIOSORCION DE CROMO (I11'Y VI) EN AGUAS SINTETICAS
Adaptacion:

El término de adaptacién alude a la manera en que ciertos organismos aseguran la supervivencia
de su especie en ambientes sometidos a cambios rapidos, produciendo crias adaptadas a distintas
condiciones de vida. EI mecanismo que utilizan los microorganismos para lograr una adaptacion
a algun medio especifico ha sido ampliamente estudiado. Las bacterias liberan un tipo de
molécula al ambiente llamada D-aminoacidos, que son capaces de modular la biosintesis
del peptidoglicano, principal componente de la pared celular bacteriana. La pared bacteriana es la
primera barrera que permite a las bacterias protegerse y comunicarse con su entorno por tanto, la
regulacion de la sintesis de esta envoltura celular es fundamental para la supervivencia de la
bacteria. En ciertas ocasiones, cuando las condiciones ambientales se vuelven desfavorables, bien
por falta de nutrientes, presencia de antibiéticos o cualquier otro tipo de estrés, las bacterias
deciden detener su crecimiento por lo tanto, una falta de coordinacion entre el ritmo de
crecimiento y la sintesis del peptidoglicano supondria un riesgo letal para toda la poblacion. La
liberacion de los D-aminoacidos permite que toda una comunidad bacteriana sea capaz de
sincronizar su sintesis de peptidoglicano con el crecimiento celular en respuesta a los cambios
ambientales. Este tipo de sistemas, conocidos como quérum sensing, en el que las bacterias
liberan metabolitos reguladores al ambiente para generar un tipo de comportamiento social

coordinado, suele traducirse en cambios en la expresion de los genes.®®

Se realizo la adaptacion de las cepas tanto para Cromo VI utilizando dicromato de potasio a 20
ppm como para Cromo Il utilizando Sulfato Bésico de Cromo a la misma concentracion. Todas
las cepas aisladas se inocularon mediante la disolucién paulatina del agua residual con agua con

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

v#=2 . UNIVERSIDAD
"8\ caTOLICA

=< DE SANTA MARIA

agua con Cr estéril. Se utilizé un sistema consistente en botellas de vidrio estériles colocadas

dentro de una chaqueta térmica (Figura N°5). En cada botella se coloc6 50 ml de agua residual

estéril inoculada con 1 ml de la cepa seleccionada, se dejo incubar a 35°C durante 15 dias. Cada

dia se le agregé 10 ml de solucion stock de Dicromato de potasio como de Sulfato de Cromo

hasta completar a 500 ml. Se determiné la presencia de microorganismos mediante tincion de

gram y siembra en medio de cultivo.

0.20m

0.30m

Vista Tridimensional

0.25m c

hrSwexel
I

Vista Alzada

0.20m

0.30m

Wista Lateral

FIGURA N°5 Sistema disefiado para la adaptacion de las especies microbioldgicas

(A) Vista tridimensional del sistema, en el cual se observa 6 recipientes de vidrio para cada una de las cepas

aisladas, éstos recipientes se encuentran sumergidos en una chaqueta de temperatura (32° C), por el lado

derecho vemos se encuentra un recipiente donde se recibe el aire filtrado y se humedece en agua destilada

estéril, por el otro extremo se encuentra otro recipiente el cual recibe el CO2 procedente del crecimiento

bacteriano. Asi mismo se presentan las vistas frontales (B) y alzada (C) del sistema utilizado.
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Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

La Concentracion inhibitoria minima (CIM), en microbiologia, es la concentracion mas baja de
un agente que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de su incubacion. La
concentracion minima inhibitoria es importante en diagnésticos de laboratorio para confirmar la

resistencia de microorganismos a un agente inhibitorio

Se determiné la concentracion inhibitoria mas baja de crecimiento visible en medio solido tanto
para Cromo VI utilizando dicromato de potasio como para Cromo Ill utilizando Sulfato basico
de Cromo , se utiliz6 las cepas aisladas adaptadas, mencionadas en el punto anterior. Se
prepararon concentraciones de 5, 7, 8, 8.5, 12.5, 13, 14, 15, 20 mg/ml en frascos separados
estériles, las concentraciones se prepararon en fiola de 25ml y 50 ml. Se colocé en cada placa
medio de cultivo Plate Count junto con 1ml de solucion preparada, luego de la gelificacion se
sembrd con 1 ml del in6culo y se dejé incubando durante 24 h a 48 h a 35°C y se determiné la

inhibicion correspondiente.
Biosorcion de Cromo (H11'Y VI) en aguas sintéticas.

La microflora nativa que se aislo, se pre cultivo en indculos de 50 ml por 72 horas en caldo Plate
Count (PC) a 35°C, luego estas cepas se inocularon en el sistema disefiado (Figura N°6), donde
en cada cubeta se colocé un tipo de microorganismo O consorcios microbianos. El sistema se
inocul6 en agua preparada con dicromato de potasio a 14ppm y aparte con Sulfato basico de
cromo a 9 ppm se utilizé agua con cromo sin microorganismo que fue incluido en el sistema y
este nos sirvié como blanco. Todos los cultivos se incubaron por 7 dias a 32 °C manteniendo la
temperatura isotérmicamente con una chaqueta, teniendo control de temperatura y degradacion de
Cromo. Se tomaron muestras de 40 ml para cada dia, Se esterilizaron y procedio a la
determinacion de concentracion de Cr (V1) y Cr (I111) mediante la técnica de la difenilcarbazida
donde se realizaron lecturas en un espectrofotometro a 540nm. Las lecturas se realizaron por

triplicado.
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FIGURA N°6 Propuesta de sistema de biorremediacion de Cromo

(A)Vista tridimensional donde se observa el sistema conformado por 8 cubetas, las cuales estan

destinadas para las 6 cepas aisladas mas dos consorcios, cada cepa es inoculada con agua sintética con
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Cromo VI y Il para determinar su depuracion. El sistema fue ejecutado a 32°C de temperatura durante

7 dias. Asi mismo se muestras las vistas laterales (B) y alzada (C).

a) Determinacién de Cromo Hexavalente ©

Fundamento

De acuerdo con la técnica de la Difenilcarbazida, la cuantificacion de Cromo VI en forma
independiente durante el proceso de remediacién se pudo realizar utilizando la 1,5-
difenilcarbazida en medio acido, para asi dar un color violeta, el cual se lee
espectrofotométricamente a 540nm. La intensidad de color es directamente proporcional al a

concentracion de Cromo VI cuya reaccion se presenta en la Figura N°7

FIGURA N°7 .Reaccion quimica del Cromo VI con la 1,5-difenilcarbazida

Preparacion del a curva de calibracion

Para la preparacion de la curva de calibracion se prepararon los siguientes reactivos, que se

muestran en la Tabla N°7

Tabla N°7
Reactivos utilizados en la curva de calibracion™?

Reactivos Concentracion
Difenilcarbazida 5mg/l
Solucion Stock de Cromo VI 500mg/I
Solucion estandar de Cromo VI 5mg/l
Nitrato de Sodio 0.1M
Acido Clorhidrico 05N

1. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 2. Benegas, RC
(2011)
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a) Solucidn de difenilcarbazida 5 mg/L

Se pes6 125 mg de 1,5 difenilcarbazida y se disolvid en una fiola de 25 ml con acetona. Se
almaceno en un frasco color ambar con tapa recubierta de tefldon; ya que esta solucién es

transparente, con el tiempo se torna amarillo.
b) Solucién stock de Cromo VI 500 mg/L

En la estufa se seco 2 g de Dicromato de Potasio (K,Cr,07) a una temperatura de 105°C por un
periodo de una hora y posteriormente se dejé enfriar en el desecador. Luego se pes6 141.4 mg de

dicromato y se disolvio en fiola de 100 ml con agua destilada.
¢) Solucion estandar de Cromo VI 5mg/L

Se tomo una alicuota de 1 ml de la solucion stock de Cromo VI 'y se colocé a una fiola de 100 ml

que se aforo con agua destilada, 1 ml de esta solucion equivale a 5 g de Cromo VI
Curva de calibracion:

Se prepararon soluciones a partir de la solucion estandar de Cromo VI 5mg/L en un rango de 0.08
a1 mg/L. Se procedio a realizar los célculos correspondientes para determinar los volumenes de
cada concentracion como se presenta en el Anexo N°5. Para la realizacion del a curva se utilizé
15 ml de Nitrato de Sodio 0.1M, 3 ml de Acido Clorhidrico 0.5N y 0.5 ml de Difenilcarbazida 5
mg/ L asi como también se utilizaron volimenes de 0.4, 1, 2, 3,4 y 5 ml de stock de Cromo VI 'y
se dejo reposar por 10 minutos hasta desarrollar completamente el color. El blanco se prepard en
una fiola de 25 ml con 15ml de Nitrato de Sodio, 1ml de Acido Clorhidrico y 0.5 ml de 1,5-
difenilcarbazida. Las mediciones de las absorbancias de cada solucion fueron hechas en una celda
de cuarzo de 1 cm a 540 nm. Se construy6 una curva de calibracion, graficando la absorbancia

leida contra los mg/l de Cr (VI).
Tratamiento de la muestra:

Se pipete6 1 ml de cada una de cada una de las muestras y se colocé en una fiola de 25 ml; se
afiadio 3 ml de Acido clorhidrico, 0.5 ml de difenilcarbazida y 15 ml de Nitrato de sodio; se dejo

en reposo por 10 minutos hasta la formacion del color; se enras6 y se midi6 en el
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espectrofotdbmetro con una celda de cuarzo de 1cm a 540nm junto con el blanco preparado

anteriormente.
b) Determinacion de Cromo Trivalente
Fundamento

La determinacién de Cromo trivalente se basa en la oxidacion de este con un potente agente
oxidante como el Permanganato de Potasio (KMnO,) el cual convierte el Cromo Trivalente a
Hexavalente y posteriormente puede ser detectado por la difenilcarbazida en medio acido a una
longitud de onda de 540nm. La curva de calibracion utilizada para este método es la misma que

para el cromo hexavalente.
Procedimiento

Para la determinacion de Cromo trivalente se utilizaron los reactivos presentados en la Tabla

N°8.
Tabla N°8
Reactivos utilizados en la determinacién de Cromo Trivalente®
Reactivos Concentracion

Difenilcarbazida 5mg/l

Naranja de Metilo 1% ( gotas)
Permanganato de potasio 0.04 g/ml

Azida de Sodica 0.005g/ml
Hidroxido de amonio Concentrado

Acido Sulfurico(H,S0.) Concentrado

1. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

Se pipeted 10 ml de muestra en un matraz de 250 ml, se le afiadi6é 3 gotas de naranja de metilo; se
le afiadié 3 gotas de hidroxido de amonio concentrado hasta que la solucion se torné amarilla; se
afiadio 1 + 1 gotas de Acido sulfarico (H,SO4) concentrado hasta que la solucién cambi6 de
color a rosa y se agregaron 20 gotas en exceso; se ajustd el volumen a unos 40 ml y se llevé al

calor hasta que se produzca ebullicion. Se afiadieron 2 gotas de Permanganato de potasio (
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KMnOy,) vy la solucidn se tornd violeta , se dejé en ebullicion por 1 minuto; se le agreg6é 1 ml de

Azida sédica hasta que la solucidén empieza a transparentar; se dej6 en ebullicion por 30 segundos
y se dejo enfriar para que la solucidn se vuelva totalmente transparente; se enrazé en fiola de 100
ml y se mezcld; se afiadid 2 ml de solucion de difenilcarbazida y se mezclo; se dejé 10 minutos
en reposo para que se formase totalmente el color y se midié en una celda de cuarzo de 1 cm a

una longitud de onda de 540 nm.
Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la degradacion de Cromo (Il y VI) se procesaron en el paquete
estadistico SPSS vs.19 para asi realizar ANOVA vy test de Tukey para determinar si los

microorganismos tenian una diferencia significativa en su biorremediacion.

