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RESUMEN 

 

El objetivo del presente trabajo de investigación fue  evaluar la capacidad de la bacteria Ralstonia 

pickettii para la degradación de cromo hexavalente (Cr VI)  en agua residual de curtiembre. El 

cromo hexavalente es un elemento tóxico, comprobado como cancerígeno en humanos de acuerdo 

a la IARC (International Agency for Research on Cancer) y está presente en el agua residual del 

curtido de pieles, la investigación inició evaluando la resistencia de R. pickettii al Cr VI utilizando 

agar nutritivo suplementado con dicromato de potasio como medio de cultivo, la resistencia 

máxima se estableció a los 200 mg/L de Cr VI. Posteriormente se determinó el porcentaje de 

degradación de Cr VI en caldo nutritivo suplementado con dicromato de potasio, obteniéndose 

valores de 95.2 %, 92.3 % y 90.87 % de degradación de Cr VI para las concentraciones iniciales 

de 5, 10 y 15 mg/L de Cr VI respectivamente, por último se determinó el porcentaje de 

degradación en agua residual del proceso de curtido estableciendo tres unidades de análisis con 

diferente concentración bacteriana y controles a las 24, 48 y 72 horas, los resultados fueron 57, 

14 % de degradación a las 24 horas y 58.73 % de degradación a las 48 y 72 horas, concluyendo 

que las variaciones en los factores de biomasa y tiempo de incubación no intervienen de manera 

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

 

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <BIOTECNOLOGÍA>, 

<MICROBIOLOGÍA>, <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 wáter 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 máximum 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 VI 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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INTRODUCCIÓN 

 

Identificación del Problema 

 

La actual demanda de artículos de cuero, ha generado un crecimiento de la industria de 

curtiembre, incrementando el riesgo de contaminación 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 últimos años, de los cuales gran parte se exporta 

a países como Italia, Perú y Colombia según el Instituto de promoción de exportaciones e 

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

El Cromo es el séptimo elemento más abundante en la Tierra, en su estado trivalente resulta ser 

prácticamente inocuo por su incapacidad de solubilizarse, sin embargo en su estado hexavalente 

es altamente tóxico 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). Según Zárate, 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 III (trivalente)  y Cr VI 

(hexavalente), este último considerado por la IARC (International Agency for Research on 

Cáncer) como un cancerígeno 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 mecánicos que resultan ser muy costosos y los 

tratamientos químicos que emplean compuestos como Hidróxidos y Sulfuros para la precipitación 

del metal, lo que supone un inconveniente por la generación de lodos, que también están sujetos 

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

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

descontaminación de aguas residuales provenientes del proceso de curtido de pieles. 
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Justificación de la Investigación 

 

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 Legislación Secundaria del Ministerio del 

Ambiente, la cual establece para cromo hexavalente un límite máximo 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 económicamente rentables, que 

permitan minimizar los impactos ocasionados por la industria de curtiembre. 

Para la reducción de Cromo hexavalente hasta su estado más inocuo  (Cromo trivalente) se utiliza 

comúnmente procesos químicos costosos y agresivos, que requieren el uso de compuestos 

adicionales para generar reacciones químicas. Existen otras alternativas como los procesos 

biológicos, que son capaces de reducir la concentración 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 degradación de Cromo VI en aguas 

residuales provenientes de curtiembre debido a la capacidad de adaptación que poseen ciertas 

especies en medios con altas concentraciones de metales y a los variados mecanismos que ciertos 

microrganismos poseen para la degradación de compuestos tóxicos. (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, 

además al ser un microorganismo oligotrófico es capaz de desarrollarse en ambientes con baja 

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

R. pickettii es efectiva para la degradación de varios contaminantes como fenoles, cresoles, 

tolueno y compuestos aromáticos (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 755), además 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 evaluación de su capacidad de degradación 

de cromo hexavalente en agua residual proveniente de curtiembre. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Determinar la capacidad de Ralstonia pickettii para la degradación de Cromo Hexavalente en agua 

residual de curtiembre. 

 

Objetivos específicos 

- Caracterizar física, química y microbiológicamente el agua residual proveniente de la 

industria de la curtiembre. 

- Evaluar la resistencia de Ralstonia pickettii al cromo hexavalente. 

- Determinar el porcentaje de degradación de cromo hexavalente en agua sintetizada en 

laboratorio, luego del tratamiento con Raltonia pickettii. 

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

de curtiembre, luego del tratamiento con Raltonia pickettii. 
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CAPÍTULO I 

 

 

1.  MARCO TEÓRICO REFERENCIAL 

 

 

1.1 Antecedentes de la investigación 

 

Como menciona Ramírez, et al (2009, p. 78) en su investigación, 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 

biorremediación de ambientes contaminados con cromo. 

En su trabajo de investigación Guevara Zumárraga (2010, p. 63) utilizó un consorcio formado por 

dos microorganismos no especificados para tratar agua sistémica con concentraciones de hasta 50 

mg/L de cromato de potasio (K2CrO4) en condiciones de laboratorio, obteniendo una remoción 

de cromo VI del 98% y cromo total del 70% para el microorganismo I5 y del 23% para el 

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

En otro trabajo, Rengifo Gallego et al (2012, p. 1058) realizó ensayos de remoción de cromo 

utilizando la asociación alga – bacteria Bostrychia calliptera (Rhodomelaceae), obteniendo como 

resultado una remoción de cromo VI del 87% partiendo de una concentración de 10 mg/L. 

Siguiendo en el contexto de los microrganismos utilizados en bioremediación,  Ralstonia  pickettii 

es un bacilo Gram negativo, oxidasa positiva,  resistente a elevadas concentraciones de metales 

pesados como plata (50 ppm) (Ramírez , 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 máxima de absorción de 

27 a 38 mg/g de células, mayor que la capacidad máxima de absorción de Cupriavidus 

taiwanensis de 19 mg/g de célula. 

En su artículo “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 
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metabolismo diverso y capacidades para la degradación de múltiples contaminantes como 

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

1.2 Bases teóricas 

 

1.2.1 Cromo 

 

El cromo es un metal distribuido por toda la corteza terrestre generalmente en combinación con 

otras sustancias, su mayor concentración está en las rocas básicas de donde se extrae para su 

posterior uso en la industria. Del total de la producción anual a nivel mundial, se calcula que 

aproximadamente un 11% pertenece a América latina y es destinado mayoritariamente para la 

elaboración de acero, vidrio y cemento. (Galvão & 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 (Galvão & Corey, 

1987, p. 1), la segunda con valencia +6,  1000 veces más tóxico que el cromo +3 y con una 

solubilidad que le permite transportarse con facilidad dentro de los diferentes cuerpos de agua 

(Chávez, 2010, p. 43). 

 

 

1.2.1.1 Efectos del cromo hexavalente en la salud humana 

 

Según Luiz. A. C Galvão y Germán Corey (1987, p. 14), en el cuerpo humano existen tres vías 

de acceso de cromo y son las siguientes: 

- Vía de Inhalación: Es la vía de acceso más efectiva, permite una absorción del 50% del 

cromo total que ingresa, dependiendo de la forma química, el tamaño de la partícula y la 

solubilidad. Los compuestos hexavalentes se absorben en el pulmón con más rapidez que los 

compuestos trivalentes. generando cuadros de bronquitis asmática que desaparece cuando 

cesa la exposición. 

