UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

g~z

”\@l =) U N S
L_“a UMIVERSTSIDAD
57N\ NACIONAL DEL SANTA

Efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccion de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia
de Trujillo, 2017

PRESENTADO POR

Bach. Miranda Paz, Kathleen Xiomara

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN
BIOTECNOLOGIA

NUEVO CHIMBOTE -PERU
2019



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

U NIV ERGSIDATD

NACIONAL DEL SANTA

Efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccién de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia de
Trujillo, 2017

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN
BIOTECNOLOGIA

TESISTA:

Bach. Miranda Paz, Kathleen Xiomara

Revisado y Aprobado por el Asesor:

Blgo. Mblgo. Villanueva Carlos José Manuel

Docente de la Universidad Nacional del Santa



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SANTA

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE BIOTECNOLOGIA

UmMNIVERZSIDATD

NACIONAL DEL SANTA

Efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccién de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia de
Trujillo, 2017

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN
BIOTECNOLOGIA

TESISTA:

Bach. Miranda Paz, Kathleen Xiomara

Revisado y Aprobado por el Jurado Evaluador:

Presidente
M.Sc. Angel Castro Alvarado

Secretario Integrante
Blgo. Mblgo. José Villanueva Carlos Blgo. Mblgo Eterio Alva Mufioz



ACTA DE CALIFICACION DE LA SUSTENTACION DE LA TESIS

En el Distrito de Nuevo Chimbote, en la Universidad Nacional de Santa, en el aula Ciencias C-
3, siendo las 18:00 horas del dia 28-12-2018, dando cumplimiento a la Resolucion N° 246-
2018-UNS, se reunié el Jurado Evaluador presidido por: M. Sc. Angel Castro Alvarado,
teniendo como miembros a: Bigo. Mbigo. José Villanueva Carlos (secretario) y Bigo Mbigo.
Eterio Alva Muiioz. (Integrante), para la sustentacion de tesis a fin de optar el titulo de
Licenciado en Biotecnologia, realizado por el, (la), (los) tesista (as): Kathleen Xiomara
Miranda paz, quien (es) sustentd (aron) la tesis intitulada:

Efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la bioreduccioén de cromo VI en
agua residual de curtiembre de la provincia de Trujillo 2017

Terminada la sustentacion, el (la), (los) tesista (as)s respondié (ieron) a las preguntas
formuladas por los miembros del jurado.

El Jurado después de deliberar sobre aspectos relacionados con el trabajo, contenido y
sustentacion del mismo y con las sugerencias pertinentes, declara la sustentaciéon como
Bueno asignandole un calificativo diesi y seis puntos, segin articulo 40° del Reglamento de
Grados y Titulos de la Universidad Nacional del Santa, vigente (Res.471-2002-CU-R-UNS)
Siendo las 19:00. horas del mismo dia se dio por terminado el acto de sustentacion firmando
los miembros del Jurado en sefial de conformidad

Nombre: M. Sc. Angel Castro Alvarado Nombre: Bigo. Mbigo. José Villanueva Carlos
Presidente secretario

Nombre: Bigo Mbigo. Eterio Alva Mufioz
Integrante

Distribucién: Integrantes J.E ( ), tesistas () y archivo (02).



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis Padres, amigos y
Profesores que gracias a su esfuerzo yo puedo

tener una educacién de calidad.



AGRADECIMIENTO

A Dios Padre, por permitirme culminar mi etapa en mi formacién académica

y seguir obteniendo los grados académicos.

Al colaborador del laboratorio de Microbiologia y Bioquimica, Tec. Oscar
Ricardo Chauca Quintana por brindarme sus conocimientos y apoyo en la
ejecucion experimental de mi tesis; al colaborador del laboratorio de
Investigacion, Bachiller André Alexis Angeles Angulo por apoyarme en la
ejecucion de mi tesis. A Smit Mendoza Ramos por apoyarme en la ejecucion

de mi tesis.

A mis padres que me apoyaron emocionalmente a seguir continuando a

desarrollar un buen trabajo.

A mi asesor José Manuel Villanueva Carlos que me guio en un buen camino

para desarrollar un mejor trabajo.

Al Profesor Alejandro Padilla Sevillano por su apoyo en la ejecucion de mi

tesis y asesoramiento para realizar un mejor trabajo.



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, que tiene por objetivo
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccion de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia de
Trujillo, Perd. La muestra fue obtenida de la curtiembre Chimu ubicada en la
provincia de Trujillo donde se permiti6 el acceso a la recoleccion de muestra
necesaria para el andlisis. En el proceso de analisis de la muestra inicial es decir
la muestra de cromo sin ningun tratamiento se encontrd que tiene un porcentaje
de cromo VI de 1.6147 mg/L

Se realizaron tres tratamientos para poder evaluar cual es el mas efectivo en un
periodo de 40 horas donde se extraia muestra cada 4 horas, después de analizar
las diversas muestras por medio de absorcion atomica, se mostraron que el
primer tratamiento tiene una concentraciéon de Pseudomonas sp de 3x10° bact/mL
obtuvo una reduccién de 0.2486mg/L , el segundo tratamiento posee un
concentracion de Pseudomonas sp de 3x10° bact/mL obtuvo una reduccién de
0.2327mg/L y el tercer tratamiento posee un concentracion de Pseudomonas sp
de 3x10* bact./mL obtuvo una reduccién de 0.2326mg/L

Si hubo una reduccion, aunque no es exactamente la reduccion total, pero eso
quiere indicar que el tratamiento mas efectivo seria es el primero donde hubo una

mayor reduccion.

Palabras claves: Cromo, Curtiembre, Pseudomonas sp.

Kathleen Xiomara Miranda Paz



ABSTRACT

The present research work is of experimental type, which aims to evaluate the effect
of different concentrations of Pseudomonas sp in the chromium VI biorreduction in
wastewater from tannery in the province of Trujillo, Peru. The sample was obtained
from the Chimu tannery located in the province of Trujillo where access to the sample
collection necessary for the analysis was allowed. In the process of analyzing the
initial sample, that is, the chromium sample without any treatment was found to have
a chromium VI percentage of 1.6147 mg / L.

The treatments are published so that they can be used to obtain more information. of
3x10°® bact / mL obtained a reduction of 0.2486mg / L, the second treatment has a
concentration of Pseudomonas sp of 3x10° bact / mL, a reduction of 0.2327mg / L
and the third treatment has a concentration of Pseudomonas sp of 3x10* bact. / mL
obtained a reduction of 0.2326mg / L

If it is a reduction, although it is not exactly the total reduction, it is a greater

reduction.

Keywords: Chromium, Tannery, Pseudomonas sp.
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l. INTRODUCCION

Las aguas residuales son materiales derivados de la actividad industrial y de los
residuos domésticos, los cuales por razones de salud publica no pueden ser vertidos
a los cursos de aguas corrientes o lagos. A pesar de las recomendaciones y
ordenanzas en los Ultimos afios los ambientes naturales han recibido un creciente
aporte de efluentes industriales y domésticos que han llevado al deterioro de muchos
cursos de agua haciéndolos incompatibles con la vida. Los efluentes industriales que
contienen Cr (VI) son descargados por industrias quimicas, de construccion de
magquinarias e instrumentos, de radio electronica, curtiembres, efluentes de torres
refrigerantes de estaciones generadoras de energia eléctrica, entre otras. Aun cuando
internacionalmente las Concentraciones Maximas permitidas (MAC) en el ambiente
son 0,1 mg/L de Cr (VI) y 0,5 mg/L de Cr (lll). Las operaciones y procesos de las
curtiembres generan liquidos y solidos que se distinguen por su elevada carga
organica y presencia de agentes quimicos que pueden tener efectos tdéxicos, como es
el caso del sulfuro y el cromo. Las variaciones en cuanto al volumen de los residuos y
a la concentracion de la carga contaminante se presentan de acuerdo a la materia

prima procesada y a la tecnologia empleada (Ramirez, 2002).

El cromo en la etapa de curtido, es uno de los contaminantes, que produce impactos
negativos en el crecimiento del pais, ya que compromete la salud humana, dafiando
los procesos ecoldgicos que sostiene la produccion de alimentos, y desde el punto de
vista econdmica la evacuacion de residuos tiene un costo elevado para una empresa.
Existen referencias sobre el cromo; que indican que es un metal pesado que funciona
guimicamente con distintas valencias: bivalente, trivalente y hexavalente, siendo este

ultimo de gran importancia por su alto poder toxico. ElI cromo trivalente y el cromo
1



hexavalente en particular es un desnaturalizador de proteinas y precipitante de los
acidos nucleicos; ademas, es considerable la accion cancerigena de los cromatos
sobre el pulmén y el aparato digestivo. El envenenamiento agudo por ingestion
produce vértigo, sed intensa, dolor abdominal, vomito, choque y oliguria o anuria. La
muerte se produce por uremia. La inhalacibn de vapores de cromo por largos
periodos, causa ulceracion indolora, hemorragia y perforacion del tabique nasal,
acompafiado de secrecion nasal fétida, también se ha observado conjuntivitis,
lagrimeo y hepatitis aguda con ictericia. Los datos de laboratorio indican que en
personas que sobrepasan el valor maximo permisible hay hematuria y proteinuria y
deterioro de la funcién hepatocelular; asi mismo, que el cromo y los cromatos son
irritantes y destructores para todas las células del organismo. En las muertes por

envenenamiento agudo, se encuentra nefritis hemorragica (Brossa, 1983).

La biorremediacidn consiste en recuperar el medio ambiente contaminado mediante la
Biotecnologia. Existen microorganismos capaces de captar y fijar metales pesados.
Otros permiten recuperar un suelo o aguas contaminadas; son muchos los
microorganismos que pueden llevar a cabo la reduccién de metales como Mercurio
(Hg), Plomo (Pb), Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Cromo (Cr), molibdeno
(Mo), plata (Ag), selenio (Se), vanadio (Va), oro (Au), hierro (Fe), manganeso (Mn),
Uranio(U), Bismuto (Bi), Teluro (Te), mediante la reduccidén convierten un alto estado
de oxidacién del elemento a un estado de oxidacion menor ejemplo: Hg (Il) a Hg (0) o
Cr (VI) a Cr (lll). Entre los microorganismos capaces de reducir iones metalicos
tenemos una gran variedad de géneros, y las transformaciones las llevan a cabo de
acuerdo a su capacidad fisiologica, algunos lo hacen mediante reacciones
enzimaticas, mientras que otros lo hacen mediante la excrecion de un compuesto

reductor que convierte abiéticamente el i6n de un alto estado de oxidacién a uno
2



menor. Se han investigado intensamente los potenciales de la biorremediacion de
cromo, Se han estudiado tres modos: La bioadsorcion, la reduccion enzimdtica, y la
reduccién abidtica acoplados. Es ampliamente conocido que las bacterias en cultivo
pueden reducir cromatos y dicromatos, estas bacterias estdn ampliamente y listas
para ser aisladas del suelo, sedimentos y aguas contaminadas, se han reportado
especies de Alcaligenes, Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia,
Micrococus, Pseudomonas, Vibrio, entre otras con capacidad de reducir el Cr (VI).
Tanto aerobios como anaerobios son activos. Los organismos a elegir deben
presentar un alto grado de tolerancia. Bajo condiciones adecuadas, se ha logrado
99% de reduccién de Cr (VI), pero a concentraciones muy altas del i6n, el porcentaje

de reduccion disminuye (Alexander, 1999).

Entre los estudios que sustentan la presente investigacion se encontraron las

siguientes investigaciones a nivel internacional:

En Argentina, El estudio “Efecto de Factores Fisicos y Quimicos sobre la
Remediacion de Residuos Sodlidos Contaminados con Cr(VI) por Aspergillus niger:
Mecanismo de Detoxificacion” concluyo que Aspergillus niger se uso para estudiar la
remediacion de pulpa de limén contaminada variando la concentracién de Cr(VI), la
temperatura y la concentracion de conidios. La toxicidad del Cr(VI) sobre el desarrollo
del hongo y la produccién de poligalacturonasas (EC.3.2.1.15); naringinasa (2- L-
ramnosidasa, EC.3.2.1.40 y 2-D-glucosidasa, EC.3.2.1.21) y reductasa fue también
evaluada. Usando fermentacion en estado soélido el hongo, remedid el 100% de la
pulpa (80%humedad) contaminada con Cr(VI) a 5, 10 y 20 mg/L y alcanz6 un 99% de
eficiencia, cuando la concentracion del metal pesado fue 50 mg/L en las siguientes

condiciones: 2.105 conidios/g de pulpa; 30 °C y pH 2.5. EI Cr(V]) influyé en la
3



maduracion de los conidios del hongo (48 h), disminuyo la concentracion de proteina
intracelular (0.22 mg/mL) reflejada por la ausencia de bandas proteicas de una PAGE-
no desnaturalizante y redujo un 24 y 86%, la produccién de poligalacturonasa (PG) y
naringinasa (N), respecto al control (72 h; proteina: 0.25 mg/mL; PG: 0.17 y N: 0.02
U/ml). Se determind actividad especifica cromato reductasa (6.3.10-2 U/mg) y por
absorcion atomica se verifico que el 97.30% del Cr(VI) se redujo a Cr(lll). Se propone
gue el mecanismo de detoxificacion de Cr(VI) por A. Niger es por adsorcion del metal
a la pared celular y absorcion al interior celular. La biorremediacion puede
suplementar a los tratamientos fisicos quimicos ya existentes o aquellos que no
resultan completamente eficientes, para alcanzar una verdadera remediacion.

(Argentina, 2015)

En Argentina, En una investigacion de “Remediacion de lones Cr(VI) en
Soluciones Acuosas por Aspergillus niger BM-56"; concluyo que en las
concentraciones de Cr (VI) examinadas se obtuvo una eficiencia de remocion del
100%. La variacion del pH del medio no afecté el desarrollo del hongo ni la
biorremediacion del metal. A pH 5.5 (x0.2) se obtuvo la maxima remocion de Cr (VI)
mientras que a pH 2.5 (£0.2) y 4.5 (20.2) disminuyo un 2 a 4 % respecto al maximo.
Se propone que Aspergillus niger BM-56 detoxifica soluciones acuosas que contienen
Cr (VI) mediante un proceso de reduccion de este metal a Cr (lll). En este proceso de
transformacion se obtiene una masa celular menos toxica, la cual puede ser utilizada,
en procesos fermentativos para la produccién de un metabolito de importancia

industrial. (Duca, Nufiez, Navarro, & Rubio, 2003).

En Colombia, “Medicion de la capacidad de Chlorella vulgaris y

Scenedesmus acutus para la remocion de cromo de aguas de curtiembre”; concluyo
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gue en el presente proyecto se investiga los aspectos referentes al proceso bioldgico
de adsorcion del metal en fase acuosa mediante dos tipos de microalga verde nativa,
denominadas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus. La caracterizacién del
proceso de adsorcién bioldgica de cromo trivalente se realiz6 en agua sintética y agua
residual procedente de un proceso de curtido del sector de San Benito, en el sur de
Bogota. El proceso de bioadsorcion también se llevé a cabo con alga libre y alga
inmovilizada en alcohol polivinilico y se determinaron la cinética y el equilibrio de
adsorcion para establecer las posibles diferencias en la remocion del metal pesado
presente en diferentes tipos de agua y de estado del agente bioadsorbente, para
finalmente determinar si el proceso de bioadsorcién es una alternativa competitiva
frente a otros procesos de remocion de cromo y de otros metales pesados como los
procesos de precipitaciéon quimica y adsorcion (Forero, 2012).