EVALUACION DE LA BIOSORCION DE CROMO (I11'Y VI) EN AGUAS RESIDUALES
CON EL CONSORCIO MICROBIANO DE MEJOR DESEMPERNO

Con el consorcio microbiano de mejor desempefio se escald a un sistema de bioremediacion a
nivel piloto de 30 litros en condiciones naturales (estdndares) simulando su trabajo en el sistema
natural de una laguna de oxidacion in-situ. Se inoculd las cepas de mejor desempefio durante 4
dias a TPS (temperatura y presion estandares) y se sacaron muestras de 15 ml cada dia para el
andlisis fisicoquimico de las aguas utilizando el multiparametro HANNA vy al finalizar el tiempo
de incubacion se analizaron los resultados iniciales y finales tanto para Cromo Total, Cromo

Hexavalente y de todos los metales presentes en el agua residual.

APLICACION A ESCALA DEL CONSORCIO MICROBIANO EN LA
BIOREMEDIACION VIRTUAL DE AGUAS RESIDUALES INDISTRIALES DEL
PARQUE INDUSTRIAL DE RIO SECO - PIRS

Los resultados obtenidos en la seleccion de la cepa 6ptima que permitio la maxima remocion de
las especies Cr 111 y Cr VI asi como las condiciones de operacion mantenidas se utilizaron en el
escalado a nivel piloto de la biorremediacion de aguas residuales industriales del PIRS. Debido a
que la capacidad aproximada de la laguna de oxidacién es 28 000 m>. Se tomé como volumen de
escalado una fraccién equivalente a 1/100 de su capacidad real; esto es, 280 m* lo cual representd
un cubo de 6,54 m de arista que fue configurado virtualmente con un 25% de exceso para

seguridad y formacion de espuma y contingencia por incremento subito de generacién de aguas
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residuales. La condiciones de operacion se mantuvieron en TPS (temperatura y presion estandar)

y se alimentaron virtualmente in6culos de la cepa bacteriana que mostr6 dptima desempefio en la
remocion de cromo. Las aguas residuales crudas alimentadas a la celda virtual mantuvieron la
composicion fisico-quimica de origen y los contenidos de contaminantes utilizados resultaron ser
los monitoreados con los métodos descritos anteriormente. Se obtuvo la contabilizacion de la
accion microbiana en la depuracién de aguas residuales del PIRS aplicando balances de materia

con los datos suministrados por la experimentacién en laboratorio.

La celda de biorremediacion virtual consistié en una forma ctbica de 350 m® con arista 7 m de
acuerdo a la configuracion mostrada en la Figura N°8 y su régimen de operacion fue discontinuo
0 batch con tiempo de residencia igual a 1 dia. El escalamiento fue realizado utilizando el

programa MS Excel entorno Windows 7.

Aguas
Inéculo residuales
bacteriano crudas

Figura N°8. Celda Virtual utilizada para la simulacion de cambio de escala (350 000 litros,
280000 litros de agua residual).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

DE SANTA MARIA

Disefio Experimental de la
Investigacion

caracterizacion de
Ccepas microbianas

o | seleccidn de capas

Coordenadas
16°21°'46.42" 5 -
71°36'15.42" O,
Google Earth®

horfologia

!

Tincidgn gram

-

Maorfologia celular

:

Pruehas
bioquimicas

[
L

an aguas sintéticas

1

adaptacion de las

cepas

]

Concentracion

inhibitaria

¥

Degradaridn de

Cromo (Il y IV] en
aguas sintéticas

Estadistica

Marfologia celular

[y

Ccaracterizacion de
cepas fungales

-

Escalado a nivel
piloto

Y

Definicion del
wolumen a tratar

b

Balance de materia

Resultado
final

(7}
(=]
=
=]
<
(=2)
=
(7}
[<5]
=
£
(«b]
wn
(=]
4=
£
]
=]
(1}
o
<
(7]
(<}
=
=
=
(=]
(&
<
=]
<
=
o
(=]
=
=]
(3]
c
g
(=]
1]
=
=]
=]
o

@
n
D

i
3~
o
[7¢]
[«b]
S

8
(&)
e
[<b)
-
(<)

Y
[«b}
-
[«b}

k=

=
o
o
=
=

S
(&)
(3]
(=)}

—
(7p]
(5]
>

£
=
wn
(=

Ll




REPQSITORIO DE 2%, UNNERSIDAR

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Las muestras de agua residual se obtuvieron de la Laguna de Oxidacion del PIRS, localizado en
el distrito de Cerro Colorado de la ciudad de Arequipa, coordenadas 16° 21°49.21°" S, 71°36’
25.47°°0. La muestra fue recepcionada en frascos de vidrio de 1 L de capacidad color ambar y
presentd las caracteristicas mostradas en la Tabla N°9.

Tabla N° 9.

Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual
Color Verde oscuro
Temperatura 17 °C
pH 8.6

FIGURA N°9 .Vista Panoramica de la Laguna de Oxidacion del Parque Industrial de Rio Seco,
Arequipa

Inaugurada en setiembre del 2004, un mes después la laguna dejo de funcionar, el olor fétido que envuelve la
zona hace irrespirable el aire del lugar. Se tomaron muestras de aguas para la posterior determinacién de
parametros fisico-quimicos y llevar a cabo los procesos de biodegradacion de Cr Il y VI presente en el agua
residual por la microflora nativa aislada.
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4.2 AISLAMIENTO DE LA MICROFLORA NATIVA:
Bacterias

Se lograron aislar 6 cepas bacterianas diferentes, procedentes de las muestras recolectadas de la
Laguna del Parque Industrial Rio Seco, las cuales fueron separadas en el respectivo medio de

cultivo y posteriormente codificadas de la siguiente manera:

FIGURA N°10. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas nativas (a) Cepa D2.2C, (b) Cepa
D1.2C, (c) Cepa D2.1C, (d) Cepa A 2.2B, (e) Cepa D2.2B, (f) Cepa D2.1B. La galeria de fotos
de la identificacion morfoldgica se presentan en el Anexo N°3.

El medio de cultivo Plate Count (PC) para el aislamiento fue el adecuado ya que permiti6 que las

cepas crecieran separadas y se facilitd de esta manera la identificacion morfoldgica de éstas,
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utilizandose el Cromo (100ug/ml) suplementado como método de aislamiento para poder obtener

las cepas de mas aceptacion al metal.

Una vez que las cepas fueron separadas, éstas se duplicaron y se utilizaron los antibiéticos
Amoxicilina y Dicloxacilina ambos a 5ug/ml lo cual ayud6 a purificarlas. El antibiotico
Dicloxacilina fue el que mejor resultados dio para la purificacion de las cepas. El antimicético
Anfotericina B utilizado obtuvo buenos resultados al no presentar contaminaciones por agentes

micoticos y levaduriformes en las cepas aisladas.
Hongos

Se lograron aislar dos cepas de hongos las cuales pertenecian a las muestras correspondientes a la
superficie de la laguna. No se reporté crecimiento de hongos en las muestras profundas. EI medio
de cultivo seleccionado, nos permitié aislar adecuadamente los hongos sin tener contaminacion
de levaduras ya que este medio es mas selectivo. Los antibioticos Gentamicina (0.04g/l) y
Cloranfenicol (0.4g/l) tuvieron un efecto parcial ya que en algunos casos como se observa en las
fotografias de la Tabla N°13 si se obtuvo contaminacion por parte de bacterias.

Levaduras

No se report6 crecimiento de levaduras en las muestras tanto para las superficiales como para las
profundas a pesar de que se utilizé un medio de cultivo adecuado para estas especies.

Algas

No se reportd crecimiento de algas durante el periodo de 7 dias de incubacién, esto se debe a que
la muestra de agua residual de donde se produjo el aislamiento muestra mucha contaminacion lo

cual inhibe el crecimiento de estas especies.

4.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES
MICROBIOLOGICAS AISLADAS

Bacterias

Se identificaron cada una de las cepas aisladas mediante pruebas bioquimicas y utilizando el
sistema de tablas de identificacion. Todas las pruebas bioquimicas y sus resultados se presentan
en la Tabla N°12.
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Resultados de la Tincién de Gram:

REPOSITORIO DE

A partir de las colonias completamente aisladas en el medio Plate Count se realiz6 la coloracion
GRAM respectiva de cada una de las cepas y se observé en el microscopio Optico a 100X. Los

resultados observados, se presentan en la Figura N°11 .

FIGURA N°11. Coloracion de GRAM de las cepas nativas aisladas. (a) Cepa D2.2C, (b) Cepa
D1.2C, (c) Cepa D2.1C, (d) Cepa A 2.2B, (e) Cepa D2.2B, (f) Cepa D2.1B

Se realizd la tincion de GRAM como primer medio de identificacion para todas las cepas
aisladas, posteriormente se realiz6 una identificacién particular para cada cepa de acuerdo a su
forma celular.
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Tabla N° 10.
Caracterizacion microscépica mediante Tincion GRAM de las cepas nativas aisladas
Cepa Forma celular GRAM
D22C Cocos Positivos
D12C Cocobacilo Negativos
D21C Cocos Positivos
A22B Bacilos Negativos
D22B Bacilos Positivos
D21B Bacilos Negativos

Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas
La totalidad de las pruebas bioquimicas realizadas se presentan resumidas en la Tabla N°12.

e Prueba de la Catalasa

Los microorganismos codificados como D2.1C y D. 2.2B dieron positivo a esta prueba,
mientras que los microorganismos D2.2C y D1.2C negativo. A los demas
microorganismos no se le realiz6 esta prueba debido a que no corresponde de acuerdo a

los diagramas de identificacion.

FIGURA N°12. llustracién de la prueba de la catalasa

e Prueba de la Coagulasa

El microorganismo D2.1C fue al Unico que se le realizO esta prueba debido a que
pertenece al género de Staphylococcus . Esta prueba did negativo para este.

FIGURA N°13. llustracién de la prueba positiva de la coagulasa
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e Prueba de la Oxidasa

Los microorganismos a los cuales se sometieron a esta prueba fueron: D2.2C, D 1.2C,
D2.1C, D2.2B, y todos tuvieron un resultado negativo lo que indica que no presentan la

enzima oxidasa.