 

- Vía digestiva: Es una vía poco eficaz que permite una absorción de apenas el 6% del cromo 

total que ingresa al organismo. 

 

- Vía cutánea o por contacto: Es una vía de acceso con una capacidad de absorción 

prácticamente nula, sin embargo según Porras (2010, p. 45), el contacto con cromo 
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hexavalente puede ocasionar dermatitis alérgica y generar úlceras de 5 hasta 10 mm en el 

dorso de las manos y dedos. 

Una vez que el cromo es absorbido pasa al torrente sanguíneo en forma trivalente la cual se 

distribuye a varios órganos, principalmente el hígado, 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 días. 

Las principales vías de excreción son la orina y las heces, sin embargo gran parte del cromo 

absorbido puede no ser excretado, permanecer en el pulmón y ser detectado muchos tiempo 

después de la exposición. Debido a este fenómeno se ha demostrado que la concentración de 

cromo en el pulmón puede aumentar progresivamente, incluso desde la niñez (Galvão & Corey, 

1987, p. 13) 

El principal problema de la absorción de cromo hexavalente ocurre durante la reducción celular 

del mismo, donde se generan radicales libres que atacan al ADN y causan daños en sus hebras, 

además afectan a los procesos de replicación, reparación y síntesis de ADN, generando 

mutaciones, por lo que es considerado un cancerígeno 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 (Chávez, 2010, pp. 45-46) 

 

En un ecosistema acuático el cromo hexavalente se presenta muy soluble y estable por lo que es 

fácilmente transportado, aunque finalmente se reduce a cromo trivalente por acción de sustancias 

orgánicas, azufre, amonio, sulfuro de hierro, ácido sulfhídrico y nitritos para después precipitar y 

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

En los ecosistemas terrestres por el contrario, el cromo hexavalente es muy inestable por efecto 

de las reacciones redox. El cromo trivalente en condiciones ácidas fácilmente 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 ácido.    
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1.2.2 Curtiembre 

 

La curtiembre es una fábrica que transforma el cuero crudo proveniente de la industria de la carne, 

en un material estable con características adecuadas para la manufactura de calzado, bolsos y otras 

prendas de cuero. Esta estabilidad se consigue por medio de la combinación de las proteínas con 

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

 

1.2.2.1 Tipos de curtiembre 

 

- Curtiembre artesanal: Contempla procesos manuales en pequeñas fábricas, su producción 

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 producción masiva de cueros, sus procesos se llevan 

a cabo con la ayuda de maquinaria y se adicionan compuestos químicos en las etapas de 

curtido o recurtido y teñido para mejorar la resistencia del producto final. (Salinas, 2014, p. 

32) 

 

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

 

 

- Recorte en recepción: En esta primera etapa se procede a recortar las partes de la piel que 

no serán 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 orgánica a los residuos de la curtiembre. 

 

- Remojo: Es un proceso que consume grandes cantidades de agua que arrastran consigo 

tierra, cloruros y materia orgánica como sangre y estiércol. Los efluentes del proceso 

contienen también hidróxido de sodio, hipoclorito de sodio, tensoactivos y preparaciones 

enzimáticas, sustancias químicas  usadas durante el mismo. 

 

- Pelambre: Es un proceso que requiere ablandamiento de la piel para facilitar la eliminación 

de lana o pelo, por lo tanto se utiliza grandes volúmenes de agua y cal, este proceso representa 

el mayor aporte de carga orgánica y eleva el pH del agua residual entre 11 y 12. 
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- Descarne: Este es un proceso mecánico que elimina cualquier resto de carnazas y grasas que 

pueda quedar en la piel, dejando como resultado residuos con alta carga orgánica 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 ácido sulfúrico, clorhídrico, 

láctico, fórmico y bórico, los cuales estarán presentes en el agua residual del proceso. 

 

- Desengrase: Para el desengrase se utilizan grandes volúmenes de agua junto a agentes 

tensoactivos y solventes como resultado en las descargas encontramos materia orgánica 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 proteolíticas, las mismas que estarán 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 acción 

de los ácidos sulfúrico y fórmico que se añaden posteriormente. Las descargas de este 

proceso presentan elevada salinidad y un pH entre 2.5 y 3. 

 

- Curtido: Este proceso es el más importante y permite que el colágeno de la piel se estabilice, 

para esto se emplean curtientes vegetales o minerales, siendo las sales de cromo trivalente 

las más utilizadas a nivel industrial. El cromo que no ha sido fijado en la piel es arrastrado 

por el agua generando efluentes con contenido de Cr III y en menor proporción de Cr VI.  

 

- Escurrido: Es un proceso mecánico 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 mecánico que permite que la piel 

adquiera un grosor uniforme. Este proceso genera la mayor cantidad de residuos sólidos y es 

potencialmente contaminante por la presencia de cromo. 

 

- Recurtido y teñido: Es este segundo curtido se utilizan sales diferentes al cromo y curtientes 

sintéticos como los sintanos, para el teñido es común usar tintes con base de anilina a altas 

temperaturas.  

 

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

sólidos  
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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 volúmenes de agua en cada uno de los procesos (Ver Tabla 2-1). Como resultado, el agua 

puede arrastrar materia en suspensión y agentes contaminantes que alterar sus propiedades físicas, 

químicas y biológicas. (Méndez, et al., 2007, p. 21) 

 

 

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

OPERACIÓN 
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: (Zárate, 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 españoles y la aparición del primer vehículo 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 país, hecho que se mantiene hasta la actualidad  (Ver Gráfico 1-1), 

posteriormente  en los años 90 se funda la Asociación 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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                                 Fuente: (Salinas, 2014, p. 23) Asociación Nacional de Curtidores del Ecuador. 
 

 

1.2.4 Límites máximos permisible para descarga de cromo hexavalente 

 

1.2.4.1 Legislación ecuatoriana 

 

En el Anexo 1 del libro VI del Texto Unificado de Legislación Secundaria del Ministerio del 

Ambiente de Ecuador, la tabla 8 menciona un límite máximo permisible de cromo hexavalente 

en agua para uso pecuario de 1 mg/L, la tabla 11 menciona un límite máximo permisible para 

cromo hexavalente en vertidos al alcantarillado de 0.5 mg/L y la tabla 12 menciona un límite 

máximo 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 Legislación Sudamericana 

 

Argentina en su Decreto 674/89/ Disposición 79179/90-Nación, Anexo A para límites permitidos 

en el vertido a colectora cloacal, conducto pluvial y curso de agua, establece un límite máximo 

permisible para cromo hexavalente de 0.2 mg/L. 

Colombia, en su resolución No 0631 de 2015 del Ministerio del Ambiente y Desarrollo 

Sostenible, dentro del ámbito de descargas a cuerpos de agua superficiales y sistemas de 

alcantarillado, para los procesos de elaboración de artículos de piel, curtido y adobo de pieles 

establece un límite máximo permisible para cromo hexavalente de 1.5 mg/L, superior al límite 

máximo permisible en Ecuador. 

