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Resumen

Durante el proceso de curtido de pieles se genera agua residual que contiene varios
componentes que pueden ser altamente toxicos y pueden interferir con el tratamiento
bioldgico de la misma. El agua residual proveniente de una curtiembre pre-tratada con un
sistema de mezcla controlada y lechada de cal fue evaluada para determinar si puede ser
sometida a un proceso de tratamiento bioldgico. El efecto inhibitorio de cromo, cloruro y
sulfuro en la actividad metabodlica de las bacterias degradadoras de glucosa fue estudiado
bajo condiciones batch para determinar la factibilidad de la aplicacion de un tratamiento
bioldgico aerdbico a efluentes pre-tratados de la industria de la curtiembre. Tres lodos de
diferentes Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) del Distrito Metropolitano
de Quito fueron evaluados para determinar el mejor in6culo microbiano y obtener un
cultivo aerdbico enriquecido para los ensayos de toxicidad microbiana. Una concentracion
de 10% (v/v) de cultivo aerdbico enriquecido fue utilizada, al demostrar en un estudio
anterior ser la concentracion de biomasa mas eficiente bajo condiciones experimentales
especificas [1]. Entre las sustancias estudiadas, el cromo trivalente caus6 mayor toxicidad
microbiana. La concentracion de cromo que produjo el 50% de inhibicion metabdlica
(ICso) fue de 82,59 mg L. Un aumento en las concentraciones de sal causaron un ICso =
8219,72 mg L™, mientras que los sulfuros registraron un 1C» = 0,22 mg L™. En conclusién,
de acuerdo a las concentraciones de cromo (1,95 mg L™), cloruro (7726,23 mg L™) y
sulfuro (0,634 mg L™) encontradas en el agua residual pre-tratada proveniente del proceso
de curtido, es posible realizar un tratamiento biol6gico de dichos efluentes si se controlan
los niveles de sal y sulfuro reportados.



Abstract

The tanning process produces waste water which contains various highly toxic components
that may interfere with the biological treatment. Wastewater from a tannery was pre-
treated using a controlled mixing of acid and basic effluents, and a physical-chemical
treatment of whitewash, was evaluated to determine if it could be submitted to a biological
treatment. The inhibitory effect of chromium, chloride and sulfur in the metabolic activity
of the degrading glucose bacteria was studied under batch type bioassay to determine the
feasibility to apply an aerobic biological treatment to the pre-treated effluent of the tannery
industry. Three types of sludge from different waste water treatment plants in the
Metropolitan District of Quito were analyzed to determine the best microbial inoculum and
obtain an aerobic enrichment culture for microbial toxicity. A concentration of 10% (v/v)
of enriched aerobic culture was used, as demonstrated in an earlier study to be the most
efficient biomass concentration under specific conditions [1]. As a result from the
substances studied, trivalent chromium caused higher microbial toxicity. The chromium
concentration that produced 50% of metabolic inhibition (ICsp) was 82,59 mg L™. An
increase in salt caused 1Csq = 8219,72 mg L™, while sulfides registered 1Cx = 0,22 mg L™.
In conclusion, according to the concentrations of chromium (1,95 mg L™), chloride
(7726,23 mg L™) and sulfur (0,634 mg L™) found in pre-treated waste water from tanning
process, biological treatment of those effluents can be developed if salt and sulfur levels
are controlled.
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1. Introduccién

Las aguas residuales se generan en los procesos industriales, de uso doméstico, de uso
municipal, entre otros. El agua residual contiene principalmente impurezas disueltas y en
suspension tales como materia orgénica, nutrientes, patdgenos, y otros tipos de
contaminantes dependiendo de su origen. El agua residual tiene que ser tratada por medios
fisicos, quimicos y/o bioldgicos para reducir las impurezas y permitir que esta sea
empleada con otros fines como agua de riego o uso agricola. El grado de tratamiento
requerido para un agua residual depende fundamentalmente de su nivel de contaminacion,
de modo que luego de ser tratada se cumplan con los limites de descarga impuestos por la

legislacion ambiental vigente.

Existen diferentes tipos de tratamiento de aguas residuales conocidos como pre-
tratamiento, tratamiento primario, tratamiento primario avanzado, tratamiento secundario y
tratamiento avanzado (o terciario) [2]. El pre-tratamiento remueve residuos sélidos de gran
tamafio como ramas, palos, material flotante, arena y/o grasas que podrian causar
problemas de operacion en la PTAR. El tratamiento primario puede ser basico o avanzado.
La principal diferencia es que en el avanzado se emplea quimicos y filtros para la remocién
de solidos suspendidos y materia organica, mientras que el tratamiento basico utiliza filtros
solamente. En el tratamiento secundario se remueve materia organica biodegradable,
solidos suspendidos, y nutrientes. Finalmente, el tratamiento terciario o avanzado esta
relacionado con métodos fisico-quimicos avanzados para la remocion de solidos

suspendidos residuales y de nutrientes, asi como la desinfeccion del agua residual [2].
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El tratamiento primario consiste en la separacion fisica de solidos suspendidos y materia
organica por medio de operaciones fisicas, usualmente la sedimentacion, donde se remueve
el material flotante y sedimentable presente en el agua residual [2]. Los tanques de
sedimentacion remueven entre 50 — 70 % de los solidos suspendidos, y 25 — 40 % de la

Demanda Biogquimica de Oxigeno (DBO) [2].

El tratamiento secundario incluye tratamientos bioldgicos convencionales utilizados para
oxidar el DBO que no fue eliminado con un tratamiento primario, y la remocion de sélidos
suspendidos remanentes [3]. Los tipos de tratamientos que se pueden aplicar dentro del
tratamiento secundario son: lodos activados, aireacion prolongada, lagunas de aireacion,
filtros bioldgicos, tratamientos anaerdbicos, entre otros [3]. Uno de los métodos mas
empleadas es el tratamiento bioldgico de lodos activados, en el cual el agua residual y un
lodo de microorganismos se encuentran en agitacion y aireacion constante. Si hay una
concentracion suficiente de oxigeno en el agua residual, las bacterias aerdbicas
descompondra la materia orgéanica (sustrato) hasta que el oxigeno o el sustrato se hayan

agotado [2], disminuyendo la DBO presente en el agua residual [4].

El tratamiento terciario o avanzado se emplea usualmente cuando el agua va a ser
reutilizada o cuando esta no cumple con los limites permitidos en la legislacion ambiental
vigente. En este tratamiento se remueve sélidos suspendidos residuales (presentes después
del tratamiento secundario) por varios métodos tales como filtracion en medios granulares
0 micro particulas. La desinfeccion también es un proceso comdn del tratamiento terciario,
asi como la remocion de nutrientes [4]. Dentro de la remocion de nutrientes, la remocion
del fosforo se alcanza por medio de remocion quimica, tratamientos biologicos avanzados
0 la combinacion de ambos [5]. En la remocién quimica del fosforo de emplea calcio,

hierro y sales de aluminio [5], mientras que el tratamiento biologico avanzado consiste en
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secuencias  anaerdbicas/aerébicas,  resaltando  procesos como el  A/Q™
(anaerébico/aerébico solamente) o el A’0™ (anaerébico/anéxico/aerébico) [2]. En un
estudio realizado por Nirupama Mallick sobre el potencial biotecnologico de algas
inmovilizadas para la remocion de nitrogeno, fosforo y metales presentes en el agua
residual, se obtuvo porcentajes de remocién de 95% y 97% para NH;*-N y PO,3-P

respectivamente [6].

En un estudio realizado por el Instituto del Agua, Medio Ambiente y Salud de la
Universidad de las Naciones Unidas (UNU-INWEH) se determiné que en los paises
desarrollados se trata el 70% de las aguas residuales, en los paises con ingresos medios el
porcentaje de agua tratada es del 28 al 38%, mientras que en los paises méas pobres este
porcentaje desciende a 8% [7]. No existen datos disponibles acerca del porcentaje de agua
residual que recibe algin tipo de tratamiento en el Ecuador, sin embargo, en América
Latina la mayoria de agua residual no recibe ningan tipo de tratamiento [8]. De acuerdo a
la Division de Estadisticas de las Naciones Unidas, el 90% de las aguas residuales
domeésticas en Latinoamérica son descargadas en rios, lagos o costas sin tratamiento previo
[8]. Segln un informe realizado por ONU-Agua para la Promocién y la Comunicacion en
el marco del Decenio (UNW-DPAC) sobre la produccién, tratamiento y uso de aguas
servidas en el Ecuador, se encontré que el 1,29% del agua es utilizada para procesos
industriales, tales como el proceso de curtido de cuero, objeto de este estudio; el 26,6% de
las aguas residuales del Ecuador tienen algun tipo de tratamiento (fisico, quimico o
bioldgico), lo cual refleja la realidad general de Latino América y del 80% de las empresas
que llevan a cabo procesos industriales en el pais no tienen ningun tipo de tratamiento de
aguas residuales, sino que estas son descargadas directamente a las fuentes de agua