L 4
L h

FIGURA N°14. llustracion de la prueba de la oxidasa

e Prueba de la Ureasa
Los microorganismos sometidos a esta prueba fueron: D2.1C y D2.2B, los cuales dieron
resultado positivo y negativo respectivamente, lo que indica que el microorganismo

D2.1C presenta la enzima ureasa.

FIGURA N°15. llustracién de la prueba de la ureasa
e Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple Azlcar Hierro)
Todos los microorganismos aislados fueron sometidos a esta prueba y los resultados

fueron:

D2.2C D1.2C D2.1B A2.2B D2.1C D2.2B

K/A K/IK A/A A/A A/A K/IK

Solo No fermenta | Fermenta Fermenta Fermenta No fermenta
fermenta azucares todos los todos los todos los azucares
glucosa azucares azucares azucares
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FIGURA N°16. Resultados de la prueba del TSI

e Prueba LIA (Lysine Iron Agar 6 Agar Lisina Hierro)

El microorganismo D2.1B fue el Gnico sometido a esta prueba la cual fue positiva para la

deasaminacion de la lisina.

FIGURA N°17. Resultados de la prueba de LIA

e Prueba MIO (Motility-Indole-Ornitine 6 Motilidad-Indol-Ornitina)
El microorganismo A 2.2B fue el Gnico que se sometio a esta prueba la cual di6 color

purpura lo que indica positivo para la ornitina descarboxilasa,..

FIGURA N°18. Resultados de la prueba de la Ornitina
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¢ Rojo Metilo

Los microorganismos D2.2C; D2.1B; A2.2B; D2.1C; D2.2B dieron un color rojo lo que

indica un resultado positivo y el microorganismo D1.2C tuvo un resultado negativo al no
desarrollar color.

FIGURA N°19. Resultados de la prueba del Rojo de Metilo

e Vogues Proskauer

Para esta prueba, los microorganismos D2.2C; D2.1B; A2.2B; D2.1C;D2.2B no formaron
color, lo cual indica un resultado negativo, mientras que el microorganismo D1.2C tuvo
un resultado positivo.

ek .
!

FIGURA N°20. Resultados de la prueba del VVogues Proskauer

e Tincion de Ziehl Neelsen

Esta prueba fue hecha Unicamente para el microorganismo D2.2B, el cual dio negativo

como acido resistente.
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FIGURA N°21.Vista al microscopio de los microorganismos acido resistentes

Identificacidn bioquimica de las cepas aisladas
Cepa D 2.2C

Se inicié la identificacion de esta cepa con la prueba de la tincion de GRAM vy al obtener un coco
gram positivo se procedio a realizar la identificacion mediante el Flujograma N° 1. De acuerdo a
este flujograma se inicio la identificacion con la prueba de la catalasa la cual dio negativo,
posteriormente se efectud la prueba del crecimiento en Agar Sangre la cual nos dio un resultado
de no hemolisis, por lo que descartamos a los microorganismos tales como S. pneumoniae, S
viridens, Spyogenes, S agalactiae y S. anginous y nos quedamos con los Streptococcus spp. del

grupo D.
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Flujograma N° 1:

GRAM

[ ]
NEGATIVO POSITIVO

CATALASA

I —

POSITIVO NEGATIVO

Y
Género
Streptococcus
spp.

Prueba en Agar

> HEMOLISIS
Sangre

Streptococcus Grupo D

Fuente: Jave, J.M.(2008) Guia de Microbiologia

CepaD 1.2C

De acuerdo a la identificacion preliminar de la Tincibn GRAM se obtuvieron cocos GRAM
negativos, utilizando el Flujograma N° 2 para la identificacion de esta cepa. Este grupo de
microorganismos no es extenso pero presenta cepas un poco mas dificiles de identificar. La
identificacion se inicié con las pruebas de la catalasa y oxidasa las cuales para la mayoria de
microorganismos de este grupo son positivas y los microorganismos son del género Neisseria,
incluyendo bacterias con morfologia de diplococcos Gram-negativos con una
reaccion positiva a las pruebas de oxidasa y catalasa. Conjuntamente con los
géneros Moraxella (incluyendo Branhamella catarrhalis, actualmente  Moraxella
catarrhalis), y Kingella conforman la familia Neisseriaceae. En este Gltimo género las pruebas

de oxidasa y catalasa fueron variables. Asi mismo, se descartaron las especies patogenas
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primarias como N. Conorrohoeae y N. meningitidis ya que estas son nutricionalmente mucho mas

exigentes, por lo cual es muy poco probable que se encuentren como cepas nativas en aguas

residuales quedandonos entre los géneros Bramhamella, Kingella y Moraxella .

Se descartaron los géneros Bramhamella y Moraxella debido a que no presentan una morfologia
similar a la de los cocobacilos asi como también las pruebas confirmatorias de la catalasa,
oxidasa y formacion de &cido a partir de glucosa ayudaron a determinar que el microorganismo

en cuestion se trata del genero Kingella spp.
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GRAM

Flujograma N°2:

|

NEGATIVO

I

S

¥

CATALASA

!

POSITIVO

Positivo

Negativo

L

OXIDASA

]

Positivo

L]

Negativo

Morfologia
cochacilar

.Fuente: Jave, J.M.(2008) Guia de Microbiologia

Cepa D 2.1C

Pruebas

" confirmatorias

Acido a partir
de Glucosa

Kingella

De acuerdo a la identificacién preliminar de la Tincibn GRAM se obtuvieron cocos GRAM

positivos, utilizandose el Flujograma N° 3 para la identificacion de esta cepa, iniciandose la

identificacion con la prueba de la catalasa la cual sirve para diferenciar los géneros Streptococcus

spp. de los Staphylococcus spp. Para el microorganismo en cuestion esta prueba dio positiva lo

cual descarta al género Streptococcus spp. Asi mismo, se usaron las pruebas confirmatorias de

Fermentacion de Glucosa y oxidasa para descartar al género Micrococcus. Posteriormente se

realizd la prueba de la coagulasa para descartar al Staphylococcus aureus la cual dio negativo. Se

utilizaron diferentes pruebas bioquimicas confirmatorias como la fosfatasa alcalina y ureasa, las

cuales confirmaron la presencia de Staphylococcus capitis.
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Flujograma N°3

GRAM

' !

NEGATIVO POSITIVO

I

BACILOS @

CATALASA

v :

NEGATIVO POSITIVO POSITIVO P COAGULASA
Prueba de la
b Glucosa
Género y NEGATIVO
Staph::':)coccus POSITIVO NEGATIVO

¥

Pruebas
confirmatorias

NEGATIVO

POSITIVO Staphylococcus
capitis

Fuente: Jean F. Mac Faddin(2000) Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias de importancia clinica; 2.
Jave, J.M.(2008) Guia de Microbiologia

Y

OXIDASA

Cepa A2.2B

De acuerdo a la identificacion preliminar de la Tincion GRAM se obtuvieron bacilos GRAM
negativo, utilizandose el Flujograma N° 4 para la identificacion de esta cepa. Se inicio la
identificacion con la prueba de fermentacion de lactosa la cual dio positiva, de ahi se procedi6 a
la prueba de H2S dando negativo. Luego se efectuaron las pruebas de motilidad, urea, indol,
VP y rojo de metilo las cuales son confirmatorias de la presencia de Klebsiella.
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Flujograma N°4

GRAM

! !

NEGATIVO POSITIVO

LACTOSA POSITIVO ¢

#‘—‘ LISINA
NEGATIVO POSITIVO T NEGATIVO
l POSITIVO ouch
ruebas i
Prueba del Confirmatorias Klebsiella
H2S NEGATIVO ~
NEGATIVO » MOTILIDAD

POSITIVO »{ ORNITINA

Fuente: Jave, J.M.(2008) Guia de Microbiologia

Cepa D2.2B

De acuerdo a la identificacion preliminar de la Tincion GRAM se obtuvieron bacilos GRAM
positivos, se utilizé el Flujograma N° 5 para la identificacion de esta cepa. Se inicié la
identificacion con la prueba de la catalasa la cual nos permite diferencias varios tipos de Bacilos
gram positivos como Lysterio monocytogenes, Arcanobacterium haemolyticum, Gardnerella,
Arcanobacterium, Corynebacterium aquaticus entre otros. Para esta prueba el microorganismo
que buscamos, dio positivo, por lo cual el siguiente paso fue realizar la determinacion del tipo de
metabolismo (Metabolismo oxidativo Lipofilicos, Metabolismo oxidativo No lipofilico,
metabolismo fermentativo (pigmentados amarillos) arrojando un metabolismo oxidativo No
Lipofilico , asi como bacilos no acidos resistentes, con pigmentacién amarilla, procediéndose
luego a la prueba de gelatina la cual salié negativa determinandose que el microorganismo en

cuestion es Corynebabterium aquaticus
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GRAM

NEGATIVO POSITIVO

Flujograma N°5

6

CATALASA

|
v v

Negativo Positivo

|

Determinacion
del tipo de
metabolismo

|

Crecimiento en
Agar TSl ¢/
Tween 80 al 1 %

Metabolismo
oxidativo
nolipofilico

Y

Coloracién de
Ziehl-Neelsen

+_I_+

Acido No acido
resistentes resitentes
4
Prueba de la

Gelatina

Positivo

Negativo

Corynebacterium aquaticus

Fuente: Apuntes de laboratorio Britania. Identificacion de bacilos gram positivos. (www:.brinatialab.com.ar)

Cepa D2.1B

De acuerdo a la identificacion preliminar de la Tincion GRAM se obtuvieron bacilos GRAM

negativos utilizandose el Flujograma N° 4 para la identificacion de esta cepa. Se inici6 la

identificacion mediante la fermentacion de lactosa la cual dio positivo, de ahi se procedié a la

prueba de formacion de H,S la cual dio positivo, luego se efectué la prueba confirmatoria de la

degradaciéon de Lisina la cual nos dio por resultado que el microorganismo en cuestion es

Arizona.

A continuacion presentamos una tabla resumen de la identificacion de las cepas aisladas
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Tabla N°11.
Tabla resumen de identificacion de los microorganismos aislados
Caodificacion de la Cepa Microorganismo
D22C Streptococcus grupo D
D12C Kingella
D21B Arizona
A22B Klebsiella
D21C Staphylococcus capitis
D2.2B Corynebacterium aquaticus
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Tabla N°12.
Resumen de las principales pruebas bioquimicas para la identificacion de las especies microbioldgicas aisladas
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cocos  positivo negativo N/A negativo N/A kla= N/A N/A positivo negativo negativo positivo variable N/A N/A N/A Streptococus grupo D
cocos  negativo positivo N/A negativo N/A kik  N/A N/A negativo positivo negativo N/A N/A N/A N/A negativo Kingella

bacilos  negativo N/A N/A N/A N/A ala N/A positivo positivo negativo positivo N/A N/A N/A N/A negativo Arizona

bacilos  negativo N/A negativo N/A N/A aa N/A N/A positivo negativo negativo N/A N/A N/A N/A negativo Klebsiella

cocos  positivo positivo positivo negativo negativo ala  N/A  N/A positivo negativo negativo negati negativo positivo N/A negativo Staphylococus capitis
bacilos  positivo positivo N/A negativo N/A kik kla N/A positivo negativo negativo N/A negativo negativo negativo negativo Corynebacterium
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Hongos

Se identificaron las dos cepas de hongos aisladas, las cuales se reportaron como del género
Penicillum, y Aspergillus. La identificacién se realizé Unicamente mediante vista al microscopio
a 40 X con KOH de acuerdo a su morfologia ya que no se reportan pruebas bioguimicas de

identificacion para hongos.

