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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar molecularmente cultivos axénicos para desarrollar
una aplicacion electrogénica relacionada a la remocion de cromo hexavalente (VI) en aguas
residuales de la Industria de Curtiembre " EI Alce™ canton Guano, provincia de Chimborazo; y
generar voltaje de corriente directa de manera simultanea a través de celdas de combustible
microbianas (CCMs). Para la seleccion de la bacteria como indculo se realizaron pruebas de
tolerancia y toxicidad frente al Cr, Pb y Zn. Para la remocion de contaminantes y generacion de
bioelectricidad se disefid y se construyd seis celdas de combustible microbianas (CCMs) de
camara simple, con un volumen de 400 ml que operaron con un flujo continuo de 24 horas, las
CCM s se distribuyeron de la siguiente manera: tres para el agua residual industrial cruda (AR) y
tres para el agua residual sintética (AS). Para monitorear el voltaje generado (mV) se instalé un
sistema de monitoreo, durante 15 dias, ademas, se utiliz6 una mini bomba de diafragma para
mantener el flujo continuo de 24 horas. Mediante técnicas moleculares se logr6 identificar las
bacterias: Delftia acidovorans, Pseudomonas geniculate, Stenotrophomonas maltophilia y
Citrobacter freundii y se selecciond Delftia acidovorans como inéculo dada su capacidad de
resistir y remover Cr (VI). Las CCMs con AR produjeron un porcentaje de reduccién de DBO,
DQO y Cr (VI) de 75,20%, 74,82% y 50 % respectivamente, con respecto al AS se redujo un
81,30% en un periodo de 15 dias en ambos casos. Ademas, con respecto al voltaje, las CCMs
AR2 y AS2 generaron un voltaje maximo de 395,63 mV y 224,39 mV correspondientemente. Se
sugiere plantear estudios relacionados a la sinergia entre métodos convencionales y CCMs para

el tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: <BIOELECTRICIDAD>, <CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS
(CCMs)>, < CROMO>, < MICROORGANISMOS>, <SECUENCIACION GENETICA >,

|
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ABSTRACT

The aim of the current research was to characterize axenic cultures in a molecular way to develop
an electrogenic application related to the removal of hexavalent chromium (V1) in wastewater
from "El Alce” Tannery Industry, located in Guano county, Chimborazo province to generate
direct current voltage simultaneously through microbial fuel cells (MFCs). For the selection of
the bacterium as inoculum, tolerance and toxicity tests for Cr, Pb and Zn were carried out. For
the removal of contaminants and generation of bioelectricity, six single-chamber microbial fuel
cells (MFCs) with a volume of 400 ml were designed and constructed, which worked with a 24-
hour continuous flow, the MFCs were distributed as follows: three for raw industrial wastewater
(RW) and three for synthetic wastewater (SW). To monitor the generated voltage (mV), a
monitoring system was installed during 15 days; in addition, a mini diaphragm pump was used
to maintain the 24-hour continuous flow. Molecular techniques were used to identify the
following bacteria: Delfia acidovorans, Pseudomonas geniculate, Stenotrophomonas
maltophilia and Citrobacter freundi. Delfia acidovorans was selected as inoculum due to its
ability to resist and remove Cr (VI). The MFCswith RW produced a reduction percentage for
BOD, COD and Cr (VI) of 75.20%, 74.82% and 50% respectively; regarding the SW, it was
reduced by 81.30% in a 15-day period in both cases. In addition, regarding voltage, RW2 and
SW2 MFCs generated a maximum voltage of 395.63 mV and 224.39 mV respectively. Thus, it
is recommended to propose studies related to the synergy betweenconventional methods and

MFCs for wastewater treatment.

Keywords: <BIOELECTRICITY>, <MICROBIAN FUEL CELLS (MFCs)>, <CHROMIUM>,
<MICROORGANISMS>, <GENETIC SEQUENCING>.
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INTRODUCCION

La creciente demanda de las necesidades humanas a nivel global ha impulsado el crecimiento
paralelo de la manufactura y con ello el progresivo aumento del consumo de energia. La
combustién de fuentes fosiles para la produccion de energia eléctrica genera gases de efecto
invernadero (GEI), estos a su vez conducen al deterioro ambiental y al cambio climéatico (Umbarila
etal., 2015: p. 231). La crisis energética mundial que hoy en dia se vive, no solo se debe por la falta
de tecnologias, politicas y planificacion o un acceso restringido a las mismas; sino también al
consumo de combustibles fosiles que magnifica la contaminacién de los ambientes debido a la
dependencia, las metodologias ineficientes y los conflictos de intereses de actores con poder
diferencial (Nogar y Flenshorg, 2016).

Ademas, el aumento demografico ha desatado un alto indice de contaminacion de los cuerpos
hidricos; una de las causas es el vertido incontrolado del sector industrial que en su mayoria no
cuentan con sistemas colectores de aguas residuales que posibiliten una remocién eficiente de la
carga contaminante de los efluentes (Castiblanco y Perilla, 2019: pp. 7-8). Procesos industriales tales
como el cromado electrolitico, curtido de pieles, aleacion de metales, conservacion de madera y
fabricacion de colorantes y pigmentos utilizan en sus procesos cromo hexavalente, ya que posee
propiedades acidas y una capacidad de formar sales coloreadas e insolubles.

En el caso de la industria de curtido de piel se emplea el Cr (VI), puesto que genera un curtido
mas uniforme con una mayor superficie en un periodo de tiempo corto en comparacion con las
sales de aluminio y didxido de silicio (Si02); estos compuestos hacen que el material se hinche y
se forme cueros duros, con menor resistencia al desgarre respectivamente (Chéavez, 2010, p.43). Sin
embargo, a pesar de los beneficios que aporta a este sector productivo, también es un
contaminante toxico en concentraciones altas, y en tiempos de exposicidn prolongados ocasiona
efectos agudos y crénicos tales como irritacién en la piel y en la mucosa nasal, debilitacion del
sistema inmune, dafios en higado y rifiones e incluso cancer de pulmon y la muerte (Cabrera, 2017,
pp. 16-20). En Guano existen industrias de curtiembres cuyas aguas residuales se depositan sobre
fuentes naturales de agua como los rios, constituyéndose en un problema ambiental debido al
desconocimiento en gran medida de la utilizacién de Cr, que en los procesos de curtido acelera la
movilidad de este, excediendo las tasas del ciclo natural renovable (Arun et al., 2020).

En este contexto, es de gran importancia dedicar esfuerzos en corregir este tipo de problematica,
puesto que con frecuencia varias de las tecnologias de purificacién de agua no solo se realizan

quimicamente, sino que también son energética y operacionalmente costosas (Revelo et al.,2013:
p.24).



JUSTIFICACION

En las dltimas décadas las investigaciones se han centrado en sustituir la dependencia creciente
de combustibles de origen fésil en fuentes de energias limpias con eficiencia similar, favoreciendo
a la reduccion de emisiones toxicas al ambiente, buscando iniciativas de generacion energética

renovable vinculadas al tratamiento de residuos y biorremediacion de contaminantes (Guambo, et
al., 2016).
Asi nace la necesidad de investigar un método mas robusto y sostenible; y las Celdas de

Combustible Microbianas son una tecnologia emergente que contribuye a solucionar dos de los
problemas mas criticos que afronta la sociedad actual: la crisis energética y la disponibilidad de
agua no contaminada (Revelo et al., 2013: p. 24).

Las CCMs son consideradas como una de las tecnologias propicias para la produccion de energia
sostenible, dado que ademas de emplear la reaccion electroquimica entre el hidrogeno del sustrato
y el oxigeno del aire para producir electricidad, agua y calor, posee una alta flexibilidad para
aceptar gran variedad de sustratos como desechos organicos, complejos solubles o disueltos,
metales pesados y biomasa (Morales y Cabrera, 2006, p.141).

La importancia de esta investigacion radica en la caracterizacion molecular de cultivos axénicos
de Delftia acidovorans, Serratia sp., Staphylococcus saprophyticus, Rhodococcus erythropolis,
Citrobacter freundii, Providencia alcalifaciens, Stenotrophomonas maltophilia, resultantes de
una biopelicula formada en una CCM; in6culo proveniente de suelo alto andino ubicado en la
parroguia Villa La Unién, Cantdn Colta, provincia de Chimborazo, constatando sus caracteristicas
y funcionalidades mediante ensayos de pruebas bioguimicas, permitieron determinar su
aplicabilidad y eficiencia en un sistema de tratamiento de aguas residuales contaminadas con
Cromo (V1) de una Industria de Curtiembre del Cantén Guano.

Por ello es evidente la importancia tanto del aislamiento bacteriano como de herramientas de
identificacion molecular para la caracterizaciéon de microorganismos, dado que estos ultimos
brindan una total veracidad en sus resultados, permitiendo asi establecer una técnica fija para su
uso y aplicacion de acuerdo a los requerimientos nutricionales, metabolicos y condiciones del
medio.

En relacion con lo antes mencionado dicha tecnologia tiene como principio de funcionamiento la
utilizacion del metabolismo de microorganismos electrogénicos para generar bioenergia a partir
de la reduccion de los diferentes tipos de contaminante como por ejemplo las aguas residuales;
por tanto se perfilan como una solucion a los problemas ambientales ocasionados por las
descargas incontrolada de efluentes industriales a cuerpos hidricos, asi como al cambio de la

matriz energética del pais (Logan, 2009, p. 375-381).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

e Caracterizar molecularmente cultivos axénicos para establecer una aplicacion electrogénica
en celdas de combustible microbianas, relacionada a remocion de cromo (VI) en aguas

residuales de una Industria de Curtiembre.

Objetivos Especificos

o Identificar bacterias provenientes de cultivos axénicos mediante técnicas moleculares.

e Construir celdas de combustible microbianas de configuracién simple con propdésitos
bioelectrogénicos.

e Aplicar y monitorear las bacterias identificadas en la remocién de cromo (V1) en agua residual

de una Industria de Curtiembre dentro de Celdas de Combustible Microbianas.



CAPITULOII

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Cultivos axénicos

Los cultivos axénicos o puros son aquellos que provienen de una sola célula. En ambientes
naturales los microorganismos se encuentran generalmente como comunidades mixtas. Por tanto,
es de vital importancia la implementacion de técnicas de aislamiento, las cuales consisten en
separar los diferentes tipos de microorganismos de un cultivo mixto hasta obtener cultivos
axénicos para asi poder identificarlos, caracterizarlos y emplearlos en investigaciones de

diferentes areas de interés (Cornejo, 2017, pp. 20-21).

1.1.1. Bacterias electrogénicas

Las bacterias electrogénicas o también denominados exoelectrdgenos son una clase de
microorganismos que, en condiciones anaerdbicas o microaerdbicas, tienen la capacidad de
generar electricidad transfiriendo electrones procedentes de su metabolismo a un aceptor terminal

de electrones extracelular, incluyendo electrodos, minerales de Oxido y otras bacterias
(Redondo,2018, p.18).
A través de este mecanismo, algunos microorganismos obtienen energia para su crecimiento y

comunicaciéon de célula a célula para las interacciones sintroficas esenciales dentro de las
comunidades microbianas (Tahernia, 2020, p.29439).

Entre las bacterias estudiadas por su capacidad de bioelectrogénesis, destacan los géneros
Shewanella y principalmente Geobacter, dado que posee una amplia gama de aceptores
terminales de electrones. De hecho G. sulfurreducens posee una mayor habilidad de producir una
alta densidad de corriente en cultivos puros y mixtos convirtiéndolo asi, en el representante de los

microorganismos electrogénicos (Redondo, 2018, pp.19-21).

1.2. Metabolismo de bacterias electrogénicas

En términos generales, el metabolismo celular de los microorganismos para degradar los
contaminantes depende de la forma de obtencion de energia y nutrientes, en este caso el
metabolismo celular de los microorganismos electrogénicos es quimioorganétrofo anaerobio, es
decir, utilizan compuestos organicos como fuente de energia y de carbono para su crecimiento y

desarrollo (Romero et al., 2012, p. 120).



En este contexto se toma como ejemplo el metabolismo del género Geobacter, el cual es el
microorganismo representativo de este tipo de bacterias, donde para obtener los electrones utilizan
la respiracion e internamente aplican el ciclo Krebs, donde se desarrolla una sucesion de
reacciones quimicas que oxidan completamente la materia organica hasta producir diéxido de
carbono, agua, electrones y ATP. Ademas, la red de proteinas denominadas citocromos tipo c, se
encuentran distribuidas entre la membrana interna, periplasma y membrana externa que permiten
la transferencia de electrones desde el citoplasma hacia el exterior de la célula para respirar
sustratos extracelulares como Fe (111), de la misma manera, actda como un capacitor almacenando

energia para mantener la célula activa en su busqueda de nuevos aceptores de electrones (Ndiez,
2008, p-35).

1.2.1. Mecanismo de transferencia de electrones
En términos generales se distingue dos mecanismos de transferencia de electrones: directo e

indirecto. Cabe recalcar que estos mecanismos no son excluyentes entre si, por ende, los

microorganismos pueden usar ambos simultaneamente (Figura 1-1).

g’:)c;l;z:sirscncia directa § ((ilg)c;gzz::sizl;cncia indirecta g O-) el
é g A 4 -> Citocromo
§ g —\ -> Pilis
g § o -> Mediador oxidado
. ] g Q -> Mediador reducido

Figura 1-1: Mecanismos de transferencia de electrones de microorganismos electrogénicos.
Fuente: Cornejo, 2017, p.17.

1.2.1.1. Transferencia directa de electrones al electrodo

Las bacterias electrogénicas son capaces de reaccionar de forma directa con el electrodo, debido
a que cuentan con un mecanismo donde estan implicados transportadores de electrones unidos a
la membrana que expanden la cadena de electrones desde la membrana interna hasta el ambiente
extracelular y por tanto no requieren de mediadores para liberarlos, este proceso estd mediado por
la presencia de los citocromos tipo C, mismos que se encuentran en la membrana externa como

parte de la cadena de transporte electrénico, un claro ejemplo es el género Geobacter (Redondo,
2018, p. 23).



1.2.1.2. Transferencia indirecta de electrones al electrodo

Las bacterias electrogénicas son capaces de producir sus propios mediadores redox, los cuales son
secretados al medio y reaccionan con el electrodo. Es decir, los mediadores redox que puedenser
sustancias solubles o insolubles son reducidos por los microorganismos y se oxidan en el
electrodo. Por ejemplo, Shewanella oneidensis produce flavinas para la reduccion de los 6xidos
de Fe (I11) (Redondo, 2018, pp.22-23).