receptoras [9].
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La industria del curtido de pieles es muy importante a nivel nacional, produciendo
alrededor de 350 000 cueros y pieles al afio sobre todo en las Provincias de Tungurahua,
Azuay, Pichincha y Guayas [10]. En el proceso de curtido se utilizan elementos como cal,
acido sulfurico, acido clorhidrico, sales de amonio; los cuales actian como surfactantes,
solventes organicos, sales de cromo, entre otros [11]. Las aguas residuales del proceso de
curtido son altamente perjudiciales para el ambiente ya que presentan un elevado grado de
contaminacion debido a la presencia de cromo trivalente, sulfuro, sélidos suspendidos,
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), entre otros. Adicionalmente, en el proceso del
curtido de pieles se utiliza una elevada cantidad de agua, se requieren alrededor de 35 litros
de agua por kg de cuero procesado [12]. EI cromo puede causar la muerte de especies
presentes en los cuerpos de agua debido a su alta toxicidad [13]. El sulfuro al transformarse
en acido sulfhidrico genera problemas en la vida acuatica y salud de las personas, causando
intoxicacion o incluso la muerte [14]. Los sélidos suspendidos afectan las caracteristicas
fisicas del agua y la presencia de materia organica medida como DQO disminuye la
concentracion de oxigeno disuelto afectando la flora y fauna acuaticas de los cuerpos
receptores [14]. Todos estos contaminantes causan enfermedades y desequilibrio al
ecosistema y es la razon principal del tratamiento de aguas contaminadas previo a la
descarga a un cuerpo de agua [15]. Las Tablas 11 y 12, Anexo 1, Libro VI del Texto
Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente (TULSMA) presentan
los limites méximos permisibles para descarga de efluentes al alcantarillado y a cuerpos de

agua, respectivamente. Estas tablas se encuentran en el Anexo A de este documento [16].

El proceso de curtido consiste en convertir la piel putrescible de ganado en cuero por
medio de una combinacion de operaciones quimicas y mecanicas [17] [18]. El proceso de

produccion se realiza en seis fases que incluyen la ribera, el piquelado, el curtido, procesos
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mecanicos de post-curticion, procesos hiumedos de post-curticion y secado y terminacion
[19]. En el Anexo B, en la Tabla 17 se presentan las etapas del curtido y sus principales
caracteristicas. Varias técnicas han sido utilizadas para el tratamiento de los residuos
liquidos generados en la fabricacién de cuero. Un estudio llevado a cabo por Yamamoto y
Muang Win donde se utilizé un reactor batch de membranas en secuencia (SBMR por su
nombre en inglés, Sequencing Batch Membrane Reactor) para tratar agua residual de la
industria del curtido, se obtuvo porcentajes de remocién de 93,7 — 96,3 % y 95,4 — 97,7 %
para DQO y cromo total, respectivamente [20]. En otro estudio realizado por Szpyrkowicz
et al donde se emple6 un tratamiento electroquimico con electrodos de Ti, Pt e Ir se obtuvo
porcentajes de remocién de 60% para DQO y 80% para amonio [21]. Finalmente, en otro
estudio realizado por Song et al se utilizdé sulfato de aluminio y cloruro férrico como
coagulantes, disminuyendo la concentracién de los sélidos suspendidos (remocion de 38 —

46%), DQO (30 - 37%) y cromo (74 — 99%) [22].

En un estudio realizado por Valdés y Pefafiel, las aguas de una curtiembre de Tungurahua
fueron tratadas mediante un proceso fisico-quimico empleando un sistema de mezcla
controlada y lechada de cal. La planta piloto consta de dos tanques (uno para aguas acidas
y otro para bésicas), un reactor de mezcla, una columna de absorcion de sulfuros, un
tanque de almacenamiento de la lechada de cal, un compresor marca Thomas USAIR (0,08
HP), una bomba sumergible Truper, dos compresores de pecera y un filtro de arena [23]. El
reactor de mezcla tiene una capacidad de 3 L, y su tapa dispone de cuatro perforaciones
para mangueras delgadas, que corresponde a la entrada de acidos, béasicos y aire, y a la
salida de sulfuros hacia la columna de absorcion. La base del reactor tiene una salida para
una manguera delgada que se dirige al filtro de arena [23]. Por la tapa de la columna de

absorcion entra una manguera para los sulfuros, una manguera de salida del gas depurado y
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una manguera que se conecta a una ducha metalica que distribuye la solucién de cal. La
base de la columna de absorcion posee una salida para una manguera para la recirculacion
de la lechada de cal que se encuentra en un tanque de 55 galones [23]. El efluente no
filtrado que sale del reactor de mezcla se acumula en un compartimento de vidrio que se
Ilena hasta rebosar de forma uniforme en el filtro de arena. Después del filtro de arena, el
efluente filtrado es recogido en tanques de plastico para su analisis en este estudio. Se

puede observar el esquema general de la PTAR Piloto en la Figura 1.

Los parametros analizados en la investigacion realizada por Valdés y Pefiafiel fueron el
pH, amonio, conductividad, cloruros, cromo trivalente, DQO, nitratos, SST, sulfuros y
turbidez. El pH se mantuvo entre 6,2 y 8,2; mientras que los demas parametros fueron
reducidos entre 5-16 %, 4-35 %, 4-51 %, 12-86 %, 20-47%, 16-48 %, 46-70%, 46-96 % y
46-68 %, respectivamente [23]. El resumen de los resultados obtenidos en los
experimentos realizados en la PTAR Piloto utilizada en el estudio de Valdés y Pefiafiel se
encuentra en la Tabla 1. Cabe indicar que si bien es cierto se obtuvieron elevados
porcentajes de remocidn, no se cumple la Norma Nacional en varios parametros, por lo que
se debe realizar un tratamiento posterior, siendo este un tratamiento biol6gico. Para
determinar la factibilidad de realizar un tratamiento secundario se determinara el efecto
inhibitorio de cromo, cloruro y sulfuro en bacterias aerobicas degradadoras de glucosa en

rango de concentracion similares a los presentes en el AR pre-tratada.
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Figura 1. Esquema general de la PTAR Piloto realizada por Valdés y Pefiafiel [23]



Tabla 1. Resultados obtenidos durante los experimentos a escala piloto en el estudio realizado por Valdés y Pefiafiel [23]
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Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Experimento 4

Experimento 5

Experimento 6

Experimento 7

Experimento 8

Parametros — . — . — . — . — . — . — . — .
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final |Inicial Final Inicial Final Inicial Final |Inicial Final
EEE’_; 4004 2540 6522 4119 5753 4592 6136 3856 6556 3506 6385 3508 6385 3543 5753 4275
2885 2493 2536 5158 3202 4980 4049 4521 3452 5548 3215 5392 2952 5392 2622 4356 3372
Dﬂg?_f 1511 4 1364 917 773 543 1615 404 1008 291 993 556 993 921 1397 903
nfgsl-_r ) 1670 508 775 2599 1139 440 1139 618 1139 598 ; ; ; ; ; ;
pH 73 72 73 62 73 81 73 78 713 71 713 82 713 82 713 81
Conggitr'n‘_’l'dad 26 28 26 17 26 20 26 23 26 23 26 25 26 25 26 20
T“,\rlt%'gez 801 257 801 2040 801 397 801 430 801 418 801 417 801 417 801 397
2.
m§ B 18 - 141 : 137 : 137 : 293 : 89 18 39 21 100 4
mg[_l 9185 8831 12330 6025 12330 12927 7039 6698 7039 6698 7039 6514 7039 6514 12330 12927
n’:'gol__i 68 99 328 172 328 237 430 327 430 327 430 362 430 362 328 237
R
n’:'gHLﬁ 74 62 404 383 404 364 249 287 249 276 249 257 249 235 404 364
crt
; ; 65 57 83 12 99 19 83 26 84 25 101 32 123 25

mg L
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Varios estudios han sido reportados en la literatura acerca del efecto inhibitorio de estos
contaminantes en diferentes procesos bioldgicos. ElI cromo es de gran interés como
carcindgeno ocupacional y ambiental. La especie de cromo que presenta un alto poder
carcindgeno es el cromo hexavalente debido a su solubilidad, lo cual permite que penetre
las membranas celulares [24]. Uno de los grandes inconvenientes del cromo es que este no
es biodegradable y se puede acumular hasta concentraciones potencialmente tdxicas [25],
por lo que su control en la fuente de contaminacion es de gran importancia. En un estudio
realizado por Bailey et al, sobre la influencia del cromo trivalente en tratamientos
bioldgicos de aguas residuales, se determind que concentraciones de 12% de cromo Il no
generan una reduccion eficiente en el tratamiento de los lodos activados [26]. Para tratar
AR contaminadas con Cr®* se puede utilizar un reactor batch de membranas en secuencia
(SBMR) con un porcentaje de remocion de 95,4 — 97,7 % para cromo total [20]; o sulfato
de aluminio y cloruro férrico como coagulantes, disminuyendo la concentracién del cromo

entre 74 — 99% [22], entre otros.