Por el contrario, Perú en su Decreto Supremo No 003-2002-PRODUCE sobre límites máximos 

permisibles y valores referenciales para las actividades industriales de cemento, cerveza, 

Gráfico 1-1: Principales provincias productoras de 

cuero en Ecuador. 
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curtiembre y papel, establece un límite máximo 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 legislación ecuatoriana. 

 

1.2.5 Tratamientos convencionales para Cr VI en aguas residuales de curtiembre 

 

1.2.5.1 Intercambio iónico 

 

Una de las principales aplicaciones del intercambio iónico es la recuperación de metales, un claro 

ejemplo es la recuperación de Cromo hexavalente en efluentes residuales. El método consiste en 

pasar el agua residual por un cambiador catiónico que se encarga de eliminar metales extraños 

como hierro, níquel, cobre o cromo trivalente, el cromo hexavalente (Cr+6) presente en forma de 

CrO4
2- es eliminado por un cambiador aniónico que como resultado nos da agua desmineralizada 

apta para el uso. El cromo hexavalente se recupera regenerando el cambiador aniónico con 

hidróxido sódico, esto libera CrO4Na2 que a su vez pasa por un cambiador catiónico el cual 

reemplaza el sodio por hidrogeno dando como resultado una solución ácida (CrO4H2) que se 

puede recuperar. (Weber, 2003, p. 301) 

Este método puede recuperar cromo hexavalente de aguas residuales con una concentración no 

mayor a 119 g CrO4
2- / litro, siempre y cuando no existan materiales que puedan dañar o 

impurificar las resinas usadas en el proceso. 

 

            Fuente: (Weber, 2003, p. 302) 

Figura 1-1: Diagrama de tratamiento de agua residual por intercambio iónico. 
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1.2.5.2 Reducción fotocatalizada 

 

El fenómeno fotocatalítico se basa en la excitación de un sólido semiconductor como el TiO2, 

ZnO, CdS, ZnS, entre otros por medio de irradiación de luz ultravioleta (UV- visible). Esta 

radiación promueve electrones desde la banda de valencia hasta la banda de conducción, 

generando así una zona reductora (exceso de electrones) en la banda de conducción 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 excitación los electrones de la banda 

conductora que están en exceso se pueden transferir a un compuesto receptor de electrones como 

lo es el Cr+6 (cromo hexavalente), provocando su reducción. En su investigación Tapia, et al 

(2002, p. 469) usó TiO2 como catalizador para reducir 50 ml de Cr +6 en concentración de 100 

mg/L, obteniendo como resultado un 97.8 % de reducción de Cr +6 en un sistema modelo y un 

81.3 % de reducción de Cr +6 en un efluente de curtiembre. 

                                      
 

1.2.5.3 Electrocoagulación 

 

La electrocoagulación es un proceso que consiste en la creación de flóculos de un hidróxido 

metálico (generalmente hierro) por disolución de electrodos de un ánodo soluble (ver Figura 5-

1), los cuales reaccionan con cromo hexavalente para generar cromo trivalente. (El - Taweel, et 

al., 2015, p. 183) 

 

              
                                       

                                                Fuente: (El - Taweel, et al., 2015, p. 184) 

 

Figura 2-1: Diagrama de tratamiento de agua residual 

por electrocoagulación. 
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A un pH de entre 0.9 y 6.5 la reacción que ocurre es la siguiente: 

HCrO4
- (aq) + 3Fe2+ (aq) + 7H+ (aq)  Cr3+ (aq) + 3Fe3+ (aq) + 4H2O (l) 

A un pH de entre 6.5 y 7.5 la reacción que ocurre es la siguiente: 

CrO4
-2 (aq) + 3Fe2+ (aq) + 4H2O (l)  3Fe3+ (aq) + Cr3+ (aq) + 8OH (aq) 

A un pH mayor a 7.5 la reacción que ocurre es la siguiente:  

CrO4
-2 (aq) + 3 Fe (OH)2  + 4H2O (l)  Cr (OH)3 + 3 Fe (OH)3 + 2OH (aq) 

 

1.2.6 Tratamientos biológicos para Cr VI en agua residual de curtiembre 

 

 

1.2.6.1 Fitorremediación 

 

La fitorremediación es el uso de especies vegetales para la transformación, remoción y 

acumulación 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 

contaminación  

Según Kamnev y Van der Lelie, 2000 citados en (Beltrán & Gómez, 2016, p. 187)       Brassica 

sp, Alyssum sp, Arabidopsis sp y Petrisis sp son especies implicadas en la fitorremediación de 

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

 

1.2.6.2 Biorremediación 

 

La biorremediación es todo proceso en el cual los microorganismos reciclan materia orgánica y 

separan iones inorgánicos como un proceso natural bajo las condiciones adecuadas de oxigeno 

residual, nutrientes y contacto con el sustrato (Castillo Rodríguez, 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, además son 

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

Dhal et al, 2013 citado en (Beltrán & Gómez, 2016, p. 180) menciona que Pseudomonas sp, 

Micrococcus sp,Bacillus sp, Achromobacter sp, Microbacterium sp, Arthrobacter sp, Vogesella 

indigofera y Corynebacterium sp, están implicados en la biorremediación de cromo hexavalente, 

y por tanto pueden ser usados en remediación 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 tóxicas e incluso han sido 

implementadas en tratamientos biológicos para la descontaminación 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 adaptación, según Rajendran, et al, (2003, p. 938) estos mecanismos pueden o no ser de origen 

enzimático. 

El microorganismo puede restringir la entrada del metal a la célula creando una barrera de 

permeabilidad para proteger sus componentes celulares más sensibles, como lo hace E.coli en su 

mecanismo de exclusión de Cu II. Pseudomonas sp por su parte protege sus componentes 

celulares  mediante la unión del metal a la membrana celular, este mecanismo es eficiente solo a 

bajas concentraciones debido a la rápida saturación de las zonas de unión y en Pseudomonas sp 

está 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
2- a Cr (OH)3 y Alcaligenes faecalis es capaz de transformar el AsO2

- 

en AsO4
3- (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 II y Zn II y posteriormente secuestrarlos o 

externamente como en el caso de Saccharomyces cerevisiae que excreta grandes cantidades de 

glutatión para secuestrar Ni II y reducir la absorción del mismo. 

Marrero-Coto et al, (2010, p. 68) menciona que los microorganismos disminuyen la acumulación 

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 

II y mecanismos de salida para el exceso.  
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Tabla 2-1: Sistemas bacterianos para expulsión de iones inorgánicos tóxicos. 