1.3. Técnicas de aislamiento y caracterizacién de cultivos axénicos

1.3.1. Procedimiento para el cultivo de microorganismos

1.3.1.1. Diluciones seriadas

La dilucion seriada es un procedimiento que consiste en reducir la concentracion de una sustancia
en otra de manera consecutiva; donde se toma 1 ml de la muestra y coloca en un tubo gque contiene
9 ml de solucidn diluyente, esa es la dilucion 10-1, posteriormente se toma 1 ml de este tubo y
se coloca en otro que contenga 9 ml de solucion diluyente, esta es la dilucién 10-2 y asi
sucesivamente. Permitiéndonos tanto sembrar cantidades conocidas de las mismas en una serie
paralela de cajas Petri, como evaluar el nimero de bacterias viables en la muestra original al

conocer el nimero de colonias, la cantidad sembrada y la dilucion correspondiente (Negroni, 2009,
p.557).

1.3.1.2. Siembra por vertido en placa

Esta técnica consiste en la suspension de microorganismos sobre la superficie de un medio de
cultivo solido, cuyo indculo debe estar previamente diluido, se emplea movimientos en todos los
sentidos, con el fin de conseguir una distribucion homogénea sobre la superficie del agar, todo
este proceso se debe desarrollar sobre una superficie plana y sin levantar la caja. Se emplea para
conocer las unidades formadoras de colonias (UFC), dado que es mas facil observar reacciones

metabdlicas bacterianas, tales como lip6lisis, prote6lisis y fermentaciones (Gémez y Acevedo, 2001,
p.39).

1.3.1.3. Siembra por agotamiento

El método mas empleado es el agotamiento por estria, el cual consiste en la separacién e

inmovilizacion de microorganismos de manera progresiva y continua sobre la superficie del
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medio nutritivo solidificado, para ello se utiliza un asa para sembrar el in6culo. A medida que se
realizan las estrias, los microorganismos pasan al medio en un nimero cada vez menor, es decir,
en las estrias iniciales se observara un crecimiento mixto de bacterias, mientras que en las dltimas

estrias existird colonias bien aisladas que van a constituir un cultivo puro (Negroni, 2009, p.557).

1.3.2. Métodos para la identificacion de microorganismos

1.3.2.1. Métodos basados en criterios morfologicos

Son métodos que utilizan caracteristicas estructurales de los microorganismos para poder
distinguir a un microorganismo de otro, tanto a nivel microscopico por la presencia de diferentes

organelos, como macroscopico por su tamafio, forma, superficie, borde (Tabla 1-1).

Tabla 1-1: Identificacion bacteria a nivel macroscopico y microscopico.

MACROSCOPICA
Forma . . . o . .
Circular, irregular, filamentosa, rizoidal, puntiforme, fusiforme.
Elevacion Plana y extendida, elevada y limitada, convexa, umbilicada.
Superficie Lisa, plegada, sectorizada, cerebroide, con surcos radiales
Borde Entero, Ondulado, Lobulado, filamentoso
Luz Transllcida, opaca
MICROSCOPICAS
-Cocos: diplococos, estreptococos, estafilococos, tétradas, sarcinas.
Forma celular -Bacilos: diplobacilos, estreptobacilos, empalizada.
-Espirilos: vibrios, espiroqueta, espirilo.
Estructuras Esporas, flagelos, cilios, capsula

Fuente: Forbes, B. et al., 2009
Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.3.2.2. Métodos basados en tincién diferencial

En este método se emplea més de un colorante y sirven para poner de manifesto las caracteristicas
de afinidad por ciertos colorantes de microorganismos. Se basan en el hecho de que distintos tipos
de células tienen distinta composicién quimica, y por lo tanto reaccionan de forma diferente frente
a una tincion, lo que permite clasificar los microorganismos en diferentes grupos, segun su

capacidad de tincidon. En la tabla 2-1 se observa los tipos de tinciones diferenciales:



Tabla 2-1: Identificacién bacteriana basada en métodos de tincién diferencial.

Método Fundamento Resultado
Esta técnica permite clasificar a los microorganismos en | Las bacterias se tifien de color
dos grandes grupos: Gram positivos y Gram negativos. Se | rojo-rosa (Gram negativas:),
Tincién Gram basa en la composicion y estructura de la pared celular de | mientras que si permanecen de

las bacterias, la cual le confiere propiedades

determinantes a cada microorganismo.

color azul-violeta (Gram

positivas)

Tincién de Ziehl

Neelsen o acido

Técnica donde se emplea el calor para solubilizar ceras, | Las bacterias acido-alcohol
lipidos y otros &cidos grasos de la pared celular con el fin | resistentes positivas mantienen
de obtener una mayor penetracion del colorante primario | color rosa intenso, mientras que

(carbolfucsina) y formar complejos con el colorante; de | las  bacterias  acido-alcohol

Tincion de Kinyoun

resistente
esta manera se pude distinguir las bacterias que resisten | resistentes negativas se tifien de
dicha coloracion. azul
Es una técnica modificada de la tincion de Ziehl Neelsen | Bacterias acido-alcohol

maés rapida que el clasico procedimiento y evita la
necesidad de calentamiento.

se denomina “método frio”, dado que utiliza un | resistentes positivas mantienen
detergente tensoactivo como el tergitol, en lugar de | color rosaintenso, mientras que

tratamiento con calor. Esta coloracién permite unatincion | las  bacterias  acido-alcohol

resistentes negativas se tifien de

azul

Fuente: Gonzalez et al., 2020

Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.3.3. Métodos basados en pruebas bioquimicas

Las propiedades nutricionales y metabdlicas de un aislamiento bacteriano son los pardmetros mas

empleados para establecer el género y especie de un microorganismo. Estas pruebas se

fundamentan en demostrar si el microorganismo es capaz de fermentar azlcares, degradar

compuestos, gracias a la presencia de enzimas (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Identificacion bacteriana basada en pruebas bioquimicas

TECNICAS FUNDAMENTO RESULTADOS
La catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion | Formaciéon inmediata de una
PRUEBA DE ) ] ) )
LA del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Presente en | efervescencia rapida con
la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias desprendimiento de burbujas
CATALASA ] "
facultativas. (positivo).
Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas
oxidasas. La reaccion de la oxidasa se debe a la presencia
PRUEBA DE | de un sistema citocromo oxidasa que activa la oxidacion | Cambio de color a parpura en 10 -
LA OXIDASA | del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular | 20 segundos (Positivo).
produciéndose agua o peréxido de hidrogeno segun la
especie bacteria.




PRUEBA DE
LA UREASA

Determina la capacidad de un organismo de desdoblar la
urea formando una molécula de di6éxido de carbono y dos

moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

Las bacterias que hidrolizan la
urea hacen que el medio de cultivo
tome color fucsia, debido a la
alcalinizacion del mismo por

produccién de amonio(Positivo).

PRUEBA DE
SIM

Es un medio semisélido destinado para verificar la
movilidad, produccion de indol y de sulfuro de hidrégeno
por los microorganismos. Es Util para diferenciar

miembros de la familia Enterobacteriaceae.

de
crecimiento mas alla de la linea de

Presencia turbidez 0

siembra (Positivo).

PRUEBA
KLIGLER

Permite la diferenciacion de enterobacterias, en base a la
fermentacion de hidratos de carbono y a la produccién de
acido sulfhidrico. Ademas, determina la produccién o no
de gases: CO2 e H2 como productos finales del
metabolismo de los hidratos de carbono.

Una coloracion amarillo=acidez;
rosa= alcalinidad; negro = SH2;
por otro lado si presenta fractura o
desplazamiento del medio se debe

a la presencia de gases.

PRUEBA
COAGULASA

Permite determinar la capacidad de coagular el plasma por
la accion de la enzima coagulasa. Se utiliza para
diferenciar S. aureus (coagulasa positiva) de otras especies
de Staphylococcus.

Formacion de grumos al afadir
de

(Positivo)

gotas suero fisioldgico

PRUEBA
CAMP

Determina la capacidad de un microorganismo para
producir una proteina conocida como factor CAMP (factor
de monofosfato de adenina ciclica). Es una prueba
presuntiva de identificacion del Staphylococcus B —
hemolitico del grupo B, de otras especies de

Staphylococcus.

La presencia de una zona de
potenciacion de la hemdlisis en
forma de puntas de flecha en el
lugar donde se contactan las dos

estrias, (Positivo).

PRUEBA
CITRATO DE
SIMMONS

Medio de cultivo diferencial para la identificacién de
bacilos Gram negativos segun su capacidad de utilizar el
citrato como fuente de carbono y el amonio como fuente

de nitrégeno.

El cultivo presenta un viraje de pH
dado a la alcalinidad, por ende
cambia de color de verde a azul

(Positivo).

PRUEBA DE
SOLUBILIDAD
EN BILIS

Se basa en la capacidad de determinadas especies
bacterianas de lisarse en presencia de sales biliares, las mas
utilizadas de las cuales son el taurocolato y el desoxicolato
de sodio. Ambas provocan un descenso de la tension
superficial, que, unido a la actuacion de enzimas

autoliticas, destruyen la célula

Las cepas en las que la suspension
en el tubo se torna clara en la
prueba de solubilidad en bilis
deben notificadas

ser como

“solubles en bilis.”

Fuente: Forbes, B. et al., 2009
Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.3.4. Caracterizacién molecular

1.3.4.1. Fases de la identificacion molecular

e  Extracciény purificacion de ADN




La extraccion y purificacion de ADN de un cultivo axénico es el primer paso para la identificacion

de bacterias. Para este proceso se debe considerar que el tipo de protocolo o kit comercial que se

va a aplicar va a depender del tipo de muestra a tratar. En la actualidad existen protocolos

estandarizados y kits comerciales, siendo estos Ultimos, la mejor opcion debido a que brindan

fragmentos de ADN con mayor integridad y pureza en un corto tiempo (Carrasco et al., 2020, p. 163).

Segun Pinilla (2019) este proceso abarca los siguientes pasos de forma consecutiva (Figura 2-1):

Lisis celular: Se basa en la ruptura de la pared y membrana celular para lo cual se emplea
detergentes anddicos como SDS (dodecil sulfato de sodio) que provoca una accién
desnaturalizante en las proteinas; agentes quelantes como el EDTA (&cido etilendiamino
tetracético) que inhibe la accién de las ADNasas.

Remocion de proteinas: A continuacion, el ADN liberado debe ser separado de
contaminantes como proteinas y lipidos, a través de tratamientos con proteasas como la
proteinasa K. El uso de solventen organicos como el fenol y cloroformo es de vital
importancia dado que son desnaturalizantes activos de proteinas, lo que contribuye a que se
resuspendan en la solucidn. Ademas, el uso de ciclos de centrifugacion genera una fase
acuosa (ADN), organica y una interfase (proteinas y nucleasas).

Precipitacion del ADN: Se emplea alcoholes como isopropanol y etanol absoluto estos
compuestos precipitan selectivamente el ADN. Los residuos de las diferentes fases del
proceso se eliminan con un lavado con etanol al 70%.

Hidratacion del ADN: Finalmente el ADN se hidrata en una solucion Tris-EDTA permitiendo

su conservacion para posteriores analisis.

——] " =
B O,
Blood Cell DNA Wash Clution
Ssample Lysis Binding

Figura 2-1: Fases de la extraccion de ADN.
Fuente: Mulero P, 2019.

e Amplificacién de ADN

La replicacion de ADN es un proceso fundamental que se desarrolla de forma natural dentro de

todo organismo vivo, con el fin de transmitir informacién genética de generacion en generacion.
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Este proceso genera dos hebras hijas complementarias a partir de cada una de las hebras parentales
de una molécula de ADN, se lleva a cabo gracias a la capacidad de complementariedad de las
bases nitrogenadas y la accidn de proteinas y enzimas (Castro et al., 2014, p.17).

El método para sinterizar ADN de manera in vitro es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
gue amplifica millones de copias de ADN con gran exactitud y rapidez a partir de un fragmento
de ADN molde. Los componentes que interactlian entre si en la PCR se describen en la Tabla 4-
1:

Tabla 4-1: Reactivos empleados en la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

Reactivos Accién

ADN gendmico Cadena molde mismo que debe estar en la concentracidn y pureza adecuada.

; Es una enzima proveniente de la bacteria termoéfila llamada Thermus aquaticus, la cual
Taq polimerasa: P g

vive en condiciones de temperatura muy altas, sintetiza las nuevas cadenas de ADN.

Son secuencias de oligonucleétidos que delimitan la secuencia blanca que se desea
Primers: amplificar y son complementarios a ésta. Su tamafio oscila entre 15-25 pares de bases y
la cantidad 6ptima de G-C debe ser del 50% de la secuencia.

Desoxirribonucledtidos | Son bases nitrogenadas adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina(C) con los que la
trifosfatados (ANTPs) | Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN.

Cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, concentracion oscila

16n magnesio (Mg +)
entre 0.5y 2.5 Mm

Solucién

amortiguadora Buffer (Tris-HCI) que se emplea para controlar el pH=8 de la mezcla.

Agua desionizado

estéril Agua ultrapura libre de nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos.

Fuente: Tamay et al., 2013
Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

Un punto clave en la amplificacion es la pureza de la molécula de ADN extraida del cultivo, esto
se mide a través de espectrofotometria. EI ADN absorbe luz ultravioleta (UV) a 260 nm lo que
indica la concentracion de los acidos nucleicos; a una absorbancia de 230nm (sales, alcoholes,
fenoles) y 280nm (proteinas) indica la presencia de contaminantes Los valores 6ptimos varian

entre 2 a 2.2 para la relacion 260/230 y 1.80 a 2.0 para la relacién de absorbancia de 260 /280
(Veldzquez et al., 2014, p.14).
La PCR amplifica la secuencia a estudio de manera exponencial con alrededor de 20-40 ciclos,

mediante el termociclador que efectda los cambios de temperatura, permitiendo la amplificacion

del ADN en las etapas descritas en la Tabla 5-1.
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Tabla 5-1: Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Etapa Descripcion T (°C) Tiempo (sg)

Desnaturalizacién | Las cadenas de ADN son calentadas y separadas. 95 30

o Los primers se alinean al extremo 3 previamente separado
Hibridacion o . . 50-60 30
e hibridan con su secuencia complementaria

La Taq polimerasa cataliza la reaccion afiadiendo dNTP’s
Extension complementarios para crear las cadenas completas de 72 45
ADN.

