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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la capacidad de la bacteria Ralstonia
pickettii para la degradacién de cromo hexavalente (Cr VI) en agua residual de curtiembre. El
cromo hexavalente es un elemento toxico, comprobado como cancerigeno en humanos de acuerdo
a la IARC (International Agency for Research on Cancer) y esta presente en el agua residual del
curtido de pieles, la investigacion inici6 evaluando la resistencia de R. pickettii al Cr VI utilizando
agar nutritivo suplementado con dicromato de potasio como medio de cultivo, la resistencia
méaxima se establecio a los 200 mg/L de Cr VI. Posteriormente se determiné el porcentaje de
degradacion de Cr VI en caldo nutritivo suplementado con dicromato de potasio, obteniéndose
valores de 95.2 %, 92.3 % y 90.87 % de degradacion de Cr VI para las concentraciones iniciales
de 5, 10 y 15 mg/L de Cr VI respectivamente, por Gltimo se determind el porcentaje de
degradacion en agua residual del proceso de curtido estableciendo tres unidades de andlisis con
diferente concentracion bacteriana y controles a las 24, 48 y 72 horas, los resultados fueron 57,
14 % de degradacidn a las 24 horas y 58.73 % de degradacién a las 48 y 72 horas, concluyendo
que las variaciones en los factores de biomasa y tiempo de incubacion no intervienen de manera

significativa en la capacidad de degradacion de Cr VI de R. pickettii.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <BIOTECNOLOGIA>,
<MICROBIOLOGIA>, <AGUAS RESIDUALES>, <CURTIEMBRE>, <CROMO
HEXAVALENTE>, <BACTERIA (Ralstonia pickettii)>.
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ABSTRACT

The present investigation objetive is to avaluate the capacity of the bacteria Ralstonia pickettii for
the degradation of Hexavalent Chromium (Cr VI) in waste water of tannery. The Hexavalent
Chromium is a toxic element, tested as carcinogenic in humans according to IAR (International
Agency for Research on Cancer), it can be found in the waste water of tanning. We started
evaluating the resistance of R.pickettii to Cr VI using nutritive agar supplemented with
dichromate of potassium as a culture médium. The maximum resistance was established to 200
mg/L of Cr VI. Later, we determined the percentage of degradation of Cr VI in nutritive broth
supplemented with dichromate of potassium. The following values were gotten: 95.2 %, 92.3 %
and 90.87 % of degradation of Cr V1 for the initial concentrations of 5, 10 and 15 mg/L of Cr VI
respectively. The degradation percentage in waste water of the tanning process was also
determinated establishing three units of analysis with different bacteria concentration and controls
to 24, 48 and 72 hours. The results were 57.14 % of degradation to 24 hours and 58.73 % to
degradation to 48 and 72 hours. It is concluded that the variation on the factors of biomass and
time of incubation do not intervene meaningfully in the degradation capacity of Cr VI of
R.pickettii.

Key words: <EXACT AND NATURAL SCIENCES>, <BIOTECHNOLOGY>,
<MICROBIOLOGY>, <WASTE WATER>, <TANNING>, <CHROMIUM>,
<HEXAVALENT>, <BACTERIA (Ralstonia pickettii)>.
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INTRODUCCION

Identificacién del Problema

La actual demanda de articulos de cuero, ha generado un crecimiento de la industria de
curtiembre, incrementando el riesgo de contaminacion por cromo VI presente en las aguas
residuales del proceso de curtido. En Ecuador, el crecimiento de la industria de curtiembre se ha
evidenciado principalmente en la provincia de Tungurahua y ha permitido procesar anualmente
alrededor de 350 mil cueros y pieles durante los Gltimos afios, de los cuales gran parte se exporta
a paises como ltalia, Pert y Colombia segun el Instituto de promocién de exportaciones e

inversiones de Ecuador citado en (Salinas, 2014, p. 21).

El Cromo es el séptimo elemento méas abundante en la Tierra, en su estado trivalente resulta ser
practicamente inocuo por su incapacidad de solubilizarse, sin embargo en su estado hexavalente
es altamente téxico por lo que los impactos ambientales ocasionados por la industria de la
curtiembre son igual de considerables que los impactos que generan la industria minera y

petrolera. (Esparza & Gamboa, 2001, p. 42)

Los procesos dentro de una curtiembre pueden requerir entre 50 y 100 litros de agua por cada
Kilogramo de piel salada (Esparza & Gamboa, 2001, p. 42). Segln Zérate, et al, (1993, p. 26)
solo en la etapa de curtido se requiere un 70 % de agua respecto al peso en Kilogramos de piel
tratada generando efluentes con un considerable contenido de Cr Il (trivalente) y Cr VI
(hexavalente), este dltimo considerado por la IARC (International Agency for Research on

Cancer) como un cancerigeno comprobado en humanos (Téllez, et al., 2004, p. 50).

Entre las principales alternativas de tratamiento para las aguas residuales provenientes de
curtiembre se encuentran los tratamientos mecanicos que resultan ser muy costosos y los
tratamientos quimicos que emplean compuestos como Hidroxidos y Sulfuros para la precipitacién
del metal, lo que supone un inconveniente por la generacion de lodos, que también estan sujetos

a restricciones. (Duarte, et al., 2009, p. 290)

Por lo que surge la necesidad de proponer alternativas ambientalmente adecuadas para la

descontaminacion de aguas residuales provenientes del proceso de curtido de pieles.



Justificacion de la Investigacion

Ecuador cuenta con una Norma de Calidad Ambiental para el recurso agua que se encuentra en el
Anexo 1 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente, la cual establece para cromo hexavalente un limite maximo permisible de 0.5 mg/L
en descargas a cuerpos de agua superficiales o sistemas de alcantarillado, por lo tanto es
importante proponer alternativas ambientalmente amigables y econémicamente rentables, que

permitan minimizar los impactos ocasionados por la industria de curtiembre.

Para la reduccion de Cromo hexavalente hasta su estado mas inocuo (Cromo trivalente) se utiliza
comunmente procesos quimicos costosos Yy agresivos, que requieren el uso de compuestos
adicionales para generar reacciones guimicas. Existen otras alternativas como los procesos
biolégicos, que son capaces de reducir la concentracion de cromo VI en aguas residuales de
curtiembre a menor costo, con resultados satisfactorios. (Duarte, et al., 2009, p. 290)

El uso de microorganismos puede ser una alternativa para la degradacion de Cromo VI en aguas
residuales provenientes de curtiembre debido a la capacidad de adaptacion que poseen ciertas
especies en medios con altas concentraciones de metales y a los variados mecanismos que ciertos

microrganismos poseen para la degradacion de compuestos tdxicos. (Torres, 2003, p. 3)

Ralstonia pickettii es una bacteria Gram negativa, no fermentativa, oxidasa positiva y ubicua en
el ambiente, con capacidad de adaptarse a medios con elevadas concentraciones de metales,
ademas al ser un microorganismo oligotréfico es capaz de desarrollarse en ambientes con baja

concentracion de nutrientes. (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 754)

R. pickettii es efectiva para la degradacion de varios contaminantes como fenoles, cresoles,
tolueno y compuestos aromaticos (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 755), ademas Xie, et al (2010, p.
4063) menciona que R. pickettii es capaz de resistir a elevadas concentraciones de metales pesados
como cadmio, cobre y zinc, por lo que se propone la evaluacion de su capacidad de degradacion

de cromo hexavalente en agua residual proveniente de curtiembre.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la capacidad de Ralstonia pickettii para la degradacion de Cromo Hexavalente en agua
residual de curtiembre.

Objetivos especificos

- Caracterizar fisica, quimica y microbiolégicamente el agua residual proveniente de la
industria de la curtiembre.

- Evaluar la resistencia de Ralstonia pickettii al cromo hexavalente.

- Determinar el porcentaje de degradacion de cromo hexavalente en agua sintetizada en
laboratorio, luego del tratamiento con Raltonia pickettii.

- Determinar el porcentaje de degradacidn de cromo hexavalente en agua residual proveniente

de curtiembre, luego del tratamiento con Raltonia pickettii.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Antecedentes de la investigacion

Como menciona Ramirez, et al (2009, p. 78) en su investigacion, son varios los microrganismos
aislados de medios contaminados con cromatos y de medios naturales no contaminados, con
capacidad para reducir cromo VI, los cuales han sido propuestos como una alternativa para la

biorremediacion de ambientes contaminados con cromo.

En su trabajo de investigacion Guevara Zumarraga (2010, p. 63) utilizé un consorcio formado por
dos microorganismos no especificados para tratar agua sistémica con concentraciones de hasta 50
mg/L de cromato de potasio (K2CrQ4) en condiciones de laboratorio, obteniendo una remocién
de cromo VI del 98% y cromo total del 70% para el microorganismo 15 y del 23% para el

microorganismos M3, partiendo de una concentracion de 10 mg/L.

En otro trabajo, Rengifo Gallego et al (2012, p. 1058) realiz6 ensayos de remoci6n de cromo
utilizando la asociacion alga — bacteria Bostrychia calliptera (Rhodomelaceae), obteniendo como

resultado una remocion de cromo VI del 87% partiendo de una concentracion de 10 mg/L.

Siguiendo en el contexto de los microrganismos utilizados en bioremediacién, Ralstonia pickettii
es un bacilo Gram negativo, oxidasa positiva, resistente a elevadas concentraciones de metales
pesados como plata (50 ppm) (Ramirez , 2012, p. 44) y capaz de adaptarse en medios con

concentraciones de nutrientes muy bajas. (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 754).

Yang, et al (2010) citado en (Regueira, 2017, p. 23) menciona que Ralstonia pickettii es una
bacteria resistente a elevadas concentraciones de cobre y una capacidad maxima de absorcion de
27 a 38 mg/g de células, mayor que la capacidad maxima de absorcion de Cupriavidus

taiwanensis de 19 mg/g de célula.

En su articulo “Ralstonia pickettii in environmental biotechnology: potential and applications”,

M.P. Ryan, et al (2007, p. 756) menciona que Ralstonia pickettii es una bacteria con un



metabolismo diverso y capacidades para la degradacion de mdaltiples contaminantes como

benceno, fenol, cresol y una serie de compuestos aromaticos.

1.2 Bases teoricas

1.2.1 Cromo

El cromo es un metal distribuido por toda la corteza terrestre generalmente en combinacion con
otras sustancias, su mayor concentracion esta en las rocas basicas de donde se extrae para su
posterior uso en la industria. Del total de la producciéon anual a nivel mundial, se calcula que
aproximadamente un 11% pertenece a América latina y es destinado mayoritariamente para la

elaboracién de acero, vidrio y cemento. (Galvao & Corey, 1987, p. 1)

El cromo en la naturaleza se encuentra principalmente en dos formas, la primera con valencia +3
que es relativamente inofensiva, e incluso en bajas concentraciones es indispensable para el
metabolismo del ser humano por su papel dentro de la tolerancia a la glucosa (Galvao & Corey,
1987, p. 1), la segunda con valencia +6, 1000 veces mas toxico que el cromo +3 y con una
solubilidad que le permite transportarse con facilidad dentro de los diferentes cuerpos de agua
(Chévez, 2010, p. 43).

1.2.1.1 Efectos del cromo hexavalente en la salud humana

Segun Luiz. A. C Galvao y Germéan Corey (1987, p. 14), en el cuerpo humano existen tres vias

de acceso de cromo y son las siguientes:

- Via de Inhalacion: Es la via de acceso mas efectiva, permite una absorcion del 50% del
cromo total que ingresa, dependiendo de la forma quimica, el tamafio de la particula y la
solubilidad. Los compuestos hexavalentes se absorben en el pulmdn con mas rapidez que los
compuestos trivalentes. generando cuadros de bronquitis asmatica que desaparece cuando

cesa la exposicion.

- Viadigestiva: Es una via poco eficaz que permite una absorcion de apenas el 6% del cromo

total que ingresa al organismo.

- Via cutanea o por contacto: Es una via de acceso con una capacidad de absorcion

practicamente nula, sin embargo segun Porras (2010, p. 45), el contacto con cromo



hexavalente puede ocasionar dermatitis alérgica y generar Ulceras de 5 hasta 10 mm en el

dorso de las manos y dedos.

Una vez que el cromo es absorbido pasa al torrente sanguineo en forma trivalente la cual se
distribuye a varios érganos, principalmente el higado, el bazo y los huesos, con un tiempo de
permanencia que depende del compuesto que fue absorbido y que puede varias entre 12 horas y
83 dias.