Tabla N°13.

Morfologia e Identificacion de cepas fungales aisladas

Cepa Morfologia macroscopica Morfologia Microscopica

S1 - W s
Aspergillus "

S2

Penicillium
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44 EVALUACION DE LA BIOSORCION DE CROMO (Il Y VI) EN AGUAS
SINTETICAS POR LA MICROFLORA NATIVA AISLADA

a) ADAPTACION:

La adaptacion de las cepas se realizé tanto para Cromo VI como para Cromo 11 debido a que, a
pesar de que el Cromo VI, si bien se presenta en menos cantidad, es mas contaminante, pero el
Cromo Il esta presente en altas cantidades en la Laguna de Aguas Residuales del Parque

Industrial de Rio Seco.

FIGURA N°22. Equipo disefiado para la adaptacion de las especies microbioldgicas

Las 6 cepas bacterianas nativas aisladas y seleccionadas pasaron el proceso de adaptacion con
Dicromato de potasio (V1) para representar al Cromo VI y Sulfato Béasico para el Cromo IllI,
dando buenos resultados ya que ninguna cepa muri6 durante esta etapa. Se realizé también, el
proceso de adaptacion con las dos cepas de hongos aisladas Aspergillus y Penicillum y ninguna
de estas resisti0 este proceso, por lo que se eliminaron para la experimentacion posterior de

biosorcion.
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b) DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

Cromo VI:

Los microorganismos aislados y seleccionados pasaron por el proceso de la determinacion de
una concentracion minima de inhibicion del contaminante Cromo Hexavalente. Se trabajaron
con las concentraciones 5 mg/L, 50 mg/L, 150 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L y se utiliz6 como

inhibidor al Dicromato de potasio (K,Cr,07). Los resultados se muestran a continuacion en la

Tabla N°14
Tabla N°14.
Resultados de la concentracion inhibitoria de Cromo VI para cada una de las cepas aisladas
L, ; - C. S. .
Concentracion Klebsiella Streptococcus  Kingella aguaticum  capitis Arizona
5 mg/l b 1 ir + + +
50 mg/l + + + + + +
150 mg/I + + + .- + +
250 mg/l + i + i s/c s/c
500 mg/I s/c i s/c s/c s/c s/c

s/c: Sin crecimiento

Como podemos observar el microorganismo Streptococcus es el mas resistente con respecto a
los otros cinco, mientras que los menos resistentes fueron Arizona y S. capitis ; sin embargo esto
no significa que estos no presenten actividad biorremediadora. Los microorganismos Klebsiella,
Kingella y
Corynebacterium aquaticus tuvieron un comportamiento similar obteniendo una inhibicién de

250mg/L con respecto al contaminante en cuestion Cromo V1.
Cromo 111

Asi como también se realiz6 la inhibicion para Cromo Hexavalente también se realiz6 este
proceso con el contaminante Cromo |11, utilizando concentraciones desde 5 mg/ml hasta 90 mg/
ml utilizandose como inhibidor al Sulfato basico de cromo (Ill). Los resultados se muestran a
continuacién en la Tabla N°15.
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Tabla N°15.
Resultados de la concentracion inhibitoria de Cromo |11 para cada una de las cepas aisladas
Concentracion  Klebsiella ~ Streptococcus  Kingella aqua%cum cagitis Arizona
13 mg/ml + + + + + s/c
14 mg/ml + + + s/c s/c s/c
15 mg/ml + + + slc slc s/c
20 mg/ml + + + slc s/c s/c
25 mg/ml slc + + slc slc s/c
50 mg/ml s/c s/c s/c s/c s/c s/c
90 mg/ml s/c slc s/c slc sic sic

s/c: Sin crecimiento

De acuerdo a la tabla anterior se observa que la inhibicion se inicié con el microorganismo
Arizona a 13mg/ ml el cual resulto ser el menos resistente de todos, mientras que los
microorganismos Corynebacterium y S capitis mostraron un comportamiento similar, siendo los
mas resistentes al contaminante los microorganimos Streptococcus y Kingella. Ademas podemos
ver en la tabla que la menor resistencia empieza a una concentracion de 13 mg/ ml lo que
equivale a 13000 ppm, mil veces mas que en el comportamiento con el Cromo VI, esto debido y
comprobado en la adaptacion, a que las cepas muestran mayor adaptacion hacia en Cromo Il
que para el Cromo VI ya que éste se encuentra en mayor proporcion en La laguna de Oxidacion
de donde las cepas fueron aisladas; sin embargo esto no significa que no tengan una actividad de

biosorcion de Cromo VI, cuyos resultados se presentan a continuacion:
¢) BIOSORCION DE CROMO (111 Y VI) EN AGUAS SINTETICAS
I. DETERMINACION DE CROMO HEXAVALENTE
Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion

Con el proposito de determinar las concentraciones de Cromo VI para la experimentacion de la
biorremediacion, se utilizo la curva de calibracion por triplicado, los datos se detallan en la Tabla
N°16.
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Tabla N°16
Datos para la cuantificacion de Cromo Hexavalente

STD C[Imgl Absl  Abs2  Abs3  Promedio oesviacion

Estandar
1 0.08 0.060 0.049 0.065 0.0580 0.008
2 0.2 0.150 0.158 0.149 0.1523 0.005
3 0.4 0.300 0.310 0.290 0.3000 0.010
4 0.6 0.457 0.469 0.453 0.4597 0.008
5 0.8 0.627 0.580 0.608 0.6050 0.023
6 1 0.768 0.762 0.766 0.7653 0.003

Se registraron las lecturas de las absorbancias, las cuales son mostradas en la Gréfica N°1 y
luego de ser procesadas en una hoja de célculo utilizando MS Excel, se determiné la ecuacion de
la recta, que hace minimos los desvios y que representa de mejor manera la relacion de

Concentracion de Cr VI/ Absorbancia , representandose con la siguiente ecuacion:
yv=bx+a

Obteniéndose los siguientes parametros a =0.003 b= 0.7658 R = 0.9999

0,9000
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000

0,4000

Absorbancias

0,3000
0,2000

0,1000

0,0000

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[CrVIImg/L

GRAFICA N°1. Curva de Calibracion para la determinacion de los limites de deteccion y
Cuantificacion de Cromo Hexavalente
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Extrapolando a concentracion cero la ecuacion de la recta se obtiene de esta forma:

¥ =0.7658 (0) - 0.003
Ybl=0.003

Para el célculo de la desviacion estandar se debe construir la recta tomando como eje de las
ordenadas las desviaciones estandar de las respuestas y como eje de las abscisas las

concentraciones estudiadas. De esta forma se obtiene una recta de ecuacion:

v = 0.0044x + 0.0074

Se considera que la desviacion estandar de las respuestas corresponde al valor de la ordenada en

el origen de la recta:

Sbl=0.0074

Una vez calculado los valores, se puede calcular los limites teoricos de deteccion y cuantificacion
Limite de Deteccion para el Cromo Hexavalente (LOD):

oD Ybl + 3 Sbl 1
= T —=4"
b Vn

Ybl: Ruido de fondo del sistema
Sbl: besviacion estandar correspondiente a la sefial del blanco

b: Pendiente de la curva de calibrado obtenida al representar la respuesta del método frente a la

concentracion del analito
n: Numero de datos
En donde después de efectuar la formula se determin6 el LOD para Cromo Hexavalente

LOD =0.013 mg/ L
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Limite de cuantificacion para Cromo Hexavalente ( LQD)

LoD Ybl+10Shl 1
= — % —
b Vn

LQD = 0.04104 mg/ L

Los datos obtenidos para la cuantificacion de cromo hexavalente muestran un limite de deteccion
de 0.013 mg/L y uno de cuantificacién de 0.041 mg/L, lo que indica que los valores por debajo

de estas concentraciones no son detectables ni cuantificables con el método utilizado.

Los limites de deteccion para la cuantificacion de Cromo Il obtienen los mismos valores que
para los del Cromo VI debido a que el método utilizado cuantifica el Cromo Il indirectamente,
convirtiendo éste a Cromo VI por lo que se utilizé la misma curva de calibracion y por lo tanto

los mismos limites de deteccion.
I1.- RESULTADOS DEL PROCESO DE BIOSORCION DE CROMO VI Y CROMO Il

En el presente trabajo de investigacion se evalud la cinética de biorremediacion o Biorremocion
de Cromo VI y Ill para las cepas previamente aisladas, cumpliendo con los parametros
mencionados en la Tabla N°17 y analizando los datos posteriormente por el método

espectrofotométrico.

Tabla N°17.

Parametros establecidos en el proceso de biorremediacion
Parametros Unidad
Temperatura 25°C

pH 6.7
Volumen (V) 25L
Tiempo (t) 7 dias
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El desarrollo de las lecturas fueron hechas por triplicado, estas absorbancias sirvieron para

determinar la cantidad de Cromo degradado por las cepas. La concentracion de Cromo

Hexavalente y Trivalente fue hallada mediante la siguiente formula.

mgCrL=pg Cr*V
A
Donde:

Hg Cr: Concentracion de Cromo hallada utilizando la ecuacién de la recta con los parametros de

la curva de calibracion
V: VVolumen final
A: Volumen de la muestra

Todos los andlisis hechos a través de las absorbancias demostraron ser cuantificables y
detectables en su totalidad por el método empleado. La totalidad de los datos analizados para

cada cepa por cada dia se encuentran en el Anexo N°1.

A continuacion presentamos en el Grafico N°2 la cinética de biorremediacion para las cepas

bacterianas aisladas.

FIGURA N°23. Sistema de Biorremediacion de Cromo para Aguas Residuales
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*Consorcio 1: Streptococcus /C.aquaticus ;** Consorcio 2: Klebsiella, S.capitis

GRAFICA N°2. Cinética de Biorremediacion de Cromo VI

En la grafica mostrada anteriormente podemos describir el comportamiento de las cepas hacia el
Cromo VI, donde se ve que en la totalidad de cepas y sus correspondientes consorcios inician
una remediacion de Cromo entre el dia 1y 2, y a partir del 3er dia se observa un aumento hasta el
dia 7. Se cree que el mecanismo utilizado por los microorganismos durante los 3 primeros dias

fue el de biosorcidn el cual explicaremos mas adelante.

El proceso realizado por los microorganismos durante los dias 4 al 7, en el cual se presenta un
incremento, no se puede determinar con exactitud los procesos biolégicos envueltos, por lo que
para los andlisis posteriores solo se tomaron en cuenta los datos obtenidos desde el dia 1 hasta el

dia 3, debido a que en ese intervalo es donde se produce la biosorcion.