Fuente: Tamay et al., 2013
Realizado por: Guamén, Evelyn, 2022.

e  Electroforesis en gel de agarosa

Es una técnica empleada en separar e identificar fragmentos de ADN a lo largo de un gel de
agarosa mediante la aplicacion de una carga de voltaje que hace que el ADN con carga negativa
otorgada por los grupos fosfatos migre al polo positivo. Este proceso se lo realiza bajo un buffer
ya sea TAE (Tris-acetato-EDTA) o TBE (Tris-Borato-EDTA), asi como del Bromuro de etidio
que se intercala en las moléculas de ADN permitiendo su visualizacion de los amplicones gracias
a la luz UV (Tamay et el, 2013, p.73). EvalUa la integridad de ADN extraido de cultivos axénicos y
verifica la amplificacion de ADN obtenido de la PCR (Figura 3-1).

La concentracion del gel de agarosa se basa en la relacion con la movilidad del ADN vy la
concentracién del gel, es decir a mayor concentracion menor grado de separacion de la molecular
el ADN. De la misma manera al elevar el voltaje ocasiona un decrecimiento en la separacion de

los fragmentos de ADN (Concepcién y Urefia, 2005, p.24-26).

Fuente de energia eléctrica

Al s @0

v

¥

Pozos de
muestra

© electrodo_,

Direccion del
movimiento

" @ electrodo

Solucion tampon Tanque de electroforesis
(buffer)

Figura 3-1: Electroforesis en gel de agarosa
Realizado por: Parada R, 2020.
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e Secuenciacién de ADN

Consiste en determinar el orden de las bases nitrogenadas de una molécula de ADN purificado.
Para ello se emplea la técnica enzimatica de Sanger que se basa en el mecanismo de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo, en este método ademas de los deoxinucle6tidos
tri-fosfato (ANTPs) encargados de la formacion de enlaces fosfodiéster que enlazan las bases
nucleotidicas sintetizadas por la ADN polimerasa, aprovecha las caracteristicas de los

dideoxinucledtidos tri-fosfato (ddNTPs), mismos que son analogos quimicos a los (dNTPs)
(Gutiérrez. S, 2006, p.261).

Los (ddNTPs) carecen de un grupo hidroxilo 3" terminal en su desoxirribosa y cuando se
incorporan a una cadena en crecimiento, da por terminado su amplificacion, dando como resultado
fragmentos de diferente longitud. Cabe recalcar que cada uno de los dideoxinucle6tidos (ddATP,
ddCTP, ddTTP, ddGTP) estan marcados por diferentes colores fluorescentes para separarlos y
analizarlos de manera manual o automatica con el fin de determinar la calidad de la secuencia de

ADN a traveés de la visualizacion de electroferogramas (Cornejo et al.,2014, pp. 232-233) (Figura 4-1).

datos de calidad 000 00000000000000000C eogooooooo0pDOOA0
l'l )
‘.‘ {l N A
cromatograma ; | ‘,‘ ‘, | | | ‘,.: 1 ."“ H ‘.'\ ,
\‘ | I ‘Av [ |‘| A }# fi il
,'ql1“‘l“| 1'1'!‘ ] AL i [ 111
AVAIAY [ ""'HI‘ IRIRYRIA \wl\ HU‘_
AR AN AN

secuencia ¢ c s

Figura 4-1: Electroferograma de la secuenciacion de ADN.
Fuente: Soria M, 2016

e Comparacion de secuencias

Existen varias bases de datos de genes de microorganismos conocidos, que se emplea para
comparar las secuencias obtenidas, brindando, asi como resultado una secuencia con mayor
porcentaje de similitud a la secuencia de estudio (Tabla 6-1).

La base de datos GenBank es de libre acceso y pertenece a la National Institutes of Health (NIH),
una coleccién de todas las secuencias de ADN disponibles posee una coleccién de secuencias
nucleotidicas y de traduccion de proteinas, la cual esta enlazada a una herramienta llamada Basic

Local Alignment Search Tool (BLAST) (Carrasco et al., 2020, pp. 172-173).
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Tabla 6-1: Base de datos que forma parte de la INSDC

Base de datos Identificacion

BLAST Identificacion molecular de microorganismos

EMBL Identificacion molecular de microorganismos

CNGBdb Identificacion molecular de microorganismos

EzBioCloud Identificacion molecular de bacterias

Bac Dive Informacién de clasificacion taxonémica, fisiologia, cultivo y origen
YeastlP Identificacion molecular de levaduras

TrichOKEY Identificacién molecular y morfolégica de Trichoderma spp.
Mycobank Identificacion de hongos

Fuente: Carrasco et al., 2020
Modificado por: Guaman, Evelyn, 2022.

Con respecto al porcentaje de similitud debe ser superior al 97% para asignar a la misma especie;
95% y 80% para asignar al mismo género, y filo respectivamente (zhi et al., 2014, pp. 461-468).

1.4. Bioenergia

Hace referencia a la energia renovable que se genera a partir de numerosas fuentes bioldgicas.
Existen diversas tecnologias que se enfocan en la energia acumulada de desechos organicos tales
como: la metanogénesis, el biohidrégeno y la bioelectricidad. En las ultimas décadas la
bioelectricidad ha tenido un creciente interés debido a su potencial eléctrico por una variedad de
procesos bioldgicos de microorganismos, dando como resultado de manera simultanea la

biorremediacién de un medio y el almacenamiento de energia eléctrica (Logan et al., 2006, p. 5183).

1.5. Sistemas Bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos son tecnologias emergentes que se basan en la capacidad de
algunos microorganismos para catalizar diferentes reacciones electroquimicas, especificamente,
reacciones que involucren una transferencia de electrones, como las de 6xido-reduccion con el
objetivo de estimular y modificar el metabolismo (Rabaey et al., 2007, pp. 9-10).

Segln su modo de operacion y de su aplicacion se clasifican en cuatro grandes categorias, que se

describen en la Tabla 7-1.
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Tabla 7-1: Clasificacion de los sistemas bioelectroquimicos.

Tipo Aplicacién

Celdas de electrélisis microbiana (CCM) Generacion de energia eléctrica

o ) Generacion de compuestos quimicos inorganicos como el
Celdas de electrolisis microbiana (CEM)

hidrdgeno.
Celdas de electrosintesis microbiana (CESM) Sintesis de compuestos quimicos organicos
Celdas de desalinizacion microbiana (CDM) Desalinizacion del agua en combinacién con otras funciones

Fuente: Wang & Ren, 2013
Realizado por: Guamén, Evelyn, 2022.

1.6. Celdas de combustible microbianas

Las celdas de combustible microbianas (CCMs) son instrumentos electroquimicos que convierten
la energia quimica almacenada de una amplia gama de compuestos organicos solubles o disueltos
en energia eléctrica a través de las reacciones cataliticas de microorganismos (Zhuwei et al., 2007, p.
465).

Entre las ventajas que brinda el uso de CCMs se destacan que operan de manera eficiente a
temperatura ambiente, sin generacién de ruido; libera menor cantidad de diéxido de carbono
(C0>) que cualquier otra tecnologia actual para generar energia.

Cuentan con una camara anddica (anaerdbica) y catddica (aerdbica) separada por una membrana
de intercambio de protones. En la cdmara anddica los microorganismos oxidan los compuestos
organicos liberando protones, CO: y electrones, estos Gltimos son absorbidos por el anodo y son
transportados al catodo a través de un circuito externo, donde se combinan con el oxigeno para
formar agua y energia (Revelo et al., 2013, p.19). En la figura 5-1 se representa el principio de

funcionamiento de las CCM:s.
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Figura 5-1: Principio de funcionamiento de CCMs.
Fuente: Revelo et al., 2013, p. 19

1.6.1. Componentes de la celda de combustible microbiana

1.6.1.1. Anodo

El dnodo es la zona donde se lleva a cabo la adhesion de los microorganismos para la formacion
de la biopelicula, por consecuencia se efectia la oxidacion del sustrato. Por tanto, el anodo debe
poseer unas determinas caracteristicas para su correcto funcionamiento tales como: buena
conductividad eléctrica para la transferencia de la carga y una buena capacidad de recoleccion de
corriente; fuerte biocompatibilidad con el medio; estabilidad quimica; propiedades anticorrosivas
y una gran area superficial. Los materiales mas utilizados son aquellos que presentan carbono por

su alta efectividad y bajo precio (Chacén, 2018. p. 23).

1.6.1.2. Céatodo

Zona donde se genera la reduccion del oxigeno, siendo este el aceptor de electrones mas
empleado, debido a su alto potencial de oxidacion, disponibilidad y bajo costo, sin embargo, la
reaccion de reduccion de oxigeno se ve afectada a pH neutro, naciendo la necesidad de utilizar
catalizadores (Chacon, 2018. p. 23).

Existen aceptores de electrones orgénicos e inorgénicos; entre los organicos se destaca los
colorantes azo y compuestos aromaticos nitrogenados y entre los aceptores inorganicos se puede
mencionar: iones que contienen metal, como el ferrocianuro este se utiliza generalmente cuando
el catodo es de carbono, sin embargo, su uso es limitado ya que se debe regenerar quimicamente;
compuestos que contienen nitrdgeno y el oxigeno ya antes mencionado (Redondo, 2018, pp. 14- 15).
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1.6.1.3. Membranas

La presencia de membranas permite el flujo de electrones externos en una sola direccion desde el

anodo hacia el catodo, de la misma manera crea dos zonas notoriamente diferenciadas; una camara

anddica y catodica con condiciones anaerdbicas y aerobicas respectivamente (Lépez, 2014, pp. 11-

12). Segin Chacén (2018) existe una gran variedad de membranas empleadas en los SBE, en las

que se destacan las siguientes:

¢ Membranas de Intercambio 16nico: Se emplea para la obtencidn de hidrogeno con un alto
grado de pureza.

e Membrana de Intercambio catidnico (CEM): Posee grupos funcionales cargados
negativamente que permiten la migracion de cationes. Entre las membranas méas conocidas
se encuentran las de intercambio proténico (PEM), especialmente de Nafion 115 o 117
debido a su gran selectividad de protones. Otra alternativa es la membrana Ultrex CMI-7000
que tiene una mejor relacion coste- eficiencia que el Nafion.

e Membranas de Intercambio Anidnico (AEM): Posee grupos funcionales cargados
positivamente.

e  Membranas Bipolares (BPM): Formadas por la union de una capa de intercambio cationico
y una capa de intercambio aniénico unidos, generando un efecto de un campo eléctrico,
donde el agua que se encuentra en la membrana se separa formando protones y iones

hidroxilo.

1.6.1.4. Conductor externo

El conductor externo es el encargado de cerrar el circuito eléctrico en una CCM, dado que
transporta los electrones desde el anodo hacia el catodo, generando asi energia eléctrica. Estos
deben ser metales con alta capacidad de conduccion, no toxicos y anticorrosivos como el acero

inoxidable (Condori y Torres, 2019, p.53).

1.6.1.5. Sustratos

Los sustratos constituyen el combustible de las CCMs, dado que a partir de ello se generara
electricidad y productos de valor agregado. Segun la literatura cientifica existe una amplia gama
de sustratos tanto puros como compuestos. Los sustratos puros corresponden glucosa, acetato,
lactosa, maltosa, xilosa, formiato, propionato, acido succinico, etanol (Liu et al., 2010), estos son de
facil degradabilidad, pero de mayor costo. Por otro lado, los sustratos complejos corresponden a

aguas residuales provenientes de diferentes actividades industriales, aguas residuales domésticas
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y residuos organicos sin embargo se debe considerar que para su degradacion se requiere de una
microbiota diversa y electrogquimicamente activo, estos son de mayor accesibilidad por ende de

bajo costo (Pant et al., 2010; citados en Revelo et al., 2013).

1.6.2. Materiales de las Celdas de combustible microbiano (CCMs)

Actualmente existe una amplia gama de materiales que han sido objeto de estudio en los diferentes
sistemas bioelectroquimicos, buscando siempre que estos brinden una relacién costo- beneficio
optimo, sin afectar la densidad de potencia y la eficiencia coulombica. En la Tabla 8-1 se

describen de manera mas especifica los diferentes materiales para cada componente del sistema.

Tabla 8-1: Materiales de las Celdas de combustible microbiano (CCMs)

Elemento Material
Anodo Tela de carbon, papel carbdn, tela de grafito, granulos de grafito, fibra de carbén,
escobillas de grafito y mallas de carbon.
Catodo Grafito, Fieltro de grafito, papel carbon, tela de carbdn, Pt, Pt negro, Carbon vitreo

reticulado (RVC).

Camara Anddica / o . L
] Vidrio, Policarbonato, Plexiglas.
Cémara Catddica

Sistema de ) o . . . .
. Nafion, Ultrex, Polietileno, Polipropileno, Puente salino, Tabique de porcelana o
Intercambio de ]
electrolito.
Protones

Catalizadores  de . .
Pt, Pt negro, MnO2, Fe3+, polianilina, mediador de electrones
electrodos

Fuente: Du et al.2007.
Modificado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.6.3. Rendimiento de las Celdas de combustible Microbiano (CCMs)

El desempefio eléctrico de una CCM se estudia a partir de las mediciones de voltaje que se realizan
en la resistencia externa conectada entre el anodo y el catodo y los respectivos célculos que se
derivan de ellas (Revelo et al., 2013, p.20). Los pardmetros que se analizan para evaluar el

comportamiento eléctrico son: la densidad de potencia (DP) y la eficiencia coulémbica (EC).

¢ Densidad de potencia: Es la cantidad de energia generada por unidad de area del electrodo o

la potencia por unidad de volumen del sustrato (Wang et al. ,2010).

DP = =

V2 P
- aR,.t a
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Donde:

DP: densidad de potencia (W/m2)
V: Voltaje (V)

P: Potencia (W)

A: area del electrodo (m2)

R..:.: Resistencia estrena (Q)

¢ Eficiencia coulombica: Permite obtener la fraccion de energia eléctrica que se puede generar
en la CCM a partir de un sustrato determinado (Logan et al., 2006; citados en Condori y
Torres, 2019). Se calcula como la razén entre la carga generada y la carga tedrica presente en
el sustrato de la camara anddica.

Coulombios recuperados

EC =
Coulombios totales en el sustrato

Cuando se emplea aguas residuales 0 mezcla de sustratos como fuente de alimentacion, se debe
considerar la demanda quimica de oxigeno (DQO) como parametro para medir las
concentraciones de los sustratos (Logan et al., 2006; citados en Condori y Torres, 2019). Se

calcula a través de la siguiente ecuacion:

Mozfotl(t)dt

EC =
F b0, *xVan *x ADQO

Doénde:

MO3: Peso molecular del oxigeno en gramos/mol (32 g/mol).