En el &mbito nacional se encontraron los siguientes trabajos de investigacion:

En Lima; Un estudio de “Biorremediacion de cromo VI de aguas residuales
de curtiembres por Pseudomonas sp y su efecto sobre el ciclo celular de Allium cepa’,
lleg6 a la conclusion que Pseudomonas sp, no lleva a cabo una reduccion significativa
de cromo VI, pues solo lo reduce en un 13,51%, con una velocidad de reduccion de
4,16 x 10 ppm/h, mientras el cromo total alcanza una reduccion considerable a las 24
horas pasando de 2460 a 340 ppm. Con una velocidad de reduccion de 89.166
ppm/h. Se observa que en este mismo tiempo de tratamiento la poblacion bacteriana
alcanza su fase logaritmica, alcanzando una velocidad de crecimiento de 0,198/h y
gue la poblacién empieza a disminuir a partir de las 24 horas, después de las 24
horas no hay reduccion de cromo total en cantidades apreciables. Al determinar el
efecto sobre el ciclo celular de Allium cepa se observa que se produce dafio celular en

todas las concentraciones por lo que se concluye que no se alcanza un nivel de



reduccidén suficiente para evitar el dafio celular y para ser aceptable segln las normas

de saneamiento de aguas residuales. (Otiniano Garcia, Collantes, & Lurdes, 2007)

En Lima; “Estudio de la bioadsorcion de cromo (VI) con quitosano
cuaternario reticulado para su aplicacion en biorremediacion de aguas contaminadas”,
concluyo que el uso de quitosano cuaternario entrecruzado, QC2, en la remocion de
ion cromo (VI) a partir de soluciones acuosas a temperatura ambiente, mediante
experimentos de adsorcion discontinuos. Los pardmetros que se ha evaluado en la
capacidad de adsorcion del ion mencionado, el adsorbente, fueron efecto de: pH,
masa de adsorbente, concentracion del ion, cinética de adsorcion y fuerza ionica,
apoyados por los andlisis FTIR, SEM, TGA. Los resultados se han analizado usando
los modelos matematicos de Langmuir y Freundlich; los resultados muestran que la
adsorcion se da mediante un mecanismo mixto. Los parametros calculados
demuestran una alta afinidad adsorbente/adsorbato para QC2 con una maxima
capacidad de adsorcion de 208,3 mg g, elucidando el potencial uso de este
adsorbente para la remociéon de ion cromo (VI) en soluciones acuosas, mediante una
cinética de pseudosegundo orden con una constante de velocidad de 0,289 g mg™
min™. La desorcion es eficiente en una mezcla NaCl / NaOH (1,0 M) con 99,78 % de
remocién a pH 4,5. Altas concentraciones de fuerza ionica afectan la capacidad de

adsorcién de cromo (VI) (Diaz, Jacinto, Medina, Navarro, & Llanos, 2013).

En el &mbito local no se encontrd trabajos de investigacion relacionados a este tema;
es por eso una de las razones que se ha descrito que me motivo a realizar el presente

estudio de investigacion formulando la siguiente interrogante:



¢Cuél es el efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccion de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia de Truijillo,
201772

Il OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Pseudomonas sp en la
biorreduccion de cromo VI en agua residual de curtiembre de la provincia de Truijillo,

Peru.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar los niveles presentes de cromo de agua de curtiembre en la provincia

de Trujillo por analisis espectrofotométrico.

e Aislamiento y seleccion de Pseudomonas sp del agua residual de curtiembre de la

provincia de Trujillo.

e Determinar el efecto de Pseudomonas sp a diferentes concentraciones en la
biorreduccién de cromo VI de aguas residuales de curtiembre suplementado con

glucosa.

e Determinar la biorreduccion de cromo VI por diferentes concentraciones de
Pseudomonas sp en escala laboratorio en cultivo por lotes por un periodo de 40

horas.



e Realizar la cinética de biorreduccion de cromo VI a diferentes concentraciones de

Pseudomonas sp. en presencia de cromo.

[I. HIPOTESIS:

Se plantea las siguientes hipétesis de investigacion:

Si se emplea las concentraciones de Pseudomonas sp de 3x10%, 3x10° 3x10*
bact/mL en una muestra de agua residual con cromo VI. En la concentracién de 3x10°

bact/mL se lograra la mayor biorreduccion de cromo.

Si la biorreduccion de cromo en el agua residual de curtiembres, tiene una
biorreduccién efectividad significativa, en las concentraciones de 3x102, 3x10* bact/mL

en la reduccion del porcentaje de cromo VI.



V. MARCO TEORICO

4.1. Cromo
El cromo es un elemento metalico en la tabla periédica. No tiene olor ni sabor. El

cromo se encuentra en rocas, plantas, suelos, y el polvo volcénico, los humanos y
animales. El cromo se manifiesta en el medio ambiente mas cominmente como el
trivalente (cromo (lIll), hexavalente (cromo-(VI) y en la forma metélica (cromo (0). El
cromo lll ocurre naturalmente en muchos vegetales, frutas, carnes, granos y levadura
en un rango permisible de 0.05 mg/m®. El cromo (V1) y el cromo (0) son generalmente
producidos mediante procesos industriales. Las fuentes principales del cromo (VI) en
el agua potable son descargas de fabricas de acero y celulosa, y la erosién de
depdsitos naturales de cromo (llI). En muchos lugares, los compuestos de cromo han
sido diseminados al medio ambiente mediante filtraciones, pobre almacenaje, o
practicas inadecuadas de disposicion. Los compuestos de cromo son muy

persistentes en el agua como sedimentos.

Existen referencias sobre el cromo; que indican que es un metal pesado que
reacciona quimicamente con valencias Il, lll y VI (Cr2*, Cr3*, Cr6") siendo este Ultimo
de gran poder toxico y el mas dificil de oxidar o eliminar de los organismos vivos. El
cromo Il 'y el cromo VI o cromo hexavalente, en particular son desnaturalizadores de
proteinas y precipitan acidos nucleicos; ademas son de accidn cancerigena sobre los

pulmones y el aparato digestivo. (Otiniano Garcia, Collantes, & Lurdes, 2007)

El cromo hexavalente es uno de los contaminantes, que produce mayores impactos
negativos en el crecimiento del pais, ya que compromete la salud humana, dafiando

los procesos ecoldgicos que sostiene la produccién de alimentos (Garcia, 1993)

4.2. Pseudomonas

Son bacterias mesofilas, sobreviven en temperaturas de 4 - 42°C que pueden llegar a
utilizar mas de 100 componentes distintos como fuente de carbono, pero éstos deben
ser siempre compuestos organicos de bajo peso molecular, ya que estas bacterias
carecen de las enzimas hidroliticas necesarias para llevar a cabo la degradacién de
polimeros. Las caracteristicas minimas con las cuales pueden ser identificadas son el

metabolismo oxidativo que presentan, la movilidad, oxidasa casi siempre positiva, en
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medio OF con glucosa produce acido (color amarillo) y no genera gas y son indol
negativas (Pérez S. G., 2017). Pseudomonas son microorganismos moviles, debido a
la presencia de uno o mas flagelos polares. Algunas especies sintetizan una capa de
exopolipolisacaridos que facilita la adhesion celular, formacién de biopeliculas o
biofilms, y protege de la fagocitosis, de los anticuerpos o complementos, aumentando
asi su patogenicidad. (Diaz, 2011) Se encuentran normalmente en el suelo, aunque
también pueden ser patdgenos oportunistas en animales(P. aeruginosa, P.
fluorescens) y patégenos de plantas(P. syringae). Algunas bacterias de este grupo
producen pigmentos fluorescentes de colores amarillo verdoso, facilmente solubles en
agua. (Jean Marie Meyer, 2002)

Pseudomonas son quimiorganotrofos, aunque algunas crecen quiolitotroficamente de
forma facultativa. EI género Pseudomonas estratifica al prototipo de la familia y se
caracteriza por los siguientes distintivos de la familia. Desde el punto de vista
fisiologico y metabdlico los Pseudomonas se caracterizan por el amplio espectro de
nutrientes organicos utilizables. También utilizan un gran nimero de compuestos
heterociclicos y aromaticos, que no son atacados por otras bacterias. Los azucares se
degradan generalmente por la via de Entner-Doudoroff. Algunas especies de
Pseudomonas oxidan los azucares de forma incompleta y excretan los acidos
correspondientes (Martinez L. C., 2012).

Las bacterias del genero Pseudomonas son un grupo heterogéneo de bacterias
gramnegativos que tienen en comun la incapacidad para fermentar lactosa. En el
pasado, clasificados dentro del género Pseudomonas, los miembros de este grupo se
han asignado ahora a tres géneros importantes desde el punto de vista médico
(Pseudomonas, Burkholderia y stenotrophormonas), cuyos comportamientos
biolégicos comprendes similitudes y diferencias notorias, con repertorios genéticos
gue difieren en muchos aspectos. (Ramphal, 2016).

El género Pseudomonas es bien conocido por su versatilidad metabdlica y plasticidad
genética. Las especies de Pseudomonas, en general, crecen rapidamente y
presentan gran habilidad para metabolizar una amplia variedad de substratos,
incluyendo compuestos organicos toxicos, como hidrocarburos alifaticos y aromaticos.
Las cepas de las especies de Pseudomonas son frecuentemente resistentes
antibidticos, desinfectantes, detergentes, metales pesados y solventes organicos.
Este género puede vivir en nimeros habitats, que van desde diversos tipos de

ambientes acuaticos y terrestres, hasta tejidos diversos de animales, incluyendo frutas

10



y verduras, por lo tanto, el habitat primario es ambiental. También se encuentran en
suelos y aguas que presentan condiciones aerdbicas, mesofilas y pH neutro (Martinez
L. R., 2007)

Existen numerosas especies, sin embargo, las que con mayor frecuencia se aislan de
muestras clinicas son: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri. Las tres primeras especies se
caracterizan por producir pigmento fluorescente verde limén. Pseudomonas stutzeri

generalmente presenta cultivos de aspecto seco y rugoso.

4.2.1. Pseudomona aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae. Se trata de un
bacilo recto o ligeramente curvado Gram negativo, con un tamafio de 2 x 0,5 um, y
movil gracias a la presencia de un flagelo polar. En relacion con su metabolismo, es
aerobio (aunque puede desarrollarse en condiciones anaerobias utilizando nitrato),
catalasa positiva y oxidasa positiva. Se caracteriza por producir una variedad de
pigmentos, como la piocianina (de color azul verdoso), la pioverdina (pigmento
fluorescente de color verde amarillento) y la piorrubina (de color rojo). (Hernandez &
Lorén, 2017). La mayoria de células de P. aeruginosa presentan un unico flagelo
polar, aunque en algunas ocasiones se han observado algunos aislados con dos o
tres flagelos. (Martinez L. R., 2007)

P. aeruginosa tiene importancia para el hombre tanto porque le representa problemas,
como porque puede ser util en el tratamiento de la contaminacion ambiental.
Contrariamente a lo que parece, todos nosotros estamos en contacto diariamente con
P. aeruginosa, ya que se encuentra en bajas cantidades en nuestros alimentos y en
algunos articulos de limpieza. (Chavez, 2010). Representa un problema importante de
salud en centros hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con
cancer o quemados. Una vez que se establece la infeccion, el microorganismo
produce una serie de compuestos toxicos que causan no so6lo dafio tisular extenso,

sino adicionalmente interfieren con el funcionamiento del sistema inmune.

Pseudomonas aeruginosa es causa frecuente de infecciones asociadas al cuidado de

la salud, principalmente en pacientes inmunosuprimidos, quemados, personas con
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fibrosis quistica y usuarios de unidades de cuidados intensivos (UCI); comunmente
presenta resistencia a varias clases de antibacterianos dificultando el tratamiento y
asociandose a tasas mayores de mortalidad e incrementos en el costo de la atencion
hospitalaria (Giraldo, 2014)

4.2.2. Pseudomonas fluorescens
Las bacterias P. fluorescens son organismos aerobios quimioorganotroéficos, es decir,

gue su metabolismo se basa en reacciones de 6xido-reduccion para obtener energia,
utilizando sustancias oxidables a pH neutro o basico. Su diametro varia entre 0,5y 0,8
pm (O.P Shukla, April - 2006). Las Pseudomonas fluorescens secretan un tipo de
sideréforo denominado pioverdina y es responsable de la fluorescencia de las cepas
bajo la luz asi mismo pueden promover el crecimiento de las plantas directamente
mediante el aporte de nutrientes o de hormonas del crecimiento. Generalmente son
aerobias no fermentativas y moviles, las cuales presentan un flagelo polar (Leon,
2014).

P. fluorescens ha sido frecuentemente identificada como microorganismo
contaminante de la piel humana y como agente causante de bacteremia (presencia de
bacterias en sangre) e infecciones en pacientes hospitalizados. Esta especie de
Pseudomonas también ha sido aislada de pacientes que presentaban infecciones
complicadas del tracto urinario. Asimismo, cabe mencionar su presencia en biofilms
desarrollados en diversos sistemas industriales, como asi también su potencial riesgo
para causar serios problemas en términos del proceso y la seguridad del producto
final en la industria alimenticia. En los procesos industriales de alimentos perecederos
diarios, P. fluorescens es uno de los microorganismos psicotroficos mas cominmente
aislados y ademas domina la microflora de la leche cruda o pasteurizada en el
momento de su deterioro. Recientemente, algunos estudios han demostrado que
algunas cepas de Pseudomonas, entre ellas P. fluorescens, pueden incrementar la
colonizacion de superficies por parte del microorganismo patdgeno Listeria
monocytogenes y/o proteger a esta bacteria de la accion de los desinfectantes. (O.P
Shukla, April - 2006)
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“For symbaols see sandard definitions. Data from Palleroni (1984), Molin et al. (1886), Hildebrand et al. (1994), Elomari et al. (1996, 1947}, and Coroler et al. (1996).

Figura 1.- Caracteristicas generales del genero Pseudomonas. Se observa las diferentes

caracteristicas que tienen las especies de Pseudomonas.

Fuente: (Garrity, 2005)

Fr. Fs. Fs. Fr.
@orLginosa Suorescens putida stuizeri

Catalasza + + + +
Uridasa ¥ + + ¥
OF Glucoza O O= Cr= O=
OF Lactosza K K K K
OF Maltoza K K E A
OF XGloza A A A A
OF Manitol A A E A
Piocianina + - - -
Pioverdina + + -
hlovilidad + + + +
Mitrato + - - +
ADH + + + -
Fluorescencia + + + -
Dienitrificacion + - - +
Gelatina + + - -
MNaCl 6,5% +i - - =
Alrnidon - - - +
Colonias mecsas - - - +
M fagalos 1 polar =1 peolar = 1 polar 1 polar
Drezarrollo 2 42°C + - - W

Figura 2.- Caracteristicas Bioquimicas del genero Pseudomonas

Fuente: (Helguero, 2009)
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4.3. MEDIOS DE CULTIVO.
Los medios de cultivo selectivos para el aislamiento de la bacteria Pseudomonas sp:

4.3.1. Agar cetrimide
Medio de cultivo selectivo para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa a partir de

diversas muestras.

