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RESUMEN

El objetivo fue aislar y caracterizar microbiota bacteriana nativa que pueda presentar resistencia
a metales pesados, a partir de los efluentes de la empresa Curtiembre Quisapincha, provincia de
Tungurahua. Muestras de agua residual procedentes de la empresa fueron recolectadas y utilizadas
para el aislamiento de bacterias utilizando agar PCA con y sin la adicion de dos tipos de presion
selectiva: dicromato de potasio a 25 ppm (medio A) y el efluente del proceso diluido en agua
destilada 1:10 (medio B). Se aislaron un total de 66 clones bacterianos, los cuales fueron
sometidos a pruebas de resistencia a cromo, plomo y mercurio en diferentes concentraciones y
temperaturas (10, 20 y 35°C). Como resultado se encontraron niveles variables de resistencia para
los clones aislados, de los cuales, 3 mostraron resistencia hasta 700 ppm de mercurio, 5 hasta
2000 ppm de plomo y un clon hasta 900 ppm de cromo; todos fueron capaces de crecer a las tres
temperaturas evaluadas, presentando ligeras variantes de crecimiento para las mismas. El analisis
bioquimico permitio identificar los clones resistentes como microorganismos de los géneros
Micrococcus (11%), Enterobacter (11%), Moraxella (33%), Citrobacter (22%), Staphylococcus
(11%) y Kurthia (11%). Se concluye que bacterias extremotolerantes a metales pesados, fueron
aisladas a partir de efluentes contaminados, razon por la cual los microrganismos analizados
presentan caracteristicas de adaptacion a ambientes hostiles. Se recomienda continuar con la
investigacion de bacterias eficientes con el fin de profundizar los conocimientos sobre la
interaccién microorganismo — metal y aplicarlos en tratamientos biotecnoldgicos de ambientes

contaminados con metales pesados.

Palabras claves: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROBIOLOGIA>, <MICROBIOTA NATIVA>,
<METALES PESADOS>, < AISLAMIENTO DE BACTERIAS>, <INDUSTRIA
CURTIEMBRE>, <RESISTENCIA A METALES PESADOS>.
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SUMMARY

The objective was to isolate and characterize native bacterial microbiota that could present
resistance to heavy metals, from the effluents of Quisapincha tannery company, Tungurahua
province. Samples of wastewater from the company were collected and used for the isolation of
bacteria using PCA agar with and without the addition of two types of selective pressure:
potassium dichromate at 25 ppm (medium A) and the effluent of the process diluted in water
distilled 1:10 (medium B). A total of 66 bacterial clones were isolated, which were subjected to
chrome, lead and mercury resistance tests at different concentrations and temperatures (10, 20
and 35 C). As a result, variable levels of resistance were found for the isolated clones, of which,
3 showed resistance to 700 ppm of mercury, 5 to 2000 ppm of lead and one clone to 900 ppm of
chromium; all were able to grow at the three temperatures evaluated, presenting slight growth
variants for them. The biochemical analysis allowed identifying the resistant clones as
microorganisms of the genera Micrococcus (11%), Enterobacter (11%), Moraxella (33%),
Citrobacter (22%), Staphylococcus (11%) and Kurthia (11%.). It is concluded that extreme
bacteria tolerant to heavy metals, were isolated from contaminated effluents, reason why the
microorganisms analyzed have characteristics of adaptation to hostile environments. It is
recommended to continue with the investigation of efficient bacteria in order to deepen the
knowledge about the interaction of microorganism-metal and apply them in biotechnological

treatments of environments contaminated with heavy metals.

Keywords <BIOTECHNOLOGY>, <MICROBIOLOGY>, <NATIVE MICROBIOTE>,
<HEAVY METALS>, <INSULATION OF BACTERIA>, <INDUSTRY CURTIEMBRE>,
<RESISTANCE TO HEAVY METALS>
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Identificacién del problema

En la actualidad, la contaminacién por metales pesados es un problema de relevancia mundial,
debido a la toxicidad y la amenaza que representan para la vida humana y el ecosistema. Los
niveles de metales en todos los ambientes, aire, agua y suelo, estan aumentando a niveles toxicos,
por contribuciones de una gran variedad de fuentes industriales, principalmente de operaciones
mineras y descarga al ambiente de desechos industriales. Los metales como el arsénico, el cadmio,
el plomo, el mercurio, la plata, el cromo, etc., causan condiciones que incluyen hipofosfatemia,
enfermedades cardiacas, dafio hepatico, cancer, enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares,

dafio al sistema nervioso central y alteraciones sensoriales (Pandey, S. et al., 2013).

El cromo es el séptimo elemento mas abundante en la tierra, sus estados de oxidacion mas
prevalentes en el entorno natural son trivalentes y hexavalentes, siendo éste ultimo altamente
toxico y mutagénico para los seres vivos. EI cromo es liberado por una gran cantidad de
operaciones industriales como la galvanoplastia, la fabricacién de cromatos, tintes, pigmentos y
la industria del curtido de cuero; mismas que presentan un alto impacto ambiental (Bakiyaraj, R., et

al., 2014, pp. 715-719).

En Ecuador, la industria del cuero es una actividad de relevancia econémica, principalmente en
la provincia de Tungurahua, en donde corresponde un representativo del canton Ambato. Se
estima un aproximado de 80 curtiembres en Ecuador, entre industrializadas y artesanales;
sumandose a éstas 60 empresas y proveedores de materia prima y quimicos asociados al sector.

(Zurita, G. 2016, pp. 26 — 34).

Lamentablemente, el sector curtidor representa a la vez, una industria con altos niveles de
contaminacién que atenta contra la Seguridad Alimentaria y consecuentemente contra la Salud,
debido a que Tungurahua es considerada una de las provincias con mayor productividad

agrondmica del pais con alrededor de 58000 hectareas cultivables, de las cuales 4950 hectareas



son regadas con agua contaminada y pertenecen a 10 parroquias y comunidades de los cantones
Ambato y Pelileo, donde se depositan aguas servidas y desechos de curtiembres y otras empresas,
que son arrastrados por los rios Ambato, Pachanlica y Cutuchi. Segun estudios realizados por el
Instituto Nacional de Riego, se afirma que el agua de estos rios contiene cromo, coliformes
fecales, hierro, permanganato de potasio, plomo, grasas, pesticidas, y otros productos que
provocan cancer en érganos como el higado, estbmago, colon y pancreas (Moreta, M., 2009).

El proceso de curtido necesita cerca de 300 kg de productos quimicos por tonelada de piel, mismos
que generan considerables volimenes de aguas residuales, en un rango de 34 m*® a 56 m® por
tonelada de cuero procesado con sales de cromo (Siddigee, et al, 2012, pp. 20 — 23). L0s residuos
liquidos de las curtiembres presentan altos niveles de DBO, DQO, sulfuros, sélidos suspendidos,
y principalmente sales de cromo, puesto que del 60 al 80% de este metal es tomado por la piel
(Siddigee, et al, 2012, pp. 20 — 23), Yy el resto es descargado a sumideros y alcantarillados que

desembocan en cuerpos de agua receptores.

La informacion sobre el efecto de los contaminantes en la comunidad microbiana del agua se
considera fundamental para el desarrollo de cualquier estrategia de biorremediacion sostenible
para la limpieza de sitios contaminados con residuos de curtiembre; en este contexto es necesario
la busqueda y caracterizacion de microorganismos eficientes de ambientes hostiles, finalidad con

la que se realiza la presente investigacion.

1.2 Justificacion de la investigacion

La presencia de iones metalicos en efluentes de origen industrial posibilita la interaccion de la
microbiota ambiental con estos compuestos, dando origen a procesos adaptativos que se expresan
como mecanismos de resistencia. Un ejemplo de esto es la industria del cuero, la cual representa

un problema de importancia sanitaria y ambiental por contaminacién del agua y suelos.

La biotecnologia ha desarrollado técnicas eficientes y sostenibles para la reduccion de la
contaminacién por metales pesados. La biorremediacion se considera una de las tecnologias mas
seguras, limpias, rentables y amigables con el ambiente para descontaminacion de sitios con una
amplia gama de desechos toxicos. El proceso de biorremediacion utiliza diversos agentes como
bacterias, hongos, algas y plantas superiores como herramientas en el tratamiento de ambientes

contaminados con metales pesados, mediante procesos de biosorcion y biocacumulaciéon que

2



secuestran iones metélicos disueltos en soluciones complejas con alta eficiencia y rapidez (Wang
& Chen, 2009).

La presente investigacion esté orientada a la basqueda de microorganismos de aguas residuales
de la industria del cuero, siendo Tungurahua foco centralizador de esta industria, es un area apta
para investigacion in-situ de microorganismos resistentes a metales, especificamente de bacterias
extremofilas, mediante aislamiento, caracterizacion e identificacion de las mismas; lo que permita
proporcionar informacion valiosa acerca de caracteristicas de resistencia y procesos de adaptacion

a metales pesados con posibles aplicaciones en procesos biotecnoldgicos de descontaminacion.

La importancia del presente trabajo de investigacion se fundamenta en ser un aporte practico y
tedrico con el que se pueda profundizar en el conocimiento sobre microorganismos extremos y
sus mecanismos de adaptacion, para posteriores investigaciones que abarquen ramas

complementarias al tema.

Ademas, la investigacion toma en cuenta las politicas enmarcadas dentro del objetivo tercero del
Plan Nacional del Buen Vivir 2017-2021, mismo que implica la reduccién, prevencion, control
y mitigacion de la contaminacién ambiental; la conservacion, el uso sostenible de los recursos
naturales, corresponsabilidad social, el cambio de la matriz productiva basada en los principios

de bio-economia y la generacidn de bioconocimiento. (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo-
Senplades, 2017).

1.3 Obijetivos

131 Obijetivo General

Aislar y caracterizar microbiota nativa que pueda presentar resistencia a metales pesados, a partir
de efluentes procedentes de la empresa Curtiembre Quisapincha, parroquia de Quisapincha,
provincia de Tungurahua.

1.3.2 Obijetivos Especificos

o Realizar la caracterizacién fisico-quimica de muestras obtenidas de los efluentes de una

industria de cuero.



Aislar cepas bacterianas resistentes a cromo VI, a partir de las muestras del agua residual

obtenidas de la empresa Curtiembre Quisapincha.

Evaluar el nivel de resistencia de las cepas bacterianas a diferentes concentraciones de
metales pesados.

Identificar las cepas bacterianas con mayor nivel de resistencia a metales pesados,
mediante pruebas bioquimicas.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

El amplio uso industrial de los derivados de metales pesados, ha ocasionado que estos compuestos
sean considerados como serios contaminantes ambientales. EI fendmeno de difusion de los
contaminantes a través de las capas del suelo y el cambio en la movilidad de los metales pesados
en cuerpos de agua con la intrusion de contaminantes organicos, estan siendo estudiados con
mayor detalle en los Gltimos afios en conjunto con el desarrollo de nuevas tecnologias de
tratamiento para este tipo de contaminantes. (Cheung & Gu, 2007, pp. 8-15). Una de las mas
prometedoras e innovadoras tecnologias incluye procesos biotecnoldgicos con microrganismos
eficientes, por lo que se han desarrollado varios estudios relacionados a este &mbito; con la
finalidad de lograr un mayor conocimiento sobre algunos de los mecanismos de interaccion de

microorganismos nativos y exogenos con metales pesados.

Verma et al. (2001), realizaron un estudio sobre la presencia de microorganismos tolerantes a
metales en efluentes de curtiembres; encontrando 77 aislados resistentes a niveles de cromato de
hasta 200 pg/ml, ademéas alrededor del 80% mostraron una relacién de multiresistencia a metales

pesados (Cr*®, Cu*?, Cd*?) y a antibidticos (cefaloridina, estreptomicina y carbencilina).

Varias bacterias tolerantes a niveles de cromato mayores a 400 pg/ml fueron aislados de efluentes
de curtiembres por Sankar et al. (2011). Estos aislados mostraron un grado variable de reduccién
de Cr*® en condiciones oxidantes, 10 aislamientos fueron eficaces para reducir el 70% de Cr*® en
condiciones andxicas a temperatura ambiente. Se identificaron 2 aislados de Pseudomonas, 3 de
Micrococcus y 2 de Aeromonas. Estos aislados bacterianos se examinaron adicionalmente para
determinar su tolerancia a una variedad de otros metales pesados, y resulté que ademas de su
tolerancia a cromo, mostraron tolerancia a diferentes concentraciones de plomo, zinc y cadmio,

todos los casos superiores a 200 pg/ml.

Tamil et al. (2012) seleccionaron un total de 50 aislamientos del efluente de una curtiduria, 5 de

los 50 aislados fueron identificados como Escherichia coli, Bacillus sps, Pseudomonas sps.,



Flavobacterium sps. y Alcaligenes sps. Los aislados identificados fueron resistentes a Pb, Cu, Zn,
Cr y Hg. Las multiples resistencias metalicas de estos aislados también se asociaron con

antibioticos.

En la actualidad, es posible encontrar una amplia informacién acerca del potencial microbioldgico
encaminado a tratamientos de ambientes contaminados con metales pesados, los
microorganismos cuentan con capacidades metabdlicas que les permiten utilizar diferentes tipos
de sustratos, como por ejemplo metales pesados a los que pueden inmovilizar o transformar
utilizando diversas estrategias. Con el fin de lograr cepas microbianas mas eficientes se han
utilizado técnicas de ingenieria genética para manipular microrganismos con buenas capacidades
biorremediadoras, generando otros con capacidades potenciadas que muestran resultados
prometedores en estudios in vitro y de campo, por otro lado, los mejores resultados se han

derivado del uso en conjunto de las capacidades simbiéticas entre plantas y microorganismos
(Beltran & Goémez, 2016, pp. 190).

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Metales pesados

Metal pesado es un término colectivo general que se aplica a los grupos de metales y metaloides
con densidad superior a 4000 kg.m™, 0 5 veces mas que el agua y son componentes naturales de
la corteza terrestre. Las formas mas tdxicas de estos metales en sus especies ionicas son los
estados de oxidacion mas estables, como Cd*?, Pb*?, Hg™, As* Cr*®, entre otros, los que
reaccionan con las biomoléculas de los cuerpos para formar compuestos toxicos extremadamente

estables que son dificiles de disociar y que ocasionan dafos irreversibles (Kulshreshtha et al., 2014).

2.2.1.1 Metales pesados, fuentes y riesgos para la salud

La bioacumulacion de metales pesados y la dificultad de ser metabolizados por el cuerpo humano,
hace de ellos contaminantes altamente toxicos. Su presencia en altas concentraciones causa varias
deficiencias en el organismo y limita las funciones fisioldgicas del cuerpo. Metales como As, Hg,
Cd, Cr, Pb y Ag provienen de diferentes fuentes industriales y afectan de diferente manera a

diferentes 6rganos como se muestra en la Tabla 2-1. (Das & Dash, 2017, pp. 7,8)



Tabla 2-1. Fuentes y efectos adversos para la salud de metales pesados.