I(t)dt: Coulombios reales generados en la operacién de la CCM en coulombios (C).

F: Constante de Faraday (96,485 C/mol e-).

T: Tiempo de reaccién o ciclo de operacion de la CCM en segundos ().

b0,: Nimero de moles de electrones generados por mol de oxigeno (4 mol).

Van: Volumen total de la camara anddica en litros (L)

ADQO: Cantidad de DQO eliminado durante el ciclo de operacion de la CCM en mg/L.

Ademas, las curvas de polarizacién son herramientas importantes para analizar la potencia de
salida a traves de diferentes cargas externas. Trazar los datos de la potencia y la densidad de
corriente versus la densidad de potencia y la densidad de corriente proporciona informacion sobre

la produccion potencial de la CCM (Muhammad et al., 2018, p.230).
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1.6.4. Factores que afectan la eficiencia de las celdas de combustible microbiano

El buen funcionamiento de las CCMs depende del buen control de ciertos factores como: tipo de
microorganismo utilizado, tipo y concentracion del sustrato, fuerza idnica, pH, temperatura y
resistencia externa. En la Tabla 9-1 se describe de manera méas especifica los factores a tomar en

cuenta:

Tabla 9-1: Factores que inciden en la eficiencia de las CCMs.

Factor Descripcion
Potencial d Los gradientes de pH, produce acidificacién en la camara anddica y alcalinidad en la
HO_ZnCIa ¢ camara catodica. Esto se debe a que la migracién de los protones a través de la membrana
! ro;;eno es lenta generando un descenso en la actividad bacteriana y en la transferencia de protones
(PH) hacia la cAmara catodica.
Resistencia Una resistencia externa muy alta actia como una barrera que inhibe el flujo de electrones

o desde el &nodo hacia el cétodo, disminuyendo el potencial eléctrico y la remocion de
eléctrica externa . o
materia organica.

Concentracién de la | La alta concentracion de materia orgénica estimula una alta generacion de electricidad y
materia organica. | densidad de potencia.

La variacion de temperatura genera efectos negativos en el funcionamiento del sistema,
Temperatura debido a su influencia en la cinética y termodinadmica de las reacciones bioguimicas, por

ende, afectando la potencia de salida de las CCMs.

Fuente: Condori & Torres, 2019.
Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.6.5. Configuracién de celdas de combustible microbianas

La configuracion de las CCMs es una parte critica para un 6ptimo funcionamiento. Se clasifican

en las siguientes categorias:

e Céamara Unica CCM: En este disefio, el anodo y el catodo no se colocan en compartimientos
diferentes (Du et al., 2007). Consiste en un compartimiento consiste en un &nodo rectangular
acoplada con un catodo de aire poroso que esta expuesto directamente al aire (Condori y
Torres (2019). En la figura 6-1, se representa la CCM con membrana y sin membrana

respectivamente.
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Figura 6-1: CCM con cdmara Unica.
Fuente: Sun et al., 2014, p. 2423

Camara Doble CCM: Su disefio se basa en una cdmara anddica y catddica que se encuentran
conectadas por medio de un puente de intercambio i6nico o puente salino, la configuracion
mas comun es la denominada tipo H. Se implementa a escala de laboratorio y usualmente
trabajan en modo Batch (BermUdez y Bernal, 2018, p. 37). En la figura 7-1, se representa la
CCM tipo Hy la CCM en forma de cubo respectivamente.

Resistance Resistance
A - S S— B e

Anode

Cathode
Anode
Cathode

Y
Membrane Membrane

Figura 7-1: CCM de doble camara
Fuente: Sun et al., 2014, p. 2423.

Celdas de combustible microbiana de flujo ascendente: Este tipo de CCM trabaja en modo
de flujo continuo. El equipo se divide en dos secciones, donde una de las secciones seré la

camara anddica y la otra seccion la cdmara catodica (Figura 8-1) (Bermudez y Bernal, 2018, p. 37).
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Figura 8-1: CCM de flujo ascendente.
Fuente: He et al., 2018, p.392

1.7.  Cromo

1.7.1. Fuentes

El cromo es un elemento que se encuentra tanto de forma natural en animales, suelo, rocas y
plantas como artificialmente a través de procesos industriales. Es el elemento nimero 21 en cuanto
a abundancia sobre la corteza terrestre, y su contenido promedio en el suelo es de alrededorde 100
mg/kg (Alvarado et al., 2002, p. 55). EXisten varios estados de oxidacién del cromo, entre los mas
comunes e importantes en el medio ambiente y en la elaboracién de productos comerciales, se
encuentra el cromo metalico, cromo trivalente y cromo hexavalente.

El cromo hexavalente y metalico son estados producidos principalmente por métodos industriales
tales como el cromado, en colorantes y pigmentos, en curtido del cuero y en la preservacién de la
madera, mientras que casi todo el cromo presente en la naturaleza se encuentra en forma de cromo
trivalente, el cual esté fuertemente ligado a materiales biol6gicos, dado que impulsa la generacién
de insulina y contribuye en el metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas, con el

fin de mantener un buen estado de salud (Montoya y Cabrera, 2006, pp.81-84).

1.7.2. Efectos toxicoldgicos y medioambientales

1.7.2.1. Salud humana

La toxicidad se debe a los derivados del cromo hexavalente que, contrariamente a los del cromo

trivalente penetran en el organismo por cualquier via con mayor facilidad. Las manifestaciones

tanto agudas como cronicas ocasionadas por el cromo hexavalente estan intrinsecamente
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relacionadas con el medio laboral debido a la amplia gama de compuesto de cromo que se emplea
especialmente en la industria de cuero, textil, petrolera, galvanizado y platinado (Montoya et al. 2010,
p.81).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) ha clasificado al Cr
hexavalente dentro del grupo 1 de elementos cancerigenos para los humanos, debido a su
demostrable genotoxicidad y carcinogenicidad. Los seres humanos y animales estan expuestos al
cromo por via oral, inhalacién o dérmica. ElI cromo hexavalente (Cr+6) es rapidamente tomado
por los eritrocitos e integrado a otras células, la reduccion intracelular del cromo hexavalente a
trivalente a nivel de mitocondrias y nlcleo genera intermediarios reactivos como Cr (+5), Cr (+4)

y Cr (+3), asi como radicales libres hidroxilo y oxigeno, que son susceptibles de alterar el ADN
(Cuberos et al., 2009, p. 280).

1.7.2.2. Medio ambiente

El cromo hexavalente (Cr 6+), aunque es poco estable es muy soluble, con una alta movilidad
entre sustratos, siendo un contaminante ambientalmente toxico. Por tanto, el aire se ve afectado
debido a que se eleva la concentracion de este en forma de material particulado como
consecuencia de la combustion de carbén y petréleo. Por otro lado, la contaminacién de los
cuerpos de aguas ocurre por la descarga de desechos tanto liquidos como solidos derivados de las
industrias; en la mayoria de los casos el cromo se deposita en el fondo y s6lo una pequefia fraccion
se disuelve en el agua. El suelo también puede contaminarse, debido al depésito de residuos de la

industria como cenizas de carbdn provenientes de plantas generadoras de electricidad (Montoya et
al., 2010, p. 82).

1.7.3. Industria de Curtiembre

Se denomina curtiembre al proceso de transformar las pieles de animales a un material duradero
y flexible conocido como cuero, a través de una serie de tratamientos con diversas sustancias
quimicas, lo que induce sobre ellas modificaciones quimicas y fisicas (Chavez, 2010, p.44). Las pieles
que comunmente se utilizan son las de bovino, porcino y ovino, las cuales constituyen la principal

materia prima del sector industrial del curtido (Ministerio del Ambiente, 2013, p.127).

1.7.4. Proceso de curticion en base de sales de cromo

En términos generales el proceso de curticion se desarrolla en las siguientes etapas que se

describen en la Tabla 10-1:
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Tabla 10-1: Proceso de curticién

Etapa

Descripcion

Recepcién de la

materia prima

Esta fase se enfoca en realizar una inspeccion visual de las pieles con el fin de que

cumplan con los estandares de calidad.

Pre-tratamiento

Se clasifica las pieles de acuerdo con su especie y tamafio, posteriormente se recorta
las extremidades, cola y cuello y finalmente se lavan para eliminar residuos de sangre,

excretas y otros componentes organicos.

Curado y desinfectado

Las pieles crudas se curan, mediante el curado con salmuera que es el método mas

utilizado debido a que es mas rapido.

Pelambre

Etapa donde se elimina la epidermis y el pelaje de las pieles, sumergiéndolas en
tambores con sulfuro de sodio y cal y agitacién contante. Al interior del cuero se
produce el desdoblamiento de las fibras a fibrillas que prepara el cuero para el

siguiente proceso.

Desencalado

Es laetapa donde se lava la piel para remover lacal y el sulfuro empleando
importantes volimenes de agua para evitar posibles interferencias en las etapas
posteriores del curtido.

Se retira las grasas y carnazas de la parte interna que todavia permanece en la piel,

Descarnado con el objeto de conseguir una adecuada penetracion de los productos quimicos en las
siguientes etapas.
Durante este proceso se limpia los poros de la piel y se elimina las proteinas no
Desengrasado estructuradas con cloruro de amonio, logrando homogeneidad y mayor flexibilidad en
la superficie de la piel.
Comprende la preparacion quimica de la piel para el proceso de curtido a través de
Piquelado acido formico y sulfarico.
Esta fase permite estabilizar el colageno de la piel mediante agentes curtientes
Curtido principalmente de sales de cromo, permitiendo convertir a la piel en un material

estable, impidiendo su degradacion. Para desarrollar este proceso la piel es introducida

en una maquina llamada divisora durante 8 a 24 horas.

Teflido y engrase

Esta fase radica tefiir el cuero mediante colorantes y restituirle las grasas perdidas
mediante la aplicacion de engrasantes dandole al cuero mayor elasticidad, textura y

brillo.

Fuente: Ministerio del Ambiente, 2013.

Realizado por: Guaman, Evelyn, 2022.

1.7.5. Aguas residuales producto de la industria curtiembre

El recurso agua es el mas empleado en esta actividad, debido a que sirve como medio para la

disolucion de los productos quimicos que facilitan la limpieza y el tratamiento en cada fase de la

curticion de la piel. En consecuencia, para procesar una tonelada de piel se utilizan 452 kg de

sustancias quimicas, de las cuales Unicamente 72 kg de ellas quedan en el cuero, mientras que 380

kg van a las aguas residuales. Esto quiere decir que el 85% de las sustancias quimicas utilizadas

en el proceso quedan en el agua residual ademas de la carga de residuos de materia
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orgénica de las pieles (CPTS, 2013; citados en Calucho, 2019, p. 19). Por lo que al momento de
descargar los efluentes una vez finalizado el proceso debe regirse a lo estipulado en la legislacion
ambiental vigente, Texto Unificado de Legislacion Ambiental Secundaria, que en el Anexo | del
Libro VI de Calidad Ambiental, sefiala los pardmetros de descarga de efluentes al alcantarillado
y a cuerpos de agua dulce.

1.7.5.1. Sistemas de tratamientos para aguas residuales con cromo

Actualmente existe un déficit de los sistemas de tratamientos de aguas residuales industriales,
incapaces de disminuir la concentracion de sustancias toxicas en su totalidad, provocando, asi
como el deterioro de la calidad de los cuerpos hidricos y afecciones en la salud de los seres vivos.
Existe una gran variedad de tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos para neutralizar, reducir
y eliminar contaminantes quimicos generados por los procesos industriales. A pesar de ello, estos
métodos tienen limitaciones ya sea a nivel técnico o econdmico, por ejemplo, la aplicacion de
procesos bioldgicos para eliminar colorantes de las aguas residuales se ve limitada debido a la
necesidad de aclimatacion, tiempos elevados de residencia y el carécter persistente de algunos
colorantes (Rai, et al.,2005, p.220).

Asi mismo, existen otros métodos convencionales tales como adsorcién con carbén activado,
electrocoagulacion, ultrafiltracion, intercambio iénico con resinas, 6smosis inversa, filtracion con
membranas y fotocatalisis. Sin embargo, la eficiencia de estos métodos disminuye cuando la
concentracién de cromo en el agua es baja, entre (1 — 100 mg/l), por lo que su aplicacion es
rentable para altas concentraciones de Cr generadas en grandes empresas que cuentan con los

recursos suficientes para implementarlos en sus plantas de tratamiento de aguas residuales
(Meneses, et al., 2019, p.144).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

El estudio contd con varias fases, mismas que se desenvolvieron en dos ciudades, la
caracterizacién de bacterias mediante técnicas moleculares se desarrollé en el laboratorio IDgen
ubicado en la Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro, Quito-Ecuador, mientras que la
elaboracidn; configuracion, ensamble y monitoreo de las CCMs, se lo abordo en las instalaciones
del Laboratorio de investigacion y desarrollo ambiental de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo ubicada en la Panamericana Sur km 1 1/2, Riobamba-
Ecuador. Ademas, cabe mencionar que el agua residual objeto de estudio pertenece a la
curtiembre “El ALCE” ubicada en las calles José Rodriguez 103 y Ledn Hidalgo a 250 m de la

entrada del canton Guano, provincia de Chimborazo.

2.2. Disefio de la investigacion

La presente investigacion se baso en los siguientes tipos de investigacion descritas a continuacion:

e El enfoque de esta investigacion fue cuantitativo dado que se empleé recoleccion de datos
numéricos y métodos estadisticos, con el fin de corroborar hip6tesis planteadas.

o El nivel de investigacién fue explicativo, debido a que present6 una relacion causal, es decir
a mas de describir al objeto de estudio, se respondid el porqué del mismo y en las condiciones
en la que esta se manifesto.

e El disefio de este estudio fue experimental dado que se cre6 un ambiente controlado donde
se manipularon intencionalmente variables independientes con el fin de observar y medir su
efecto sobre otras variables; esta a su vez se divide en cuasi-experimental, dada que el grupo
de estudio es intacto, es decir no se determind mediante asignacion al azar ni

emparejamiento.
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2.3. Fases de la Investigacion
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Grafico 1-2: Diagrama de las fases de la investigacion.
Realizado por: Guaman, E. 2022.