En otros estudios realizados con el microorganismo E. Coli se utilizd una concentracion de 20
ppm y al igual que los microorganismos aislados, se logré una remocion del 95% utilizando
medio de cultivo suplementado, durante las primeras 48 horas. También en este estudio se vio
que la E. Coli se inhibe a 200 ppm de Cromo VI , a diferencia de los microorganismos aislados,
los cuales tienen una concentracién inhibitoria de 150, 250 y 500 mg/Il. ¥ .Cabe resaltar que el
uso de medio de cultivo suplementado optimiza el proceso con lo que se obtiene mayor remocién
del metal.
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Los consorcios estuvieron representados por los microorganismos  Streptococcus

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

/Crotynebacterium aquaticus y Klebsiella/ Staphylococcus capitis. Mediante este experimento
pudimos comprobar que los microorganismos realizan una mayor biorremocién de Cromo VI
independientemente, no habiendo tenido una buena desempefio los consorcios utilizados ya que si
analizamos el Consorcio 1 representado por microorganismos Streptococcus /Crotynebacterium
aquaticus no tuvieron una desempefio ideal a pesar que los dos microorganismos que la integran

Si obtuvieron la mejor desempefio individualmente.

Por otra parte también se realizd la determinacion de biorremediacién de los microorganismos
aislados para el compuesto Cromo I11. Esta determinacion se realizé con los mismos parametros

que para el Cromo VI y sus resultados se muestran a continuacion:

10
= 9
&
E 8 =¢=Arizona
g 7 ={ii-Streptococcus
© 6
o ==fr=C.aquaticus
g 5
T .
c =>=Klebsiella
° 4
® =¥=Cons 1
s 3
S =0=Cons 2
o 2
S 1 ====Kingella

0 e S, CapItis

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias

*Consorcio 1: Streptococcus /C.aquaticus ;** Consorcio 2: Klebsiella, S.capitis
GRAFICA N°3. Cinética de Biorremediacion de Cromo Il

Como podemos observar en la gréafica 3, los microorganismos realizaron una mayor remocion de
Cromo 11l comparado con la del Cromo VI esto puede deberse a que los microorganismos en su
habitad natural de donde fueron aislados, presentan mayor adaptacion al compuesto Cromo Il|
debido a que se encuentra en mayor cantidad que el Cromo VI. Ademas podemos observar que
en el caso del Consorcio 1 tuvo mejor resultado que para el caso del Cromo VI, ya que hubo una
disminucion dréstica de la concentracion en solo dos dias. Los microorganismos que conforman

este consorcio son Streptococcus /Corynebacterium aquaticus los cuales también presentan la
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mejor desempefio para el Cromo VI concluyendo que estos microorganismos son capaces de

remover tanto el Cromo 111y Cromo VI de las aguas contaminadas.
A continuacion presentamos cuadro de datos de concentraciones de Cromo |11 obtenidos.

Finalmente, se realiz6 una prueba de mezcla entre Cromo Hexavalente y Cromo Trivalente
utilizando los microorganismos Kingella, Streptococcus, Corynebacterium. aquaticus los cuales
fueron los que tuvieron una mejor desempefio en la degradacion de cromo en las pruebas

anteriores. Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla N°18.
Promedio de las concentraciones de Cromo VIy Cromo Il
Dia Promedio de [Cr] VI Promedio de [Cr] 111
0 8.335 5.501
1 5.245 4.328
2 4.396 2.588
3 6.703 2.197
4 7.323 1.780
5 7.845 3.875
6 7.965 4.253
7 8.248 4.328
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GRAFICA N°4 Cinética de Biorremediacién de mezcla de Cromo I11'y Cromo VI

Como podemos analizar en la grafica N°.4 el comportamiento de los microorganismos ha
variado, los microorganismos estudiados realizaron una mayor remocion de Cromo Il pero en
mayor tiempo, sin embargo estos microorganismos realizaron una remocion de Cromo VI en un
menor tiempo. Ademas se observa el mismo comportamiento de un ligero aumento en las

concentraciones a partir de los dias 3 y 4.

Este experimento nos ayudé a predecir como seria el desempefio de los microorganismos en una
Laguna de Aguas residuales donde estos compuestos se encuentran combinados, lo cual afecta el

comportamiento de los microorganismos en su actividad remediadora.

Otros estudios analizaron el comportamiento de la Pseudomona spp. la cual no resulto ser
eficiente para la remocion de Cromo VI pero si para el Cromo I11. Este estudio fue realizado en
un periodo de 9 dias y el comportamiento de dicho microorganismo, en cuanto al tiempo de
remocion, fue similar a los aislados en el presente trabajo, ya que la Pseudomona spp. tenia
mayor capacidad de remocion durante las primeras 24 horas hasta el 3er dia, lapso de tiempo

similar al de nuestra experimentacion.

De los resultados obtenidos podemos concluir que las cepas aisladas en el presente trabajo
tienen mayor capacidad de remocion tanto para Cromo VI como para Cromo Il que otros
microorganismos estudiados hasta el momento.“”
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I1l.  PORCENTAJES DE BIOSORCION DE CROMO 111 Y CROMO VI REALIZADA
POR LOS MICROORGANISMOS AISLADOS DURANTE LA
EXPERIMENTACION:

Como podemos apreciar en la Grafica N°5 vemos que los microorganismos Streptococcus y C.
aquaticus son los que tuvieron mayor remocion de Cromo VI en tres dias siendo estos

microorganismos los que han tenido la mejor desempefio.

Ademas podemos observar que los microorganismos Arizona, Klebsiella, Kingella 'y S capitis
tuvieron su mayor remocién de Cromo VI durante el primer dia'y luego fue decayendo.

En el caso de Streptococcus éste tuvo su maximo pico de remocion en el dia 2, y para el caso de
C. aquaticus tuvo su mayor pico durante el dia 3, lo que nos muestra que estos microorganismos
tienen una mayor fase de adaptacion y que en su fase de crecimiento es donde realizaron la

remocién de Cromo VI, tal como se muestra a continuacion

50,00 -
45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 - mDial
15,00
10,00
5,00 -
0,00 -

m Dia2

% de Cromo VI Consumido

mDia3

Microorganismos

GRAFICA N°5 .Representacion gréfica del Porcentaje (%) de Cromo VI removido por los

microorganismos en los tres primeros dias de experimentacion.
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Como vemos en la Grafica N°6 los microorganismos han tenido un comportamiento muy

diferente ya que en su totalidad han realizado una remocién de Cromo Il en el tercer dia,
manteniéndose estables hasta el dia 7 que finalizd la experimentacién. Los microorganismos
Streptococcus y C. aquaticus fueron los que tuvieron mejor desempefio de remocion de Cromo
I11; por el contrario el microorganismo Klebsiella fue el que tuvo la desempefio mas deficiente,

como se muestra a continuacion.

100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -
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GRAFICA N°6. Representacion grafica del Porcentaje (%) de Cromo 111 removido por los
microorganismos en los tres primeros dias de experimentacion

Por los resultados expuestos, se concluy6 que los microorganismos Streptococcus y C. aquaticus
son los que mejor desemperfio tuvieron para la realizacion de la experimentacién que hicimos

posteriormente con aguas residuales provenientes del Parque Industrial de Rio Seco.

Segun otras investigaciones de biosorcion de Cromo, no solo en microorganismos Vvivos sino
también en biomasa muerta, se demuestra que los microorganismos aislados a partir de
ecosistemas contaminados, retienen los metales pesados presentes en agua en tiempos
relativamente cortos al entrar en contacto con soluciones de dichos metales, minimizandose asi

los costos en un proceso de remediacion.
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En dicha investigacién se utilizaron concentraciones de 10, 50 y 100 mg/ |, siendo la

concentracion de 10mg/l la Unica que dio resultado ya que en las deméas concentraciones los

microorganismaos no sobrevivieron.

A diferencia de la investigacion anterior, el presente trabajo demuestra claramente que los
microorganismos usados en el presente trabajo, son mucho més eficientes que los estudiados
anteriormente ya que se ha demostrado su alta resistencia tanto al Cromo VI como Cromo Il

pudiendo los mismos trabajar en ambientes alin més contaminados.
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4.5 EVALUACION DE LA BIOSORCION DE CROMO (I11'Y VI) EN AGUAS RESIDUALES
CON EL CONSORCIO MICROBIANO DE MEJOR DESEMPENO

REPOSITORIO DE

Con los resultados obtenidos de la experimentacién anterior, se vio que los microorganismos que
obtuvieron una mayor remocién de Cromo fueron Streptococcus y Corynebacterium aquaticus.
Estos microorganismos fueron evaluados para la remocién de Cromo en aguas residuales
utilizando una laguna de 30 litros de capacidad. En esta experimentacion se realiz6 la evaluacion
de las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual durante 4 dias cuyos resultados se
muestran en la Tabla N°19. Se determind asi mismo la biosorcién de Cromo y otros tipos de

metales presentes en el agua residual tal como se muestra en la Tabla N°20.

Al finalizar la experimentacion, se pudo apreciar en forma muy objetiva los cambios a simple
vista experimentados en las muestras tratadas tal como se aprecia en la Figura N°24.,
demostrandose ampliamente que los microorganismos utilizados actuaron eficientemente en la

remediacion de las aguas residuales estudiadas.

FIGURA N°24. A. Muestras de agua residual cruda; B: Muestras tratadas con Streptococcus;
C: Muestra tratada con Corynebacterium aquaticus
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Tabla N°19.
Datos de la experimentacion con el multiparametro

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
Unidad Agua C'. Streptococus C'. Streptococus . Streptococus C‘. Streptococus
cruda aquaticus aquaticus aquaticus aquaticus
% DO 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
DO mg/l 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 11.10 10.62 10.50 9.89 9.82 10.18 9.93 9.33 9.34
pHmMV -250.50  -216.30 -209.50 -175.40 -172.50 183.00 -169.20 -153.10 -153.30
°C 21.04 20.15 20.57 17.58 19.70 17.11 17.39 17.61 17.28
MQcm 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
mS/cm 17.53 11.90 10.62 11.73 10.53 11.11 10.09 10.05 11.03
mS/cm2 16.21 10.80 9.73 10.08 9.36 9.44 8.63 8.64 9.41
tds mg/I 8767.00  5949.00 5310.00 5867.00 5264.00 5556.00 5047.00 5025.00 5516.00
Sal 10.37 6.82 6.03 6.73 5.98 6.35 5.73 5.70 6.30
ot 5.80 3.40 2.70 3.80 2.90 3.60 3.10 3.00 3.50
ORP -651.30  -596.10 -602.60 -583.40 -570.30 -632.40 -611.10 -563.00 -541.10

95
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Tal como se muestra en la Tabla N se observa una reduccion de todos los valores principalmente

TESIS UCSM

el pH y los mS/cm2 lo cual indica que los microorganismos estan actuando sobre las aguas
residuales. Cabe resaltar que estas condiciones fueron estandares simulando la situacion real de la

laguna.

Como podemos observar en la Tabla N, los valores de Cromo total y Cromo VI disminuyeron
considerablemente de 5.3730 mg/L de Cromo Total a 0.31366, 0.29859 y de Cromo VI de 2.24 a
0.72 y 1.12, asi como también la reduccion significativa de otros metales como Ag, Al, B, Ba,
Cd, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, P, SeO2, Ti.