Metal Fuente Industrias Toxicidad
* Fundicién de
metales. o ~
iy Pérdida de cabello, dafio
- . .  Extraccion de L . .
Arsénico | Polvo industrial y minerales hepético, despigmentacion,
(As) agua contaminada. L. cancer a la piel y viscerales,
 Electronica. nefropatia, dermatosis
+ Curtiduria.
* Plaguicidas.
. . Rinitis y sinusitis crénica, cancer
Humo industrial, . . . .
 Plantas de energia | respiratorio, dermatitis,
. vapor, empaste . . . o .
Mercurio cloro-alcalinas. insomnio, pérdida de memoria,
dental, consumo de . .
(Ho) * Baterias. cambios neuromusculares,
pescado L )
. * Electronica. dolores de cabeza, y desérdenes
contaminado. L
neuroldgicos.
« Extraccion de | Hipertension, inhibe la
Polvo y humo| . L ~
. . minerales acetilcolina, dafio renal,
industrial, agua y . . .
. . « Fundicion. deterioro pulmonar, anemia,
Cadmio comida . . L )
.  Aleaciones y aceros | disfuncion de la prostata,
(Cd) contaminada, L. . o
. * Electronica. desmineralizacién de los huesos,
fertilizantes y Agricultura aterosclerosis, enfisema y afecta
baterias de Ni-Cd. g . y L . y
ganaderia. a la presion sanguinea.
. » Metalurgica.
Emisiones de . g
* Mineria de metales .
polvo, humo de Necrosis tubular aguda,
.. | ferrosos . )
tabaco, corrosion . enfermedad de la piel, cancer,
. + Galvanoplastia. ) . .
metalica . ulceras, cancer respiratorio,
Cromo * Pinturas y . . o -,
vertederos . nefritis toxica, dafio hepatico,
(Cn . pigmentos.
contaminados, L. dolores de cabeza, colapso
» Electronica . . -
efluentes de Agricultura circulatorio y falla organica
plantas quimicas y g . y multisistémica.
de cuero ganaderia.
* Curtiembres.
» Extraccion de
. . minerales. o . ~
Vapor industrial, Fundicion Pérdida de memoria, dafo del
incineracion  de - sistema nervioso central, anemia,
. .. | * Metalurgica. . L .
residuos, corrosion . niveles de presion sanguinea
. « Aleaciones y acero.
Plomo metalica, . altos, dolores de cabeza,
o + Baterias . .
(Pb) lixiviados y . neuropatia, encefalopatia,
* Electronica. -
efluentes . problemas de  aprendizaje,
. )  Agricultura y e - L
industriales, , desorden de déficit de atencion y
) . ganaderia. .
residuos metalicos. L teratogenicidad cerebral.
* Produccion de
pinturas y pigmentos.




Subproductos  de .
P L + Extraccion de
fundicion, . . . ~
. minerales Problemas respiratorios, dafio de
suministros ., .. .
fotograficas y * Fundicion. los  tejidos reproductivos,
Plata (Ag) eleCtronicos * Metalurgica. disturbios gastrointestinales,
o « Aleaciones y acero. | insuficiencia renal e irritacion
combustion de . . .
) + Galvanoplastia. respiratoria.
carbon, revales .
. * Baterias.
mineros.

Fuente: (Das & Dash, 2017, pp. 7,8)
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

2.2.1.2 Metales pesados y ambiente

A diferencia de casi todos los contaminantes organicos, como los organoclorados, los metales
pesados son elementos que se producen naturalmente en la corteza terrestre. Por lo tanto, se
encuentran naturalmente en suelos y rocas, fondo natural en suelos, sedimentos, cuerpos de agua
y organismos, no obstante, incluso los metales esenciales como el hierro, el zinc, el cobre y el
manganeso son tdxicos en altas concentraciones y pueden ser dafiinos para el organismo y para

el ecosistema (Doménech & Peral, 2006, pp.134).

La contaminacidn ambiental por metales pesados ha ido en aumento las Ultimas décadas debido
al amplio uso de estos contaminantes en las industrias, que representan sus principales fuentes de
emision a la atmosfera y vertidos en ambientes terrestres y acuaticos, provocando la alteracion de

estos ecosistemas y sus componentes (Caviedes, et al., 2015, pp. 74).

Aire

La contaminacion atmosférica es causada principalmente por la combustion de productos de
petrdleo o carbon, incluidos la combustion de madera o desechos agricolas; por vehiculos y por
industrias y centrales eléctricas. Otra de las principales fuentes son los procesos industriales que
involucran la formacion de polvo, como en fabricas de cemento y fundiciones de metal. Los
metales pesados como el cadmio, el plomo y el mercurio son contaminantes comunes del aire y
se emiten principalmente como resultado de diversas actividades industriales. Aunque los niveles
atmosféricos de metales pesados son bajos, contribuyen a la deposicién y la acumulacion en los
suelos, ya que son persistentes en el ambiente y estan sujetos a la bioacumulacion en las cadenas

alimenticias. (Hassanien, 2011, pp.287, 288).



Suelo

La contaminacion por metales pesados en el suelo es uno de los principales problemas
ambientales en muchos paises ya que estos contaminantes provienen de diversas fuentes, los
niveles elevados de metales pesados no solo disminuyen la actividad microbiana del suelo y la
produccion de cultivos, sino que también amenazan la salud humana a través de la cadena
alimentaria. Se pueden encontrar niveles extremadamente altos de contaminantes en el suelo en
muchos sitios industriales y vertederos desechables, resultantes de derrames accidentales de
contaminantes altamente concentrados como los metales pesados. Y asi, los metales se depositan
en la matriz del suelo y una vez incorporados a él, permanecen durante un periodo de tiempo muy

largo (Ansari, R. et al., 2015).

Agua

Los metales pesados ocurren en la corteza terrestre y pueden solubilizarse en el agua subterranea
a través de procesos naturales o por cambios en el pH del suelo. Sin embargo, el agua subterranea
y el agua superficial pueden contaminarse con metales pesados por lixiviados de vertederos y
relaves mineros, aguas residuales, eliminacién profunda de desechos liquidos, filtraciones de
lagunas de residuos industriales o de derrames, fugas industriales, o incluso por la lluvia acida
que descompone los suelos y libera metales pesados en arroyos, lagos, rios y aguas subterraneas.
Aproximadamente 10° Kg/afio de trazas de metales se han vertido en diferentes cuerpos de agua
y entre las principales fuentes de emision se encuentran las aguas residuales de origen industrial

y doméstico, las fundiciones, las plantas térmicas, y eléctricas (Verma & Pratima, 2013, pp.98-99).

2.2.1.2.1 Estado global de la toxicidad de los principales metales pesados

Mercurio (Hg)

El mercurio es un metal toxico naturalmente presente en el ambiente. Se presenta como un
contaminante global ya que puede ser transportado a largas distancias y es bioacumulable. Es el
Gnico metal liquido a temperatura ambiente, de color plateado y se considera una potente
neurotoxina, ocupando el tercer lugar del ranking de los elementos mas toxicos del planeta,

después del arsénico y el plomo (Organizacion Mundial de la Salud, 2016).

Se produce de forma natural como HgsS insoluble o como complejo inorganico soluble de Hg*?,
Hg*™, o (Hg.)** generados por procesos microbianos y antropogénicos. Afecta principalmente al

ambiente marino; al ser consumido por microorganismos, el mercurio es transformado a



metilmercurio, introduciéndose en la cadena alimenticia del mar hasta llegar a los humanos. (Das
& Dash, 2017, pp. 10)

Plomo (Pb)

El plomo se encuentra en el ambiente en combinacion con otros elementos formando minerales.
Es un metal bioacumulable, de alta toxicidad y persistencia en el ambiente. La OMS lo ubica en
la lista de los diez productos quimicos mas toxicos para las plantas y animales. Debido a que el
plomo es un elemento traza esencial, la OMS ha establecido limites méximos para niveles de
plomo en la sangre que son 1,9 umol/L para hombres y 1,4 umol/L para mujeres. (Das & Dash, 2017,
pp. 10)

Cadmio (Cd)

El cadmio es un metal toxico no esencial, es introducido al ambiente por erupciones volcanicas,
erosion, meteorizacion, transporte fluvial y actividades antropogénicas. Su toxicidad esta
asociada con la absorcion por cultivos, acumulacion en tejidos animales y bioacumulacion a
través de la cadena alimenticia. Es altamente persistente en humanos, con una vida media

bioldgica de 20 — 30 afios, y es clasificado como cancerigeno (Das & Dash, 2017, pp. 7).

Arsénico (As)

El arsénico es un metal carcindgeno bien conocido, difundido en el ambiente, que afecta alrededor
de 150 millones de personas. Este elemento tiene un carécter idnico que forma compuestos
catiénicos y anionicos, sus estados de oxidacion mas estables son As® As® As™ y As*S; entre
estos, las formas inorganicas As™ y As* son los mas comunes y las més toxicas, al igual que
persistentes. Generalmente, altos niveles de As, han sido encontradas en aguas subterraneas
debido a la contaminacién antropogénica y la derivada de fuentes naturales, una de ellas debido

a la roca local geoldgica natural. (Das & Dash, 2017, pp. 6).

Cromo (Cr)

Es uno de los mayores contaminantes ambientales. Existe en dos formas: Cr™y Cr*8, esta dltima
es considerada la mas toxica debido a su alta solubilidad, movilidad, estabilidad y réapida
permeabilidad. Existe naturalmente como cromito (FeOCr,03), mineral extensamente distribuido
en aire, agua, suelo y comida. Naturalmente, entra en el agua y suelo por erosion y erupciones
volcanicas. Por otro lado, es importante indicar que la industria del cuero muy comin en paises

del tercer mundo libera al ambiente importantes cantidades de Cr. (Das & Dash, 2017, pp. 9)
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2.2.1.3 Tratamientos para la remocién de metales pesados en medios hidricos

En la actualidad encontramos una serie de técnicas convencionales y no convencionales para el

tratamiento de ambientes contaminados con metales pesados (Tabla 2-2), sin embargo, varios

desafios han llevado a una implementacion de campo limitada de estas técnicas; desafios técnicos

como el riesgo de exposicion al area contaminada, costo del tratamiento, pardmetros ambientales

complejos y la necesidad de acidificacion para inducir la desorcion, lo que limita su aplicacién en

diferentes ambientes, siendo el objetivo final en cualquier proyecto de remediacion el devolver el

sitio a su condicion de precontaminacion, que a menudo incluye revegetacion para estabilizar el

suelo tratado, muchas de estas técnicas no logran llenar estas expectativas (Das & Dash, 2017, pp. 14).

Tabla 2-2. Técnicas de tratamiento para la remocién/eliminacion de metales pesados.

Electrodialisis

permeables  selectivas 0
laminas de resinas  de
intercambio i6nico, en un
campo eléctrico constante.

Técnicas de tratamiento Argumento Condiciones de trabajo
Remocién de iones
contaminantes (de 0,0001 pm) | Temperatura: 25°C
mediante membranas

pH: 3-8 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 2-24

horas (depende del metal).

Osmosis
Inversa

Proceso de separacion por
difusion controlada o cribado a
través de membrana
permeables selectivas para
elementos de 0.0001mm.

Temperatura: 12 - 24°C
(depende del metal).
pH: 6-9 (depende del metal)

Tiempo de tratamiento: 4 h.

Nanofiltracion

CONVENCIONALES
Filtracion por membranas

Utiliza membranas porosas
con diametros menores a 1nm,
capaces de retener iones
neutros con mayor rechazo de
especies divalentes y menor
rechazo de especies
monovalentes.

Temperatura: 20 - 25°C
(depende del metal).

pH: 2-11 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 4-36
horas (depende del metal).
Presion: 10-50 bar.

Ultrafiltracion

Fraccionamiento selectivo de
sélidos en suspension y solutos
de alto peso molecular.

Temperatura: 5 - 45°C
(depende del metal).

pH: 2-13 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 2,5 h.

Presion: hasta 10 bares.
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Intercambio 16nico

Proceso de separacion fisica de
iones en solucién
transfiriéndolos a una matriz
solida, sin  modificaciones
quimicas. Menor produccion
de lodos.

Temperatura: 25 y 26°C
(depende del metal).

pH: 3-6 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 4-24
horas (depende del metal).

Adsorcion (Carbén
activado)

Remocion por adsorcion de
contaminantes inorganicos y
organicos gracias a su area
superficial porosa que va desde
500 hasta 1.500 m?/g.

Temperatura: 20 y 40°C
(depende del metal).
pH: 4-8 (depende del metal)

Tiempo de tratamiento: 6-24
horas (depende del metal).

Precipitacion
quimica

Técnica para remover
contaminantes por
precipitacion de sustancias
quimicas como hidroxidos,
eliminandolos por floculacion
y sedimentacion. Alta
generacion de lodos.

Temperatura: Ambiente.
pH: 1-12  (depende del
metal)

Tiempo de tratamiento: 1 h
COMO Maximo.

Coagulacién-
Floculacion

Procesos en el que se
desestabiliza el coloide vy
posteriormente  aglomerarlo
mediante la atraccion de
particulas por accién de los
floculantes.

Temperatura: Ambiente.
pH: 7-9 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 2-30

min.

NO CONVENCIONALES

Biopolimeros

Presentan  capacidad  de
reduccién y absorcion de iones
metalicos de transicion, son
ambientalmente  seguros Yy
ampliamente disponibles.
Entre  estos  encontramos
grupos hidroxilos y aminas.

Temperatura: 20 — 30 °C
(depende del metal).

pH: 2-8 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 30

min — 10 horas.

Hidrogeles

Son polimeros hidrofilos
reticulados ampliamente
utilizados en la purificacion de
aguas residuales gracias a su
alta capacidad expansion en el
agua.

Temperatura: 22 °C
pH: 4-7 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 24

horas -3 dias.

Ceniza Volante

Subproducto de la combustién
de carb6on en procesos de
produccién de energia. Es
utilizado para la eliminacion de
gases de combustidn,
compuestos  organicos Yy
metales pesados por su
capacidad de  adsorcién

Temperatura: Ambiente —
30°C (depende del metal).

pH: 2-5 (depende del metal)
Tiempo de tratamiento: 1

hora — 3 dias.
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mediante activacion quimica y
fisica

Eliminacién o adsorcion de
metales pesados mediante
materiales agroindustriales

Adsorcién de metales Temperatura: Ambiente.

p por . - A

gsados 0 como cascarilla de arroz, | PH:4-7 (depende del metal)

materiales naturales . . . . .
aoricolas e residuos  industriales  de | Tiempo de tratamiento: 45
__g__ celulosa y papel (lodo de cal .
industriales y papel ( Y| min - 2 horas.

cenizas de caldera),
vermiculitas, entre otros.

Fuente: CAVIEDES et al., 2015, pp. 75-85.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

2.2.2 La Industria del Cuero

La industria del cuero, mejor conocida como industria del curtido, curtiembre o teneria es el lugar
donde se procesan pieles en bruto, en particular de ganado vacuno, ovejas, cerdos y cabras,
generalmente utilizados para fabricar cuero. Segln la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (2001), la produccion mundial total de cuero es de

aproximadamente 1,67x10° m? (Thanikaivelan, et al., 2005).

Los procesos de fabricacion del cuero implican la conversion de pieles biodegradables
putrescibles en cuero no putrescible, para lo cual se requieren una serie de procesos fisicos
quimicos, mismos que varian segun las propiedades requeridas en los productos finales. En
general, el proceso incluye la extraccion del pelo de la piel, el curtido con agentes de curtimiento
gue conceden propiedades fisicas al cuero, tintura y engrase de la piel para el acabado del cuero

(Figura 2-1), lo que proporciona buen aspecto y una textura de calidad del producto que se ofrezca.
(Lama, A., 2010, pp. 9, 10).

13



DESORILLO

DESCAME Y DIVIDIDO

DESENCALADO

l

FUEAD

ESCURRIDO Y REBAIADO g

CONTROL CALIDAD

I

RECURTIDO m

ACABADO —

SERVICIOS A LA

PRODUCCION ENIDO Y SECADO

|

ALMACENAMIENTO
Y EMBALAJE

éi

Figura 2-1. Proceso productivo de cuero.
Fuente: LAMA, A., 2010, pp. 9, 10

2.2.2.1 La Industria del Cuero en el Ecuador

Una de las industrias mas representativas del Ecuador es el sector Industrial del Cuero, con un
incremento en la produccion del 8,6% los ultimos afios. Verdnica Sion, ministra de Industrias y
Productividad, informa de una concentracién de la capacidad productiva de los curtidores en la
provincia de Tungurahua, con un 76% del total entre 2011 y 2012, segln lo reconocio en la Sesion
Solemne de la Asociacion Nacional de Curtidores del Ecuador (ANCE). Myriam Fonseca,
directora ejecutiva del ANCE revela que en Tungurahua se procesa el 86% de la produccién de
cuero del Ecuador, especificamente en las parroguias de Pillaro, Quisapincha, Picaihua. (Ministerio
de Industrias y Productividad, 2013, DCS - B092).