2.4. Tamafo y métodos de muestreo

2.4.1. Bacterias

Los cultivos axénicos que se emplearon para la caracterizacion molecular fueron resultantes de la
reactivacion de una biopelicula anddica de suelo alto andino, ubicado en la parroquia Villa La
Unidn, Cant6n Colta, provincia de Chimborazo (Mazo, 2020, p.21).

El tipo de muestreo que se empled fue no probabilistico, con subdivisién en muestreo intencional.
Por consiguiente, de los cultivos identificados: Delftia acidovorans, Stenotrophomonas
maltophilia y Citrobacter freundii., se selecciond la bacteria Delftia acidovorans, como inéculo
para el funcionamiento de las CCMs, en base a pruebas de tolerancia y toxicidad previamente
realizadas, donde se determiné que dicha bacteria, posee resistencia y que puede remover metales

pesados como el Cromo.

2.4.2. Agua residual

El agua residual industrial fue proveniente de la empresa “El Alce”, misma que se dedica a la
transformacion de pieles en cuero, dicha agua corresponde a la fase de curticion, donde se
encuentra el metal de interés, en este caso el cromo. El tipo de muestreo que se emple6 fue no
probabilistico, donde se tom6 una muestra simple, la cual se define como una muestra tomada en

un anico momento. Se recolect6 un volumen total de 6 litros, el cual se empled tanto para trabajar
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en las CCMs, como para los anélisis fisicos quimicos preliminares al tratamiento. Para el agua
residual sintética se elabordé con Dicromato de potasio (Xafenias et al. 2014, p. 2440) a una
concentracion conocida de 1 ppm. Los dos tipos de aguas se lo emple6 tanto en las pruebas de

ensayo como en el proceso de experimentacion final.

2.5. Obtencion de bacterias electrogénicas

2.5.1. Reactivacion del biofilm

El primer paso para el proceso de aislamiento bacteriano fue la reactivacion de la biopelicula
generada a partir de suelo de paramo, para lo cual se elabor6 CCMs donde se empled la
biopelicula. Posterior al tiempo de experimentacion, la membrana del &nodo se enjuagd con agua
destilada con el fin de eliminar residuos visibles y finalmente se sumergi6 en SDS (1%) durante
1 hora, en donde se obtuvo una suspension de bacterias, que sirvi6 para la obtencién de cultivos

axenicos (Sacco, Bonetto y Cortén 2017, p. 3; citados en Mazo, 2020, p.24).

2.5.2. Aislamiento bacteriano

La suspension obtenida fue diluida en serie de orden 10 hasta 10~° y mediante vertido en placa
se realizd la respectiva siembra, los cultivos fueron incubados durante 48 horas en una estufa a
22.5°C (Sacco, et al., 2017, p. 3; citados en Mazo, 2020, p.24). Las cepas aisladas fueron replicadas e
incubadas en el laboratorio de Ciencias Bioldgicas en la Facultad de Recursos Naturales para su
posterior analisis morfolégico, bioquimico, molecular y pruebas de tolerancia y toxicidad

correspondiente.

2.6. Caracterizacion bacteriana

2.6.1. Morfoldgica

Una vez finalizado el asilamiento bacteriano y realizado las réplicas necesarias, con el fin de
obtener cultivos axénicos, se tomaron las colonias mas representativas en funcion de
caracteristicas macroscopicas como la forma, elevacion, superficie, consistencia, color, luz

reflejada y luz transmitida, este proceso permitio dar el primer paso para su identificacion a nivel

fenotipico. Ademas, a nivel microscopico se realizo tincion Gram (Mazo, 2020, p.25).
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2.6.2. Biogquimica

Las cepas aisladas y debidamente etiquetadas fueron trasladadas en un cooler del Laboratorio de
Ciencias Bioldgicas de la Facultas de Recursos Naturales al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Pecuarias, donde se realizd pruebas bioquimicas permitiendo asi una
identificacion en base a caracteristicas metabdlicas de las bacterias{GIDAC-ESPOCH 2020). A

continuacion, se describe la metodologia empleada en las pruebas bioguimicas (Tabla 11-2).

Tabla 11-2: Pruebas biogquimicas

Pruebas Bioquimicas

Metodologia

Tincién Gram

Primero se recogi6 una muestra representativa de las bacterias mediante un
hisopo, luego se extendid dicha muestra sobre un portaobjetos, como primer
paso se coloco cristal violeta, luego de manera sucesiva se coloco lugol y una
mezcla de alcohol y acetona, la cual deshidrato la pared bacteriana y se coloc
safranina, misma que sirvié para tefiir las bacterias que no pudieron retener el

complejo cristal violeta-lugol.

Prueba de la Catalasa

Se tom6 con un asa una colonia y se deposito en un portaobjeto,
posteriormente se afiadid una gota de perdxido de hidrogeno al 30% y se
procedid a observar la formacion de burbujas (positivo).

Prueba de la Oxidasa

Se coloc6 encima de un portaobjetos un trozo de papel de filtro, posterior a
ello se impregno en el papel P-fenildiamina haciendo uso de una pipeta
Pasteur y se realizé una impregnacion del microorganismo usando un asa de

siembra.

Prueba Sim

Se pes6 30 gr del medio deshidratado y se disolvio en un litro de agua
destilada, se ejercio agitacion frecuentemente hasta su completa disolucion,
luego se distribuy6 la mezcla en tubos de ensayo con tapa y se llevo a
autoclavar a 121°C por 15 minutos, posterior a ello se dejé solidificar el
medio en posicion vertical con el fin de que el este quede en forma de taco y

se incubd el medio a temperatura ambiente.

Prueba de Kligler

Se suspendié 52 gramos del medio en un litro de agua destilada; se
homogenizo bien con agitacion frecuente, posteriormente se dispensé en
tubos y esteriliz6 en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, se dejé enfriar
en posicion inclinada para obtener pendientes de 1,5-2 cm de profundidad,
después se realizé un estriando en la superficie del tubo con un asa, y se
incubd a 352 °C durante 24 horas.

Prueba de la Coagulasa

En un tubo se colocé 0,5 ml de plasma y 0,5 ml del microorganismo, se
mezcl6 suavemente por rotacidn, se incub6 a 37°C en una estufa; se observo
cada 30 minutos si se ha coagulado el plasma inclinando el tubo, en un
periodo maximo de 4 horas.

Prueba del CAMP
(Camp Factor Test)

Se realiz6 un estriado con Streptococcus problema y, perpendicularmente a

ella, a 3 0 4 mm de distancia, se realizd una estria de la cepa de
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Staphylococcus aureus productora de beta-lisina en agar sangre y luego se
incub6 a 35-37 ° C durante 24 horas.

Se pes6 52 g del medio en un litro de agua purificada; se disolvié con

. agitacion frecuente; se distribuyé en tubos de ensayo y se esterilizo en
Prueba de Citrato de . ) o
si autoclave durante 15 minutos a 121°C, luego se tomé una colonia aislada y

immons
se sembré en forma de estria Unica en el pico de flauta (agar inclinado) del

tubo de agar citrato a 35 °C, se incub6 durante 48 horas.

Se cogid una pequefia cantidad de muestra con el asa de siembra y se procedio
a sembrar el microorganismo en un medio de agar urea de Christensen,
Prueba de la Urea . o ) . | .
haciendo uso de la técnica por lengiieta y se incubé a 37°C, por un maximo
de 6 dias.

Realizado por: Guaman, E. 2022.

2.6.3. Pruebas de Toleranciay Toxicidad

Las bacterias fueron trasladadas en un cooler al laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Ciencias Pecuarias, con el fin de realizar las respectivas pruebas de tolerancia y toxicidad ante 3
metales pesados: Zinc, Cromo y Plomo, a concentracion de 1, 3y 5 ppm (GIDAC-ESPOCH 2021). Se
realizd tres repeticiones con la siguiente estructura (blanco — sin bacteria, cultivo - bacteria,
cultivo — bacteria) como se visualiza en la Figura 9-2, obteniendo asi un total de 273 tubos con
sus respectivas muestras, las mismas que se analizaron a través de un espectrofotdmetro de
absorcion atémica (AA). A continuacion, se detalla la metodologia empleada:

Se prepard estandares de zinc, cromo y plomo a las concentraciones de 1,3 y 5 ppm, se etiquetd
los tubos para las 7 bacterias y sus respectivas repeticiones, luego se prepard 500 ml de peptona,
posteriormente se procedi6 a afiadir en cada tubo las bacterias de interés con un asa, luego se
coloco 5ml del estandar de 1ppm en tres tubos y asi sucesivamente con las concentraciones de 3
y 5 ppm. Después se afiadié 1ml de peptona a cada tubo con los estandares. Seguidamente se
prepard la muestra patron (estandar + peptona), esto se lo realiz6 para las 3 concentraciones, se
llevé a incubar por 48 horas. Luego todos los tubos se trasladaron al espectrofotometro de

absorcion atémica (AA), en donde se medid el blanco, el patrén y las muestras.
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BACTERIA METAL CONCENTRACION REPETICIONES

Al » Cro—* 1 —» RI- Testigo (blanco, sin bactena)
I"-I \ T R2- Cultivo con bacteria

' * R3- Cultivo con bacteria

33— RI- Testigo (blanco, sin bacteria)
H""x.___ T R2- Cultive con bacteria
x\
& R3- Cultivo con bacteria
Y5 = RI- Testigo (blanco, sin bacteria)

\ " R2- Cultivo con bacteria

R3- Cultivo con bacteria

Figura 9-2: Estructura de las Pruebas de tolerancia y toxicidad
Realizado por: GIDAC-ESPOCH, 2021.

2.6.4. Molecular

Las muestras almacenadas dentro del Laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de
Recursos Naturales fueron resembradas en medio sélido e incubadas por 48 horas a 26 °C, con el
fin de obtener cultivos jévenes que nos brinde un mejor resultado, luego, fueron trasladas al
Laboratorio IDgen ubicado en Quito, dentro de un cooler en medio frio para su respectivo analisis

molecular.

2.6.4.1. Extraccion y purificacion de ADN

Se emple6 el protocolo de Barrendero (2008), detallado en el Anexo A y el kit comercial de
extraccion y purificacion de ADN PureLink® Genomic DNA el cual consistio en afadir buffer
de extraccion (2,5% w/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris HCI [pH 8.0]) y -
mercaptoetanol en tubos eppendorf con 50 mg de la muestra del microorganismo a analizar.

Después se utilizd un agitador vortex y se incubd en bafio Maria a 60 °C por 30 minutos,
invirtiendo la mezcla cada 10 minutos. Posterior a ello, se realizé ciclos de centrifugado y adiccion
de cloroformo, lo que permitio la separacion de proteinas y lipidos dando como resultado una fase
acuosa que contenia los acidos nucleicos y una fase organica que contenia las proteinas y lipidos
disueltos, después se tomo el sobrenadante aproximadamente 400 uL y se colocé en un nuevo

tubo estéril.
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Seguidamente para eliminar sales y restos de moléculas orgénicas que pudieran estar presentes en
la muestra se afiadi6 etanol al 70%, lo que provoco que el ADN se precipite y se dejé a -20 °C
toda la noche. Luego se realiz6 2 lavados con etanol (70%), mismo que se descarto por inversion,
inmediatamente el pellet formado se seco durante 15 a 20 minutos utilizando la cdmara de flujo
laminar. Posteriormente el ADN se resuspendié en agua dietilpirocarbonato (DEPC) y RNAsa,
durante 30 minutos a 37° C y finalmente la muestra se almacend a -20 °C hasta su posterior uso.

2.6.4.2. Amplificacion del ADN mediante la reaccion de la polimerasa (PCR)

Una vez aislado el ADN de las diferentes bacterias se procedié a conocer sus caracteristicas
cualitativas y cuantitativas mediante el NanoDrop One, el cual es un espectrofotémetro UV-VIS
de barrido espectral, este nos permitié conocer la calidad y pureza del ADN antes de realizar su
amplificacion.

Posteriormente se procedié a amplificar regiones de ADN, en este caso como se trata de bacterias,
se amplifico la region 16S aplicando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), con ayuda
del kit GoTag® Blue Master Mix, el cual contiene: Tag ADN polimerasa, primer 27F, primer
1492R, agua ultrapura libre de nucleasas, cloruro de magnesio y dNTP. A continuacion, las
muestras se llevaron al termociclador con la siguiente programacion: fase de desnaturalizacion a
94°C durante 5 minutos, seguido la fase de hibridacion a 54°C durante 15 segundos y finalmente
la fase de elongacion a 72°C durante 5 minutos, por 40 ciclos (Figura 10-2).

Figura 10-2: Amplificacion de ADN- PCR.
Realizado por: Guaman, E. 2022.
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2.6.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Para la preparacion del gel se afiadi6 0.4 g de agarosa en 40 mL de TBE 1X, después se fundio la
mezcla en el microondas en intervalos de 30 segundos y se dejo enfriar hasta alcanzar
aproximadamente 50 °C para luego afiadir 3pL de bromuro de etidio. Luego se procedi6 a colocar
el gel en el soporte evitando hacer burbujas y el peine para formar los pocillos en el gel.

Seguidamente, se colocé en los pocillos los reactivos en el siguiente orden: primero el marcador
molecular ABM 100bp Opti-DNA marker, el blanco y los amplicones de cada muestra, la fuente
de alimentacidn se program6 a 90 V x 35 minutos (Figura 11-2), al cabo de este tiempo el gel fue

llevado a una lampara de luz UV para su visualizacion.

Figura 11-2: Electroforesis en gel de agarosa.

Realizado por: Guaman, E. 2022.

2.6.4.4. Secuenciacion molecular

Para la secuenciacion se empled el método enziméatico Sanger (Cornejo et al.,2014, p.233) para lo cual
se requirié enviar los amplicones obtenidos en la PCR y sus respectivos C al Centro de
Investigaciones “Macrogen” ubicado en Corea bajo los siguientes requerimientos: los amplicones
deben poseer una concentracion de 100 ng/pL y contener entre 20-15 pL de cada muestra a

secuenciar.

2.6.4.5. Identificacion molecular bacteriana

Una vez obtenidas las secuencias se procede a verificar la calidad de las mismas a través de

electroferogramas, con el fin de que no afecte en el ensamblaje de las secuencias complementarias

y por ende en la confiabilidad de los datos obtenidos, esto se lo realizé con el uso de programas
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bioinforméticas como Geneious (Figura 12-2). Finalmente, para concluir con la identificacion de
los microorganismos se procedi6 a comparar las secuencias ensambladas en una base de datos de
nucledtidos de especimenes como GenBank del NCBI (Figura 13-2 A) en base al porcentaje de
identidad. (Figura 13-2 B).