Gen/operón Iones transportados Mecanismo de expulsión 

arsAB AsO2
- ATPasa 

arsB AsO2
- Quimiosmótico 

cada Cd2+ ATPasa tipo P 

chrA CrO4
-2 Quimiosmótico 

copA Cu+ ATPasa tipo P 

cusCFBA Cu+ Quimiosmótico, RND 

CzcCBA Cd2+, Zn2+, Co2+ Quimiosmótico, RND 

czcD Cd2+ Quimiosmótico, CDF 

nccCBA Ni2+, Co2+, Cd2+ Quimiosmótico, RND 

pbrA Pb2+ ATPasa tipo P 

silCBA Ag+ Quimiosmótico, RND 

silP Ag+ ATPasa tipo P 

zitA Zn2+ ATPasa tipo P 

zitB Zn2+ Quimiosmótico, CDF 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

Fuente: (Cervantes, et al., 2006, p. 204) 

 

Según Cervantes et al, (2006, p. 205) el sistema de expulsión para cromato (CrO4
-2) fue 

identificado en los plásmidos que codifican la proteína chrA en Pseudomonas arruginosa y C. 

metallidurans, la misma que expulsa el cromato del citoplasma mediante un proceso 

quimiosmótico. 

 

1.2.8 Mecanismos bioquímicos para la biorremediación de metales pesados 

 

 

1.2.8.1 Bioacumulación  

 

En los microrganismos, el proceso de bioacumulación inicia con la unión del metal a la superficie 

celular mediante mecanismos electrostáticos, fuerzas de Van der Waals o interacciones redox 

(Rajendran, et al., 2003, p. 937), una vez que ocurre la unión 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  proteínas 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 acumulación máxima 

de Zn de 29 mg g-1 de peso celular seco y de Cu de 25 mg g-1 de peso celular seco, en tres cepas 

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

Para cromo hexavalente, Srinath et al, (2002, p. 431) demostró que las cepas Bacillus circulans y 

Bacillus megaterium son capaces de acumular 34.5 mg (CrVI) g-1 y 32 mg (CrVI) g-1 de peso 

celular seco respectivamente a partir de una concentración inicial de 50 mg /Cr VI) l-1. 

 

1.2.8.2 Transformación de valencia 

 

Según Garbisu et al, 2003 citado en (Beltrán & Gómez, 2016, p. 177) los microrganismos tienen 

la capacidad de reducir un metal enzimáticamente mediante procesos metabólicos que no están 

relacionados a la asimilación del metal, logrando cambiar su valencia y disminuir su toxicidad 

(Ver Figura 3-1). 

En el caso del cromo hexavalente,  la reducción a cromo trivalente ocurre gracias a la acción de 

ciertas reductasas como la cromato reductasa caracterizada en Pseudomonas ambigua (Marrero, 

et al., 2010, p. 69). 

 

 

Figura 3-1: Mecanismo de reducción 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 

VI a Cr III, de los cuales la mayoría son anaerobios facultativos (Ver Tabla 3-1). 
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Tabla 3-1: Microorganismos que reducen Cr VI a Cr III. 

MICROORGANISMO SUSTRATO CONDICIÓN REDOX 

Achromobacter eurydice Acetato, glucosa Anaerobia 

Eromonas dechromotica 
Galactosa, manosa, sacarosa, 

fructosa, lactosa 
Anaerobia 

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 Precipitación química extracelular 

 

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

sulfatos, fosfatos y carbonatos que precipitan iones metálicos como una forma de inmovilización 

del metal (Beltrán & Gómez, 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 biolixiviación y recuperación del metal Gilis et al, citado en (Beltrán & Gómez, 2016, 

p. 178) 

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

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

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

 

1.2.8.4 Mecanismo simbiótico 

 

Según lo reportado por Jing et al, 2007 y Chaudhry et al, 2005 citados en (Beltrán & Gómez, 

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

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

del contaminante y la planta aporta con su remoción. 
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El mecanismo simbiótico 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 raíz aumentando su capacidad de acumulación según Wu et al, 2010 citado en (Beltrán & 

Gómez, 2016, p. 179) 

De acuerdo a González-Chávez (2005, p. 33) las micorrizas: ectomicorrizas (species arbóreas y 

actinomicetes) y micorriza ericoide (miembros de la familia Ericaceae y ascomicetes) son de gran 

importancia para la remediación de ambientes contaminados con elementos potencialmente 

tóxicos como metales pesados y derivados de petróleo. 

 

1.2.9 Ralstonia pickettii 

 

González-Chávez (2005, p. 32) menciona que las bacterias aisladas con mayor frecuencia de 

ambientes contaminados por el hombre con elementos potencialmente tóxicos como metales 

pesados y derivados de petróleo 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 oligotrófico capaz de adaptarse y crecer en medios con 

una concentración muy baja de nutrientes, además 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 investigación 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 analizó 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) evaluó la resistencia de la cepa ATCC 27511 Ralstonia 

pickettii a metales pesados obteniendo los siguientes resultados en medio líquido: 0.0010 mM 

para Ag+, 0.00130 mM para Hg2+, 0.25 mM para Cd2+, 3.125 mM para Co2+, 3 mM para Zn 2+, 

0.75 mM para Cu2+, y 1 mM para Ni2+. 
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Tabla 4-1: Compuestos tóxicos degradados por R. pickettii. 

SUSTRATO GENES RESPONSABLES 

Benceno Ruta tbu  

Meta-cresol Ruta tbu 

Orto-cresol Ruta tbu 

Para-cresol Ruta tbu 

1,4-dioxano Ruta tbu 

Nitrobenceno Ruta tbu, locus pnb  

N-nitrosodimetilamina Ruta tbu 

Fenol Ruta tbu 

Tolueno Ruta tbu 

Pentaclorofenol No conocido 

Quinolina No conocido 

                              Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

                                         Fuente: (M.P. Ryan, et al., 2007, p. 755) 
 

 

Ralstonia pickettii posee un regulón denominado “Ruta tbu” que codifica las enzimas encargadas 

del catabolismo del benceno, tolueno e hidrocarburos alquilaromáticos (Kahng, et al., 2000, p. 

1232) y constituye el mecanismo más importante para la degradación de compuestos tóxicos de 

naturaleza orgánica (Ver Tabla 4-1). 
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CAPÍTULO II 

 

 

2. MARCO METODOLÓGICO 

 

 

2.1 Tipo y diseño de la investigación 

 

La investigación es de tipo exploratorio con diseño experimental, pues la manipulación de 

variables mediante metodologías conocidas permitirá aceptar o rechazar una hipótesis. 

 

Diseño experimental 

El diseño experimental de la presente investigación fue  unifactorial con n tratamientos. 

 

 

Tabla 1-2: Diseño experimental de la investigación. 

CONCENTRACIÓN FINAL DE Cr VI (mg/L) 

UNIDAD DE 

ANÁLISIS 
REPETICIÓNES 

TIEMPO DE INCUBACIÓN (HORAS) 

24 48 72 

UA 1 3 - - - 

UA 2 3 - - - 

UA 3 3 - - - 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

 

 

2.2 Unidad de análisis  

 

Concentración de cromo hexavalente (mg/L). 

 

2.3 Población de estudio 

 

 

Agua residual proveniente de curtiembre. 
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2.4 Tamaño de la muestra 

 

El tamaño 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 
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2.6 Etapas de la investigación 

 

 

2.6.1 Preparación de medios de cultivo 

 

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

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

 

- Caldo nutritivo: Se utilizó para la siembra en medio líquido de R. pickettii, para su 

preparación se siguieron las indicaciones del fabricante Difco (Ver Anexo B). 