La cetrimida (Bromuro de cetiltrimetilamonio) inhibe el crecimiento de las bacterias
debido a su acciébn como un compuesto cuaternario de amonio. La base de agar
cetrimida promueve la produccion de piocianina y fluoresceina que se observan con
luz ultravioleta en los cultivos de Pseudomonas aeruginosa, lo que puede
considerarse como prueba presuntiva para su identificacion. (Gonzalez, Cabezas, &
Anguita, 2012) La cetrimida es un detergente catidnico que actia como agente
inhibidor, libera el nitrogeno y el fosforo de las células de casi toda la flora
acompafante. (Britania L. , 2018)

FORMULA

FEPTOMA DE GELATIMA 2009
CLORLURD DE MAGNESID 14¢
SULFATO DE POTASIO 1009
AGAR 1369
CETRIMIDA 03g
GLICERINA 10 mi
AGLUA PURIFICADA 1000 ml
pH FINAL: 72 £ 02

Figura 3. Componentes del medio Agar Cetrimide

Las colonias aeruginosa producen un pigmento amarillo verdoso. (piocianina) y
fluorescencia bajo luz UV. (Merck, Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide
Agar), 2005)
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4.3.2. Agar Pseudomonas P
Medio de cultivo utilizado para el aislamiento, la deteccién y la diferenciacion de

especies de Pseudomonas en base a la produccién de piocianina. Conocido también
como medio King A. (Britania L. , 2018)

Pseudomonas Agar P favorece la formacién de piocianina y Piorubina y reduce la de
fluoresceina, mientras que Pseudomonas Agar F estimula la produccion de
fluoresceina y reduce esa cantidad de piocianina y / o piorubina. Los medios de
cultivo permiten una identificacion rapida y preliminar de la mayoria. Especies de
Pseudomonas, ya que algunas cepas solo pueden sintetizar piocianina, algunas
forman solo fluoresceina y otras producen ambos pigmentos. (Merck, Pseudomonas
Agar P, 2005)

FORMULA {en gramos por litro)

FEFTOMA DE GELATIMA, 200
SULFATD DE POTASIO 100
CLORURD DE MAGHESIOD 14
AGAR 150

pH FIMNAL: T2 £ 02

Figura 4. Componentes del medio Agar Pseudomonas P

Un resultado positivo es por observacion de los pigmentos piocianina y / o Piorrubina.
La produccion de piocianina se observa como una zona de color azul, azul- verdoso
gue rodea la colonia, o que se extiendes en todo el medio de cultivo debido a la
difusion del pigmento. La produccion de piorrubina se observa como una zona de
color rojo alrededor de la colonia 0 que se extiende en todo el medio de cultivo a la

difusion del pigmento. (Britania L. , 2018)

4.4. Pruebas Bioquimicas

4.4.1. Agar Citrato de Simmons

Determina si un microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de

carbono para el metabolismo y crecimiento, provocando alcalinidad. EI medio incluye
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citrato de sodio, un anién como Unica fuente de carbono y fosfato de amonio como
Unica fuente de nitrogeno.

Normalmente el metabolismo del citrato comprende una condensacion de acetilo con
la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Krebs. El desdoblamiento del
citrato comprende un sistema enzimético sin la intervencion de la coenzima A. Esta
enzima se denomina Citritasa o Citrato desmolasa (Lira, Meléndez, & Sandoval, 2003)

Como se observa en la siguiente reaccion:

Citrato Oxalacetato + acetato

Piruvato + CO»,

Los productos obtenidos del metabolismo del citrato dependen del pH del medio:

pH basico:

Citrato COx+ Acido formico + 2 Acido acético
pH acido:

2 piruvato acetato +CO,+ lactato

2 piruvato acetoina +2CO;

Los &cidos organicos son posteriormente utilizados dando como producto final
carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El pH alcalino asi logrado hace que el indicador
de pH en el medio, el azul de bromotimol vire de su color verde original a un azul
intenso. (Arronte, 2009). El Agar Citrato de Simmons es una modificacion del medio
de Koser, con la adicién de azul de bromotimol y un 1,5% de agar. Los organismos
capaces de metabolizar el citrato crecen exuberantemente. El medio se alcaliniza y

cambia de verde a azul intenso en 24 a 48 horas. (Neogen, 2017)

Microorganismos Positivos:

Especies de:
e Salmonella e Citrobacter
e Arizona e Enterobacter
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e Klebsiella e Pseudomonas cepacia
e Serratia Licuefaciens

Microorganismos Negativos

e Edwarisella e Yersinica pseudotuberculosis
e Yersinia enterofolitica e Otras especies de Moraxella
e Escherichia coli e Proteus morganii

e Shigella

4.4.2. Medio SIM (Sulfhidrico, Indol, Movilidad)

El medio SIM se emplea para detectar la produccion de sulfuro, la formacién de indol
y la motilidad. Sulfato de amonio ferrosos y tiosulfato de sodio son los componentes
de este medio y al actuar en conjunto sirven como indicadores de la produccion de

H,S al formar un precipitado de color negro (Bastidas, 2016)

- Prueba de acido sulfhidrico: Algunas especies bacterianas son capaces de
liberar azufre enzimaticamente de los diferentes aminoacidos que las contienen
produciendo el gas acido sulfhidrico (H2S). La petona, cisteina y tiosulfato, todos son
fuentes de azufre, pero las diferentes especies utilizan distintos compuestos o0 a
aminoacidos que contienen azufre para producir H,S. La enzima responsable de esta

etapa es la cisteina. (Lira, Meléndez, & Sandoval, 2003)

Bacteria (medio acido) + tiosulfato de sodio gas H,S

SH, + iones férricos sulfuro ferroso

- Prueba de la produccion de indol

La formacion de indol se produce solamente en aquellos organismos capaces de
fermentar hidratos de carbono, la elevada acidez producida por la fermentacién de la
glucosa puede impedir el crecimiento del organismo o inhibir la enzima.

Las enzimas triptofanasas oxidan el tript6fano para formar tres metabolitos: indol,
metil indol y acido indolacético. Los reactivos de Erhlich o Kovacs contienen DMABA
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gue reacciona con el indol producido formado un compuesto quinénico color violeta,
gue se observa por la aparicion de un anillo en la superficie del medio (Radillo, 2013)

- Movilidad

Determina si un organismo es movil o inmovil. Las bacterias tienen movilidad por
medio de sus flagelos que se encuentran principalmente entre los bacilos; sin
embargo, algunas formas de cocos son inmdviles. Las bacterias moviles pueden
contener un solo flagelo o mucho. (Lira, Meléndez, & Sandoval, 2003). El medio de
cultivo tiene consistencia semisélida por lo que la movilidad se observa por el
crecimiento del microorganismo en todo el tubo mas all4 de la zona de inoculacion

(picadura) y los microorganismos inmoviles solo creceran en la zona inoculada.

4.4.3. Medio TSI (Triple Azucar Hierro)

El agar TSI es uno de los méas usados para ver a fermentacion de carbohidratos en la
familia enterobacteriacea (Arronte, 2009). El TSI identifica a las bacterias en funcion
de la fermentacion de lactosa, glucosa y sacarosa, y en la produccion de sulfuro de
hidrogeno; dado que el TSI contiene glucosa (0,1%), sacarosa (1%) y lactosa (1%)
(Bastidas, 2016). Determina la capacidad de un organismo de atacar un hidrato de
carbono especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccion o
no de gases, junto con la determinacion de posible acido sulfhidrico. (Lira, Meléndez,
& Sandoval, 2003)

La lactosa, sacarosa y glucosa son hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de
sodio es el sustrato necesario para la produccién de acido sulfhidrico, el sulfato de
hierro y amonio es la fuente de iones de Fe**, los cuales se combinan con el &cido
sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, de color negro. Por fermentacion de
azucares, se producen acidos, que detectan por medio del indicar de rojo de fenal, el
cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de
hidrogeno que reacciona luego con una sal de hierro proporcionando el tipico sulfuro

de hierro de color negro. (Britania L. , 2018)

- Pico de flauta alcalino / Profundidad alcalina (K/K). - Microorganismos que no

fermentacion de hidratos de carbono presentes (glucosa, lactosa y sacarosa). Solo
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utilizandolas aerébicamente daria una superficie alcalina (roja) sobre un fondo alcalino

(rojo) Caracteristico de bacterias no fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa.

- Pico de flauta alcalino / profundidad &cida (K/A). - Los microorganismos que
fermenten solo glucosa y no fermentan provocan una reaccion alcalina en la superficie
(roja) sobre un fondo acido (amarillo). Caracteristico de bacterias no fermentadoras de
lactosa como especies de Shigella.

- Pico de flauta alcalino / profundidad &cida (negra) (K/A H,S). - Glucosa fermentada,
lactosa no fermentada; producciéon de H,S como: Salmonella, Arizona, Citrobacter y
algunas especies de Proteus.

- Pico de flauta acido / profundidad acida (A/A). - Algunos microorganismos tienen la
facultad de fermentar glucosa y lactosa resultando una reaccién acida (amarilla) y
acida en el fondo (amarillo). Caracteristicos de coliformes que fermentan lactosa

como E. coliy grupo Klebsiella- Enterobacter

4.4.4. Medio LIA (Agar Lisina Hierro)
Algunos microorganismos son capaces de provocar la descarboxilacion de los

aminoacidos por induccion de enzimas especificas, el resultado de esta
descarboxilacion es la produccién de una amina (o diamina) y didxido de carbono. Tal
es el caso de la produccion de la enzima lisina descarboxilasa la cual al actuar sobre
la lisina produce una diamina llamada cadaverina. (Arronte, 2009) La descarboxilacion
es el proceso mediante el cual las bacterias que poseen enzimas descarboxilasas
especificas son capaces de atacar a los aminoacidos en su grupo carboxilo dando o
una amina o una diamina y anhidrido carbonico. El proceso de descarboxilacién es
irreversible, no oxidativo y requiere una coenzima comun, el fosfato de piridoxal. El
aminodcido L- lisina sufre la descaboxilacion para dar cadaverina y CO, por accién de

la enzima especifica lisina descarboxilasa (Lira, Meléndez, & Sandoval, 2003)

Los aminoacidos al perder el grupo carboxilo se convierten en diaminas lo que
incrementa el pH del medio y el indicador (purpura del bromocresol) vira a violeta.
(Radillo, 2013).Un cambio del color original del medio (morado) hacia amarillo en el
fondo indica una reaccién acida por la fermentacion de una pequefia cantidad de

glucosa en el medio. Si el microorganismo produce lisina descarboxilasa, la accion de
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esta enzima sobre la lisina dar& lugar a la cadaverina, la cual provocara un cambio de
pH hacia la alcalinidad dando un color morado que sobrepasa la acidez debida a la
glucosa. Asi pues, un fondo amarillo indica que no se produce lisina descarboxilasa y
un color morado que si es producida. (Arronte, 2009)

4.5. El Cromo en el Medio Ambiente

El cromo se encuentra, relativamente inerte como Cr(lll) en las fases sélidas, y se
libera al medio acuatico en cantidades limitadas por acciones climaticas y de erosion.
Las emisiones atmosféricas de cromo a partir de fuentes naturales vienen derivadas
del elemento en suspension, ya que el polvo transportado por el viento es la principal
fuente natural de cromo en la atmosfera de la Tierra. La erosion edlica de los suelos

puede ser una fuente natural importante de aire con cromo.

Aunque la mayoria de cromo liberado de fuentes naturales es, probablemente, en la
forma trivalente, tanto el Cr(Ill) como el Cr(VI) pueden estar presente en los desechos

antropogeénicos liberados al medio ambiente.

En presencia de materia organica, el Cr (VI) presente en aguas y suelos es reducido a
Cr (ll); sin embargo, altas concentraciones del i6bn en estado hexavalente pueden

sobrepasar esta capacidad de reduccion, lo que impediria su adecuada eliminacion

Se estima que cada pais desarrollado puede liberar alrededor de 84 toneladas
anuales de cromo (incluyendo tanto las formas tri cromo hexavalente) a la atmdésfera
provenientes de fuentes antropogénicas. De ellas, aproximadamente un 54% son
atribuibles a la combustion de elementos fosiles, un 29% para diversos procesos
industriales (produccion de hierro y acero, procesamiento de refractarios y productos
guimicos, etc.), y un 12% a actividades relacionadas con el transporte, tales como la
combustién de vehiculos de motor. Las fuentes secundarias incluyen el desgaste de
los neumaticos y pastillas de freno, uso de convertidores cataliticos de automoviles
basados en cromo, o la liberacion de polvo cromado utilizado en los toners de

fotocopiadoras

En el Pert y el mundo se han realizado estudios sobre el cromo en los seres vivos y
en el agua, por lo que, aqui citaremos algunos antecedentes relacionados con el

cromo en la vida del hombre y en el agua que consume.
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A pesar de las recomendaciones y ordenanzas hechas por parte de las autoridades y
entidades ambientales, en los Ultimos afios los ambientes naturales han recibido un
creciente aporte de efluentes industriales y domésticos que han llevado al deterioro de
muchos cursos de agua haciéndolos incompatibles con la vida. Los efluentes
industriales que contienen cromo hexavalente son descargados por industrias
quimicas, principalmente por las curtiembres. Aun cuando los Limites Maximos
Permisibles (LMP) para descargas de efluentes liquidos de actividades Minero-
Metalurgica para el cromo hexavalente es de 0.10 mg/L, D.S. N° 010-2010-MINAM y
segun el Reglamento de la Calidad de Agua para Consumo Humano, D.S. N° 031-
2010-SA., para el cromo total es de 0,05 mg/L. (MINAM, 2008)

Los efluentes industriales que contienen Cr (VI) son descargados por industrias
guimicas, de construccion de maquinarias e instrumentos, de radio electronica,
curtiembres, efluentes de torres refrigerantes de estaciones generadoras de energia
eléctrica, entre otras. La concentracion de Cr (VI) varia en los efluentes desde
docenas a cientos de gramos o miligramos, la cantidad de aguas contaminadas con
cromo que se vierten al ambiente varia de docenas a cientos de metros cubicos por
hora. Aun cuando internacionalmente las Concentraciones Maximas permitidas (MAC)
en el ambiente son 0,1 mg/L de Cr (V) y 05 mg/L de Cr (Ill).

4.6. FABRICAS DE CURTIEMBRE
Las fabricas formales de curtiembre han aumentado su tasa de produccion, aun asi

hay fabricas informales donde sus desechos son reducidos por las tuberias de
alcantarillado esto causa que vaya en aumento la tasa de cromo hexavalente que es

el contaminante principal en la fabricacion de pieles y cueros

En Trujillo, especificamente en los distritos de La esperanza, Porvenir, Florencia de
Mora, Moche y Salaverry, la industria del curtido de cueros, es la industria de mayor
auge, la misma que se da mayormente de manera informal. Industria que ha
alcanzado en la actualidad un gran desarrollo con el uso de la tecnologia moderna,
prueba de ello es la obtencién de productos de éptima calidad, juntamente con ello se

han presentado nuevos problemas como la contaminacion ambiental. (Ibafiez, 1997)

Trujillo, es el segundo productor de pieles y cueros después de Lima, contando con

122 curtiembres formales, distribuidas de siguiente manera: distrito de Trujillo 17.21%,
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Porvenir 24.59%, Florencia de Mora 8.20%, La Esperanza 46.72% Laredo 0.82% y
Moche 2.46%. La curtiembre “Los Lideres S.A” como otras curtiembres de Truijillo,
para cumplir con la demanda de cuero, importa materia prima de Ecuador por lo que
el proceso de curtido, implica una mayor descarga diaria de soluciones residuales al
sistema de alcantarillado. En Arequipa existen reportes de concentracion elevadas de
cromo hexavalente, que estan por arriba de los 637 mg/L, en los efluentes de las
industrias de curtido de cuero, los cuales sobrepasan los valores maximos permisibles
de 0.10 mg/L segun D.S. N° 010-2010-MINAM (Garcia, 1993,).