Figura 12-2: Electroferograma de las secuencias de ADN.
Realizado por: Guaman, E. 2022.
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Delftia sp. PP4_ST7 168 ri | RNA gene, partial Delftia sp. PP4_... 2687 2687 100% 0.0 100.00% 1499  JF274927.1

Figura 13-2: NCBI, A: Comparacion de la secuencia consenso B: Determinacion del

microorganismo
Realizado por: Guaman, E. 2022.
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2.7. Produccion de bioelectricidad

2.7.1. Pruebas de ensayo

2.7.1.1. Limpieza de las CCMs para pruebas de ensayos

Las CCMs utilizadas en las pruebas de ensayo fueron de configuracion simple de cAmara cubica
con catodo expuesto parcialmente al aire construidas con acrilico traslucido con una capacidad
volumétrica de 125 ml) (Figura 14-2. A) (GIDAC-ESPOCH 2019). Todas las partes que conforman
las CCMs fueron completamente sumergidas en una solucién de hipoclorito de Sodio al 5%
durante 60 minutos. Al cabo de este tiempo, dichos componentes fueron lavados e inmersos en
agua comercial (Tesalia Springs Company, Riobamba, Ecuador) (Logrofio, et al.,2016, p.101), por 24
horas (Guambo & Allauca, 2015, p.37), finalmente fueron expuestos a luz UV en una cdmara de flujo

laminar para su completa desinfeccion (zhi et al. 2014, p. 11) (Figura 14-2. B).

- Y b = . -
Figura 14-2: A: CCM de las pruebas de ensayo B: Limpieza de las CCMs.
Realizado por: Guaman, E. 2022.

2.7.1.2. Pretratamiento del anodo y catodo

Este procedimiento se llevo a cabo con el fin de eliminar todas las impurezas presentes en el tejido
de fibra de carbono. Para la membrana anddica las fibras fueron cortadas en forma de cuadrados
de acuerdo con las medidas de las placas de las celdas, luego se sumergieron en acetona industrial
por un lapso de 12 horas, al cabo de este tiempo, los cortes fueron lavados con agua destilada para
eliminar los sobrantes del disolvente. Posterior a ello, se sumergio la fibra en una solucién de
peroxidisulfato de amonio, previamente preparada con 50 g del soluto en 250 ml de agua, por un
periodo de tiempo de 15 minutos, seguido con 100 ml de acido sulfarico al 10% por tiempo
similar. Al final de dicho proceso, se calentaran los cortes de fibra a 450°C en un horno mufla por

20 minutos, para luego lavarlos en agua destilada y conservarlos en fundas ziploc (Figura 15-2.
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A). Por otro lado, para la membrana catddica se realizaron varios enjuagues en las fibras de
carbono con agua destilada y finalmente se guardo6 en fundas ziploc previamente etiquetadas para
su posterior uso; el proceso antes mencionado se repitié en la experimentacion final (Figura 15-
2. B).

Figura 15-2: A: Pre tratamiento del &nodo. B: Pre tratamiento del catodo.
Realizado por: Guaman, E. 2022.

2.7.1.3. Montaje de las CCMs

Antes de ensamblar las CCMs se resembré la bacteria de estudio en medio liquido y se incubd
durante 2-3 dias, para su posterior uso. Se utilizé dos CCMs, una para cada sustrato, en donde se
introdujo el sustrato: agua residual industrial (AR) y agua residual sintética (AS) y el inoculo (D.
acidovorans), dentro de una camara de flujo laminar, seguidamente las CCMs se coloraron en un
meson en condiciones de asepsia para su respectiva medicion de voltaje (mV) mediante un
multimetro durante 15 dias en un intervalo de tiempo de 3 horas (9:00 ;13h:00; 17h:00) (Figura
16-2). Cabe mencionar que se suministro cantidades pequefias de liquido en el transcurso de toda

la experimentacion debido a temas de evaporacion.

Figura 16-2: Monitoreo de las pruebas de ensayo

Realizado por: Guaman, E. 2022.
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2.7.2. Disefio y Construccion de las CCMs

El disefio de la CCM se basé en investigaciones anteriores donde se consideré una distancia
minima entre los electrodos (Mazo, 2020, p.25). Se construyd 3 CCMs para cada sustrato, en este
caso agua residual industrial y agua residual sintética, obteniendo asi un total de 6 celdas.

Las CCMs consistieron en una cdmara tubular de plexiglas con un racor neumatico de 8 mm en
la parte inferior, el cual permitié la entrada y salida del sustrato. Los electrodos tanto el &nodo
como el catodo se colocé en la parte superior de la cdmara y estuvieron constituidos por una
lamina cuadrada de fibra de carbono separadas por cauchos y en el caso del &nodo se colocé papel
celofan para impedir el paso del aire a este compartimento. El sistema se aseguro con 4 tornillos
galvanizados con tuerca mariposa alrededor de los soportes planos de la cdmara tubular (Figura
17-2. A).

Las dimensiones de las CCMs fueron las siguientes: el tubo cilindrico tuvo un largo de 8.0 cm,
diametro de 8.0 cm, con un espesor de 2 mm y un volumen de operacion aproximado de 400 ml.
En el caso de los soportes de acrilico fueron de 10 cm x 10 cm, cuyo espesor varid de acuerdo

con las necesidades del dispositivo; las dimensiones de los electrodos y papel celofan estuvieron

sujetos a las medidas de los soportes y de los cauchos fueron de 10cm x 10cm x 1cm (Figura 17-
2. B).

Figura 17-2: Disefio de laCCM A: Disefio en tiempo real. B: Disefio en 3D.
Realizado por: Guaman, E. 2022.
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2.7.3. Operacion de las CCMs

2.7.3.1. Sistema de bombeo

Para la recirculacion del sustrato se usé una mini bomba de diafragma R385, que es un tipo de
bomba de desplazamiento positivo con un voltaje de 6-12 V, corriente de 1 A y potencia de 6W/h,
misma que fue conectada a una fuente de 12 V que permitié su funcionamiento. La bomba fue
conectada a las celdas mediante racores neumaticos y valvulas de medio paso de 8mm que

permitio la entrada y salida del sustrato.

2.7.3.2. Monitoreo de CCMs

El monitoreo de los pardmetros como voltaje y pH, son clave para entender el comportamiento
de las CCMs. El voltaje (mV) se midio6 a través de 3 conversores analogos digitales de 16 bits,
conectadas a su vez a una tarjeta electronica (Arduino Uno R3), lo que brindé una mayor
estabilidad en la recoleccion de datos, cabe sefialar que cada analogo tuvo la capacidad de
monitorear dos celdas. EI monitoreo se lo realizé de forma automética cada minuto durante 15
dias (Figura 18-2. A). El pardmetro pH, se midi¢ de forma manual, diariamente durante todo el
proceso de funcionamiento de las celdas, con el pHmetro Oakton modelo pH 2700 (Figura 18-2.
B), esta medida se consideré dado que a pH bajos ocasiona una disminucion drastica de la
actividad bacteriana y por consiguiente afecta la transferencia de protones hacia la camara
catodica (Huang et al., 2011, p. 262).

Figura 18-2: Monitoreo de las CCMs A: Voltaje (mV) B: pH.
Realizado por: Guaman, E. 2022.
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2.7.4. Tratamiento del cromo hexavalente

2.7.4.1. Inéculos

Para determinar la cantidad de indculo adecuado se tom6 como referencia 2 ml de inéculo por
125 ml que es la capacidad volumétrica de las CCMs (Pafia, 2017, p.36). Por tanto, para este estudio
se requirio 6,4 ml de in6culo para una CCM con un volumen de 400 ml, como se muestra en la
Ec (2).

In6culo Agua

Ec (1) 2mil 125 ml
X 400 ml
X=6,4ml

2.7.4.2. Sustratos

Se utiliz6 agua residual industrial cruda y agua residual sintética. Para establecer la concentracion
del agua residual sintética se tomd como referencia las pruebas de tolerancia y toxicidad
realizadas por el Grupo de Investigacion y Desarrollo para el Ambiente y Cambio Climatico
(GIDAC-ESPOCH 2020), por consecuencia se prepard 2 soluciones con dicromato de potasio, la
primera de 0,000125 g para las pruebas de ensayo y la segunda de 0,0013 g para la

experimentacion final, como se indica en la Ec (2) y Ec (3).

mg x

Ec (2) ppm =

L solucién

mg
mgx = T * 0,250 L = 0,250 mg

g = 0,00025
_ mgx
Ec (3) ppm = L solucién

mg
mg x =T* 1,30 L = 1,30 mg

g = 0,0013
2.7.4.3. Andlisis de laboratorio
Segun la Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes al recurso agua, se establece que

los parametros de monitoreo para la actividad industrial de manufactura: Curtido y adobo de
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pieles son: PH, DBO, DQO, SST, Grasas y aceites, Sulfatos (S0,), Cromo hexavalente (Cr®*), y
color. Por consecuencia se realizé andlisis del agua residual antes y después de su incorporacion
en las CCMs, con el fin de visualizar de mejor manera el comportamiento de la bacteria en
presencia de cromo hexavalente. Ademas, de acuerdo con la normativa ambiental el resultado de
la medicion de dichos pardmetros se compar6 con el TULSMA, Libro VI, Anexo I, Tabla 11:

Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico.

2.8. Materiales experimentales

Los materiales y equipos utilizados en las diferentes fases de investigacion se describen en la
Tabla 12 — 2.

Tabla 12-2: Materiales y equipos empleados dentro de la investigacion.

Fase de

Micropipeta 100-1000 uL

investigacion Materiales Equipos
Tubos eppendorf Vortex
Cajas Petri Termociclador
Cooler Céamara de flujo laminar
Identificacion Micropipeta 0,5-10 uL Computadora
molecular Micropipeta 10-100 uL Microondas

Cémara de electroforesis

electrodos

Piseta
Fundas ziploc

Parafilm NanoDrop One
Bafio maria
Fibra de carbono
Pinzas
Tratamiento de |\ 50 ge precipitacion Mufla

Elaboracion de
CCMs

Acrilico

Fibra de carbono

Racores neumaticos de 8 mm

Resina

Laser de acrilico

Ensamble de las
CCMs

Cauchos

Tornillos con tuercas estilo mariposa

Celdas de acrilico

Valvulas de %2 paso de 8 mm

Electrodos tratados
Celdas de acrilico

Camara de flujo laminar

Sistema de bombero

Manguera de 8 mm
Mini bomba

Recipientes de plastico de 500 mi
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Cables

Monitoreo de las
CCMs

Lagartos

Cables
Recipientes de plastico de 20 ml

Tijeras
Estafio

Arduino Uno - conversores
analogos digital de 16 bits
Multimetro

pH metro

Cautin

Computadora

Realizado por: Guaman, Evelyn ,2022.

2.9. Planteamiento de hipdtesis

2.9.1. Hipdtesis Textual

Los cultivos axénicos de bacterias electrogénicas identificadas molecularmente inciden en el

contenido de cromo en las aguas residuales provenientes de una Industria de Curtiembre a través

de la tecnologia CCMs.

2.9.2. Hipdtesis estadistica

Donde:

H, = 5AR = §AS
H, = 6AR # 84S

6AR = Voltaje de corriente directa generada con agua residual industrial.

6AS = Voltaje de corriente directa generada con agua residual sintética.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1

Identificacion bacteriana fenotipica y genotipica

3.1.1. Identificacién fenotipica

Se abarc6 tanto a nivel morfolégico como bioquimico, a través de la informacion recolectada
mediante el trabajo de investigacion de (Mazo,2020), asi como las pruebas bioquimicas y pruebas
de tolerancia y toxicidad realizas por el grupo de investigacidn (GIDAC-ESPOCH 2020), permitiendo

asi obtener una idea inicial del tipo de microorganismos aislado, que se describe en la Tabla 13-

3.

Tabla 13 - 3: Identificacion bacteriana morfol6gica y bioguimica

Codificacion B150 B152 B153 B156 B157
Forma Circular Circular Circular Circular Circular
Borde Entero Entero Entero Entero Entero
2 Elevacion Plana Plana Plana Plana Plana
2 % Superficie Lisa Lisa Lisa Rugosa Rugosa
@ g Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa
E '5.'; Color Beige Amarillo-verdoso | Naranja intensa Beige Beige
g Luz Reflejada | Brillante Brillante Brillante Brillante Brillante
Luz
Trasmitida Traslucida | Traslucida Opaco Opaco Traslucida
Tincién Gram | G- G- G+ G- G-
n Oxidasa Negativo Negativo Positivo Positivo
é Catalasa Negativo Negativo Positivo Positivo
% Sim Negativo
8 Kligler Negativo
@ | Coagulasa Positivo
<£ Citrato de
@ Simmons Negativo Negativo
E Urea Negativo Negativo
CAMP Positivo

Fuente: Mazo, M,2020.
Realizado por: Guaman, E, 2022.
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3.1.2. Identificacion molecular

3.1.2.1. Extraccion y purificacion de ADN bacteriano

Mediante la aplicacion del kit comercial PureLink® Genomic DNA y el protocolo descrito en la
seccién de metodologia, se aislo y purifico el ADN de las muestras, para verificar la calidad y
pureza de estas se utiliz el NanoDrop One. Todas las muestras se encontraron en el rango de 1,8
— 2,1 tanto para sales (A260/A230) como para proteinas (A260/A280) lo que indica valores
aceptables de pureza, con respecto a la concentracion de acidos nucleicos se obtuvieron valores
entre 100 - 400 ng/pL (Figura 19-3). Cabe recalcar que este punto es clave antes de ejecutar la
PCR, dado que las sales y proteinas son inhibidores de dicho proceso.

Sample Type  DMNASD

6.00 - DNA & RNA
i
5.00 = : Sample 1D
1) 1
(s} 1
c  4.00- 1
@
£ i
5 .
é 3.00 1 Salt : Protein Sample # 3
! A
£ ! ' >
E 00 »l‘ : : Ao230 3 nm Abs. 141
S : : : AZB0 10 mmpath 2318
1.00 - 1 1 ]
: : : A-2B010mmpath  1.282
] 1 1
0.00 : : : 2g0/280  1.81
1 1 1
T T T T T T T T T T T T 2607230 203
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm ngful 115.9
BExat Blank Clear Data Table Save Graph | Exportto Excel Measure

Figura 19-3. Analisis del ADN a través de NanoDrop One.
Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.1.2.2. Amplificacién del Gen ARNr 16S
Mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% se valoré la integridad de las muestras

verificando asi la eficiencia de la amplificacién, obteniendo amplicones de aproximadamente

1500pb como se visualiza en la Figura 20-3.
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M B150 B152 B153 B155 B156 B157

1.5kb
1kb

600pb
500pb

200pb
50pb

Figura 20-3: Electroforesis en gel de agarosa de los cultivos axénicos.
Realizado por: Guaman, E. 2022.

