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Abstract v

Heavy metal contamination in water sources is very common due to industries, agriculture,
livestock and mining, thus, the research about decontamination processes is vital; These
chemicals are not biodegradable and have genotoxic, mutagenic and carcinogenic characteristics,
which end up becoming a threat to both human health and the environment. The aim of this work
is to identify those microorganisms capable of decomposing or degrading hexavalent chrome
provided as potassium dichromate (K2Cr207); several native bacterial strains from the Jaboque
Wetland, the Mufia Reservoir and a Tabio Thermal Spring were isolated. Laboratory tests were
performed and it was observed that the strains JB1-1, EM2-2 and MT1 presented a efficiency of

76%, 60% and 49% respectively, on a concentration of 30 mg / L of chromium (1V).

Keywords: Detoxification, Heavy Metals, Chromium, Bioremediation, Microorganisms.



Resumen Vi

La contaminacion por metales pesados en las fuentes hidricas que estan cerca a industrias,
sectores agricolas, ganaderos y mineros es muy comun, por eso es de vital importancia investigar
procesos que ayuden a su descontaminacién; estos quimicos no son biodegradables y presentan
caracteristicas genotoxicas, mutagénicas y carcindgenas, que terminan convirtiéndose en una
amenaza tanto para la salud humana como para el medio ambiente. El objetivo de esta
investigacion es identificar microorganismos capaces de descomponer o degradar cromo
hexavalente suministrado como dicromato de potasio (K2Cr207); para esto se aislaron varias
cepas bacterianas nativas provenientes del Humedal Jaboque, del Embalse del Mufia y de un
Manantial Termal de Tabio, se realizaron varios ensayos de laboratorio y se observo que las
cepas JB1-1y 2, EM2-2 y MT1 y 2 presentaron una eficiencia de 76%, 60% y 49%

respectivamente a una concentracion de 30 mg/L de cromo (V).

Palabras claves: Detoxificacion, Metales Pesados, Cromo, Biorremediacion,

Microorganismos.
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1. Introduccion

Uno de los principales problemas ambientales que se vienen presentando en los
ultimos tiempos tanto en Colombia como en el mundo, es la contaminacion del recurso
hidrico por metales pesados a raiz de actividades mineras e industriales, trayendo consigo

efectos negativos que afectan directamente a los organismos y los ecosistemas.

Estos efectos dependen generalmente de la dosis, pero algunos metales pesados en
cantidades relativamente pequefias puede tener efectos toxicoldgicos nocivos (Boyd,
2010), los cuales estan directamente relacionados con el grado de exposicion ambiental u
ocupacional, que pueden generar alteraciones principalmente en la salud humana, dentro
de las cuales estan incluidos varios tipos de cancer y afectaciones al sistema respiratorio y

nervioso.

Aunque existen gran variedad de métodos fisicoquimicos para el tratamiento de aguas
contaminadas con metales pesados, han resultado costosos e ineficientes, especialmente
cuando la concentracion de metales pesados en muy baja. Otro factor que dificulta la
descontaminacion es la produccion de subproductos como lodos con altas
concentraciones de metales que dificulta su posterior recuperacion y/o eliminacion

(Caiiizares, 2000).



Los métodos bioldgicos para la recuperacion de metales pesados se han venido
desarrollando durante las ultimas tres décadas como una buena opcion para el tratamiento
de aguas residuales, teniendo entre sus principales ventajas que son métodos respetuosos
con el medio ambiente, pues no tiene un gran consumo energético ni de materias primas y
ademaés disminuye la produccion de lodos a eliminar, teniendo un mayor rendimiento en

el reciclaje y la recuperacion de metales (Tsezos, Hatzikioseyian, & Remoudaki, 2012).

Lamentablemente, una de las principales limitantes de la aplicacion de los métodos
bioldgicos en el tratamiento de aguas contaminadas con metales, es que no se conoce a
profundidad los mecanismos que controlan el crecimiento y la actividad de los
microorganismos en ambientes contaminados, asi como también el poco conocimiento de
los metabolismos de las cepas con potencial de remocion, generando que tratamientos
exitosos en laboratorio no lo sean al ser extrapolados a los estudios de campo (Ortiz,
Sanz, & Dorado, 2007), por lo que se hace necesario desarrollar investigaciones que
permitan predecir la actividad microbiana y los pardmetros de crecimiento de nuevas
cepas efectivas (pH, temperatura, humedad, concentracion del contaminante,
suplementos, aireacion, etc.) durante los tratamientos de biorrecuperacion, lo cual
permitiria resolver muchas de las cuestiones que hasta hoy se desconocen para que la

aplicacion de estos métodos sea mas efectivos (Ortiz et al., 2007).



2. Justificacion

La degradacion del medio ambiente es una crisis generada por el hombre a raiz de
précticas productivas encaminadas a cubrir las necesidades materiales y de supervivencia

de la poblacion humana (L6pez, 2002).

Las actividades antropogénicas como la industria, la agricultura, la mineria, la
extraccion petrolera y el inadecuado manejo de los residuos peligrosos han generado
problemas de contaminacion que afectan los recursos agua, suelo y aire, ocasionando una
enorme cantidad de sustancias toxicas que alteran el pH, la conductividad térmica y el
intercambio catiénico dentro de los recursos, limitando la formacién de nueva vida, la

reproduccion y la subsistencia de muchas de las especies.

La contaminacion por metales pesados es uno de los principales problemas
ambientales que se presentan en la actualidad, debido a que estos elementos quimicos no
son biodegradables y presentan caracteristicas genotoxicas, mutagénicas y carcinégenas,
convirtiéndose en una amenaza tanto para la salud humana como para el medio ambiente;
el término “metales pesados” se aplica a cualquier elemento metélico que tenga una
densidad relativamente alta y que sea toXico 0 venenoso, aun en bajas concentraciones

(Duruibe, Ogwuegbu, & Egwurugwu, 2007).
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Uno de los principales metales pesados mas estudiados es el cromo (Cr), se emplea en
su mayor parte en las industrias quimicas de aleaciones de acero, galvanoplastia, tincion
de textiles, construccion de maquinarias, en radio electronica, efluentes de torres
refrigerantes de estaciones generadoras de energia eléctrica, curtido de pieles, blindajes
para proyectiles, taladros y cajas fuertes, entre otras aplicaciones. (Otiniano, Tuesta &

Robles, 2007).

El impacto del cromo en los ecosistemas esta directamente relacionado con el medio.
En los ecosistemas acuaticos, el cromo se presenta principalmente en su estado
hexavalente (Cr*®) de forma soluble, es suficientemente estable para ser transportado por
el agua y finalmente es reducido a cromo trivalente (Cr*®) mediante la intervencion de
especies organicas. Por lo general, esa forma trivalente no migra de forma significativa,
sino que se precipita rapidamente y es absorbida por particulas en suspension y

sedimentos del fondo de rios y lagos (Chévez, A., 2010).

En los suelos, el cromo trivalente (Cr*®) es relativamente inmévil debido a su
capacidad de adsorcidn, las reacciones de oxido reduccion afectan la biodisponibilidad y
la toxicidad del mismo, en muy bajas dosis constituye un micronutriente esencial para
procesos metabolicos de plantas y animales, pero en su forma hexavalente es altamente

toxico (Chavez, A., 2010).



Se ha comprobado que el cromo se acumula en muchas especies, principalmente
acuaticas (Chavez, A., 2010) y puede verse transferido por medio de la cadena trofica de
unas especies a otras (Arauzo, M., Rivera, M., Valladolid, M., Norefia, C., & Cedenilla,
0., 2003); los efectos toxicoldgicos estan directamente relacionados con la concentracion
del contaminante, a nivel internacional las Concentraciones Méximas Permitidas en el

ambiente son 0,1 mg/L de Cr (VI) y 0,5 mg/L de Cr (Ill) (Otiniano, et al., 2007)

La recuperacién de estos metales va desde la precipitacion quimica, oxidacion o
reduccion, intercambio ionico, filtracion, tecnologias de membrana (osmosis inversa)
hasta la recuperacion por evaporacion. Sin embargo estos procesos pueden llegar a ser
ineficientes, especialmente en la disposicién y almacenamiento de sus desechos (Cobos,

Hernandez, & Laverde, 2005).

Una alternativa eficiente, econémica, mucho més selectiva y menos contaminante para
reducir, eliminar, contener o transformar metales pesados presentes en suelo, agua y
aire, es mediante el uso de grupos de microorganismos resistentes o tolerantes a estos, por

medio del uso de sus propiedades naturales.

Los microorganismos pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles
y particulados, especialmente a partir de concentraciones externas diluidas. Las células
vivas pueden presentar una variedad amplia de mecanismos para la acumulacion de

metales como el transporte, la formacion de complejos extracelulares y la precipitacion,



permitiendo la recuperacion de una biomasa integra que permite retirar los metales sin

destruirla (Cafiizares, 2000).

Las investigaciones sobre microorganismos con capacidad detoxificadora de
ambientes contaminados por metales pesados se realiza con la finalidad de comprobar la
eficacia de los tratamientos de biorrecuperacion, esto debido a que las estrategias que este
proceso realiza funcionan en un lugar determinado, pero no funcionan en otros, y los
procesos de biorrecuperacion que se llevan a cabo en el laboratorio puede que no tengan

el mismo éxito cuando se extrapolan a los estudios de campo.

En cualquier caso, un factor limitante para la biorrecuperacién es que todavia no se
conocen a profundidad los mecanismos que controlan el crecimiento y la actividad de los
microorganismos en ambientes contaminados. Si se dispusiera de modelos capaces de
predecir la actividad de los microorganismos durante los tratamientos de
biorrecuperacion, se resolverian muchas de las cuestiones que hoy se desconocen (Ortiz

et al., 2007).

De acuerdo a lo anterior se hace importante seguir desarrollando estudios que
permitan establecer métodos de aislamiento y analisis de cepas de microorganismos, con
la finalidad de determinar de una forma mas concreta que tipo de microorganismos tienen
capacidad detoxificadora, que niveles de remocion puede tener cada uno estos sobre el

contaminante, asi como también describir los parametros en los cuales se desarrolla todo



el proceso, de manera que se puedan resolver los interrogantes existentes para empezar a

desarrollar futuros tratamientos de biorrecuperacion de manera mas eficiente.



3. Objetivos

3.1 Objetivo general

» Evaluar microorganismos con capacidad de detoxificar ambientes contaminados

por cromo.

3.2 Objetivos especificos

» Aislar microorganismos con capacidad de detoxificar Cromo.

> Identificar microorganismos que se encuentren en ambientes contaminados por

cromo.

» Determinar la capacidad de retencion, reduccion o transformacion que tienen los

microorganismos aislados sobre el contaminante cromo.



4. Marco conceptual

Absorbancia: Es un concepto relacionado con la muestra, que indica la cantidad de luz
que es absorbida por la misma. La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia
que atraviesa la luz a través de la solucion del croméforo y la concentracion que este

tenga (Moreno, A., Forero, V. & Eliana, F., 2017).

Alicuota: Parte que se toma de un volumen para posteriormente ser usada en una prueba
de laboratorio, cuyas propiedades fisicas y quimicas, asi como su composicion,
representan las de la sustancia original. Esta se suele medir en mililitros (ml) o gramos

(9) (Moreno, A., Forero, V. & Eliana, F., 2017).

Carcinogeno: se refiere a las sustancias quimicas o mezclas de sustancias que inducen

cancer o aumentan su incidencia (Naciones Unidas, 2005).

Citotdxico: agente o sustancia que dafia 0 mata las células o los tejidos (Universidad de

navarra, 2015).

Detoxificacion: Proceso de eliminacion de sustancias toxicas (Diccionario Médico,

Universidad de Salamanca).
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Difenilcarbacida: Esta sustancia se utiliza en el analisis de la espectrofotometria de
cromo hexavalente (Cr V1), que oxida el producto dando una coloracion violeta; la
absorbancia de estos puede ser percibida a una longitud de onda de 540 nm (Moreno, A.,

Forero, V. & Eliana, F., 2017).

Espectrofotometro: Instrumento que permite comparar la radiacion absorbida o
transmitida por una solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que
contiene una cantidad conocida de la misma sustancia (Moreno, A., Forero, V. & Eliana,

F., 2017).

Genotdxico: es todo aquel agente que, a niveles subtoxicos de exposicion, producen
algun tipo de alteracion en el material genético o en sus componentes asociados

(Martinez, S., 2005).

Mutagénico: designa aquellos agentes que aumentan la frecuencia de cambios genéticos

en los tejidos celulares o en los organicos (Naciones Unidas, 2005).

Oligoelemento: elemento traza que se considera esencial para el desarrollo de la vida

(Saz, P., Galvez, J., Ortiz, M. & Saz, S., 2010).
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Teratogeno: (del griego teratos, “monstruo” y genos o génesis, “nacimiento u origen”) es
todo aquel agente ambiental capaz de desviar el desarrollo hacia la anormalidad

(Rodriguez, M., Tamayo, M. & Rivadeneira, F.).

Toxico: Es cualquier sustancia solida, liquida o gaseosa que en una concentracion
determinada puede perjudicar a los seres vivos (Moreno, A., Forero, V. & Eliana, F.,

2017).
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5. Marco tedrico

5.1 Contaminacién por metales pesados

Desde la revolucion industrial, los avances en ciencia y tecnologia han generado que
el hombre exceda sus limites en la explotacion de recursos naturales, generando
alteraciones en los ciclos biogeoquimicos elementales. La introduccion de compuestos
quimicos y la extraccion de recursos alteran la autorregulacion de los ecosistemas, dando
como resultado la acumulacion de contaminantes a niveles perjudiciales (Cafiizares,

2000).