En metalurgia extractiva se conoce como lixiviacion al proceso de extraer desde un
mineral una especie de interés por medio de reactivos que la disuelven o transforman
en sales solubles. En otras palabras, en la lixiviacion se recuperan especies utiles
desde una fase liquida, correspondiente a la sustancia o una sal de esta en disolucion
acuosa. Los minerales que usualmente son lixiviados son aquellas menas oxidadas

(6xidos, carbonatos, sulfatos, silicatos, etc.).

4.7. BIORREMEDIACION

La biorremediacion es el proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los
organismos Vvivos apara degradar y trasformar contaminantes tanto en ecosistemas
terrestres como acuaticos que presenten un enorme potencial en la mitigacion de la
contaminacioén. La biorremediacion se ha centrado en la explotacion de la diversidad
genética y versatilidad metabdlica que caracteriza a las bacterias para transformar
contaminantes en productos inocuos o, en su defecto, menos téxicos, que pueden

entonces integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales. (Ponce, 2007)

Muchos tratamientos biotecnoldgicos de contaminantes son considerados
biorremediaciéon, sin embargo, la biotecnologia es tecnologia que usa elementos

bioldgicos, sea un organismo o0 una enzima para mejorar la biodiversidad.

“En estricto rigor un sistema de tratamiento de efluentes o un sistema de compostaje
no son biorremediacién, son tratamientos biolégicos o mixtos para evitar la

contaminacién, en cambio la biorremediacién se utiliza para revertir un dano”.

Tanto el tratamiento de residuos como la biorremediacién usan microorganismos,

pero lo distintivo de la biorremediacion es la aplicacién de una tecnologia a posteriori,
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una vez que se ha producido el dafio ecoldgico. (Pérez, 2010) La biorremediacion
puede ser empleada para atacar contaminantes especificos del suelo y aguas y aire.
(Guitiérrez, 2013)

4.7.1. TIPOS DE BIORREMEDIACION

Degradacion enzimética. - El empleo de enzimas en el sitio contaminado con el fin de
degradar polimeros y sustancias nocivas. Las enzimas se obtienen en cantidades
industriales por bacterias que las producen naturalmente, o por bacterias modificadas
genéticamente. (Ponce, 2007)

Remocion microbiana. - Uso de microorganismos directamente en la contaminacion
gue puede dar como resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos
volatiles. (Ponce, 2007)

Bioadsorcion. - Retencion del contaminante mediante una interaccion fisicoquimica
con ligando 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.

Bioacumulacién. -  Sistema de transporte de membrana que internaliza al

contaminante presente en el entono celular con gasto de energia.

Biomineralizacion. - Precipitacibn de contaminantes a carbonatos e hidroxilos

mediante un mecanismo de resistencia codificado en plasmidos.

Biotransformacién. - Cambio quimico sobre el contaminante puede dar como

resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos volatiles.

Remediacion por plantas. - Uso de plantas para limpiar ambientes contaminados,
Algunas especies vegetales tienen la capacidad de absorber, acumular y tolerar altas
concentraciones de contaminantes como metales pesados, compuestos organicos y

radioactivos. (Guitiérrez, 2013)
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4.8. Biorreduccion

Para que los microorganismos puedan crecer y desarrollar sus funciones vitales
necesitan un aporte de nutrientes, asi como aceptores y donantes de electrones,
estos ultimos son imprescindibles como fuente de energia. Debido a que algunos
metales pesados pueden actuar como aceptores y donantes de electrones, las
bacterias pueden biotransformarlos; esto, en el caso del cromo, involucra un cambio

quimico sobre dicho metal (biorreduccion). (Flores, 2012)

Estos tratamientos disminuyen la toxicidad de otros contaminantes inorganicos como
metales toxicos a través de la actividad biolégica natural, mediante reacciones que
forman parte de sus procesos metabdlicos. Estos tratamientos utilizan bacterias,
hongos y plantas para detoxificar las sustancias de riesgo para el hombre y el medio
ambiente. Para que los tratamientos sean efectivos no solo hay que tener en cuenta
factores biologicos, como la existencia de poblaciones microbianas susceptibles de
transformar los contaminantes, la presencia de nutrientes y oxigeno u otros aceptores
de electrones alternativos, sino también factores ambientales como el tipo de suelo, la

temperatura y el pH. (Bernad, Garcia, & Valifio, 2007)

4.9. bioadsorcion

Las células microbianas pueden ser funcionales en la inmovilizacion de una o mas
especies metdlicas, actuando como un bioadsorbente. ES un proceso no enzimatico y
no mediado metabdlicamente, se basa en la afinidad per se dé la pared celular hacia
iones metalicos en solucion, debido a la composicién de su estructura. Estos procesos
son factibles con biomasa viva o muerta, asi como productos derivados. La
bioadsorcion puede ser considerada el primer paso en la interaccion metal-
microorganismo, ya que involucran la captura del metal. La adsorcién se debe a la
unién no especifica de la especie i6nica a grupos funcionales de los polisacaridos y a
las proteinas superficiales asociados a la célula o a metabolitos excretados.
(Hernandez, 2008)

El uso de biomasa muerta o productos derivados de ella elimina el problema de la
toxicidad, no solo de la provocada por metales disueltos, sino también por condiciones

adversas de operacion, ademas del componente econdmico de mantenimiento
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incluyendo el suplemento de nutrientes. Sin embargo, las células vivas pueden
presentar una variedad mas amplia de mecanismos para la acumulaciéon de metales
como el transporte, la formacion de complejos extracelulares y la precipitacion
(Villanueva, 2000). La eficiencia de un proceso de bioadsorcion depende de las
condiciones fisico-quimicas de la solucién en que se encuentre el metal, entre los que
se encuentran, el pH, la temperatura, la concentracion inicial del metal, la fuerza idica,

entre otros (Naranjol, Raton, Alvarez, & Silva, 2013)

4.9.1. PARAMETROS QUE AFECTAN EL PROCESO DE BIOADSORCION

La bioadsorciéon ya sea de metales como de contaminantes organicos es dependiente
de varios parametros. EI comportamiento y mecanismos de bioadsorcion de diferentes
sistemas. La capacidad de bioadsorcion de metales iénicos generalmente depende de
varios parametros:

1.- Propiedades fisico-quimicas del metal o compuesto a remover: especie, tamafio,
carga ionica. Por lo que antes de iniciar el estudio del sistema de adsorcion, es
importante conocer la quimica del compuesto en solucion.

2.- Propiedades del material bioadsorbente: forma de preparacion y caracteristicas de
la superficie celular, area de superficie especifica, volumen de porosidad, tamafio de
la particula, fuerza de unién ionica, que dependera del tipo o tipos de sitios de union
responsables del secuestro del metal. Ademas, el estado fisiolégico de la bacteria
puede influir, su estatus nutrimental, la edad de las células, disponibilidad de
micronutrientes (metalicos) durante el crecimiento, genética, caracteristicas
bioquimicas y celulares
3.- Condiciones ambientales: pH de la solucién, temperatura, presencia de iones
fuertes, competencia de otros iones metélicos suaves e intermedios en solucién y sus
respectivas concentraciones, el tiempo de contacto y otros compuestos que pueden

acomplejar al idbn metélico o precipitar (Hernandez, 2008)
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4.10. REDUCCION DEL CROMO VI A CROMO Il

El cromo existe en una amplia gama de estados de oxidacion desde -2 a +6, siendo
las especies dominantes en la naturaleza el hexavalente (Cr®") y trivalente (Cr*"). El
cromo hexavalente, por lo general presente como cromato (CrO, %) y dicromato
(Cr,07 %), posee niveles de toxicidad mas elevados comparado con otros estados de
valencia. Ademas de ser altamente perjudicial, es mévil y tiene un elevado periodo de
residencia en las aguas superficiales y subterraneas, o que supone un riesgo para la
salud de los seres humanos y animales, afectando ademas el desarrollo y crecimiento
de las plantas. EI Cr (lll), en cambio es mucho menos nocivo y se puede separar
precipitdndolo como hidréxido.

En el caso particular del cromo, la reduccion de Cr (VI) a Cr (Ill) no so6lo disminuye la
toxicidad del elemento que actua en los organismos vivos, sino también ayuda a
precipitar a un pH cercano a la neutralidad (principalmente como Cr(OH)s), lo que

favorece una mayor eliminacion fisica (Panigatti & Griffa, 2012).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento e identificacion de Pseudomonas sp

5.1.1 Recoleccion de muestra:
Se recolecté 20 mL de muestras de diferentes puntos de los cuerpos receptores de

Aguas de la curtiembre Chimu del distrito del Porvenir. En la cual se utilizé frascos

estériles para su recoleccion y se trasladd en un coolers a temperatura ambiente.

Figura 5.- Muestra recolectada
de los cuerpos receptores de la
curtiembre Chimu

5.1.2 Preparacion de Medio de Cultivo

Se prepar6 82.8 mL de medio de cultivo Agar Pseudomonas P, en la cual se peso6 3.7
g de Agar Pseudomonas P y luego se agregé 79.1 mL de agua destilada en un matraz
de 150 mL. Se colocé en una cocina hasta que hierva la solucién y luego se adicioné
0.8 mL de Glicerol y se llevo a la autoclave. Se vacié el medio en 4 placas estériles y
se espera hasta que se solidifique. Luego se coloco las placas con el medio en la
estufa a 32 °C por 24 horas para observar el crecimiento de alguna bacteria como
control de calidad de la preparacion. Posteriormente se colocd en el refrigerador a

una temperatura de 2°C hasta usarlo.
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Figura 6. Preparacion de medio agar Pseudomonas. a) Disolucion del
medio en calor. b) Vertido en placa del medio preparado. c) Placa
preparada con medio para realizar el sembrado.

5.1.3 Siembray Seleccion de bacteria
Se dividiéo en 4 cuadrantes cada placa con el medio de cultivo preparado

(Agar Pseudomonas P) y se enumer6 los cuadrantes de las placas de
acuerdo a la cantidad de muestras recolectadas, luego se sembrd por

estrias con la muestra correspondiente.

Después se llevo a la estufa a 37°C por 24 horas, donde luego se observo
el crecimiento de las bacterias y seleccionara la colonia con pigmentacion

verdosa, caracteristicas de presencia de bacterias Pseudomonas.
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Figura 7. Seleccion de bacterias. a) Siembra por estrias de muestras
recolectadas. b) Placa con bacterias sembradas

5.1.4 Siembra de bacteria seleccionada
Se sembré en un tubo con caldo comdn una asada de la muestra seleccionada para

su aislamiento y aumento de biomasa, luego se coloc6 en la estufa a 37°C por 24

horas.

Figura 8. Siembra de
Pseudomonas en tubo con

caldo comun.
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5.1.5 Aislamiento de la bacteria
En un ambiente estéril, se realizé siembra por estrias en una placa con agar Cetrimide

luego y se colocd a una estufa a 37 °C por 12 horas, a esperas del crecimiento
bacteriano

Figura 9. Aislamiento de Pseudomonas en Agar
Cetrimide: Se observa la placa con colonias de
color verdoso que es caracteristico del medio al
resultar positivo la siembra de Pseudomonas

5.1.6 Cultivo de Pseudomonas sp
Una vez ya aislada la bacteria, se recolectd6 una azada de las colonias verdosas,

caracteristico de Pseudomonas (indicador del medio Agar cetrimide), en la cual se
realizo la siembra en un medio de cultivo agar comun en frasquitos de penicilina, para

ser llevado a la estufa a 37° C por 24 horas.

Figura 10. Conservacion de
Pseudomonas en frasquito de
penicilina con agar comun para
Su conservacion.
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5.2 Identificacion de Pseudomonas sp

5.2.1. Pruebas bioquimicas

5.2.1.1. Medio citrato de Simmons
Se peso 0.23 g de medio Citrato de Simmons en un matraz de 200 mL y se aforé a

10 mL con agua destilada. Luego se llevo a una cocinilla hasta que hierva, se vertio
en un tubo de ensayo para ser llevado a la autoclave.
Cuando el medio ya es retirado de la autoclave se colocé en posicion inclinada hasta

gue se solidificd y se realizé la siembra por estria.

5.2.1.2. Medio SIM (Sulfuro Indol para movilidad)
Se peso6 0.3 g de medio sulfuro Indol para movilidad en un matraz de 200 mL y se

aforo a 10 mL con agua destilada. Luego se llevo a una cocinilla hasta que hierva, se
vertio en un tubo de ensayo para ser llevado a la autoclave.
Cuando el medio ya es retirado de la autoclave se coloco en posicidon vertical hasta

gue se solidifico y se realizo la siembra por punta.

5.2.1.3. Medio LIA (Lisina Hierro)
Se peso6 0.34 g de Agar LIA en un matraz de 200mL y se afor6 a 10 mL con agua

destilada. Luego se llevo a una cocinilla hasta que hierva, se vertié en un tubo de
ensayo para ser llevado a la autoclave.
Cuando el medio ya es retirado de la autoclave se coloco en posicion semi inclinada

hasta que se solidifico y se realiz6 la siembra por punta y estria.

5.2.1.4. Medio TSI (Hierro triple azucar)
Se pes6 0.65 g de Agar TSI en un matraz de 200 mL y se afor6 a 10 mL con agua

destilada. Luego se llevo a una cocinilla hasta que hierva, se verti6 en un tubo de
ensayo para ser llevado a la autoclave.
Cuando el medio ya es retirado de la autoclave se colocé en posicion semi inclinada

hasta que se solidifico y se realiz6 la siembra por punta y estria.
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Figura 11. Preparacion de medios para
identificacion. a) Medio citrato, b) medio LIA, c)
medio TSI, d) medio SIM, se observan los
medios listos en tubos para su posterior
siembra.

5.2.2. Tincién Gram

a)
b)

c)

d)

f)

g9)

h)

En una lamina portaobjeto, se coloc6 un asa de solucién salina estéril.

Se tomo6 con el asa una muestra de la bacteria aislada y se coloc6 a un costado
de la solucion salina estéril.

Se homogeniz6 suavemente con movimientos circulares, luego se espero a que
seque la muestra y se flamea unos segundos en el mechero para fijar la
muestra.

Luego que la muestra esta seca se cubrid todo el extendido bacteriano con
cristal violeta por 1 a 2 min.

Se agrego el lugol por 60 seg.

Se enjuagb con agua corriente

Se agrego6 dos gotas de alcohol acetona para decolorar e inmediatamente se
llevé a enjuagar con agua corriente.

Se agreg06 safranina por 3 min y se llevo a enjuagar con agua corriente

Luego se dejé secar por unos minutos y se llevé a observar en un microscopio a

100x con aceite de inmersion.
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Figura 12. Preparacién y observacion de la lamina para
vista en el microscopio. a) extraccion de muestra de
Pseudomonas sp b) Fijacion de la muestra de
Pseudomonas sp en la lamina portaobjeto.
c)Homogenizacion de la muestra bacteriana con la
solucion salina. d) Flameado de lamina portaobjeto para
su secado. e) Tincion gram.

5.3 Sistema de Tratamiento de biorreduccion de cromo VI por Pseudomonas
sp.

5.3.1 Acondicionamiento del sistema

Se acondicion6 un agitador shaker a una temperatura de 37 °C, con 10 matraces de
500 mL de capacidad previamente esterilizados. El agitador shaker estuvo en
agitacion constante de 120 rpm durante el proceso de biorreduccion de cromo con

una temperatura de 37°C por un periodo de 40 horas.
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Figura 13. Acondicionamiento de
Agitador shaker. Se observa el
Agitador shaker con matraces y
sus parametros ya establecidos.