2.2.2.2 Empresa "Curtiembre Quisapincha”

La empresa Curtiembre Quisapincha, se especializa en produccion y comercializacion de cuero:
vestimenta y calzado, su personal esti conformado por 28 personas, distribuidas en distintas areas

de produccidn de la empresa, las cuales se muestran en la Figura 2-2. (Camacho, D., 2013, pp. 73).

14



Recepcion de
productos quimicos
y cueros terminados

Recepcion de
cueros
terminados.

Recepcion de
los productos
quimicos.

Figura 2-2 Areas y procesos de produccion de la empresa Curtiembre Quisapincha.

Fuente: CAMACHO, D., 2013, pp. 73.
Realizado por: Vanessa Navarrete

Ubicacion de la empresa

Area Himeda

Remojo,
Pelambre,
Descarnado,
Dividido,
Escurrido,
Curtido,
Raspado,
Tefidoy
Recurtido

- Direccién: Av. Circunvalacién Alonso Palacios

- Sector: Barrio Turuloma
- Parroquia: Camilo Ponce Enriquez
- Canton: Ambato

- Provincia: Tungurahua

&

. & L
_ _‘.‘. Curtembre Quisapincha -3

3 e
oy e Q .
- &\ '-‘ﬂ ‘f '{

\ -
e

Figura 2-3 Ubicacion de la empresa Curtiembre Quisapincha.

Fuente: Google Maps, 2017.
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2.2.2.3 Impacto ambiental de la industria del cuero

Se sabe que la industria del curtido es altamente contaminante, especialmente a través de efluentes
con alto contenido de sélidos disueltos y suspendidos, residuos organicos e inorganicos, junto a
una alta demanda de oxigeno los cuales contienen residuos de sales metalicas potencialmente
toxicas. El efluente liquido del procesamiento de cuero contiene materia organica, cromo, sulfuro

y desechos solidos que incluyen descarnado, recortes y limaduras, pulido de polvo, etc. (Srivastav,
2012, pp. 10).

Una gran parte de los quimicos utilizados en el procesamiento del cuero no son totalmente
absorbidos y son descargados al ambiente. En el curtido al cromo, del 30 - 40% de cromo es
perdido y eliminado con los efluentes debido a que las pieles s6lo logran absorber de un 60 — 70%

de cromo. (Benitez-Campo, 2011, pp. 28)

Seguiin CNPML (2004) citado por Benitez-Campo (2011, pp. 27), por cada 1000 Kg de piel salada
que ingresa al proceso se utilizan 450 Kg de insumos quimicos; como resultado se obtienen 200
Kg de cuero acabado, 640 Kg de residuos sélidos, 40 Kg de solventes son emitidos a la atmosfera

y 138 Kg de agua que pierde la piel.

2.2.2.3.1 Cromo e inconvenientes asociados a la industria de la curtiduria

El cromo es un elemento que se presenta en dos formas como Cr*3, muy estable y poco soluble el
cual puede encontrarse en los cuerpos de agua como microelemento esencial; y como Cr*é, con
mayor movilidad, solubilidad y baja estabilidad. EI cromo en su forma hexavalente es mutagénico
y carcinogénico en humanos, al mismo tiempo puede alterar el equilibrio bioldgico seriamente
causando efectos tdxicos, debido a su rapida absorcion por las membranas bioldgicas ademas de

la via digestiva, respiratoria y cutanea (Benitez-Campo, 2011, pp. 27).

Alrededor del 10% Cr*® que ingresa al organismo es absorbido por el sistema gastrointestinal,
pudiendo provocar un colapso cardiocirculatorio que ocasiona la muerte del paciente; en caso de
que sobreviva, es posible que presente insuficiencia renal aguda. La via de absorcién de mas facil
acceso es la cutanea, desarrollando un cuadro patoldgico de dermatitis alérgica de contacto y

ulceras en la piel como se observa en la Figura 2-4.
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Figura 2-4. Efectos dérmicos de cromo hexavalente.
Fuente: SRIVASTAYV, 2012, pp. 11

2.2.2.3.2 Tecnologias para remocién de Cromo

Entre las principales tecnologias de remocién de cromo encontramos: Precipitacion con hidréxido
de sodio, hidroxido de calcio y urea; Remocion por materiales absorbentes, membranas y
biomateriales; Electrocoagulacion y procesos Biotecnoldgicos con microorganismos y plantas.
Un ejemplo destacado dentro de estas tecnologias convencionales es mediante la oxidacion de
Cr*®a Cr* logrando la fijacion de este en una columna de intercambio i6nico utilizando una resina

bésica o alimina activada como intercambiador aniénico o catiénico (Chavez, A., 2010, pp. 45-48).

En la Tabla 2-2, del apartado 2.2.1.3, se detallan los tratamientos mas utilizados para la remocién

de metales pesados en medios hidricos, tanto convencionales como no convencionales.

2.2.3 Biorremediacion

La biorremediacion es una estrategia sostenible que utiliza el potencial metabolico de los
microorganismos (Microremediacion) y las plantas (Fitoremediacion) para limpiar ambientes
contaminados; logrando la descomposicion o inmovilizacion de contaminantes a través de la
explotacidn del potencial metabdlico existente en los microorganismos mediante la introduccién
de genes que codifican dichas funciones. La biorremediacion es un medio ecoldgico rentable para
curar la naturaleza con la naturaleza. Esta tecnologia puede aplicarse en la eliminacion de
compuestos xenobioticos de industrias agroquimicas y petroquimicas, derrames de petréleo,

metales pesados en aguas residuales, sedimentos, etc. (Sanjeev, et al., pp. 11-12).

La biorremediacion tiene un enfoque multidisciplinario, sin embargo, de manera simplificada se

la puede dividir en dos categorias: biorremediacion in situ y ex situ (Figura 2-5). El aspecto con
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mayor relevancia para tratamientos de metales pesados es la aplicacion de técnicas que involucren
herramientas microbioldgicas, dentro de las cuales es posible nombrar a bioestimulacion,
bioaumentacion, bioacumulacion y biosorcion; técnicas que se han desarrollado para aplicacion
de biorremediacidn in situ ya que mediante estos procedimientos es posible realizar un tratamiento
optimo sin la necesidad de movilizar el sustrato contaminado fuera de su ambiente, con mayores

facilidades y menores costos. (Sanjeev, et al., pp. 11)

Estimula la poblacién

Biorremediacion microbiana autoctona para
intrinseca incrementar su actividad
metabolica.
in situ
Bioestimulacion
Biorremediacion in Fitorremediacion
o situ disefiada Bioventilacion
_Tecnicas de ) Biolixiviacion.
biorremediacion
En Fase-lechada o .
biorreactores Landfarming
ex situ
En Fase sélida Biopilas
Compostaje

Figura 2-5 Técnicas de biorremediacion.
Fuente: Kulshreshthal, et al., 2014, pp. 45-48.

Otro de los métodos mas aceptables y econémicos para el tratamiento de lodos cloacales, desechos
s6lidos municipales, residuos de curtiduria, etc, es la biorremediacion por compost o compostaje;
la cual se refiere al uso de un sistema biolégico con microorganismos en un compost curado y
maduro para secuestrar o degradar contaminantes en el agua o el suelo. La biorremediacion por
compost ha demostrado ser efectiva en la degradacion o alteracion de muchos tipos de
contaminantes, como los hidrocarburos clorados y no clorados, los productos quimicos
conservantes de la madera, los solventes, los metales pesados, los pesticidas, los productos
derivados del petroleo y explosivos. EI compostaje reduce los niveles de contaminantes y ademas,
facilita el crecimiento de las plantas al proporcionar un acondicionamiento del suelo y nutrientes

a una gran variedad de vegetacion (Singh & Kalamdhad, 2012).

18



2.2.3.1 Microorganismos y Biorremediacion

Los microorganismos juegan un papel importante en el equilibrio biolégico de la vida en nuestro
planeta. Aquellos con potencial de biodegradacion se identifican como miembros activos de
consorcios microbianos eficientes. Estos microorganismos incluyen: Xanthofacter, Penicillium,
Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Micrococus, Mycrobacterium, Nitrosomonas,

Enterobacter, entre otros (Beltran & Gomez, 2016, pp. 174).

Los microorganismos pueden aislarse de casi todos los tipos de condiciones ambientales,
presentando una amplia gama de adaptabilidad, como sucede en el caso de bacterias que han
desarrollado diversos mecanismos para sobrevivir bajo condiciones de estrés metalico. Estos
mecanismos de eliminacion de metales pesados incluyen el flujo de salida de iones metalicos,
acumulacion y formacion de complejos con los iones metalicos dentro de la célula con su posterior

reduccidn a un estado menos txico 0 no tOxico (Kulshreshthal, et al., 2014, pp. 45-48).

2.2.3.2 Interaccion Metal-Microorganismo

A lo largo del tiempo, los microorganismos han logrado una eficiente adaptacion a ambientes
extremos, gracias a propiedades inherentes en ellos y en gran parte al desarrollo de diferentes
mecanismos de resistencia por exposicidn a sustancias toxicas presentes en ambientes como por

ejemplo metales pesados. (Das & Dash, 2017, pp. 7,8)

Se han identificado numerosas formas de transformaciones de metales mediadas por microbios,
muchas de las cuales pueden inmovilizar o movilizar metales en el ambiente. En algunos casos,
estos procesos incluyen rutas bioquimicas altamente especificas que han evolucionado para
proteger a la célula microbiana de los efectos toxicos de metales pesados. La transformacién
microbiana de los metales a menudo es el resultado de mecanismos de resistencia del metal que
incluyen mecanismos de secuestro, complejacion, precipitacion, biosorcion, inmovilizacion,
bioacumulaciéon, asi como mecanismos de solubilizacién que ofrecen estrategias de
biorremediacidn (Sanjeev, et al., pp. 25). Los principales tipos de interaccién se resumen en la Tabla

2-3 los cuales son representados en la Figura 2-6.
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Tabla 2-3. Mecanismos de resistencia a metales pesados en microorganismos.

Mecanismos
generales

Mecanismos
desarrollados

Elementos
involucrados

Aplicacion en metales

2.y5.
Biosorcion por

Mediante:

- Fuerzas de Van der
Waals

- Interacciones
electrostaticas

- Interacciones redox

« Exopolimeros (EPS)
* Peptidoglicanos,
» Grupos fosforilo,

U, Cu, Zn, Pb, Ni, Ag,
Hg, Mn, Au, Sn, Cs.
- Acomplejamiento

complejacion |- Union covalente . . . superficial y
. S carboxilo e hidroxildela | . L
(Figura 2-6) - Precipitacion . microprecipitacion  de
pared celular bacteriana. 2 3
extracelular 0 Cd™yCr™.
intracelular
- Formacion de
complejos
- Sistema de transporte
de membrana que | « H+-ATPasa
. internaliza el metal al | « Fosfatos, lipidos, .
3. ., ) L P Pb, Ni, Ag, Hg, Mn, Au,
Bioacumulacion | citoplasma. metalotioneinas y sn
(Figura 2-6) - Secuestro del metal | fitoquelatinas del '
por proteinas ricas en | citoplasma celular
grupos sulfhidrilos.
e Reduccion de:
- Movilizacion del 6. 1 144
A . -U™aUu
4. metal (lixiviacion) » Enzimas redox 6 3 )
L e . -Cr® a Cr™ (enzima
Transformacion |- Inmovilizacién  del | especiales: catalasa,
. . cromato reductasa)
de la valencia metal (proceso 1 en | peroxidasa, CH-Ha"
del metal Figura 2-6) lipoxigenasa, glutation y ° g . 2
. . . (metilmercurio) a Hg
(Figura 2-6) - Oxidacion ascorbato oxidasa . .
S (proteina liasa
enzimatica .
organomercurial: merB)
., * Fracciones de bajo
5. - Transformacion del : . )
. G, . peso  molecular de |- Reduccion de Hg™ a
Biometilaciony | metal a derivados | |, . A 0 . .
. . acidos falvicos, Hg" gracias a la enzima
mecanismo de metilados con su . TR .
e . + Grupos metil citoplasmica  mercurio
volatilizacion posterior . _
. e, * Proteinas y pldsmidos | reductasa (merA).
(Figura 2-6) volatilizacion .
especiales
- Transporte  activo | » Plasmidos
6. Eflujo o flujo | (bomba de ATPasa) » ATPasas
de salida - Difusion (bomba de | + Bombas Ar, CryCd
(Figura 2-6) protones/iones guimiosmoticas de
guimiosmoticos) iones/protones

Precipitacion
(Figura 2-6)

- Intracelular:
Reduccién de iones
metalicos en el citosol
por
compartimentacion o

* Sintesis de ligandos

» Unién y secuestro de
metales por proteinas
(metalotioneinas).

U, Cu, Zn, Pb, Ni, Ag,
Hg, Mn, Au, Sn, Cs.
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para la quelacién
intracelular.
Sustancias ligadoras:
« Acidos organicos
- Extracelular: simples, Alcoholes,
Secrecion de | Polisacéridos,  acidos
productos hamicos y falvicos - Bioprecipitacion de
metabdlicos » Grupos carboxil del | bacterias reductoras de
inorganicos para | peptidoglicano (en | sulfato
precipitar iones | Gram positivas) -CryCd
metélicos téxicos o |« Grupo fostato (en
inmovilizarlos. Gram negativas)
« Sidero6foros
* Biosurfactantes

Fuente: (Beltran & Gémez, 2016, pp. 175-178), (Sanjeev, et al., pp. 27-34)

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017
Q0

6
Metal efflux
Q0

Immobilization

Oxidation/
reduction
Loxic @ Nontoxic

Complexation

Figura 2-6. Principales mecanismos de interaccién metal-microbiota.
Fuente: Das & Dash, 2017, pp. 17

2.2.4 Técnicas de analisis microbiol6gico

Son utilizadas para revelar, cuantificar, obtener cultivos puros e identificar las diferentes especies

de microorganismos gue es posible encontrar en una muestra ambiental o clinica.

Como técnica inicial se emplea la inoculacion de las muestras obtenidas en medios de cultivo

enriquecidos con componentes especificos que proporcionan las condiciones de vida adecuadas

21




y cubren los requerimientos de la poblacion bacteriana que se va a estudiar. (Hernandez, 2003, pp.
356).

2.2.4.1 Aislamiento de bacterias

El aislamiento de bacterias es una técnica que se vale de diferentes métodos para obtener un
cultivo puro de microorganismos procedentes de una misma muestra. La técnica de obtencion de
un cultivo puro que se usa cominmente con resultados satisfactorios son los métodos de siembra
en placa en donde es posible realizar una transferencia de las colonias obtenidas, a otros medios
en secuencia hasta obtener una mayor pureza. Entre los principales métodos de siembra en placa

encontramos (Roger & Stanier, 1992, pp. 8,9):

. Siembra por estrias

o Vertido en placa

o Diseminacion en superficie

o Diluciones seriadas con posterior siembra en placa

2.2.4.2 ldentificacion morfoldgica y bioguimica

La identificacion microbioldgica concibe un esquema de clasificacion, determinado por una lista
de caracteristicas especificas y un método de comparacién basado en diferentes criterios como la
morfologia que presentan las colonias, composicion de la pared mediante tincién diferencial,
requerimientos de oxigeno y pruebas bioquimicas establecidas para los diversos grupos de
microorganismos conocidos caracterizados con anterioridad, pese a que los cientificos estiman
que se ha descubierto s6lo el 1% de los microorganismos del planeta (Tortora, et al., 2007, pp. 292 -

297). La Tabla 2-4 resume las principales tipologias utilizadas para la identificacion bacteriana.