De acuerdo a la CEPAL, 1999, en los ultimos afios diferentes estudios internacionales
de calidad de los sistemas de aguas continentales (rios, lagos, embalses, etc.) han
mostrado un creciente interés en aspectos tales como: el aumento de la poblacién ubicada
en las riveras, el creciente grado de industrializacion y la contaminacion que genera
algunos sectores agricolas, ganaderos y mineros. El estudio de la contaminacion por
metales pesados ha ganado gran importancia, debido a que estos contaminantes presentan
una alta toxicidad, recalcitrancia (resistencia a la degradacion) y rapida acumulacién en

los organismos Vvivos.

La contaminacién industrial, tecnolégica, agropecuaria, minera y el uso
indiscriminado de diversos fertilizantes quimicos con alto contenido de metales pesados,

tiene como resultado la incorporacion de dichos metales a los cuerpos de agua y
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finalmente su acumulacién en tejidos vegetales y animales, alterando la sostenibilidad de

la cadena tréfica y provocando potenciales riesgos en la naturaleza y en la sociedad.

El alto porcentaje de metales pesados que se presenta en el ambiente como el cromo,
el plomo, el mercurio, el cadmio, el arsénico, entre otros, ha contribuido a aumentar los
indices de la problematica antes mencionada los cuales estan asociados a los procesos
industriales, de produccidn agricola y minera; aunque los metales pesados se encuentran
de forma natural en el medio ambiente, en concentraciones que, por lo general, no
generan ningun dafio a las diferentes formas de vida, su acumulacion en grandes dosis

dentro de los organismos vivos si es toxica.

Los metales pesados no pueden ser degradados o destruidos, pueden ser disueltos por
agentes fisicoquimicos y ser lixiviados. Algunos pueden forman complejos solubles y son
transportados y distribuidos a los ecosistemas hasta incorporarse en la cadena trofica
(suelo, agua, plantas, semillas y forrajes), primordialmente aquellos procedentes de areas

contaminadas (Londofio, Londofio, & Mufioz, 2016).

5.1.1 Contaminacion mundial por metales pesados

» China
China a pesar de su desarrollo industrial, es uno de los paises mas afectados por
contaminacion, actualmente se enfrenta a numerosos retos en la gestion del agua como

sequias, inundaciones, contaminacion acuatica y erosion de suelos. Al mismo tiempo, el
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conflicto entre el desarrollo socioeconémico, la capacidad de transporte de agua y el
medioambiente acuatico se sigue intensificando. El rapido aumento de la poblacion y la

urbanizacion esté agravando la escasez de recursos hidricos en este pais.

El consumo de agua actual no es sostenible y prueba de ello es la desaparicion de
numerosos rios de china en las Ultimas décadas. La sobre extraccidn de agua es un asunto
grave, especialmente en el norte del pais donde los recursos de agua per cépita se reducen
rapidamente. Existe una gran demanda de agua de calidad y una gestion sostenible de los
recursos naturales. EI consumo de agua viene aumentando en los Gltimos afios, siendo los

sectores con mayor demanda la agricultura y la industria (Mart, & Tecnol, 2016).

Este pais tiene una afectacion severa de contaminacion por metales pesados. De
acuerdo a Reyes, et al., 2016 “Se estima que unos 600 millones de personas se
encuentran en alto riesgo por exposicion al agua contaminada, la cual corresponde al
70% del recurso hidrico del pais . Ademas, el Ministerio de Proteccion del Ambiente y
el Ministerio de Recursos de la Tierra anunciaron que de acuerdo a un estudio realizado
en 2005 “el 20% de las tierras cultivables se encuentran afectadas por presencia de
metales pesados ”. Es tan delicada la problemaética, que ha llevado a las diferentes
organizaciones encargadas del medio ambiente a la puesta en marcha de proyectos
enfocados a evaluar los niveles de contaminacion por metales pesados en agua, aire y

suelos (Reyes, Vergara, Torres, Diaz & Gonzalez, 2016).
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Todo esto ha hecho que el sector de tratamiento de aguas incluya productos y servicios
de ingenieria aplicados en los procesos de tratamiento de aguas para su uso domeéstico,
industrial, agricola o incluso recreativo. Las actividades de I+D tienen cabida tanto en los
servicios pertenecientes a este sector (disefio, construccién y operacion de plantas de
tratamiento, montaje de equipos, servicios técnicos, consultoria, auditoria, etc.) como en
el desarrollo de nuevos productos (membranas, filtros, valvulas, productos quimicos,

software de monitorizacion, contadores, etc.) (Mart & Tecnol, 2016).

» Espaia

Madrid al ser una de las ciudades més industrializadas de Espafia, tiene varios
problemas con los rios que la atraviesan, pues gran parte de los sistemas colectores de
aguas residuales no tienen la posibilidad de separar los efluentes urbanos e industriales, y
esto tiene como consecuencia que las aguas residuales de las zonas urbanas se mezclen
con las aguas industriales. La presencia de cromo en el agua de entrada a la estacién
depuradora de aguas residuales ha tenido como resultado la afectacion de la cuenca
receptora y de los ecosistemas aledafios debido al vertido del agua contaminada (Arauzo,

2003).

Debido a esto, han realizado varios estudios sobre la dispersion del cromo, en sus
formas total y hexavalente, desde las aguas del cauce del rio Jarama (Comunidad de
Madrid, Espafia) hacia otras partes del ecosistema: medio intersticial, sedimentos y

lagunas de gravera adyacentes a los rios. Para ello utilizaron estaciones de monitoreo,
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ubicadas a lo largo de los tramos del rio. Después de estos analisis determinaron que las
concentraciones de cromo fueron superiores a las establecidas en la norma vigente,
ademas de la alta concentracion del mismo hallada en los lodos generados en la EDAR.

(Arauzo, 2003)

En las aguas del Jarama observaron concentraciones de cromo total entre 0.05 y 0.10
mg L. Todas las estaciones del rio previas a su confluencia con el Manzanares
presentaron concentraciones de cromo total superiores a las establecidas en los objetivos
de calidad para determinadas sustancias contaminantes en aguas superficiales (Real
Decreto 995/2000). La proporcion de Cr VI con respecto al cromo total era del 100% en
la mayor parte de las estaciones del Jarama, presentando concentraciones superiores, en
uno y dos 6rdenes de magnitud, a los valores establecidos como los objetivos de calidad

para aguas superficiales. (Arauzo, 2003)

Muchas de las personas que cultivan la zona, dicen que no hace falta afiadirles
fertilizantes a los terrenos, debido a la alta carga organica del agua que usan para riego y
este suple el uso de estos productos. Pero donde realmente radica el problema sanitario es
en la alta carga de metales pesados que se acumula en los alimentos que cosechan. Al
derivarse desde Madrid los excesos de aguas urbanas junto con las industriales, el
porcentaje de metales pesados sobrepasa los limites exigidos por la legislacion y los

tolerables por el organismo. (Arauzo, 2003)
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> Argentina
En Buenos Aires, una de las principales causas de contaminacion por metales pesados
esta relacionada con el desarrollo industrial; una de las cuencas mas afectadas por la
contaminacion es el Rio Matanza — Riachuelo, el cual recorre 80 kilometros y atraviesa
14 municipios y parte de la ciudad Autdnoma de Buenos Aires, desembocando en el Rio

de la Plata (Greenpeace, 2012).

Segun la autoridad Cuenca Matanza — Riachuelo, ACUMAR (2012),
aproximadamente 24.000 establecimientos industriales y comerciales estdn ubicados en
esta zona, siendo los sectores curtiembres, frigorificos, galvanoplasticos y petroquimicos

los que contribuyen a generar mayor contaminacion (Greenpeace, 2012).

De acuerdo a la Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable de la Nacion (2006),
el sector curtiembre fue identificado como el responsable del 50% de la degradacién
ambiental de la cuenca, los establecimientos vinculados a la industria del cuero y pieles
son mas de 200, de los cuales, mas de 170 estan dedicados al curtido del cuero

(Greenpeace, 2012).

En el 2011, mas de 80 curtiembres fueron declaradas como agentes contaminantes por
la Autoridad Cuenca Matanza — Riachuelo (ACUMAR), ya que se comprobé que
realizaban emisiones contaminantes a través de efluentes liquidos, emisiones gaseosas y

residuos solidos. Aunque algunos establecimientos se encuentran implementando
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programas de reconversion, no se ha visto una efectiva recuperacién de la cuenca, debido
a que la normatividad vigente admite niveles permisibles de sustancias contaminantes y

no contempla una gran variedad de sustancias toxicas (Greenpeace, 2012).

5.1.2 Situacion actual en Colombia

Una de las principales problematicas ambientales que presenta actualmente el pais se
refiere al uso indiscriminado de contaminantes quimicos con alto contenido de metales
pesados en actividades industriales, de produccién agricola y mineria. De acuerdo a lo
anterior, la contaminacion quimica se ha constituido en una de las mas peligrosas para los
diferentes ecosistemas, especialmente los acuéticos, asi como también para la salud de la

poblacidn gue se encuentra directamente expuesta a dichos contaminantes.

Actualmente la contaminacién por metales pesados en las fuentes hidricas del pais es
muy relevante, debido a que es una de las formas de contaminacion que méas amenaza el
medio ambiente, pues no es biodegradable y puede ser acumulada en los organismos

vivos por largos periodos de tiempo (Campos, 1990).

La mineria es una de las principales fuentes de contaminacién por metales pesados; en
Colombia la mineria existe desde antes de la época de la conquista y se ha mantenido
hasta nuestros dias (Guiza, 2013), el modelo extractivista ha generado grandes impactos a
nivel ambiental y social, pues la mineria genera impactos adversos sobre la salud y el

medio ambiente.
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Gracias a los procesos geoldgicos que formaron valles, cordilleras y costas, Colombia
es un pais rico en recursos minerales. Esta riqueza se hizo evidente desde tiempos
precolombinos, pues nuestros indigenas ya realizaban la explotacion artesanal de la sal
utilizando implementos de madera, explotaban oro de playas y rocas, extraian esmeraldas
artesanalmente de los yacimientos, entre otras actividades mineras, ademas de la

sorprendente forma en que algunas de estas comunidades trabajaron la orfebreria.

La mineria en Colombia en un alto porcentaje es ilegal, se estima que el 67% carece
de titulos mineros, lo que indica que no hay un control directo por parte del estado, tanto
en los procesos de exploracién, como en los de extraccién, trayendo consigo una serie de
efectos negativos para la economia y para la sociedad por carecer de licencias
ambientales (Villegas, 2013). La mineria ilegal se extiende aproximadamente por el 65%
de territorio nacional, las bandas de buscadores de oro, coltan y uranio, que en su mayoria
hacen parte de grupos al margen de la ley, estan regados por 12 regiones del pais que

incluye 20 departamentos (EI Tiempo, 2015).

Una de las principales actividades mineras en el pais es la aurifera, segun el Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible (2012), la principal fuente de exposicién nacional
por mercurio proviene de este tipo de mineria, siendo el pais el segundo productor de oro
en América Latina, con una produccion aproximada de 51.6 toneladas al afio entre 2008 y
2011, alcanzando una cifra record de produccion de 66 toneladas en 2012 (Goiii, Sabogal,

& Asmat, 2014). De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para el Desarrollo
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Industrial (ONUDI) “Colombia es el tercer pais del mundo que mas contamina con este
metal ya que libera entre 50 y 100 toneladas anuales en el proceso de extraccion y

amalgamacion artesanal de oro” (Lépez, Suarez, Hoyos & Montes, 2013).

Otra fuente de contaminacion antropogeénica en el pais la representa la industria
manufacturera, estd equivale aproximadamente al 11,3% del PIB, a pesar que viene
presentando un decrecimiento desde el afio 2011, sus principales divisiones econdmicas
siguen siendo la fabricacion de combustible nuclear, la elaboracion de sustancias y
productos quimicos, los productos de refinacion del petréleo, el procesamiento de
productos metalurgicos basicos y por ultimo la fabricacion y transformacion de productos
textiles (Vasquez, 2014), de los cuales se deriva las causas principales de contaminacion

por metales pesados.

Tanto en Colombia como en el mundo, el cromo y sus compuestos son ampliamente
utilizados en diversos procesos industriales debido a sus caracteristicas quimicas y por los
beneficios que brindan en la elaboracion de maltiples productos (Téllez et al., 2004). En
el pais se estima que “el 56% de los usos del cromo corresponde a la industria
metallrgica, el 20% a la industria refractariay el 15% al sector manufacturero, que lo

utiliza como producto quimico” (Téllez et al. 2004).

De acuerdo al Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (2012), en Colombia la

principal fuente de exposicion al cromo es de origen industrial. Una de las industrias que
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maés utiliza este metal son las fabricas de curtiembres; se calcula que en Colombia
funcionan aproximadamente 800 empresas dedicadas a esta labor, concentrandose el 60%
de estas empresas en Bogota y su sabana, estas empresas se caracterizan por que su
proceso productivo es de tipo artesanal, en su mayoria son microempresas y carecen de
sistemas técnicos de salud y seguridad para los trabajadores expuestos (Téllez et al.

2004).