Tabla N°20.

Resultados Iniciales y Finales del tratamiento con los microorganismos seleccionados

Compuesto Concentracién Concentracion Final, Concentracién Final,
Inicial, mg/L mg/L mg/ L
Corynebacterium Streptococcus
Ag* 0.01169 <0.0005 <0.0005
Al* 0.4173 0.0345 0.0066
B* 1.613 1.553 1.455
Ba* 0.10826 0.09921 0.08966
Be* <0.0000062 <0.0000062 <0.0000062
Ca* >125 >125 >125
Cd* 0.000539 0.000419 0.000732
Co* 0.00061 0.00061 0.00065
Cr total* 5.3730 0.31366 0.29859
CrVI** 2.24 0.72 1.12
Cu* 0.02032 0.00453 0.00527
Fe* 0.4119 0.1212 0.0598
K* 66.8 70.4 65.1
Li* 0.1035 0.1083 0.0969
Mg* 20.43 11.48 11.99
Mn* 0.05687 0.02085 0.01709
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Mo* 0.00387 0.00497 0.000388
Na* >125 >125 >125
Ni* 0.01760 01557 0.01524
p 3.027 2147 1.990
Ph* 0.0100 0.0100 0.0052
Sh* 0.0460 0.0042 0.0025
Se* 0.0046 0.0020 0.0052

sioz* 21.35 11.95 12.83
Sn* 0.00166 0.00786 0.01034
Sr* 0.47081 0.46068 0.041689
Ti* 0.01190 0.00177 0.00112
TI* <0.0014 <0.0014 <0.0014
v <0.00018 0.00296 0.00304
Zn* 0.14434 0.07160 0.07378

*Meétodo de determinacion de metales y elementos traza en agua y aguas residuales por ICP-AES, revision 4,4
** Métodos normalizados para el andlisis de aguas potables y residuales APHA,AWWA,WPCF, 3500 Cr Método D
Pag 3-102.

En los estudios realizados para la remediacion de aguas residuales utilizan mayormente
biorreactores controlados para la inoculacion de cepas en condiciones controladas, en donde los
parametros de pH, temperatura, agitacién no han sido controlados debido a que el objetivo de la
investigacion era simular una situacién real.
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46 APLICACION A ESCALA DEL CONSORCIO MICROBIANO EN LA
BIOREMEDIACION VIRTUAL DE AGUAS RESIDUALES INDISTRIALES — (ARI’S) DEL
PARQUE INDUSTRIAL DE RIO SECO - PIRS.

La cepa bacteriana que mostré optima desempefio en la depuracion de Cromo (I11) , Cromo (V1)
y cromo total resultd ser Corynebacterium aquaticus que fue utilizada como catalizador
bioldgico en la simulacién con una concentracion de 0,5 g./l. ( 14 Kg. de biomasa inicial que
recibié la celda virtual ) necesario para obtener resultados halagadores. Las aguas residuales
empleadas mostraron la siguiente caracterizacion en contenido de cromo : 2,240 ppm de Cr (V1)
y 3,133 ppm de Cr (IlI) lo cual representd una masa inicial de este contaminante en el agua

contenida en la celda virtual de 627,2 y 877,24 g., respectivamente (1 150,44 g. de cromo total).

Después de 1 dia de operacion se observé en la experimentacion una reduccién en el caso
empleado del 65,86% para el caso de Cr (VI) y de 100% de Cr(lll); es decir, se consigui6 la

depuracion total de la especie oxidada I1l.
El balance de masa aplicado en este caso resulto ser:

{ Contenido inicial de cromo total }={ Contenido final de cromo total } + { Contenido removido

por accion de Corynebacterium }

(280 000)(5,3730) = (280 000)(0,31366) + { Contenido removido por accion de

Corynebacterium }

De donde el contenido de cromo total removido por la especie bacteriana utilizada result6 ser de
1,4166 g. de cromo total por dia de trabajo a TPS de un total de 1,5044 g. permaneciendo en
solucién 0,0878 g. con lo que se puede observar que de tener 100 celdas de capacidad 280 m* se
conseguiria depurar completamente el contenido total de la laguna de oxidacion del PIRS en un
solo dia de operacién por debajo de los LMP’s descritos en la normas vigentes (Figura N°25).
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FIGURA N°25. Accién biorremediadora del Corynebacterium aquaticus en la celda virtual de

280 000 litros de capacidad real en aguas residuales del PIRS.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.- Se logrd depurar parcialmente las Aguas Residuales industriales (ARI’s) del
Parque Industrial Rio Seco de 5.3730mg/ L de Cromo Total a 0.313 mg/L
por Corynebacterium aquaticus y 0.298 mg/l por Streptococcus; y Cromo
VI de 2.24 mg/l a 0.72 mg/L por Corynebacterium aquaticus y 1.12 mg/L
por Streptococcus asi como también otros metales presentes en el agua
residual del Parque Industrial Rio Seco. Los resultados muestran una
depuracién considerable y con los resultados obtenidos se puede concluir
que las cepas microbianas aisladas de la microflora nativa trabajan
eficientemente en ARI’s y se puede aplicar este método en la formulacion de
una planta de tratamiento en el PIRS de la ciudad de Arequipa asi como

también se logré demostrar la hip6tesis propuesta en este trabajo.

SEGUNDA.-Se logr6 aislar 6 cepas bacterianas resistentes tanto a Cromo Il como
Cromo VI, las cuales fueron identificadas como: Streptococcus grupo D,
Kingella, Arizona, Klebsiella, Staphylococcus capitis y Corynebacterium
aquaticus. Asi mismo se logré aislar cepas fungales de Penicillum y
Aspergillus como parte de la microflora nativa de las Aguas Residuales
Industriales ARI’s. No se reporté crecimiento de algas y levaduras en las

aguas residuales recolectadas.

TERCERA.-Se evalud la biosorcion de Cromo en aguas sintéticas donde se logré una
depuracién de 44.42% y 40.47 % por los microorganismos Streptococcus y
Corynebacterium aquaticus respectivamente. Todas las cepas aisladas se
adaptaron a la aguas residuales satisfactoriamente, asi como tambien
presentaron una alta resistencia al Cromo (Il y VI) Las cepas fungales
aisladas no resistieron el proceso de adaptacion e inhibicion por lo cual no
fueron seleccionadas para la Biosorcién de Cromo tanto en aguas sintéticas

como aguas residuales.
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CUARTA.-Se seleccionaron a los microorganismos Corynebacterium aquaticus y

Streptococcus como los de mejor desempefio y lograron depurar el 94 % de
Cromo Total, asi como el 68 % del Cromo VI y otros metales contaminantes

presentes en el agua residual del Parque Industrial Rio Seco.

QUINTA.-Se consigui6 elaborar una simulacion virtual dividendo de la laguna del PIRS
a 1/100 en una forma cubica de 350 m*® con arista 7 m de acuerdo a la
configuracion mostrada y régimen de operacion discontinuo o batch con
tiempo de residencia igual a 1 dia, pudiendo demostrar que la metodologia
utilizada junto con los microorganismos aislados con capaces de ser escalados

a un volumen mayor y asi poder aplicarlo a la situacion real.
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RECOMENDACIONES

» Realizar una secuenciacion molecular de las cepas de la microflora nativa con el objetivo

de encontrar una mutacion genética la cual genera la resistencia a metales como el Cromo.

= Utilizar estos microorganismos para la remediacion de otros metales presentes en aguas

residuales.

= Probar las cepas descritas en este trabajo en aguas residuales industriales procedentes de

otra fuente como: mineria, textileria etc.

= Manejar diferentes tipos de parametros como variables tales como pH, temperatura, etc.

* Realizar en base a los datos obtenidos una optimizacion del proceso realizado.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: DATOS DE CONCENTRACION DE CROMO 111 Y VI POR DIA EN
AGUAS SINTETICAS.

Este anexo presenta las concentraciones de Cromo (111 y VI) en cada dia de la experimentacion

con los microorganismos en el proceso de depuracion en aguas sintéticas.

Tabla N°21.

Datos de concentracion de Cromo VI obtenidos de la Biosorcion por los microorganismos

aislados
Dias
Microorganismo 0 1 2 3 4 5 6 7

Arizona 14.038 8.661 9.587 | 10.544 | 10.755 | 11.184 | 14.743 | 11.656
Streptococcus 14.038 9.804 7.802 | 10.272 | 11.173 | 11.281 | 12.149 | 12.556
C. aquaticus 14.038 8.977 9.347 8.357 | 10.530 | 11.130 | 11.463 | 12.149
Klebsiella 14.038 | 9.619 | 9.956 | 9.956 | 10.369 | 11.173 | 11.420 | 9.383
Consorcio 1 14.038 | 9576 | 9.401 | 9.249 | 12.267 | 13.146 | 11.098 | 11.270
Consorcio 2 14.038 | 11.676 | 9.216 9.673 | 10.562 | 11.334 | 11.763 | 11.538
Kingella 14.038 9.510 9.576 0.848 | 10.541 | 10.959 | 12.320 | 12.149

S. capitis 14.038 9.532 | 10.004 | 10.522 | 10.927 | 11.656 | 11.752 | 11.302
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Tabla N°22

Datos de concentracion de Cromo |11 obtenidos de la Biosorcion por los microorganismos

aislados
Dias
Microorganismo 0 1 2 3 4 5 6 7

Arizona 8.817 7.756 6.144 1.838 0.306 0.155 0.177 | 0.142
Streptococcus 8.817 5.767 4.879 0.639 0.208 | 0.186 | 0.177 | 0.133
C. aquaticus 8.817 6.286 6.251 1.922 1.207 | 0.266 | 0.239 | 0.177
Klebsiella 8.817 8.741 7.805 3.209 0439 | 0.257 | 0.208 | 0.146
Consorcio 1 8.817 6.850 6.872 1.047 0226 | 0.199 | 0.226 | 0.239
Consorcio 2 8.817 5.207 3.871 1.238 0.221 0.901 0.861 | 0.843
Kingella 8.817 3.276 1.567 1.993 1.247 0.261 0.239 | 0.257

S. capitis 8.817 4.306 2.131 1.279 0.537 | 0.275 | 0.221 | 0.208
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ANEXO N°2: CALCULOS

Este anexo presenta los diferentes célculos realizados durante la experimentacion.
Tabla N°23.

Célculos para determinar los volumenes con los cuales se prepararon las soluciones de Cromo

Hexavalente de la curva de calibracion

Concentraciones mg/L Volumen requerido
0.08 25ml * 0.08mg/L
= 0.4ml
S5mg/L
0.2 25ml * 0.2mg/L
= 1ml
S5mg/L
0.4 25ml * 0.4mg/L
= 2ml
Smg/L
0.6 25ml * 0.6mg/L
= 3ml
S5mg/L
0.8 25ml x 0.8mg/L
= 4ml
S5mg/L
1.0 25ml * 1.0mg/L
= 5ml
S5mg/L
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ANEXO N°3: GALERIA DE FOTOS

REPOSITORIO DE

Este anexo presenta una galeria de fotos en donde se comparan las iméagenes de la morfologia celular de

las cepas estudiadas tomadas durante la experimentacion comparadas con fotografias de distintos autores.
Tabla N°24.