Las principales vias de excrecion son la orina y las heces, sin embargo gran parte del cromo
absorbido puede no ser excretado, permanecer en el pulmén y ser detectado muchos tiempo
después de la exposicion. Debido a este fendbmeno se ha demostrado que la concentraciéon de
cromo en el pulmon puede aumentar progresivamente, incluso desde la nifiez (Galvdo & Corey,
1987, p. 13)

El principal problema de la absorcién de cromo hexavalente ocurre durante la reduccién celular
del mismo, donde se generan radicales libres que atacan al ADN y causan dafios en sus hebras,
ademas afectan a los procesos de replicacién, reparacion y sintesis de ADN, generando
mutaciones, por lo que es considerado un cancerigeno comprobado en humanos de acuerdo a
Sarkar (2002, p. 138) y la IARC (International Agency for Research on Cancer) (Téllez, et al.,
2004, p. 50)

1.2.1.2 Efectos del cromo hexavalente en los ecosistemas (Chavez, 2010, pp. 45-46)

En un ecosistema acuético el cromo hexavalente se presenta muy soluble y estable por lo que es
facilmente transportado, aunque finalmente se reduce a cromo trivalente por accién de sustancias
organicas, azufre, amonio, sulfuro de hierro, acido sulfhidrico y nitritos para después precipitar y

acumularse en los sedimentos que sirven de alimento para especies acuaticas.

En los ecosistemas terrestres por el contrario, el cromo hexavalente es muy inestable por efecto
de las reacciones redox. El cromo trivalente en condiciones acidas facilmente puede transformarse
en cromo hexavalente por lo que no es recomendable depositar residuos de curtiembre en rellenos
sanitarios que contengan residuos de otros procesos industriales que al descomponerse puedan

generar un ambiente acido.



1.2.2 Curtiembre

La curtiembre es una fabrica que transforma el cuero crudo proveniente de la industria de la carne,
en un material estable con caracteristicas adecuadas para la manufactura de calzado, bolsos y otras
prendas de cuero. Esta estabilidad se consigue por medio de la combinacion de las proteinas con

agentes quimicos conocidos como curtientes. (Salvador, 2013, pp. 20-21)

1.2.2.1 Tipos de curtiembre

- Curtiembre artesanal: Contempla procesos manuales en pequefias fabricas, su produccion
es limitada y prioriza la calidad del acabado y la exclusividad de sus productos. (Salinas,
2014, pp. 32-33)

- Curtiembre industrial: Se enfoca en la produccién masiva de cueros, sus procesos se llevan
a cabo con la ayuda de maquinaria y se adicionan compuestos quimicos en las etapas de
curtido o recurtido y tefiido para mejorar la resistencia del producto final. (Salinas, 2014, p.
32)

1.2.2.2 Etapas del proceso de curtido y residuos generados (Zarate, et al., 1993, pp. 6-10)

- Recorte en recepcion: En esta primera etapa se procede a recortar las partes de la piel que
no seran utilizadas en el proceso de curtido como el cuello, la cola y las extremidades, en el
caso de ser piel proveniente de ganado ovino también se debe recortar la lana. Este proceso
genera residuos como carnazas, grasa, sangre y en ocasiones excremento lo que aporta con

carga organica a los residuos de la curtiembre.

- Remojo: Es un proceso que consume grandes cantidades de agua que arrastran consigo
tierra, cloruros y materia organica como sangre y estiércol. Los efluentes del proceso
contienen también hidroxido de sodio, hipoclorito de sodio, tensoactivos y preparaciones

enzimaticas, sustancias quimicas usadas durante el mismo.

- Pelambre: Es un proceso que requiere ablandamiento de la piel para facilitar la eliminacion
de lana o pelo, por lo tanto se utiliza grandes volimenes de agua y cal, este proceso representa

el mayor aporte de carga orgénica y eleva el pH del agua residual entre 11y 12.



Descarne: Este es un proceso mecénico que elimina cualquier resto de carnazas y grasas que

pueda quedar en la piel, dejando como resultado residuos con alta carga organica y humedad.

Desencalado: En este proceso se retira los restos de cal y sulfuros usados en etapas anteriores
para evitar interferencias durante el curtido, para esto se utiliza acido sulfarico, clorhidrico,

lactico, formico y borico, los cuales estaran presentes en el agua residual del proceso.

Desengrase: Para el desengrase se utilizan grandes volimenes de agua junto a agentes
tensoactivos y solventes como resultado en las descargas encontramos materia organica y

solventes como el kerosene, monoclorobenzeno y percloroetileno (en ciertos casos).

Purga: En la purga se realiza una limpieza de los poros de la piel utilizando tripsina y

enzimas proteoliticas, las mismas que estaran presentes en las descargas con un pH neutro.

Piquelado: En esta etapa se prepara la piel para absorber los compuestos usados durante el
curtido, en primer lugar se utiliza cloruro de sodio para permitir que la piel soporte la accion
de los acidos sulfirico y férmico que se afiaden posteriormente. Las descargas de este
proceso presentan elevada salinidad y un pH entre 2.5y 3.

Curtido: Este proceso es el mas importante y permite que el coldgeno de la piel se estabilice,
para esto se emplean curtientes vegetales o minerales, siendo las sales de cromo trivalente
las mas utilizadas a nivel industrial. EI cromo que no ha sido fijado en la piel es arrastrado

por el agua generando efluentes con contenido de Cr 111 y en menor proporcién de Cr VI.

Escurrido: Es un proceso mecanico que elimina la humedad de la piel. Su efluente es de

bajo volumen pero puede llegar a ser contaminante por la presencia de cromo.

Rebajado: Al igual que el escurrido, es un proceso mecanico que permite que la piel
adquiera un grosor uniforme. Este proceso genera la mayor cantidad de residuos sélidos y es

potencialmente contaminante por la presencia de cromo.

Recurtido y tefiido: Es este segundo curtido se utilizan sales diferentes al cromo y curtientes
sintéticos como los sintanos, para el teflido es comdn usar tintes con base de anilina a altas

temperaturas.

Recorte y acabado: Nuevamente se da uniformidad al cuero, lo cual puede generar residuos

solidos



1.2.2.3 Volumen de agua usado por proceso

Las diferentes tipos de agua residual generados en una curtiembre, son resultado del uso de
grandes volimenes de agua en cada uno de los procesos (Ver Tabla 2-1). Como resultado, el agua
puede arrastrar materia en suspension y agentes contaminantes que alterar sus propiedades fisicas,

quimicas y biolégicas. (Méndez, et al., 2007, p. 21)

Tabla 1-1: Volumen de agua por proceso en la curtiembre

OPERACION VOLUMEN DE_ AGUA
(% peso de pieles)

Pre-remojo 300
Enjuague 600
Remojo 300
Enjuague 1000
Pelambre 300
Enjuague 1000
Descarne -
Desencalado 200
Purga 200
Desengrase 100
Enjuague 500
Piquelado 80
Curtido 70

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
Fuente: (Zarate, et al., 1993, p. 26)

1.2.3 Industria de curtiembre en Ecuador (Salinas, 2014, pp. 21-23)

En Ecuador, el inicio de la industria de la curtiembre data de la época precolombina, época en la
cual el cuero era usado para cubrir el cuerpo del frio y como escudo en guerras, con la llegada de
los espafioles y la aparicion del primer vehiculo se da inicio a la industria manufacturera de

calzado, ropa y pastas de libros.

Durante la época colonial, Ambato en la provincia de Tungurahua se convierte en la principal
ciudad curtidora de cuero del pais, hecho que se mantiene hasta la actualidad (Ver Grafico 1-1),
posteriormente en los afios 90 se funda la Asociacion Nacional de Curtidores de Ecuador (ANCE)
que en la actualidad procesa anualmente un promedio de 350 mil pieles, destinadas para el

consumo interno
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Grafico 1-1: Principales provincias productoras de
cuero en Ecuador.

Fuente: (Salinas, 2014, p. 23) Asociacion Nacional de Curtidores del Ecuador.

1.2.4 Limites maximos permisible para descarga de cromo hexavalente

1.2.4.1 Legislacion ecuatoriana

En el Anexo 1 del libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
Ambiente de Ecuador, la tabla 8 menciona un limite maximo permisible de cromo hexavalente
en agua para uso pecuario de 1 mg/L, la tabla 11 menciona un limite maximo permisible para
cromo hexavalente en vertidos al alcantarillado de 0.5 mg/L y la tabla 12 menciona un limite
maximo permisible de cromo hexavalente para vertidos en cuerpos de agua dulce de 0.5 mg/L.
(TULSMA, 2015, pp. 316-333).

1.2.4.2 Legislacion Sudamericana

Argentina en su Decreto 674/89/ Disposicion 79179/90-Nacion, Anexo A para limites permitidos
en el vertido a colectora cloacal, conducto pluvial y curso de agua, establece un limite maximo

permisible para cromo hexavalente de 0.2 mg/L.

Colombia, en su resolucion No 0631 de 2015 del Ministerio del Ambiente y Desarrollo
Sostenible, dentro del dmbito de descargas a cuerpos de agua superficiales y sistemas de
alcantarillado, para los procesos de elaboracion de articulos de piel, curtido y adobo de pieles
establece un limite maximo permisible para cromo hexavalente de 1.5 mg/L, superior al limite

maximo permisible en Ecuador.

Por el contrario, Perd en su Decreto Supremo No 003-2002-PRODUCE sobre limites maximos

permisibles y valores referenciales para las actividades industriales de cemento, cerveza,
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curtiembre y papel, establece un limite maximo permisible de cromo hexavalente para descarga
al alcantarillado de 0.4 mg/L y para descarga a cuerpos de agua superficiales de 0.3 mg/L, valores

menores a los establecidos en la legislacion ecuatoriana.

1.2.5 Tratamientos convencionales para Cr VI en aguas residuales de curtiembre

1.2.5.1 Intercambio iénico

Una de las principales aplicaciones del intercambio i6nico es la recuperacion de metales, un claro
ejemplo es la recuperacion de Cromo hexavalente en efluentes residuales. EI método consiste en
pasar el agua residual por un cambiador catiénico que se encarga de eliminar metales extrafios
como hierro, niquel, cobre o cromo trivalente, el cromo hexavalente (Cr*®) presente en forma de
CrO4? es eliminado por un cambiador aniénico que como resultado nos da agua desmineralizada
apta para el uso. ElI cromo hexavalente se recupera regenerando el cambiador aniénico con
hidroxido sodico, esto libera CrO4Naz que a su vez pasa por un cambiador catiénico el cual
reemplaza el sodio por hidrogeno dando como resultado una solucién é&cida (CrOsH) que se
puede recuperar. (Weber, 2003, p. 301)

Este método puede recuperar cromo hexavalente de aguas residuales con una concentracién no
mayor a 119 g CrO.* / litro, siempre y cuando no existan materiales que puedan dafiar o

impurificar las resinas usadas en el proceso.

Lavado de

"J&':o : los cromados ™2'5%¢n > Regenerante
g - 0, gastado
My croi Ac’q Na,CrO4 ..250‘
Cambiador Cambiador Cambiador
catibnico anidnico catidnico
forma écida forma basica forma icida
crof > Regenerante o
10% NaOH Regenerante
- ege
% HyS0,

Agua producto Rowperdonzao‘u-m
Figura 1-1: Diagrama de tratamiento de agua residual por intercambio idnico.

Fuente: (Weber, 2003, p. 302)
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1.2.5.2 Reduccioén fotocatalizada

El fendbmeno fotocatalitico se basa en la excitacion de un sélido semiconductor como el TiOa,
ZnO, CdS, ZnS, entre otros por medio de irradiacion de luz ultravioleta (UV- visible). Esta
radiacion promueve electrones desde la banda de valencia hasta la banda de conduccion,
generando asi una zona reductora (exceso de electrones) en la banda de conduccion y una zona

oxidante (deficiencia de electrones) en la banda de valencia (Tapia, et al., 2002, p. 469)

Una vez que el catalizador ha llegado a su estado de excitacion los electrones de la banda
conductora que estan en exceso se pueden transferir a un compuesto receptor de electrones como
lo es el Cr*® (cromo hexavalente), provocando su reduccion. En su investigacion Tapia, et al
(2002, p. 469) us6 TiO, como catalizador para reducir 50 ml de Cr *¢ en concentracion de 100
mg/L, obteniendo como resultado un 97.8 % de reduccién de Cr *®en un sistema modelo y un

81.3 % de reduccion de Cr *¢ en un efluente de curtiembre.