“En la localidad de Tunjuelito, especialmente en el barrio San Benito, se concentra el
90% de las curtiembres de la ciudad de Bogota ”, estas realizan descargas que pueden ser
en total de 4000 m®/dia, la produccion de sélidos es de 50 ton/dia y los liquidos que no
tienen ningln tipo de tratamiento son descargados directamente a la red de alcantarillado
que desemboca en el rio Tunjuelito (Téllez et al., 2004), contribuyendo a la afectacion de
la salud de la poblacién adyacente a la zona y a la contaminacién y deterioro del medio

ambiente.

Los efectos nocivos del cromo en la salud son muy diversos. Para el caso de
Colombia, los efectos sobre la salud reportados en un estudio de 2005 detecto que: “el
34.3% de los sujetos evaluados presentaba alteraciones sobre la salud que podian
guardar alguna relacion con la exposicion al metal. Con una frecuencia de exposicion a
cromo cuatro veces mayor en aquellos individuos con enfermedades relacionadas al

metal, y en comparacion con aquellos sujetos sanos o con alteraciones no relacionadas.
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Las alteraciones clinicas més frecuentemente presentadas fueron la hipertrofia de

cornetes e irritaciones de mucosas y dermis” (Collazos & Montafio, 2017).

5.2 Antecedentes de aislamiento de microorganismos con capacidad

detoxificadora de cromo

En los Gltimos afios se han realizado diversos estudios que han reportado aislamiento
de microorganismos con capacidad detoxificadora de cromo, tal es el caso de la bacteria
Escherichia coli, que fue aislada de aguas residuales contaminadas con cromo (V1)
provenientes de una planta metalmecanica. En este estudio después de varios ensayos de
laboratorio pudieron determinar que para concentraciones de 5 y 10 mg/L se logro una
eliminacion del 100% de cromo (V1), mientras que para concentraciones mayores, 25
mg/L, se alcanzaron valores de reduccién del 77,8% (Panigatti, M., Torres, J., Griffa, C.,

Boglione, R., & Gentinetta, F., 2007).

De igual manera, un estudio desarrollado en la Universidad del valle evalud el
potencial de la bacteria Bacillus cereus para remover cromo (V1); este microorganismo
presento una gran capacidad de tolerar altas concentraciones del metal, removiendo el
100% del contaminante en concentraciones de 10, 30, 50 y 100 ppm, evidenciando que,
el proceso de reduccion pudo estar asociado a un fenémeno de absorcién - expulsion del

contaminante (Ramirez, A. & Benitez, N., 2013).



23

Otro estudio de remediacién bioldgica de efluentes con altas concentraciones de

cromo (V1) fue el desarrollado por Benazir et al. (2010) en la india, en este se analiz0 la

capacidad que tienen las bacterias Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa y la

levadura Saccharomyces cerevisiae para reducir cromo. B. subtilis mostro una eficiencia

de remocion de 99,6%, pero la reduccion de los niveles de cromo no fue constante,

presentando fluctuaciones en el tiempo evaluado; por su parte P. aeruginosa también

tuvo una eficiencia del 99,6%, presentando un comportamiento muy similar a B. subtilis;

finalmente S. cerevisiae mostrd una eficiencia del 95,6% en la remocién de cromo,

presentando un comportamiento mas constante.

Otros microorganismos que han presentado niveles éptimos de remocién de cromo

(V1) estén relacionados en la Tabla 1.

Tablal. Microorganismos con capacidad detoxificadora de cromo

Microorganismo

Fuente de cromo y
concentracion

Proceso de reduccion y eficiencia

Acinetobacter
calcoaceticus,

aislada de una mina de
cromita.

Solucidn sintética K,Cr,04,
100mg /L

100 ml de medio Luria Bertani en
Erlenmeyer de 250 ml; condiciones:
temp.

30°C, 100 rpm, tiempo de
incubacién 24 h'y pH 8; Eficiencia
85%

Alcaligenes faecalis y
Pseudochrobactrum
saccharolyticum aisladas
de un

efluente contaminado.

Solucidn sintética K,Cr,09,
10y 100 mg/ L;

efluente industrial, 10 mg /
L.

Medio de cultivo Luria Bertani en
botella de 300 ml a 180 rpm; otros
pardmetros tenidos en cuenta:
temperatura, suplementos
nutricionales y tiempo de
incubacion; Eficiencia 100% para
solucidn sintética y de efluentes.

Acinetobacter sp. aislada
de un

Solucidn sintética K,Cr,09,
200mg /L

100 ml de medio LB en
Erlenmeyer; condiciones: temp. 37
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aireador liquido de un °C, 150 rpmy

proceso de lodo activado Cr (VI) inical 200 mg / L;
Eficiencia 100%

Pseudomonas aisladas Solucion sintética K,CrQO,, 100 ml de medio LB en Erlenmeyer

de la circulacién del concentracion de de 250 ml; condiciones Gptimas

sistema de refrigeracion 0.5a3mmol/L evaluadas: pH 7 a9,

de una planta de hierroy concentracion inicial de Cr (V1) 3

acero mmol / L, y dosis de inoculacion

10% (v / v) para ambos cultivos de
células; Eficiencia: 100%

Fuente: (Pradhan, D., Sukla, L., Sawyer, M., & Rahman, P., 2017).

5.3 Definicién de metales pesados

Los metales pesados son elementos quimicos que presentan propiedades metalicas
como ductilidad, conductividad, densidad, estabilidad como cation y especificidad a
ligando (Garbisu et al, 2003 citado por Beltran-Pineda & Gomez-Rodriguez, 2016). Bajo
esta la denominacion se encuentran 65 elementos de la tabla periddica con caracteristicas
tales como niimero atémico mayor a 20 y alta densidad relativa, mayor o igual a 5 g/cm®

en su forma elemental.

Estos elementos presentan diferentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, se
encuentran formando complejos como iones libres o participando en reacciones redox
que resultan potencialmente toxicas para los organismos (Beltran & Gomez, 2016), su

presencia en la corteza terrestre es inferior al 0,1% (Yagnentkovsky, 2011).

Por otra parte, los metales pesados son imprescindibles para el desarrollo de

microorganismos, plantas y animales pues ejercen roles importantes en algunas
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reacciones bioquimicas y son esenciales para su crecimiento y desarrollo (Beltran &
Gobmez, 2016). Sin embargo, cuando se presentan en altas concentraciones pueden formar
compuestos inespecificos creando efectos citotoxicos, genotoxicas, mutagénicas y
carcindgenas, convirtiéndose en una amenaza tanto para la salud humana como para el
medio ambiente. Es importante anotar que, si bien algunos metales no tienen influencia
bioldgica, otros como el cromo (Cr) y el mercurio (Hg) son tdxicos (Beltran & Gémez,

2016).

5.3.1 Cromo (Cr)

El cromo (Cr), es un metal blanco brillante muy duro y quebradizo, resistente a la
corrosion, de numero atomico 24, peso molecular 51,996, punto de fusion 1875°C y
punto de ebullicion 2665°C; no se altera al aire, pero a altas temperaturas se oxida
recubriéndose de 6xido crémico, Cr,03. Presenta nimeros de oxidacion +2, +3 y +6
(Cuberos, Rodriguez, & Prieto, 2009). De esos estados, Unicamente el Cromo
hexavalente, Cr (V1) y el Cromo trivalente, Cr (I11) tienen importancia desde el punto de
vista ambiental, pues son las formas de oxidacion mas estables en el medio ambiente

(Rivera, Cardenas, Martinez & Acosta, 2015).

El estado hexavalente Cr (+6) es el mas importante toxicolégicamente, lo presentan
los cromatos, dicromatos y el &cido cromico (Cuberos et al., 2009), es un potente
oxidante de materia organica, es sumamente carcinogénico, mutagénico y teratogénico.

Se ha demostrado que es 100 veces més tdxico y 1000 veces mas mutagénico que la
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forma trivalente y actualmente es considerada como un contaminante prioritario en

muchos paises (Netzahuatl, Pineda, Barragan & Cristiani, 2009).

El cromo no existe libre en la naturaleza, se encuentra principalmente en la cromita
(Fe(Cr0O,),) y en el cromato de plomo (PbCrO,4). Los compuestos que contienen cromo se
emplean en su mayor parte en las industrias quimicas de aleaciones de acero,
galvanoplastia, tincion de textiles, construccion de maquinarias, en radio electrdnica,
efluentes de torres refrigerantes de estaciones generadoras de energia eléctrica, curtido de
pieles, blindajes para proyectiles, taladros y cajas fuertes, entre otras aplicaciones

(Arauzo, Rivera, Valladolid, Norefia, & Cedenilla, 2003).

Una de las industrias que méas genera contaminacion por cromo en el mundo es la
curtiembre, esta contribuye especialmente a la contaminacion al consumir

aproximadamente el 32% del cromo total mundial (Benitez, 2013).

Esta industria genera descargas de agua con grandes volimenes de sales de cromo
altamente concentrado, que emergen del proceso de curtido de las pieles (Cobos,
Londofio, & Garcia, 2009), las cuales son vertidas a los sistemas colectores de agua
residual; estos sistemas colectores de agua generalmente no posibilitan la separacion de
los efluentes industriales de las aguas residuales urbanas (Arauzo et al., 2003),

desembocando directamente en los rios sin ningun tipo de tratamiento, acumulandose en
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los sedimentos y transformase en el ambiente causando efectos nocivos en el entorno y

en la salud humana.

El cromo trivalente (Cr+3) es un oligoelemento presente en los organismos vivos e
indispensable en procesos metabdlicos de la glucosa, colesterol, &cidos grasos y
cristalinos, e involucrado en otros multiples procesos bildgicos (Cuberos et al., 2009); El
cromo trivalente (Cr+3) no es de gran toxicidad, pero bajo ciertas condiciones del medio
se oxida, transformandose en cromo hexavalente (Cr+6), elemento altamente oxidante de
sustancias organicas, el cual es altamente peligroso para los organismos vivos y la salud

humana (Cobos et al., 2005).

A los derivados del cromo hexavalente Cr (+6) se le atribuyen las principales
manifestaciones toxicas que afectan especialmente la dermis, los pulmones y el ADN.
Las afectaciones en la dermis se generan por la accién caustica al contacto directo con
algunos compuestos, los problemas pulmonares se producen por la accién citotoxica e
inflamatoria que produce el cromo sobre los neumocitos, y las modificaciones en el ADN
se presentan debido a que el Cr (+6) induce alteracion de cromatidas hermanas,
alteraciones cromosomicas y reacciones cruzadas en la cadena de ADN (Cuberos et al.,

2009).

El &cido crémico y los cromatos son irritantes y destructores para todas las células del

organismo, pueden producir intoxicaciones accidentales agudas por via digestiva o
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respiratoria. Dentro de la sintomatologia por intoxicacion aguda se encuentra vértigo, sed
intensa, dolor abdominal, vomito, choque y oliguria o anuria. Generalmente la muerte se
puede producir por uremia. La exposicién por largos periodos a vapores de cromo causa
ulceracion indolora, hemorragia y perforacion del tabique nasal, lo cual puede ir

acompafado de secrecion nasal fétida (Otiniano et al., 2007).

También se ha observado algunas alteraciones leves como conjuntivitis y lagrimeo, y
otras alteraciones mayores como hepatitis aguda con ictericia. Algunos datos de
laboratorio demuestran que en personas que sobrepasan los valores maximos permisibles
por la norma, se pueden presentar indices de hematuria, proteinuriay de deterioro de la
funcion hepatocelular. Una de las principales causas de muerte por envenenamiento

agudo es la nefritis hemorragica (Otiniano et al., 2007).

5.4 Técnicas de remediacion

El término “tecnologia de tratamiento” o “técnica de remediacion” implica una serie
de procesos que alteran la composicion de una sustancia peligrosa o contaminante a
traves de acciones quimicas, fisicas o biologicas con la finalidad de reducir la toxicidad,
movilidad o volumen del material contaminado (Volke, & Velasco, 2002). Es posible
clasificar las técnicas de remediacion teniendo en cuenta los siguientes parametros: (i)
estrategia de remediacion; (ii) lugar en que se realiza el proceso de remediacion, y (iii)

tipo de tratamiento. (Agency & Office, 2001).
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Las tecnologias que se usan de acuerdo a la estrategia de remediacién son tres, y
tienen en cuenta los siguientes principios: primero, la destruccion de los contaminantes,
que busca alterar o modificar su estructura quimica; segundo, la extraccion o separacion,
que aprovecha las propiedades quimicas o fisicas del medio para volatilizar, solubilizar u
oxidar el contaminante; y tercero, el aislamiento o inmovilizacion, que busca por medio
de procesos fisicoquimicos o bioldgicos estabilizar, solidificar o contener los

contaminantes (Volke, & Velasco, 2002).

Por su parte las tecnologias que se usan de acuerdo a su ubicacion son dos y cumplen
las siguientes caracteristicas: In situ, las cuales se llevan a cabo en el mismo lugar donde
se encuentra el contaminante, y Ex situ, que requiere que el medio contaminado sea
trasladado a otro lugar para realizar su proceso de descontaminacion (Rodriguez &

Sanchez, 2003).

Finalmente, las tecnologias que se usan de acuerdo al tipo de tratamiento son dos:
fisicoquimicas y bioldgicas, estas tecnologias con las anteriormente descritas se pueden

usar por separado 0 en conjunto para optimizar los procesos de descontaminacion.