5.3.2. Elaboracién de los tratamientos: Pseudomonas sp a diferentes
concentraciones.

5.3.2.1. Siembra del cultivo puro
A partir del cultivo puro obtenido se sembré por estrias en dos placas con agar

comun, para posteriormente llevarlos a la estufa a 37 °C por 16 horas.

5.3.2.2. Preparacion de Solucion Madre

A partir del cultivo puro Pseudomonas sp, se prepard una suspension con solucion
salina fisioldgica estéril, similar al tubo N° 4 del Nefelémetro de Mc Farland (12 x 10°
bact/mL), de la cual se preparé 20 mL como una solucién madre para luego preparar
las concentraciones de bacterias Pseudomonas sp segun la muestra en la siguiente
tabla:

33



Tabla 1. Soluciones Patron para el sistema de tratamiento

Tratamiento Especificaciones
A indculo de 3x10 ® de Bact/mL
B indculo de 3x10° de Bact /mL
C indculo de 3x10* de Bact /mL

Se prepar6 20 mL de solucion salina estéril, luego se extrajo 9 mL de la solucién
salina y se agrego 4,5 mL de solucion salina a cada placa Petri conteniendo la
bacteria de Pseudomonas ya crecida se realiz0 movimientos circulares por un tiempo
de 10 min para que se realice el lavado y hasta que haya un desprendimiento de la
bacteria.

Luego que la bacteria se desprendiera del medio se procedié a retirar con una pipeta
la solucién de cada placa y se vertio a un matraz.

Luego en un tubo de ensayo de 15 mL, se colocé 1 mL de la mezcla de la solucién de
lavado y se le adicion6 solucion salina estéril hasta obtener una muestra similar al
tubo N° 4 de Mc Farland.

Figura 14. Comparacion de
Concentracion madre con Tubo
de Mc Farland N° 4.
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5.3.2.3. Composicion de los Inéculos

En tres matraces previamente desinfectados se colocaron lo siguiente:

Tabla 2. Preparacion de tratamientos a utilizar en el proyecto.

Matraz

Especificaciones

Inoculo A (3x10°
bact/mL)

12.5 mL de la solucién madre con
487.5mL de solucién salina estéril

Inoculo B (3x10°
bact/mL)

0.125 mL de la solucién madre con
499.87mL de solucién salina estéril

Inoculo C (3x10*
bact/mL)

0.00125 mL de la solucion madre con
499.99 mL de solucion salina estéril

5.3.3. Preparacion del Sistema de tratamiento.

En cada matraz de 500 mL de capacidad, se coloc6 169.9 mL de agua de curtiembre,
50 mL de in6culo A, 5 mL de solucion de glucosa al 25%, 25 mL de Extracto de carne
al 30%, 0.125 mL de solucion de CaCl al 32%. Este procedimiento se repitié con el
inoculo B y C; (Otiniano Garcia, Collantes, & Lurdes, 2007) luego teniendo todos los
matraces listos se colocaron en un agitador shaker durante 40 horas a una velocidad

de 120 rpm y a una temperatura de 37°C. Adicionalmente se realizd 3 repeticiones

por cada tratamiento establecido.

Figura 15. Agitador Shaker con
Matraces. Se observa los matraces
de 500 mL con el medio y el agua de

curtiembre ya preparados.
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5.3.4. Monitoreo y recoleccién de resultados del sistema.
El monitoreo se realizdé cada cuatro horas en donde se tom6 una muestra de 18 mL
para evaluar la concentraciéon de cromo VI por un periodo de 40 horas. Y en forma

paralela se tom6 una muestra de 3 ml para realizar la curva de la glucosa y biomasa.

Figura 16. Recoleccion de resultados. Se
observa cada muestra del medio recolectada
en frascos estériles con su etiqueta
respectiva.

5.4. Evaluacion de resultados de bioadsorcion de cromo VI.

5.4.1. Andlisis por espectrofotometro de absorcidén atomica.

Se realizé el andlisis de las muestras obtenidas durante el periodo de 40 horas
llevado a analizarlos por espectrofotometro de absorcion atébmica para determinar la
reduccion en la concentracion de cromo VI en las diferentes concentraciones de

Pseudomonas sp.
5.4.2. Cinética

Se evalud y se realizdé una curva con los datos obtenidos para poder visualizar la

biorreduccién de cromo VI de la muestra de agua residual de la curtiembre.
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VI. RESULTADOS

6.1. Identificacion de Pseudomonas sp
6.1.1. Pruebas Bioquimicas

Figura 17. Pruebas Bioquimicas para identificacion Pseudomonas sp

a las 24 horas. a) medio Citrato es positivo se torna el pico de color
azul si es positivo a Pseudomonas sp b) Medio TSI es negativo se
torna de color rojo es alcalino y no fermenta azucares. c) Medio SIM
es negativo no produce indol y no cambia de color y presenta
ennegrecimiento. d) Medio LIA se observa un color purpura y

crecimiento de Pseudomonas sp

Se observa en la figura 17a, la prueba bioquimica de citrato resulto positivo al
desarrollar un color azul en el medio a las 24 horas a partir de la siembra y se
observa el crecimiento por donde se realizé la siembra asi también como en la figura
18 se muestra el mismo tubo de ensayo a las 48 horas donde se visualiza que todo
el medio esta de color azul. Esto indica que la bacteria sembrada es Pseudomonas

sp porque dicha bacteria usa el citrato como fuente de carbono.
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En la figura 17b, se observa que a las 24 horas el medio del tubo de ensayo resulta
el pico de flauta de color rojo siendo alcalino y el fondo de color amarillo siendo
acido, pero a las 48 horas se observa el fondo del tubo de ensayo cambio de color a
rojo eso indica que hubo una variacién y es alcalino como se puede observar en la
figura 18 también muestra que no hubo ennegrecimiento en el medio, eso indica que

no hay produccion de gas.

Se observa en la figura 17c resulta negativo al indol y es positivo a la motilidad al
presenciar el crecimiento de la bacteria alrededor de la linea de siembra y por la
turbidez que presenta el tubo de ensayo y negativo al H;S, el cual no refleja el
ennegrecimiento en el tubo de ensayo durante las 24 horas. En la figura 18 también
se puede mostrar que a las 48 horas transcurridas no hay ningun cambio de
resultados.

Se observa en la figura 17d que en el tubo de ensayo el pico de flauta presenta un
color violeta y el fondo a un color amarillo por lo tanto el resultado es negativo a la
descarboxilacion de lisina, ya que las Pseudomonas no producen lisina
descarboxilasa y no produce sulfuro de hidrogeno como se visualiza que no hay
ennegrecimiento en el medio. Al igual en la figura 18 se observa el medio que se
torna totalmente en violeta mostrando que ya que no hay produccién de lisina al ser

una bacteria alcalina y no fermentadora.

Figura 18. Pruebas Bioquimicas a las
48 horas de reaccion.
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6.1.2. Tincion Gram
Se observa en la figura 19, la muestra bacteriana se tifie de color rosado por lo tanto

es gram negativa, la cual es caracteristica del género de Pseudomonas porque son
gramnegativos aerobios y se observa en la figura 20 la forma de la bacteria son

bacilos cortos a largos, aislados y en cadena.

Figura 19. Tincion Gram a 100 x. Se observa que la Tincion Gram es negativa y

resulta que es Pseudomonas sp en vista microscopica a 100x.

Figura 20. Tincibn Gram a 40x. Se observa que la muestra es bacteriana se tifie

de color rosado muestra que es negativo caracteristico de la Pseudomonas sp
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6.2. BIORREDUCCION DE CROMO

Se realizaron los analisis correspondientes, teniendo como blanco control la muestra
de agua residual de curtiembre sin ningun tratamiento donde se determina que la

muestra contiene una concentracion de 1.6147 mg/L de cromo VI.

Durante la evaluacién en la capacidad de reduccion de cromo en las aguas residuales
de curtiembre por Pseudomonas sp se observé que la reduccion de cromo VI desde el
inicio del tiempo cero, pasado las 21 horas hay una mayor biorreduccion de cromo VI
durante las 40 horas de tratamiento. En la tabla 3 se presenta la evaluacion de
bioadsorcién de cromo VI utilizando una concentracién de Pseudomonas sp. al 3x10®
donde se logré una reduccién del 0,2486 mg/L de cromo VI durante el periodo de 40

horas.

Tabla 3. Promedio de biorreduccion de cromo VI utilizando Pseudomonas sp en

concentracion de 3x10 8 de Bact/mL

Tiempo Cromo mg/L

0 1.6033
4 1.5737
8 1.5509
12 1.5349
16 1.5258
20 1.5053
24 1.4870
28 1.4528
32 1.4072
36 1.3935
40 1.3547

Se puede observar que en la tabla 3 los valores de cromo VI son expresados en mg/L
y hay una reduccién que el microorganismo actia a partir de las 21 horas

aproximadamente como se puede observar en la figura 21.

40



TRATAMIENTO 1(3x10 8 de Bact/mL)

1.6500

1.6000

1.5500

1.5000

1.4500

Cromo VI mg/L

1.4000
1.3500

1.3000

Tiempo

Figura 21: Promedio de biorreduccion de cromo VI utilizando una concentracion

40

de 3x10® bacteria/mL de Pseudomonas sp

Se observa en la figura 21 que hay una constante reduccion de cromo VI con la
concentracion del primer tratamiento, asi mismo el resultado es el mismo en las

repeticiones efectuadas. siendo el tratamiento mas efectivo para la reduccion de

cromo VI en un periodo de 40 horas,

En el segundo tratamiento con el agua residual de curtiembre, pero a una
concentracion de 3x10° bacteria/mL, tal como se observa en la tabla 4 se observa

una reduccién de cromo VI durante las 40 horas, tratamiento en el cual el analisis

reflejo una reduccion de 0.2327 mg/L de cromo VI.

Tabla 4. Promedio de biorreduccion de cromo VI utilizando Pseudomonas sp en

concentracion de 3x10 ° de Bact/mL

50

Tiempo Cromo mg/L
0 1.5988
4 1.5555
8 1.5486
12 1.5281
16 1.5189
20 1.5030
24 1.4711
28 1.4460
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32 1.4003
36 1.3844
40 1.3661

Los valores que se muestran en la tabla 4 son de cromo VI expresados en mg/L. Nos
muestra que la bacteria ayuda a reducir el cromo al cabo de las 24 horas en un
periodo de 40 horas en el segundo tratamiento establecido en las 3 repeticiones, por
la cantidad de bacterias que se ha utilizado no evidencio una mayor reduccion que el

anterior tratamiento.

TRATAMIENTO 2 (3x10 ® de Bact/mL)

1.6500
1.6000
1.5500

1.4500 Tratamiento 2

Cromo VI mg/L
[
u
o
o
o

1.4000

1.3500

Tiempo

Figura 22: Promedio de biorreduccién de cromo VI utilizando una concentracién de

3x10° bact/mL de Pseudomonas sp

En la figura 22 se observa que la reduccion de cromo VI con la concentracién de
3x10° bact/mL es efectiva como se muestra en la grafica, a partir de las 4 horas

comienza la bacteria a actuar en el medio.

En el tercer tratamiento se observa al analizar que los resultados de biorreduccion
de cromo VI no son tan significantes con el primer tratamiento, pero similar al
segundo tratamiento, siendo su valor final de cromo VI algo menor al de los dos
primeros tratamientos, en este tratamiento se utilizé una cantidad menor de bacterias
por mililitros en donde se observa que la biorreduccion de cromo VI es algo baja

pero como se puede observar en la tabla 5. Los valores de cromo VI son
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relativamente bajos a comparacién de los otros primeros tratamientos. El tercer

tratamiento tuvo una reduccion de 0.2326 mg/L.

Tabla 5. Promedio de biorreduccion de cromo VI utilizando Pseudomonas sp en
concentracion de 3x10* de Bact/mL

Tiempo Cromo mg/L

0 1.5896
4 1.5600
8 1.5349
12 1.5372
16 1.5121
20 1.4961
24 1.4642
28 1.4300
32 1.3958
36 1.3889
40 1.3570

La tabla 5 muestra los resultados de cromo VI en mg/L, se puede observar que hay
mayor reduccion a partir de las 20 horas en el sistema de tratamiento de un periodo
de 40 horas.

TRATAMIENTO 3 (3x104 de Bact/mL)

€ —@— Tratamiento 3

Tiempo

Figura 23: Promedio de biorreduccién de cromo VI utilizando una

concentracién de 3x10* bact/mL de Pseudomonas sp
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En la figura 23 se muestra la curva de reduccion de cromo VI que resulto tras el
tratamiento realizado al agua residual de curtiembre con una concentracioén de 3x10*
de Pseudomonas sp. no fue el mejor tratamiento, pero sirvié para descartar el que

podria desarrollar una mayor reduccion de cromo VI

Realizados los 3 tratamientos con sus respectivas repeticiones se puede deducir o
inferir que el tratamiento mas eficiente es el primer tratamiento en el cual nos
muestra una mayor reduccion de cromo VI en las aguas residuales de curtiembre.
Teniendo en cuenta que el cromo siendo un componente toxico en sus niveles no
permisibles el cual afecta en la salud a la poblacion en general y en la provincia de
Trujillo ocasionando enfermedades respiratorias, etc. Teniendo en cuenta que los
resultados obtenidos mediante un analisis de espectrofotometria de absorcion
atomica, realizando sus tres repeticiones por cada extraccion de muestras en cada

uno de los tratamientos para evitar un sesgo o un error en los resultados.

6.3. Prueba Estadistica; ANOVA

Antes de realizar la prueba ANOVA es necesario evaluar los supuestos basicos de

normalidad y homogeneidad, que a continuacion se detalla.

6.3.1. Prueba de NORMALIDAD

Alfa =0,05
Ho: La variable: Biorreducciéon de cromo VI presenta una distribucion normal.

H1: La variable: Biorreduccién de cromo VI no presenta una distribucién normal.

Tabla 6. Pruebas de Normalidad de los diferentes tratamientos realizados.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Tratamiento 1 129 11 ,200° ,961 11 779
Tratamiento 2 ,145 11 ,200° ,951 11 ,650
Tratamiento 3 135 11 ,200° ,951 11 ,653

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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La Tabla muestra la prueba de Kolmogorov-Smirnov y de Shapiro-Wilk, son pruebas
para validar la distribucion normal de la Biorreduccion de cromo VI. En efecto al
observar la tabla, todas las significancias (Sig.) a lo largo de los tratamientos son
superiores al nivel de significancia 0,05. Esto nos permite aceptar la hipotesis nula.
Por lo tanto, se concluye que la Biorreduccion de cromo VI tiene aproximadamente

distribuciéon normal en cada tratamiento.

6.3.2. Prueba de Homogeneidad de Varianza

Ho: Las varianzas de la Biorreduccién de cromo VI por efecto de la concentracién de
Pseudomonas sp. son similares.
H1: Al menos una varianza de la Biorreduccion de cromo VI por efecto de la

concentracion de Pseudomonas sp. es diferente.

Tabla 7. Pruebas de Homogeneidad de Varianza

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
0,003 2 30 ,997

En la Tabla se presenta la prueba de Levene para comprobar la homogeneidad de
varianzas, pues bien, al observar la significancia (p = 0,997) se distingue que es
superior al nivel de significancia fijado (0,05). Esto nos permite aceptar la hipétesis
nula; es decir los datos sobre Biorreduccion de cromo VI son evidencias suficientes
para concluir que efectivamente existe homogeneidad de varianzas a lo largo de las

concentraciones de Pseudomonas sp.