3.1.2.3. Secuenciacion e identificacion molecular

Las secuencias consensos que se obtuvieron a través del ensamblaje de las secuencias de ADN
mediante el programa Geneious, permitié la comparacion de las mismas con secuencias
disponibles en la base de datos NCBI, utilizando la herramienta BLAST. El umbral para la
diferenciacion entre dos especies esta en un valor de 98,65% de similitud del gen ARNr 16S
(Kim etal., 2014, p. 348), por tanto, se identific 4 especies bacterianas con un porcentaje de identidad
de 100%, 100% 99,44 % y 100% para Delftia acidovorans, Pseudomonas geniculate,

Stenotrophomonas maltophilia y Citrobacter freundii, respectivamente (Tabla 14-3).

Tabla 14-3: Identificacion molecular bacteriana

PRUEBAS MOLECULARES
Codificacion B150 B152 B153 B156 B157
Oraanismo Delftia Pseudomonas | Stenotrophomonas | Citrobacter Citrobacter
g acidovorans geniculate maltophilia freundii freundii
% de
identidad 100 100 99,44 100 97,31
% de calidad 77,6 79,7 90 96,7 89
o LC507977.1
N° de acceso | LC462156.1 MN240936.1 CP040432.1 CP049015.1 MT197334.1

Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.2.  Pruebas de tolerancia y toxicidad

Dichas prueban nos permitié determinar la relacion dosis-respuesta de compuestos toxicos como

lo son los metales pesados, a nivel de individuo (Munkittrick y McCarty, 1995). Por consiguiente,
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Delftia acidovorans fue resistentes a los 3 metales a una concentracion de 1 ppm, a 3 ppm es
resistente solo a Cr (V1) y tolera Zny a 5 ppm tolera Cr (V1) y Zn y no tolera Pb. Para el caso de
Pseudomonas geniculate es resiste a los 3 metales a una concentracion de 1y 3 ppm, sin embargo,
a una concentracion de 5 ppm solo toleran Cr (V1) y Zn y no toleran Pb. De la misma manera
Stenotrophomonas maltophilia es resistente a los 3 metales a una concentracion de 1y 3 ppm, no
obstante, a una concentracion de 5 ppm solo tolera Zn y no toleran Cr (VI) y Pb. Finalmente,
Citrobacter freundii es resistente a los 3 metales a una concentracion de 1 y 3 ppm, por lo

contrario, a una concentracién de 5 ppm no toleran Pb (Tabla 15-3.).

Tabla 15-3: Pruebas de tolerancia y Toxicidad para Cr (V1), Zny Pb

Cr (VI) Zn Pb
Cepas
lppm | 3ppm | 5ppm lppm | 3ppm | 5ppm lppm | 3ppm | 5ppm
B150 R R T R T T R N N
B152 R R T R R T R R N
B153 R R N R R T R R N
B157 R R N R R N R R N

R: Resistencia T: Tolerancia N: No tolerancia
Realizado por: Guaman, E. 2022.

En base a lo expuesto se selecciond Delftia acidovorans, como in6culo y Cromo hexavalente
como sustrato para la experimentacion, dado que se ha registrado que el género Delftia tiene la
capacidad de degradar multiples contaminantes organicos, asi como metales toxicos como Pb
(1), Se y Cr (VI), pudiendo ser considerado como buenos candidatos para el disefio de
tecnologias para la limpieza de ambientes contaminados (Ubalde et al., 2012, p.597). Para ejemplificar
lo mencionado se destaca la investigacion realizada por (Morel et al.,2011, p.65) donde se determin6
que Delftia acidovorans tiene la capacidad de reducir el 50 % de Cr (V1), presumiblemente a Cr
(1), a una concentracion de 100 mg/L. De la misma manera, (Caravaglia et al.,2010) reportd la
biotransformacion de Cr (VI) por D. acidovorans RA y Delftia sp. JD2, ambos aislados de

ambientes naturales contaminados.

3.3.  Produccién de bioelectricidad

3.3.1. Pruebas de ensayo

Las pruebas de ensayo tuvieron una duracion de 12 dias, el dia 1 inici6 con un voltaje de 83, 87
y 50,52 mV para el agua residual industrial (AR) y para el agua residual sintética (AS)

respectivamente, sin embargo, en el transcurso de la experimentacion hubo fluctuaciones de los

45



mismos, alcanzando asi en el dia 12 un valor méximo de 154,31mV y un valor minimo de 49,18
mV para el agua residual industrial, de la misma manera para el agua residual sintética en dia 9

alcanzé un valor maximo de 233,59 mV, como se describe en el Grafico 2-3.

250,00

200,00

150,00
100,00 Semana 1
= Semana 2
50,00 I I
0,00
AR AS AR AS AR AS AR AS AR AS

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Voltaje (mV)

Tiempo (dias)

Gréfico 2-3: Voltajes de las pruebas de ensayo
Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.3.2. Pruebas con CCMs de flujo continuo

La implementacion del sistema de adquisicion de datos permitio obtener valores de voltaje cada
minuto por 15 dias de manera automatica, dando como resultado 21600 datos por cada CCM,
mismos que se agruparon y promediaron por ciclos de 24 horas, obteniendo un total de 15 datos
promedio por CCM (Grafico 3-3).

Por consiguiente, la celda AR1 tuvo una tendencia a mantenerse constante, mostro un pico
méaximo de voltaje en el dia 14 con 287,46 mV y un pico minimo en el dia 7 con 97,01mV. La
celda AR2 mostr¢ voltajes altos en comparacion con las de sus repeticiones, sin embargo, decayé
en el transcurso del monitoreo obteniendo asi un pico maximo de 391,67 mV en el dia 1 y un pico
minimo de 186,02 mV en el dia 15. Por otro lado, para la celda AR3 se mostré un pico maximo
de 395,63 mV en el dia 9 y un pico minimo de 107,62 mV en el dia 15. Las fluctuaciones de
voltaje segun (Revelo et al.,2015, p.84) pueden estar relacionadas con la actividad microbiana en la
biopelicula anddica, donde actlan tanto las bacterias electrogénicas como las nativas del sustrato
empleado.

Con respecto a la celda AS1, se observé el pico maximo de voltaje en el dia 13 con 188,86 mV'y

el pico minimo en el dia 9 con 17,83 mV. La celda AS2 mostro los valores mas altos y tendencia
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a mantenerse estable con relacion a sus repeticiones, el pico maximo de voltaje se observo en el
dia 4 con 224,39 mV y el pico minimo en el dia 7 con 72,68 mV. Por ultimo, la celda AS3 tuvo
tendencia a decaer con un pico maximo de 200,12 mV en el dia 1 a un unto minimo en el dia 15
con 41,30 mV.

Como se puede evidenciar existe una mayor produccion de energia en las CCMs con agua residual
industrial (AR1, AR2, AR3) en comparacion con las CCMs con agua residual sintética (AS1,
AS2, AS3), esto se debe gracias a que existe una estrecha relacién entre la cantidad de materia
organica con la produccion de energia, (Molares & Zambrano, 2021, p.101) indican que, al aumentar la
concentracion del sustrato aumenta el voltaje y la corriente, esto puede ser el resultado de una
mayor bioactividad de las bacterias electrogénicas y el aumento de la conductividad de la solucion

del &nodo debido a sus requerimientos nutricionales (Sharma , 2010, p.1846).

450,00
400,00
350,00
< 300,00 — ARL
3 \ U
250,00 —8—AR?
< £
g 200,00 A AR3
> 150,00 AL
—¥—AS2
100,00

\ i /\ 3 AS3
50,00 M ]

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TIEMPO (DIAS)

Gréfico 3-3: Voltaje generado por las CCMs.
Realizado por: Guaman, E, 2022.

Simultaneamente se destaca las dos CCMs que generaron mayor estabilidad y produccion de
energia tanto para el agua residual industrial (AR), como para el agua residual sintética (AS),
durante los 15 dias con un promedio total de 279,04 mV y 131,54 mV respectivamente (Grafico
4-3).
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Grafico 4-3: Voltaje maximo generado en las CCMs con ARy AS
Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.3.3. Remocién de contaminantes

Con el fin de visualizar de mejor manera el comportamiento de la bacteria en presencia de cromo
hexavalente, tanto de forma sintética como cruda, se realizd analisis antes y después del
tratamiento, estos pardmetros que se compararon con el TULSMA, Libro VI, Anexo |, Tabla 11:
Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico.

Como se observa en la Tabla 16-3 los parametros analizados se encuentran fuera de los limites
permisibles, sin embargo, existe una considerable remocion de los contaminantes una vez
aplicado las CCMs con D. acidovorans como inéculo. Por consiguiente, para aceites y grasas,
DBO5, DQO, color, sulfatos, solidos suspendidos y Cr (VI) se alcanzé una remocion de
41,74 %,75,20%,74,82%,77,48%,71,70%,63,83% Yy 50 % respectivamente. En comparacion con
sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales se tienen valores casi similares no
obstante, la combinacion de ambos sistemas genera un aumento en la remocidn de contaminantes,
(Martinez et al.,2016, p.268) evaluaron el desempefio de un sistema combinado por un reactor
anaerobio de flujo ascendente (RAFA) y una celda de combustible microbiana (CCM) en el
tratamiento de agua residual de baja carga, asi como la generacion de bioelectricidad de manera
simultanea, donde se encontrd una remocién del 88%, 79% para DQO y sdlidos suspendidos (SS)
respectivamente, cuyos datos fueron superiores a los observados en el reactor RAFA (76 % DQO
y 73 % SS) y en la CCM (60 % DQO y 40 % SST) cuando estos fueron operados de manera
individual.

En cuanto al agua residual sintética se obtuvo una remocién de Cr (V1) alta con un porcentaje de
remocion de 81,30 % (Tabla 17-3), datos que coinciden con la investigacion de (Xafenias, et al., 2015,

p.123), donde utilizo Shewanella oneidensis como indculo y obtuvo un porcentaje de reduccion del

48



Cr (V1) de 80%, por otro lado (zhou, et al.,2020, p.8), reportd un 56,26% de remocion, de estos
resultados indican que las CCMs son capaces de reducir metales pesados de manera efectiva.

Factores como el tiempo de retencion hidraulica (TRH) y pH inciden en la remocion de
contaminantes, un TRH alto afecta de manera favorable en el crecimiento de bacterias
generadoras de electricidad en la cdmara anddica y, por lo tanto, brinda una mayor eliminacion
de DQO. (Wang et al.,2011, p. 9256). En cuanto al pH (zhongjian, 2008, p. 1354) evidencio como este
influenciaba en la reduccién del Cr (V1) y la produccién de energia en una CCM de doble cdmara,
donde se obtuvo que a un pH 2, se produjo una remocion de 49.1% de cromo. Esto reveld que el
pH bajo tuvo un efecto positivo en la generacion de energia cuando se usé dicromato de potasio

como aceptor de electrones en la CCMs.

Tabla 16-3: Andlisis Fisico-quimico del agua residual del proceso de curticion

] ANTES |DESPUES ] Limite
Parametros Método Unidad % Remocion .
Resultado | Resultado Permisible
Aceites y
EPA 418,1 mg/L 1991,14 1160 41,74 100
grasas
STANDARD METHODS mg
DBO5 5460 1354 75,20 250
5210-B 02/L
STANDARD METHODS
DQO mg/L 11240 2830 74,82 500
5220-D
pH PE-LSA-01 mg/L 3,17 3,79 5-9
Cromo STANDARD METHODS
mg/L 0,5 0,25 50,00 0,5
Hexavalente | 3500 - Cr-3111B
STANDARD METHODS
Color Upt-co 12325 2775 77,48 -
2120C
STANDARD METHODS
Sulfatos mg/L 26500 7500 71,70 400
4500 - SO4 - E
Solidos STANDARD METHODS
) mg/L 622 225 63,83 220
Suspendidos | 25040 D

Realizado por: Guaman, E, 2022.

Tabla 17-3: Anélisis Fisico-quimico del agua residual sintética de Cr (V1)

ANTES |DESPUES % Limite

Resultado | Resultado | Remociéon | Permisible

Parametro Método Unidad

Cromo STANDARD METHODS
Hexavalente 3500 - Cr - 3111B
Realizado por: Guaman, E, 2022.

mg/L 1 0,187 81,30 0,5
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3.3.4. pH

Las CCMs AR1, AR2, AR3 iniciaron con un pH &cido de 3,51, mismo que vario en el transcurso
de su funcionamiento alcanzando un pico final de 4,04; 3,88 y 4,03 respectivamente. En el caso
de las CCMs AS1, AS2, AS3 inicio con un pH neutro de 7,16 y finalmente al dia 15 del monitoreo
el pH termind en 7,74; 7,78 y 7,85 respectivamente (Grafico 5-3).

pH
10,00
8,00 o TN T R ——
- 6,00
= 400 —0—0—0—0—9—0—0—0—0—0—0—0—
2,00
0,00
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (Dias)
—8—AR1 —@—AR2 AR3 —@—AS1 AS2 AS3

Grafico 5-3: pH de las CCMs
Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.4. Analisis Estadistico

3.4.1. Andlisis de normalidad

Este analisis nos permitié determinar si los datos se ajustan o no a una distribucién normal, con

el fin de implementar posteriormente pruebas paramétricas o no paramétricas. Por tanto:

H, = Los datos siguen distribucién normal
H, =Los datos no siguen distribucién normal

[IP2]

Nivel de significancia “a” = 0.05

A través del andlisis del test de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov® nos
proyectd un p-value de 0,018 y 0,006 respectivamente siendo inferior al nivel de significancia de
0,05 (Tabla 18-3); por ende, se rechaza la hipdtesis Ho y se acepta la H1; indicandonos que los
datos de las CCMs no siguen una distribucion normal con un 95 % de confiabilidad, por tanto, se

procedié a aplicar una prueba no paramétrica para su comparacion.
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Tabla 18-3: Pruebas de normalidad : Kolmogorov-Smirnov?® y Shapiro-Wilk.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico al Sig.
Voltaje corriente directa ,104 90 ,018 ,959 90 ,006

Realizado por: Guaman, E, 2022.