Las sales de cloruro son muy solubles en agua, y los altos niveles de cloruro intensifican
los efectos corrosivos de las mismas, por lo que el ion cloruro corroe las tuberias y genera
dafos en estructuras metalicas. La concentracion de cloruro maxima recomendada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es de 250 mg L™ [27]. En un estudio realizado
por Reid et al, sobre el efecto de la salinidad en las caracteristicas de lodos activados, se
determind que un cambio brusco en la salinidad afecta las propiedades fisicas y
bioquimicas de los lodos activados de una Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
(PTAR) [28]. Por ejemplo, a concentraciones de 1%, las células presentan plasmolisis o

pérdida de actividad en la célula [28].
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El sulfuro de hidrégeno se distribuye a través de los pulmones, cerebro, corazén, higado y
rifiones [14]. Segtin la OMS, las concentraciones tolerables son 0,1 mg L™ para exposicién
por inhalacién a corto plazo (de 1 a 14 dias), y de 0,02 mg L™ para exposicién a mediano
plazo (mayor a 90 dias) [29]. En un estudio realizado por Tursman y Cork, se reporté que
la forma toxica del sulfuro es el H,S por su habilidad de difusion en la membrana celular y
su habilidad de desnaturalizar proteinas [30]. En dicho estudio se reportaron que los rangos
de inhibicién son 100 — 800 mg L™ con sulfuro disuelto, y 50 — 400 mg L™ por H,S [25].
El sulfuro causa problemas al ser descargado en el ambiente, ya que cuando este es
dispuesto en cuerpos de agua genera una reduccion en el oxigeno disuelto presente y forma

precipitados con minerales presentes en el agua como el hierro [31].
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2. Justificacion

El tratamiento fisico-quimico de mezcla controlada y lechada de cal de aguas residuales
provenientes de la industria de la curtiembre ha demostrado ser eficiente para la remocién
de cromo, DQO Yy sulfuros [23]. Sin embargo, es importante tener en consideracion que en
el efluente pre-tratado objeto de este estudio, las concentraciones de cromo, cloruro,
sulfuro y sales todavia son elevadas, por lo que podrian inhibir la actividad microbiana
durante un tratamiento biologico posterior de dicho efluente. Este proyecto de
investigacion es la continuacion del disefio e implementacion del sistema de mezcla
controlada y lechada de cal llevado a cabo por la Ing. Alejandra Valdés con la supervision
del Dr.-Ing. Rodny Pefafiel, Departamento de Ing. Ambiental de la USFQ. En esta etapa
se realizaran los estudios de toxicidad microbiana de cromo, cloruro y sulfuro en
microorganismos aerobicos presentes en lodos provenientes de Plantas de Tratamiento de

Aguas Residuales (PTAR) de la ciudad de Quito, durante la degradacion de glucosa.

El presente estudio es de gran importancia para el pais ya que se determinaré la factibilidad
de implementar un tratamiento biolégico posterior al tratamiento fisico-quimico de mezcla
controlada y lechada de cal utilizado para tratar agua residual proveniente de la industria de
curtido de pieles. En base a los resultados de este proyecto de investigacion se disefiara un
sistema de tratamiento completo para aguas residuales provenientes de la industria de la
curtiembre, promoviendo asi, soluciones técnicas a uno de los problemas ambientales méas

graves del pais.
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3. Objetivos

3.1.  Objetivo General

Evaluar el efecto inhibitorio de cromo, cloruro y sulfuro en la actividad metabdlica de las
bacterias degradadoras de glucosa para determinar la factibilidad de la aplicacion de un
tratamiento bioldgico a agua residual proveniente de la industria de la curtiembre pre-

tratada con un sistema de mezcla controlada y lechada de cal.

3.2.  Objetivos Especificos

e Tratar agua residual proveniente de una curtiembre de la provincia de Tungurahua
por medio de un sistema de mezcla controlada y lechada de cal.

e Realizar la caracterizacion fisica, quimica y biologica de agua residual proveniente
de la industria de la curtiembre pre-tratada con un sistema de mezcla controlada y
lechada de cal.

e Determinar el mejor in6culo microbiano por medio de ensayos fisico-quimicos y
bioldgicos, comparando tres lodos aerobios provenientes de diferentes PTARs del
Distrito Metropolitano de Quito.

e Determinar el efecto inhibitorio de cromo, cloruro y sulfuro en un consorcio
microbiano presente en lodos activados durante la degradacién aerdbica de glucosa.

e Determinar la factibilidad de la aplicacion de un tratamiento biolégico a agua
residual de curtiembre pre-tratada con un sistema de mezcla controlada y lechada

de cal.
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4. Area de Trabajo

Las aguas residuales crudas fueron obtenidas de una curtiembre situada en la ciudad de
Ambato. Estas fueron tratadas en la planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR)
piloto disefiada por la Ing. Alejandra Valdés y el Dr.-Ing. Rodny Pefiafiel. en el laboratorio
de Ingenieria Ambiental del Colegio Politécnico de la Universidad San Francisco de Quito

(USFQ) situado en Tumbaco- Pichincha.

Los andlisis de laboratorio fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Ingenieria

Ambiental de la USFQ (LIA-USFQ), en el campus de Cumbaya-Quito.

Los ensayos de toxicidad microbiana fueron realizados en el LIA-USFQ con el apoyo de
los laboratorios de Biotecnologia Vegetal y del Instituto de Microbiologia, ambos
pertenecientes al Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales (COCIBA) de la USFQ,

en el campus de Cumbaya-Quito.

Las muestras de lodos aerdbicos utilizados fueron proporcionadas por las empresas: La
Holandesa, Pollo Favorito S.A. (Pofasa), y por Procesadora Nacional de Alimentos C.A.

(Pronaca).



28

5. Materiales y Métodos

5.1. Reactivos

El hidroxido de sodio (NaOH) (99% de pureza) se obtuvo de Merck (Darmstadt,
Germany), ftalato acido de potasio (CgHsO4K, KHP) (90- 100%) de J. T. Baker Inc.
(Phillipsburg, NJ, USA), Cloruro de amonio (NH4Cl) (98%), sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO,4-7H,0) (100%), cloruro de calcio (CaCly) (99,9%), extracto de
levadura, fosfato de potasio monobasico (KH,PQO,) (99- 100%), glucosa (CgH120g), sulfato
de cromo (Cry(SO4)3) (100%), cloruro de sodio (NaCl) (99%), dicromato de potasio
(K2Cr,0y7), acido sulfurico (H,SO4) (98%), nitrato de plata (AgNO3) (99- 100%), fenol
(CsHgO), cloruro de bario (BaCl,-2H,0) (99- 100%), sulfuro de sodio (Na,S), dimetil
ftalato (C10H1004, DMP) y cloruro de zinc (ZnCl;) (100%) fueron obtenidos de Reactivos

H.V.O (Quito, Ecuador) [32].

5.2.  Inéculos Microbianos

Los indculos microbianos (lodos aerdbicos) fueron obtenidos de tres PTARs, dos de
empresas avicolas y una de una empresa quesera. La PTAR de la empresa La Holandesa
consta de los siguientes procesos: primero el agua de la planta quesera pasa por un tanque
de desbaste, continuando a una trampa de grasas, donde se separa la mayor cantidad de
grasas posibles. El tercer y cuarto pasos son un homogenizador y un reactor biologico
respectivamente. En el reactor bioldgico el agua permanece por un periodo de 24 horas,
donde se da un proceso de degradacién aerdbica de la materia organica. A continuacion el
efluente pasa por un sedimentador. Finalmente, tanto los lodos del reactor aerébico como

los del sedimentador pasan a unas cAmaras de secado para su posterior tratamiento. Los
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lodos aerobicos se obtuvieron del efluente de la PTAR, por lo que de ahora en adelante nos

referiremos a este indculo microbiano como “Lodos Efluente”.

La PTAR de la empresa Pofasa ubicada en La Pampa trata 200 m® d™ y consta de los
siguientes procesos: primero el agua pasa por un tamiz rotatorio donde se separan los
residuos sélidos del agua residual (AR). A continuacion el AR pasa por una trampa de
grasas para la separacion fisica de las grasas y aceites, seguida de una laguna metanogénica
(tratamiento anaerdbico) donde se afiaden enzimas. Posteriormente el agua residual pasa
por un tanque selector conectado a un reactor aerébico, al cual se le bombea aire (proceso
de aireacion) desde la parte inferior del tanque para la flotacién de la materia, conocido
como tanque de aireacion extendida. A continuacién, el agua residual pasa a un
clarificador con descarga directa al Rio Monjas. Un porcentaje de lodos es recirculado al
reactor aerobio, mientras el resto pasa directamente a la cama de secado [33]. El in6culo
fue obtenido del tanque de aireacidn extendida, por lo que se hara referencia a éste como

“Lodos Aireacién Extendida”.

Finalmente, en la PTAR de la empresa Pronaca ubicada en Yaruqui se tratan de 600 a 700
m?* dia® de aguas residuales. La PTAR consta de los siguientes procesos: primero el agua
residual pasa por una serie de rejillas de distintos didmetros, a continuacion pasa por dos
filtros rotatorios, seguidos de un proceso de cribado vibratorio donde se eliminan los
solidos suspendidos y solamente ingresan al siguiente paso de PTAR los solidos
coloidales. A continuacién el AR entra a un homogenizador de 5 m*® donde se mezcla la
carga. Posteriormente, el AR pasa a una piscina de flotacion o sistema de flotacion de aire
disuelto (DAF) en donde se presuriza el agua hasta que se consiga una saturacion de
oxigeno; luego se despresuriza el agua, formando pequefias burbujas de oxigeno. Este

proceso permite separar solidos de baja densidad de la fase liquida del AR [3]. Los sélidos
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de la superficie son arrastrados por paletas y se depositan en una tolva de lodos. Los lodos
generados en la PTAR pasan por los filtros de prensa para eliminar el exceso de agua y ser
entregados a un gestor autorizado para su disposicion final. Los efluentes del DAF van a
un homogenizador para pasar al tratamiento biolégico en un tanque de aireacion
(tratamiento aerobio), donde se remueve la materia organica disuelta por accion de
microorganismos mediante un proceso de lodos activados. A continuacion el agua pasa por
un sedimentador y un selector (para evitar el crecimiento de bacterias filamentosas) para
ingresar al tanque desnitrificador (tratamiento andxico). Finalmente, el agua ingresa a un
tanque de desinfeccion por hipoclorito de sodio, para que el efluente de la PTAR sea
reutilizado dentro de Pronaca para regar el area verde y limpieza de la Planta Industrial. En
este caso el indculo microbiano provino del tanque de aireacion y haremos referencia al

mismo como “Lodos Activados”.