Tabla 2-4. Principales caracteristicas de identificacion bacteriana.

Tipos Caracteristicas Fundamento / Detalle
- Forma  (Puntiforme, filamentosa, circular,
fusiforme)
Caracterizacién | Morfologiade | - Borde (Ondulado, redondeado, filamentoso, rizoide)
macroscopica la colonia - Superficie (Lisa/Rugosa, Mate/Brillante,

Seca/Cremosa, Invasiva/Superficial)
- Elevacion (Plana, Convexa, Umbiculada, Elevada)
- Coco
Coco - Diplococo
- Estafilococo

Caracterizacién | Morfologia de
microscaépica las células
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- Estreptococo

Pruebas Bioquimicas

- Bacilo
. - Diplobacilo
Bacilos - Cocobacilo
- Estreptobacilo
Vibrios
Espirilos
L Tincion Gram Gram positi_vos
Tincion Gram negativos
diferencial . Propiedades acido alcohol
Ziehl Neelsen resistentes.
- Tiras reactivas
impregnadas con oxidasa y
Oxidasa Pre_:sencia de citocromo reactivq de Barry. _
oxidasa. - Cultivo de  medio
nutritivo 'y reactivo de
Kovacs
c Presencia de la enzima | Per6xido de hidrogeno al 3
atalasa
catalasa. 0 30 %.
Capacidad de usar el
Citrato citrato como fuente de | Medio Citrato de Simmons
carbono.
Degradacion de
tiosulfato con
H,S / Indol producci(_')p de H,S y | Medio SIM (Sulfhidrico
degradacion de | Indol Movilidad)
triptéfano con
produccion de Indol
. S - Agar Base para urea
Reaccion a la Capacidad de r_u,drollzar Ureagal 40% P !
la urea por accion de la
ureasa - Caldo urea

ureasa.

- Agar urea de Cristensen.

Fermentacion
de
carbohidratos

Fermentacion de
glucosa, lactosa,
sacarosa.

-Agar Hierro Triple Azucar
(TSI)
-Agar Hierro de Kiligler
(KI1A)

Hidrolisis de | Presencia de la enzima: | Agar Almidén
almidon Amilasa (exoenzima) Revelador: Lugol.
Oxidacién / P ' | Indicador: Azul de
L que pueden ser . -

Fermentacion - bromotimol u otro indicador

fermentativo u -

L acido/base
oxidativo.

Licuefaccion de

la gelatina

Capacidad de hidrolizar
la gelatina mediante la
enzima gelatinasa
(Proteasa, exoenzima).

Gelatina Nutritiva

Fermentacion
de Manitol

Fermentacion de manitol
y crecimiento en un
medio de alta
concentracion salina.

Agar Manitol Salado
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Coagulacion de plasma

enterobacterias

Coagulasa por accion de la ]E’Iasma humano,  estéril
resco
coagulasa.
Rojo de metilo/ | Fermentacion acido g:{g?;gfgp Solucién de
y KOH 40%.
Nitrato Caldo nitratos
Reduccién de nitratos. Revelador: Reactivos de
reductasa .
Griess.
| Gebonilasas, Onp | Medio base e
Descarboxilasas . . descarboxilasas u otros
para diferenciar

medios como LIA o MIO.

Fuente: (MacFaddin, F., 2003.), (Tortora, et al., 2007, pp. 292 - 297)

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

2.2.5 Legislacion

2.2.5.1 Plan nacional del buen vivir

El presente proyecto propone como uno de sus enfoques principales a los elementos enmarcados

en el Objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir: “Garantizar los derechos de la naturaleza para

las actuales y futuras generaciones”.

Dentro de este objetivo se propone el reconocimiento de los derechos de la naturaleza, implicando

el respeto integral de su existencia, el mantenimiento y regeneracion de sus ciclos vitales vy, la

restauracion de la misma en caso de degradacion o contaminacién. Para lograr un cumplimiento

total de estos principios se establece una serie de politicas dentro de este margen, las cuales se

resumen en reduccion, prevencion, control y mitigacién de la contaminacion ambiental;

conservacion, uso sostenible de los recursos naturales, corresponsabilidad social, cambio de la

matriz productiva basada en los principios de bio-economia y la generacién de bioconocimiento

(Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo-Senplades, 2017).

2.2.5.2 Ley organica de recursos hidricos, usos y aprovechamiento del agua

Es este contexto, se hace énfasis en el apartado de DERECHOS DE LA NATURALEZA,

Capitulo 111 de la Ley organica de recursos hidricos, usos y aprovechamiento del agua; acogiendo

los lineamientos acordados en los Articulos 64, 65 y 66, los cuales abarcan reglamentos de

Conservacion, Gestion integrada y Restauracién y recuperacién del agua, respectivamente.

(Registro Oficial - Segundo Suplemento, 2014, pp. 16)
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2.2.5.2.1 Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico

En el Acuerdo Ministerial 028, Quito, viernes 13 de febrero de 2015, se realizé la actualizacion
del Libro VI del TULSMA, en el cual consta la Tabla 9 del Anexo 1 donde se establecen los
siguientes limites de descarga al sistema de alcantarillado publico (Tabla 2-5):

Tabla 2-5. Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico.

TABLA 9 Umiltes de descarga al slsterma de alcantarlllado pibllco

Pararetras Exprasado comg Unldad Umiite mdximo perealsible
Puoeftes y grasas Salubles en hexano g/l 70,0
Explozivas ainflamables. Sustanclas sl Carn
ki mercuris gl Mo detectable
uminic Al sl 5.0
Aursenicoo total AL sl 01
[Cadmilo cd sl 0,02
Clanurs total CH sl 1.0
als In | 10,3
Clore Active Cl s 0.5
Cloraforma Extracto carbon cloroformo gl 0.1
Cobalto total Co g/l 0.5
okbre Cu gl 1.0
Compuestos Fendlicos Exprazada como fenal gl 0.z
Compuestos orpancolerados Organocl oradaos totales gl 0,05
[_romo Hexavalente e g/l 0.5
ernanda Bioquimnlca de
Dixigeno |5df§sl‘ DED, gl 500
Permanda Quirmica de Oxigena Do gl 500,10
Dicloroetilena Diclorcetleno sl 1.0
“dsforo Total P sl 15,0
:;i:zr:;h uras Totzles de TP mel 0
Hierro total Fe g/l 25,0
fAanpanesa total Bn sl 10,0
fazrourio (total Hp g/l 0,01
Figuel i gl 2.0
Flitrdgeno Totzal Kjedahl M sl 60,0
[rgunofasforados Especies Totales | 01
Flata Ag s 0.5
Flormo Pk s 05
Fotencizl de hidrdgeno pH &9
Felenia e gl 0.5
it lidos Sedimentablas mil Sl 20,0
Edlides Suspendidos Totales gl 200
fislidos totales s 1000
i lfatos 50, rrgsl 400,00
b lfuros. 5 gl 1.0
lemperatura iC < di0,0

Fuente: (Texto Unificado de Legislacién Secundario, 2015)
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Metodologia de la Investigacion

3.1.1  Tipo de la Investigacion

La presente investigacion es de tipo Exploratoria — Descriptiva por la razon de que se trabaja con
una serie de datos obtenidos de la investigacion con el fin de especificar las caracteristicas
principales de comunidades bacterianas bajo analisis y se realiza un estudio independiente de cada
caracteristica, para describir como es o cdmo se manifiesta el fendmeno. Pese a que existen
estudios similares dentro del campo de ambientes contaminados con cromo, las caracteristicas y

factores a analizar en esta investigacion se enfocan en un ambiente diferente dentro del Ecuador.

3.1.2  Enfoque de la Investigacion

La presente investigacion se desarrolld conforme a un enfoque mixto (Hernandez — Sampieri, Fernandez
& Baptista, 2003, pp. 237), es decir que unifica las caracteristicas de los modelos cuantitativo y
cualitativo; debido a que al utilizar diferentes concentraciones del metal pesado se determinara
mediante observacion, la concentracion hasta la que la bacteria es capaz de crecer; pero también

sera posible conocer el nimero de colonias resultantes de cada ensayo.

3.1.3 Disefio de la investigacién

El disefio que caracteriza a la investigacion en cuestion, es el disefio Experimental debido a que
no solo se identifican las caracteristicas que se estudian, sino que se manipula la variable
independiente con el objetivo de observar los resultados de la variacion de las concentraciones de

metales pesados.
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3.2 Unidad de Andlisis

Agua residual generada en la empresa "CURTIEMBRE QUISAPINCHA", ubicada en la
parroquia San Antonio de Quisapincha del canton Ambato, provincia de Tungurahua, Ecuador.

3.3 Etapas de la investigacion

La presente investigacion se desarroll6 en cinco etapas que se detallan a continuacion.

3.3.1 Recoleccién de muestras

3.3.1.1 Area de procedencia de las muestras

La Parroquia San Antonio de Quisapincha se encuentra ubicada al suroccidente de la provincia
de Tungurahua, entre las coordenadas 1° 05'a 1° 20' de latitud Sur y 38° 37'y 78° 55' de longitud
Oeste, a 12 kildmetros de Ambato y a tres mil metros sobre el nivel del mar con una superficie de
119.9 Km? y una temperatura promedio de 12°C. Cuenta con 12 comunidades y una poblacion
total de 13.001 habitantes, su principal actividad econémica es la agricultura y actividades
pecuarias, por otro lado, es considerada como un sector altamente productivo y dedicado a la

confeccidn de todo tipo de productos de cuero (Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial, Quisapincha,
2011).

3.3.1.2 Muestreo

» Serealizd un reconocimiento de la Curtiembre Quisapincha con sus respectivos procesos, para
seleccionar los puntos de muestreo.

» Se recolectaron tres muestras de agua residual, numeradas y etiquetadas como se muestra en
la Tabla 3-1:

Tabla 3-1. Numeracion e identificacion de los puntos de muestreo.

Numero de
Fuente
muestra
M1 Agua residual estancada del canal de salida a la planta de
tratamiento desde los procesos de pelambre y curtido.
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Agua residual estancada del canal de salida a la planta de

M2 . .
tratamiento desde el proceso de curtido.

Agua residual estancada del lavado de los equipos de cada
proceso.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

M3

Las muestras para la caracterizacion fisico-quimica y bioldgica, fueron recolectadas de los puntos
seleccionados (Tabla 3-1), haciendo uso de envases de plastico estériles de 100 ml; cada muestra
fue recolectada en los recipientes previamente enjuagados 3 veces con el agua de las respectivas

muestras, luego colocados y transportados en un cooler.

3.3.2 Aislamiento

Para la seleccion y aislamiento de las colonias de bacterias a partir de las muestras del agua
residual de la curtiembre se utilizaron tres medios de cultivo distintos con un mismo tipo de agar

como base.

3.3.2.1 Medios de cultivo

El medio que se seleccion6 como agar base fue Plate Count Agar (PCA), el cual presenta una
composicion rica en nutrientes (ver Tabla 3-2), lo que hace posible un crecimiento sin

restricciones.

Tabla 3-2. Composicidn de Plate Count Agar (PCA)

Componente Cantidad (g/l)
Triptona 5,00
Extracto de levadura 2,50
Glucosa 1,00
Agar-agar 15,00
pH final:  7.0+0,2

Fuente: Allaert y Escola, 2002. pp. 156.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Con este medio base se prepararon tres medios diferentes:
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v' Medio PCA sin presion selectiva. EI medio inicial se prepard segin las indicaciones del
envase: 23,5 gramos de medio en 1 litro de agua destillada, estableciendo una relacion para la
preparacion del volumen total del medio; se llevo a ebullicién y se esteriliz durante 15 min a

121°C, para posteriormente ser distribuido en placas Petri.

v' Medio PCA + presion selectiva. (medio A): Este medio fue suplementado con una solucion
de dicromato de potasio (25 pg/ml) como agente de presion selectiva. Antes de adicionar la

solucién del metal, el medio fue esterilizado.

v' Medio PCA + presion selectiva (medio B): Para la preparacion de este medio se utiliz6 como
disolvente al efluente del proceso, esterilizado, filtrado y diluido en agua destilada (1:10). Con el

disolvente descrito se procedio a preparar el medio siguiendo las indicaciones del envase.

3.3.2.2 Siembra

Previamente a la siembra de las muestras, se realizé un ensayo de siembra en placas de PCA y
placas con presion selectiva, con el fin de tener una estimacion de la tasa poblacional microbiana
presente en cada muestra.

Con los resultados del ensayo previo, se procedié a realizar la siembra, siguiendo el protocolo que

se describe a continuacion:

- Se inocularon 10 pL de cada muestra sin dilucion 'y 25 pL de las muestras en diluciones
de 10 y 10, en los medios establecidos, mediante extension en placa con la ayuda de una
espatula de Drigalski.

- Las siembras se realizaron por triplicado y, posteriormente se dejaron incubar a 20 °C hasta
observar crecimiento.

- Al terminar el periodo de incubacion se realizé un conteo de las unidades formadoras de

colonias (UFC) presentes en cada caja.

3.3.2.3 Seleccion y aislamiento de las colonias

- Se procedid a la seleccion de al menos un representante de las colonias obtenidas en las
placas.

- Se seleccionaron clones que procedian de los medios A, By PCA sin presién selectiva; se
repicaron en placas con medio Ay medio B, previamente divididas en cuadrantes, y fueron

incubados a una temperatura de 20°C
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Se realizaron alrededor de cuatro repiques hasta lograr la estabilizacion del crecimiento de
los clones.

Una vez obtenidos los clones aislados, se realiz un reaislamiento de los mismos por la
técnica de agotamiento en superficie (Alarcon & Olivas, 2001, pp. 17, 18), utilizando placas de
medio PCA suplementado con Cr*® a una concentracion igual a la inicial (25 ppm), para
asegurar la adaptacion de los clones al medio de cultivo con presion selectiva.

Procedimiento:

v Se prepararon cajas Petri con medio PCA suplementado con 25 ppm de Cr*®.

AN

Se etiqueto cada placa con el nimero del clon y el medio del que provenian.

v" Dentro de la camara de bioseguridad, se tomé un inéculo de cada clon con un asa estéril

y se procedio a sembrarlo mediante agotamiento en superficie.

v" Se incubd por 24 horas a una temperatura de 20°C.

3.3.3

3.34

v" Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se procedi6 a tomar una colonia aislada de

la siembra de cada clon, con un palillo estéril y se sembr6 en los medios correspondientes

para su posterior caracterizacion.

Caracterizacion

Previo a la caracterizacién macroscopica, se aplico la técnica de Tincion diferencial de
Gram, la cual permite identificar grupos de bacterias seguin su coloracién en gramnegativas
0 grampositivas, y segin su morfologia microscopica en bacilos 0 cocos (Alarcén & Olivas,
2001, pp. 14, 15).

Sobre los clones aislados por agotamiento, se realizé una descripcién macroscopica de los
clones estabilizados en los medios A y B, mediante observacion de las siguientes
caracteristicas: forma, margen, elevacion y coloracion que exhiben en el medio que se han

desarrollado.

Evaluacion de la tolerancia a metales pesados (Cr, Pby Hg).

En esta etapa, los clones seleccionados y estabilizados, fueron sembrados en el medio PCA

suplementado con soluciones de metales pesados (Cr, Pb y Hg) a concentraciones crecientes (ver
Tabla 3-3).
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Las sales de metales utilizadas fueron: Dicromato de potasio (K.Cr,O7) para Cr*®, Sulfato de
plomo (PbSQ,) para Pb*?y Sulfato de mercurio (HgSO,) para Hg*2 Posterior a cada siembra, los

cultivos fueron incubados a una temperatura de 20°C hasta obtener crecimiento.