1.2.5.3 Electrocoagulacién

La electrocoagulacién es un proceso que consiste en la creaciéon de fléculos de un hidréxido
metalico (generalmente hierro) por disolucién de electrodos de un anodo soluble (ver Figura 5-
1), los cuales reaccionan con cromo hexavalente para generar cromo trivalente. (El - Taweel, et
al., 2015, p. 183)

Sludge layer

H @q) Flotation H,, (gas)
o, (gas)

Metal " oH~
M(OH )n
Pollutant
Coagulation
Anode Cathode
Oxidation Reducton

Precipitate

——eee— |

Sediment Layer

Figura 2-1: Diagrama de tratamiento de agua residual
por electrocoagulacion.

Fuente: (El - Taweel, et al., 2015, p. 184)
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A un pH de entre 0.9 y 6.5 la reaccidn que ocurre es la siguiente:

HCrO4 (aq) + 3Fe?* (aq) + 7H* (aq) = Cr®* (aq) + 3Fe* (aq) + 4H,0 (1)
A un pH de entre 6.5y 7.5 la reaccidn que ocurre es la siguiente:

CrO42 (aq) + 3Fe? (aq) + 4H,0 (1) > 3Fe®** (aq) + Cr®* (aq) + 80H (aq)
A un pH mayor a 7.5 la reaccion que ocurre es la siguiente:

CrO42 (aq) + 3 Fe (OH), + 4H,0 (1) = Cr (OH); + 3 Fe (OH); + 20H (aq)

1.2.6 Tratamientos bioldgicos para Cr VI en agua residual de curtiembre

1.2.6.1 Fitorremediacion

La fitorremediacion es el uso de especies vegetales para la transformacion, remocion y
acumulacién de contaminantes en suelo y agua, este proceso es llevado a cabo in situ y su grado
de efectividad depende de factores como la disponibilidad del contaminante y el nivel de

contaminacién

Segun Kamnev y Van der Lelie, 2000 citados en (Beltran & Gémez, 2016, p. 187) Brassica
sp, Alyssum sp, Arabidopsis sp y Petrisis sp son especies implicadas en la fitorremediacion de

cromo y por tanto pueden ser usadas en la remediacién de ambientes contaminados.

1.2.6.2 Biorremediacion

La biorremediacion es todo proceso en el cual los microorganismos reciclan materia orgéanica y
separan iones inorganicos como un proceso natural bajo las condiciones adecuadas de oxigeno

residual, nutrientes y contacto con el sustrato (Castillo Rodriguez, et al., 2005, p. 366).

En cuanto a las aguas residuales de curtiembre, los microorganismos son capaces de remover o
detoxificar el cromo hexavalente mediante diversos mecanismos activos y pasivos, ademas son

capaces de sedimentar y solubilizar el cromo trivalente. (Benitez, 2011, p. 29)

Dhal et al, 2013 citado en (Beltran & Gomez, 2016, p. 180) menciona que Pseudomonas sp,
Micrococcus sp,Bacillus sp, Achromobacter sp, Microbacterium sp, Arthrobacter sp, Vogesella
indigofera y Corynebacterium sp, estan implicados en la biorremediacion de cromo hexavalente,

y por tanto pueden ser usados en remediacion de medios contaminados.
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En el caso de hongos y levaduras, Gutiérrez et al. Citado en (Benitez, 2011, p. 30) reporta que las
especies Candida sp, Pichia sp, Aspergillues sp, Rhyzopus sp y Penicillium sp son capaces de
transformar cromo hexavalente en especies reducidas menos toxicas e incluso han sido

implementadas en tratamientos biol6gicos para la descontaminacion de efluentes industriales.

1.2.7 Mecanismos microbianos de resistencia a metales pesados

Los microorganismos responden a la presencia de metales pesados usando diferentes mecanismos
de adaptacién, segun Rajendran, et al, (2003, p. 938) estos mecanismos pueden 0 no ser de origen

enzimatico.

El microorganismo puede restringir la entrada del metal a la célula creando una barrera de
permeabilidad para proteger sus componentes celulares mas sensibles, como lo hace E.coli en su
mecanismo de exclusién de Cu Il. Pseudomonas sp por su parte protege sus componentes
celulares mediante la union del metal a la membrana celular, este mecanismo es eficiente solo a
bajas concentraciones debido a la rapida saturacion de las zonas de unién y en Pseudomonas sp

esta codificado por los genes copA, copB, copC y copD (Bruins, et al., 2000, p. 200).

Algunos microrganismos resisten a elevadas concentraciones de metales pesados reduciendo el
nivel de toxicidad de los mismos, Pseudomonas fluorescens o Enterobacter clocae por ejemplo
son capaces de reducir CrO4> a Cr (OH); y Alcaligenes faecalis es capaz de transformar el AsOy
en AsO.* (Rajendran, et al., 2003, p. 937).

De acuerdo a Bruins, et al, (2000, p. 203) existen también mecanismos para el secuestro de
metales los cuales pueden ocurrir internamente como en el caso de Synechococcus sp que produce
metalotioneina para unirse a metales como Cd Il y Zn Il y posteriormente secuestrarlos o
externamente como en el caso de Saccharomyces cerevisiae que excreta grandes cantidades de

glutatién para secuestrar Ni Il y reducir la absorcién del mismo.

Marrero-Coto et al, (2010, p. 68) menciona que los microorganismos disminuyen la acumulacién
de metales mediante un sistema de transporte activo hacia el exterior de la célula (Ver Tabla 2-
1), también menciona que una célula para un mismo componente puede presentar mecanismos
bilaterales como en el caso de Escherichia coli que posee mecanismos de entrada para iones Zn

I1'y mecanismos de salida para el exceso.
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Tabla 2-1: Sistemas bacterianos para expulsion de iones inorganicos tdxicos.

Gen/operon lones transportados Mecanismo de expulsion
arsAB AsOz ATPasa
arsB AsOy Quimiosmotico
cada Cd? ATPasa tipo P
chrA CrO4 Quimiosmético
COpA Cu* ATPasa tipo P
cusCFBA Cu* Quimiosmotico, RND
CzcCBA Cd?%, zn**, Co? Quimiosmético, RND
czcD Cd** Quimiosmético, CDF
nccCBA Ni%*, Co?*, Cd* Quimiosmético, RND
pbrA Pb?* ATPasa tipo P
silCBA Ag* Quimiosmotico, RND
silP Ag* ATPasa tipo P
ZitA Zn** ATPasa tipo P
zitB Zn* Quimiosmético, CDF

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
Fuente: (Cervantes, et al., 2006, p. 204)

Segln Cervantes et al, (2006, p. 205) el sistema de expulsién para cromato (CrO42) fue
identificado en los plasmidos que codifican la proteina chrA en Pseudomonas arruginosa y C.
metallidurans, la misma que expulsa el cromato del citoplasma mediante un proceso

quimiosmotico.

1.2.8 Mecanismos bioquimicos para la biorremediacion de metales pesados

1.2.8.1 Bioacumulacion

En los microrganismos, el proceso de bioacumulacion inicia con la union del metal a la superficie
celular mediante mecanismos electrostaticos, fuerzas de Van der Waals o interacciones redox
(Rajendran, et al., 2003, p. 937), una vez que ocurre la unién se activa un mecanismo que
internaliza el metal generando un gasto energético a través del sistema H* - ATPasa y finalmente
cuando el metal logra llegar al citoplasma, este es secuestrado por un grupo de proteinas llamadas
metalotioneinas. En el caso de los hongos el metal es compartimentado dentro de una vacuola
(Marrero, et al., 2010, p. 73)
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Ahemad y Malik (2012, p. 18) demostraron en su estudio una capacidad de acumulacion maxima
de Zn de 29 mg g* de peso celular seco y de Cu de 25 mg g de peso celular seco, en tres cepas

bacterianas aisladas de suelo agricola regado con aguas residuales industriales y domésticas.

Para cromo hexavalente, Srinath et al, (2002, p. 431) demostro6 que las cepas Bacillus circulans y
Bacillus megaterium son capaces de acumular 34.5 mg (CrVI1) gty 32 mg (CrVI) g* de peso

celular seco respectivamente a partir de una concentracion inicial de 50 mg /Cr V1) I,

1.2.8.2 Transformacion de valencia

Segun Garbisu et al, 2003 citado en (Beltran & Gémez, 2016, p. 177) los microrganismos tienen
la capacidad de reducir un metal enziméaticamente mediante procesos metabolicos que no estan
relacionados a la asimilacion del metal, logrando cambiar su valencia y disminuir su toxicidad
(Ver Figura 3-1).

En el caso del cromo hexavalente, la reduccion a cromo trivalente ocurre gracias a la accion de
ciertas reductasas como la cromato reductasa caracterizada en Pseudomonas ambigua (Marrero,
etal., 2010, p. 69).

+ endogenous e

\cl'nhin'/ + NAD(P)H
—— R CTEUN e 3 =
Anaerobic

+ endogenous ¢
+NAD(P)H

/ ATP

ADP

SR/MR
cytochrome

enzymes

Carbohydrate, Oxidation products
protein, fat or H, or H*

Figura 3-1: Mecanismo de reduccion de cromo hexavalente.

Fuente: (Pradhan, et al., 2017, p. 10)

De acuerdo a Wang y Shen (1995, p. 160), son varios los microorganismos capaces de reducir Cr

V1 aCr I, de los cuales la mayoria son anaerobios facultativos (Ver Tabla 3-1).
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Tabla 3-1: Microorganismos que reducen Cr VI a Cr I1I.

MICROORGANISMO SUSTRATO CONDICION REDOX
Achromobacter eurydice Acetato, glucosa Anaerobia
Eromonas dechromotica Galactosa, manosa, sacarosa, Anaerobia
fructosa, lactosa
Bacillus cereus Acetato, glucosa Anaerobia
Bacillus subtilis Acetato, glucosa Anaerobia
Micrococcus roseus Acetato, glucosa Anaerobia
Escherichia coli Acetato Anaerobia
Pseudomonas ambigua Caldo nutritivo Aerobia
Pseudomonas aeruginosa Acetato, glucosa Anaerobia
Pseudomonas fluorescens Glucosa Aerobia
Pseudomonas dechromaticans Peptona, glucosa Anaerobia

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
Fuente: (Wang & Shen, 1995, p. 160)

1.2.8.3 Precipitacion quimica extracelular

Es un mecanismo no enzimatico el cual tiene lugar cuando los microrganismos secretan iones

sulfatos, fosfatos y carbonatos que precipitan iones metalicos como una forma de inmovilizacion
del metal (Beltran & Gémez, 2016, p. 178).

Algunos microorganismos son capaces de excretar moléculas acomplejantes de hierro

denominadas sideroforos, los cuales suelen tener afinidad por los metales pesados como es el caso

de Pseudomonas aeruginosa que presenta especificidad para Cd, por lo que puede ser usada en

procesos de biolixiviacion y recuperacion del metal Gilis et al, citado en (Beltran & Gémez, 2016,

p. 178)

Garbisu et al, citado en (Beltran & Gomez, 2016, p. 179) menciona que las bacterias reductoras

de sulfato son capaces de convertir el sulfato en sulfuro de hidrégeno, el cual reacciona con los

metales para formar sulfuros metélicos insolubles como el sulfuro de cadmio.

1.2.8.4 Mecanismo simbiotico

Segun lo reportado por Jing et al, 2007 y Chaudhry et al, 2005 citados en (Beltran & Gomez,

2016, p. 179) la posibilidad de combinar microorganismos con especies vegetales puede ser

beneficioso para el proceso de remediacion, pues el microorganismo aumenta la disponibilidad

del contaminante y la planta aporta con su remocion.
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El mecanismo simbidtico también es beneficioso para el crecimiento tanto de la planta como el
microorganismo pues la planta provee de nutrientes y el microorganismo aumenta el desarrollo
de la raiz aumentando su capacidad de acumulacion segin Wu et al, 2010 citado en (Beltran &
Gbmez, 2016, p. 179)

De acuerdo a Gonzalez-Chavez (2005, p. 33) las micorrizas: ectomicorrizas (species arboreas y
actinomicetes) y micorriza ericoide (miembros de la familia Ericaceae y ascomicetes) son de gran
importancia para la remediacion de ambientes contaminados con elementos potencialmente

toxicos como metales pesados y derivados de petrdleo.