5.3. Medio Basal Mineral

El medio basal mineral (MBM) utilizado tanto en la caracterizacién de los in6culos
microbianos como en los bioensayos de toxicidad microbiana en presencia de glucosa fue
utilizado anteriormente en el trabajo de titulacion de la Ing. Natazha Valarezo [1] y esta
compuesto de (en mg L™): NH4CI (280), MgSO,-7H,0 (100), CaCl, (10), extracto de
levadura (10), KH,PO,4 (2050), y 1 mL L™ de la solucién de elementos trazas. La solucién
de elementos traza contiene (en mg L™): H3BO; (50), FeCl,-4H,0 (2000), ZnCl, (50),
MnClp-4H,0 (50), (NH4)sM07024-4H,0 (50), AICI36H,0 (90), CoCl,-6H,0 (2000),

NiCl,-6H,0 (50), CuCl,-2H,0 (30), NaSeOs-5H,0 (100), EDTA (1000), Resazurina (200),
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HCI 36% (1 mL L™) [1]. Una vez preparado el medio basal mineral se ajusté el pH entre

7,1y 7,3 utilizando un &cido (HCI 1M) o base (NaOH 1M) segun sea el caso.

5.4.  Cultivo Microbiano Enriquecido

El cultivo microbiano enriquecido fue utilizado para determinar el in6culo microbiano que
presenta una mayor degradacion de glucosa para emplearlo en los ensayos de toxicidad.
1000 mg L™ de glucosa fueron afiadidos al medio basal mineral poco antes de empezar los
ensayos de toxicidad y se sometid a agitacion. El cultivo enriquecido fue realizado en
experimentos batch en Erlenmeyers de 125 mL, donde se colocaron 90 mL de medio basal
mineral y 10 % (v/v) del in6culo microbiano. Los Erlenmeyers fueron tapados con algoddn
para facilitar el ingreso de oxigeno y a la vez evitar cualquier tipo de contaminacion que
afecte los resultados. Los ensayos fueron realizados por triplicado con cada in6culo
microbiano; asi mismo, se realizaron controles abioticos que carecian de microorganismos.
Los bioensayos fueron colocados en el Shaker MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific,
Marietta, OH, USA) [34] del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ a una
temperatura de 30 + 2 °C y una velocidad de agitacion de 50 rpm. El tiempo de monitoreo
fue de 38 horas, donde se tomaron 3 mL de muestra y se midi6 la densidad Optica
periddicamente. Las muestras fueron tomadas cada: 0, 5, 13, 16, 19, 21, 23, 25, 27 y 38

horas.
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5.5. Métodos Analiticos

Los métodos analiticos descritos a continuacion fueron empleados tanto en la
caracterizacion de agua residual pre-tratada con un sistema de lechada de cal, como en la
caracterizacion de inéculos microbianos. Los métodos analiticos empleados en cada

caracterizacion se reflejan en la Tabla 2.

Tabla 2. Métodos analiticos empleados en la caracterizacion de agua residual pre-tratada y
en la caracterizacion de indculos microbianos

L, Caracterizacion
Caracterizacion

Parametros Agua Residual _Inc’)cu_los
microbianos
Degradacion de glucosa X
Amonio X
Cloruro X
Coliformes fecales y totales X
Conductividad X X
Cromo X
DBOs X
DQO X X
pH X X
Sélidos (ST, SV, SST, SSV) X X
Sulfato X
Sulfuro X

Turbidez X
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5.5.1. Medicion de Amonio

El método utilizado para la medicion de amonio fue SM 4500-NH3 D [35]. EI amonio fue
medido empleando un electrodo selectivo de amonio Orion (Thermo Scientific, Beverly,
MA, USA) y un electrodo de referencia Orion (Thermo Scientific, Beverly, MA, USA). La
curva de calibracion se realiz6 empleando soluciones estandar en un rango de
concentracién de 10, 30, 50, 70, 100 y 1000 mg NHs* L™ Los estandares fueron
preparados a partir de una solucién madre de 1000 mg L™ de NH4" como cloruro de
amonio (NH4CI) [36]. Para medir la concentracion de amonio en los estandares se tomaron
20 mL de cada estandar y se afiadieron 2 mL de una solucion de ajuste de fuerza idnica
(ISA amonio) [32]. El voltaje se registr6 en mV y dichos valores fueron graficados en
funcién del logaritmo base 10 de la concentracion de amonio de acuerdo a lo establecido
por la Ley de Beer y se obtuvo un R? de 0,992. Las muestras fueron analizadas de la misma
manera y la concentracion de amonio en cada muestra fue calculada en base a la curva de

calibracion obtenida [36].

5.5.2. Medicion de Cloruro

El método utilizado para la medicion de cloruro fue ASTM D512-89 C [35]. El cloruro fue
medido empleando un electrodo selectivo de cloruro Orion (Thermo Scientific, Beverly,
MA, USA). La curva de calibracion se realizé6 empleando soluciones estandar de 10, 25,
50, 75, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg CI" L™. Los estandares fueron preparados a partir de
una solucién madre de 1000 mg L™ de cloruro como cloruro de sodio (NaCl) [36]. Para
medir la concentracion de cloruro en los estandares se tomaron 20 mL de cada estandar y

se afiadieron 0,4 mL de una solucion de ajuste de fuerza ionica (ISA cloruro) (Thermo
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Scientific, Beverly, MA, USA). El voltaje se registr6 en mV y dichos valores fueron
graficados en funcién del logaritmo base 10 establecido por la ley de Beer y se obtuvo un
R? de 0,998. Las muestras fueron analizadas de la misma manera y la concentracién de

cloruro en cada muestra fue calculada en base a la curva de calibracion obtenida [32].

5.5.3. Conteo de Coliformes Fecales y Totales

El método utilizado para determinar Coliformes Fecales y Totales fue el del nimero mas
probable por el conteo de colonias en una placa de Petrifilm. Diluciones sucesivas fueron
realizadas empezando con una solucién madre correspondiente a 10 mL de la muestra a
analizar. A continuacion, se tom6 1 mL de cada dilucion con una pipeta automatica y se lo
colocé cuidadosamente en una placa de Petrifilm, asegurandose de que todo el volumen
transferido quede uniformemente esparcido en la placa. Para calcular el nimero mas

probable se utilizo la siguiente ecuacion.

Ecuacién 1.

NMP  numero de colonias * factor de dilucion

mlL volumen de la muestra inoculada

Las unidades formadoras de colonias fueron contadas tanto a las 24 como a las 48 horas de
colocadas las muestras en el Petrifilm. Las colonias fueron identificadas de acuerdo a lo
establecido en el manual 3M- Placas Petrifilm MR [37]. Aquellas de coloracion rojiza son
coliformes, y aquellas de coloracion azulada son coliformes fecales. Para la determinacion

de las coliformes totales las colonias rojizas y azuladas fueron contadas, mientras que los
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coliformes fecales fueron Unicamente aquellos de color azul. El rango de conteo para la
poblacién total en placas Petrifilm EC es de 15-150. Si hay un nimero mayor, se reporta

como incontable [37].

5.5.4. Medicion de la Conductividad

El método utilizado para medir la conductividad fue SM 2510 B (APHA) [35]. El
electrodo de conductividad fue calibrado con el estandar 1413 pS cm™ [34]. La
conductividad de cada muestra fue determinada tomando 50 mL y utilizando un
multiparametro portatil Thermo Scientific Orion 5-Star (Thermo Scientific, Beverly, MA,

USA) [36].

5.5.5. Medicion de Cromo

La determinacién de cromo fue realizada utilizando un espectrofotometro de absorcién
atomica Buck Scientific 210 VGP (Buck Scientific, Connecticut, USA), donde se utilizo
una llama de aire y acetileno [38]. La curva de calibracion fue preparada empleando
estandares de 1, 2, 3,4y 5 mg Cr®* L™ a partir de una solucién madre de 1000 mg Cr¥* L™.
Por ultimo, se realizo el analisis de las muestras y se registrd la concentracion de cada

lectura.
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5.5.6. Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBOs)

La demanda biolégica de oxigeno en el dia 5 fue medida empleando el equipo OxiTop y su
respectiva incubadora. EI DBOs esperado se determina mediante el DQO obtenido al
multiplicar por una constante K. Esta constante es la fraccion del DQO que se espera sea
biodegradable, normalmente es 0,5; sin embargo, el valor puede ser igual a 0,7 en ciertos
casos dependiendo de la carga organica de la muestra. El volumen de muestra que debe ser
colocado en la botella- OxiTop varia segun el valor referencial anteriormente obtenido. En
la Tabla 3 se encuentra el volumen de muestra que se debe utilizar asi como el factor por el
que se debe multiplicar al DBOs obtenido, para que este sea el DBOs real de la muestra

[39].