 

- Agar PCA (Plate Count Aar): De acuerdo al fabricante Difco, el agar PCA está diseñado 

para el conteo de bacterias aerobias en agua, agua residual y alimentos, por lo tanto se utilizó 

para el conteo de heterótrofos en las muestras de agua residual de curtido. Para su 

preparación se siguieron las indicaciones del fabricante (Ver Anexo C). 

 

2.6.2 Preparación de medios de cultivo suplementados 

 

Tanto el medio sólido (agar nutritivo) como el medio líquido (caldo nutritivo) se suplementaron 

con soluciones de dicromato de potasio (K2Cr2O7) para alcanzar las concentraciones de cromo 

hexavalente necesarias. Para la evaluación de la resistencia al Cr VI se prepararon 50, 100, 150, 

200 y 250 mg/L de dicromato de potasio y para las pruebas de gradación en agua sintética se 

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

 

2.6.3 Activación de la cepa de Ralstonia pickettii 

 

La activación de R. pickettii se realizó en placas de agar nutritivo, siguiendo las instrucciones del 

distribuidor para la activación de formatos KWIK-STIK (Ver Anexo A), las placas se incubaron 

durante 48 horas a 35°C. 

 

2.6.4 Elaboración del cultivo overnight 

 

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

(aproximadamente 8 horas), posteriormente se comparó la turbidez del cultivo con el nefelómetro 
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número 0.5 de la escala de McFarland (Ver Fígura 1-2) equivalente a aproximadamente 1X108 

UFC por mililitro. (Pasterán & Galas, 2008, p. 34) 

 

                    Figura 1-2: Cultivo overnight. 

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

 

2.6.5 Conservación de la cepa 

 

2.6.5.1 Subcultivos 

 

Para la realización de los subcultivos se tomó una muestra del cultivo principal con la ayuda de 

un asa de siembra y se realizó un estriado de tres zonas en una placa fresca de agar nutritivo, 

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

Los subcultivos se realizaron cada 15 días, tiempo en el cual se evidenció deshidratación del 

medio y pérdida de grosor. (Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, 

2016, p. 21) 

 

2.6.5.2 Congelación ordinaria 

 

Para la congelación ordinaria se tomó una muestra del cultivo principal de Ralstonia pickettii y 

se realizó un cultivo overnight en caldo nutritivo el cual se comparó con el estándar  0.5 de la 

escala de McFarland aproximadamente 1x108 UFC/ml (Pasterán & Galas, 2008, p. 39) , una vez 

alcanzada la concentración requerida se tomó 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 

último se congeló la cepa a -20 °C (Ver Anexo E)  (Instituto de Biotecnología de la Universidad 

Nacional de Colombia, 2016, p. 23) 
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2.6.6 Caracterización del agua residual de curtiembre 

 

 

2.6.6.1 Muestreo 

 

Para cada curtiembre se tomó una muestra de tipo simple, siguiendo los lineamientos de la NTE 

INEN 2176:1998. Tomando las debidas precauciones y con el equipo de protección personal 

adecuado se realizó tres enjuagues del envase con el agua residual, posteriormente se llenó el 

envase por completo, se tapó herméticamente, se rotuló y finalmente se refrigeró hasta su análisis 

en el laboratorio de acuerdo a la NTE INEN 2169:2013. 

Los envases que se usaron para el muestreo fueron de plástico y previamente lavados con un 

detergente libre de fosfatos de acuerdo a la NTE I.NEN 2169:2013. 

 

 

2.6.6.2 Caracterización de parámetros físico-químicos y microbiológicos 

 

La caracterización del agua residual se realizó durante tres días diferentes de producción en cada 

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

- Temperatura: Se midió insitu con un termómetro infrarrojo digital marca One Technology, 

modelo GM320 con un rango de medición de -50 °C a 380 °C. 

 

- pH y Conductividad: Se midieron exsitu, en el laboratorio de calidad del agua de la Facultad 

de Ciencias de la ESPOCH, la muestra se dejó 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 procedió a la medición en un multímetro marca Consort 

modelo C562. 

 

- Cromo hexavalente: Se realizó 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 Fotómetro marca HACH modelo DR 2800 (Ver Anexo 

B) 

 

- Conteo de heterótrofos: Se realizó en el laboratorio de Microbiología de la Facultad de 

Ciencias de la ESPOCH usando el método de diluciones seriadas, en placas de agar PCA se 

sembró hasta la dilución 10-5, se incubaron a 35°C y finalmente a las 72 horas se realizó el 

conteo, debido a que en las primeras 48 no se observó crecimiento. (Aquiahuatl Ramos & 

Pérez Chabela, 2004, pp. 68-69) 
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2.6.7 Evaluación de resistencia al cromo hexavalente 

 

La evaluación de la concentración mínima inhibitoria de cromo hexavalente se llevó 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 están dentro del rango de resistencia de otros géneros bacterianos 

como Pseudomonas o Alcaligenes (Moraga , et al., 2003, pp. 93-94) 

Para cada concentración se sembraron dos placas usando una técnica de punción para obtener 

colonias separadas y diferenciables, además 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 degradación de cromo hexavalente en agua sintetizada en laboratorio 

 

Para evaluar la capacidad de degradación de R.pickettii de cromo hexavalente se utilizó caldo 

nutritivo suplementado con dicromato de potasio (Hernández, et al., 2016, p. 68) en 

concentraciones de 5,10 y 15 mg/L, las cuales son mayores al límite máximo permitido por la 

legislación ecuatoriana para descargas al sistema de alcantarillado o cuerpos de agua, por lo tanto 

requieren tratamiento. 

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

(Ver Figura 2-2),  las unidades de análisis fueron inoculadas a partir de un cultivo overnight en 

diferentes concentraciones  (Ver Tabla 1-2) y se incubaron a 35°C por 72 horas. Además se realizó 

un blanco sin inóculo el cual se incubó bajo las mismas condiciones que las unidades de análisis. 

Transcurridas las 72 horas se tomaron muestras de 10 ml en tubos de ensayo, se centrifugaron a 

3000 rpm durante 15 minutos (Hernández, et al., 2016, p. 68) y se midió la concentración de 

cromo hexavalente. 

 

 

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

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

Unidad de análisis Repetición Concentración inicial de cromo hexavalente (mg/L) 

Unidad de análisis 

1 (108 UFC) 
3 

5 10 15 

Unidad de análisis 

2 (2 x 108 UFC) 
3 

Unidad de análisis 

3 (3 x 108 UFC) 
3 

Blanco (sin biomasa) 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
 

 

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

 

 

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

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

concentraciones  (Ver Tabla 2-2) y se incubaron a 35°C. Además se realizó un blanco sin inóculo 

el cual se incubó bajo las mismas condiciones que las unidades de análisis. 

 

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

biomasa. 

 

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

biomasa. 