5.4.1 Técnicas fisico-quimicas

Este tipo de tratamientos utiliza las propiedades fisicas y/o quimicas de los

contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o contener la
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contaminacion (Volke, & Velasco, 2002); son técnicas generalmente efectivas y sus
costos varian segun la técnica que se utilice y si el contaminante requiere un tratamiento
posterior o la disposicion final del mismo. En la Taba 2 se encuentra la descripcion de los

principales tratamientos.

Tabla 2. Técnicas Fisico-Quimicas

Téchica Descripcién

Sedimentacion o Decantacion Es un proceso fisico que aprovecha la fuerza de
gravedad que se puede ejercer sobre una particula mas
densa que el agua, con el fin de precipitarla,
depositandola en el fondo de un sedimentador. Su
efectividad depende del tamafio y la densidad de la
particula.

Filtracion Es un proceso mediante el cual el agua pasa a
través de una matriz de filtrado con la finalidad de
retener la mayor cantidad de material posible; su
efectividad depende del material filtrante y del tamafo
de las particulas a filtrar.

Flotacion Es un proceso quimico por medio del cual se
generan burbujas de aire que permiten a las particulas
menos densas que el agua flotar hacia la superficie de
donde son arrastradas y sacadas del sistema. Su
efectividad depende directamente de la densidad de la
particula.

Coagulacion-Floculacion Muchas veces la materia en suspension esta
formada por particulas muy pequefias (10° — 10™° m);
estas suspensiones coloidales suelen ser muy estables
y tienen una velocidad de sedimentacién muy lenta,
por lo que requiere la adicion de algunos agentes
quimicos que permiten desestabilizar la suspension
coloidal (coagulacion) y posteriormente favorece la
floculacion de la misma para obtener particulas
facilmente sedimentables. Esta técnica funciona
gracias a que la solucién quimica aporta una carga
eléctrica contraria a la del coloide.

Precipitacion Quimica Consiste en la eliminacion de una sustancia
disuelta en el agua por medio de la adicién de un
reactivo que forma un compuesto insoluble en el
medio, lo que facilita su eliminacién por medio de
cualquier método fisico.




31

Proceso Electroquimico Consiste en hacer pasar una corriente eléctrica a
través del agua para producir una reaccion de
oxidacion — reduccion tanto en el cdtodo como en el
anodo. Como desventaja tiene su alto costo de
operacion y que muchas veces los productos formados
en la electrolisis deben ser nuevamente tratados.

Intercambio lonico Es un método que utiliza habitualmente unas
resinas de intercambio i6nico, donde se retienen
selectivamente en la superficie los iones disueltos en
el agua, manteniéndolos unidos a la superficie y
cediéndolos exclusivamente por medio de una
disolucion con un fuerte regenerante.

Adsorcién Es un tratamiento que permite por medio del
carbon activo eliminar micro contaminantes solubles
que se encuentran en la superficie del agua. Una de
sus limitantes de aplicacion son los costes de la
tecnologia, debido a que las propiedades del carbon se
deterioran y se hace necesario reponer parte del
mismo cada cierta cantidad de tiempo.

Fuente: (Rodriguez, A.; Letdn, P.; Rosal, R.; Dorado, M.; Villar, S. & Sanz, J., 2006)

5.4.2 Técnicas bioldgicas

Las técnicas de remediacion bioldgica consisten principalmente en el uso de sistemas
biol6gicos que pueden ser bacterias (biorremediacién), hongos (micorremediacién), algas
(ficorremediacién) o plantas (fitorremediacion) (Paisio, Gonzélez, Talano, & Agostini,
2012), o incluso, sustancias derivadas de ellas, que permiten descomponer o degradar
sustancias peligrosas en sustancias menos toxicas o inocuas para el medio ambiente y la

salud humana (Volke, & Velasco, 2002).

Los procesos de biorremediacion pueden emplear organismos propios del sitio
contaminado (microorganismos autdctonos) o provenientes de otros sitios

(microorganismos exogenos), se pueden realizar en presencia de oxigeno (aerobios) o en
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condiciones andxicas (anaerobios), y al igual que los procesos fisicoquimicos se pueden

llevar a cabo in situ o ex situ (Volke, & Velasco, 2002).

Estas técnicas de descontaminacion estan basadas en los procesos metabdlicos que
pueden realizar los microorganismos, en los cuales obtienen la fuente de carbono
necesaria para el crecimiento de sus células y una fuente de energia para llevar a cabo
todas las funciones metabdlicas que necesitan sus células para su crecimiento. (Rogel &

Maroto, 2008).

Los microorganismos pueden modificar la concentracion de los metales pesados en el
ambiente, por medio de procesos enzimaticos y no enzimaticos (Rajendran,
Muthukrishnan, & Gunasekaran, 2003), que acttan directamente sobre la
biodisponibilidad y remediacion del elemento, alterando la toxicidad, solubilidad en agua
y la movilidad del mismo (Bolan, Kunhikrishnan, Thangarajan, Kumpiene, Park, Makino,

& Scheckel, 2014).

Las bacterias presentan diversos sistemas para tolerar los efectos nocivos generados
por los metales pesados, entre ellos se encuentran principalmente: la captura en la célula
bacteriana (bioadsorcion), las transformaciones mediadas por enzimas (bioacumulacion,
biolixiviacion y biometilacion) y la expulsion de iones metalicos (Marrero, Diaz, & Coto,
2010), en la Tabla 3, se presentan las principales estrategias que presentan los

microorganismos para realizar los procesos de descontaminacion.
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Tabla 3. Estrategias microbianas de descontaminacion

Estrategia

Descripcién

Bioadsorcién o
Biosorcion

Es un tipo especifico de adsorcion en cuyo método participa
una fase sélida (bioadsorbente) y una fase liquida (solvente), que
retiene las especies diluidas que conviene separar de la disolucién
(adsorbatos). Los bioadsorbentes son materiales de origen
biolégico que presentan propiedades adsorbentes o de
intercambio i6nico y que poseen altas capacidades de retencién
de metales pesados (Izquierdo, M., 2010). Las ventajas que
presenta esta técnica con respecto a las convencionales son que
los bioadsorbentes son de bajo costo, facil adquisicion y alta
eficiencia (Tejada, C., Villabona, A., & Garcés, L., 2015).

Bioacumulacion

Es un aparato celular que comprende un sistema de transporte
de membrana que internaliza el metal pesado en el entorno
celular y permite el consumo de energia dentro de la célula
(Marrero et all, 2010). Una vez incorporado el metal pesado en el
citoplasma, es retenido por la presencia de proteinas ricas en
grupos sulfhidricos o es compartimentizado dentro de las
vacuolas (Vullo, D. L., 2003). Las ventajas son: es un proceso
gue presenta alto rendimiento, es de bajo costo, minima
generacion de lodos y fécil reutilizacion (Beltran, M., &
Gomez, A,. 2016).

Biometilacion

La metilacion es un proceso bioldgico relacionado con la
movilizacion de ciertos metales para su eliminacion, esto ocurre
cuando los metales son transformados a derivados de metilo que
posteriormente pueden ser removidos por volatilizacion (Bolan et
all., 2014). Los microorganismos en el medio actian como
agentes metiladores ya que la materia organica provee una fuente
de grupos metilo para que se dé el proceso (Beltran, M., &
Gbmez, A,. 2016). La metilacion bioldgica se considera un
proceso dominante para la descontaminacion de suelos y
ambientes acuaticos, que da como resultado la detoxificacion del
metal (Bolan et all., 2014).

Biolixiviacion

Es un grupo de reacciones quimicas que da como producto la
generacion de minerales mediante el uso de microorganismos
(Quiroga, B., 2014). El proceso se origina gracias a la catalisis
que los microorganismos ejercen en la fase de disolucion de
algunas menas minerales, usando al mineral como fuente de
energia y utilizando la transferencia de electrones para propdsitos
de supervivencia y a su vez liberando metales (Rodriguez, Y.,
Ballester, A., Blazquez, M., Gonzalez, F., & Mufioz, J., 2001). Es
un método econdmico para la recuperacion de metales, requiere
de equipos simples, inversion y costo de operacion menores, y
rendimientos razonables (Rivera, R., Camejo, P., Moya, F.,
Lopez, J., & Munguia, M., 2011).

Fuente: EIl Autor
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5.5 Medio de cultivo

Para aislar e identificar una especie bacteriana y diferenciarla de aquellas otras con las
que pudiera confundirse morfolégicamente, es preciso obtener cultivos que, por
caracteristicas macro y microscopicas nos permitan establecer su identidad (Martos, Del

Barrio, & Salido, 1996).

Los medios liquidos se preparan disolviendo en agua unos gramos de una serie de
componentes quimicamente definidos y posteriormente se esterilizan (Tortora, Funke, &
Case, 2007), este medio favorece el desarrollo y multiplicidad de las bacterias debido a
que se les facilita encontrar las sustancias que necesitan para nutrirse (Martos et all.,

1996).

Por su parte a los medios solidos se les agrega un agar gelificante que se disuelve por
ebullicion en el medio liquido (Prats, 2006), en ellos las bacterias crecen con mayor
dificultad, pero son de gran utilidad para el estudio de caracteristicas de crecimiento y

otras particularidades del microorganismo (Martos et all., 1996).

Los medios de cultivo pueden ser quimicamente definidos o complejos. En los medios
quimicamente definidos se conoce la composicion quimica exacta, estos suelen
reservarse para el trabajo experimental de laboratorio o para el crecimiento de bacterias

autotrofas. Por su parte los medios complejos estdn compuestos por nutrientes como
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extractos de levaduras, carne o plantas, digeridos de proteinas de estas y otras fuentes,

estos medios suelen usarse para el cultivo de bacterias heter6trofas y de hongos (Tortora

et all., 2007).

5.5.1 Medio Luria-Bertani (LB)

El medio Luria-Bertani (LB), es un medio quimicamente definido, esta constituido por
tres componentes, de los cuales uno es mineral, el NaCl, y dos son organicos: la peptona
y el extracto de levadura. Es uno de los medios més usados debido a que es rico en
nutrientes, de facil elaboracion y permite el crecimiento de una gran variedad de cepas.

(Garboza, Frontado, Noguera, Avila, Ojeda, Ramirez, & Triana, 2011).
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6. Metodologia

6.1 Poblacién y muestras

La poblacién de estudio son los microorganismos con capacidad de detoxificar cromo.
Las muestras fueron obtenidas del Embalse del Mufia, del Humedal Jaboque, de un
Manantial Termal de Tabio, de una industria metalmecénica y de explotaciones mineras
cuyas aguas se encuentran contaminadas con residuos industriales con alto contenido de

metales pesados.

Los puntos de muestreo se seleccionaron teniendo en cuenta un estudio bibliogréfico
previo que permitié de bases de datos como ADDESA, el DANE, la empresa de
acueducto y alcantarillado de Bogota - EAAB e investigaciones previas realizadas desde
el semillero Metamorfo de la universidad, establecer caracteristicas especificas sobre la

calidad fisica, quimica y microbioldgica de cada uno.

6.1.1 Embalse del Muia

El Embalse del Mufa, esta ubicado en el municipio de Sibaté, Cundinamarca, entre las

coordenadas geograficas 4°30°50.8’’N, 74°15°00,66°’0O; esta recibe la contaminacion

producto de los vertimientos generados por los diferentes municipios de la Sabana de
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Bogota, asi como también los provenientes de los rios Fucha, Salitre y Tunjuelo que

hacen parte del sistema hidrico de la ciudad.

Dentro de las fuentes de contaminacion identificadas esta la proveniente de las
curtiembres de Villapinzon y San Benito, de la zona industrial, comercial y domestica de
Bogota (Colmenares & Torres, 2012). En el area norte del embalse existe una zona
industrial en la cual se localizan empresas cuyos procesos (manufactura de llantas,
elaboracion de tejas y productos de fibrocemento, siderurgia, productos quimicos)
también generan vertimientos con un potencial de contaminacién significativo (Bayona,

2007).

6.1.2 Humedal Jaboque

El humedal Jaboque, se encuentra ubicado en la zona noroccidental de la ciudad de
Bogota, en la Localidad de Engativa, entre las coordenadas geogréaficas 4° 32° 0.426” N
73°56°57.53” W y 4°33° 10.613” N 73°58°32.337” W; se localiza entre el aeropuerto el
Dorado, el rio Juan amarillo y la autopista Medellin, en una pequefia cuenca encerrada
(ADESSA, 2006). Ha sido receptor de vertimientos de aguas residuales, tanto domésticas
como industriales, sin ningun tratamiento previo (Acherman, 2007). La contaminacion
hidrico-quimica, generada por vertimientos industriales, se caracteriza por su contenido
mineral, como metales pesados y sales vertidas directamente al espejo de agua (DANE,

2003).
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El humedal funciona como un sistema de amortiguacion de inundaciones del rio
Bogota en épocas de lluvias, la entrada de agua de este rio trae consigo problemas graves

de contaminacion como lo son cargas organicas y metales pesados (ADDESA, 2006).

6.1.3 Manantial termal

El Manantial Termal est& ubicado en el municipio de Tabio, Cundinamarca
(4°55°23.52°°N, 74°06°17.86°°0); sus aguas son provenientes de la fisura de la nariz de
un volcén inactivo, lo que da como resultado un nacedero de agua con aproximadamente
12 minerales naturales que son aprovechados en piscinas y Jacuzzi’s de atractivo

turistico. La temperatura es de aproximadamente 32°C (Jimenez, 2014).