- Los clones se repicaron del medio en el que se los reaislo a los medios con metales, usando
palillos de madera esterilizados, sin regresar el palillo a la colonia original con el siguiente
orden: Hg, Cr y Pb de acuerdo al ensayo indicado; afiadiendo al final un control de PCA +
Cr*®a 25 ppm para comprobar que efectivamente se realizo la siembra de los clones en todos
los medios.

- Aquellos clones que lograron crecer en cada uno de los ensayos, fueron repicados
nuevamente a otro medio de mayor concentracion. El proceso se aplic6 sucesivamente hasta
obtener aquellos clones que presentaran mayor nivel de tolerancia a las diferentes
concentraciones de cada metal.

- El crecimiento de cada cultivo bacteriano se determind visualmente como positivo
(crecimiento) o negativo (sin crecimiento).

- Seutilizaron dos controles bacterianos no ambientales, con cepas ATCC aisladas de muestras
clinicas: Pseudomona aureoginosa ATCC9027 y Klebsiella neumoniae ATCC13883.

Tabla 3-3. Concentraciones evaluadas en cada ensayo de tolerancia a metales pesados.

Concentracion (ng/ml)
Metal

El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10

Hg 50 100 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800

Cr 50 100 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000

Pb 50 100 | 400 | 500 | 800 | 1200 | 1500 | 1800 | 2000 | 2100

E: ensayo.
Realizado por: NAVARRETE Vanessa, 2017.

- Una vez culminada la evaluacidn de tolerancia, se procedié a evaluar la tolerancia cruzada
en los metales evaluados. Para ello se tomaron los clones que crecieron hasta la
concentracién maxima de cada metal y se repicaron en medios suplementados con los otros
metales, para comprobar la tolerancia final. Aquellos clones evaluados por su tolerancia a
Hg, pasarian nuevamente a ser evaluados en Cr y Pb, y de la misma manera para aquellos

clones de Pb y Cr en los medios respectivos (Tabla 3-4).
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Tabla 3-4. Concentraciones de Pb, Cr y Hg aplicadas.

Clones Metales
Hg (pg/ml) Cr (ug/ml) Pb (ug/ml)
[500] [500]
Clones-Pb [600] [600]
[700] [800]
[500]
Clones-Cr [600] [1500]
[700] [1800]
[400] [1500]
Clones-Hg [500] [1800]

Realizado por: NAVARRETE Vanessa, 2017.

3.3.4.1 Evaluacion de la capacidad de crecimiento a 10°C, 20°C y 35°C

La temperatura establecida para los ensayos realizados fue de 20°C en base a la temperatura
tomada in situ en el area de muestreo y a previos ensayos de temperatura, en los que se definid la

temperatura apropiada a la que las colonias presentaban un crecimiento adecuado.

La temperatura promedio del &rea de muestreo es de 12°C a lo largo del afio, segun el Plan de
Desarrollo y Ordenamiento Territorial de la parroguia Quisapincha (2015), alcanzando incluso
temperaturas por debajo de los 12°C. Tomando en cuenta los datos expuestos, se realizaron
pruebas de temperatura con los clones aislados, con el fin de valorar la capacidad de crecimiento
frente a metales pesados (Pb, Hg, Cr) a temperaturas bajas, comparando su desarrollo con
controles en PCA sin presion de metal, hasta observar crecimiento. Ademas se los evalué en una
temperatura de 35°C para conocer si existe la presencia de microorganismos, dentro de los clones

aislados, con caracteristicas de patdgenos.

Los medios en los que se llevd a cabo estas evaluaciones fueron suplementados con
concentraciones de 1500 ppm para Pb y de 500 ppm para Hg y Cr, seleccionando a los clones
correspondientes a los medios con estas concentraciones; en las cuales se observé un

decrecimiento minimo de clones en los ensayos de tolerancia a metales pesados.
Las placas fueron incubadas a temperaturas de 35°C, 20°C y 10°C; realizando un analisis de

crecimiento cada 24 horas durante un periodo total de 96 horas, el cual se determind mediante la

medicion de los diametros de cada clon.
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3.3.5

Identificacion bioquimica

La identificacion de los clones aislados se realizd6 mediante una serie de pruebas bioquimicas

(medios diferenciales) que permitieron evaluar la expresién metabélica de los grupos bacterianos

(ver Tabla 3-5), consiguiendo diferenciarlos a nivel de género e incluso de especie (Baildn, Cervantes

& Cruz, 2003. pp. 35).

Tabla 3-5. Pruebas bioquimicas de identificacion

Pruebas Medio de cultivo Consistencia L
L . Fundamento . Inoculacion
Bioquimicas 0 Reactivos del medio
Tiras reactivas
. . . Inoculo
Prueba de impregnadas con | Presencia de Tiras .
. . . . . . impregnado  sobre
oxidasa oxidasa y reactivo | citocromo oxidasa. reactivas . .
una tira de oxidasa.
de Barry.
Inoculo  dispuesto
Prueba de Perdxido de Presencia de la | Peroxidode | sobre una gota de
catalasa hidrogeno al 3%. | enzima catalasa. hidrogeno. | H20; en
portaobjetos.
. Capacidad de usar - Estriado Unico en la
Prueba de Citrato de P . Solido en .. .
. . el citrato como | . superficie del pico
Citrato Simmons. pico de flauta
fuente de carbono. de flauta.
Produccion de -
Prueba de Semisolido .
. . H,S, Indol vy . Picadura en forma
movilidad, Medio SIM . vertical en .
deteccion de vertical.
sulfuro, Indol 1 tubos
movilidad.
Capacidad de .
L Agar Base para . P . . Estriado sobre la
Reaccion a la hidrolizar la urea Solido en .. .
ureasa ureay Urea al or accion de la | pico de flauta superficie del pico
40%. P P de flauta.
ureasa.
Prueba de . Fermentacion de . .
., Agar Hierro - Picadura y estria en
fermentacion ) , glucosa, lactosa Sélido en L.
Triple Azlcar L . la superficie del
de con produccion de | pico de flauta | .
) (TSD. pico de flauta.
carbohidratos gas y H,S
Fermentacion de
manitol .
Prueba de . . y Solido .
L Agar Manitol crecimiento en un . Estriado sobre la
fermentacion . dispensado .
. Salado. medio de alta . . | superficie del agar.
de Manitol - en cajas Petri
concentracion
salina.
Coagulacion  de Liquido
Prueba de la | Plasma humano, g ., q Inocular el plasma
L plasma por accion | vertical en
Coagulasa estéril fresco. con la muestra.
de la coagulasa. tubos
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Detectar el tipo de .
L Solido .
reaccion . Estriado sobre la
s dispensado L.
hemolitica del . . | superficie del agar.
. . en cajas Petri
microorganismo.

Agar Sangre (BA)
enriquecido con
sangre humana.

Identificacién
de hemolisis

Realizado por: NAVARRETE Vanessa, 2017.
Fuente: MacFaddin, 2003.

Antibiograma

Como procedimiento adicional se realizaron pruebas de sensibilidad o resistencia a antibiéticos
de los clones identificados mediante el método descrito por Sacsaquispe, R. & Velasquez, J. (2002.

pp.13-19):

- Se dispuso una suspension directa en caldo soya tripticasa (TSB), a partir del indculo de
los microorganismos (9 clones identificados) reaislados en agar Tripticasa de Soya (TSA);
fue necesario ajustar la concentracién celular a una densidad equivalente a 0,5 en la escala
de Mc. Farland, comparando los tubos de caldo inoculados con una suspension de sulfato
de bario que presenta esta densidad.

- Se procedio a la siembra de la suspensidn bacteriana en placas con Agar Mueller Hinton
con la ayuda de un hisopo estéril, se inocul6 en la superficie de las placas formando estrias
en tres direcciones para garantizar su distribucion uniforme y se dejé reposar de 3 a 5
minutos.

- Finalmente, se colocaron los discos de antibidticos individuales sobre la superficie del agar
utilizando una pinza estéril y presionando con su punta suavemente sobre cada disco para
fijar el contacto completo con la superficie del agar.

- Las cajas fueron selladas con cinta petrifilm e incubadas en posicion invertida a 20 °C,
después de un periodo de 24 horas se realizé la lectura de las placas y medicién del didmetro

de los halos de inhibicién.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

41 Recoleccion de las muestras

Las muestras seleccionadas para la investigacion fueron obtenidas de los efluentes de la empresa
Curtiembre Quisapincha, a partir del sistema de canales de la planta de tratamiento, provenientes
de los procesos de pelambre y curtido (Muestra 1), solo del proceso de curtido (Muestra 2) y agua
residual estancada del lavado de los equipos de cada proceso (Muestra 3), como se observa en la
Figura 4-1.

Figura 4-1 Identificacion de puntos de muestreo
Fuente: Navarrete Vanessa, 2017
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También se obtuvo una muestra del agua del bombo de madera o “fulon” utilizado en el proceso
de curtido, en donde se colocan las sales de cromo para transformar las pieles en cuero asegurando

su estabilidad quimica y biologica.

Figura 4-2 Bombo o “fulon” para curtido de pieles
Fuente: Navarrete Vanessa, 2017

4.1.1  Caracterizacion fisico-quimica y biologica de los efluentes

En la Tabla 4.1 se describen los resultados de los principales pardmetros analizados de los
efluentes de la empresa Curtiembre Quisapincha. Estos pardmetros pueden ser comparados con
los limites establecidos en el apartado Normas generales para descarga de efluentes al sistema
de alcantarillado de la Norma de Calidad Ambiental y de descarga de efluentes al recurso agua,

Anexo 1, Libro VI (Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente, 2015).

Tabla 4-1. Andlisis fisico-quimicos y biolégicos de las muestras de los efluentes de Curtiembre

Quisapincha.
Limite méximo
Parametro Muestral | Muestra2 | Muestra 3 permisible Tabla 9
(TULSMA)

Potencial hidrégeno (pH) 10.68 2.95 6.55 6-9
Demanda Bioquimica de

Oxigeno (5 dias) 680 mg/l 2160 mg/l 1080 mg/l 250 mg/l
(D)emanda Quimica  de | 4750 mg/l 1490 mg/l 1950 mg/l 500 mg/I

xigeno
Cromo hexavalente 1,34 mg/l 9,1 mg/l 3,5 mg/l 0,5 mg/l
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Plomo Ausencia Ausencia Ausencia 0,5 mg/l
Mercurio 4,3 mg/l 7,1 mg/l 2,8 mg/l 0,01 mg/l
Conductividad 17.6mS/cm | 19.1mS/cm | 14.8 mS/cm
Sales 10 4.7 8.6
Sélidos  disueltos totales

(TDS) 9.8 ¢/l 59/ 8 g/l

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Los resultados del analisis fisico-quimico y biol6gico del agua residual de la curtiembre (Tabla
4-1) muestran valores por encima de los limites establecidos para descargas al sistema de
alcantarillado publico y a cuerpos de agua dulce representado una potencial fuente de
contaminacion (Texto Unificado de Legislacion Secundario, 2015), sin embargo, es importante tener
presente que los efluentes analizados correspondian a agua residual sin un previo tratamiento; la
cual fue seleccionada dado que los altos niveles de contaminacion favorecen la presencia de

microorganismos resistentes a metales pesados.

Con relacion a los valores obtenidos de los analisis de metales plomo, cromo y mercurio (Tabla
4-1), se encontraron niveles elevados de cromo hexavalente y mercurio, lo que permite afirmar
que en las muestras de agua existe una presion selectiva que puede favorecer la seleccion de
bacterias resistentes a metales pesados, Cr y Hg en particular, como se ha reportado en estudios
de microrganismos aislados de efluentes de la industria curtidora, los cuales presentaron

resistencia a metales como Zn, Cu, Cr, Hg y Pb (Tamil et al., 2012).

4.2 Aislamiento de colonias

4.2.1. Siembray estimacion del nimero de UFC de las muestras

El ensayo para obtener un estimado inicial del nimero de colonias mostré un nimero incontable
de colonias en cada placa, con lo que se evidencié la presencia de un alto nimero de
microrganismos capaces de crecer en las condiciones seleccionadas, por lo que para los ensayos
de aislamiento se decidio realizar diluciones (10 y 10?) en cada muestra; de las cuales se
inocularon 25 pL en los tres medios e igualmente, 10 UL de cada muestra sin dilucion. Los

resultados se detallan en las Tablas 4-2, 4-3 y 4-4.
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Tabla 4-2. Estimacion del nimero de UFC de la muestra M1.

Muestra M1
Medios de cultivo
Dilucién PCA PCA+Cr25ppm | PCA + efluente liquido
(UFC/ml) (medio A) - UFC/mI (medio B) - UFC/ml

10" 3,60x10° 1,6 x10? 3,2x10°

10 1,20x10° 4,0 x10? 4,0x10?

SD 1,10x10° 2,0 x10? 7,0x10?
Promedio | 1,97x10° 7,33x10? 1,43x10°

“SD": Sin dilucion.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

En la Tabla 4-2 se observa una mayor cantidad de microorganismos en el medio PCA seguido
por el medio B, con lo que se presume que existe cierta preferencia de los microorganismos por
los componentes presentes en el medio B a diferencia del medio A, lo cual puede deberse a que

en el agua de la muestra M1 se encontr6 una baja concentracion de cromo (1,34 mg/l) con respecto

a las otras muestras.

Tabla 4-3. Estimacion del nimero de UFC de la muestra M2.

Muestra M2
Medios de cultivo
Dilucion PCA PCA + Cr*® 25 ppm PCA + efluente liquido
(UFC/ml) (medio A) - UFC/mI (medio B) - UFC/ml

10* 1,6x103 4,4x10° 0

102 1,2x103 4,0x10° 0

SD 1,0x103 1,2x103 2,0x10?
Promedio 1,27X103 3,2X103 6,67X:|.01

“SD: sin dilucién
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Los resultados expuestos en la Tabla 4-3 nos permiten apreciar un mayor nimero de UFC de la
muestra M2 en el medio A. Esta particularidad puede deberse a que la muestra corresponde al
efluente del curtido, proceso en donde se utilizan sales de cromo; y a la composicién fisico-
guimica del agua de la muestra (Tabla 4-1), que denota la presencia de una concentracion de 9,1
mg/I de Cr*®.

Los resultados obtenidos del conteo de UFC de la muestra M3 present6 una mayor cantidad de
UFC en el medio A (Tabla 4-4) al igual que se muestra en los resultados del conteo microbioldgico
de la muestra M2, lo cual permite asegurar una poblacidn bacteriana resistente a cromo en el agua

analizada, principalmente en las muestras M2 y M3.

38



Tabla 4-4. Estimacion del nimero de UFC de la muestra M3.

Muestra M3
Medios de cultivo
Dilucion PCA PCA + Cr*¢ 25 ppm | PCA + efluente liquido
(UFC/ml) | (medio A) - UFC/mlI (medio B) - UFC/ml

10? 5,23x10° 6,72x10° 3,12x10°

102 4,04x10* 9,04x10* 3,56x10*

SD 2,24x10° 2,15x10° 9,64 x10*
Promedio | 2,63x10° 3,26x10° 1,48x10°

“SD’: Sin dilucion.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Los recuentos bacterianos obtenidos presentaron diferentes tasas de crecimiento en funcion del
medio utilizado como se muestra en la Figura 4-3, atribuyendo dicha particularidad a la
procedencia del agua de cada muestra y entre otros factores a su respectiva composicion fisico-

quimica, en la que se observé niveles elevados de cromo y mercurio.
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Figura 4-3 Promedio del nimero de UFC de cada muestra en los 3 medios.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

El mayor crecimiento en los tres medios, se obtuvo en la muestra M3 como se observa en la Figura
4-3, lo cual puede deberse a que dicha muestra posee un pH cercano a neutro (6,33), condicion
que posiblemente favoreceria a una mayor presencia de microrganismos en esta muestra; mientras
que las muestras M1 y M2 presentaron un pH alcalino (10.68) y &cido (2.95) respectivamente,
con lo que se presume que esta condicion pudo haber restringido el nimero de microorganismos

en estas muestras. Es importante hacer notar que en el caso de las muestras M2 y M3 el mayor
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nivel de crecimiento fue observado para el medio suplementado con cromo (medio A), lo que

demuestra la presencia de bacterias en dichas muestras, dependientes de cromo.