Galeria de fotos de la morfologia de las cepas aisladas.

Cepas aisladas Autores Microorganismo

Streptococcus
grupo D

Kingella

Staphylococcus
capitis
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Klebsiella

Corynebacterium
aquaticus

Arizona

FUENTE: Ryan KJ; Ray CG (editors) (2004). Sherris Medical Microbiology (4th ed. edicién). McGraw Hill.
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ANEXO N°4: CERTIFICACION

Este anexo presenta los certificados de los distintos laboratorios consultados para las
determinaciones de Cromo Total, Cromo Hexavalente, Barrido de metales, utilizado en la

virtualizacion a escala del PIRS.

- Laboratorios Analiticos del Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Pert / Apartado 2102

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com
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ANEXO N°5:

ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante el uso del programa IBM SPSS
Stadistics version 19 para los datos obtenidos en la determinacion de la degradacion de cromo
I11'y VI en aguas sintéticas presentado en el punto 4.6 de este capitulo. Primero se realizé la
prueba de ANOVA, para determinar si existe diferencia significativa entre los resultados
obtenidos para cada microorganismo. Al determinar el valor de P<0.05, concluimos que si existe
diferencia significativa entre los microorganismos, y se realiza un test de Tukey para agruparlos
segun sus diferencias. Los resultados fueron analizados por dia tanto para Cromo VI como para
Cromo 111 durante los 3 primeros dias de experimentacion, ya que en este periodo fue donde los

microorganismos presentaron la mayor remocion de Cromo ( Sea como VI o Il11).
Cromo VI:
Dia 1:

Como se observa en la tabla N°19 que se detalla lineas abajo, cada uno de los microorganismos
ha removido el Cromo VI de la solucién madre, la cual tiene una concentracion inicial de 14.
038 mg/L y cada uno de los microorganismos se ha comportado de una manera diferente en el
primer dia de experimentacion.

Se realizé la prueba de ANOVA para determinar si existen diferencias significativas en cada una
de las cepas durante los primeros 3 dias de experimentacion ,cuyos resultados se muestran en la
Tabla N°20 .Se calcularon también los promedios de la biosorcion de Cromo VI y la desviacion

estandar para cada uno de los microorganismos presentada en la Tabla N°19.
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Tabla N°25
Biorremediacion de Cromo VI mediante los microorganismos aislados durante el Dia 1 £ la
desviacion estandar de cada una de ellas (n=3)

Microorganismo Promedio Desviacion estandar

Arizona 8.66 +0.082
Streptococcus 9.80 +0.068
C. aquaticus 8.97 +0.130
Klebsiella 9.61 +0.049
Consorcio 1 9.57 +0.082
Consorcio 2 11.67 +0.049
Kingella 9.51 +0.082

S. capitis 9.53 +0.113

Tal como se observa en la Tabla N°20 el valor de significancia P<0.05 determina que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos por lo que se procedid a realizar la prueba de
Tukey , para agrupar las muestras, segun su diferencia, como se muestra en la Tabla N°21

Tabla N°26
ANOVA de la Biorremediacion de Cromo VI resultantes de la experimentacion realizada con los
microorganismos aislados durante el Dia 1

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.(P)
Inter- 16.783 7 2.398| 321.555 .000
grupos
Intra- 119 16 .007
grupos
Total 16.902 23

A continuacion se presenta la tabla HSD de Tukey ® donde se aprecian las diferencias

significativas en los grupos formados :

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




.w===x . |INIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Tabla N°27
HSD de Tukey ® para las concentraciones de Cromo VI en el Dia 1
Subconjunto para alfa = 0.05
Microorganismo N A B C D E
1,00(Arizona) 3 8.662000
3,00( C.aquatic) 3 8.977667
7,00(Kingella) 3 9.511000
8,00(S.capitis) 3 9.532667
5,00(Cons 1) 3 9.576000 9.576000
4,00(Klebsiella) 3 9.619333 9.619333
2,00(Strep) 3 9.804333
6,00(Cons 2) 3 11.676333
Sig. 1.000 1.000 778 .076 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Como se aprecia, los microorganismos Kingella, S.capitis, Consorcio 1 y Klebsiella pertenecen a
un mismo grupo, y los Consorcio 1, Klebsiella y Streptococcus a otro; por lo tanto, se determino
que entre los primeros microorganismos nombrados, no existen diferencias significativas; en
cambio para el caso de los otros tres microorganismos (Arizona, C. aquaticus, Consorcio 2 )

éstos si presentan diferencias significativas, con respecto a los anteriores.

Los resultados resumidos pueden observarse en la Tabla N °22, donde las letras al lado de los

valores promedio representan grupos distintos.
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Tabla N °28
Agrupacion de acuerdo HDS Tukey para los microorganismos encargados de la Biorremediacién

de Cromo VI durante el Dia 1

Microorganismo Promedio
Arizona 8.66"
Streptococcus 9.80°
C. aquaticus 8.97°
Klebsiella 9.61°P
Consorcio 1 9.57¢P
Consorcio 2 11.67F
Kingella 9.51¢
S. capitis 9.53°¢
*Las letras a lado de los valores presentados en la tabla indican la division de grupos, segun la
prueba Tukey (p<0.05).

Como se muestra lineas abajo en la Figura N°14, los resultados obtenidos de la biosorcion de
Cromo VI de todos los microorganismos estudiados durante el dia 1, fueron representados
graficamente mediante un diagrama de caja — bigote (BOX and Whisker 6 Box Plot), que muestra
la diferencia entre cada uno de éstos y la que existe entre cada una de las repeticiones realizadas
para cada microorganismo, en este caso se observa que durante el primer dia, el microorganismo
Arizona es el que presenta més cantidad de Cromo VI removido, partiendo de una concentracion
inicial de 14.038 , siguiéndole el microorganismo Corynebacterium aquaticus; sin embargo mas
adelante observaremos que los microorganismos Streptococcus y Corynebacterium aquaticus son
los que tuvieron la mejor performance durante la biorremocion de Cromo VI al finalizar la

experimentacion .

Como se observa, podemos concluir también que los consorcios no tuvieron una performance

ideal.
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FIGURA N°26 . Diagrama caja- bigote de la Biorremediacion de Cromo VI para los

microorganismos aislados durante el dia 1

Luego, se realizaron los analisis estadisticos correspondientes al dia 3 de la experimentacion ya
que como repetimos en este periodo de tiempo de 3 dias, se produjo la mayor remocién de

Cromo VI por los microorganismos aislados.
Dia 3:

Como se observa en la Tabla N°23 que se muestra mas adelante, cada uno de los
microorganismos ha removido el Cromo VI de la soluciébn madre, la cual tiene una
concentracion inicial de 14. 038 mg/L y éstos se han comportado de una manera diferente en el

tercer dia de experimentacion.

Procedimos a realizar la prueba de ANOVA para determinar si existen diferencias significativas
en cada una de las cepas durante el tercer dia de experimentacion ,cuyos resultados se muestran
en la Tabla N°24. Se calcularon asi mismo los promedios de la biosorcion de Cromo VI y la

desviacion estandar para cada uno de los microorganismos, que se presenta en la Tabla N°23
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Tabla N°29.
Biorremediacion de Cromo VI mediante los microorganismos aislados durante el Dia 3 +
desviacion estandar de cada una de ellas (n=3)

Microorganismo Media Desviacion estandar

Arizona 10.54 +0.065
Streptococcus 10.27 +0.068
C.aquaticus 8.36 +0.098
Klebsiella 9.96 +0.086
Consorcio 1 9.25 +0.115
Consorcio 2 9.67 +0.082
Kingella 9.85 +0.105

S. capitis 10.52 +0.068

Tal como se observa en la Tabla N°24 el valor de significancia P<0.05 determina que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos, por lo que se procedi6 a realizar la prueba de

Tukey , para agrupar las muestras, segun su diferencia, como se ve en la Tabla N°25.

Tabla N°30.
ANOVA de la Biorremediacion Cromo VI realizada por los microorganismos aislados durante
el Dia 3

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig(P)
Inter-grupos 11.181 7 1.597| 207.927 .000
Intra-grupos 123 16 .008
Total 11.304 23

A continuacion se presenta la tabla HSD de Tukey * donde apreciamos las diferencias

significativas en los grupos formados:
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Tabla N°31
HSD de Tukey ? para las concentraciones de Cromo VI en el Dia 3

Subconjunto para alfa = 0.05
Microorganismo N A B C D E F

3,00(C.aquaticus) 8.357273
5,00(Consorcio 1)
6,00(Consorcio 2)
7,00( Kingella)
4,00(Klebsiella)
2,00(Streptococcus)
8,00(S.capitis) 10.522765
1,00(Arizona) 10.544529
Sig. 1.000 1.000 .290 .786 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

9.249586
9.673979
9.848089| 9.848089
9.956908
10.272482

W W wwwwww

Los resultados resumidos pueden observarse en la Tabla N°26, las letras al lado de los valores

promedio representan grupos distintos.

Como se ve, los microorganismos Kingella y Consorcio 2 pertenecen a un mismo grupo;
Klebsiellay Kingella a otro y S.capitis y Arizona a un tercer grupo ; por lo tanto, se determin6
que en los microorganismos nombrados, no existen diferencias significativas; en cambio para el
caso de los otros dos microorganismos (C. aquaticus, Consorcio ) si presentan diferencias
significativas, con respecto las anteriores .
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Tabla N°32.
Agrupacion de acuerdo HDS Tukey para los microorganismos encargados de la Biorremediacién

de Cromo VI durante el Dia 3

Microorganismo Promedio
Arizona 10.54"
Streptococcus 10.27F
C. aquaticus 8.36"
Klebsiella 9.96°
Consorcio 1 9.25°
Consorcio 2 9.67¢
Kingella 9.85%P
S. capitis 10.52"

Como podemos observar en el diagrama de caja —bigote en la Figura N°15, se observa que
durante este tercer dia el microorganismo C. aquaticus es el que presenta mas cantidad de
Cromo VI removido partiendo de una concentracion inicial de 14.038mg/ L. Ademas también se
observa que en comparacion con el diagrama caja bigote del dia 1, existe mayor dispersion de los
datos con respecto al promedio de cada una de las muestras, eso también se evidencia en los

datos del dia 2 y dia 3 donde se presenta una mayor desviacion estandar que en la del dia 1.
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FIGURA N°27 Diagrama caja- bigote de la Biorremediacion de Cromo VI para los
microorganismos aislados durante el dia 3

Cromo 111
Dia 1:

Tal como se realiz6 un analisis estadistico para el caso del Cromo VI, también se hizo otro con
los mismos parametros para el caso del Cromo I, con el fin de determinar si nuestros

microorganismos también realizan una biosorcion significativa.

Como se observa en la Tabla N°27 que se muestra mas abajo, cada uno de los microorganismos
ha removido el Cromo 11l de la solucién madre, la cual tiene una concentracion inicial de 8.81

mg/L y cada uno de éstos se ha comportado de una manera diferente en la experimentacion.