6.1.4 Otras muestras

Las muestras de aguas residuales de minas ubicadas en Mongui y Paz del Rio del
departamento de Boyaca, asi como de las aguas residuales de los dos procesos de una
industria metalmecéanica (proceso de enfriamiento cementacion y proceso de enfriamiento
arandela) ubicada en la zona sur de la ciudad de Bogotd, fueron tomadas de la
investigacion “BUsqueda de bacterias oxidadoras de acido sulfhidrico para su potencial
uso en la produccion de biogas de alta pureza” desarrollada por Aura Hurtado y José

Salamanca.
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6.2 Recoleccidon de muestras

Las muestras del Embalse del Mufia y el Humedal Jaboque fueron tomadas usando
recipientes de plastico estériles de 50 ml, se transportaron en nevera portatil a
temperatura ambiente y el muestreo se realizé bajo los parametros establecidos por la
Norma Técnica Colombiana NTC-1SO 5667-1 (ICONTEC, 1995), que trata
respectivamente de las técnicas de muestreo, la preservacion y el manejo de muestras de

agua.

6.3 Determinacidn de la concentracién impuesta para la seleccion de

microorganismos degradadores.

Con base en la revision bibliogréafica realizada, se encontr6 que el medio Luria Bertani
es ampliamente usado en investigaciones que buscan la aplicacién de sistemas biolégicos
para la degradacién de cromo (Mishra, H. & Sahu, H., 2013), (Carlos, F., Giovanella, P.,
Bavaresco, J., de Souza Borges, C. & de Oliveira Camargo, F., 2016), (Narayani, M.,

2012), (Pradhan, D., Sukla, L., Sawyer, M., & Rahman, P., 2017).

En la mayoria de las investigaciones consultadas en las que se usa este medio para el
aislamiento y evaluacion de cepas degradadoras de cromo, se aplican concentraciones de

cromo dentro de un rango de 10 mg/L a 150 mg/L (Pradhan, et al., 2017).
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En esta investigacion se definio una concentracion de 80 mg/L de cromo hexavalente,
para las fases iniciales del aislamiento, posteriormente se aumento la concentracion a 140

mg/L con el fin de ejercer mayor presion selectiva sobre los microorganismos.

La concentracion final de Cr*®en el medio se calculé teniendo en cuenta que solo una
fraccion del peso molecular del dicromato de potasio (K,Cr,O-) corresponde a cromo

hexavalente.

6.4 Aislamiento de cepas microbianas resistentes a cromo (Cr)

Con el objetivo de enfocar el aislamiento a cepas resistentes a cromo, se adiciond a los
medios de cultivo una solucién de dicromato de potasio (K,Cr,O7) a una concentracion

de 20 g/L. La estrategia de aislamiento utilizada se describe a continuacion:

Pre-enriquecimieto: Para el pre-enriquecimiento, una alicuota de cada muestra de agua
(5 ml) se adiciono a 50 ml de medio LB liquido con una concentracion 80 mg/L calculada
a partir de una solucion madre de dicromato de potasio (K,Cr,O;) de 20 g/L. Los

cultivos se incubaron durante 5 dias a 37°C sin ninguln tipo de agitacion.

Pasado el periodo de incubacion se procedio a hacer la siembra en placas de Petri con

medio LB en la misma concentracion de cromo que se utilizé en el cultivo liquido
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anterior. Diluciones seriadas a partir del cultivo enriquecido fueron aplicadas para

posteriormente proceder a sembrar en medio solido.

Las colonias aisladas en cada muestra se transfirieron a agar LB con una
concentracion de 140 mg/L de dicromato de potasio (K,Cr,0y), esto con el fin de
asegurar que las colonias aisladas presentaran resistencia a altas concentraciones de

cromo.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para determinar los cultivos positivos fueron:
visualizacion del aumento de la turbidez del medio, verificacion macroscépica del
crecimiento de microorganismos en medio sélido y verificacién microscopica, tanto en

medio liquido como sélido, utilizando el microscopio éptico (Rubiano, 2006).

6.5 Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas

6.5.1 Descripcion macroscopica:

Para la descripcién macroscopica se tuvo en cuenta el tamafio, la forma de la colonia
(circular, irregular o filamentosa), los bordes (ondulados, en sierra o dentados, o lisos) y
la superficie (plana, convexa, mamelonada o umbilicada). También se tuvo en cuenta la
pigmentacion que adquieren (verde, amarillo, blanco o grisaceo) y su comportamiento

frente a la luz (brillante u opaco) (Pérez & Mota, 2010).
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6.5.2 Morfologia y motilidad

Para el estudio de la morfologia se utilizé un microscopio éptico, el cual permitié
observar las células en fresco para determinar su forma, tincion de Gram, motilidad y

presencia de esporas.

6.5.3 Tincion de Gram

Para la caracterizacién morfoldgica, se realizo la tincion de Gram teniendo en cuenta
la siguiente secuencia: 1) Realizar la extension de una fina capa sobre el porta, secar al
aire y fijarlo con calor, posteriormente se realizo la coloracion con cristal violeta (Pérez
& Mota, 2010); 2) Se realiz6 un lavado con agua, y se le aplico lugol como mordiente; 3)
Se lavo nuevamente con agua y se decolord con alcohol o acetona; y 4) Se escurrid y se
cubrié con safranina o fucsia (Cavallini, 2005); la tincién se realiz6 teniendo en cuenta

los tiempos explicados en la Tabla 4.

Tabla 4. Protocolo tincion de Gram

L . s Bacterias Bacterias
Solucion Tiempo de aplicacion . .
Grampositivas Gramnegativas
. Colorante: cristal 1 min Violeta Violeta
violeta
Mordiente: lugol 1 min Violeta Violeta
Decolorante: alcohol 10 - 15seg Violeta Incolora

acetona
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Colorante de
Contraste: Colorante de
contraste:

safranina

30 seg Violeta Rosada

Fuente: (Pérez & Mota, 2010)

6.6 Curva de crecimiento

Para determinar los microorganismos con mejor indice de crecimiento las cepas se
incubaron en medio LB més 80 mg/L de dicromato de potasio (K,Cr,0;) a 37°C
durante 8 horas por duplicado con agitacion constante, se realizdé una medicion inicial de
la densidad dptica en un espectrofotometro (RIGOL Ultra — 3660) a 610 nm utilizando
las celdas de 5 cm de paso Optico para establecer t, (Valor de la concentracion en un
tiempo inicial) y posteriormente se realizé una medicion cada 2 horas para establecer la

tasa de crecimiento de biomasa en las cepas.

6.7 Metodologia para determinar la capacidad de detoxificacion de cromo de las

cepas aisladas

El cromo hexavalente fue determinado colorimétricamente por una reaccion con
difenilcarbazida en solucion acida en donde se produce un color rojo violeta de
composicion desconocida. La reaccion fue muy sensible, siendo la capacidad de
absorcién molar, basada en el cromo, de aproximadamente 40.000 l.g ™ .cm™ a 540 nm

(Diaz de Santos, Siaka, & Owens, 2001).
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6.7.1 Materiales y equipo

Espectrofotémetro ultravioleta-visible UV-VIS para trabajar a 540 nm con celdas de 5
cm de paso 6ptico, pH-metro digital de laboratorio, vasos de precipitados, agitadores de

vidrio, probeta graduada y micro pipetas.

6.7.2 Reactivos

» Solucidn patron de Cromo hexavalente: se utilizé una solucion trazable de 0.02 a
5 mg/L. De forma alternativa se pesé 141.45 mg de dicromato de potasio (K,Cr,0-), se
disolvieron y enrasaron con agua en un matraz aforado de 100 mL, previa adicion de
HNOj3 concentrado para ajustar el pH<2 (2-5 mL). Un mL de esta solucion contiene 0.5

mg de Cr+6. (Sierra & Garcia, 2013).

» Solucién de Difenilcarbazida al 0.5% (m/v): esta solucion debe prepararse al
momento de su uso, por lo cual se tendra en cuenta el volumen necesario. Habitualmente
10 mL son suficientes, lo que implica pesar 50 mg de 1.5-difenilcarbazida

(difenilcarbohidrazida) y disolverlos en 10 mL de acetona (Sierra & Garcia, 2013).

> Solucion de Acido Sulfarico 1:1 6 de 50%: se utilizo una solucion comercial de
acido sulfurico concentrado y se tom¢ 100 mL y se llevo hasta 200 mL en balon aforado

con agua (Sierra & Garcia, 2013).
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6.7.3 Procedimiento

» Curva de calibracion: Se pipete6 volimenes graduales de la solucién patrén de
cromo, empleando pipetas mecénicas previamente calibradas, completando con agua des
ionizada hasta el aforo, para obtener al menos seis concentraciones comprendidas en el

intervalo de 0.000 a 0.200 mg/L (Sierra & Garcia, 2013).

Posteriormente se transfirieron las soluciones patron a vasos de precipitado de 100
mL, a cada una se adiciond 0.5 mL de &cido sulfurico 1:1 y se agit6 con varilla de vidrio.
El pH debe ser alrededor de 2. Se afiidio 1.0 mL de solucidn de difenilcarbazida, se agitd
y dejo reposar de 5 a 10 minutos para desarrollar color. Se realizé la lectura en
espectrofotometro (RIGOL Ultra — 3660) a 540 nm con celdas de 5 cm (50 mm) de paso

optico (Sierra & Garcia, 2013).

» Cultivo liquido para la determinacién de la degradacion de cromo

Se cultivaron las cepas por triplicado utilizando el medio liquido LB incubando a una
temperatura de 37° usando una concentracion de 30 mg/L de cromo hexavalente, la cual
se ajustd a partir de una solucion madre dicromato de potasio. En el ensayo se definio un
control abidtico, también por triplicado en donde no se inoculd ninguna cepa, para
determinar si existia una degradacion abidtica, debido a procesos fisico — quimicos. Se

realizaron mediciones durante 8 horas tomando muestras cada dos horas y haciendo



46
diluciones respectivas para no exceder los limites de deteccion de la técnica utilizada para

la cuantificacion.

> Determinacion de cromo hexavalente en muestras: Inicialmente en 50 ml de agua
desionizda se transfirieron 100 pl de muestra (previamente filtrada o centrifugada) a un
vaso de precipitados de 100 mL, se le adiciond 0.5 mL de &cido sulfurico 1:1, se agitd
para mezclar bien y se ajusto el pH a 2. Posteriormente se afiadié 1 mL de solucion de
difenilcarbazida, se agitd y se dejo reposar de 5 a 10 minutos para desarrollar color

(Sierra & Garcia, 2013).

Se prepard y se analizé un blanco de reactivos con agua. Se leyé de 5 a 10 minutos en
el espectrofotdmetro (RIGOL Ultra — 3660) a 540 nm con celdas de 5 cm de paso éptico

respecto a la curva de calibracion de cromo hexavalente (Sierra & Garcia, 2013).

6.8 Analisis estadistico de los datos

Para llevar a cabo la interpretacion de los datos arrojados en cada uno de los procesos y

poder sacar conclusiones, se tendran en cuenta los siguientes analisis estadisticos:

6.8.1 Regresion lineal simple y correlacion

Para analizar el crecimiento maximo especifico de cada una de las 10 cepas aisladas,

se realizo una curva de crecimiento, en ella se graficaron los valores de absorbancia por
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cada momento de muestreo, el cual se realizo cada 2 horas, durante un tiempo total de 8

horas.

La técnica de regresion proporciona los medios legitimos a través de los cuales se
puede establecer asociaciones entre las variables de interés (Canavos, G., 1988); la
regresion lineal simple busca medir el grado de relacién que pueda existir entre dos
variables, una variable independiente “X” y una variable dependiente “Y”, para lo cual se

debe tener en cuenta la ecuacion de la recta y; = B, X; + B, (Salazar, B., 2016).

Para cuantificar la calidad de la dependencia entre las dos variables, el indicador méas

acostumbrado es el coeficiente de correlacion, definido como:

vy = Coeficiente de correlacion entre Xy "Y"
S, = Desviacion tipica de "X"
Sy = Desviacion tipica de "Y"

SxS, = Covarianza entre Xy "Y"

El coeficiente de correlacion es un indicador del grado de la relacion entre las dos
variables, el cual oscila en el intervalo cerrado de [—1,1]. Cuando r toma un valor

extremo, ya sea r=1 o r=-1, existe una correlacion perfecta (Guarin, N.2002).
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6.8.2 Anélisis de varianza simple ANOVA

Para cada tratamiento correspondiente a cada una de las tres bacterias evaluadas, fue
calculada la concentracion de cromo remanente presente en el medio cultivo liquido. De
esta manera se graficaron los valores de concentracion para cada momento de muestreo,
el cual se hizo cada 2 horas. A partir de estos resultados se calcul6 el &rea bajo la curva
de la disminucion de la concentracion de cromo (ABCPC) en donde: ABCPC= [ n; (Xi +
xi+1) /2](ti+1 — ti)] (Campbell & Maddem, 1990), como: Xi es la medida de la
concentracion en la iésima observacion, t es la unidad de tiempo (2 horas) y n el total de
namero de observaciones con el prop6sito de determinar la reduccién de la concentracion
de cromo. Se utilizé andlisis de varianza de las areas bajo la curva, realizandose
comparacion de medias entre los tratamientos, mediante analisis de DMS (a = 0,05).
También a partir de los valores de ABCPC se calcularon los porcentajes de degradacion

de cada uno de los tratamientos aplicados.
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7. Resultados y discusion

7.1 Informacién puntos de muestreo

» Humedal Jaboque (JB)
Las muestras se tomaron el 25 de septiembre de 2016, a las 11:37 am, en el barrio
Villas del Dorado de la localidad de Engativa, especificamente en las coordenadas

geogréaficas 4.707281, -74.12794.