Habiéndose cumplido los supuestos, entonces es conveniente aplicar la prueba
ANOVA

6.3.3 ANOVA
Ho: Las medias aritméticas de la Biorreduccién de cromo VI por efecto de las

concentraciones de Pseudomonas sp. son similares.
H1: Al menos una de las medias aritméticas de la Biorreduccién de cromo VI por

efecto de las concentraciones de Pseudomonas sp. es diferente.
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Tabla 8. Factor ANOVA de los diferentes tratamientos realizados.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Tratamientos ,001 2 ,0001 ,058 ,944
Error Experimental ,181 30 ,006
Total ,181 32

La Tabla ANOVA muestra que la significancia (p = 0,944) es superior al nivel de
significancia fijado (0,05), esto significa que se acepta la hipétesis nula, es decir que
se ha demostrado que las concentraciones de Pseudomonas sp. no ha causado
efecto significativo sobre la Biorreduccion de cromo VI, con lo cual se dice que son

estadisticamente similares a lo largo de las concentraciones de Pseudomonas sp.

6.4. CINETICA

Se utilizé la ecuacion de la recta de la curva de calibracion de glucosa y biomasa (ver
anexo 4 y 5) para poder obtener resultados en g/L del sustrato y biomasa de los
diferentes tratamientos para observar en las graficas realizadas el comportamiento de

la bacteria en el sistema de tratamiento de Biorreduccion de cromo VI.
Biomasa: y = 136.65x — 0.0451

Sustrato : y = 0.6424x — 0.0583

Si la ecuacion de la recta es y = mx + b, y ya Teniendo estas ecuaciones de la recta
de la curva de calibracion, se reemplazo la absorbancia en Y, quedando la ecuacion
de la siguiente manera:

y—>b

X =—
m

En la tabla 9 se muestra la absorbancia producida en la fermentacién con el primer
tratamiento en la biorreduccién de cromo VI utilizando una concentracién de

Pseudomonas sp de 3x10® bact/mL.
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Tabla 9. Cinética de Biomasa VS Sustrato utilizando Pseudomonas sp en

concentracion de 3x10 8 de Bact/mL con reduccion de cromo.

Ti Absorbancia Sustrato  Absorbancia  Biomasa Cromo

de DNS (g/L) de biomasa (g/L) (mg/L)
0 4.826 7.603 0.435 0.004 1.6033
4 4.192 6.616 0.812 0.006 1.5737
8 3.770 5.959 1.029 0.008 1.5509
12 3.867 6.110 1.097 0.008 1.5349
16 3.904 6.168 1.206 0.009 1.5258
20 3.200 5.072 1.030 0.008 1.5053
24 3.032 4.811 1.016 0.008 1.4870
28 3.356 5.315 1.200 0.009 1.4528
32 3.028 4.804 1.348 0.010 1.4072
36 2.036 3.260 1.850 0.014 1.3935
40 1.826 2.933 2.595 0.019 1.3547

Biomasa, Sustrato y Producto

9.000 1.6500
)
E 8.000 1.6000
3
S 7.000 1.5500
x
3 6.000 1.5000 <
£ 2
© 5.000 14500 5 Biomasa x 400
< £
£ 4.000 1.4000 2 Sustrato
© (@)
% 3.000 1.3500
an —®— Cromo
2.000 1.3000
0 10 20 30 40 50

Tiempo (Horas)

Figura 24: Cinética de biomasa, sustrato y producto utilizando una
concentracién de 3x10° bact/mL de Pseudomonas sp con agua residual de

cromo.

Al analizar el comportamiento de la bacteria con el sustrato en las primeras horas se
observa que hay un mayor consumo de sustrato que influye bastante en el

crecimiento de Pseudomonas sp, el sustrato consumido fue de 4.67 g/L. se evidencia
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que a partir de las 16 horas la biomasa comienza a disminuir y se mantiene el
crecimiento esto se debe a que encuentran poco sustrato en el medio y hay un
agotamiento de nutrientes, pero a las 28 horas se recupera el crecimiento teniendo un
mayor consumo de sustrato. Esto posiblemente se debe a factores que pueden influir
en la cinética de crecimiento donde la bacteria comienza a desarrollar una fase de
maduracion hasta que obtenga luego una estabilizacidén con el tiempo transcurrido en
el sistema de tratamiento adicionando que el cromo puede afectar su metabolismo de
su crecimiento al realizar la degradacién del cromo VI. Asimismo, se observa en la
grafica que el producto, en este caso el cromo, se observa como hay una reduccion

mediante la biomasa aumenta.

En la tabla 10 se muestra la absorbancia producida en la fermentacion con el primer
tratamiento en la bioadsorcion de cromo VI utilizando una concentracion de
Pseudomonas sp de 3x10° bact/mL. Con la misma concentracién de sustrato en el

anterior tratamiento.

Tabla 10. Cinética de Biomasa VS Sustrato utilizando Pseudomonas sp en
concentracion de 3x10 ° de Bact/mL con reduccién de cromo.

T2 Absorbancia  Sustrato  Absorbancia Biomasa Cromo

de DNS (g/L) de biomasa (g/L) (mg/L)
0 3.821 6.039 0.955 0.007 1.5988
4 4.696 7.401 0.446 0.004 1.5555
8 3.404 5.390 1.472 0.011 1.5486
12 3.338 5.287 1.008 0.008 1.5281
16 3.760 5.944 1.222 0.009 1.5189
20 3.502 5.542 0.934 0.007 1.5030
24 3.240 5.134 1.380 0.010 1.4711
28 3.990 6.302 1.532 0.012 1.4460
32 3.642 5.760 1.798 0.013 1.4003
36 3.540 5.601 2.011 0.015 1.3844
40 3.052 4.842 2.205 0.016 1.3661

Se observa en la tabla 10 que el sustrato consumido es de 1.2 g/L en el sistema de
tratamiento de 40 horas, eso quiere decir que la bacteria no consumid, aunque se
observa que se desarroll6 mayor biomasa que el tratamiento anterior. En la Figura

25 se observa como la se disminuye la concentracion inicial del sustrato en la
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bioadsorcion de cromo VI y la biomasa aumenta indicando que hubo un mayor
crecimiento bacteriano, aunque a partir de las 24 horas de incubaciéon hay un
crecimiento mas significativo hasta las 40 horas que el crecimiento empieza a

recuperar el crecimiento bacteriano.
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Figura 25: Cinética de biomasa, sustrato y producto utilizando una
concentracion de 3x10° bact/mL de Pseudomonas sp con agua residual

de cromo.

En la figura 25 se observa como el sustrato que no hay un mayor consumo de
sustrato y que se mantiene. Teniendo en cuenta que se utilizd una menor
concentracion de biomasa se obtuvo un menor consumo de sustrato donde se
puede establecer la diferencia con el tratamiento anterior donde se evidencia un
mayor consumo de sustrato en el periodo de fermentacion de 40 horas. También se
observa en la grafica que el producto, en este caso el cromo, se observa como hay

una reduccidon mediante la biomasa aumenta.

En la tabla 11 se muestra la absorbancia producida en la fermentacién con el primer
tratamiento en la biorreduccion de cromo VI utilizando una concentracion de
Pseudomonas sp de 3x10* bact/mL. Con la misma concentracién de sustrato en el

anterior tratamiento.
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Tabla 11. Cinética de Biomasa VS Sustrato utilizando Pseudomonas sp en

concentracion de 3x10“ de Bact/mL con reduccion de cromo.

T3 Absorbancia  Sustrato  Absorbancia Biomasa Cromo

de DNS (g/L) de biomasa (g/L) (mg/L)
0 4.426 6.981 0.309 0.003 1.5896
4 5.192 8.173 0.352 0.003 1.5600
8 4.417 6.967 0.567 0.004 1.5349
12 4.889 7.701 0.441 0.004 1.5372
16 3.693 5.840 0.810 0.006 1.5121
20 3.758 5.941 1.362 0.010 1.4961
24 3.622 5.729 1.334 0.010 1.4642
28 3.620 5.726 1.162 0.009 1.4300
32 2.530 4.029 1.765 0.013 1.3958
36 2.014 3.226 1.878 0.014 1.3889
40 1.723 2.773 2.203 0.016 1.3570

Por otro lado, en la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos mediante del
analisis de espectofometria y al reemplazar en las ecuaciones de la recta se obtiene
gue se consumid 4.2 g/L de sustrato, pero en los resultados de biomasa no fue
mayor a los resultados anteriores, esto se debe a que se utilizd6 una concentracion

menor que los tratamientos anteriores.
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Figura 26: Cinética de biomasa, sustrato y producto utilizando una
concentracién de 3x10° bact/mL de Pseudomonas sp con agua

residual de cromo.
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En el dltimo tratamiento se observa que tuvo un mejor crecimiento exponencial como
se observa en la figura 26, a partir de las 12 horas inicia un mayor crecimiento y un
mayor consumo de sustrato hasta las 20 horas donde el crecimiento se mantiene vy,
lo cual comienza a incrementar la biomasa a partir de las 28 horas y hay un
consumo de sustrato constante. Se observa que el género Pseudomonas logra un
crecimiento con los nutrientes del sistema de tratamiento con las condiciones dadas.
También se observa en la grafica que el producto, en este caso el cromo, se observa

como hay una reduccion mediante la biomasa aumenta.

Se evalud el comportamiento las diferentes concentraciones de Pseudomonas con la
misma concentracion de sustrato y se observa que el comportamiento de consumo
de sustrato es diferente en los tres tratamientos. Asi mismo hay un mejor crecimiento
microbiano en el primer tratamiento y el segundo y tercer tratamiento tuvieron un
crecimiento semejante donde se puede saber que las concentraciones utilizadas en
dichos tratamientos se obtendran resultados semejantes, aunque el consumo de
sustrato en el tercer tratamiento fue mayor ya que se necesitdo una mayor cantidad

de sustrato para la produccion de biomasa

Asi mismo se desarroll6 una cinética de la bacteria para poder observar su velocidad
especifica de cada tratamiento para determinar el crecimiento bacteriano de
Pseudomonas sp donde se muestra las diferentes constantes especifica de
velocidad de crecimiento para observar su comportamiento al interactuar con la

muestra de agua residual de cromo.

Tabla 12. Valores de biomasa para hallar la constante especifica de velocidad de

crecimiento del tratamiento N° 1 con agua residual de cromo.

Tratamiento 1

Tiempo Biomasa
(hr) (s/L)
28 0.009
32 0.010
36 0.014
40 0.019
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Se realiz6 la grafica de con los valores obtenidos de la fase de latencia para
determinar la constante de crecimiento de Pseudomonas sp. con la muestra de

agua residual de cromo

Constante de Velocidad de Crecimiento

0.025

0.020 y =0.0009x - 0.016

R?=0.9245
0.015
Biomasa

Biomasa (g/L)

0.010 Lineal (Biomasa )

0.005
20 25 30 35 40 45

Tiempo (Horas)

Figura 27: Constante de velocidad de crecimiento del

tratamiento N° 1 con muestra de agua residual de cromo.

Se observa en la figura 27. Que la constante de velocidad de crecimiento es de
0.0009 hr' la cinética empleadas describen el crecimiento de la especie

Pseudomonas sp. que se ajustan a un valor experimental con un R2 = 0.92

Tabla 13. Valores de biomasa para hallar la constante especifica de velocidad de

crecimiento del tratamiento N° 2 con agua residual de cromo.

Tratamiento 2

Tiempo Biomasa
(hr) (s/L)
24 0.010
28 0.012
32 0.013
36 0.015
40 0.016
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Se realiz6 la grafica de con los valores obtenidos de la fase de latencia del
tratamiento N° 2 para determinar la constante de crecimiento de Pseudomonas sp.

con la muestra de agua residual de cromo
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Figura 28: Constante de velocidad de crecimiento del

tratamiento N° 2 con muestra de agua residual de cromo.

Se observa en la figura 28. Que la constante de velocidad de crecimiento es de
0.0004hr™ la cinética empleadas describen el crecimiento de la especie

Pseudomonas sp. que se ajustan a un valor experimental con un R2 = 0.99

Tabla 14. Valores de biomasa para hallar la constante especifica de velocidad de

crecimiento del tratamiento N° 3 con agua residual de cromo.

Tratamiento 3

Tiempo Biomasa
(hr) (s/L)
28 0.009
32 0.013
36 0.014
40 0.016

53



Se realiz6 la grafica de con los valores obtenidos de la fase de latencia del
tratamiento N° 3 para determinar la constante de crecimiento de Pseudomonas sp.

con la muestra de agua residual de cromo

Constante de Velocidad de Crecimiento
0.018
0.016
0.014
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Figura 29: Constante de velocidad de crecimiento del

tratamiento N° 2 con muestra de agua residual de cromo.

Se observa en la figura 29. Que la constante de velocidad de crecimiento es de
0.0006 hr la cinética empleadas describen el crecimiento de la especie

Pseudomonas sp. que se ajustan a un valor experimental con un R2 = 0.92

Las cinéticas empleadas describen el crecimiento de la especie Pseudomonas que
se ajustan a un valor experimental para hallar la constante de velocidad de
crecimiento como se observa en las figuras anteriores, donde hay una correlacion de
crecimiento utilizando las diferentes concentraciones de bacterias utilizados con una
temperatura de 37°C y las condiciones diferentes al sistema de tratamiento

empleado y una concentracion de sustrato que ayude al crecimiento bacteriano.
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7. DISCUSION:

Pseudomonas sp es un bacilo Gram negativo aerobio, no formador de esporas. Las
especies de genero son moviles, debido a la presencia de uno o mas flagelos polares
la mayoria de células de P. aeruginosa presentan un Unico flagelo polar. La movilidad
les permite responder a estimulos quimico, asi como localizar substratos en bajas
concentraciones (Martinez, 2007). Los miembros del género Pseudomonas son un
amplio grupo de cepas bacterianas Gram-negativas no entéricas, en general no
fermentativas y modviles (Scaperllini, Franzetti, & Galli, 2004)).Los miembros del
género Pseudomonas son las cepas de Pseudomonas de interés para el hombre se
encuentran en alguna de las siguientes categorias: patdgenos, biodegradadores o
controladores biolégicos. (Floriano, 2009)

Las bacterias Gram negativas hace que su frecuencia sea alta y sean mas utilizadas
en procesos de biorremediacion ya que algunas tienen la capacidad de producir
exopolimeros o capsulas, sin embargo las bacterias que demostraron mejor tolerancia
y crecimiento en concentraciones mas altas poseen otro tipo de mecanismo que les
permiten la capacidad de resistir concentraciones de cromo VI altas, esto puede
suceder con bacterias como Pseudomonas sp, Acinetobacter sp y Stenotrophomonas
sp las cuales poseen caracteristicas de reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) por enzimas
solubles en el citoplasma conocidas como cromo reductasas. (Perea, Poveda, Leal, &
Diaz, 2014) Como se puede observar en los resultados la bacteria Pseudomonas sp
tiene una accién reductora al cromo, demostrando asi que esta bacteria puede actuar
de manera de beneficiosa en los procesos de Biorremediacion, llevando acabo

tratamiento de efluentes en las empresas de curtiembres.