1.2.9 Ralstonia pickettii

Gonzélez-Chavez (2005, p. 32) menciona que las bacterias aisladas con mayor frecuencia de
ambientes contaminados por el hombre con elementos potencialmente toxicos como metales
pesados y derivados de petréleo son: Burkholderia picketti, Burkholderia solanacearum y
Alcaligenes eutrophus, por el contrario en ambientes contaminados naturalmente destaca a los

géneros Pseudomonas y Acinetobacter.

Ralstonia es un género recientemente designado para miembros anteriores del género
Burkholderia. Ralstonia pickettii es una bacteria gram negativa, no fermentativa, oxidasa positiva
y ubicua en el ambiente. Es un organismo oligotréfico capaz de adaptarse y crecer en medios con
una concentracién muy baja de nutrientes, ademas varias investigaciones han demostrado su
capacidad para degradar varios contaminantes como fenol, benceno, tolueno, entre otros (Ver
Tabla 4-1). (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 754)

De acuerdo a la investigacion de Xie et al, (2010, pp. 4062-4063) el rango de temperatura en la
que R. pickettii se desarrolla es de 20 a 45 °C, sin embargo presenta mayor crecimiento entre 35
y 37 °C, en cuanto al pH, el rango de desarrollo va de 4 a 10 siendo a pH neutro donde se observa
mayor crecimiento. Xie et al, también analizé posibles fuentes de carbono para el desarrollo de
R. pickettii evidenciado crecimiento en sacarosa, D-Maltosa, D-Threalosa, D-Celobiosa, D-
Manosa, D-Fructosa, D-Sorbitol, D-Manitol, D-Galactosa, D-Serina, Pectina, Bromato de sodio,
entre otros.

Mijnendonckx et al, (2013, p. 355) evalud la resistencia de la cepa ATCC 27511 Ralstonia
pickettii a metales pesados obteniendo los siguientes resultados en medio liquido: 0.0010 mM
para Ag*, 0.00130 mM para Hg?*, 0.25 mM para Cd?*, 3.125 mM para Co?*, 3 mM para Zn %,
0.75 mM para Cu?*, y 1 mM para Ni?*.

18



Tabla 4-1: Compuestos toxicos degradados por R. pickettii.

SUSTRATO GENES RESPONSABLES
Benceno Ruta thu
Meta-cresol Ruta thu
Orto-cresol Ruta thu
Para-cresol Ruta thu
1,4-dioxano Ruta tbu
Nitrobenceno Ruta tbu, locus pnb
N-nitrosodimetilamina Ruta thu
Fenol Ruta thu
Tolueno Ruta thu
Pentaclorofenol No conocido
Quinolina No conocido

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
Fuente: (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 755)

Ralstonia pickettii posee un regulén denominado “Ruta tbu” que codifica las enzimas encargadas
del catabolismo del benceno, tolueno e hidrocarburos alquilaromaticos (Kahng, et al., 2000, p.
1232) y constituye el mecanismo mas importante para la degradacion de compuestos toxicos de
naturaleza orgéanica (Ver Tabla 4-1).

19



CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion es de tipo exploratorio con disefio experimental, pues la manipulacion de

variables mediante metodologias conocidas permitira aceptar o rechazar una hipotesis.

Disefio experimental

El disefio experimental de la presente investigacion fue unifactorial con n tratamientos.

Tabla 1-2: Disefio experimental de la investigacion.

CONCENTRACION FINAL DE Cr VI (mg/L)
UNIDAD DE ) TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)
] REPETICIONES
ANALISIS 24 48 72
UA1 3 - - -
UA?2 3 - - -
UA3 3 - - -

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

2.2 Unidad de anélisis

Concentracion de cromo hexavalente (mg/L).

2.3 Poblacién de estudio

Agua residual proveniente de curtiembre.
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2.4 Tamanfo de la muestra

El tamafio de la muestra se compone de 30 ensayos de 100 ml cada uno, dando un total de 3000

ml por curtiembre.

2.5 Diagrama de procedimiento

} !

Caracterizacion del agua Activacién de la Conservacion de
residual de curtiembre cepa la cepa

l }

Evaluacion de la
resistencia al cromo
hexavalente

!

¢Medio favorable
para el desarrollo
bacteriano?

NO Sl Pruebas de degradacion
v de cromo hexavalente
No es posible en agua sintét_ica en
aplicar un laboratorio
tratamiento
biolégico con
R. pickettii

Pruebas de degradacion
de cromo hexavalente
en agua residual de
curtiembre, en
laboratorio

Analisis estadistico e
interpretacion de
resultados
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2.6 Etapas de la investigacion

2.6.1 Preparacion de medios de cultivo

- Agar nutritivo: Se utilizd para la siembra en placa de R. pickettii, para su preparacién se

siguieron las indicaciones del fabricante Difco (Ver Anexo A).

- Caldo nutritivo: Se utiliz6 para la siembra en medio liquido de R. pickettii, para su
preparacion se siguieron las indicaciones del fabricante Difco (Ver Anexo B).

- Agar PCA (Plate Count Aar): De acuerdo al fabricante Difco, el agar PCA esta disefiado
para el conteo de bacterias aerobias en agua, agua residual y alimentos, por lo tanto se utiliz6
para el conteo de heterétrofos en las muestras de agua residual de curtido. Para su
preparacion se siguieron las indicaciones del fabricante (Ver Anexo C).

2.6.2 Preparacion de medios de cultivo suplementados

Tanto el medio sélido (agar nutritivo) como el medio liquido (caldo nutritivo) se suplementaron
con soluciones de dicromato de potasio (K2Cr.0O7) para alcanzar las concentraciones de cromo
hexavalente necesarias. Para la evaluacion de la resistencia al Cr V1 se prepararon 50, 100, 150,
200 y 250 mg/L de dicromato de potasio y para las pruebas de gradacién en agua sintética se

prepararon 5, 10 y 15 mg/L de dicromato de potasio.

2.6.3 Activacion de la cepa de Ralstonia pickettii

La activacion de R. pickettii se realizd en placas de agar nutritivo, siguiendo las instrucciones del
distribuidor para la activacién de formatos KWIK-STIK (Ver Anexo A), las placas se incubaron
durante 48 horas a 35°C.

2.6.4 Elaboracion del cultivo overnight

Para elaborar un cultivo overnight se sembr6 la bacteria en caldo nutritivo y se incub6 a 35 °C

(aproximadamente 8 horas), posteriormente se compard la turbidez del cultivo con el nefelémetro
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ndmero 0.5 de la escala de McFarland (Ver Figura 1-2) equivalente a aproximadamente 1X108
UFC por mililitro. (Pasteran & Galas, 2008, p. 34)

Figura 1-2: Cultivo overnight.

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
A: Blanco sin inéculo, B: Cultivo overnight, C: 0.5 McFarland

2.6.5 Conservacion de la cepa

2.6.5.1 Subcultivos

Para la realizacion de los subcultivos se tom6 una muestra del cultivo principal con la ayuda de
un asa de siembra y se realizd un estriado de tres zonas en una placa fresca de agar nutritivo,

posteriormente se sell6 con parafilm y se incubo a 35 °C.

Los subcultivos se realizaron cada 15 dias, tiempo en el cual se evidencio deshidratacion del
medio y pérdida de grosor. (Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia,
2016, p. 21)

2.6.5.2 Congelacion ordinaria

Para la congelacion ordinaria se tom6 una muestra del cultivo principal de Ralstonia pickettii y
se realiz6 un cultivo overnight en caldo nutritivo el cual se compar6 con el estandar 0.5 de la
escala de McFarland aproximadamente 1x10® UFC/ml (Pasteran & Galas, 2008, p. 39) , una vez
alcanzada la concentracion requerida se tom6 0.2 ml de cultivo y se inocularon en tubos eppendorf
de 2 ml con un agente preservante al 30% (0.7 ml de caldo nutritivo y 0.3 ml de glicerol), por
altimo se congel6 la cepa a -20 °C (Ver Anexo E) (Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia, 2016, p. 23)
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2.6.6 Caracterizacion del agua residual de curtiembre

2.6.6.1 Muestreo

Para cada curtiembre se tomd una muestra de tipo simple, siguiendo los lineamientos de la NTE
INEN 2176:1998. Tomando las debidas precauciones y con el equipo de proteccion personal
adecuado se realizo tres enjuagues del envase con el agua residual, posteriormente se llend el
envase por completo, se tapd herméticamente, se rotuld y finalmente se refriger6 hasta su analisis
en el laboratorio de acuerdo a la NTE INEN 2169:2013.

Los envases que se usaron para el muestreo fueron de plastico y previamente lavados con un
detergente libre de fosfatos de acuerdo a la NTE I.NEN 2169:2013.

2.6.6.2 Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos

La caracterizacion del agua residual se realiz6 durante tres dias diferentes de produccion en cada

curtiembre para evaluar posibles variaciones en los valores de los pardmetros analizados.

- Temperatura: Se midié insitu con un termémetro infrarrojo digital marca One Technology,
modelo GM320 con un rango de medicion de -50 °C a 380 °C.

- pHy Conductividad: Se midieron exsitu, en el laboratorio de calidad del agua de la Facultad
de Ciencias de la ESPOCH, la muestra se dejé reposar hasta que alcanzara la temperatura
ambiente luego de ser transportada a 4°C (aproximadamente), se transfirieron 100 ml de la
muestra a un envase limpio y se procedi6 a la medicién en un multimetro marca Consort
modelo C562.

- Cromo hexavalente: Se realiz6 en el laboratorio de calidad del agua de la Facultad de
Ciencias de la ESPOCH, mediante el método de 1,5-Difenil-carbohidracida usando el
reactivo de la marca HACH, en un Fotdmetro marca HACH modelo DR 2800 (Ver Anexo
B)

- Conteo de heterétrofos: Se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias de la ESPOCH usando el método de diluciones seriadas, en placas de agar PCA se
sembré hasta la dilucion 107, se incubaron a 35°C y finalmente a las 72 horas se realiz6 el
conteo, debido a que en las primeras 48 no se observo crecimiento. (Aquiahuatl Ramos &
Pérez Chabela, 2004, pp. 68-69)
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2.6.7 Evaluacion de resistencia al cromo hexavalente

La evaluacion de la concentracion minima inhibitoria de cromo hexavalente se llevé a cabo en
placas de agar nutritivo suplementado con dicromato de potasio en las concentraciones: 50, 100,
150, 200 y 250 mg/L, las cuales estan dentro del rango de resistencia de otros géneros bacterianos
como Pseudomonas o Alcaligenes (Moraga , et al., 2003, pp. 93-94)

Para cada concentracién se sembraron dos placas usando una técnica de puncion para obtener
colonias separadas y diferenciables, ademas se sembraron dos placas de control con agar nutritivo

sin suplementar y se incubaron a 35°C por 48 horas.

2.6.8 Pruebas de degradacion de cromo hexavalente en agua sintetizada en laboratorio

Para evaluar la capacidad de degradacion de R.pickettii de cromo hexavalente se utilizé caldo
nutritivo suplementado con dicromato de potasio (Hernandez, et al.,, 2016, p. 68) en
concentraciones de 5,10 y 15 mg/L, las cuales son mayores al limite maximo permitido por la
legislacion ecuatoriana para descargas al sistema de alcantarillado o cuerpos de agua, por lo tanto

requieren tratamiento.

Se establecieron 3 unidades de analisis con 3 repeticiones para garantizar la fiabilidad del ensayo
(Ver Figura 2-2), las unidades de analisis fueron inoculadas a partir de un cultivo overnight en
diferentes concentraciones (Ver Tabla 1-2) y se incubaron a 35°C por 72 horas. Ademas se realizé

un blanco sin indculo el cual se incubo bajo las mismas condiciones que las unidades de anélisis.

Transcurridas las 72 horas se tomaron muestras de 10 ml en tubos de ensayo, se centrifugaron a
3000 rpm durante 15 minutos (Hernandez, et al., 2016, p. 68) y se midid la concentracion de

cromo hexavalente.