Tabla 5. Caracteristicas Climaticas del Punto de Muestreo JB

Temperatura Precipitacion Humedad Vientos

17°C 81% 59% 13 Km/h

Fuente: (El Autor)

La zona se encontré altamente contaminada, con un color de agua verde oscuro, y un
olor caracteristico de materia organica en descomposicién. No se visualizé fauna dentro
del agua, la flora de la ronda se encontraba bastante quemada y la avifauna bebia del agua
contaminada. De acuerdo a ADDESA, el sistema presentaba tres grados de eutrofizacion
y va de eutrofico a oligotrofico, su pH estaba entre neutro a acido (6 — 4), tenia presencia
de altas concentraciones de cationes de Nitrégeno, Fésforo, Calcio, Manganeso y otros
compuestos; con anoxia total, la mayor parte de su vegetacién estaba formada por
macrofitas, juncales y pastos, que reducian significativamente el espejo de agua

(ADDESA, 2006).
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Figura 1. Humedal Jaboque.

En muestreos y analisis realizados por la Empresa de Acueducto y Alcantarillado de
Bogota — EAAB para determinar la calidad de los vertimientos de los humedales de la
ciudad, el humedal Jaboque present6 los mas altos niveles de vertimientos de Cadmio,
Aluminio total, Zinc, Cobre, Cromo, Niquel y Plomo en comparacion con los demas

humedales (Acherman, 2007).
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Tabla 6. Analisis de la calidad de agua Humedal Jaboque

Parametro Unidad Norma Valor
Aluminio Total Al(mg/l) 48.85
Plomo Pb(mg/l) 0.1 1.746
Cadmio Cd(mg/l) 0.003 0.181
Cobre Cu(mag/l) 0.25 0.009
Cromo Total Cr(mgl) 1 10.886
Zinc Zn(mg/l) 5 5.586
Niquel Ni(mg/1) 0.2 0.804

Fuente: (Acherman, 2007).

Se recolectaron 5 muestras para dar inicio al proceso de aislamiento y seleccién de
microorganismos, JB1 y JB2 fueron tomados de la corriente de agua la cual va sentido
occidente oriente, y las muestras JB3, JB4 y JB5 se tomaron en el agua estancada que se

encontraba en la parte baja de la rampa de acceso al canal.
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Figura 2. Recoleccion de Muestras Jaboque

> Embalse del Mufa

Las muestras se tomaron el 30 de septiembre de 2016, a las 2:05 pm, en la vereda San
Benito, en el municipio de Sibaté, Cundinamarca, especificamente en las coordenadas

geograficas 4.508546, -74.246432.
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Tabla 7. Caracteristicas Climéaticas del Punto de Muestreo EM

Temperatura Precipitacion Humedad Vientos

20°C 87% 7% 10 Km/h

Fuente: (El Autor)

La represa estaba altamente contaminada, el espejo de agua era negro, tenia olor
caracteristico de materia organica en descomposicion, no se observé ningun tipo de fauna
y la vegetacion era minima. De acuerdo a muestreos realizados por ENGESA E.S.P en
diferentes puntos del Embalse, se evidencio que debido a la carga contaminante que
recibe, presenta altas concentraciones de nutrientes (fosforo y nitrégeno) que genera
procesos de eutrofizacion, lo cual esta directamente asociado al crecimiento de macroéfitas

y algas que afectan negativamente la calidad del agua (Zapata, 2008).
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Figura 3. Embalse del Mufia

Por otra parte, el monitoreo de otros parametros como metales pesados realizados por
ENGESA E.S.P, mostr6 valores por encima de la norma para cromo, plomo y mercurio,

restringiendo el uso del agua para consumo humano (Zapata, 2008).
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Tabla 8. Resultados Monitoreo de nutrientes y metales en el Embalse del Mufia

Lagun Decre
Parametro Afluente ril;lue N ePrﬁl(Jng a M ;_c?'?)?i?: t
Aireada 1594/84
Fosforo Total 3.79 368 4.02 4.24 3.90 N/A
(mg P/1)

Nitrégeno

Kiendahl (mg N/ 35.9 38.3 38.3 38.9 38.0 N/A

o /(|3)r°m° (V1) (mg 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.05

Plomo (mg Pb/l) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.16 0.05

Arsénico (ug/l) 15 1.28 1.62 2.13 1.37 5.0

Mercurio (Lg/l) 2.36 1.14 4.1 4.2 3.34 2.0

Fuente: (Zapata, 2008).

Para iniciar con el proceso de aislamiento y seleccion de microorganismos se tomaron

5 muestras en la orilla de la zona occidental de la laguna, el agua se encontraba

estancada.
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Figura 4. Recoleccion de Muestras Mufia

> Otras muestras

En otras investigaciones realizadas en el semillero METAMORFO de la Universidad
Nacional Abierta y a Distancia, se realizaron muestreos de un manantial termal ubicado
en Tabio, Cundinamarca; de aguas residuales de minas ubicadas en Mongui y Paz del Rio
del departamento de Boyaca; y aguas residuales de dos procesos de una industria

metalmecanica ubicada en la zona sur de la ciudad de Bogota; las muestras fueron



preservadas a temperatura ambiente sin la adicion de ningln reactivo, estas muestras

también fueron procesadas para realizar el aislamiento de microorganismos

potencialmente degradadores de cromo y se tuvieron en cuenta debido a que las

investigaciones también se encontraban en desarrollo.

Tabla 9. Descripcidn de los puntos de muestreo

S7

Tipo de Muestra Ubicacién Nomenclatura
Agua del Embalse del Mufia Sibaté, Cundinamarca EM
Agua del Humedal Jaboque Engativa, Bogota JB
Agua de Manantial Termal Tabio, Cundinamarca MT

Agua Residual de Mina 1 Mongui, Boyaca MS
Agua Residual de Mina 2 Paz del Rio, Boyaca MP
Agua Residual Industria , .

Metalmecanica 1 Bogot4, Cundinamarca MQ1
Agua Residual Industria Bogot4, Cundinamarca MQ2

Metalmecanica 2

Fuente: EI Autor

7.2 Enriquecimiento de cepas

Los cultivos se llevan a cabo sobre sustratos 6ptimos para el crecimiento bacteriano y

estan constituidos generalmente por sustancias complejas, las cuales permiten al

microorganismo obtener las fuentes de carbono, nitrégeno, fésforo, potasio, sodio,

magnesio Y otras sustancias necesarias para su nutricion (Martos et all., 1996).
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Para el adecuado desarrollo del microorganismo en el medio de cultivo se requiere
garantizar una serie de factores como disponibilidad de nutrientes necesarios, existencia o
ausencia de oxigeno, grado de humedad apropiado, valores de pH adecuados, temperatura
de incubacion precisa y condiciones de esterilidad y aislamiento optimas (Martos et all.,

1996).

Es por lo anterior que para el aislamiento de microorganismos con capacidad
detoxificadora de cromo se inocul6 una alicuota de 5 ml de cada una de las muestras en
50 ml de medio liquido LB suplementado con 80 mg/L de cromo hexavalente, los cuales

fueron incubados a 37°C por 5 dias.

Figura 5. Medios Inoculados con las muestras
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Después del periodo de incubacion, se evidencio crecimiento de biomasa bacteriana en
los medios inoculados con las muestras JB1 y JB2 provenientes del Humedal Jaboque,
EM1 y EM2 provenientes del Embalse del Mufia y MT provenientes del Manantial
Termal; las otras muestras provenientes de las industrias metalurgicas de Bogota y de las
Minas de Boyaca solo mostraron formacion de masa bacteriana después de 20 dias de
haberse inoculado el medio, probablemente debido a que las condiciones extremas de las

muestras no permitian el desarrollo de los organismos.

En los medios inoculados con las muestras JB1 y JB2, después del periodo de
incubacidn, se evidencio al microscopio una presencia minima de microorganismos,
principalmente de tipo bacilar. En los medios EM1 y MT se observo gran cantidad de
microorganismos, con presencia tanto de tipo bacilar como de cocos, mientras que en
EM2 se observaron muy pocos microorganismos, principalmente bacilos; finalmente de
las muestras de la industria metaltrgica MQ2-3 se evidencid crecimiento de gran
cantidad de microorganismos, principalmente cocos y de las muestras de las minas MS1

presento presencia de microorganismos tanto de tipo bacilar como cocos.

De otra parte, las otras muestras provenientes de la industria metalmecanica MQ1-1,
MQ1-2 y MQ2-8 y las provenientes de las minas de Boyaca MP2 no presentaron

crecimiento o presentaron un crecimiento muy lento.
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7.3 Aislamiento y caracterizacion de cepas

> Aislamiento

A partir de los medios que presentaron crecimiento microbiano se realizaron los
aislamientos en medio sélido LB suplementado con 80 mg/L de dicromato de potasio
(K2Cr,07) haciendo repiques continuos hasta obtener colonias puras, en la Tabla 10 se

relaciona el nimero de colonias encontradas en cada una de las cepas:

Tabla 10. Numero de Colonias Aisladas por Cepa

Cepa NUmero de
Colonias Aisladas
EM1 3
EM2 2
JB1 2
JB2 3
MT 2
MS 2
MP 2
MQ1-1 No presento
crecimiento
MQ1-2 2
MQ2-3 2
MQ2-8 No presento
crecimiento

Fuente: EI Autor
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» Morfologia

La descripcion morfoldgica de las cepas se encuentra en la Tabla 11, comprende la
descripcion tanto macroscépica como microscopica de cada una de las colonias aisladas,
asi como los resultados obtenidos en la Tincion de Gram. Como se puede observar, en la
figura 6, la morfologia de algunas de las cepas es muy parecida o casi idéntica. En casos
donde la morfologia macroscopica era idéntica, y donde la cepa aislada provenia de la
misma muestra, se asumio que se trataba del mismo microorganismo, con la finalidad de
ir reduciendo el nimero de colonias para aplicar analisis de remocion. . Se evidenci6 que
de las 12 cepas que quedaron en total, la mayoria son bacilos gram negativos con
excepcion de dos de las cepas EM (EM1-1 y EM2-1) y las cepas MQ1-2, y que muchas

de ellas no presentaron movilidad a excepcion de la cepas JB que todas son mdviles.

Figura 6. Morfologia de las cepas: A. Vista macroscdpica de las cepas,

B. Vista microscépica de las cepas.



Tabla 11. Caracterizacién morfoldgica de las colonias aisladas
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Cepa Coloni Morfologia Morfologia Coloracion
a Colonia Celular Gram

EM1-1 Tiene forma Son bacilos Gram
circular elevada, de  largos, gruesos, que  positivo
margen onduladoy  forman cadenas, no
color amarillo moviles.
oscuro, con un
didmetro
aproximado de 1,5
mm.

EM1-2 Tiene forma Son bacilos Gram

EM1 puntiforme convexa, delgados, largos, que negativos
de margenenteroy  forman enramadas,
color blanco, con no moviles.
diametro
aproximado de 0,2
mm.

EM1-3 Tiene forma Son bacilos Gram
irregular plana, de delgados, largos, que negativos
margen lobulado y forman enramadas,
color amarillo, con no moviles.
didmetro de 3 mm.

EM2-1 Tiene forma Son bacilos Gram
rizoide convexa, de  pequefios, delgados,  positivo
margen lobulado forman cadenas, no
color amarillo moviles.
brillante, con
didmetro 0,1 a 2

EM2 mm.

EM2-2 Tiene forma Son bacilos Gram
irregular umbonada, delgados, de negativos
de margen ondulado, diferentes tamarios,
color blanco, con predominan los
diametro de 4 mm. cortos, forman

cadenas, no moviles.

JB1-1 Tiene forma Son bacilos Gram

irregular elevada, de  delgados, largos, negativos
IB1 margen ondulado, algunos forman

color anaranjado,
con diametrode 1 a
8 mm.

cadenas en L, son
moviles.
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JB1-2 Tiene forma Son bacilos Gram
irregular plana, de delgados, largos, negativos
margen lobulado, algunos forman
color amarillo, con cadenas en L, son
didmetrode 0,1a2  moviles.

mm.

JB2-1 Tiene forma Son bacilos Gram
circular elevada, de  delgados, largos, negativos
margen entero, color  forman cadenas, son
amarillo oscuro que  mdviles.
brilla a la luz, con
didmetro
aproximado de 1
mm.

JB2-2 Tiene forma Son bacilos Gram
irregular elevada, de  delgados, largos, negativos

182 margen ondulado, fotm_an cadenas, son
color blanco, con moviles.
diametro
aproximado de 2
mm.

JB2-3 Tiene forma Son bacilos Gram
irregular plana, de delgados, largos, negativos
margen ondulado, forman cadenas, son
color blanco con moviles.
diametro
aproximado de 2
mm.

MT1 Tiene forma Son bacilos Gram
puntiforme convexa, cortos, hacen negativos
de margen entero, esporas, forman
color blanco cadenas, son
brillante, con moviles.
diametro
aproximado de 0,2

MT mm.