En el medio Citrato de Simmons la prueba positiva esta representada por la
produccion de un color azul oscuro que indica que el microorganismo capaz de utilizar
el citrato contenido en el medio, con formacioén de productos alcalinos, también puede
leerse la prueba como positiva sin que haya color azul si hay desarrollo visible en la
estria de inoculacion. Esto es valido para que el desarrollo sea visible el
microorganismo debid haber ingresado en la fase logaritmica de crecimiento, lo que
solo es posible si ha asimilado carbono y nitrégeno. La lectura del trazo es incubando
el tubo durante 24 horas a mas, momento en que se desarrolla el color azul. Algunas
Bacterias pueden obtener energia de fuentes distintas de fermentacion de
carbohidratos, con el citrato como Unica fuente de carbono como muchos miembros
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de la familia enterobacteriaceae. (Larios, 2009) y esto se puede afirmar con los
resultados obtenidos donde se evidencia que el resultado obtenido en la elaboracién y
siembra de Pseudomonas sp su coloracion del medio final es azul después de las 24

horas de incubacion.

En el medio TSI se observa que no hay fermentacién de la lactosa ni de glucosa
(alcalino /alcalino), Hay microorganismos incapaces de fermentar los hidratos de
carbono y utilizan las peptonas en forma aerdbica en el pico, quedando el fondo sin
cambio de color (alcalino/sin cambio) (Pucci, 2017). La degradacion del azucar y la
produccién de acido que la acompafia son detectado por el indicador de pH rojo fenol,
gue cambia el color del rojo anaranjado al amarillo, en la alcalinizacion se vuelve rojo
profundo. EIl tiosulfato se reduce a sulfuro de hidrogeno por varias especies de
bacterias, el sulfuro de hidrégeno reacciona con una sal de hierro para dar sulfuro de
hierro negro. (Merck, 2005).

El medio SIM también sirve para determinar movilidad y produccion de sulfhidrico,
antes de adicionar el reactivo. Movilidad: se observa por un crecimiento fuera de la
zona de puncion. H,S: algunas bacterias pueden liberar SH, de aminoacidos por
accion enzimatica (Pucci, 2017) La motilidad esta indicada por una turbidez difusa del
medio de cultivo rodeando la linea de puncién. En caso de inmotilidad, crecimiento se
lleva a cabo Unicamente a lo largo de la linea de puncion. La formacion sulfuro se
muestra por un ennegrecimiento en aquellas areas del medio en el que crecimiento
microbiano. (Merck, SIM Medium, 2005).

El medio LIA tiene por objetivo demostrar simultaneamente la presencia de la enzima
lisina descarboxilasa (LDC) o lisina desaminasa (LDes.) y la produccion de acido
sulfhidrico. (Pucci, 2017). El purpura de bromocresol, es el indicador de pH, el cual es
de color amarillo a pH igual o menor a 5.2, y de color violeta a pH igual o mayor a 6.8.
Los microorganismos que no producen lisina descarboxilasa, pero que son
fermentadores de la glucosa, producen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al
amarillo(Britania, 2015). La formacién de sulfuro de hidrogeno (H,S) produce una

coloracion negra debido al sulfuro de hierro producido. (Caffer, 2008)

En la tabla 3, la que fue el primer tratamiento se utiliza un inoculo de bacterias de
3x10% bact/mL en la cual resulto con el 0,2486 ml/L de reduccién de cromo VI en una

corrida de 40 horas la cual este tratamiento fue efectivo el nimero de bacterias dado
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en el tratamiento ocasiono un mejor rendimiento, por lo cual resulta que las bacterias
terminen en una fase en una fase exponencial, provocando que haya una mayor
reduccion de cromo VI al ejecutar la prueba. En una investigacion de Rigoberto
Martinez (2010) nos dice que observando que a tiempos iniciales el metal se absorbe
mejor a mayor concentracion de la biomasa (76% y 91% a los 90 minutos de
incubacion a 28°C y 100 rpm, para 5y 10 g de biomasa, respectivamente), pero a los
5 dias de incubacién la remocién es muy parecida y muy eficiente para ambas
biomasas. Es por ello que al utilizar la concentracién de 3x10® muestra una mayor
reduccién que al utilizar las otras concentraciones. (Cossich, Tavares, & Ravagnani,
2001)

En la tabla N° 4 que fue el segundo tratamiento se utiliz6 un inoculo de 3x10°
bacterias/mL y la reduccion es de solo 0,2327 mg/L de cromo VI en la muestras de
agua de curtiembre en un periodo de 40 horas y segun los autores (Satarupa Dey
and Amal Kanti Paul) nos indica que el efecto de la densidad de in6culo del aislado
bacteriano seleccionado fue probado en el crecimiento y la reduccion de cromato en
condiciones de agitacién, la densidad celular que va desde 10° -10'° células/mL y el
estudio de reduccion de Cr (VI) se llevo a cabo bajo cultivo discontinuo. (Dey & Paul,
2015) El tratamiento dado esta dentro del margen propuesto de los autores y por lo
tanto si se muestra un resultado de reduccion por la bacteria Pseudomonas sp. Ya
gue es efecto es notorio al cumplir las 40 horas, aunque en la reduccion también un
factor importante seria el pH que se da a las muestras y la bacteria pueda actuar con
los factores adecuados para su efectividad. Otiniano Garcia, en comparacion con su
investigacion encuentra una reduccion progresiva, los niveles de reduccién no son
muy significativos (0,37 a 0,35 ppm durante las primeras 48 horas biomasa ocurre
durante las primeras 24 horas de tratamiento utilizando aproximadamente una

cantidad de 3 x 10° bacterias /mL, (Otiniano Garcia, Collantes, & Lurdes, 2007)

En la Tabla N° 5 que fue el tercer tratamiento se utiliz6 un inoculo de 3x10*
bacterias/mL y nos resultdé solo la reduccién de 0,2326mg/L de cromo VI en la
muestra de agua de curtiembre lo que dicha concentracion de bacterias no resulto
adecuada en la cual los autores (Satarupa Dey and Amal Kanti Paul) nos dicen que
en la concentracién de células inferior (10° células) ml/g sélo el 56% de Cr (VI) se

redujo con fuente de carb6n de glucosa donde se redujo 73% de inicial Cr (VI).
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Ademas, el aislado fue capaz de utilizar una amplia variedad de donadores de
electrones incluyendo azulcar, alcoholes de azucar, aminoacidos y acidos organicos
con una variacion considerable de la eficiencia de la reduccion. Extracto de levadura y
propionato eran menos eficientes como donadores de electrones para SUK 1205
mostrando sélo el 21,2 y el 17,4% de reduccion de cromato, respectivamente (Dey &
Paul, 2015). De acuerdo a Susan Mayta Mendoza y Susan Vela Espinoza (2015) se
puede comprobar que las concentraciones bajas de bacterias no habra una mayor
reduccién. Utilizaron una concentracién inicial de 10* UFC/mL de Pseudomonas
putida a una temperatura constante de 30 °C y se observa que el proceso de
degradacion es lento hasta las 192 horas, donde no se logra obtener concentraciones
de Cr VI inferiores al limite maximo permisible para efluentes. (Mendoza & Espinoza,
2015)

Sala y Granhen (2001) al estudiar la aplicacion de la biorreducion en la remocion de
cromo de efluentes de curtiembres, determinaron que el pH de la solucion tiene una
influencia muy grande, logrando las mayores remociones a pH 2, mientras que la
temperatura al aumentar de 25 a 45 °C provoca una reduccion en la capacidad de
retencion de los adsorbentes. La concentracion de cromo hexavalente en el agua
residual también pudo haber influido en la disminucion de la poblacion bacteriana
pues ciertas concentraciones resultan inhibitorias para las bacterias, como lo
demostraron al estudiar la diversidad de bacterias resistentes al cromo aisladas de
suelos contaminados con dicromato, determinando que la concentracion minima
inhibitoria de cromo VI que afectaba el crecimiento de las bacterias aisladas fue de
7,5 UM,

En la cinética microbiana se observa un crecimiento de bacterias a una temperatura
ambiente como se observan en las figuras 24, 25 y 26; por lo tanto, se puede decir
gue Pseudomonas sp con las concentraciones empleadas logra a multiplicarse y asi
incrementar su biomasa. Las curvas de crecimiento de biomasa muestran diferencias
en cuanto a la fase exponencial, la concentracibn maxima de biomasa y la duracién
de la fase exponencial, cuando se modifica la temperatura de trabajo. Temperaturas
superiores a 30°C generan un drastico cambio en la fase estacionaria que se debe a
la desnaturalizacion de proteinas y muerte celular (Price & Sowers, 2004). entre 26°C
y 28°C; ya que los ensayos presentaron una maxima velocidad de crecimiento celular

de 0,546 (h™) a 28 °C y a 26°C se alcanz6 una méaxima concentracion de Biomasa de
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0,4647 g/L. (Vanegas & Ramirez, 2016) de Pseudomonas aunque otros estudios
muestran que la mayoria de especies del genero Pseudomonas sp tienen una
temperatura optima de crecimiento entre 30 y 37 °C, pero pueden sobrevivir y
multiplicarse en casi cualquier ambiente, incluyendo aquellos con elevado contenido
de sales, y en un rango de temperaturas comprendido entre 20-42°C (Martinez L. R.,
2007).

En la cinética se observa que el sustrato es consumido por la bacteria cuando hay
mayor concentracion de bacterias, asi mismo se observa en la metodologia, el
sistema de tratamiento utiliza pocos nutrientes para su crecimiento como se puede
evidenciar en otras investigaciones nos dice que el género de esta bacteria son
capaces de desarrollarse en sustratos conteniendo el minimo de nutrientes, la
bacteria se desarrolla mas en el sustrato peptona + azucar, debido a que el azucar
representa mas nutrientes para las bacterias, al utilizarse como fuente de carbono en

la obtencion de energia para su activacion de su metabolismo. (Garcia, 2002)
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CONCLUSIONES

- Se determind los niveles de cromo VI en la muestra de agua residual fueron de
1.6147 mg/L de cromo VI, mediante el andlisis de espectofometria de

absorciéon atomica.

- Se identificé que la bacteria Pseudomonas sp fue aislada del agua residual de
curtiembre con medio selectivo Agar Cetrimide.

- Se realizaron los tres tratamientos de los cuales, el primer tratamiento fue el
que sostuvo una reduccion, la cual fue de 0.2486 mg/L de cromo VI en un
periodo de 40 horas, la cantidad de cromo que resulto en los demas
tratamientos fue: en el segundo tratamiento hubo una reduccién de 0.2327
mg/L de cromo VI en cambio en el tercer tratamiento hubo una reduccion de
0.2326 mg/L de cromo VI, esta investigacion sirve para ver cual es la
concentracion de biomasa 6ptima para la biorreduccion de cromo en un cierto

periodo.

- El primer tratamiento demostré una mayor absorcion de cromo VI en las aguas
residuales de las curtiembres, la cual el pH que se utilizo fue de 7,7 donde el
microorganismo Pseudomonas sp. Puede soportar ese pH y con sus
propiedades ayudo a disminuir el cromo el sistema de tratamiento por un

periodo de 40 horas.

- La cinética de biomasa y sustrato de los diferentes tratamientos, se obtiene
una mayor biomasa en el primer tratamiento, mayor consumo de sustrato y

reduccion del producto es en el primer tratamiento que fue de 4.67 g/L
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar la extraccion de la muestra cada hora para el analisis
de cinética de Biomasa vs sustrato en un tiempo de 24 horas, para el
comportamiento de la bacteria en el sistema de tratamiento junto con el

sustrato.

- Se recomienda realizar el proyecto de investigacion a escala industrial por

medio de un biorreactor para observar cual es mas eficaz en los resultados.

- Se recomienda utilizar el biorreactor con Agitacién constante y aireacion para

ver sila muestra es igual o diferente a una escala de laboratorio.

- Se recomienda realizar un analisis con variacion de sustrato y temperatura

para observar si hay una mejor reduccion

- Se recomienda realizar la biorreduccion por un periodo de 72 horas para seguir

observando si hay una reduccion final.
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ANEXOS



Anexo 1: Nefel6émetro de MC Farland

Fundamento:

El patron o la escala de Mc Farland consiste en una serie de tubos herméticamente
cerrados, previamente calibrados y con una densidad éptica diferente originada por la
aparicion de un precipitado de sulfato de bario (SO, Ba) resultante de la reaccion
entre el cloruro de bario (Cl,Ba) al 1,175% (0,048 M) y el &cido sulfarico (H,SO,) al
1% (0,36N). Esta turbidez puede interpretarse Opticamente o por métodos
espectrofotométricos y cada una de ellas se corresponde a una concentracion
conocida de bacterias/ml. Para cada cepa bacteriana hay que establecer la
equivalencia entre la turbidez de cada tubo y la masa o la concentracién de bacterias
(cel/ml) que genera una turbidez similar. (Herrera, 2013)

Inconveniente:

Es un método poco preciso, que solo se emplea cuando no hace falta exactitud, ha

sido desplazado por los métodos espectrofotomeétricos.
Conservacion:

El estandar de Mc Farland puede ser almacenado hasta por 6 meses en la oscuridad
y a temperatura ambiente entre 22° a 25°C. Sin embargo, se recomienda almacenarse

a ser posibles en refrigeracion.
Cuidados:

Descartar después de 6 meses o antes si su volumen es menor. Antes de cada uso,
debe agitarse muy bien usando un shaker, hasta que el precipitado blanco de sulfato
de bario se haya disuelto en todo el medio. Para asegurar la densidad del estandar de
Mc Farland asi preparado puede ser chequeado usando un espectrofotdmetro con
una celda de cuarzo de 1-cm; para el estandar 0,5 de Mc Farland, la absorbancia a

una longitud de onda de 625 nm puede estar entre 0,08a 0,1.
REACTIVOS

Patrén de Mc Farland 5 (0,5 ml de BaCl2 al 1,175% + 9,5 ml de H2SO4 al 1%)
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PROCEDIMIENTO

Preparacion del inoculo, mantenimiento del cultivo y medida directa del

crecimiento:

1. A partir de un cultivo bacteriano (en fase exponencial) preparar una
suspension inicial (Patrénl —P1) de la cepa seleccionada y ajustarla a una
turbidez correspondiente al patron Mc Farland 0,5, el cual equivale
aproximadamente a 1,5x10% bacterias/ml. De este cultivo preparar una
dilucion 1:10 (Patron 2 — P2) inoculando 1 ml de P1 en un tubo conteniendo

9 ml de caldo CASO (poblacion final equivalente a 1,5x10’ bacterias/ml).

2. A partir de P2 preparar cinco diluciones 1:10 en caldo CASO para obtener
los patrones P3, P4, P5 y P6 con unas poblaciones aproximadas a 1,5x10°
bacterias/ml;  1,5x10° bacterias/ml;  1,5x10* bacterias/ml;  1,5x10°

bacterias/ml, respectivamente.

3. A partir de cada patron preparar diluciones decimales (1:10) consecutivas
en agua peptona estéril de tal forma que la poblacién tedrica final sea de
1,5x10% bacterias/ml, segin el esquema anexo al final de la guia (ver
grafica 1). De la ultima dilucion sembrar en profundidad y por duplicado 0,1
ml para cada patron. De la dilucién anterior sembrar en profundidad y por
duplicado 1 ml de cada patrén. Adicionar 15 mL de agar CASO vy
homogenizar las cajas, llevando a incubar la totalidad de las cajas a una
temperatura de 35°C+ 2°C por 24 — 48 horas.

4. Al finalizar el tiempo de incubacion, realizar los célculos de la poblacién

asi:
[
N = ze
n

De esta forma se calcula la poblacion en ufc/mL equivalentes al patrén 1, la
cual sera correlacionada con el valor inicial de la curva obtenida por

espectrofotometria.
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5. A partir de cada patron (P1, P2, P3, P4, P5, P6) determine el valor de la
absorbancia a 600nm, de esta forma obtendremos el equivalente en Ab
para cada patron, la cual serd correlacionada con el recuento en placa

profunda para cada patron.