Tabla 3. Factores de volumen de muestra y DBOs esperado [39]

DBOs esperado Volumen de la Factor

(mg LY muestra (mL)

0-40 432 1

0-80 365 2
0-200 250 5
0-400 164 10
0-800 97 20,1
0 - 2000 43,5 50,3
0-4000 22,7 100,5

La muestra fue colocada en la botella de &mbar, a continuacion se afiadio el agitador y 3-5
pastillas de hidréxido de sodio (NaOH) fueron colocadas en la parte superior de la botella.

Finalmente, el equipo OxiTop fue conectado y la botella fue colocada en la incubadora a
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20°C. El equipo registrd6 medidas de la DBO en la muestra durante 5 dias. El valor del
quinto dia fue multiplicado por el factor de la Tabla 3. En caso de que se haya realizado

una dilucion previa, el valor fue multiplicado también por el factor de dilucidn utilizado.

5.5.7. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La demanda quimica de oxigeno se determiné mediante un método colorimétrico a una
longitud de onda de 600 nm, tomando como referencia el método SM 5220 B [32]. La
curva de calibracion se realizé a partir de una solucién madre de 1000 mg O, L™ de KHP
en un rango de concentracion de estandares de 25, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 mg O, L
! La solucién de digestion de alto rango (250 mL) fue preparada secando 2,554 g de
dicromato de potasio (K,Cr,07) a 150°C por dos horas. A continuacion, el K,Cr,0;y 41,75
mL de la solucion de acido sulfurico (H,SO,) fueron agregados a 125 mL de agua
destilada. La solucion de acido sulfarico fue preparada afiadiendo nitrato de plata (AgNO3)
a H,SO,4 concentrado a una relaciéon de 6 g AgNO3 / kg H,SO,4. Después, se dejo reposar

por 1 a 2 dias para disolver el nitrato de plata.

Para la preparacion de los estandares se utilizd Ftalato Acido de Potasio (KHP). La
solucién madre, con un DQO teérico de 1000 mg O, L™, se preparé triturando y secando
KHP en el horno GC- Series Lab Ovens (Quincy Lab. Inc, Chicago, USA) a 110°C durante
toda la noche para posteriormente afiadir 212,5 mg de KHP a 250 ml de agua destilada. El
KHP tiene un COD teérico de 1,176 mg O, / mg KHP. Los estandares se prepararon
colocando 2,5 mL de estandar, 1,5 mL de solucién de digestion y 3,5 mL de acido
sulfurico. Los estandares fueron colocados en el horno a 150°C por 2 horas para digerir la

muestra [36]. Finalmente, se esperd a que estos enfrien y se midié la absorbancia a una
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longitud de onda de 600 nm. La curva de calibracion se obtuvo graficando los valores de
absorbancia en funcion de la demanda quimica de oxigeno de acuerdo a lo establecido por
la ley de Beer y se obtuvo un R? de 0,998. Para medir el DQO de las muestras el mismo
proceso fue realizado y se determind el DQO real utilizando la curva de calibracion

obtenida.

5.5.8. Medicion de Densidad Optica (OD)

La densidad o6ptica fue medida utilizando el colorimetro Spectronic 20 D+ (Fisher
Scientific, Madison, WI, USA) [40]. El equipo fue encerado con agua destilada y a
continuacion se tomaron 3 mL de muestra y se midio la absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm. Las muestras fueron tomadas en distintos intervalos hasta que los sistemas

alcancen el equilibrio.

5.5.9. Medicién de Glucosa

El método colorimétrico utilizado para determinar la concentracion de glucosa fue el
desarrollado por Dubois y colaboradores [41]. Los reactivos utilizados fueron fenol 5%
(v/v) y éacido sulfurico concentrado. Previo a las mediciones de las muestras, se realiz6 una
curva de calibracion en funcién de la absorbancia con diferentes estandares de glucosa a
partir de una solucién madre de 100 mg CgH1,0¢ L™ (Tabla 4). De acuerdo a lo establecido

en la Ley de Beer, el R? de la curva de calibracion fue de 0,98.
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Tabla 4. Preparacion de estandares de glucosa a partir de solucién madre de 100 mg L™

Concentracion  Glucosa o Acido
Estandar de Glucosa 100 mg L™ ’(A\rglli? Fe(nrﬂllj /o sulfurico '(I'r(r)]f)l

(mg L7) (mL) (mL)

1 0 0 0,5 0,5 2,5 3,5

2 2,86 0,1 0,4 0,5 2,5 3.5

3 5,71 0,2 0,3 0,5 2,5 3.5

4 8,57 0,3 0,2 0,5 2,5 3.5

5 11,43 0,4 0,1 0,5 2,5 3.5

6 14,29 0,5 0 0,5 2,5 3,5

En el caso de las muestras, se tomaron 0,7 mL de cada uno de los ensayos, asi como de los
controles bidticos y abidticos. Las muestras fueron centrifugadas en la micro-centrifuga
Spectrafuge 24 D (Labnet, NJ, USA) durante un periodo de 5 minutos a 10 000 rpm. 0,5
mL de la muestra fueron transferidos a tubos de ensayo y se afiadieron 0,5 mL de fenol 5%
(v/v) y 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. A continuacion se mezclé el contenido de
los tubos de ensayo, se dejé reposar durante 7 minutos y se calento en el horno GC- Series
Lab Ovens (Quincy Lab. Inc, Chicago, USA) a 45°C durante 20 minutos. Posteriormente,
la absorcidn fue medida en el colorimetro Spectronic 20D+ a una longitud de onda de 490

nm [1].

5.5.10. Medicién de Potencial de Hidrdégeno (pH)

El método utilizado para medir pH fue SM 4500-H* B [35]. El multiparametro portatil
Thermo Scientific Orion 5-Star (Thermo Scientific, Beverly, MA, USA) fue calibrado con
su electrodo especifico para medicion de pH empleando soluciones buffer con un pH de 4,

7'y 10, segun lo que se especifica en la guia de uso [42]. El potencial de hidrogeno (pH)
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fue determinado tomando 40 mL de muestra de acuerdo al procedimiento descrito

previamente.

5.5.11. Concentracion de Sélidos: ST, SV, SST y SSV

La concentracién de solidos tanto en lodos como en muestras liquidas se realizo
empleando protocolos internacionales, siendo estos los 2540 B y 2540 D del APHA [35].
Para determinar los ST se pesé y registro el peso del crisol vacio en la balanza analitica
Mettler-Toledo (Pc = peso crisol). Posteriormente se vacio 25 mL de la muestra (Vm =
volumen muestra) y se coloco el crisol en el horno GC- Series Lab Ovens (Quincy Lab.
Inc, Chicago, USA) a 105°C durante ocho horas y posteriormente se registro su peso (Pl =
peso lodo). Con los datos obtenidos se empled la Ecuacion 2 para calcular los ST [2]. Para
determinar los SV se coloco el crisol en la mufla Ney Vulcan 3-550 (Degussa Ney, CA,
USA) durante tres horas a 550°C y se anotd el peso (Pz = peso cenizas). En este caso, para

calcular los SV se emple6 la Ecuacion 3 [2].

Para calcular los SST se us6 un filtro de micro fibra de vidrio 934-AH (Whatman,
Piscataway, NJ, USA) con un diametro de 4,7 cm el cual fue pesado en la balanza (Pf =
peso filtro) y colocado en el equipo de filtrado al vacio (kitasato y mangueras). Se agregé
15 mL de la muestra (Vmf = volumen muestra), se filtrd la misma y se colocé el filtro en el
horno durante ocho horas a 105°C. Luego se peso el filtro y se anotd su valor (PIf = peso
lodo filtrado). Con estos datos y la Ecuacién 4 se calcul6 los SST [2]. Posteriormente, para
determinar los SSV se coloco el filtro sobre crisoles y se los dejé tres horas en la mufla a
550°C. Finalmente, se pesé el crisol y se anotd el valor obtenido (Pzf = peso cenizas

filtradas). Para obtener el valor de los SSV se empleo la Ecuacion 5 [2].



Ecuacion 2.
Pl eso lodo seco + crisol) - peso del crisol
Vm Volumen de la muestra
Ecuacion 3.
SV (g L1) = Pl—Pz  (pesolodoseco + crisol) — (peso cenizas + crisol)
& ~ Vm Volumen de la muestra
Ecuacion 4.
PIf  (pesolodoseco + filtro) - peso del filtro
_1 — —
SST(gl™) = Vmf Volumen de la muestra
Ecuacion 5.
PIf — Pzf eso lodo seco + filtro) — (peso cenizas + filtro
SSV(g L) = _® )= (p )

Vmf Volumen de la muestra

5.5.12. Medicion de Sulfato
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El método utilizado para la medicion de sulfato fue SM 426 C [35]. La medicion de sulfato

se realiz6 empleando 25 mL de muestra y se ajustd a un pH &cido con &cido clorhidrico

(HCI 1M) al 30%, es decir, un pH < 2. La muestra fue filtrada con un filtro de papel para

retirar s6lidos que puedan interferir en la medicién, 25 mL de una solucién 0,1 M de

cloruro de bario (BaCl,-2H,0) fueron afiadidos, la mezcla se dejé reposar durante una hora

para precipitar el sulfato presente en la solucion como sulfato de bario (BaSOy).