MT2 Tiene forma Son bacilos Gram

irregular plana, de cortos, hacen negativos

margen ondulado,
color blanco, con n
didametro
aproximado de 0,2
mm.

esporas, forman
cadenas, son
moviles.
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MQ1- Tiene forma Son cocos Gram
2-1 circular pulvinada, pequefios forman positivo
de margenenteroy  colonias, no moviles.
color blanco, con
didmetro
aproximado de 1
MQ1- mm.
MQ1- Tiene forma Son cocos Gram
2-2 circular pulvinada, pequefios forman positivo
de margen ondulado  colonias, no moviles.
y color amarillo, con
didmetro
aproximado de 1,8
mm.
MQ2- Tiene forma Son bacilos Gram
3-1 puntiforme elevada,  delgados, cortos, negativos
de margen entero, forman cadenas, hay
color blanco presencia de esporas,
brillante y diametro  no moviles.
MQ2- aproximado de 0,1
mm.
MQ2- Tiene forma Son bacilos Gram
3-2 puntiforme plana, de  delgados, cortos, negativos
margen entero, color forman cadenas, hay
blanco, con didmetro presencia de esporas,
de 0,3 mm. no moviles.

MS1-1 Tiene forma Son bacilos Gram
puntiforme convexa, cortos, pequerios, positivo
de margen entero, de  forman cadenas, no
color amarillo moviles.
brillante, con

MS1 didmetro de 0,2 mm.

MS1-2 Tiene forma Son bacilos Gram
puntiforme plana, de cortos, pequerios, positivo
margen entero, color forman cadenas, no
amarillo brillante, moviles.
con didmetro
aproximado de 0,1
mm.

MP2-1 Tiene forma Son bacilos Gram
puntiforme elevada,  cortos, pequerios, negativos

MP2 de margen entero, forman cadena, con

color blanco, brilla a
la luz, con diametro

poca movilidad.
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de 0,1 mm.

MP2-2 Tiene forma Esta cepa desde el principio del
puntiforme elevada,  ensayo presento poca resistencia al
de margen entero cromo, por lo que con el tiempo no

color amarillo opaco, Vvolvid a evidenciar crecimiento y fue
con didmetro de 0,1  imposible realizar el estudio
mm. microscopico.

Fuente: El Autor

Luego de realizarse los analisis morfologicos, cada una de las cepas se inocularon en
medio liquido LB suplementado con 140 mg/L de dicromato de potasio (K,Cr,0;) y se
dejaron en incubadora a 37°C por una semana, con el fin de asegurar que las colonias

aisladas presentaran resistencia a altas concentraciones de cromo.

El ensayo dio como resultado que de las 12 cepas inoculadas solo 10 de ellas dieron
resultado positivo para la concentracion evaluada, estas fueron EM1-1, EM1-2 y 3, EM2-
2,JB1-1y2,JB2-1, MT1y 2, MQ1-2-1y 2, MQ2-3-1y 2, MS1-2 y MP2-1; las otras dos

cepas EM2-1 y JB2-3 no resistieron la concentracion tan elevada del cromo.
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7.4 Curva de crecimiento

Para determinar los microorganismos con mejor indice de crecimiento, las 10 cepas
aisladas EM1-1, EM1-2y 3, EM2-2, JB1-1y 2,JB2-1, MT1y 2, MQ1-2-1y 2, MQ2-3-1
y 2, MS1-2 y MP2-1 fueron evaluadas en dos grupos mediante una curva de crecimiento,
la cual se construy6 por medio de un analisis de densidad 6ptica, por medio de un
espectrofotometro marca RIGOL Ultra — 3660, estableciendo cuales de ellas presentaban

una mayor velocidad de especifica crecimiento (umax™).

Para analizar los resultados se tuvo en cuenta la correlacion lineal entre el tiempo que
permanecieron las cepas en incubadora observando su crecimiento en fase exponencial y
la densidad dptica del espectrofotometro a 610 nm; de acuerdo a la Figura 7, el
crecimiento microbiano fue proporcional a la turbidez del medio, en el eje horizontal
muestra el tiempo de cultivo transcurrido en horas y el vertical la densidad dptica medida
por el espectrofotdmetro, a simple vista parece existir una relacién entre ambas variables,

conforme aumenta el tiempo, mayor es la turbidez del medio.



Densidad dptica 610 nm
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Figura 7. Comparacion Velocidad Maxima Especifica de Crecimiento: A. Grupo 1 evaluado,

B. Grupo 2 Evaluado.
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Para analizar el comportamiento de la relacion de los datos, se debe tener en cuenta la
ecuacion de larecta y; = B;X; + By, donde y; es la densidad optica, B, es la pendiente
de la recta, X; el tiempo transcurrido en horas y B, es el punto donde la recta corta el eje

vertical, que corresponde al nUmero medio de absorbancia que corresponde a un tiempo

0.

Se puede observar gque en general la recta hace un buen seguimiento de los datos; la
formula de la recta aparece al lado de la grafica de cada una de las cepas evaluadas en la
Figura 7, la pendiente de la curva indica la velocidad maxima especifica de crecimiento
de cada una de las cepas la cual se encuentra resumida en la Tabla 12 y el grado de
fidelidad con que la recta describe la relacion existente entre los datos esta dada por el
coeficiente de determinacion R?, el cual en la mayoria de las cepas esta por encima del

98%.

Tabla 12. Velocidad Méaxima de Crecimiento de las Cepas

Cepa i (Max) ht
JB 1-1y2 0,2134
MP 2-1 0,1854
EM 2-2 0,2136
EM1-2y3 0,1027
MT 1Y2 0,215
MQ2-3-1y2 0,1471
MS1ly2 0,0803
MQ-1-2-1y2 0,068
EM 1-1y2 0,1595
JB 1-1 0,0189

Fuente: El Autor



69

Comparacion de Crecimiento
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Figura 8. Comparacion Velocidad Méxima Especifica de Crecimiento de las cepas

De acuerdo a los datos obtenidos se eligieron las 3 cepas que presentaron una mayor
velocidad méaxima especifica de crecimiento JB1-1y 2, EM2-2 y MT1y 2 con respecto a
las otras (Figura 8) para iniciar con las pruebas de determinacion de detoxificacion de
cromo, pues se espera que estas sean las que presenten un mayor porcentaje de
detoxificacion ya que tras la consulta realizada, se encontr6 que la degradacion de cromo
esta relacionada con la produccién de biomasa y su capacidad de biosorcién, en donde
mayores velocidades de crecimiento pueden conllevar a mayores tasas de
descontaminacién de cromo (Mishra, et al., 2013), (Carlos, et al., 2016), (Narayani, M.,

2012), (Pradhan, et al., 2017).
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7.5 Determinacion de la capacidad de detoxificacién de cromo de las cepas

aisladas

7.5.1 Curva de calibracion

Figura 9. Analisis colorimétrico curva de calibracion

Se realiz6 una curva de calibracion teniendo en cuenta lo establecido por Diaz de
Santos, Siaka & Owens (2001) para la determinacion de cromo hexavalente por método
colorimétrico en espectrofotdmetro a 540 nm, en este ensayo se midieron 6
concentraciones de Cr*® (de 6 ul a 40 pl), las cuales permitieron establecer el rango de
absorbancia comprendido de 0 a 0,2 mg/L, la variacion de color permitié determinar que
la absorbancia minima es aproximadamente 0,0241 y la maxima 0,1286, tal como lo

muestra la Figura 10.
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Curva de Calibracion
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Figura 10. Curva de Calibracién

7.5.2 Determinacién de cromo hexavalente en muestras

Se prepararon tres controles abi6ticos (sin inoculo) en 50 ml de medio LB suplementado
con una concentracion de 30 mg/L de cromo hexavalente (Cr*®). El control 1 se dejo en
nevera a 4°C y los controles 2 y 3 se dejaron en incubadora a 37°C, esto con el proposito
de determinar si el medio LB y la temperatura afectaba el comportamiento del cromo en

el medio.

Posteriormente se inocularon 50 ml de medio LB con 5 ml de inoculo de las cepas JB1-
1y 2, EM2-2 y MT1y 2 suplementado con una concentracion de 30 mg/L de cromo

hexavalente (Cr*®), cada una por triplicado. Se colocaron en incubadora por 8 horas a
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37°C, se realizé muestreo de cada una cada 2 horas, y la concentracién de cromo Cr*® se
determiné por el método colorimétrico con difenilcarbazida en el espectrofotometro
(RIGOL Ultra —3660) a 540 nm con celdas de 5 cm de paso 6ptico. En la figura 11 se
muestran los resultados de la cuantificacion de la concentracion de cromo a través de las

8 horas que durd el ensayo.

Se logr6 determinar que en los tres cultivos analizados se presentd la disminucién de la
concentracion de cromo, JB1-1y 2 presento una eficiencia de remocion del 76,3%,
EM2-2 presento un 60,2% y MT1y 2 presento un 49,8%. Se puede apreciar que JB1-1y

2 mostr6 una mayor eficiencia con respecto a las otras dos cepas evaluadas.

Si se tiene en cuenta otros estudios reportados en la literatura, JB1-1 y 2 present6 una
alta eficiencia de remocion. En una revision bibliografica elaborada por Pradhan, et al.,
2017, se encontro6 que los porcentajes de degradacién obtenidos en diversas
investigaciones exitosas al detoxificar cromo (V1), se encuentran en un rango entre el 70
y el 100% de eficiencia de eliminacion. En esta investigacion se encontraron porcentajes
de degradacion 76%, 60% y 49% para las cepas analizadas JB1-2, MT1-2 y EM 2-2
respectivamente, resultado que no es despreciable y que se puede comparar con otras

investigaciones internacionales.

Panigatti, et al. 2007, en su estudio “Bioremediacion de efluentes con cromo (VI)

provenientes de industrias metalmecanicas” muestra que la bacteria E. coli tuvo una
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eficiencia de remocién de 77,8% de cromo (V1) a una concentracion de 25 mg/L,

resultado muy similar al arrojado por JB1-1y 2 a 30 mg/L.

Cuantificacion de la concentracion de cromo en los cultivos liquidos
30

ra
[=]

—tp Control
—a—EM2-2
—tp [T 1-2

Concentracion Cr mg/L

10 —— 106 1-1y2

0 1 2 3 4 3 B 7 B

Tiempo

Figura 11. Concentracion de cromo

Con respecto al resultado observado, se pude afirmar que la presencia de
microorganismos en el medio acelera la reduccion de cromo (V1) con respecto a al
control abidtico, pero también se observa que el control entre la hora 6 y la hora 8
presentd una disminucion de la concentracion de cromo, esto pudo estar asociado
probablemente a los componentes del medio de cultivo, segin Murugavelh, S. &
Mohanty, K. (2013), el extracto de levadura presente en LB participa en la reduccion de

cromo (V1) gracias al aporte de aminoéacidos libres, los cuales han actuado como
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donadores de electrones para la reduccion de cromo hexavalente en ensayos realizados

previamente con algunas bacterias.

Porcentaje de degradacion biologica
S0
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70
&0
50

40
30
20
' m
H

control EM 2-2 MAT 1-2 JB1-1y2

Figura 12. Porcentaje de degradacion biolégica

Con el fin de tener en cuenta solo la disminucion del cromo relacionada a los tratamientos
bioldgicos, se hizo la diferencia entre el porcentaje de cada cepa y el porcentaje obtenido en el
control abiético. En la figura 12 se puede observar que los porcentajes de degradacion

exclusivamente biolégica son de 56,4% para JB1-1y 2, 40,3% para MT1y 2y de 29,9%

para EM2-2.

Para analizar si se presentaban diferencias significativas entre los tratamientos JB1-1y
2, EM2-2 y MT1y 2 y el control, se determind el area bajo la curva de degradacion de

cada una de las réplicas de los tratamientos aplicados, al igual que en las de los controles
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y se aplicd un andlisis de varianza simple ANOVA one way, comparando las medias
entre los tratamientos y entre los tratamientos y el control. El intervalo de confianza

utilizado fue de un 95%. (Figura 13)

Cromo

250

200

150

ABCPC

100

=

Control MT-12 IB1-1y 2 Em-22

Tratamientos

Figura 13. Area bajo la curva para fijacion de cromo

De acuerdo al anélisis realizado, los tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias significativas de acuerdo a la prueba DMS (diferencia minima significativa
a=0,005). Como se observa en la figura 11, todos los tratamientos, es decir, las cepas
analizadas, presentan diferencias significativas con el control abidtico a un intervalo de
confianza del 95%. Esto indica que los tratamientos bioldgicos aplicados si tienen un efecto

estadisticamente apreciable frente a la disminucion de la concentracion de cromo.
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Al comparar las medias entre los tratamientos no se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos JB y MT al igual que entre los tratamientos JB y EM.

Al observar la muestra de origen de los aislamientos, se encontr6 que las cepas provienen
de las muestras tomadas del humedal Jaboque (JB); del embalse de mufia (EM) y del
manantial termal (MT). Es probable que la mayor eficiencia en la descontaminacion de
cromo en el medio presentada en el tratamiento con la cepa JB 1-1 se deba a que la misma
tuvo contacto con el contaminante, ya que como se mostro en el item 7.1 informacion punto
de muestreo, en un andlisis desarrollado por Acherman en 2007, tuvo como resultado la

presencia de cromo a una concentracion de 10,88 mg/L.