A pesar de las diferencias de crecimiento descritas en cada caso, es posible afirmar la presencia
de bacterias que han desarrollado mecanismos de resistencia a metales pesados, en aguas
residuales de origen industrial contaminadas con metales, en este caso de una curtiembre.
Diversos autores reportan microorganismos aislados de este tipo de aguas, con los cuales se
evalué la capacidad de tolerancia a metales pesados (Tamil, et al., 2012), (Alam, et al., 2010), con lo que
fue posible asegurar las posteriores pruebas de tolerancia a metales pesados establecidas en el

presente estudio.

4.2.2. Seleccién y aislamiento de las colonias

De cada placa sembrada se procedi6 a la seleccién de al menos un representante de cada uno de
los tipos de colonias obtenidos, los cuales fueron repicados en placas de medio Ay B. De acuerdo
a esto se seleccionaron 96 colonias de las cuales, las 16 primeras corresponden a la muestra M1,
16 de la muestra M2 y 64 a la muestra M3 (Tabla 4-5) ya que de ésta Gltima se obtuvo un mayor

niimero de UFC en los tres medios.

Tabla 4-5. Identificacidn de las colonias seleccionadas para la caracterizacion.

Identificacion de las colonias seleccionadas
Medio B Medio A PCA
Muestra . . . : . Total
SD 10° 10° SD 10° 10° SD 100
M1 16| 7-8 9-12 13-16 16
M2 17-18 | 19-26 | 27-32 16
M3 --- | 33-46 | 47-56 57-70 | 71-86 87-96 64

“SD": Sin dilucion.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

- Se realizaron al menos 4 repiques consecutivos para lograr la adaptacion y estabilizacion del
crecimiento de los clones seleccionados.
- Posteriormente, se realiz6 un reaislamiento de los clones estabilizados utilizando placas de

medio PCA suplementado con Cr*® a una concentracion igual a la inicial (25 ppm).
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4.3 Caracterizacion macroscopica y microscopica

4.3.1 Tincion Gram

Mediante la técnica de Tincién de Gram fue posible identificar la morfologia microscopica de los
clones aislados y su comportamiento ante esta tincion diferencial. Los resultados representados
en la Figura 4-4 revelan que el 62% de clones aislados corresponden al grupo de bacterias
grampositivas, mientras que el 38% al grupo de bacterias gramnegativas.

Diversos autores han reportado bacterias aisladas de efluentes de curtiembres pertenecientes tanto
al grupo de Gram positivos como de Gram negativos, con las cuales se han trabajado en una serie
de investigaciones relacionadas con resistencia a metales pesados y reduccion de cromo
hexavalente (Mullick, Urmi, 2012, pp. 30-40) (Alexander, M. 1999, pp. 378); otorgando coherencia a los

resultados obtenidos.

m Grampositivos

Gramnegativos

Figura 4-4 Porcentaje de clones bacterianos Grampositivos y Gramnegativos.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Una vez analizadas las caracteristicas microscopicas, fue necesario la seleccion de clones que en
base a los resultados de la tincion de Gram presentaran un solo grupo de bacterias en la misma
colonia; de los cuales resultaron 66 clones procedentes de los medios Ay B, mismos que fueron
sometidos a posteriores caracterizaciones macroscopicas y pruebas de tolerancia a metales

pesados.
4.3.2 Caracterizacién de la morfologia macroscoépica de los clones aislados.
La evaluacion de la caracterizacion macroscopica se la realiz6 a los clones aislados y

estabilizados, en base a las caracteristicas morfoldgicas que presentaron en los medios que fueron
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aislados, de modo que se observaron minimas variaciones para cada una de las morfologias

analizadas.

4.3.3.1 Forma

Las formas caracteristicas de los clones aislados se detallan en la Figura 4-5. Se encontr6 un
mayor porcentaje de clones con morfologia circular tanto en el medio A (45,5%) como el medio
B (36,4%). Los clones con formas irregular y filamentosa se presentan en igual cantidad en el
medio A, con un 20,5% para ambas; mientras que en el medio B los clones con apariencia
filamentosa representan un 11,3% mas que aquellos de forma irregular. Los resultados

correspondientes a esta caracteristica denotan una relacion entre la forma de los clones y el tipo

de medio.
50% 45,5%
45%
S 40% 36,4%
3 35% 29,5%
2 30%
2, 25% 20,5% 20,5% 18.2%
£ 20% 13.6% €70 15,9%
8 15%
S 10%
5%
0%
Medio A Medio B
Forma de la Colonia
Circular = Irregular Fusiforme m Filamentosa
Figura 4-5 Porcentaje de clones bacterianos que presentan un tipo de forma.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017
4.3.3.2 Borde

El borde de los clones analizados mostraron 4 tipos (Figura 4-6), con una predominancia del
43,2% de borde entero para los clones en el medio A; en tanto que en el medio B predomina el
borde rizado con un 47,7% Yy solo un 11,4% para clones de borde entero, lo que podria
interpretarse como un rasgo de adaptacién de los clones a dicho medio debido posiblemente a

cierta particularidad en sus componentes que permite un desarrollo invasivo de los clones.

También se observaron bordes de tipo ondulado y lobulado en el medio A, con un 20,5% vy 9,1%

respectivamente, mientras que para clones del medio B se obtuvo un 25% de clones con borde
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ondulado y un 15,9% con borde lobulado, presentandose ain un mayor porcentaje de clones con

bordes diferentes al entero en este medio.
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Figura 4-6. Porcentaje de clones bacterianos que presentan un tipo de

borde.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

4.3.3.3 Elevacion

Los resultados del analisis de la elevacion de los clones bacterianos presentaron variados tipos
de elevacion en ambos medios, siendo las mas expresadas para ambos casos la elevacion convexa
y la elevacion plana, sin embargo, es posible notar cierta similitud entre los clones de los dos
medios como se representa en la Figura 4-7, por lo que es posible que en este caso la composicién
de los medios no interfiriera en el desarrollo del tipo de elevacién de los clones como en los

anteriores casos con respecto a forma y borde.
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Figura 4-7 Porcentaje de clones bacterianos que presentan un tipo de

elevacion.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017
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4.3.3.4 Color

El analisis de la coloracion que expresaron los clones en los medios utilizados revel6 variaciones
en cada caso como se representa en la Figura 4-8. Se observo un color blanco predominante en
los clones repicados en el medio A con un 61,4% en relacion a la predominancia del color
crema/beige expresada en los clones del medio B, con un 52,3%.

Tanto en el medio A como en el medio B se obtuvieron 3 tipos de coloraciones: blanco, crema y
marfil; sin embargo, se encontr6 una variacion de color expresada en un pequefio porcentaje de
clones del medio B correspondiente a un rosa palido, lo cual puede deberse a la influencia de la

composicion del medio en el que se desarrollaron.
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Figura 4-8 Porcentaje de clones bacterianos que presentan diferentes colores.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

4.4 Pruebas de tolerancia a metales pesados.

La evaluacion de tolerancia a cromo (KzCr20y7), mercurio (HgSO4) y plomo (PbSO.) permitié
observar niveles de tolerancia diferentes para cada metal, dependiendo de las concentraciones de
cada metal a las que fueron sometidos los clones aislados, los cuales fueron incubados a 20°C en
un rango de tiempo entre 1 y 5 dias. El crecimiento relativo de los clones se expresé como
porcentaje de los obtenidos en el control inicial de PCA+Cr*® a 25 ppm el cual se tomé como
100%.
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443 Tolerancia a cromo

Los ensayos para determinar la tolerancia a cromo hexavalente de los clones aislados se realizaron
en medios con concentraciones crecientes del metal. Los resultados detallados del progreso que
presentaron los clones aislados se muestran en la Tabla 4-6.

La mayoria de los clones mostraron un buen desarrollo entre 24 y 48 horas hasta el ensayo E3;
sin embargo, al incrementar las concentraciones del metal en el medio se increment6 también el
tiempo necesario para que los clones sobrevivientes presentaran crecimiento, es decir a partir del
ensayo E4 fue necesario un intervalo de hasta 120 horas para observar crecimiento, haciéndose
notar que a partir de este ensayo la capacidad de crecimiento disminuyo significativamente; como
se observa en la Figura 4-9.

Clones en E2 Clones en E4 Clones en E5 Clones en E6

Figura 4-9 Desarrollo de los clones bacterianos en los ensayos de tolerancia a cromo.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Tabla 4-6. Ensayos de tolerancia a cromo.

Concentracion de Cromo de cada ensayo (pg/mL)
Clon |E1| E2 | E3 | E4 | E5 | E6 | E7 | ES8 E9
50 | 100 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
1 ++ | ++ + + -
2 ++ | ++ ++ + + -
3 ++ | ++ + + -
4 ++ | ++ | ++ + -
5 ++ |+ -
6 ++ | ++ + + -
7 + -
8 ++ |+ -
9 + -
10 | ++ | + -
11 ++ | ++ | ++ + + -
12 ++ | ++ | ++ + + -
13 + + -
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14 ++ | ++ ++ ++ + -
15 ++ | ++ + + -

16 | + | -

17 ++ | ++ + + -

18 ++ | ++ ++ + + -
19 ++ + + -

20 ++ + -

21 ++ | ++ ++ + + -
22 ++ + + -

23 ++ + + -

24 ++ + + -

25 ++ + -

26 ++ | ++ ++ + + -
27 ++ | ++ ++ ++ + -
28 ++ | ++ ++ ++ ++ ++
29 ++ | ++ ++ + -

30 ++ | ++ ++ + -

31 ++ | ++ + + -

32 ++ + -

33 ++ | ++ ++ + + -
35 ++ + + -

36 ++ + + -

37 ++ | ++ + + -

38 ++ | ++ + -

39 ++ | ++ + + -

40 ++ | ++ + + -

41 ++ + + -

42 ++ | ++ + + -

43 ++ | ++ ++ -

44 ++ | ++ ++ + + -
45 ++ | ++ ++ + + -
47 ++ | ++ + + -

48 | + [ -

49 ++ | ++ + -

50 ++ | ++ ++ ++ + -
51 ++ | ++ + -

52 ++ | ++ + -

53 ++ | ++ ++ ++ + -
54 ++ | ++ ++ ++ + +
58 ++ | ++ ++ + + -
59 ++ | ++ + -

60 ++ | ++ + -

62 ++ + + -

63 ++ | ++ ++ + -

64 + + + + + -
65 ++ | ++ ++ ++ + -
66 ++ + -

67 ++ + -

68 ++ | ++ + -

70 ++ | ++ ++ ++ + -
71 ++ | ++ ++ + + -
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72 ++ | ++ + -
73 ++ | ++ ++ ++ + -
CONTROLES
*P.oa | ++ | ++ + -
*K.n | ++ + -

"E": ensayo. "++": buen crecimiento. "+": crecimiento. "-": sin crecimiento. *P. a: Pseudomona
aureoginosa. *K. n: Klebsiella neumoniae. Celdas en blanco: ensayos en los que no se realizo
repique de los clones.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Los resultados obtenidos para los ensayos de tolerancia a cromo en los clones mostraron una
ligera disminucion del desarrollo de éstos, desde la concentracion de 100 pg/ml de cromo,
presentando un efecto inhibitorio significativo a partir de una concentracion de 400 pg/ml del
metal hasta llegar a la mortalidad del 97% en la concentracion de 800 pg/ml. Sin embargo, el
1,5% que corresponde al clon 28 (Tabla 4-6), logré una tolerancia de hasta 900 pg/ml del metal,

como se muestra en la Figura 4-10.
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Figura 4-10 Perfil de tolerancia de los clones en presencia de cromo
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Los resultados obtenidos de los ensayos de tolerancia a cromo, tienen concordancia con lo
reportado por Sankar et, al. (2011) quienes aislaron bacterias de efluentes de curtiembres, las cuales
presentaron tolerancia a altos niveles de cromato; especificamente a concentraciones de cromo

hexavalente de mas de 400 pg/ml.

La evaluacion de los clones aislados en medios suplementados con diferentes concentraciones de

Cr*® mostré una aclimatacion al entorno alterado; sin embargo, hay costos asociados con estas

adaptaciones, observandose que el porcentaje de crecimiento de la poblacion bacteriana
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disminuye notablemente. El grado al cual un organismo es capaz de adaptarse es probablemente
atribuible a su plasticidad fenotipica o la flexibilidad del organismo para alterar ciertos rasgos
dentro de él. La tolerancia al Cr, segun lo describen Gutiérrez & Cervantes (2008, pp.21-36), €S
principalmente un resultado secundario del metabolismo debido a la incorporacion de cromatos
por medio del transportador de sulfatos, mecanismo mediado por un sistema de transportadores
como permeasas o incluso proteinas especificas como la ChrA; la asociacién del metal con
componentes de la superficie microbiana o la reduccién enzimatica de metales pesados dentro del

citoplasma.

444 Tolerancia a mercurio

Los resultados de los ensayos para determinar la tolerancia a mercurio (Hg'®) de los

microorganismos aislados se detallan en Tabla 4-7.

La evaluacion del crecimiento de los clones mostré un buen desarrollo entre 24 y 48 horas en los
ensayos E1, E2 y E3; no obstante, al incrementar las concentraciones del metal en el medio, se
incrementd a la vez el tiempo necesario para que los clones restantes lograsen crecer, es decir que

a partir del ensayo E4 se necesitaron de hasta 120 horas para observar en su crecimiento.

Tabla 4-7. Ensayos de tolerancia a mercurio.

Concentracion de Hg (ng/ml)
Clon El E2 E3 E4 E5 E6 E7
50 100 400 500 600 700 800
1 ++ + -
2 + + -
3 ++ ++ + + -
4 ++ + ++ ++ + -
5 ++ ++ -
6 ++ ++ ++ + + -
7 ++ + -
8 + -
9 + -
10 ++ ++ -
11 ++ + -
12 ++ + -
13 + + -
14 ++ + -
15 ++ + -
16 ++ ++ ++ ++ + -
17 ++ ++ + -
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18 + -

19 ++ ++ ++ + +
20 ++ ++ ++ ++ +
21 + + -

22 ++ ++ ++ ++ +
23 ++ ++ ++ ++ +
24 ++ ++ ++ + +
25 + -

26 ++ ++ ++ ++ +
27 ++ ++ ++ + +
28 ++ ++ + + -
29 ++ ++ ++ ++ +
30 ++ ++ ++ ++ +
31 ++ ++ ++ + +
32 ++ + -

33 ++ ++ ++ + +
35 + -

36 + + -

37 ++ -

38 + + -

39 ++ ++ ++ + +
40 ++ ++ ++ + -
41 ++ ++ + + -
42 ++ ++ ++ ++ +
43 ++ ++ ++ + +
44 ++ ++ ++ ++ +
45 ++ ++ ++ + +
47 ++ ++ + + -
48 + -

49 + -

50 ++ ++ ++ ++ +
51 ++ ++ ++ ++ +
52 ++ ++ ++ ++ ++
53 + -

54 ++ ++ ++ + +
58 ++ + -

59 ++ ++ ++ ++ +
60 ++ ++ ++ + +
62 + -

63 + + -

64 + + -

65 + -

66 + -

67 + -

68 + + -

70 ++ ++ ++ ++ ++
71 ++ ++ ++ + +
72 ++ ++ ++ + +
73 ++ ++ ++ + +

CONTROLES
*P.a | ++ + |+ | - ]
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* -
Kn [ =+ | + | - [ [ | | |
"E": ensayo. "++": buen crecimiento. "+": crecimiento. - sin crecimiento. *P. a: Pseudomona aureoginosa.
*K. n: Klebsiella neumoniae. Celdas en blanco: ensayos en los que no se realizo repique de los clones.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

En los ensayos de tolerancia realizados para mercurio se observo un declive en el desarrollo de
los clones a partir de la concentracion de 100 pg/ml (ensayo 2) con un 20% menos de los clones,
hasta alcanzar su mortalidad absoluta en 800 pg/ml del metal (Figura 4-12).