6. Con ayuda de Excel obtener una gréafica de dispersion donde ubicaremos
en el eje X el valor de la absorbancia y en el eje Y el Log 10 de la poblacion.
Posteriormente usando regresion lineal, agregar la linea de tendencia que
mejor ajuste tenga segun el coeficiente de regresion(R ?) y obtener el valor

de la ecuacion.

7. Esta ecuacion sera validada en la practica posterior y si es fiable se usara
para futuros calculos de poblacion. Solo basta con preparar el inoculo inicial
del microorganismo) medir la absorbancia y reemplazar este valor en la
variable X de la ecuacion. De esta forma obtendremos el valor aproximado

de la poblaciéon en bact/ml

Tabla 15. Escala Mc Farland

Tubo N° N° Bacterias por mL
1 3x10°
2 6x10°
3 9x10°
4 12x10°
5 15x10°
6 18x10°
7 21x10’
8 24x10”
9 27x10”
10 30x10’
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Figura 30. Métodos turbidimetrico y recuento en placa
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Anexo 2: Determinaciéon de Cromo Total.
Método colorimétrico de la Difenil Carbazida.

PROCEDIMIENTO:
1. PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION:

1. Tomar 6 fiolas volumétricas de 50 mL y enumerarlas.
2. Tomar 6 vasos de 100 mL y numerarlos.
3. Depositar en cada una de los vasos exactamente 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y

1.0 mL de la solucion de trabajo y llevarlas hasta unos 20 mL con agua  destilada.

Adicionar H,SO4 0,20N hasta ajustar la solucién hasta un pH= 1+ 0.30.
Transfiera las soluciones a las fiolas numeradas correspondientes.
Adicionar 2 mL de la solucion de difenilcarbazida. Aforar a la marca.
Dejar reposar de 5 a 10 minutos para desarrollar el color.

Leer la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.

© © N o o &

Con los datos de Absorbancia y Concentracion, construir la respectiva curva de
Calibraciéon para Cromo Hexavalente.
2. PREPARACION DE LA MUESTRA:

SOLO PARA EL CROMO HEXAVALENTE DIRECTO :

. Filtrar unos 50 mL de muestra acidificada directa .
. Tomar una muestra conveniente en vaso de precipitacion de 100 mL.
. Ajustar el pH a 1+ 0.3 con H,SO,4 0.20 N

Transferir a una fiola de 50 mL y llevarla a aproximadamente 40 mL .

1
2
3
4
5. Adicionar 2 mL de difenilcarbazida. Aforar a la marca.
6. Dejar reposar 5 min y leer su respectiva absorbancia.

7. Con el valor leido determinar las ppm Cr®* de la gréfica.
8. Determinar la concentracion real de la muestra.

DIGESTION ACIDA PARA CROMO TOTAL:

1. Tome un volumen determinado (50 mL) de muestra en un vaso volumétrico y
acidifique al anaranjado de metilo con H,SO4(cc) y a continuacién adicione 5 mL de
HNO; cc y 2 mL de H,0, al 30%.

2. Evaporar hasta unos 15 mL sin perder muestra por salpicaduras.
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3. Adicionar 10 ml de H,SO,4 cc y evaporar hasta la aparicion de humos blancos
densos de SOs.

4. Sila soluciéon todavia no se clarifica, adicione 10 mL de HNO; cc y repita le
evaporacion de SO3;. Remueva todo el HNO3; observando que no hay evidencia de
humo oscuro.

5. Enfrie y diluya hasta aproximadamente 50 mL con agua destilada. Caliente hasta
casi ebullicion para disolver las sales.

6. Filtrar recogiendo el filtrado en una fiola volumétrica de 50 mL, lavando el papel
filtro convenientemente.

7. Enfrie y aforar a la marca.

OXIDACION DEL CROMO TRIVALENTE :

8.  Pipetear una porcion de muestra digerida en un matraz de 125 mL.
9. Usando anaranjado de metilo adicionar NH4,OH hasta coloracion

amatrilla.

10. Adicioanar H,SO,4 gota a gota hasta que nuevamente se torne acida y

adicionarle 1 mL .

11. Ajustar el volumen hasta aproximadamente 40 mL y calentar a ebullicion.
12. Gota a gota KMnO4 oxidar completamente al Cromo trivalente.
13. Hervir la solucion y adicionar AZIDA hasta la desaparicion del color

del KMnOa,.

14. Enfriar y adicionar 5 gotas de H3PO,.
NOTA : Si se sospecha la interferencia de Molibdeno, Vanadio, Hierro o

Cobre , éstos deberan ser removidos con Cupferrén.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA :

1. Tomar una alicuota de la muestra digerida y tratarla igualmente como se hizo con
las soluciones patron.

2. Registrar su absorbancia y leer en la Curva de calibracién.

3. Realizar los célculos para expresarlo en funcidén de la muestra directa.

VII. CALCULOS :

ppm Cr®* total = (ppm Cr®" total de grafica)* ( 50/ mL alicuota tomada).
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Anexo 3: Modelo de Monod

En una reaccién biolégica son varios los sustratos que participan en ella, las bacterias
crecen y utilizan muchisimas enzimas para llevar a cabo la reaccion biolégica
deseada. Si se quisiera describir detalladamente las reacciones deberiamos usar un
modelo segregado y estructurado, lo cual es muy complejo y escapa a este capitulo
gue debe considerarse como introductorio a la tematica de biorreactores. Monod en
1942 desarroll6 una ecuacién muy simple para representar los procesos biolégicos
gue funciona en general muy bien. Para ello asumié que, si bien pueden existir
muchos sustratos, uno de ellos sera el limitante. En este modelo se asume que la
produccion de biomasa depende exclusivamente de la concentracion de este sustrato
limitante. Para una reaccién bioldgica del tipo aS—yX, la velocidad de crecimiento de

biomasa puede representarse como sigue:

H= =Ly

s+ K

Donde:

pumax = velocidad especifica de crecimiento maxima, h-1 Ks=constante de saturacion,
g/l S=concentracion de sustrato limitante, g/l

Como puede observarse la ecuacion, que es semiempirca, es analoga a la de
Michaelis-Menten. En efecto se deriva de suponer que una uUnica enzima con una
cinética del tipo Michaelis-Menten es la responsable del consumo de S vy
conjuntamente que la cantidad de enzima o bien su actividad catalitica es lo
suficientemente baja como para controlar el crecimiento (pueden haber otras

reacciones enzimaticas, pero soélo controla una de ellas).
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Figura 31: Efecto de la concentracion de sustrato sobre la

velocidad de crecimiento bacteriano

Cuando s —, la velocidad y—pumax, cuando s—0, y—0 y cuando s=Ks, y=pmax/2.

De acuerdo a la ecuacion (8.5): sxs 4 =Y r, entonces:

=Y U
=Yy Hmax 51"{5"'}(5}
En forma analoga la velocidad de un producto P puede expresarse como:

rF=YIFI Memax S)’{S + Ks}
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Anexo 4: Determinacidon de concentraciones para el tratamiento

Para hallar determinar la cantidad de las concentraciones se empled la siguiente

formula:

(concentracion de bacterias a utilizar)*(cantidad deseada de inoculo a preparar)

N° de bacterias de Mc farland a utilizar

- Para una concentracién de 3x10° se realizé el reemplazo de la ecuacion:

_ (3x108bact/mL)*(500 mL)
12x10° bact/mlL

= 12.5 mL de inoculo para una concentracién de 3*10° bact/mL

- Para una concentracién de 3x10° se realizé el reemplazo de la ecuacion:

_ (3x10%bact/mL)*(500 mL)
12x10° bact/mlL

= 0.125 mL de inoculo para una concentracién de 3*10° bact/mL

- Para una concentracion de 3x10” se realizé el reemplazo de la ecuacion:

_ (3x10*bact/mL)*(500 mL)
12x10° bact/mL

= 0.00125 mL de inoculo para una concentracion de 3*10* bact/mL
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Anexo 5: Curva de calibracion de biomasa

PROCEDIMIENTO:

Preparacién de inoculo:

1.

4.

En un matraz de 500mL de capacidad, se colocé: 5 mL de solucion de glucosa
al 25%, 25 mL de Extracto de carne al 30%, 0.125 mL de solucién de CacCl al
32%, luego se afora a 200 ml con agua destilada.

Luego se diluyé todos los nutrientes y se llevé a la autoclave para su
esterilizacion

Después de que el medio se enfri6 se agregdé 3 asadas de bacteria
Pseudomonas sp

Posteriormente se lleva a la incubadora a 37°C por 18 horas

Preparacion de método gravimétrico - Peso seco

A T A

Se coloca 5 ml del inoculo preparado y se colocaron en tubos de ensayo

se llevo a centrifugar a 5000 rpm por un periodo de 10 minutos.

Luego se elimino el sobrenadante y quedd un pellet

Se Agreg6 agua destilada y se paso por el agitador vortex para homogenizar
Luego se volvié a llevar a la centrifuga a 5000 rpm por un periodo de 10 min

Se elimind el sobrenadante y el pellet se vacié en un vaso precipitado de 100

ml

7. Se repiti6 el procedimiento hasta acabar los 200 ml de inoculo preparado.

8. Luego se procedio a realizar diluciones (1/2; 1/4; 1/16; 1/32)

Tabla 16. Cantidades para preparacion de diluciones para biomasa

Diluciones Cant. Muestra (mL) Cant. Agua (mL)

1/2 2.5 2.5
1/4 1.25 3.75
1/16 0.31 4.69
1/32 0.16 4.84
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9. Posteriormente las diluciones se pasaron por el agitador vortex para
homogenizar.

10. Se llevaron a medir por espectrofotémetro y se leyo la absorbancia a 600nm

11.Luego se realiz6 4 capachos de papel aluminio y se pesé en la balanza
analitica.

12.Se agreg6 las muestras diluidas en cada capacho.

13. Y se llevo a la estufa a una temperatura 105°C por un promedio de 12 horas

14. Luego se extraj6 los capachos y se colocaron en un desecador para
transportar a la balanza analitica

15.Se peso los capachos y se anot6 el peso

Tabla 17. Valores de peso seco y absorbancia para curva de biomasa

Peso de capacho

Peso Peso Peso

Dilucion Absorbancia
inicial (g) final (g) seco (g)
1/2 0.1662 0.1687 0.0025 0.301
1/4 0.1667 0.1681 0.0014 0.141
1/16 0.1718 0.1725 0.0007 0.037
1/32 0.169 0.1694 0.0004 0.024

Nota: para hallar el peso seco se realiza la siguiente formula

Peso Seco = Peso final — peso Inicial

16. Al terminar de hallar los valores de peso seco y Absorbancia se realizé una

grafica de peso seco vs Absorbancia.
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Curva de calibracion de Biomasa
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Figura 32: Curva de Calibracion de biomasa
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Anexo 6: CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA

Preparaciéon de curva de calibracién de glucosa por DNS

1. Se prepar6 20ml de una solucion madre de 2.6 g/L de glucosa

2. En base a la solucién madre se prepar6 diluciones de 2.6, 2.2, 1.8, 1.4, 1.0, 0.6
g/L

3. Luego se procedi6 a realizar diluciones (1/2; 1/4; 1/16; 1/32)

Tabla 18. Cantidades para preparacion de diluciones de glucosa

Concentraciones Cant. de muestra Cant. de Agua

(g/L) (mL) destilada
2.6 5 0

2.2 4.2 0.8
1.8 3.46 1.54
14 2.69 2.31
1.0 1.92 3.08
0.6 1.15 3.85

4. Se realiz6 la determinacion de azucares reductores mediante DNS: Se
colocaron 0.5 mL de la dilucién en cada tubo de ensayo mas 0.5 mL de
reactivo DNS.

5. Los tubos de ensayo se colocaron en bafio de agua a 100°C por 5 min,
después se colocaron en un recipiente con cubos de hielo por 5 min.

6. Posteriormente se agregd 5 ml de agua destilada en cada tubo de ensayo y se
colocaron en el agitador vortex para homogenizar la muestra.

7. Se dejo reposar por 15 min y se realiz6 la lectura en el espectrofotometro a 540

nm.
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Tabla 19. Valores de Absorbancia de las distintas concentraciones de glucosa

Glucosa(g/L) Absorbancia

2.6 1.638
2.2 1.371
1.8 1.032
1.4 0.859
1 0.551
0.6 0.366

8. Al terminar de hallar los valores Absorbancia se realiz6 una gréafica de Glucosa

vs Absorbancia.

Curva de calibracion de Glucosa
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Figura 33: Curva de Calibracién de Glucosa
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Anexo 7: Resultados de cromo VI
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
INFORME DE ANALISIS
SOLICITANTE : KATHLEEN XIOMARA MIRANDA PAZ
MUESTRA : AGUA RESIDUAL
PROCEDENCIA : Curtiembre del Porvenir

FECHA DE INGRESO : 17 DE SETIEMBRE DEL 2018

MUESTRA RECIBIDA EN LABORATORIO

1R 1,6079
TRATAMIENTO 1 2R 1,6079
3R 1,5942
1R 1,6011
TIEMPO 0 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,6079
3R 1,5874
1R 1,5942
TRATAMIENTO 3 2R 1,5942
3R 1,5805
1R 1,5668
TRATAMIENTO 1 2R 1,5737
3R 1,5805
1R 1,5600
TIEMPO 1 Cr® mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,5532
3R 1,5532
1R 1,5668
TRATAMIENTO 3 2R 1,5532
3R 1,5600
1R
TRATAMIENTO 1 2R
3R
1R
TIEMPO 2 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R
3R
1R
TRATAMIENTO 3 2R
3R

AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
< 949959632 / 942844957



UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
1R 1,5395
TRATAMIENTO 1 2R 1,5395
3R 1,5258
1R 1,5326
TIEMPO 3 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,5258
3R 1,5258
1R 1,5395
TRATAMIENTO 3 2R 1,5326
3R 1,5395
1R 1,5189
TRATAMIENTO 1 2R 1,5326
3R 1,5258
1R 1,5258
TIEMPO 4 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,5121
3R 1,5189
1R 1,5189
TRATAMIENTO 3 2R 1,5053
3R 1,5121
1R 1,4984
TRATAMIENTO 1 2R 1,5121
3R 1,5053
1R 1,5053
TIEMPO 5 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,5053
3R 1,4984
1R 1,4984
TRATAMIENTO 3 2R 14916 \
3R
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AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
1R 1,4916
TRATAMIENTO 1 2R 1,4847
3R 1,4847
1R 1,4711
TIEMPO 6 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,4779
3R 1,4642
1R 1,4642
TRATAMIENTO 3 2R 14711
3R 1,4574
1R 1,4505
TRATAMIENTO 1 2R 1,4574
3R 1,4505
1R 1,4574
TIEMPO 7 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,4437
3R 1,4368
1R 1,4232
TRATAMIENTO 3 2R 1,4300
3R 1,4368
1R 1,4163
TRATAMIENTO 1 2R 1,4026
3R 1,4026
1R 1,4095
TIEMPO 8 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2 2R 1,4026
3R 1,3889
1R 1,3958
TRATAMIENTO 3 2R
3R ‘1,385 1 /[).
({4 LASAGI
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FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
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TRATAMIENTO 1
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1,3889

TIEMPO 9 Cr* mg/L TRATAMIENTO 2
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TRATAMIENTO 3
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