Figura 2-2: Pruebas de degradacion de Cr VI en agua sintética

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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Tabla 2-2: Disefio experimental para las pruebas de degradacién de Cr VI en agua sintética

3 (3 x 108 UFC)

Blanco (sin biomasa)

Unidad de analisis | Repeticion | Concentracion inicial de cromo hexavalente (mg/L)
Unidad de analisis
1 (108 UFC) 3
Unidad de analisis 3
2 (2 x 108 UFC) 5 10 15
Unidad de analisis 3

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

2.6.9 Pruebas de degradacion de cromo hexavalente en agua residual de curtiembre

Se establecieron 3 unidades de analisis con 3 repeticiones para garantizar la fiabilidad del ensayo,

las unidades de analisis se inocularon a partir de un cultivo overnight en diferentes

concentraciones (Ver Tabla 2-2) y se incubaron a 35°C. Ademas se realiz6 un blanco sin in6culo

el cual se incubd bajo las mismas condiciones que las unidades de analisis.

- Unidad de analisis 1: 80% de agua residual, 10 % de nutrientes (caldo nutritivo) y 10% de

biomasa.

- Unidad de andlisis 2: 75% de agua residual, 10 % de nutrientes (caldo nutritivo) y 15% de

biomasa.

- Unidad de andlisis 3: 70% de agua residual, 10 % de nutrientes (caldo nutritivo) y 20% de

biomasa,

A las 24, 48 y 72 horas se tomaron muestras de 10 ml en tubos de ensayo, se centrifugaron a 3000

rpm durante 15 minutos (Hernandez, et al., 2016, p. 68) y se midid la concentracion de cromo

hexavalente.
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Tabla 3-2: Disefio experimental para las pruebas de degradacion de Cr VI en agua residual.

Unidad de analisis | Repeticién Tiempo de incubacién (horas)
Unidad de andlisis 1 3
Unidad de analisis 2 3
24 48 72
Unidad de analisis 3 3
Blanco sin inéculo

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1 Activacion de la cepa de Ralstonia pickettii

El desarrollo de la cepa de R.pickettii con nimero de referencia ATCC 700591 vy viabilidad >1000
UFC por pallet (Ver Anexo C), tuvo lugar dentro de 72 horas a 35 °C en agar nutritivo.
Posteriormente se evalué su estabilidad morfol6gica comparando sus caracteristicas
macroscopicas con las establecidas en el certificado de analisis emitido por el distribuidor
Microbidligics. (Ver Tabla 1-3)

Tabla 1-3: Estabilidad morfol6gica de la cepa ATCC 700591

Cepa ATCC 700591
w Descripcion Fotografia
Borde o margen Entero ——
Frente a la luz Brillante / &
Forma Circular, aproximadamente a ‘
los 8 dias e presenta irregular \ 7,

Color Blanco grisaceo ~=
Tamario Pequefio
Superficie Lisa
Consistencia Cremosa

Pigmentacion o cromogénesis | No presenta
Medio, T °C Agar nutritivo, 35°C

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

La estabilidad morfoldgica se mantuvo por aproximadamente 15 dias, pasado este tiempo las
colonias presentaron coloracion amarillenta en el centro y se evidencié deshidratacion del medio,

por lo que se prepararon nuevos cultivos en medio fresco.
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El Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (2016, p. 20) menciona
tiempos de conservacion por el método de subcultivos de 1 semana en géneros como
Acinetobacter, Actinobacillus o Lactobacillus hasta 8 meses en Streptomices y Clostridium. El
tiempo de conservacion de R. pickettii de aproximadamente 15 dias, de acuerdo a Berger, 1970
citado en (Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, 2016, p. 21) pudo
deberse a la utilizacion de medios de cultivo ricos en nutrientes, lo que ocasiona que el
metabolismo microbiano se acelere y el medio sea consumido en poco tiempo, considerando que

este es un género oligotrdfico.

3.2 Caracterizacion del agua residual de curtiembre

Tabla 2-3: Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del agua residual.

LIMITE
; MUESTREO | MUESTREO | MUESTREO MAXIMO
CURTIEMBRE PARAMETRO
1 2 3 PERMISIBLE
(TULAS)
Temperatura (°C) 15.7 16.1 15.2 <40
pH (adimensional) 441 3.90 4.27 5-9
Conductividad
19.9 22.9 23.7 -
. (mS/cm)
Curtiembre A i
Concentracion  de
0.14 0.20 0.18 0.5
Cr VI (mg/L)
Conteo microbiano
0 0 0 -
(UFC)
Temperatura (°C) 15.9 155 15.3 <40
pH (adimensional) 3.49 421 411 5-9
Conductividad
16.8 17.1 16.2 -
) (mS/cm)
Curtiembre B
Concentracion  de
0.16 0.22 0.21 0.5
Cr VI (mg/L)
Conteo microbiano
0 0 0 -
(UFC)
Temperatura (°C) 15.6 16.1 15.8 <40
pH (adimensional) 4.39 412 3.97 5-9
Conductividad
11.2 9.45 8.61 -
. (mS/cm)
Curtiembre C
Concentracion  de
0.10 0.13 0.09 0.5
Cr VI (mg/L)
Conteo microbiano
10500 450 600 -
(UFC/ml)

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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Temperatura: Los valores de la temperatura en las curtiembres A, B y C se encuentran en
el rango adecuado para el desarrollo de microrganismos mesoéfilos (Castillo Rodriguez, et
al., 2005, p. 383), sin embargo, de acuerdo a la investigacion de Xie et al, (2010, p. 4062)
los valores de 15.2 a 16.1 °C obtenidos en los analisis se encuentran por debajo del minimo
requerido de 20 °C para el correcto desarrollo de R. pickettii, por lo que para un posible
tratamiento de agua residual de curtiembre se deberia adecuar las condiciones de temperatura

para obtener resultados satisfactorios.

pH: Los valores de pH obtenidos en las curtiembres A, B y C nos indican que el agua
residual posee las caracteristicas de un medio 6ptimo para el crecimiento de acidofilos los
cuales se encuentran en pH de 1 a 5 segun (Castillo Rodriguez, et al., 2005, p. 386). En su
investigacion Xie, et al (2010, p. 4062) reporta un valor minimo de pH para el crecimiento
de R. pickettii de 4, por lo tanto su uso en un tratamiento de agua residual de curtido es
posible, sin embargo deben ser controlados los valores de pH como el de 3.49 obtenido en el

primer muestreo de la curtiembre B.

De acuerdo a Zarate, et al, (1993, p. 13), los valores de pH en la etapa de curtido al cromo
varian entre 4 y 6, pues un medio acido permite la correcta adhesion del cromo en la piel.
Munz, et al (2008, p. 8613) report6 valores de 5.8 a 7.5 en agua residual de curtiembre, en
otro estudio Alvarez, et al (2004, p. 77), reportd valores de pH en agua residual del curtido
entre 3.8 y 4.2, similares a los obtenidos en la presente investigacion de 3.49 a 4.41, los

cuales estan dentro del rango mencionado por Zarate, et al (1993, p. 13).

Conductividad: De acuerdo a Alvarez, et al (2004, p. 78), la conductividad eléctrica indica
la presencia de ciertos iones como: Na**, Ca*™ o Mg**, provenientes de productos quimicos
usados en los procesos de curtido, en su investigacion obtuvo valores de conductividad
eléctrica de aproximadamente 10 mS/cm en efluentes del curtido, los cuales son similares a
los reportados por Munz, et al (2008, p. 8613) de 12 mS/cmy los obtenidos en el analisis de
la curtimbre C en la presente investigacion de entre 8.61 y 11.2 mS/cm. Los valores en las
curtimbre A van de 19.9 a 23.7 mS/cm y en la curtiembre B de 16.2 a 17.1 mS/cm, lo que
nos indica mayor presencia de iones, posiblemente debido a la cantidad de pieles tratadas

que requieren mayor cantidad de insumos.

Cromo hexavalente: En la concentracion de cromo hexavalente de las curtiembres A, By
C se contemplan pequefias diferencias, sin embargo ningln valor supera el limite maximo
permisible para descargas en alcantarillado publico de 0.5 mg/L de Cr VI establecido en el

Anexo 1 del libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del
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Ambiente de Ecuador (TULSMA, 2015, pp. 313-333), por lo que en teoria son aguas

residuales que no necesitan tratamiento en cuanto a cromo hexavalente se refiere.

Otiniano, et al (2007, p. 35) es su investigacion evalla la degradacion de Cr VI en una
curtiembre, reportando un valor de 0.37 mg/L en la caracterizacion del agua residual, valor
similar a los reportados en las curtiembres A y B analizadas en la presente investigacion y

gue de acuerdo a la legislacion ecuatoriana no requiere tratamiento.

En su investigacién Shakoori, et al (2000, p. 349) reporta valores similares que van desde

0.025 a 0.41 mg/1 de Cr VI en agua residual de curtiembre.

Conteo de heteroétrofos: En el conteo de las curtiembre A 'y B no se obtuvo crecimiento, lo
gue nos indica a breves rasgos que existe un interferente de crecimiento microbiano, el cual
podria ser de origen quimico, pues es com(n que para un proceso de recuperacion de cromo
se afiadan agentes quimicos como el hidroxido de sodio (Agudelo & Gutierrez , 2007, p. 243)
en los tanques de almacenamiento de agua residual. En procesos de curtido industrializados
también se suele usar resinas y fungicidas para garantizar la buena calidad del cuero, lo cual
genera un ambiente tdxico para el desarrollo de los microrganismos, impidiendo el uso de

tratamientos biolégicos como la biorremediacion.

La curtiembre C esta disefiada a pequefia escala con fines educativos en la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, al no ser un proceso industrializado no requiere el uso de resinas
o fungicidas, lo cual explica los valores obtenidos de UFC en los diferentes conteos

realizados.

El valor de 10500 UFC/ml en el primer conteo difiere mucho de los valores obtenidos en
los conteos 2 y 3, esto puede deberse a la variacion en los procesos usados para el curtido de
pieles, pues la curtiembre C es usada por varios grupos de estudiantes los cuales pudieron
haber alterado de alguna forma el método planteado para el curtido. Sin embargo los valores
obtenidos de UFC incluso en el primer muestreo son bajos en comparacion a valores
obtenidos en estudios como el de Shakoori, et al (2000, p. 349), en el cual se reportan valores
de entre 48 y 128 X 10° UFC/ml o el de Edwards, et al (2005, p. 248) en el cual reportan 1.2
X 108 UFC/ml en efluentes de curtido.
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3.3 Evaluacién de la resistencia al cromo hexavalente

La resistencia de Ralstonia pickettii al cromo hexavalente se determind por el crecimiento
uniforme de las colonias en cada uno de los puntos de repique, se evidencio crecimiento en las
concentraciones de 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L. Las caracteristicas de las colonias
como el tamafio, el color, el espesor y la textura fueron las mismas en todas las concentraciones
(Ver Tabla 1-3)

Pasadas las 72 h no se observé crecimiento de colonias en las placas con concentracion de 250
mg/L, por lo tanto se determind una resistencia maxima de Ralstonia pickettii a la concentracion
de 200 mg/L lo cual es favorable para la investigacion tomando en cuenta que la concentracion

de cromo hexavalente en agua residual de curtimbre no alcanza niveles tan altos.

El umbral de resistencia de 200 mg/L de R. pickettii es un valor bajo si lo comparamos con los
umbrales de resistencia de otros microorganismos como el hongo Paecilomyces sp, que resiste a
concentraciones de hasta 500 mg/L de cromo hexavalente segin Cardenas y Acosta (2011, p. 11).
Gbémez-Bertel, et al (2008, p. 97) en su estudio denominado “Evaluacion de tres hongos
lignoliticos y de Aspergillus niger como alternativa para el tratamiento de aguas residuales del
curtido de pieles” reporta crecimiento en las siguientes concentraciones de dicromato de potasio

T. versicolor en 300 mg/L, A. niger en 1000 mg/L, P. ostreatus en 4500 mg/L y P. chrysosporium.

Sin embargo, el valor de resistencia de 200 mg/L no se puede tomar como una certeza, pues segun
Khade y Adholeya, 2007 citados en (Beltran & Gomez, 2016, p. 179) se ha reportado que los
diferentes aislamientos de una misma especie pueden diferir en la sensibilidad a metales pesados,
tomando en cuenta que R. pickettii es una bacteria ubicua en el ambiente (M.P. Ryan, et al., 2007,
p. 754), es posible pensar que dependiendo del medio del cual se aisle se podria obtener

variaciones en su capacidad de resistencia.
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Tabla 3-3: Resistencia de R. pickettii al cromo hexavalente.