Posteriormente, se realizo una filtracion al vacio empleando filtros de micro fibra de
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vidrio. Las muestras filtradas fueron secadas en un horno GC- Series Lab Ovens (Quincy
Lab. Inc, Chicago, Estados Unidos) durante 8 horas. La cantidad de sulfato de bario
formada se determind por diferencia de peso entre el peso del filtro y el peso del filtro con

la muestra seca después de 8 horas en el horno a 105°C [36].

5.5.13. Medicién de Sulfuro

El método utilizado para la medicién de sulfuro fue SM 4500-S D. La medicion de
sulfuro disuelto fue realizada usando un espectrofotometro (Spectronic 20D+, Nueva York,
Estados Unidos) por el método colorimétrico de azul de metileno a una longitud de onda
de 670 nm [35]. La curva de calibracion fue construida a partir de estandares de 0.05, 0.1,
0.25, 0.5, 0.75y 1 mg S* L. EI R? de la curva de calibracion fue de 0,992. En un balén
volumétrico de 25 mL se colocd 5 mL de cloruro de zinc (2%), 2.5 mL de DMP (2 g L™)
con 20% de acido sulfarico concentrado, 0,125 mL de la solucion de sulfato de amonio y
hierro 11 (100 g L™) y la muestra a ser analizada tomando en cuenta que la cantidad de
sulfuro (S%) presente no puede ser mayor a 1 mg S* L™ [36]. Finalmente, la absorbancia
fue medida a 670 nm, tanto de las muestras como de los estandares de la curva de

calibracion.

5.5.14. Medicion de Turbidez

La turbidez se midi¢ utilizando el equipo Orion AQ 4500 (Thermo Scientific, MA, USA),
que se calibra utilizando diferentes estandares incluidos para encerar el turbidimetro, se
mide la turbidez del agua destilada, la cual es cercana a 0 NTU [23]. Una vez calibrado y

encerado el equipo la turbidez de las muestras fue medida [43].
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5.6. Bioensayos de Toxicidad Microbiana

El efecto inhibitorio de cromo, cloruro y sulfuro en la actividad metabdlica de las bacterias
aerodbicas degradadoras de glucosa fue evaluado en bioensayos batch para cada compuesto.
Los ensayos fueron realizados por duplicado en Erlenmeyers de 125 mL, donde se
colocaron 90 mL de medio basal mineral con 1000 mg L™ de glucosa y 10% (v/v) de
cultivo microbiano enriquecido. Posteriormente, en cada bioensayo se obtuvieron las
concentraciones deseadas de cromo, cloruro y sulfuro a partir de soluciones madre.
Ademas de los ensayos de toxicidad microbiana, también se realizaron dos controles por
triplicado, un control bi6tico en ausencia de agente inhibitorio y un control abidtico en
ausencia de microorganismos. Todos los Erlenmeyer fueron tapados con algodon y
colocados en el shaker de bafio maria MRC BT-350 (M.R.C.Ltd., Israel) [44] del
Laboratorio de Microbiologia de la USFQ vy fueron monitoreados en intervalos
determinados por un periodo de 10 horas. La temperatura fue ajustada a 30 £ 2 °C y la

velocidad de agitacion fue de 50 rpm.

La toxicidad de cromo como sulfato de cromo [Cr,(SO,)s] fue evaluada en dos rangos de
concentracion, rango bajo y rango alto. Los ensayos realizados en el rango bajo de
concentracion fueron T-0,5, T-1, T-2,5, T-5 y T-10 con concentraciones de 0.5, 1, 25,5y
10 mg Cr** L, respectivamente. Mientras que los bioensayos en el rango alto de
concentracion, T-5, T-25, T-50, T-75 y T-100 contenian 5, 25, 50, 75 y 100 mg Cr* L™,
respectivamente. En las Tabla 5 y 6 se presentan la composicion de los ensayos de
toxicidad microbiana de cromo en rangos bajos y altos de concentracion, respectivamente

con un volumen total de 100 mL.
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Tabla 5. Composicion en los bioensayos de toxicidad de cromo durante la degradacion
aerobia de la glucosa en un rango bajo de concentracion de cromo

Ensayo Cultivo Medio basal Cromo Agua

enriquecido mineral (mL)® Cr** (mL) destilada

(mL) (mL)
Control Biotico 10 90
Control Abiotico 90 10
T-05 10 89 1
T-1 10 89 1°
T-2,5 10 87,5 2,5
T-5 10 85 5P
T-10 10 80 10°

a: Solucién madre de 50 mg Cr** L™
b: Solucién madre de 100 mg Cr* L
¢: Concentracion de glucosa 1000 mg L™

Tabla 6. Composicién en los bioensayos de toxicidad de cromo durante la degradacion
aerobia de la glucosa en un rango alto de concentracién de cromo

Ensayo Cultivo Medio basal Cromo Agua
enriquecido mineral (mL)® Cr¥* (mL)  destilada
(mL) (mL)
Control biotico 10 90
Control Abidtico 90 10
T-5 10 85 5?
T-25 10 87,5 2,5°
T-50 10 85 5
T-75 10 82,5 7,5°
T-100 10 80 10°

a: Solucién madre de 100 mg Cr¥* L™
b: Solucién madre de 1000 mg Cr** L
c: Concentracion de glucosa 1000 mg L™
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El efecto inhibitorio de cloruro durante la degradacion aerobica de la glucosa fue evaluado
en un solo rango. El cloruro suministrado como cloruro de sodio (NaCl) fue evaluado en
los bioensayos T-0,5, T-2,5, T-5, T-7,5 y T-10 con concentraciones de 500, 2500, 5000,
7500 y 10 000 mg CI" L™. En la Tabla 7 se presenta la composicion de los bioensayos de

toxicidad de cloruro para ensayos para un volumen total de 100 mL.

Tabla 7. Composicion en los bioensayos de toxicidad de cloruro durante la degradacion
aerobia de la glucosa

Ensayo Cultivo Medio basal Cloruro Agua
enriquecido mineral (mL)® CI'(mL) destilada
(mL) (mL)
Control biotico 10 90
Control Abidtico 90 10
T-0,5 10 85 52
T-2,5 10 87,5 2,5°
T-5 10 85 5
T-75 10 82,5 7,5°
T-10 10 80 10°

a: Solucién madre de 10 000 mg CI" L™
b: Solucién madre de 100 000 mg CI' L™
¢: Concentracion de glucosa 1000 mg L™

La toxicidad microbiana de sulfuro, suministrado como sulfuro de sodio (Na,S) fue
evaluada en la actividad metabolica de bacterias aerobias degradadoras de glucosa en un
rango de concentracion bajo. Los ensayos T-0,25, T-0,5, T-0,75, T-1 y T-1,5 presentaron
concentraciones de 0.25, 0.5, 0.75, 1 y 1.5 mg S* L™, respectivamente. La composicién de

dichos bioensayos para un volumen total de 100 mL se detalla en la Tabla 8.



46

Tabla 8. Composicion en los bioensayos de toxicidad de sulfuro durante la degradacion
aerobia de la glucosa

Ensayo Cultivo Medio basal Sulfuro Agua
enriquecido (mL) mineral (mL)® S¥ (mL)* destilada (mL)
Control biotico 10 90
Control Abidtico 90 10
T-0,5 10 88,33 1,67
T-2,5 10 86,67 3,33
T-5 10 85 5
T-7,5 10 83,33 6,67
T-10 10 80 10

a: Solucién madre de 15 mg S* L™
b: Concentracién de glucosa 1000 mg L™
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6. Resultados y Discusiones

6.1.Caracterizacion de Agua Residual proveniente de la industria de la
curtiembre pre-tratada con un sistema de mezcla controlada y lechada de

cal.

En la Tabla 9 se presenta la caracterizacion de la muestra de AR proveniente de la industria
de la curtiembre, pre-tratada con un sistema de mezcla controlada y lechada de cal,
realizada en base a parametros fisico-quimicos y microbiolédgicos. En esta tabla también se
presentan los limites maximos permisibles de descarga al sistema de alcantarillado publico
y a un cuerpo de agua dulce, establecidos en la legislacién ecuatoriana en las Tablas 11 y
12, respectivamente, Libro VI, Anexo I, del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del

Medio Ambiente del Ministerio del Ambiente (TULSMA) [16].

La concentracion de amonio, cloruro, sulfuro y DQO de la muestra de agua residual pre-
tratada analizada fue de 116,27 + 0,86, 7726,23 = 0,12, 0,634 + 0,01, 3252,1 + 54,86 y
3696,67 + 72,01 mg L, respectivamente. En un estudio realizado por Valdés y Pefiafiel, la
concentracion de estos compuestos para aguas residuales de curtiembre, pre-tratadas con
un sistema de mezcla controlada y lechada de cal se encontraron en los rangos de 62 — 383
mg NH," L%, 6025 — 8831 mg CI' L™, 0,1 — 21 mg S* L y 2540 — 4592 mg DQO L7,
respectivamente [23]. Los resultados obtenidos en este estudio se encuentran dentro de los
rangos del AR pre-tratada. En términos de los limites maximos permisibles de descarga, el
amonio no es un parametro regulado en el TULSMA; sin embargo, la legislacion nacional
estipula que el limite maximo permisible de nitratos y TKN para descargas a cuerpos de
agua dulce es de 10 mg L™ y 15 mg L™, respectivamente [16]. Asi mismo, en el caso del
cloruro, el TULSMA no regula su limite maximo permisible de descarga; sin embargo, se

regula el cloro activo, el cual tiene un limite maximo de 0,5 mg L™. Entre los tratamientos
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de desmineralizacibn mas comunes se encuentran la evaporacion condensacion,
intercambio i6nico y dsmosis inversa [45]. En el caso del sulfuro, la concentracion del
mismo fue 1,2 veces mayor al limite indicado en el TULSMA para descarga en cuerpos de
agua dulce. La concentracion de sulfatos presentes en el AR supera el limite maximo
permisible de descarga por un factor de 3, por lo que es necesario realizar un tratamiento
posterior para disminuir su concentracion. Asi mismo, la DQO supera el limite permitido
de descarga a un cuerpo de agua dulce por un factor de 15, siendo necesario un tratamiento
secundario que permita disminuir esta concentracion hasta aquella permitida en el

TULSMA.