 

- Unidad de análisis 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 (Hernández, et al., 2016, p. 68) y se midió la concentración de cromo 

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

 

Unidad de análisis  Repetición Tiempo de incubación (horas) 

Unidad de análisis 1 3 

24 48 72 
Unidad de análisis 2  3 

Unidad de análisis 3  3 

Blanco sin inóculo 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
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CAPITULO III 

 

 

3. RESULTADOS Y DISCUCIÓN 

 

 

3.1 Activación de la cepa de Ralstonia pickettii 

 

El desarrollo de la cepa de R.pickettii con número de referencia ATCC 700591 y viabilidad >1000 

UFC por pallet (Ver Anexo C), tuvo lugar dentro de 72 horas a 35 °C en agar nutritivo. 

Posteriormente se evaluó su estabilidad morfológica comparando sus características 

macroscópicas con las establecidas en el certificado de análisis emitido por el distribuidor 

Microbióligics. (Ver Tabla 1-3) 

 

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

 

                                 Cepa  

Características                

ATCC 700591 

Descripción  Fotografía 

Borde o margen  Entero 

 

           

Frente a la luz Brillante 

Forma  Circular, aproximadamente a 

los 8 días e presenta irregular 

Color Blanco grisáceo  

Tamaño Pequeño  

Superficie Lisa  

Consistencia  Cremosa 

Pigmentación o cromogénesis No presenta 

Medio, T °C Agar nutritivo, 35°C 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

 

La estabilidad morfológica se mantuvo por aproximadamente 15 días, pasado este tiempo las 

colonias presentaron coloración amarillenta en el centro y se evidenció deshidratación del medio, 

por lo que se prepararon nuevos cultivos en medio fresco. 
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El Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia (2016, p. 20) menciona 

tiempos de conservación 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 conservación de R. pickettii de aproximadamente 15 días, de acuerdo a Berger, 1970 

citado en (Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, 2016, p. 21) pudo 

deberse a la utilización 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 oligotrófico. 

 

3.2 Caracterización del agua residual de curtiembre 

 

Tabla 2-3: Caracterización fisicoquímica y microbiológica del agua residual. 

 

CURTIEMBRE PARÁMETRO 
MUESTREO 

1 

MUESTREO 

2 

MUESTREO 

3 

LÍMITE 

MÁXIMO 

PERMISIBLE 

(TULAS) 

Curtiembre A 

Temperatura (°C) 15.7 16.1 15.2 <40 

pH (adimensional) 4.41 3.90 4.27 5-9 

Conductividad 

(mS/cm) 
19.9 22.9 23.7 - 

Concentración de 

Cr VI (mg/L) 
0.14 0.20 0.18 0.5 

Conteo microbiano 

(UFC) 
0 0 0 - 

Curtiembre B 

Temperatura (°C) 15.9 15.5 15.3 <40 

pH (adimensional) 3.49 4.21 4.11 5-9 

Conductividad 

(mS/cm) 
16.8 17.1 16.2 - 

Concentración de 

Cr VI (mg/L) 
0.16 0.22 0.21 0.5 

Conteo microbiano 

(UFC) 
0 0 0 - 

Curtiembre C 

Temperatura (°C) 15.6 16.1 15.8 <40 

pH (adimensional) 4.39 4.12 3.97 5-9 

Conductividad 

(mS/cm) 
11.2 9.45 8.61 - 

Concentración de 

Cr VI (mg/L) 
0.10 0.13 0.09 0.5 

Conteo microbiano 

(UFC/ml) 
10500 450 600 - 

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 mesófilos (Castillo Rodríguez, et 

al., 2005, p. 383), sin embargo, de acuerdo a la investigación de Xie et al, (2010, p. 4062) 

los valores de 15.2 a 16.1 °C obtenidos en los análisis se encuentran por debajo del mínimo 

requerido de 20 °C para el correcto desarrollo de R. pickettii, por lo que para un posible 

tratamiento de agua residual de curtiembre se debería 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 características de un medio óptimo para el crecimiento de acidófilos los 

cuales se encuentran en pH de 1 a 5  según (Castillo Rodríguez, et al., 2005, p. 386). En su 

investigación Xie, et al (2010, p. 4062) reporta un valor mínimo 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 

varían entre 4 y 6, pues un medio acido permite la correcta adhesión del cromo en la piel. 

Munz, et al (2008, p. 8613) reportó valores de 5.8 a 7.5 en agua residual de curtiembre, en 

otro estudio Álvarez, et al (2004, p. 77), reportó valores de pH en agua residual del curtido 

entre 3.8  y 4.2, similares a los obtenidos en la presente investigación de 3.49 a 4.41, los 

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

 

- Conductividad: De acuerdo a Álvarez, et al (2004, p. 78), la conductividad eléctrica indica 

la presencia de ciertos iones como: Na++, Ca++ o Mg++, provenientes de  productos químicos 

usados en los procesos de curtido, en su investigación 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/cm y los obtenidos en el análisis de 

la curtimbre C en la presente investigación 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 concentración de cromo hexavalente de las curtiembres A, B y 

C se contemplan pequeñas diferencias, sin embargo ningún valor supera el límite máximo 

permisible para descargas en alcantarillado público de 0.5 mg/L de Cr VI establecido en el 

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

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

 

Otiniano, et al (2007, p. 35) es su investigación evalúa la degradación de Cr VI en una 

curtiembre, reportando un valor de 0.37 mg/L  en la caracterización del agua residual, valor 

similar a los reportados en las curtiembres A y B analizadas en la presente investigación y 

que de acuerdo a la legislación ecuatoriana no requiere tratamiento. 

 

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

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

 

 

- Conteo de heterótrofos: En el conteo de las curtiembre A y B no se obtuvo crecimiento, lo 

que nos indica a breves rasgos que existe un interferente de crecimiento microbiano, el cual 

podría ser de origen químico, pues es común que para un proceso de recuperación de cromo 

se añadan agentes químicos como el hidróxido de sodio (Agudelo & Gutíerrez , 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 tóxico para el desarrollo de los microrganismos, impidiendo el uso de 

tratamientos biológicos como la biorremediación. 

 

La curtiembre C está diseñada a pequeña 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 variación 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 comparación 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 106 UFC/ml o el de Edwards, et al (2005, p. 248) en el cual reportan 1.2 

X 106 UFC/ml en efluentes de curtido. 
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3.3 Evaluación de la resistencia al cromo hexavalente 

 

La resistencia de Ralstonia pickettii al cromo hexavalente se determinó por el crecimiento 

uniforme de las colonias en cada uno de los puntos de repique, se evidenció crecimiento en las 

concentraciones de 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L. Las características de las colonias 

como el tamaño, el color, el espesor y la textura fueron las mismas en todas las concentraciones 

(Ver Tabla 1-3) 

Pasadas las 72 h no se observó crecimiento de colonias en las placas con concentración de 250 

mg/L, por lo tanto se determinó una resistencia máxima de Ralstonia pickettii a la concentración 

de 200 mg/L lo cual es favorable para la investigación tomando en cuenta que la concentración 

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 según Cárdenas y Acosta (2011, p. 11). 