Para determinar si existen diferencias significativas en cada una de las cepas durante los
primeros 3 dias de experimentacion , se realizd la prueba de ANOVA, cuyos resultados se
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muestran en la Tabla N°28 ;calculandose ademas, los promedios de la biosorcion de Cromo VI'y

la desviacion estandar para cada uno de los microorganismos presentada en la Tabla N°27.
Tabla N°33.

Biorremediaciéon de Cromo 111 mediante los microorganismos aislados durante el Dia 1 +

desviacion estandar de cada una de ellas (n=3)

Microorganismos Media Desviacion estandar

Arizona 7.76 +0.108
Streptococcus 577 +0.083
C. aquaticus 6.29 +0.035
Klebsiella 8.74 +0.046
Consorcio 1 6.85 +0.034
Consorcio 2 5.21 +0.040
Kingella 3.28 +0.040

S. capitis 4.31 +0.020

Tal como se observa en la Tabla N°28, el valor de significancia P<0.05 determina que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos, por lo que se procedi6 a realizar la prueba de

Tukey , para agrupar las muestras, segun su diferencia, como se muestra en la Tabla N°29.

Tabla N°34. ANOVA de la Biorremediacion Cromo Il realizada por los microorganismos

aislados durante el Dia 1

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig(P)
Inter-grupos 67.111 7 9.587| 2857.165 .000
Intra-grupos .054 16 .003
Total 67.165 23
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A continuacion se presenta la tabla HSD de Tukey ? donde se aprecian las diferencias

significativas en los grupos formados :

Tabla N°35 HSD de Tukey ® para las concentraciones de Cromo |11 en el Dia 1

Subconjunto para alfa = 0.05
Microorganismos N A B C D E F G H

7,00(Kingella) 3.276567
8,00(S.capitis)
6,00(Consorcio 2)
2,00(Streptococcus)
3,00(C.aquaticus)
5,00(Consorciol)
1,00(Arizona)
4,00(Klebsiella) 8.741967
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

4.306600
5.207867
5.767300
6.286767
6.850600
7.756333

W W w w w w ww

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Se observa que todos los microorganismos pertenecen a un grupo distinto, por lo que se

determina que entre estos microorganismos si existe diferencia significativa entre ellos.

Los resultados resumidos pueden observarse en la Tabla N°30 , donde las letras al lado de los

valores promedio representan grupos distintos

Tabla N°36 Agrupacion de acuerdo HDS Tukey para los microorganismos encargados de la
Biorremediacion de Cromo 11 durante el Dia 1

Microorganismo Promedio
Arizona 7.76°
Streptococcus 5.77°
C. aquaticus 6.29F
Klebsiella 8.74"
Consorcio 1 6.85"
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Consorcio 2 5.21¢
Kingella 3.28"
S. capitis 4318

Como podemos observar en el diagrama de caja — bigote presentado en la Figura N°16 se observa
que durante el primer dia el microorganismo Kingella es el que presenta méas cantidad de Cromo
Il removido partiendo de una concentracion inicial de 8. 81 mg/ L , seguido del
Corynebacterium aquaticus, Ademas también se observa que en comparacién con el diagrama
caja bigote del Cromo VI de los dias 2 y 3, existe mayor dispersion de los datos con respecto al
promedio de cada una de las muestras, eso también se evidencia en los datos donde se presenta

una mayor desviacion estandar que en el caso del Cromo VI.
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FIGURA N°28. Diagrama caja- bigote de la Biorremediacion de Cromo Il para los

microorganismos aislados durante el dia 1
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Dia 3:

Se realizo el analisis estadistico para determinar si existe diferencia significativa entre los datos
obtenidos de la biosorcion de Cromo Il para el tercer dia de experimentacion.

Se efectué la prueba de ANOVA para determinar si existen diferencias significativas en cada
una de las cepas en este ultimo dia de experimentacion ,cuyos resultados se muestran en la
Tabla N°32; también se calcularon los promedios de la biosorcion de Cromo VI y la desviacion

estandar para cada uno de los microorganismos que se presenta en la Tabla N°31.

Tabla N°37. Biorremediacion de Cromo Il mediante los microorganismos aislados durante el
Dia 3 + desviacion estandar de cada una de ellas (n=3)

Microorganismo Media Desviacion estdndar

Arizona 1.84 +0.040
Streptococcus 0.64 +0.023
C. aquaticus 1.92 +0.034
Klebsiella 321 +0.058
Cons 1 1.05 +0.066
Cons 2 1.24 +0.027
Kingella 1.99 +0.028

S. capitis 0.28 +0.026

Tal como se observa en la Tabla N°32 el valor de significancia P<0.05 determina que si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos, por lo que se procedio a realizar la prueba de

Tukey , para agrupar las muestras, segun su diferencia, como se muestra en la Tabla N°33.
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Tabla N°38. ANOVA de la Biorremediacion Cromo 11 realizada por los microorganismos

aislados durante el Dia 3

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig(P)
Inter-grupos 17.877 7 2.554 1547.233 .000
Intra-grupos .026 16 .002
Total 17.904 23

A continuacion se presenta la tabla HSD de Tukey * donde se aprecian las diferencias

significativas en los grupos formados :

Tabla N°39. HSD de Tukey ® para las concentraciones de Cromo 111 en el Dia 3

Subconjunto para alfa = 0.05

Microorganismo N A B C D E F G
8,00(S. capitis) 279667
2,00(Streptococcus)
5,00(Consorcio 1)
6,00(Consorcio 2)
1,00(Arizona)
3,00(C. aquaticus)
7,00(Kingella)
4,00(Klebsiella) 3.210000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 246 427 1.000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

.639667
1.047667
1.238667
1.838000
1.922333| 1.922333
1.993667

W W w w w w ww

Podemos observar que los microorganismos Arizona, C. aquaticus y C. aquaticus y Klebsiella
pertenecen a diferentes grupos; por lo tanto, se determina que entre éstos microorganismos no
existe diferencia significativa, en cambio para el caso de los otros microorganismos (S. capitis,

Streptococcus, Consorciol, Consorcio 2 y Klebsiella) si presentan diferencias significativas.

Los resultados resumidos pueden observarse en la Tabla N°34 , representando las letras al lado

de los valores promedio grupos distintos.
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Tabla N°40 Agrupacién de acuerdo HDS Tukey para los microorganismos encargados de la

Biorremediacién de Cromo 111 durante el Dia 3

Microorganismo Promedio

Arizona 1.84F
Streptococcus 0.64%
C. aguaticus 1.925F
Klebsiella 3.21°
Consorcio 1 1.05¢
Consorcio 2 1.24°
Kingella 1.99

S. capitis 0.28"

Al analizar el diagrama de caja — bigote en la Figura N°17 se observa que durante el tercer dia
los microorganismos S. capitis y Streptococcus son los que presenta mas cantidad de Cromo 111
removido partiendo de una concentracion inicial de 8.81 mg/L , dejando de lado al
microorganismos Kingella el cual tuvo una buena performance en los dos dias anteriores.
Ademas también se observa que en comparacion con el diagrama caja bigote de los dos primeros
dias , aqui se observa mucha dispersion de los datos con respecto al promedio de cada una de las
muestras, tal como se evidencié en el caso del Cromo VI.
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FIGURA N°29. Diagrama caja- bigote de la Biorremediacion de Cromo 111 para los

microorganismos aislados durante el dia 3
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ANEXO N°6:

PROPUESTA PARA UN PLAN DE CONTINGENCIA 'Y PLAN DE CIERRE PARA LA
LAGUNA DEL PARQUE INDUSTRIAL RIO SECO.

PLAN DE CONTINGENCIA

Identificacién del Problema:

Tal como se aprecia en la imagen, la laguna del Parque Industrial de Rio Seco presenta una
implementacién improvisada, la cual no presenta revestimiento ni de ormigon ni de plastico lo

cual es eviente presenta un gran peligro para la poblacion aledafia a la zona. Asi como tambien se
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puede apreciar que la laguna presenta una vertiente en la cual escurre el agua residual sin

tratamiento a las zonas agricolas y canteras de sillar.
Objetivos:

o Evitar la contaminacion de los cuerpos de agua provenientes del Parque Industrial
Rio Seco.

o0 Adecuar la laguna de oxidacion para evitar derrames a las zonas urbanas aledafias.

Obras, sistemas y procedimientos:

Construccion de sedimentador de lodos
Construccion de piscina de lodos
Construccion de trampa de grasas

O O O O

Construccion de laguna de sedimentacion

Para la laguna de oxidacion del Parque industrial de Rio Seco se plantea elaborar una laguna de
sedimientacion cercana en la cual se puede realizar la recuperacion de Cromo. Para la
implementacion de esta laguna se debe separar el efluente de las grasas caracteristicas del

proceso de curticion.

Para la remocion de particulas y grasas se sugiere un sistema de control y tratamiento
conformado por :carcamos de lavado, trampa de grasas, laguna de retencion, piscina de lodos y

laguna de sedimentacion.

Carcamos de lavado: En los sitios destinados para lavado, se producen aguas con contenido de
particulas de diversa naturaleza y aceites. Se debe contar con carcamos de lavado, para la

recoleccion y posterior tratamiento de las aguas residuales

Trampa de grasas: Para remocion de los contaminantes, se propone una trampa de grasas que

consta de cuatro compartimientos, en los que se produce remocion las grasas por flotacion.

Laguna de retencion: El efluente procedente de las trampas de grasas se dispone en una laguna
de retencion. Teniendo en cuenta que particulas mas pesadas y de mayor tamafio ya han

sedimentado en el primer compartimiento de la trampa de grasas, en la laguna de sedimentacion
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decantaran las particulas de carbon. Esta laguna se disefia para tratar el volumen de agua efluente

de las trampas de grasas, y el volumen del agua generada por precipitaciones, correspondiente al
area aferente que drena a la laguna. Adicionalmente se deja una porcion del volumen como

depdsito de lodos de sedimentacion.

Piscina de lodos: En esta piscina debidamente impermeabilizada, se secaran los lodos aceitosos,
para su posterior disposicion en rellenos sanitarios 0 como sustrato para descomposicion

anaerobica.

Sistema recolector de aceites: Consiste en un cdrcamo comunicado mediante una tuberia a un
tanque de almacenamiento subterraneo, el cual debe tener por lo menos una capacidad de
almacenamiento suficiente para el volumen de aceite producidos en un mes. El propdsito del
sistema es el de evitar el trasiego manual de grasas y aceites, disminuyendo la contaminacion. El
contenido del tanque sera vaciado mediante un sistema de bombeo, transferido a un tanque

cisterna y llevado a sitios donde sea reutilizado, reciclado o reprocesado

Una vez finalizada la laguna de sedimientacion se propone realizar un posterior tratamiento del

agua para que sea utilizada como regadio para las poblaciones cercanas .

PLAN DE CIERRE

Para el desarrollo del Plan de Cierre y considerando la normatividad actual se requiere de
consideraciones tanto técnico-ambientales como sociales. Para el caso de la laguna del Parque
Industrial se debe realizar un bombeo de éstas aguas a un lugar seguro donde se le de un

tratamiento, asi como tambien un tratamiento a los lodos generados por el vertido de aguas.
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