Concentracion de cromo hexavalente mg/L

Evidencia fotografica del crecimiento

Blanco (0 mg/L)

50 mg/L

100 mg/L

150 mg/L

200 mg/L

250 mg/L

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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3.4 Pruebas de degradacion de cromo hexavalente en agua sintetizada en laboratorio

Pasadas las 48 horas de incubacién, en las unidades de analisis se observo crecimiento bacteriano
(Ver Figura 1-3), posteriormente en la medicion de la concentracion de cromo hexavalente
mediante 1,5-Difenil-carbohidraazida, se observo diferencia en la coloracion entre la muestra de

la unidad de anélisis y el blanco (Ver Figura 2-3).

=

Figura 1-3: Crecimiento bacteriano en la unidad de analisis.

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
A: Unidad de analisis inoculada, B: Blanco sin inocular

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
A: Blanco sin inocular, B: Unidad de andlisis inoculada
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Tabla 4-3: Resultados de la degradacion en agua sintética.

Concentracion inicial de cromo hexavalente (mg/L)
Unidad de o
s Repeticion 5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L
analisis S
Concentracion final de cromo hexavalente (mg/L)
Unidad de 1 0.21 0.76 1.26
andlisis 1 (108 2 0.15 0.59 1.31
UFC) 3 0.22 0.70 1.94
Unidad de 1 0.29 0.77 1.13
analisis 2 (2 x 2 0.18 0.85 1.01
108 UFC) 3 0.34 0.69 1.08
Unidad de 1 0.21 0.89 141
analisis 3 (3 x 2 0.23 0.89 1.53
108 UFC) 3 0.30 0.78 1.64
Blanco (sin biomasa) 2.23 7.68 12.84

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

3.4.1 Anadlisis estadistico

Se evalué la normalidad de los datos y se realiz6 un analisis ANOVA de un factor para determinar

si la diferencia de las medias de cada unidad de analisis es significativa.

- Concentracion inicial 5 mg/L

Tabla 5-3: Analisis ANOVA para la concentracion inicial 5 mg/L.

ANOVA
Suma de Media
gl _ F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos .009 2 .005 1.341 .330
Dentro de grupos .021 6 .003
Total .030 8

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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Hipotesis
Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada, p > 0.05.

H1. Existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad de

biomasa inoculada, p < 0.05.

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadisticamente la hipétesis nula, la cual dice
gue no existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada.

El valor promedi6 de la concentracion final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 0.24
mg/L, equivalente a un 92.5 % de degradacion sin mostrar diferencias significativas entre los

valores de cada unidad de analisis (Ver Tabla 4-3).

- Concentracion inicial 10 mg/L

Tabla 6-3: Anélisis ANOVA para la concentracion inicial 10 mg/L.

ANOVA
Suma de Media )
gl ] F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Entre grupos .043 2 .022 3.640 .092
Dentro de grupos .036 6 .006
Total .079 8

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

Hipotesis
Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada, p > 0.05.

H.. Existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad de

biomasa inoculada, p < 0.05.

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadisticamente la hipdtesis nula, la cual dice
que no existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada.
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El valor promedid de la concentracion final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 0.77
mg/L, equivalente a 92.3 % de degradacion sin mostrar diferencias significativas entre los valores
de cada unidad de analisis (Ver Tabla 4-3).

- Concentracion inicial 15 mg/L

Tabla 7-3: Anélisis ANOVA para la concentracion inicial 15 mg/L.

ANOVA
Suma de Media ]
gl ) F Sig.
cuadrados cuadrdtica
Entre grupos 391 2 195 3.654 .092
Dentro de grupos 321 6 .053
Total 712 8

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

Hipotesis
Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada, p > 0.05.

H.. Existen diferencias significativas en la concentracion final de Cr VI al variar la cantidad de

biomasa inoculada, p < 0.05.

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadisticamente la hipétesis nula, la cual dice
gue no existen diferencias significativas en la concentracién final de Cr VI al variar la cantidad

de biomasa inoculada.

El valor promedid de la concentracion final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 1.37
mg/L, equivalente a 90.87 % de degradacion sin mostrar diferencias significativas entre los

valores de cada unidad de analisis (Ver Tabla 4-3).

En menor proporcion se observo degradacion de Cr VI en los blancos de cada unidad de analisis,
esto posiblemente se deba al alto contenido de peptona en el caldo nutritivo utilizado como medio
de cultivo, las peptonas pueden estar compuestas de péptidos, aminoacidos libres, acido félico,

biotina o vitaminas como la B1, B2, B6 y B12 (Sagardoy & Mandolesi, 2004, p. 39), pues como
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textualmente cita Ramirez, et al (2008, p. 325) “la remocion de Cr VI puede ser llevada a cabo

por compuestos como aminodcidos, nucledtidos, azlcares, vitaminas y adcidos organicos”.

La reduccion de Cr VI en los blancos también es reportada por Guevara Zumarraga (2010, p. 37)
en su investigacién, ademas sugiere que se debe a la presencia de algln agente degradante en el

medio de cultivo utilizado.

En cuanto a los porcentajes de degradacion de Cr VI, Sharoori, et al (2000, p. 350)reporta un
porcentaje de degradacion de 87.17 % en caldo LB suplementado con 21.5 mg/ml de dicromato
de potasio, por otro lado Guevara Zumarraga (2010, p. 63) en su investigacion reporta que las
cepas no especificadas, con codificacion 15y M3 redujeron la concentracion de Cr VI en 98 % a

partir de una concentracién inicial de 10 mg/L.

En el tratamiento con R. pickettii los valores de 92, 5; 92,3 y 90.87 % de degradacién para las
concentraciones de 5, 10 y 15 mg/L de Cr VI, nos muestran un comportamiento inversamente
proporcional en donde a medida que la concentracion inicial aumenta, el porcentaje de
degradacion disminuye, por lo que solo para la concentracion inicial de 5 mg/L se alcanzan
concentraciones finales bajo el limite permitido por la legislacion ecuatoriana de 0.5 mg/L para
Cr VI (Ver Gréfico 1-3). Esto nos indica que posiblemente el mecanismo usado por R. pickettii
para la descontaminacién de Cr VI sea la bioacumulacion, pues al aumentar la concentracion del
contaminante la célula se satura con mayor facilidad, ademas al no existir cambio en la coloracion

del medio podemos concluir gue no existe reduccién a Cr I11.

Concentracion final de Cr VI
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O 0,5
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0

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Ensayo 15 mg/L Ensayo 10 mg/L
Ensayo 5 mg/L = | imite maximo permisible Cr VI

Gréfico 1-3: Concentraciones finales de Cr VI en los ensayos 5mg/L, 10mg/L y 15 mg/L.

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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3.5 Degradacion de cromo hexavalente en agua residual de curtiembre

Para las curtimbres A'y B, en las cuales no hubo crecimiento bacteriano en la caracterizacion del
agua residual, se elabord una prueba de crecimiento inoculando en 100 ml de agua residual, 1,2 y
3 ml de un cultivo overnight (aproximadamente 1 X 108 UFC/ml), se incubd durante 48 horas a
35°C, posteriormente se realzd una siembra en superficie en agar nutritivo y agar PCA, sin
embargo no se evidencid crecimiento, debido a la presencia de agentes quimicos usados durante

el proceso de curtido.

Los ensayos de degradacion en agua residual se los realiz6 en el agua residual de la curtiembre
C, esto debido a que se obtuvo un promedio de 3850 UFC/ml en el conteo de heter6trofos
demostrando la posibilidad de crecimiento microbiano, sin embargo los resultados de los anélisis
de concentracion de cromo hexavalente en la curtiembre C se encuentran bajo el limite maximo
permisible establecido en la normativa ecuatoriana, por tanto fue necesario usar perdxido de
hidrogeno en dilucion como oxidante para alcanzar una concentracion superior a 0.5 mg/L de Cr

VI en el agua residual.

En un volumen de 3000 ml de agua residual, al afiadir 5 ml de la solucién de perdxido de
hidrogeno se alcanzé una concentracion de 0.44 mg/L de Cr VI, al afiadir otros 5 ml de la solucion
de perdxido de hidrogeno se alcanz6 una concentracion de 0.61 mg/L, una vez que la

concentracion de Cr V1 se estabiliz, se procedié con el tratamiento.

Después del tratamiento con R. pickettii, en el medicion de la concentracion de cromo hexavalente
con 1,5-Difenil-carbohidraazida, se observo diferencia en la coloracion entre la muestra de la

unidad de andlisis y el blanco sin inocular (Ver Figura 4-3).

= W -
Figura 3-

3:'1,ielcafhidraazida en agua residual.

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
A: Blanco sin inocular, B: Unidad de anélisis inoculada
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En el sedimento de las muestras centrifugadas no se encontr6 aparente diferencia (Ver Figura 4-
3), por tanto se podria sefialar que el crecimiento bacteriano en las tres unidades de anélisis es
préacticamente el mismo, posiblemente porque se uso la misma cantidad de nutriente en las tres

unidades de analisis.

A B C

Figura 4-3: Sedimento en las muestras centrifugadas

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
A: Unidad de andlisis 1, B: Unidad de analisis 2, C: Unidad de andlisis 3

Tabla 8-3: Resultados de la degradacién en agua residual.

) Tiempo de incubacion
Unidad de o
A Repeticion 24h 48h 72h
analisis —
Concentracion final de cromo hexavalente (mg/L)
1 0.27 0.29 0.24
Unidad de
2 0.25 0.24 0.26
analisis 1
3 0.29 0.26 0.27
1 0.28 0.25 0.29
Unidad de
N 2 0.29 0.28 0.29
analisis 2
3 0.26 0.23 0.26
1 0.29 0.26 0.25
Unidad de
N 2 0.25 0.28 0.23
analisis 3
3 0.24 0.25 0.27
Blanco sin inéculo 0.43 0.47 0.46

Realizado por: Kevin Veloz, 2018
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3.5.1 Andlisis estadistico

Se evaluo la normalidad de los datos y se utiliz6 un modelo lineal general para determinar el
efecto de dos factores sobre una variable dependiente por separado y el efecto de la interaccion
de ambos.

Tabla 7-3: Andlisis estadistico de la degradacion de Cr VI en agua residual.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Concentracion_final

. Tipo 111 de suma . ) )
Origen o] Media cuadréatica F Sig.
de cuadrados
Modelo corregido .0022 8 .000 746 .652
Interseccion 1.878 1 1.878 4486.230 .000
Unidad_Analisis .001 2 .000 .805 462
Tiempo_incubacion .000 2 .000 460 .638
Unidad_Analisis *
) ) ) .001 4 .000 .858 .507
Tiempo_incubacion
Error .008 18 .000
Total 1.888 27
Total corregido .010 26

Realizado por: Kevin Veloz, 2018

Hipotesis

Ho: El efecto de los factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubacién) sobre la variable

dependiente (Concentracion final de Cr V1) no es significativo, p > 0.05.

Hi: El efecto de los factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubacion) sobre la variable

dependiente (Concentracion final de Cr V1) es significativo, p < 0.05.

Como la significancia es mayor a 0.05 se acepta la hipotesis nula que dice que El efecto de los
factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubacion) sobre la variable dependiente
(Concentracidn final de Cr VI) no es significativo, por tanto podemos mencionar que con una
cantidad de biomasa inoculada de 5 X 108 UFC/ ml y un tiempo de incubacion se 24 h se alcanz6
el nivel maximo de degradacion de R. pickettii, no observandose mejoras en los ensayos de 48 y
72 horas.

El valor promedio de degradacion fue de 58.2 %, el cual se puede considerar bajo en comparacién

del porcentaje reportado por Zahoor y Rehman (2009, p. 817)de 86 % para Bacillus sp y 89 %
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para S. capitis, sin embargo es mayor al reportado por Otiniano, et al (2007, p. 38) de 13.1 % de

degradacion en efluentes de curtido utilizando Pseudomonas sp.