Gómez-Bertel, et al (2008, p. 97) en su estudio denominado “Evaluación de tres hongos 

lignolíticos 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 según 

Khade y Adholeya, 2007 citados en (Beltrán & Gómez, 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 aísle se podría obtener 

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

 

Concentración de cromo hexavalente mg/L Evidencia fotográfica 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 degradación de cromo hexavalente en agua sintetizada en laboratorio 

 

Pasadas las 48 horas de incubación, en las unidades de análisis se observó crecimiento bacteriano 

(Ver Figura 1-3), posteriormente en la medición de la concentración de cromo hexavalente 

mediante 1,5-Difenil-carbohidraazida, se observó diferencia en la coloración entre la muestra de 

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

 

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

                  Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

                         A: Unidad de análisis inoculada, B: Blanco sin inocular 
 

 

 

        Figura 2-3: 1,5-Difenil-carbohidraazida en agua sintética 

        Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

           A: Blanco sin inocular, B: Unidad de análisis inoculada 
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Tabla 4-3: Resultados de la degradación en agua sintética. 

 

Unidad de 

análisis 
Repetición 

Concentración inicial de cromo hexavalente (mg/L) 

5 mg/L 10 mg/L 15 mg/L 

Concentración final de cromo hexavalente (mg/L) 

Unidad de 

análisis 1 (108 

UFC) 

1 0.21 0.76 1.26 

2 0.15 0.59 1.31 

3 0.22 0.70 1.94 

Unidad de 

análisis 2 (2 x 

108 UFC) 

1 0.29 0.77 1.13 

2 0.18 0.85 1.01 

3 0.34 0.69 1.08 

Unidad de 

análisis 3 (3 x 

108 UFC) 

1 0.21 0.89 1.41 

2 0.23 0.89 1.53 

3 0.30 0.78 1.64 

Blanco (sin biomasa) 2.23 7.68 12.84 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
 

 

3.4.1 Análisis estadístico 

 

Se evaluó la normalidad de los datos y se realizó un análisis ANOVA de un factor para determinar 

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

 

- Concentración inicial 5 mg/L 

 

Tabla 5-3: Análisis ANOVA para la concentración inicial 5 mg/L. 

ANOVA 

 

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Sig. 

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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Hipótesis 

H0: No existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada, p ≥ 0.05. 

H1: Existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad de 

biomasa inoculada, p < 0.05. 

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadísticamente la hipótesis nula, la cual dice 

que no existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada. 

El valor promedió de la concentración final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 0.24 

mg/L, equivalente a un 92.5 % de degradación sin mostrar diferencias significativas entre los 

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

 

- Concentración inicial 10 mg/L 

 

Tabla 6-3: Análisis ANOVA para la concentración inicial 10 mg/L. 

ANOVA 

 

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Sig. 

Entre grupos .043 2 .022 3.640 .092 

Dentro de grupos .036 6 .006   

Total .079 8    
      Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
 

Hipótesis 

H0: No existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada, p ≥ 0.05. 

H1: Existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad de 

biomasa inoculada, p < 0.05. 

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadísticamente la hipótesis nula, la cual dice 

que no existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada. 
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El valor promedió de la concentración final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 0.77 

mg/L, equivalente a 92.3 % de degradación sin mostrar diferencias significativas entre los valores 

de cada unidad de análisis (Ver Tabla 4-3). 

 

- Concentración inicial 15 mg/L 

 

Tabla 7-3: Análisis ANOVA para la concentración inicial 15 mg/L. 

 

ANOVA 

 

 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Sig. 

Entre grupos .391 2 .195 3.654 .092 

Dentro de grupos .321 6 .053   

Total .712 8    
Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

 

Hipótesis 

H0: No existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada, p ≥ 0.05. 

H1: Existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad de 

biomasa inoculada, p < 0.05. 

Como la significancia es mayor a 0.05, se acepta estadísticamente la hipótesis nula, la cual dice 

que no existen diferencias significativas en la concentración final de Cr VI al variar la cantidad 

de biomasa inoculada. 

El valor promedió de la concentración final luego del tratamiento con R. pickettii fue de 1.37 

mg/L, equivalente a 90.87 % de degradación sin mostrar diferencias significativas entre los 

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

 

En menor proporción se observó degradación de Cr VI en los blancos de cada unidad de análisis, 

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, aminoácidos libres, ácido fólico, 

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

por compuestos como aminoácidos, nucleótidos, azúcares, vitaminas y ácidos orgánicos”. 

La reducción de Cr VI en los blancos también es reportada por Guevara Zumárraga (2010, p. 37) 

en su investigación, además sugiere que se debe a la presencia de algún agente degradante en el 

medio de cultivo utilizado. 

En cuanto a los porcentajes de degradación de Cr VI, Sharoori, et al (2000, p. 350)reporta un 

porcentaje de degradación de 87.17 % en caldo LB suplementado con 21.5 mg/ml de dicromato 

de potasio, por otro lado Guevara Zumárraga (2010, p. 63) en su investigación reporta que las 

cepas no especificadas, con codificación I5 y M3 redujeron la concentración de Cr VI en 98 % a 

partir de una concentración inicial de 10 mg/L.  

En el tratamiento con R. pickettii los valores de 92, 5; 92,3 y 90.87 % de degradación 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 concentración inicial aumenta, el porcentaje de 

degradación disminuye, por lo que solo para la concentración inicial de 5 mg/L se alcanzan 

concentraciones finales bajo el límite permitido por la legislación ecuatoriana de 0.5 mg/L para 

Cr VI (Ver Gráfico 1-3). Esto nos indica que posiblemente el mecanismo usado por R. pickettii 

para la descontaminación de Cr VI sea la bioacumulación, pues al aumentar la concentración del 

contaminante la célula se satura con mayor facilidad, además al no existir cambio en la coloración 

del medio podemos concluir que no existe reducción a Cr III. 

 

           Gráfico 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 Degradación de cromo hexavalente en agua residual de curtiembre 

 

Para las curtimbres A y B, en las cuales no hubo crecimiento bacteriano en la caracterización del 

agua residual, se elaboró 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 incubó durante 48 horas a 

35°C, posteriormente se realzó una siembra en superficie en agar nutritivo y agar PCA, sin 

embargo no se evidenció crecimiento, debido a la presencia de agentes químicos usados durante 

el proceso de curtido. 

Los ensayos de degradación en agua residual se los realizó en el agua residual de la curtiembre 

C, esto debido a que se obtuvo un promedio de 3850 UFC/ml en el conteo de heterótrofos 

demostrando la posibilidad de crecimiento microbiano, sin embargo los resultados de los análisis 

de concentración de cromo hexavalente en la curtiembre C se encuentran bajo el límite máximo 

permisible establecido en la normativa ecuatoriana, por tanto fue necesario usar peróxido de 

hidrogeno en dilución como oxidante para alcanzar una concentración superior a 0.5 mg/L de Cr 

VI en el agua residual. 

En un volumen de 3000 ml de agua residual, al añadir 5 ml de la solución de peróxido de 

hidrogeno se alcanzó una concentración de 0.44 mg/L de Cr VI, al añadir otros 5 ml de la solución 

de peróxido de hidrogeno se alcanzó una concentración de 0.61 mg/L, una vez que la 

concentración de Cr VI se estabilizó, se procedió con el tratamiento. 