La concentracion de mercurio a la que se observé una tolerancia bacteriana final fue la menor en
comparacion al limite de tolerancia en los demas metales analizados; sin embargo, del total de los
clones analizados, la mitad de éstos (2%) expresaron una tolerancia hasta 500 pg/ml de Hg y se
obtuvo un 5%, que corresponde a los clones 22, 52 'y 70 (Tabla 4-7), con capacidad de sobrevivir

hasta los 700 pg/ml de mercurio como se observa en la Figura 4-11.
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Figura 4-11 Perfil de tolerancia de los clones en presencia de mercurio
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

El rango de tolerancia alcanzado por los clones en mercurio corresponde a concentraciones de 50
a 700 pg/mL, lo que permite confirmar una mejor adaptacion de los microorganismos de la
presente investigacién en comparacion a resultados obtenidos en investigaciones similares con
porcentajes minimos de microorganismos con capacidad de tolerancia a mercurio. Rahman &
Singh (2016) informan sobre aislados bacterianos con una tolerancia a Hg hasta 100 mg/L y
Acevedo & Severiche (2013) aislaron bacterias ambientales que presentaron tolerancia a di-

bromo-mercurio en concentraciones de 10 a 180 ppm.
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La capacidad de tolerancia que expresan los clones analizados en mercurio, es probablemente
atribuible a la elevada presencia de este metal en el agua evaluada ya que se han estudiado
comunidades microbianas que se aclimatan a Hg™ induciendo una modificacion de su
composicion fenotipica y genética; conjuntamente la tolerancia a Hg*™ en microorganismos
adaptados varia en respuesta a diferentes concentraciones del metal al que han sido expuestos y
al ambiente en el que se encuentra (Rahman & Singh, 2016, pp.1-2). ES posible que las condiciones a
las que fueron expuestos los clones en los aislamientos iniciales lograran el desarrollo de un grupo
de bacterias con caracteristicas particulares de tolerancia a metales pesados entre la poblacion

microbiana del ecosistema.

Estudios muestran que la capacidad de resistencia a metales pesados esta mediada por una serie
de mecanismos que dependen del tipo de microorganismo y de la manera en la que reacciona ante
la alteracion de su medio, se describen estrategias tales como la exclusion mediante una barrera
de permeabilidad, secuestro intracelular y extracelular, una reduccion en la sensibilidad de los
organelos celulares dirigidos a los iones metalicos, métodos enzimaticos y mecanismos de

reduccién en conjunto con elementos de transporte activo (Mullick Urmi, 2012, pp.40).

Uno de los mecanismos adaptativos que se presume muestran algunos de los clones en analisis,
puede ser justificado por ciertos tonos marrones y grises que adquirieron en los primeros ensayos
y que gradualmente fueron desapareciendo a medida que se incrementaba la concentracion
(Figura 4-12), lo que sugiere que estos cambios de coloracidon podrian estar asociados con la
bioacumulacién del metal en la célula mediante la accion de proteinas que facilitan el paso del
ion (Hg™) hasta el citoplasma (Castillo F., 2005, pp. 221-224), en donde puede ser reducido a Hg® y

volatilizado por accion de enzimas citoplasmaticas (Beltran & Gémez, 2016, pp. 175).

Clones en E3 Clones en E4 Clones en E5 Clones en E6

Figura 4-12 Coloracion observada en los clones crecidos en presencia de Hg
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017
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445 Tolerancia a plomo

Los resultados de los ensayos para determinar la capacidad de tolerancia a plomo (Pb*?) se
detallan en la Tabla 4-8.

La frecuencia con la que se realizaba cada ensayo dependia del crecimiento que presentaban la
mayoria de clones sobrevivientes, los cuales mostraron un buen desarrollo entre 24 a 48 horas
hasta el ensayo E6; no obstante, al incrementar las concentraciones del metal en el medio se
incrementé también el tiempo necesario para que los clones que aun toleraban el metal
adquiriesen un tamafio representativo como para poder ser repicados en la concentracion
siguiente, por lo que a partir del ensayo E7 fue preciso esperar un intervalo de hasta 120 horas

para observar crecimiento.

Tabla 4-8. Ensayos de tolerancia a plomo.

Concentracion de Pb (ng/mL)
Clon | E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6 E7 ES8 E9 | E10
50 | 100 | 400 | 500 | 800 | 1200 | 1500 | 1800 | 2000 | 2100

1 ++ | | | | |+ + -

2 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -

3 ++ | | | | |+t + -

4 ++ | | | A |+ + + -

5 ++ | | | | |+t + -

6 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -

7 ++ | | | | |+t + -

8 ++ ++ ++ | ++ + -

9 ++ + -

10 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -

11 ++ | | | |+ + + -

12 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -

13 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -

14 ++ | | | A |+ + + -

15 ++ | | | | |+ ++ + -

16 ++ | | | | |+ + -

17 ++ | | | | |+ + -

18 ++ | | | |+ + + -

19 ++ | | | | |+ + -

20 ++ | | | | |+ + -

21 ++ | | | | |+ + -

22 ++ | | | | |+ + -

23 ++ | | | | |+ ++ ++ + -
24 ++ | | | | |+ + -

25 ++ | | | | |+ + -

26 ++ | | | |+ + + -

27 ++ | | | | |+ + -
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28 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
29 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
30 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
31 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
32 ++ ++ ++ ++ | ++ ++ + -
33 ++ ++ ++ ++ | ++ ++ ++ -
35 ++ ++ ++ ++ | ++ ++ ++ ++ + -
36 ++ ++ ++ ++ | ++ ++ + -
37 ++ ++ ++ ++ | ++ ++ + -
38 ++ ++ ++ ++ | ++ + + -
39 ++ ++ ++ ++ | ++ + + -
40 ++ ++ ++ ++ | ++ + + -
41 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
42 ++ ++ ++ ++ | ++ + + -
43 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
44 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
45 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
47 ++ ++ + -
48 ++ + -
49 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
50 ++ ++ ++ ++ | ++ + + -
51 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + + -
52 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
53 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
54 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ ++ ++ + -
58 ++ + + -
59 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
60 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
62 ++ ++ ++ | ++ -
63 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
64 ++ ++ ++ | ++ | ++ + + -
65 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + + -
66 ++ + -
67 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ ++ + -
68 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ ++ ++ + -
70 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ + -
71 ++ ++ ++ | ++ | ++ ++ ++ ++ + -
72 ++ ++ ++ | ++ | ++ + +
73 ++ ++ ++ | ++ -
CONTROLES
*K.n ++ ++ + + -
*P.a | ++ ++ ++ | ++ + -

"E": ensayo. "++": buen crecimiento. "+": crecimiento. "-": sin crecimiento. *P. a: Pseudomona
aureoginosa. *K. n: Klebsiella neumoniae. Celdas en blanco: ensayos en los que no se realizd
repique de los clones.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

En el desarrollo de estos ensayos, se observé un efecto negativo muy bajo sobre la poblacion de
clones desde la menor concentracién en el ensayo E1, hasta una concentracion de 1500 pg/ml de

plomo (ensayo E7) en la que se mantuvo el 89% de los clones con vida (Figura 4-14), a partir de
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esta concentracion se observa una notable inhibicion en el crecimiento de los microorganismos,
hasta alcanzar la mortalidad absoluta en 2100 pg/ml del metal. El limite de tolerancia alcanzada
fue de 2000 pg/ml en Pb con un crecimiento sélo de los clones 23, 35, 54, 68 y 71 (Tabla 4-8),
los cuales representan el 8% del total de los clones (Figura 4-13).

120%
100% | 100%
95%

., 100% 92%|191% | [899%6| [g9os
[¢5)
5
o 80%
[¢5)
©
o 60%
2 .
£ Tolerancia
S 40% aPb
DS_ 14%

20% 8%

0%
0%
0 50 100 400 500 800 1200 1500 1800 2000 2100

Concentracion de Pb (pg/ml)

Figura 4-13 Perfil de tolerancia de los clones en presencia de plomo
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Los clones analizados exhibieron un limite de tolerancia de 2000 pug/mL en Pb*? (Figura 4-13)
comportamiento que se asemeja a lo reportado por Soto et al. (2016), quienes lograron aislados
ambientales capaces de resistir concentraciones de hasta 1200 mg/L de Pb*?, y por Marzan L. et

al. (2016), los cuales informaron una resistencia bacteriana contra Pb entre 1800 y 1900 pg/ml.

Se han identificado numerosas formas de transformar los metales mediadas por microbios,
muchas de las cuales pueden inmovilizar o movilizar metales en el ambiente, transformaciones
gue a menudo son el resultado del desarrollo de diferentes mecanismos de resistencia que
dependen del metal al que se enfrenta el microorganismo (Pandey S. et al., 2013, pp. 13,14). Una de las
formas de reducir la biodisponibilidad de metales pesados como plomo, descrita por Maier et al.
(2009), es mediante la unidn con exopolimeros (precipitacion extracelular), lo que permiten la
inmovilizacion y adsorcion del metal en la superficie de la célula; mecanismo que ciertos clones
de la presente investigacion pudieron haber desarrollado para lograr su adaptacion al medio. Por
otro lado, no se descarta la posibilidad de una bicacumulacion del metal en bajas concentraciones
en el interior del citoplasma por accién de proteinas especializadas como las fitoguelatinas y

metalotioneinas (Beltran & Gomez, 2016, pp. 175) lo cual se evidencia por el cambio en la coloracién

54



de algunos clones, fenébmeno que se describid para los clones en los ensayos con mercurio. No
obstante, al igual que sucedio6 con los clones en dichos ensayos, la coloracién marron y grisacea
fueron desapareciendo gradualmente a medida que la concentracion exterior se incrementaba
como se observa en la Figura 4-14. Sin embargo, la toxicidad de metales pesados, resulta en la
desnaturalizacion e inactivacion de las enzimas, en la alteracion de los organulos celulares y en
algunos casos, la desintegracion de la membrana, por lo que puede existir un presunto bloqueo
del microrganismo frente al ion metalico al estar expuesto a concentraciones externas que resultan

toxicas o incluso una saturacion del metal en la célula (Mullick Urmi, 2012, pp. 30-31).

e y

Clones en E5 Clones en E8

Figura 4-14 Coloracién observada en los clones crecidos en presencia de Pb
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

4.4.6 Multiresistencia a metales pesados

Los niveles de tolerancia que registraron los clones analizados en los metales ensayados se
determinaron en relacion al metal al que fueron expuestos, obteniéndose representantes para cada

metal en sus concentraciones maximas.

La evaluacion de estos clones mostrd multiresistencia en algunos de ellos, haciéndose notar
aquellos que resultaron de las concentraciones maximas en los ensayos previo de tolerancia a
metales pesados. El clon 28 logro resistir al rango de concentraciones de 50-900 pg/ml en Cr; el
cual al exponer nuevamente plomo y mercurio presentd una tolerancia de hasta 700 pg/ml en Hg
y 1500 pg/ml en Pb. De igual manera se procedid para las cepas bacterianas de Pb que
corresponden a los clones 23, 35, 54, 68 y 71, los cuales fueron repicados en un rango de 500-

700 pg/ml en Hg y de 500-800 pg/ml en Cr obteniéndose diferentes respuestas de cada clon para
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estos ensayos; comportamiento que se repite en los ensayos para los clones obtenidos de Hg, los
cuales fueron sometidos a concentraciones en rangos de 1500-1800 pg/ml de Pb y de 400-500
po/ml de Cr; entre los cuales se resalta la multiresistencia marcada de los clones 54-Pb, 68-Pb,
71-Pb, 28-Cr, 22-Hg y 70-Hg por la tolerancia que presentaron ante las concentraciones evaluadas
en este ensayo. El desarrollo de los clones evaluados se detalla en la Tabla 4-9.

Tabla 4-9. Limite de tolerancia a Pb, Cry Hg en clones obtenidos.

Clones-Pb
Hg (ug/ml Cr (ug/ml)
Metales I"Ts00] | [600] | [700] | [500] | [600] | [800]
23 + - -
35 -
54 + - * -
68 | 4+ S e
LS I A I -
Clones-Cr
Hg (ug/ml Pb (pg/ml)
Metales [500] | [600] |[700]| [1500] [1800]
28 + * - i -
Clones-H
Cr (ug/ml) Pb (pg/ml)
Metales [400] [500] [1500] [1800]
22 ¥ - ki !
52 - b u
70 + . s -

“+70,1-0.3cm. "++7: 0,4 — 06 cm. "-": sin crecimiento.
Celdas en blanco: ensayos en los que no se realizé repique

de los clones.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Los resultados obtenidos para el crecimiento de los aislados bacterianos en los diferentes
evaluados mostraron un mejor nivel de adaptacion a medios suplementados con Pb, seguidos por
Cr y finalmente el Hg; segun lo descrito por Banjerdkij et al. (2003), la mayoria de los
microorganismos tienen una propiedad inherente de resistencia a metales, sin embargo, muchos
de ellos han desarrollado este rasgo debido a su exposicion a metales pesados en ambientes
contaminados con éstos, siendo entre otras razones, uno de los mecanismos de adaptacién en los
clones aislados para los casos de tolerancia a cromo y mercurio del presente estudio. A pesar de
no existir trazas de plomo en el agua residual analizada, los clones muestran aclimatacién a este
metal, lo que posiblemente se debe a que el plomo no influye directamente con ciertas funciones
bioldgicas del desarrollo celular, en adicién, es importante tener presente que las bacterias
resistentes a un metal en particular pueden adquirir resistencia a otros metales pesados (De Souza

et al., 2006). Resultados reportados por otros autores para la resistencia al Pb en aislados bacterianos
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del Ecuador, muestran al igual que en este estudio, que este metal posee el menor efecto toxico
sobre la microbiota (Rodriguez L. 2017), lo que nos hace suponer que este hallazgo puede deberse a
que en el ambiente existe la presencia de Pb o de algin factor que induciria a la seleccion de
bacterias capaces de tolerar altas concentraciones de este metal.

Ciertamente, las bacterias han desarrollado una variedad de mecanismos de resistencia para
contrarrestar el estrés generado por el metal pesado, algunos estan mediados por la informacion
genética transportada en plasmidos y tienden a ser especificos para un metal en particular, sin
embargo otros mecanismos son generales y confieren resistencia a una variedad de metales (Alam
etal., 2011), como los que se presume que han desarrollado los clones de la presente investigacion;
en este sentido, la habilidad de resistencia a metales pesados que presentan los clones aislados es
significativo para posteriores estudios de tratamientos de aguas residuales y procesos de
biorremediacion o recuperacion de metales.

4.4.7 Evaluacion_de la capacidad de crecimiento a 10°C, 20°C y 35°C

Serealizaron pruebas para evaluar el crecimiento de los clones aislados a diferentes temperaturas,
con el fin de determinar la capacidad de adaptacion que presentan frente a los metales evaluados
anteriormente (Pb, Hg, Cr). Se realizaron controles en PCA sin metal, en un rango de tiempo de
24 a 96 horas.