Pasadas las 72 horas de incubacidn el porcentaje promedio de degradacion fue de 58.73 %, dando
una concentracién promedio final de 0.26 mg/L de cromo hexavalente, valor que no difiere
significativamente con los obtenidos a las 24 y 48 horas y que se encuentra por debajo del limite
méaximo permisible de 0.5 mg/L para descargas al alcantarillado pablico y cuerpos de agua
superficiales establecido en la normativa ecuatoriana (TULSMA, 2015, pp. 316-333), por lo tanto

no es la mejor alternativa pero cumple con su objetivo.
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CONCLUSIONES

- La caracterizacién del agua residual en las curtiembres A, B y C mostrd valores para
temperatura entre 15.2 y 16.1 °C, pH entre 3.49y 441y Cr Vl entre 0.09 y 0.22 mg/L. Los
valores de conductividad eléctrica en las curtiembres A y B oscilaron 16.2 y 23.7 mS/cm,
mientras que en la curtiembre C los valores se reportaron entre 8.61 y 11.2 mS/cm;
finalmente, en el conteo de heterotrofos en las curtiembres A 'y B no se obtuvo crecimiento
mientras que en la curtiembre C se observé un crecimiento promedio de 3850 UFC/ml.

- Se evaluo la resistencia de R. pickettii al cromo hexavalente usando como sal de cromo el
dicromato de potasio, donde la resistencia maxima se establecio en 200 mg/L, observandose
crecimiento nulo en las cajas con concentracion de 250 mg/L.

- El porcentaje promedio de degradacion de cromo hexavalente fue de 95.2 % en agua
sintética con una concentracion inicial de 5 mg/L, 92.3 % para la concentracion inicial de 10
mg/L y 90.87 % para la concentracién inicial de 15 mg/L, notandose pérdida paulatina en la
capacidad de degradacién a medida que aumenta la concentracién inicial.

- El porcentaje promedio de degradacién de cromo hexavalente en agua residual de curtiembre
fue de 57.14 % a las 24 horas, y de 58.73 % a las 48 y 72 horas de tratamiento, mostrando
que no existe una mejora significativa en la degradacion de cromo hexavalente con respecto
al tiempo, ademas se determin6 que las variaciones de biomasa no alteran el proceso de
degradacion, pues se obtuvieron resultados similares cuando se inoculé 5 X 10 8 UFC/ml y
15 X 10 8 UFC/m.

- R. pickettii fue capaz de reducir la concentracién de Cr VI en agua residual de curtiembre en
57.14 %, lo cual permitié cumplir con la normativa ecuatoriana para descargas al
alcantarillado puablico y cuerpos de agua superficiales, sin embargo se han reportado
microorganismos como Bacillus sp capaz de reducir la concentracion de Cr V1en 86 % o S.
capitis en 89 %, los cuales son mas eficientes para su aplicacion en tratamientos a escala

real.
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RECOMENDACIONES

- Analizar la resistencia al cromo hexavalente en cepas aisladas de medios contaminados con
diferentes tipos de metales para poder evaluar las diferencias en las concentraciones minimas
inhibitorias.

- Determinar los mecanismos utilizados por R. pickettii para la descontaminacién de aguas
residuales de curtiembre.

- Determinar la capacidad R.pickettii para la remocién de cromo trivalente presente también
en aguas residuales provenientes de curtiembre.

- Disefiar un plan piloto para el tratamiento de grandes volumenes de agua residual de
curtiembre con R. pickettii.
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ANEXOS

Anexo A: Hoja técnica agar nutritivo

Nutrient Agar

Intended Use

Nutrient Agar is used for the cultivation of bacteria and for the
enumeration of organisms in water, sewage, feces and other

materials.

Summary and Explanation

Early in the 20th century, the American Public Health Associa-
tion published the formula for a general purpose medium for
the growth of a wide variety of nonfastidious microorganisms.*
This was in recognition of the need for a standardized medium
for the use in the examination of water and wastewater, dairy
products and various foods. This relatively simple formula-
tion has stood the test of time, and with the name of Nutrient
Agar, is still specified in current compendia of methods for
the microbiological examination of a broad spectrum of
materials.”* Additionally, it is used in the laboratory for the
cultivation and maintenance of nonfastidious species.

Principles of the Procedure

Nutrient Agar consists of peptone, beef extract and agar. This

User Quality Control

Identity Specifications

Difco™ Nutrient Agar

Dehydrated Appearance:  Tan, free-flowing, homogeneous.

Solution: 2.3% solution, soluble in purified water upon
bailing. Soluticn is light to medium amber, dear
to slightly opalescent.

Prepared Appearance: Light amber, very slightly to slightly opalescent.

Reaction of 2.3%

Solution at 25°C: pH6.8+0.2

Cultural Response

Difco™ Nutrient Agar
Prepare the medium per label directions. Inoculate and incubate at
35 + 2°C for 18-48 hours.

ORGANISM ATCC™  INOCULUM CFU__ RECOVERY
Enterococcus faecalis 19433 10%10° Good
Escherichia coli 25922 10°10° Good
Pseudomonas aeruginosa 27853 10%-10% Good

Tubed slants are used primarily for the cultivation and main-
tenance of pure cultures. They should be inoculared with an
1 loop and incubated under the same conditions as

relatively simple formulation provides the

¥

for the replicarion of a large number of microorganisms thar
are not excessively fastidious. The beef extract contains water-
soluble substances including carbohydrates, vitamins, organic
nitrogen compounds and salts. Peptones are the principle sources
of organic nitrogen, particularly amino acids and long-chained

peptides. Agar is the solidifying agent.

Formula

Difco™ Nutrient Agar
Approximate Formula* Per Liter
Beef Extract

Peptone

D
[=X=0=]

Agar

“Aafusted ancior supplemented as required t meet perfovmance criteria

Directions for Preparation from

Dehydrated Product
1

r-yr-1i-¥

. Suspend 23 g of the powder in 1 L of purified water. Mix

thoroughly.

[

completely dissolve the powder.
. Autoclave ar 121°C for 15 minutes.

W

stable, typical control cultures.

Procedure

. Heat with frequent agitation and boil for 1 minute to

. Test samples of the finished produet for performance using

Liquefy the agar if prepared tubes are used, cool to 45-50°C
and pour into Petri dishes. Allow to solidify for at least 30
minutes. Use standard procedures to obtain isolated colonies
from specimens. Incubate plates at 35 = 2°C for 18-24 hours

and 42-48 hours, if necessary.

the plated medium.

Expected Results
Examine plates for growth.

Growth from tubes inoculated with pure cultures may be used
for biochemical and/or serological testing.

References

American Public Health Association. 1917. Standard methods of water analysis, 3rd ed. American

Public Health Association, New York, N.Y.

U5, Fand and Drag Admi 2001 Iy anline. ADAC I

tiomal, Gaithersburg, Md.

Eaton, Rice and Baird (ed.). 2005. Standard methods for the examination of water and wastewater,

Zlsted., online. American Pubbic Health Association, W.Ishmgmm. DC.

Horwiz (ed.). 2007. Official methods of analysis of AOAC International, 18t ed., online. AOAC

Imtemational, Gaichershurg, Md.

5. Downes and Io [ed.). 2001. Ce o of methods inati foods,
#th ed. American Public Health Assocation, Washington, D.C.

-

Availability
Difce™ Nutrient Agar
[eAn ) ccam Jcompr Jiso f smww JUSDA |
Cat.No. 212000 Dehydrated- 100 g
213000 Dehydrated - 500 g
211665 Dehydrated -2 kg
BBEL™ Nutrient Agar
m iso R smww Juspa |
United States and Canada
Cat.No. 297801 Prepared Plates - Pkg. of 10*
220968 Prepared Pour Tubes - Pkg. of 10
220971 Prepared Slants - Ctn_ of 100
Mexico
Cat. No. 257500 Prepared Plates - Pkg. of 107
*Siore af 2-8°C.



Anexo B: Hoja técnica caldo nutritivo

Nutrient Broth

Intended Use
Nutrient Broth is used for the cultivation of many species of
nonfastidious microorganisms.

Summary and Explanation

Nutrient Broth has the formula originally designed for use
in the Standard Methods for Examination of Water and Waste-
water. It s not a recommended bacteriological medium in later
editions of this publication. It is one of several nonselective media

13

of micr

useful in routine cul

Principles of the Procedure

This relatively simple formulation supports the growth of
nonfastidious microorganisms due to its content of peptone
and beef extract.

User Quality Control

Identity Specifications
Difco™ Nutrient Broth
Dehydrated Appearance: Medium tan, free-flowing, homageneous.

0.8% solution, soluble in purified water. Solu-
tian is light to medium amber, clear.

Light to medium amber, clear.

Solution:

Prepared Appearance:
Reaction of 0.8%
Selution at 25°C: pHEE£02

Cultural Response

Difco™ Nutrient Broth

Prepare the medium per label directions. Inoculate and incubate at
35 £ 2°C for 18-24 hours.

ORGANISM ATCC®  INOCULUM CFU_ RECOVERY
Escherichia colf 25922 10107 Good
Staphylococcus aureus 25923 10108 Good

Formula

Difco™ Nutrient Broth
Approximate Formula* Per Liter
Beef Extract. 30 g
Peptone 50 g

*Adjssted andor suppl

requied § riteria

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Dissolve 8 g of the powder in 1 L of purified water.

2. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

3. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures.

Procedure

Inoculate tubes of the broth medium with the test samples.
Incubate tubes for 18-24 hours at 35 = 2°C in an aerobic
atmosphere.

Expected Results

After incubation, growth is evidenced by the appearance of
turbidity in the broth. Aliquots of the broth can be used for
subculturing to solid media for purification and identification
purposes.

References

1. Marshall ed). 1993, Standard methods for the examinasion of dairy products, 16th ed. American
Public Healrh Associatiem, Washisgron, D.C.

2. US. Food and Dreg Admsiseration. 2001, Bacseriabogical asalysical manual, onling. ADAC lserns.
tional, Gaithersburg, Md.

3. Downes and ho jed ). 2001. Compend: o foe the micrabaclogical
4th cd. Americas Public Heakh Associasion, Washingoom, ILC.

ion of foods,

Availability

Difco™ Nutrient Broth
[EAM | smo |
Cat. Mo, 233000 Dehydrated - 100 g

234000 Dehwvdrated - 500 a



Anexo C: Hoja técnica agar PCA

Plate Count Agar/Standard Methods Agar
(Tryptone Glucose Yeast Agar)

Intended Use

Plate Count Agar and Standard Methods Agar (Plate Count
Agar: Tryptone Glocase Yeast Agar) are used for obeaining
mucrobial plate counts from milk and dairy products; foods,
water and other matenals of sanitary mportance.

Summary and Explanation

Plate Count Agar and Standard Methods Agar are made accord-
ing to the Amencan Public Health Association (APHA) focoula-
voe' They are recommended for obtaining plite counts foe malk
and other dairy products and may also be used to determine the
sanmtary quality of foods, water and other matenals."*

Each lot of debydrated medium base is subjected to the APFHA
quality contral test and has met the APHA requirements.'*
Appropeiate references should be consulted for standard plate coune
procedunes recommended by the APHA and other agencies.’
The Hycheck™ hygiene contact shde & a double-sided paddle
containing two agar surfaces for immersing into fluids or
sampling surfaces. There are two slides with Plate Count Agar:
armﬂa(hnAp:mmndedd:Meuddu
medium with mphenyl hium chloride [TTC) on the other
nk’diemndsl&mnﬁnﬂ::(mt.lp:mlhmm
bath sides.

Principles of the Procedure

Enxymatic digest of casein provides the amino acds and other
complex nitrogenous suhstances necessary to support bactenial
growth. Yeast extract primarily supplies the B-compl.
vitamuns, and dextrase is an energy soarce. TTC is redoced
to the insoluble formazan mside the hacteral cell producng
red-codored colomes.

Formula
Difco™ Plate Count Agar or BEL™ Standard Methods Agar

Appeomate Formula® Per Liter
Pancreatic Digest of Casein ... S0 o9
\hm Extract .
e -..10 g

v

Directions for Preparation from

Dehydrated Product

1. Suspend 23.5 g of the powder in 1 L of panfied water. Mix
tharoughly.

2. Heat with frequent agitation and boil for 1 minute to
completely dissolve the pawder.

3. Autoclave at 1217C for 1S minutes.

4. Test samples of the finished product far performance using
stable, typical comtral cultures.

Procedure

Consult appeopriate references for informanon regarding the
processing and inoculation of food, water samples and other
materials."

Liquefy the medium i pour tubes and battles by heating m
beuling water. Coal to 45-50°C.