Después del tratamiento con R. pickettii, en el medición de la concentración de cromo hexavalente 

con 1,5-Difenil-carbohidraazida, se observó diferencia en la coloración entre la muestra de la 

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

 

 Figura 3-3: 1,5-Difenil-carbohidraazida en agua residual. 

        Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

           A: Blanco sin inocular, B: Unidad de análisis inoculada 
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En el sedimento de las muestras centrifugadas no se encontró aparente diferencia (Ver Figura 4-

3), por tanto se podría señalar que el crecimiento bacteriano en las tres unidades de análisis es 

prácticamente el mismo, posiblemente porque se usó la misma cantidad de nutriente en las tres 

unidades de análisis. 

 

    Figura 4-3: Sedimento en las muestras centrifugadas 

                                   
                                   Realizado por: Kevin Veloz, 2018 

                                                A: Unidad de análisis 1, B: Unidad de análisis 2, C: Unidad de análisis 3 
 

 

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

 

Unidad de 

análisis 
Repetición 

Tiempo de incubación 

24h 48h 72h 

Concentración final de cromo hexavalente (mg/L) 

Unidad de 

análisis 1 

1 0.27 0.29 0.24 

2 0.25 0.24 0.26 

3 0.29 0.26 0.27 

Unidad de 

análisis 2  

1 0.28 0.25 0.29 

2 0.29 0.28 0.29 

3 0.26 0.23 0.26 

Unidad de 

análisis 3  

1 0.29 0.26 0.25 

2 0.25 0.28 0.23 

3 0.24 0.25 0.27 

Blanco sin inóculo 0.43 0.47 0.46 

Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
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3.5.1 Análisis estadístico 

 

Se evaluó la normalidad de los datos y se utilizó un modelo lineal general para determinar el 

efecto de dos factores sobre una variable dependiente por separado y el efecto de la interacción 

de ambos. 

 

Tabla 7-3: Análisis estadístico de la degradación de Cr VI en agua residual. 

 

Pruebas de efectos inter-sujetos 

Variable dependiente:   Concentración_final 

Origen 
Tipo III de suma 

de cuadrados 
gl Media cuadrática F Sig. 

Modelo corregido .002a 8 .000 .746 .652 

Intersección 1.878 1 1.878 4486.230 .000 

Unidad_Análisis .001 2 .000 .805 .462 

Tiempo_incubación .000 2 .000 .460 .638 

Unidad_Análisis * 

Tiempo_incubación 
.001 4 .000 .858 .507 

Error .008 18 .000   

Total 1.888 27    

Total corregido .010 26    
Realizado por: Kevin Veloz, 2018 
 

 

Hipótesis 

H0: El efecto de los factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubación) sobre la variable 

dependiente (Concentración final de Cr VI) no es significativo, p ≥ 0.05. 

H1: El efecto de los factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubación) sobre la variable 

dependiente (Concentración final de Cr VI) es significativo, p < 0.05. 

Como la significancia es mayor a 0.05 se acepta la hipótesis nula que dice que El efecto de los 

factores (cantidad de biomasa y tiempo de incubación) sobre la variable dependiente 

(Concentración 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 incubación se 24 h se alcanzó 

el nivel máximo de degradación de R. pickettii, no observándose mejoras en los ensayos de 48 y 

72 horas. 

El valor promedio de degradación fue de 58.2 %, el cual se puede considerar bajo en comparación 

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 

degradación en efluentes de curtido utilizando Pseudomonas sp.  

Pasadas las 72 horas de incubación el porcentaje promedio de degradación fue de 58.73 %, dando 

una concentración 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 límite 

máximo permisible de 0.5 mg/L para descargas al alcantarillado público 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 caracterización del agua residual en las curtiembres A, B y C mostró valores para 

temperatura entre 15.2 y 16.1 °C, pH entre 3.49 y 4.41 y Cr VI 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 heterótrofos en las curtiembres A y B no se obtuvo crecimiento 

mientras que en la curtiembre C se observó un crecimiento promedio de 3850 UFC/ml. 

- Se evaluó la resistencia de R. pickettii al cromo hexavalente usando como sal de cromo el 

dicromato de potasio, donde la resistencia máxima se estableció en 200 mg/L, observándose 

crecimiento nulo en las cajas con concentración de 250 mg/L. 

- El porcentaje promedio de degradación de cromo hexavalente fue de  95.2 % en agua 

sintética con una concentración inicial de 5 mg/L, 92.3 % para la concentración inicial de 10 

mg/L y 90.87 % para la concentración inicial de 15 mg/L, notándose pérdida paulatina en la 

capacidad de degradación a medida que aumenta la concentración inicial. 

- El porcentaje promedio de degradación 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 degradación de cromo hexavalente con respecto 

al tiempo, además se determinó que las variaciones de biomasa no alteran el proceso de 

degradación, pues se obtuvieron resultados similares cuando se inoculó 5 X 10 8 UFC/ml y 

15 X 10 8 UFC/ml. 

- R. pickettii fue capaz de reducir la concentración de Cr VI en agua residual de curtiembre en 

57.14 %, lo cual permitió cumplir con la normativa ecuatoriana para descargas al 

alcantarillado público y cuerpos de agua superficiales, sin embargo se han reportado 

microorganismos como Bacillus sp capaz de reducir la concentración de Cr VI en 86 % o S. 

capitis en 89 %, los cuales son más eficientes para su aplicación 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 mínimas 

inhibitorias. 

- Determinar los mecanismos utilizados por R. pickettii para la descontaminación de aguas 

residuales de curtiembre. 

- Determinar la capacidad R.pickettii para la remoción de cromo trivalente presente también 

en aguas residuales provenientes de curtiembre. 

- Diseñar un plan piloto para el tratamiento de grandes volúmenes de agua residual de 

curtiembre con R. pickettii.
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ANEXOS 

 

Anexo A: Hoja técnica agar nutritivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo B: Hoja técnica caldo nutritivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo C: Hoja técnica agar PCA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

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

 

 

 

 

 



 

Anexo E: Conservación bacteriana 

 

 

 

 

IDENTIFICACIÓN:   R. pickettii  CÓDIGO: ATCC 700591 

 

 

ORIGEN: 

 

Activada por Kevin Veloz Cando 

Fecha de ingreso 05 de septiembre de 2017 

 

CARACTERÍSTICAS:  

 

Macroscópicas Colonias pequeñas, redondas con bordes enteros, apariencia brillante, 

cremosa de color blanco. 

Microscópicas bacilo 

Bioquímicas Gram negativo, oxidasa positivo 

Fisiológicas Oligotrófica, 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 

Incubación:  48 horas - 

 

Preservante: Glicerol 30 % v/v 

 

 

VIABILIDAD:  

 

Localización Fecha de 

conservación 

Fecha de 

Evaluación 

Resultado de 

Viabilidad 

Congelación -20°C 05/08/2017 - - 

 

 

 

 

 



 

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

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Anexo G: Certificado de análisis cepa ATCC 700591 

 

 

 

 

 

 



 

 