En el caso del cromo, la concentracion obtenida en el agua residual pre-tratada fue de 1,95
mg Cr** L, encontrandose por debajo del rango reportado por Valdés y Pefiafiel, siendo
este 12 — 57 mg Cr** L™ [23]. Una posible explicacion sobre este valor de la concentracion
de cromo es que en el presente estudio se afiadié un filtro de arena, el cual no estuvo
incluido en el estudio realizado por Valdés y Pefiafiel, 1o cual pudo haber contribuido a
reducir la concentracion de cromo. En un estudio realizado por Higuera et al, sobre el
disefio de biofiltros para reducir la contaminacién generada por el cromo presente en la
industria del curtido, se obtuvo porcentajes de remocion entre 10,4% y 38,8% empleando
biofiltros con grava, arena y biomasa de la hoja del café, en distintas proporciones [46]. A
pesar de que la concentracion de cromo trivalente (Cr**) no esta regulada por el Ministerio
del Ambiente, la concentracion maxima permisible para el cromo hexavalente es de 0,5 mg

Lt
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Tabla 9. Resultados de la Caracterizacion de Agua Residual proveniente de la Industria de la Curtiembre pre-tratada con un Sistema de
Lechada de Cal [16]

Limite de descarga a un Limite de descarga al

Parametros Unidades Resultados cuerpo de agua dulce ® sistema dg alpangarillado
publico
Amonio mg L™ 116,27  + 0,86 - -
Cloruro mg L™ 772623  * 0,12 - -
Coliformes Fecales NMP /100 mL <1 + 0 Remocion >99,9% --
Coliformes Totales NMP /100 mL <1 + 0 - -
Conductividad mS cm™ 19,06 + 0,02 - --
Cromo Cr* mg L™ 1,95 + 0 - -
DBOs mg L™ 2893,33  + 40,41 100 250
DQO mg L™ 3696,67 + 72,01 250 500
pH 8,37 + 0,01 5a9 5a9
Sélidos Totales gL® 16,66 + 0,66 1600 1600
Solidos Volatiles gL® 1,33 + 0,01 -- --
Sélidos Suspendidos Totales glL® 1,32 + 0,003 100 220
Sélidos Suspendidos Volatiles glL® 0,67 + 0 - --
SSV/SST 0,51 + 0,05 - --
Sulfato mg L™* 3252,10 + 54,86 1000 400
Sulfuro mg L™* 0,634 + 0,01 0,5 1
Turbidez NTU 243,33 + 1,15 -- --

® Tabla 12. Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce, Libro VI, Anexo I, TULSMA
® Tabla 11. Limites de descarga al sistema de alcantarillado publico, Libro VI, Anexo I, TULSMA
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En el caso de la conductividad y los diferentes tipos de sélidos, los valores obtenidos para
el agua residual pre-tratada se encuentran dentro del rango reportado por Valdés y Pefafiel
[23]. Cabe indicar que la legislacién ambiental no regula la conductividad de las aguas
residuales para su descarga en alcantarillado o cuerpos de agua dulce [16]. Los ST y SST
se encuentran por debajo de los limites maximos de descarga para estos dos parametros,
mientras que los SV y SSV no son regulados por la legislacion ambiental del pais. Sin
embargo, al conocer que los SV y SSV son fracciones de los ST y SST, también se
encontrarian por debajo de la norma. Finalmente, en la muestra de agua residual pre-
tratada, el pH y la turbidez se encuentran ligeramente fuera del rango reportado en el
estudio anterior, realizado por Valdés y Pefiafiel [23]. EI pH se encuentra dentro del rango
permitido para descargas de AR a un cuerpo de agua dulce establecido en la legislacion

ecuatoriana, mientras que la turbidez no ha sido regulada.

Uno de los pardmetros mas importantes para determinar si un agua residual puede ser
tratada con procesos bioldgicos, es la DBO y su relacion con la DQO. La DBOs del agua
residual pre-tratada fue 2893,33 + 40,41 mg L. La relacion entre la DBOs y DQO es de
78%, lo cual nos indica que el agua residual tiene una elevada concentracion de materia
organica, por lo que un tratamiento biolégico del AR pre-tratada seria factible [2]. Asi
como la DQO, la DBOs se encuentra por encima del limite méximo permisible para

descarga a cuerpos de agua dulce por un factor de 23.

Estos resultados indican la necesidad de realizar un tratamiento biolégico previo descarga a
un cuerpo de agua dulce, por lo tanto en este estudio se evaluara el efecto inhibitorio de
cromo, cloruro y sulfuro en la actividad metabolica de las bacterias aerobicas degradadoras

de glucosa para determinar la factibilidad de la aplicacion de un tratamiento bioldgico a
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agua residual proveniente de la industria de la curtiembre pre-tratada con un sistema de

mezcla controlada y lechada de cal.

6.2. Caracterizacion de Inéculos Microbianos

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica basica de los in6culos microbianos
lodos efluente, lodos aireacion extendida y lodos activados, se encuentran en la

Tabla 10. Estos parametros incluyen conductividad, DQO, pH, ST, SST y SSV. Los
resultados de DQO para indculos evaluados se encuentran entre 169,61 — 331,83 mg L™.
Siendo el inéculo del lodo efluente el que presentd la menor concentracion de DQO,
seguido por los lodos activados, mientras que los lodos de aireacidn extendida son los que
presentan la mayor DQO. La DQO mide la cantidad de materia que puede ser oxidada
quimicamente, por lo que el lodo con menor DQO necesitard menos oxigeno para ser
oxidado [2], disminuyendo asi la energia que tiene que ser invertida en el proceso. Los
resultados de pH se encuentran entre 6,19 — 7,58. Este parametro es de gran importancia en
los procesos de degradacion bioldgica puesto que los microorganismos necesitan
condiciones de pH especificas, siendo cualquiera de los tres lodos un buen indculo

refiriéndonos a este parametro en particular.



Tabla 10. Resultados de la caracterizacion fisico-quimica béasica de los indculos microbianos evaluados en este estudio

In6culos Microbianos

Parametro Unidad
Lodos activados Lodos aireacion extendida Lodos efluente
Conductividad usS cm™ 1286 + 0,577 2215 + 0,577 2654 * 1,528
DQOs mg L™ 22183 4,71 331,83 + 9,28 169,61 + 10,18
pH 6,97 + 0,01 7,58 + 0,01 6,19 + 0,01
ST g Lt 2,873 + 0,217 3,413 + 0,070 2,347 + 0,082
SST gL? 2,253 + 0,013 2,487 + 0,055 1,300 + 0,012
SSV gL? 1,862 + 0,025 1,631 + 0,031 1,278 * 0,010
SSV /SST 0,826 + 0,008 0,656 + 0,005 0,993 + 0,003

52
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Los resultados de ST se encuentran entre 2,347 — 3,413 g L™, los de SST estan entre 1,300
— 2,487 mg L™ La relacion entre SSV/SST (junto con el crecimiento microbiano en los
cultivos enriquecidos) son los parametros mas relevantes para poder determinar cual es el
inéculo microbiano mas apropiado para realizar los ensayos de toxicidad. Los lodos
efluente registraron la relacion méas alta (98,29%), seguidos por los lodos activados
(82,6%) y finalmente los lodos aireacion extendida (65,6%). Los dos primeros indculos
microbianos presentaron una relacion mayor a 70%, que es lo que se recomienda en la
literatura para que el in6culo sea considerado como una buena fuente de biomasa [2]. En el
caso de los lodos efluente, ésta elevada concentracion de biomasa se puede atribuir a que
en el momento de la toma de la muestra se estaba afiadiendo bacterias (cultivadas en un
birreactor) al tanque aerobico de la PTAR para obtener mejores resultados de remocion de

contaminantes, lo que aumento la relacion de SSV/SST.

A pesar de que la relacion SSV/SST es més alta en los lodos activados y lodos efluente, se
debe realizar un dltimo analisis empleando un cultivo enriquecido para estudiar el
crecimiento microbiano y determinar el mejor in6culo microbiano. El indculo microbiano
que presente la mayor relacion SSV/SST y el mayor crecimiento sera empleado como

cultivo enriquecido para los ensayos de toxicidad.