Usually 1 mL samples of appropnate dilutions of the test
sample are pipetted into sterile Petn dishes and molten, cooled
medmm 5 added followed by gently mixing so distribute the
sample dilunian throughout the agar. Incubate hardened plates
far 48 = 3 howrs at 32 = 1°C {dairy products) or 35 = 0.5°C
{foods) in an acrobic atmosphere.

Expected Results

Follow recommended procedures for the ng of colonies

and the reporting of results."*

References
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User Quality Control

MOTE: Dufferences in the identity Specifcations and Cullural Response testing for media offered 25 both Difen™ and BBL™ brark may reflect differences in the
desloprrent and testing of media for industnal and dincal spplcations, per the referenced pubkcations.

Identity Specifications

Difco™ Plate Count Agar

Debwerated Appearance:  Light beige, free-flowing, homogeneous.

Solubon: 2.35% sakution, saluble in purified water upan
beiling. Solution s light amber, sightly opaes-
[

Prepared Appearance:  Light amber, slighily opalescent.
Reaction af 2.35%
Solilbon at 257 pH7.0=02

Cultural Response

Difco™ Plate Count Agar

Prepiare the metim per Label directions. Inoculste wsng the pour plate
method and incubate at 35 = 2°C for 1848 hours.

DRGANIEM AT IROCILUM ORU  BEDONERY
Lactohacills jahnsend 11506 30-300 Gend
Seaphporaccus suss 25923 30-300 Geod
Availability
Difco™ Plate Count Agar

| acac faam [ConPE J Ena Jiso fsmo B smven J UsDaA |
Cat Mo, 247030 Dehydrated - 100 g

247940  Dehyorated - 500 g

247910  Dehydrated - 7 kg

247920  Dehydrated - 10 kg

Difco™ Hycheck™ Hygiene Contact Slides
Cat. Mo 290005  Plate Court Agar & Flate Count Agar with
TIC - Peg. of 10 dhdes*
200004  Plate Count Agar with TTC & Plate Count Agar
with TTC - P, af 10 dhdes*

BBL™ Standard Methods Agar

TS [conaps JErs Jiso Bsmo Jsravew Jusos |
Cat Mo, 212455 Dehydrated - 100 g

Z11638 Dehydrated - 500 g

211641 Dehydrated - 5 I (2.3 kg)

Linited States and Canada

Cat. Mo, 207030 Prepared Plates — Phg. of 204
221030  Prepared Pour Tubes — Pkg. of 10
209054 Frepared Botlles — 10 x 200 mlL
209102  Frepared Botlles — 10 x 500 mL

Identity Specifications
BEL™ Standard Methods Agar
Debyeraied Appearance:  Fine ba medium fine, may contain small tan and

winle flecks, homogeneous, free of edraneous
material

Solution: 2.35% saluton, soluble in purifed water upan
beoding. Solution & bght 1o mediun, yellow o
tan, clear 1o shghty opalescent.

Frepared Appearance:  Light to medien, yellen 10 kan, dear to slightly
opalesent

Reatton of 2.35%

Solution at 357C: pH7D+02

Cultural Response

BEL™ Standard Methods Agar

Prepare the medium per label directions. Inoculste wsing the pour plate
rnethid and incubate Baniius Sesntfiemaphius a0 55-60°C and 35+ 2°C
foor all other onganisens for 18-48 haurs.

ORGANEM ATOC™  INOCULUM CFU  RECOVERY
Bacilus subfae 6633 30-300 Gaod
Barlus sheavodhamaaphig T3 30-300 Gaod
Enderoroccis hvas o541 30-300 Good
Escherichia oolf 15322 30-300 Good
Lactohaciliis mharmnosies T469 30-300 Good
Lactohacilis galbvueok
s, el 12315 30-300 Gaod
Europe
Cal Moo Z544B3  Prepared Plates - Peg. of 20°
Japan
Cat Moo 251536  Prepared Plates — Pkg. of 20*
251543  Prepared Plates — Cin. of 100*
251546 Prepared Plates (150 x 15 mirrstyle) - Peg. of 24*
251506 Prepared RODAC™ Flates — Phg. of 30+
Mexico

Cal Moo 252634
“Sierw o BT

Prepared Bottles, 140 mL — Peg. of 12



Anexo D: Procedimiento de activacion de la cepa en formato KWIK-STIK

KWIKSTIK"

KWIKSTIK'

ILIUSTRUOTOS INSTRUKCIJOS

g

Leiskite neatpléSto KWIK-STIK™ maisiuko
oot su ;

temperatira. Ties jpjova atpléskite mal&iuka ir
isimkite KWIK-STIK™,

Laikydami vertikaliai

pastuksenkite | kieta

pavirsiy, kad skystis

lengviau nutekéty

vamzdeliu | apating daj,

kuricje yra granulé. Leiskite
drékinamajam skysg&iui

teketi per kempinele j hé
apatine priemonés dalj,

kuricje yra granule, ,

Nuplékite etiketés dalj Pull-Tab" ir
prikiijuckite jg prie pirminés kultdros lek3telés
arba kokybés kontrolés dokumento,
Drékinimo metu jtaiso neardykite.

8

Suspauskite (tik vieng karta) KWIK-STIK"

vivﬁjesar'ﬁgmwe(ﬁkanpuampmes
skystio kad istekety drek
skystis,

~

18 karto sudrékinkite kempinéle dideliu
kiekiu drékinamojo skysdio ir perkelkite |
agaro terpe arba panaudokite pagal
laboratorijos praktikos standartus.

Pasalinkite KWIK-STIK™ pagal
tinkama biclogiskai pavojingy
medZiagy Salinimo procedra.

&2

15 karto inkubuokite inokuiuotos
pirminés kultiros léktele (-es)

Inokuliuokite piminés kultiros lékétele (-es) mikroorgarizmui tinkamoje
Svelniai pavoliodami kempinéle ant treédalio Sterilia kilpele pabraukykite, kad kolonija bity temperatdroje ir tinkamomis
lékitelés pavirSiaus. alskirta. salygomis,
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Anexo E: Conservacién bacteriana

IDENTIFICACION: R. pickettii CODIGO: ATCC 700591

ORIGEN:

Activada por

Kevin Veloz Cando

Fecha de ingreso

05 de septiembre de 2017

CARACTERISTICAS:

Macroscopicas

Colonias pequefias, redondas con bordes enteros, apariencia brillante,
cremosa de color blanco.

Microscépicas

bacilo

Biogquimicas

Gram negativo, oxidasa positivo

Fisiologicas

Oligotrdfica, no fermentativa

CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO:

CONDICIONES CRECIMIENTO MANTENIMIENTO
Temperatura: 35°C -20 °C
pH: 6.5-7.5 6.5-7.5
Medio de Cultivo: Agar nutritivo Caldo nutritivo
Incubacion: 48 horas -
Preservante: Glicerol 30 % v/v
VIABILIDAD:
Localizacion Fecha de Fecha de Resultado de
conservacion Evaluacion Viabilidad

Congelacién -20°C 05/08/2017 - -




Utilizando sobres de reactivo en polvo

1. Llenar una cubeta de 10 mL
hasta la marca de 10 mL con
muestra.

4. Llenar otra cubeta de

10 mL hasta la marca de

10 mL con muestra (el blanco).
Tapar |a cubeta.

Nota:

Para las muestras turbias,
tratar 25 mL muestra (por el
blanco) con el contenide de
un sobre de reactivo &cido.
Este reactivo disolverd en el
blanco la turbidez disuelta por
el dcido contenide en el
reactivo ChromaVer 3 en la
muestra preparada.

7 . Pulsar la tecla
ZERO/SCROLL.

La pantalla indicard "- - - ="y,
a continuacién, "0.00"
Retirar el blanco.

)

—

2. Afadir el contenido de un
sobre de reactivo ChromaVer 3
en polvo (la muestra
preparada).

Tapar la cubeta.

Nota:

En caso de que hubiese una
concentracién de cromo
elevada, se formard un
precipitado. Diluir la muestra.

5. Pulsar la tecla POWER
para encender el medidor.

Nota:

La flecha de la pantalla debera
indicar el canal mg/L Cr6+.
Véase la pdgina 2-6 para
obtener informacion sobre la
seleccion del canal del rango
correcto.

8. Limpiar bien el exterior de
la cubeta.

Colocar la cubeta con la
muestra preparada en el
soporte portacubetas.
Colocar |a tapa del
instrumento sobre el
compartimento de cubetas
para tapar la cubeta.

Anexo F: Procedimiento de medicion de Cr VI con reactivo HACH

nr
I

HRS MIN SEC

3. Esperar como minimo
5 minutos.

Nota:

En presencia de cromo
hexavalente, aparecerd un
color violeta.

6. Limpiar bien el exterior de
la cubeta.

Colocarel blanco en el soporte
portacubetas, con la marca del
diamante mirando hacia el
teclado.

Colocar la tapa del
instrumento sobre el
compartimento de cubetas
para tapar |a cubeta.

9. Pulsar la tecla
READ/ENTER.

La pantalla indicara "- - - -"y,
a continuacion de los
resultades en mg/L de cromo,
hexavalente (Cré*).



Anexo G: Certificado de analisis cepa ATCC 700591

&) Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2018/4/30
Microorganism Name: Ralstonia pickettii Release Information:
Catalog Number: 01197 Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Lot Number: 1197-02 Release Date: 2016/7/11

Reference Number: ATCC® 700591 ™*
Purity: <0.1% of Total Pellet CFU
Recovery: >1000 CFUs per pellet
Passage from Reference: 4

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, entire edges, grey, glossy appearance SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative rods Gram Stain (1)
ID System: Vitek GN (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): positive

(1) Nitrate (Broth): positive
(1) Motility B Medium: positive

%L’Wﬂ....n_j«—' P S S

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: The: last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number, The lot number displayed on this cerlificate is the actual base lot
number.

bined with the short incubation period, may produce results that differ

Note for Vitek®: Although the Vitek@{)anel uses many conventional tests, the unique envi of the card,
from i results i by other

¢, Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are toa ized culture

() The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC,
ATCC Licensed
Derivative

Microbiologics, Inc. is licensed o use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

ACCREDITED

TESTING CERT #2655.01

MEDIBAC-INC SA

Distribuidor para el Ecuador de
MICRCBIDLOGICS
Registro Sanitario AD-541.04-13

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cioud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286



bioMerieux Customer: 1012555

System #: 521711

Isolate Group: 1197 02-1

Microbiologics

Card Type: GN Testing Instrument: 000017919CE3 (15220)

Laboratory Report

Printed Jul 7, 2016 09:13 CDT

Printed by: cjs

Bench: CS

Bionumber: 4043003303501001

Organism Quantity

Lot

Feb 4, 2017 12:00

{Card: GN Number: 241370540 |Expires: csT
| ! g i

ompleted: JC‘?J'IB' 2Hie A Status: Final :‘r\i'::zs'S 5.00 hours

98% Probability Ralstonia pickettii
Selected Organism Excellent

Bionumber: 4043003303501001 Confidence: identification
SRF
Organism
Analysis Organisms and Tests to Separate:
Analysis Messages:
Contraindicating Typical Biopattern(s)
Ralstonia pickettii LIP(19),
Biochemical Details
2 APPA - |3 ADO - |4 PyrA + |5 IARL - |7 dCEL 9 BGAL -
10 [H2S - |11 |BNAG - |12 [AGLTp + [13  |dGLU + |14 |GGT 15 |OFF -
17 |BGLU - |18 |dMAL - |19 |dMAN - |20 |dMNE - |21 [BXYL 22 |BAlap -
23  |ProA + |26 |LIP + |27 |PLE - 29 |TyrA + |31 |URE 32 |dSOR -
33 |SAC - |34 |dTAG - |35 |dTRE - |36 |CIT + |37 [MNT 39 |5KG -
40 |ILATk + |41 |AGLU - |42 |SUCT + |43  |INAGA - |44 |AGAL 45 |PHOS -
46 |GlyA + |47 |ODC - |48 |LDC - 1563 [IHISa - |56 |[CMT 57 |BGUR -
58 |O129R - |59 |GGAA - |61 [IMLTa - |62 |ELLM + |64 |ILATa

"MEDIBAC-INC SA

Distribuidzr para el Ecuador de

Regisira Sgnitgijs AD.541.04-13

MICRC B 1.CGICS

Installed VITEK 2 Systems Version: 07.01

MIC Interpretation Guideline:

AES Parameter Set Name:

Therapeutic Interpretation Guideline:
AES Parameter Last Modified:
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