3.4.2. Prueba U de Mann-Whitney

Esta prueba no paramétrica es Util cuando nos interesa probar la igualdad de medias de 2
poblaciones que siempre no son normales y sus muestras son independientes. El valor de U de
Mann-Whitney fue de 117,000 y el valor de p (Sig. asint6t. (bilateral) es 0,000 al ser un valor
menor que 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la H1, por lo tanto, existen diferencias significativas
(Tabla 20-3), es decir existe diferencias en la produccion de voltaje de corriente directa al usar

como sustrato agua residual industrial (AR) y agua residual sintética (AS).

Tabla 19-3: Rango de la Prueba U de Mann-Whitney

Rangos
Tipo N Rango promedio Suma de rangos
Voltaje corriente directa AR 45 65,40 2943,00
AS 45 25,60 1152,00
Total 90

Realizado por: Guaman, E, 2022.

Tabla 20-3:Prueba de hip6tesis

Estadisticos de prueba®

Voltaje corriente directa
U de Mann-Whitney 117,000
W de Wilcoxon 1152,000
z -7,226
Sig.asintotica(bilateral) ,000

a. Variable de agrupacion: Tipo
Realizado por: Guaman, E, 2022.

Esto se debe en gran parte a las condiciones de pH en los sustratos, informacion se correlaciona
con la investigacion reportada por (Veer et al.2009,p. 7554) donde se evalu6 el comportamiento de
las CCMs en diferentes condiciones de pH: acido ,neutro y alcalino, donde se registré una maxima
conversion de sustrato a corriente en condiciones acidas, mostrando un microambiente factible
para un rendimiento energético efectivo, en comparacion a condiciones de pH neutro y alcalino,

lo que concuerda con esta investigacion dado que el AR se encontraba en condiciones acidas y el
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AS a un pH neutro. Ademas, al trabajar con Cr (VI) en ambientes &cidos, provoca un mayor

potencial de oxidacion (1,33V), lo que da como resultado una mejora en la generacion de corriente
(Uddin et al.,2020, p. 11468).
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CONCLUSIONES

Se identificO molecularmente las bacterias Delftia acidovorans, Pseudomonas geniculate,
Stenotrophomonas maltophilia y Citrobacter freundii, luego de realizar las pruebas de tolerancia
y toxicidad se selecciond a Delftia acidovorans como in6culo dada su capacidad de resistir y

remover cromo hexavalente.

Las CCMs con configuracién de camara simple de flujo continuo lograron remover cargas
contaminantes presentes en un agua residual cruda de una industria de curtiembre y generar
voltaje de corriente directa de manera simultanea. Por consiguiente, las CCMs con AR produjeron
un porcentaje de reduccion de DBO Y DQO de 75,20% y 74,82% respectivamente. Ademas, con
respecto al voltaje en el mejor de los casos, las CCMs AR2 y AS2 generaron un voltaje maximo
de 395,63 mV y 224,39 mV respectivamente.

La aplicabilidad de las CCMs en la eliminacion del cromo hexavalente se evidencié a través del
agua residual proveniente de la industria de curtiembre “El Alce” del canton Guano, provincia de
Chimborazo reduciéndolo asi de 0,5 ppm a 0,25 ppm, de la misma manera para el caso del AS se
redujo de 1 ppm a 0,187 ppm en un periodo de 15 dias en ambos casos, perfilandose asi como
una solucioén a los problemas ambientales ocasionados por las descargas de aguas contaminadas

dando el primer paso a la busqueda de sistemas sustentables.

53



RECOMENDACIONES

Estandarizar un protocolo distinto de extraccién de ADN para las muestras de las que no se pudo

realizar una identificacion correcta.

Considerar mejoras en el disefio de la configuracion CCMs tomando en cuenta el sistema de

bombeo, dado que no debe ingresar oxigeno a la cAmara anddica.
Proponer futuras investigaciones a diferentes concentraciones de Cromo hexavalente como de

metales pesados asociados, de igual manera estudios relacionados a la sinergia entre métodos

convencionales y CCMs para el tratamiento de aguas residuales.
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ANEXOS

ANEXO A: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN — IDGEN —~MODIFICADO DE

10.
11.

12.
13.

BARRENDERO (2008)

Tomar aproximadamente 50 mg de muestra en un tubo de 1.5 ml con 3 perlas de vidrio,
estériles, Adicional 500 uL de buffer de extraccion (2,5% w/v CTAB, 1.4 M NacCl, 20
mM EDTA, 100 mM Tris HCI [pH 8.0] y 2 uL de B-mercaptoetanol.

Agitar/ macerar la muestra vigorosamente usando BeadBeater a velocidad maxima 2
veces, hasta que el tejido quede pulverizado.

Incubar en bafio Maria a 60 °C por 30 minutos, mezclar invirtiendo cada 10 minutos.
Afadir 500 pL de cloroformo, congelado y homogenizar en Vortex por 30 segundos.
Dejar reposar unos minutos.

Centrifugacién a 14,500 xg 5- 10 minutos.

Tomar el sobrenadante cuidando no mezclar las fases, aproximadamente 400 L, y
colocarlos en un nuevo tubo estéril de 1.5 ml.

Afadir al sobrenadante un volumen igual de etanol absoluto frio, 150 pL de Acetato de
sodio 3M y 300 pL ml de etanol 70% filtrado, para precipitar el ADN. Dejar a -20 °C
toda la noche.

Centrifugacion a 14.500 xg 11-17 minutos y eliminar el sobrenadante.

Realizar 2 lavados con etanol 70%, usar aproximadamente 200 L. Pipetear y descartar
el etanol por inversion.

Secar el pellet durante 15 a 20 minutos, se puede usar la camara de flujo laminar.
Resuspender el pellet de ADN con 25 pL de agua DEPC, afiadir 1 pL de RNAsa y dejar
incubar 30 minutos a 37°C.

Almacenar las muestras a -20 °C hasta su posterior uso.

Visualizar el ADN en un gel de agarosa al 1%, 90 V x 35 minutos o 100V x 30 minutos
(TBE).



ANEXO B: ANALISIS DE LA IDENTIFICACION MOLECULAR BACTERIANA

Vw3 dbdis RLLLE. 1713443479001

Ay, De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
Teléfono: 0993932450
e-miail: CIE-E n.ecuadond gmall.oxm

Informe de Resultados

Nombre del Proyecto: ldentificacidn malecular de bacterias - Evelyn Guaman
Informe No.: A-244

Técnico Responsable: Francisco Garrido

Fecha: 31/08/2021

Resultados
Codigo IDgen | Muestra | Longitud | % de Calidad Organismo Fragmento | % de identidad | NeAccesidn
B150 Al-40 568 776 Delftlo acldovorans 165 100 LC462156.1
Pseudomonas geniculate C507977.1
B152 AZ-40 738 797 g Y 165 100 T
Stenotrophomonas maitophiio 106 24053
B153 B1-40 1252 a0 Stenotrophomonas maitophiio 165 99.44 CPOA0432.1
B155 C1-20 823 808 Citrobacter frewndi 165 o935 KMZ222629.1
B156 C2-40 981 96.6 Citrobocter freundil 165 100 CP048015.1
B157 D1-40 927 a9 Citrobacter freundi 165 4731 MT197334.1

Nota: Lo resultados con un porcentaje de identidad menor al 983 no permiten asegurar que el aislado corresponde a

esh especie. B3 posible que se trate de una especie no desdrita o una espedie para la cual mo hay referendas en la base de
datos.

f‘ Firma autorizada

Francisco Javier Flores Flor, PhD.

Propietario IDgen



ANEXO C: ANALISIS FiSICO-QUIMICO DEL AGUA RESIDUAL CRUDA DE LA
INDUSTRIA DE CURTIEMBRE ANTES DE INCORPORAR A LAS CCMs

.
L1

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES —
Laboratorio de ensayo acreditado por el SAE con acreditacion No. SAE LEN 17-012

N*EE 03 -

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Evelyn Maribel Guaman Chango INFORME N*: (93 = 21
EMPRESA: Proyecio de Tesis ESPOCH N® BE: 023 = 21

DIRECCION:  Riobamba
FECHA DE RECEPCION: 02 - 12 - 21

TELEFOMO: (585734788 FECHA DE INFORME: 09-12-21
WUMERD DE MUESTRAS: 1, Agua residual, Curliduria TIPD DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:

M =133 21 Agua residual

El laboratoric se responsabiliza solo del andlisis, no de la obtencién de las muestras.

RESULTADD DE ANALERIS
A= 13321
PARAMETROS | UNIDADES | METODOWPROCEDIMIENTD | RESULTADD | V=3 i
= - FELEADI ERE Tk R
] ETAMDARD METHODS 5220 - 12- 21
0 g -0 11240 hiA
ETANDARD ME THOLES 5210 [
* a0 oz
. ™ .8 5450 Kk
*dcoiies ygasas | mgh EFA 418,1 181,14 - - Ta-1
“Croma | STANEARD WETHODE 3500 e Tk [ P
hexavalenie B LCr- 31118 il
— Ui | STODRD OSSR [ Tk [ P
. ETANDARD METHOLE 4500 - 12- 2
Sutiasos mgl e 26500 -
~Eoidos : ETANDARD NETHOOE - Hik [
Susgendidos my ZEAD D

METODOS UTILIEADGE: Milodes Mormalizades para ul Andlist de Sguis Potables y Reskduaies APHA, SAA, WPCF, STANDARD METHODS ¥
EDICI0H y Sdiodin HACH indigtedes Sl STARDARD WETHODS 23° EDICION
RESLA BE DECHEMON ACORDADA: Mo upica

RESPONSABLES DEL AMALISES:

Dv. Juan Carlos Lara R.
Benilo Mendaza T., Ph.D.

m i =
o
: J .f.‘.'l‘,‘,i-_'_ -
Dr_Juan Carlot Laa R, 5 W
TECMICOI % & el




ANEXO D:

ANALISIS FiSICO-QUIMICO DEL AGUA RESIDUAL CRUDA DE LA
INDUSTRIA DE CURTIEMBRE DESPUES DE INCORPORAR A LAS

CCMs

_1i =

ik LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES
Laboratorio de ensayo acreditado por el SAE con acreditacién No. SAE LEN 17-012

N® BE: 014-22

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Evelyn Maribel Guaman Chango’
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH
DIRECCION. Richamba'
TELEFOMO: 00857347851

INFORME N* (14 - 22
N SE: (04 - 22

FECHA DE RECEPCION: 14 - 03- 22
FECHA DE INFORME: 21 — 03— 22

MUMERO DE MUESTRAS: 1, Agua residual, Curtiduria TIFO DE MUESTRA:

IDENTIFICACION: MA - 02222 Curtiduria? Agua residual
Condiciones | Tmas: | 25°C
Ambientales | Tmin: | 10°C
El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 022.32
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO Uk=2) T
TpH : PE-L=ADT ENE] A Ta-15- 27
- nan N STANDARD METHODS 5220 14-03- 22
e D 2830 HiA
. ] STANDARD METHODS G210 18- 03- 22
DBOS mg el -B 1354 A
P— gl EPA £18.1 1180 A -h-2
* Cromo N STANDARD METHODS 3500 . WA 14-03-22
hy lere e «Cr« 31118 d
 Color Uplco STANDARD I'|.1CE|'HGDS 2120 . Ty a-03- 27
* Sulfsios mglL S'rmmnln HE!'HGDS 4500 7500 A 14-03- 22
* Sdiidos STANDARD METHODS i 14-03- 22
Suspendidoe mgl 25040 0 %

METODOS UTILIZADDS: Méndos Mormalizados para el Andlisis de Aguas Polables y Residuales APHA, AWWA, WPDF, STANDARD METHODS 237
EDICIIN ymitodos HACH adaplados del STAMDARD METHODS 23 EDICION.



ANEXO E: ANALISIS FiSICO-QUIMICO DEL AGUA RESIDUAL SINTETICA
DESPUES DE INCORPORAR A LAS CCMs

% ®
i LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES —

Laboratorio de ensayo acreditado por el SAE con acreditacién No. SAE LEN 17-012

N ZE: 015-22

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Evelyn Maribel Guaman Chango’ INFORME N* 015 - &2
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH' N®SE: 015 - 22

DIRECCION: Riohamba’

TELEFONO: 0985734 TEE'
FECHA DE RECEPCION: 14 - 03 - 22
FECHA DE INFORME: 21 -03-22

NUMERO DE MUESTRAS: 1, Agua sintética TIFO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION: MA - 023-22  Agua sintética’ Agua sintética

Condiclones | T max: | 25 °C
Amblentales | Tmin: [ 10°C

El laboratorio se responsablliza solo del analisks, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS

MA = 02322
FECHA DE
PARAMETROS UNIDADES | METODOIPROCEDIMIENTD | RESULTADO UiK=2) ANALIZIS
* Cromo STAMDARD METHODS 3500 K
e mgiL . Cr=3111B 0,187 KA 14-03-22

METODOS UTILIFADDS: Médodos Mormalimdos para of Andlsis de Aguas Potabies y Residusles APHE, AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 23°
EDICION y métodos HACH adaplados del STAMDARD METHODS 23° EDICION.
REGLA DE DECISION ACORDADA: No apkoa

RESPONSAELES DEL ANALISIS:
Dw. Juan Carlos Lara

Ing. José Latorme S. I TAR W &
AMAGE  |SELS




ANEXO F: MEDICION DE VOLTAIJE DE LAS CCMs DE FLUJO CONTINUO
DIAS AR1 AR2 AR3 AS1 AS2 AS3
1 268,01 391,67 216,40 57,70 200,60 200,12
2 210,28 271,40 272,29 117,38 131,12 168,05
3 117,62 299,89 277,65 22,70 201,86 19,83
4 197,62 378,85 232,40 15,71 224,39 82,73
5 221,33 350,49 234,20 97,92 166,81 103,27
6 204,46 239,61 162,13 58,96 90,86 28,20
7 97,01 233,34 299,24 17,83 76,70 72,70
8 241,87 229,39 341,14 45,35 72,68 63,36
9 143,59 334,76 395,63 25,74 154,36 21,47
10 279,20 261,67 192,43 42,51 110,70 49,18
11 197,09 230,46 272,95 94,58 92,23 98,43
12 125,86 199,15 212,20 84,32 161,38 88,31
13 172,89 243,13 141,22 188,86 97,62 83,53
14 287,46 335,74 125,97 90,41 73,55 28,79
15 240,49 186,02 107,62 39,26 118,29 41,30
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