El genoma de cada organismo contiene no solo informacion para su funcionamiento, sino
también el potencial para adaptarse a las condiciones ambientales, por medio del proceso de
evolucion. Los microorganismos por poseer tiempos muy cortos de duplicacion, logran
realizar estas adaptaciones en poco tiempo (Sauer, 2001). Asi, la muestra tomada del
humedal Jaboque probablemente presentd condiciones para estimular la adaptacion de la
cepa JB1-1, permitiendo que en condiciones de laboratorio presentara los porcentajes de

degradacion obtenidos en este trabajo.
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8. Conclusiones

Como estrategia para aislar microorganismos con capacidad detoxificadora de cromo (V1)
se empleo un medio LB suplementado con una sal de cromo la cual permitié el adecuado
crecimiento y aislamiento inicial de 20 cepas que presentaban resistencia a la presencia de
cromo en el medio. Por medio de la presion selectiva y de los analisis morfoldgicos se logrd

disminuir este nimero a 10 cepas resistentes y morfoldgicamente diferentes.

De las 10 cepas a las que se les evaluo el crecimiento, se evidencio que EM2-2, JB1-1
y 2y MT 1y 2, presentaron una velocidad maxima especifica de crecimiento mayor en
comparacion con las otras cepas evaluadas, 1o que permitié seleccionarlas para las

pruebas de determinacidn de reduccion de cromo (V1).

La curva de calibracidn permitio establecer que el rango de absorbancia del método
colorimétrico estaba entre 0,0241 y 0,1286, por lo que se decidié medir la determinacion
de reduccion de cromo a una concentracion de 30 mg/L, a esta concentracion se
obtuvieron porcentajes de remocidn real a 10 horas de 56,4% para JB1-1y 2, 40,3% para

EM2-2y de 29,9% para MT1y 2.

Los resultados obtenidos demuestran que la cepa JB1-1 y 2 es un microorganismo

promisorio para el tratamiento de efluentes con altos contenidos de cromo (VI).
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9. Recomendaciones

Se espera que a futuro se puedan realizar estudios morfologicos especificos de las tres
cepas evaluadas en la determinacion de la reduccion de cromo, con la finalidad de

conocer el género y la especie a la que pertenecen.

También se recomienda hacer pruebas moleculares que permitan comprobar lo que esta
sucediendo en la degradacion, para asi poder determinar qué tipo de estrategia de

descontaminacién esta empleando el microorganismo (Biosorcion, bioacumulacion, etc.).

Por otra parte, se recomienda emplear otros medios de cultivo como estrategia de
aislamiento, esto con la finalidad de observar el comportamiento de las tres cepas
evaluadas para ver si se presenta una mayor reduccién de cromo (V1) con respecto a la

presentada en medio LB.
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Anexos

Anexo 1. Resultados Curva de Crecimiento

JB 1-1
M1 M2
Tuzrrgpo Absorbancial Absorbancia2 Media DeSVS'?C'on Log Abs
0 0,0699 0,0765 0,0732  0,004666905 -1,13548892
2 0,0727 0,0777 0,0752 0,003535534 -1,12378216
4 0,1755 0,1838 0,17965 0,005868986 -0,74557278
5 0,1924 0,2009 0,19665 0,006010408 -0,70630605
6 0,2038 0,2169 0,21035 0,009263099 -0,67705748
7 0,2049 0,2174 0,21115 0,008838835 -0,67540891
8 0,2099 0,2209 0,2154 0,007778175 -0,6667543
JB 1-1Y2
m1l m2
T'G()H;po Absorbancial Absorbancia2 Media DeSVS'?C'On Log Abs
0 0,423 0,0541 0,23855 0,260851692 -0,62242058
2 0,0273 0,0424 0,03485 0,010677312 -1,45779722
4 0,03 0,0457 0,03785 0,011101576 -1,42193412
5 0,0474 0,0625 0,05495 0,010677312 -1,2600323
6 0,0841 0,0737 0,0789 0,007353911  -1,102923
7 0,1507 0,1571 0,1539 0,004525483 -0,81276138
8 0,2537 0,274 0,26385 0,014354268 -0,5786429
MQ-2-3-1y2
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs
h St
(O) 0,1048 0,0944 0,0996 0,007353911 -1,00174066
2 0,0633 0,0961 0,0797 0,023193102 -1,09854168
4 0,0742 0,1043 0,08925 0,021283914 -1,04939178
5 0,1048 0,133 0,1189 0,019940411 -0,92481815
6 0,1548 0,1836 0,1692 0,020364675 -0,77159964
7 0,2339 0,2524 0,24315 0,013081475 -0,61412573
8 0,3352 0,3439 0,33955 0,006151829 -0,46909627
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MS1Y2
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs
h St
(O) 0,0327 0,0449 0,0388 0,008626703 -1,41116827
2 0,0328 0,0555 0,04415 0,016051324 -1,35506929
4 0,0815 0,0934 0,08745 0,008414571 -1,05824019
5 0,1467 0,1677 0,1572  0,014849242 -0,80354746
6 0,1952 0,2235 0,20935 0,020011122 -0,67912703
7 0,2331 0,2634 0,24825 0,021425335 -0,60511074
8 0,2555 0,2946 0,27505 0,027647875 -0,56058835
MP 2-1
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs
h St
(0) 0,0227 0,0441 0,0334 0,015132085 -1,47625353
2 0,0257 0,0488 0,03725 0,016334167 -1,42887372
4 0,0384 0,0576 0,048  0,01357645 -1,31875876
5 0,0522 0,0736 0,0629 0,015132085 -1,20134935
6 0,0778 0,1009 0,08935 0,016334167 -1,04890544
7 0,1467 0,1506 0,14865 0,002757716 -0,82783509
8 0,2454 0,2822 0,2638  0,02602153 -0,57872521
EM 2-2
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs
h St
(O) 0,002 0,0207 0,01135 0,013222897 -1,94500414
2 0,0125 0,0211 0,0168 0,006081118 -1,77469072
4 0,0336 0,0508 0,0422 0,012162237 -1,37468755
5 0,0657 0,0871 0,0764 0,015132085 -1,11690664
6 0,1312 0,1467 0,13895 0,010960155 -0,85714145
7 0,2095 0,2202 0,21485 0,007566043 -0,66786464
8 0,2877 0,3011 0,2944  0,009475231 -0,53106219
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EM 1-2Y3
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs
h St
(O) 0,0399 0,06 0,04995 0,014212846 -1,30146451
2 0,0462 0,0603 0,05325 0,009970206 -1,27368039
4 0,0616 0,0859 0,07375 0,017182695 -1,13223798
5 0,0724 0,0961 0,08425 0,016758431 -1,07443009
6 0,0916 0,1124 0,102  0,014707821 -0,99139983
7 0,1248 0,1471 0,13595 0,015768481 -0,86662079
8 0,1753 0,2034 0,18935 0,019869701 -0,72273469
MQ-1-2-1y?2
M1 M2
Tuzﬂ;po Absorbancial Absorbancia2 Media Desvsl?uon Log Abs
0 0,0355 0,0451 0,0403 0,006788225 -1,39469495
2 0,0398 0,0476 0,0437 0,005515433 -1,35951856
4 0,1281 0,1437 0,1359 0,011030866 -0,86678054
5 0,174 0,1878 0,1809 0,009758074 -0,74256143
6 0,1971 0,2104 0,20375 0,00940452  -0,69090238
7 0,2309 0,2572 0,24405 0,018596908 -0,61252119
8 0,2508 0,2609 0,25585 0,007141778 -0,59201458
EM 1-1y2
M1 M2
TI(ZLT;DO Absorbancial Absorbancia2 Media Desvg:;mmn Log Abs
0 0,0731 0,0702 0,07165 0,00205061 -1,14478381
2 0,0755 0,0716 0,07355 0,002757716 -1,13341732
4 0,0755 0,0849 0,0802 0,006646804 -1,09582563
5 0,1069 0,1161 0,1115 0,006505382 -0,95272513
6 0,1636 0,1736 0,1686 0,007071068 -0,77314243
7 0,2415 0,2609 0,2512 0,013717872 -0,59998036
8 0,3267 0,3438 0,33525 0,012091526 -0,47463121
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MT 1y2
M1 M2
Tiempo  Absorbancial Absorbancia2 Media  Desviacion Log Abs

h St

(0) 0,0164 0,0277 0,02205 0,007990307 -1,65659141
2 0,0186 0,0254 0,022 0,004808326 -1,65757732
4 0,0246 0,0377 0,03115 0,009263099 -1,50654195
5 0,0502 0,0638 0,057 0,009616652 -1,24412514
6 0,0944 0,1143 0,10435 0,014071425 -0,98150755
7 0,1626 0,1701 0,16635 0,005303301 -0,77897719
8 0,204 0,2296 0,2168 0,018101934 -0,66394072

Anexo 2. Resultados Curva de Calibracion
M1 M2
Con(ﬁgﬁfl)clon Absorlbanua Absor;aanua Media Desviacion St Lisos

0,03 0,0243 0,0239 0,0241 0,000282843 0,0241
0,06 0,0496 0,0492 0,0494 0,000282843 0,0494
0,09 0,0693 0,0694 0,06935  7,07107E-05  0,06935
0,15 0,0927 0,0975 0,0951 0,003394113 0,0951
0,18 0,1158 0,1106 0,1132 0,003676955 0,1132
0,2 0,1317 0,1255 0,1286 0,004384062 0,1286

Anexo 3. Resultados Determinacién de Cromo Hexavalente en Muestras

Tiempo Concentracion Cr

M) Control 1 Control 2 Control 3 Media Desviacion st +6 diluido

0 0,0456 0,0457 0,0429  0,04473333 0,0015885 0,056858317
2 0,0417 0,0455 0,0449  0,04403333  0,002042874 0,055642406
4 0,0414 0,0431 0,0432  0,04256667  0,001011599 0,053094783
6 0,0415 0,044 0,0443  0,04326667 0,001537314 0,054310694
8 0,0326 0,0368 0,0396  0,03633333  0,003523256 0,042267385
10 0,033 0,0364 0,0383 0,0359 0,002685144 0,041514678

ABCPA 0,393 0,4209 0,4252
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Tiempo EM 2-2 EM 2-2 EM 2-2 Media Desviacion st~ Concentracion Cr
(h) Replical Replica2 Replica3 +6 diluido
0 0,0456 0,0457 0,0429  0,04473333 0,0015885 0,056858317
2 0,0394 0,0388 0,0364 0,0382 0,001587451 0,045509814
4 0,0372 0,0379 0,0359 0,037 0,001014889 0,043425395
6 0,0309 0,0309 0,0278  0,02986667 0,001789786 0,031034682
8 0,029 0,0293 0,0269 0,0284 0,00130767 0,028487059
10 0,1237 0,1393 0,1186 0,1272 0,010784711 0,200104221
ABCPA 0,4423 0,4588 0,4155
Tiempo MT_ 1-2 MT_ 1-2 MT' 1-2 Media Desviacion st Concent!ragién Cr
(h) replical replica2 replica3 +6 diluido
0 0,0456 0,0457 0,0429  0,04473333 0,0015885 0,056858317
2 0,0374 0,0371 0,0363  0,03693333  0,000568624 0,043309594
4 0,0345 0,034 0,0325 0,03366667  0,001040833 0,037635342
6 0,0257 0,0255 0,0251  0,02543333  0,000305505 0,023333912
8 0,0255 0,0256 0,0239 0,025 0,000953939 0,022581205
10 0,1011 0,0727 0,0919  0,08856667  0,014490457 0,13299751
ABCPA 0,3929 0,3628 0,3704
Tiempo JB1-1y2 JBl-1y2 JBl-1y?2 Media Desviacion st Concentracion Cr
(h) replical replica2 replica3 +6 diluido
0 0,0456 0,0457 0,0429  0,04473333 0,0015885 0,056858317
2 0,0412 0,0369 0,0364  0,03816667 0,002638813 0,045451914
4 0,0326 0,0332 0,0323 0,0327 0,000458258 0,035956227
6 0,0253 0,0245 0,023 0,02426667  0,001167619 0,021307394
8 0,0199 0,0198 0,0195 0,01973333  0,000208167 0,013432922
10 0,1169 0,1052 0,0937  0,10526667  0,011600144 0,162005674
ABCPA 0,4005 0,3797 0,359

Anexo 4. Resultados ANOVA Cromo

ONE-WAY AOV FOR: CONTROL EM22 JB112 MT12

SOURCE DF

BETWEEN 3 8687.77 2895.92 19.05 0.0005

WITHIN
TOTAL

8 1216.44 152.055

SS

11 9904.21



CHI-SQ DF P
BARTLETT'S TEST OF ------ ----n —mee--
EQUAL VARIANCES 3.24 3 0.3558

COCHRAN'S Q 0.6876
LARGEST VAR /SMALLEST VAR  13.967

COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 914.622
EFFECTIVE CELL SIZE 3.0

SAMPLE GROUP
VARIABLE MEAN SIZE STD DEV

CONTROL  206.62 3  20.450
EM22 13786 3  7.7735
JB12 14400 3 54719
MT12 16264 3  9.9820
TOTAL 162.78 12 12331

CASES INCLUDED 12 MISSING CASES 0

Anexo 5. Resultados LSD Cromo

LSD (T) COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOUS
VARIABLE = MEAN GROUPS

CONTROL  0.3408 |
MT12 0.2833 .. 1
JB12 0.2618 ... |
EM22 0.2547 ... 1

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL T VALUE 2.306 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON  0.0185
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 8.027E-03
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