Se trabajo con algunos de los clones que lograron crecer en los medios suplementados con
concentraciones de 1500 ppm de Pb y de 500 ppm de Hg y Cr en los ensayos de tolerancia a
metales pesados, concentraciones con las que se realizé esta evaluacion (Tabla 4-10). Se remarca
el comportamiento que presentaron los clones resultantes de las concentraciones maximas

correspondientes a cada metal como se observa en la Tabla 4-10.

Tabla 4-10. Capacidad de crecimiento a 10°C, 20°C y 35°C, en medios con metales y en medio
PCA.

PRUEBAS DE TEMPERATURA
3 TIEMPO 24H 48 H 72H 96 H
|_
Ll
= TEMPERATURA 10°C | 20°C | 35°C| 10°C | 20°C | 35°C | 10°C | 20°C | 35°C | 10°C | 20°C | 35°C
Cr [500] 28 +/- +- | - | +- +- | +- +/- + +/- + +H+ |+t
Cr PCA 28 +/- + +/- +/- ++ + + ++ ++ ++ | |
Cr [500] 39 - - - - - - - +H- | +- - +- | +-
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PCA 39 - +- | +- - - - - + + - + +
Cr [500] 64 - +H- - - - +/- - - + - g +
PCA 64 - - - +/- - - + = = + o -
Hg [500] 23 - +- - = + - A o |+ e
PCA 23 +/- + + +/- + ++ + ++ ++ ++ |+ At
Hg [500] 24 . . . . +- | +- - +H- | +- . - +-
PCA oa | - |+ +-| - w- | - | -+
Hg [500] 26 - - - +- - - H- - - + + g
PCA 26 - +- - | - A + + -
Hg [500] 50 - - +- - +- - - H- - - + +
PCA 50 - SR R A R I L + +
Hg Hg [500] 52 - +  t- = + | - = ++ + - 4+
PCA 52 +/- + + +/- + ++ + ++ ++ ++ | At
Hopool | 70 | - - - |+ - - [« - - [+ + -
PCA 70 - H- - -+ s + |
Hg [500] 71 - - - +- = = - - | - + + +
PCA 71 - - +- | - - - - - -+ + +
Hg [500] 73 - - - - - - - - = = s +/-
PCA 73 - +/- - - +/- - - +/- - - +- -
Pb [1500] 3 +- +- | - + +- | +- + +- - + + +
PCA 3 H-o 4 H- 4 o+ + o+ |
Pb[1500] | 15 +/- - A A A A s 5 +
PCA 15 +- + | H- + ++ |+ + e [ i
Pb [1500] 23 = - - - +/- - - +/- +/- _ + +
PCA 23 - + +- - ++ + +/- ++ ++ + +++ e+
Pb [1500] 30 - -+ + + +/- + + + + ++ ++
PCA 30 +/- + +/- + ++ + + ++ ++ ++
Pb [1500] 54 - +/- - - - A | A - A + + ++
PCA 54 - + +/- + ++ ++ + ++ ++ ++
Pb [1500] 33 H- oy - A + + +/- + + + ++ |+
PCA 33 - A - 4 + + e = e = TR = S s
Fb Pb [1500] | 35 - +- - - +H- - H- o+ H- |+ + +
PCA 35 H- 4 - | - + + + e S [
Pb [1500] 62 - +/- - - - - - - 4 + + +
PCA 62 - + - H e+ T T [ T (I s
Pb [1500] | 66 - - -l H- o H + + | |+
PCA 66 +/- + +/- + ++ + + ++ ++ ++ | | A+
Pb [1500] 68 - +/- - - A - A - - + + +
PCA 68 - + +/- +/- ++ + +/- ++ ++ + +++ |+
Pb[1500] | 71 - - - - - - - + + ++
PCA 71 - +  H- | H- e 4 + |
Pb[1500] | 73 - - - - -t A + + ++
PCA 73 - +  H- | H- o 4 + NINE [IFI UV AT s

“-"sin crecimiento. “[]": concentracion pg/ml. “+/-": <0,1cm. “+7: 0,2-0,4 cm. “++7: 0,5-0,9 cm. “+++7: >1cm.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

58




Los resultados del crecimiento de cada cultivo bacteriano a diferentes temperaturas, fueron
expresados segin la medicion del didmetro que presentaba cada clon, estableciendo una
nomenclatura de “+/-" para diametros menores a los 0,1 cm, "+" para didmetros de 0,2 a 0,4 cm,
“++" para didmetros de 0,5 a 0,9 cmy "+++" para diametros mayores a 1cm, el cual presentaron

algunos clones al cabo de las 96 horas.

El desarrollo que presentaron los clones analizados en las 3 temperaturas evaluadas varié de
acuerdo al metal al que fueron expuestos. En las primeras 24 horas se observé un crecimiento casi
nulo por parte de los clones a 10°C tanto en los medios con Cr, Hgy Pb como en sus controles,
mientras que a las temperaturas de 20°C y 35°C se evidenci6 un crecimiento menor a 0,1 cm de
los clones en los medios descritos. En el transcurso de las pruebas, se registraron variaciones
marcadas en la morfologia de los clones, especificamente en su tamafio, expresado de acuerdo a
la temperatura y medio al que fueron expuestos. A las 96 horas el 65,4% de clones mostraron

crecimiento a 10°C y el 80,8% a 20 y 35°C, en los medios suplementados con metales pesados.

Los resultados individuales en los medios con cada metal se representan en la Figura 4-15; en
donde se observan porcentajes equilibrados de clones con capacidad de crecimiento en Pb (1500

pg/ml) a las 3 temperaturas.

En cuanto a los ensayos en Hg (500 pg/ml) se obtuvo un mayor porcentaje de clones (77,8%) que
crecen a 20°C, un 55,6% de clones lograron un desarrollo a 10°C y 66,7% de clones mostraron

crecimiento a 35°C.

En los medios con Cr (500 pg/ml), el 25% de los clones presentaron crecimiento a los 10°C; 50%
y 70% de los clones crecieron a 20°C y 35°C respectivamente, sin embargo, el clon 28 presentd
un desarrollo progresivo en las 3 temperaturas evaluadas, con la particularidad de un mejor
crecimiento a 20°C frente a Cr (Tabla 4-10).
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Figura 4-15 Porcentajes de crecimiento de clones evaluados a diferentes temperaturas en medios

con y sin metales a las 96 horas.
Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017

Con excepcidn de los clones 28-Cr, 23-Hg, 26-Hg y 62-Pb, que mostraron un mejor crecimiento
a 20°C en presencia del metal, las mejores tasas de crecimiento se observaron a 35°C 0 a 20° y

35°C simultaneamente.

La evaluacion de crecimiento a 10, 20 y 35 °C, mostr6 que la mayoria de los clones puede crecer
en las temperaturas estudiadas, lo que demuestra la plasticidad que presentan estos clones para
adaptarse a diferentes condiciones ambientales, en este caso de temperatura; caracteristica de
importancia para procesos de biorremediacidn en zonas contaminadas que presentan temperaturas

variables.

45 Identificacion bacteriana

Sobre los nueve clones que mostraron mayores valores de tolerancia a los metales pesados
evaluados, se procedi6 a realizar su identificacion mediante una serie de pruebas bioquimicas, las
cuales permitieron una identificacion presuntiva de los géneros microbianos aislados,
comparandolos con la descripcién estandar del Manual de Bergey sobre bacteriologia
determinativa (2000), Diagnostico Microbiol6gico de Koneman (2008.) y demas bibliografia. Los
aislamientos se identificaron hasta el nivel de género y en ciertos casos hasta el nivel de especie;
obteniendo como resultado bacterias de los géneros Moraxella, Enterobacter, Micrococcus,

Staphylococcus, Kurthia y Citrobacter.
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A partir de los clones resultantes de las maximas concentraciones en los ensayos de tolerancia a
mercurio, se identificaron microorganismos del género Moraxella spp. (Tabla 4-11), los cuales
correspondieron a un 72,7 % de las caracteristicas descritas por Koneman et al. (2008. pp. 333-
335) para el género Moraxella, con relacion al nimero total de pruebas realizadas.

De los 5 clones obtenidos de la maxima concentracion en plomo, 2 presentaron caracteristicas
bioquimicas relacionadas con el género Citrobacter, dentro de los cuales se presume las especies
Citrobacter farmeri y Citrobacter werkmanii (Tabla 4-11), con un 77,8% y 88,9% de
correspondencia, respectivamente (Manganello et al. 2001), los demas expresaron metabolismos
relacionados con los géneros Enterobacter aerogenes (82%), Micrococcus (72,7%) y
Staphylococcus haemolyticus (81,8%) (McFaddin, 2003. pp. 54, 397), obteniendo un representante para
cada género (Tabla 4-11). Mientras que el clon resultante de la maxima concentracion en los
ensayos de tolerancia a cromo; manifestd caracteres fisioldgicos indicativos del género Kurthia
variabilis (Tabla 4-11) (Stackebrandt et al. 2006).

Tabla 4-11. Resultados de la identificacion bioquimica de clones finales.

CLONES Géneros encontrados
28-Cr Kurthia variabilis
22-Hg Moraxella spp
52-Hg Moraxella spp
70-Hg Moraxella spp
23-Pb Citrobacter farmeri
35-Pb Staphylococcus haemolyticus
54-Pb Citrobacter werkmanii
68-Pb Enterobacter aerogenes
71-Pb Micrococcus

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Los géneros bacterianos registrados en el presente estudio, se asemejan a los reportados en
anteriores investigaciones sobre tolerancia a metales pesados con bacterias aisladas de efluentes
contaminados con metales pesados; encontrando géneros bacterianos como Staphylococcus,
Micrococcus y Enterobacter, a los cuales se los asocia con el desarrollo de mecanismos de
resistentes a diferentes metales pesados. (Alam etal., 2011), (Mullick, 2012.). Los géneros mencionados
son constantes, al igual que el género Kurthia, en aislados a partir de pieles sin curtir, y pieles en
diferentes etapas del proceso de elaboracion del cuero, fundamentos que permiten respaldar los

datos obtenidos (Lama, A., 2010).
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4.6 Evaluacion de resistencia a antibidticos

Los clones bacterianos identificados fueron sometidos a pruebas de antibioticos para comprobar
su sensibilidad o resistencia frente a tres antibidticos: ampicilina (AM), tetraciclina (TE) y
gentamicina (CN) mediante el método de difusion con discos. La resistencia o sensibilidad de los
clones evaluados fue determinada de acuerdo al didmetro de inhibicion formado en cada bacteria
frente a los antibidticos ensayados (Sacsaquispe & Velasquez, 2002. pp. 20-44).

Todos los clones analizados mostraron alta sensibilidad a gentamicina y tetraciclina, siete de los
nueve aislados (77,8%) presentaron resistencia a ampicilina, patrones que se detallan en la Tabla

4-12.

Tabla 4-12. Resultados de antibiogramas de clones identificados.

ANTIBIOTICOS
CLONES CN [10] AM [10] TE [30]
diametro (mm) diametro (mm) | didmetro (mm)
Kurthiav. | 28-Cr 30 S -- R 18 S
Moraxella spp | 22-Hg 30 S 30 S 34 S
Moraxella spp | 52-Hg 30 S 30 S 36 S
Moraxella spp | 70-Hg 23 S 11 R 23 S
Citrobacter f. | 23-Pb 26 S - R 28 S
Staphylococcus h. | 35-Pb 23 S -- R 27 S
Citrobacter w. | 54-Pb 25 S - R 34 S
Enterobacter | 68-Pb 25 S - R 27 S
Micrococcus | 71-Pb 22 S - R 25 S
TOTAL
S 100% 22,2% 100%
R 0% 77,8% 0%
“[ T concentracion pg. "CN™: gentamicina. "AM “: ampicilina. "TE™ tetraciclina.
“S™: sensible. "R™: resistente. “--": no presenta halo. "mm’: milimetros.

Realizado por: NAVARRETE, Vanessa. 2017.

Un ndmero sustancial de estudios ha reportado la incidencia de resistencia simultanea a
antibidticos y metales pesados en bacterias de diversas fuentes (Martinez et al., 2010), (Verma et al.,
2001), (Selvi et al. 2012). Al contrario de estos y varios informes similares, la mayoria de los aislados
descritos en el presente estudio mostraron sensibilidad a 2 de los antibi6ticos avaluados, no
obstante, los clones Kurthia (28-Cr), Moraxella (70-Hg), Enterobacter (68-Pb), Micrococos (71-
Pb) Citrobacter (54-Pb y 23-Pb) y Staphylococcus (35-Pb) comparten en comin la resistencia a

ampicilina, asi como a los metales cromo, mercurio y plomo (Tabla 4-9).
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Alam et al. (2011), sugieren que la resistencia a antibidticos y metales ocurre simultdneamente
cuando los genes implicados en los mecanismos de resistencia se encuentran juntos en el mismo
elemento genético, como en un plasmido, patrones que pueden ser expresados ante la influencia
gjercida por la exposicion a metales pesados en ambientes los cuales podrian dispersarse debido
a que algunos son autotransferibles o movilizados horizontalmente a microorganismos que
comparten el mismo habitat. (Roger & Stanier, 1992, pp. 296).
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CONCLUSIONES

e La caracterizacion fisico-quimica del agua de las muestras analizadas, presento
concentraciones de mercurio de 4,3 mg/l, 7,1 mg/l y 2,8 mg/l para las muestras M1, M2 y
M3 respectivamente. En cuanto a los niveles de cromo hexavalente, se encontraron
concentraciones de 1,34 mg/l en la muestra M1, 9,1 mg/l en la muestra M2 y 3,5 mg/l en la
muestra M3. Estos niveles se encontraron sobe los limites maximos establecidos en el Anexo

1 del Libro VI del TULSMA para descargas al sistema de alcantarillado publico.

e Se aislaron 96 clones de las muestras del agua residual obtenidas de la Curtiembre
Quisapincha, de los cuales se consiguieron reaislar y estabilizar un total de 66 clones

acondicionados a los medios con presion selectiva.

e Laevaluaciéndel nivel de resistencia de los clones a metales pesados en medios enriquecidos
con diferentes concentraciones de mercurio, cromo y plomo; mostr6 que tres de los clones
fueron resistentes hasta una concentracién de 700 ppm de mercurio, un clon present6

resistencia hasta 900 ppm de cromo Yy cinco clones fueron resistentes a plomo hasta 2000

ppm.

e Las pruebas de identificacion bioquimicas permitieron reconocer los géneros de los clones
con mayor nivel de resistencia a los metales evaluados, obteniendo como resultado bacterias
de los géneros Moraxella, Enterobacter, Micrococcus, Staphylococcus, Kurthia vy

Citrobacter.

e  Los hallazgos en el presente estudio muestran el nivel de resistencia a metales pesados (Cr®*,
Pb®*y Hg®"), de los clones aislados, con lo que es posible evidenciar la presencia de bacterias
en el agua residual de la curtiembre, que posiblemente han desarrollado una variedad de
mecanismos de resistencia para contrarrestar la toxicidad del metal; caracteristica sustancial
para otorgar a este tipo de microorganismos un valor académico de investigacién y
considerarlos como potenciales agentes de biorremediacion y/o recuperacion de ambientes

contaminados.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda continuar con la investigacion de bacterias extremdfilas con el fin de
profundizar los conocimientos sobre la interaccién microorganismo — metal y aplicarlos en

tratamientos biotecnoldgicos de ambientes contaminados con metales pesados.

e Ampliar el estudio sobre reduccion y remocién de metales pesados haciendo uso de los
aislados para comprender de mejor manera los procesos involucrados en los mecanismos de

adaptacion.

e Utilizar técnicas de biologia molecular para afirmar la identificacién de los géneros y

especies encontradas en la investigacion.
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