En la Figura 2 se presenta la determinacién del crecimiento microbiano en base a la
densidad oOptica. Esta figura corresponde al crecimiento propio de microorganismos
presentes en los diversos indculos microbianos evaluados en este estudio en presencia de
glucosa. En todos los tratamientos (10% en volumen del indculo microbiano inicial) existe
un crecimiento exponencial de microorganismos con respecto al tiempo, mientras que en el
control abidtico no se evidencia crecimiento microbiano. El in6culo que presenta el mayor

crecimiento es el de los lodos activados, ya que después de 24 horas de estudio, la densidad
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Optica de los microorganismos presentes en este inoculo fue 0,6 en comparacion con los
otros dos lodos, efluente y aireacion extendida que registraron valores de 0,4 y 0,3
respectivamente. También se puede observar que los lodos de aireacion extendida se
estabilizaron después de 12 horas y alcanzaron la fase de muerte celular luego de 25 horas
de monitoreo. Los lodos efluente registraron largos periodos de adaptacion, estabilizandose
a las 22 horas y decayendo a las 27 horas. Mientras que los lodos activados registraron una
fase exponencial mucho mas extensa iniciando a las 5 horas y alcanzando la fase
estacionaria a las 25 horas de estudio. Analizados los resultados de la caracterizacion
fisico-quimica y del crecimiento microbiano en los cultivos enriquecidos, se determiné que
el indculo microbiano con las mejores caracteristicas fue lodos activados, registrando

mayor crecimiento con una relacion de SSV/SST de 82,6%.
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Figura 2. Cultivo enriquecido de bacterias degradadoras de glucosa en presencia de 10%
(v/v) de los diferentes in6culos microbianos evaluados y 1000 mg L™ de glucosa. Leyenda:
(e) lodos activados, (m) lodos aireacion extendida, (A) lodos efluente, (o) control abidtico.
Las barras de error representan desviaciones estandar de los bioensayos realizados por

triplicado.
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6.3. Bioensayos de Toxicidad Microbiana

Los bioensayos de toxicidad microbiana se realizaron con un cultivo enriquecido de los
lodos activados, utilizando 10% (v/v) de indculo microbiano de acuerdo a lo propuesto en
el estudio realizado por Valarezo y Ochoa-Herrera, en el que se evaluaron diferentes
concentraciones de biomasa 1, 2.5, 5y 10 % (v/v) y se establecié que el cultivo
enriquecido que presentd la mayor actividad maxima especifica de consumo de glucosa fue

aquel correspondiente a una concentracion de 10 % (v/v) [1].

6.3.1. Bioensayos de Toxicidad Microbiana con Cloruro

En la Figura 3 se presentan los resultados de la degradacion de una muestra sintética de
agua residual con glucosa con respecto al tiempo en presencia de diferentes
concentraciones de cloruro empleando 10% (v/v) de un cultivo enriquecido. En esta figura
se puede observar que en el control bidtico en ausencia de cloruro, se obtuvo una
degradacion completa de la glucosa después de 10 horas de tratamiento. Por el contrario,
en los controles abidticos en ausencia de microorganismos, la concentracion de la glucosa
no disminuy6 con respecto al tiempo. En el caso de los tratamientos, se observa que el
cloruro afecta a los microorganismos degradadores de glucosa debido a que, el porcentaje
de consumo de glucosa va disminuyendo conforme se incrementa la concentracion de
sales. Por ejemplo, después de 6 horas de tratamiento en el bioensayo con 2500 mg CI" L™,
504 mg L™ de glucosa permanecieron en solucién (degradando 49,25% de la glucosa
presente); en el bioensayo con 10 000 mg CI" L™ la concentracién de glucosa fue 826,97
mg L™, con una degradacién de 17,95%; comparado con el control bi6tico en el que se

obtuvo una degradacion de 58,76 % de la concentracion inicial de glucosa. Las curvas de
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degradacion de glucosa en presencia de distintas concentraciones de cloruro surgieren que
este ion genera cierta inhibicion en la actividad metabolica de organismos degradadores de

glucosa conforme aumenta su concentracion en los bioensayos.



58

1200

Y

" 1000

800

600

400

200

Concentracién de Glucosa (mg L

Tiempo (h)

Figura 3. Bioensayo de toxicidad microbiana en presencia de 10% (v/v) de cultivo
enriquecido de lodos activados, 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones de cloruro entre
500 mg L™ y 10 000 mg L™. Leyenda: () Control abiético, (o) control biético, (m) T-0,5
(500 ppm), () T-2,5 (2500 ppm), (¢) T-5,0 (5000 ppm), (A) T-7,5 (7500 ppm) y (o) T-10
(10 000 ppm). Las barras de error representan desviaciones estandar de los bioensayos
realizados por triplicado en el caso de los controles y por duplicado en caso de los ensayos
con cloruro.
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La actividad maxima especifica de degradacion de glucosa (AMG) se determino en base a
las pendientes de las curvas de degradacion expresadas en mg sustrato consumido L™ h™y
se normalizaron con respecto al control bidtico. El porcentaje de actividad maxima
especifica de degradacion de glucosa se obtiene dividiendo la actividad maxima especifica
a la concentracion evaluada para la actividad maxima especifica del control bi6tico, como

se muestra en la Ecuacion 6.

Ecuacion 6.

o actividad méxima especifica a la concentracion evaluada
Actividad (%) = — — — — * 100
actividad maxima especifica del control biético

La Tabla 11 resume las actividades méaximas especificas de consumo de glucosa en los

diferentes tratamientos.

Tabla 11. Actividades maximas especificas de consumo de glucosa (1000 mg L™) de un
cultivo aeroébico enriquecido (10% v/v) en presencia de distintas concentraciones de

Cloruro
Ensayos Concentracion de AMG AMG (%)
Cloruro (mg L™ (mg L' h™)
Controles . Control Bidtico 0 -116,99 100
T-0,5 500 -101,71 86,94
T-2,5 2500 -101,35 86,63
Ensayos T-5 5000 -94,13 80,46
T-7,5 7500 -60,54 51,75
T-10 10 000 -53,43 45,67
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En la Figura 4 se grafica el porcentaje de la actividad maxima especifica de consumo de
glucosa con respecto a la concentracion de cloruro presente en los distintos ensayos. En
esta grafica se puede observar claramente como la degradacion de glucosa disminuye a
medida que aumenta la concentracion de cloruro. Los microorganismos presentes en el
cultivo enriquecido no toleran ambientes con concentraciones de salinidad altas, por lo
cual su actividad metabdlica se ve afectada. Esta afectacion causa toxicidad microbiana,
disminuyendo su capacidad de degradacion de materia organica (glucosa en este caso)

[28].
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Figura 4. Efecto inhibitorio de cloruro en un cultivo microbiano enriquecido de lodos
activados 10% (v/v) en presencia de 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones en aumento
de cloruro.
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Los datos de actividad maxima especifica de consumo de glucosa pueden ser representados
como el grado de inhibiciéon causado por la presencia de cloruro en los lodos activados
durante la degradacion de la glucosa. Este efecto inhibitorio se calculd utilizando la

Ecuacion 7.

Ecuacién 7.

o Actividad maxima especifica a la concentraccion evaluada
Inhibicion (%) = 100 — (100 *

Actividad maxima especifica del control biético

[47]

Las concentraciones de cloruro que causan el 20, 50 y 80 % de reduccion en la actividad
metabdlica (en comparacion al control bidtico) se refieren al 1Cy, ICso € 1Cag,
respectivamente [47]. Estos valores se calculan por interpolacion del porcentaje de
inhibicion observada en funcion de la concentracién de la sustancia inhibidora [48]. Los
resultados de ICy, ICso € ICgp Se encuentran en la Tabla 14. La concentracion de cloruro
que produce un 50% de inhibicién en la actividad degradadora de glucosa es 5040 mg L™.
Esta concentracion de sales se considera moderada ya que altas concentraciones de sales
son aquellas soluciones que contienen valores > 1% = 10 000 mg L. Los altos niveles de
cloruro intensifican los efectos corrosivos del agua, por lo que el ion cloruro corroe las
tuberias y genera dafios en estructuras metalicas. En base a estos resultados se puede
concluir que los microorganismos presentes en los lodos activados evaluados en este
estudio no son halotolerantes, pues no son capaces de vivir en presencia de elevadas
concentraciones de sales [49]. Altas concentraciones de sal producen un efecto inhibitorio
en microorganismos que no estan adaptados a una salinidad elevada; altas concentraciones

de sales causan plasmolisis y/o pérdida de la actividad celular resultando en baja eficiencia
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de remocion de la DQO [28]. Lefebvre y Moletta realizaron un review sobre tratamiento de
aguas residuales de la industria de la sal, donde se determinaron que concentraciones
superiores a 5000-8000 mg CI" L™ pueden comprometer el correcto funcionamiento de un
tratamiento aerobico para el AR [50]. La sal también es un gran inhibidor para
microorganismos anaerébicos, por lo que con concentraciones mayores a 18 200 mg CI™ L™
el proceso de nitrificacion se vuelve insostenible debido a que inhibe a las bacterias
nitrificantes [50]. Reid et al determinaron que un cambio brusco en la salinidad afecta las
propiedades fisicas y bioquimicas de los lodos activados de una Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR). Altas concentraciones de salinidad > 1% disminuyen la
permeabilidad de la membrana celular y ocasiona plasmolisis [28]. En un estudio realizado
por Flores Fernandez et al, en el que se evaluo la tolerancia de las bacterias halotolerantes
a altas concentraciones de sal se determind que estos microorganismos pueden resistir
concentraciones de sal hasta 12,5% (125 000 mg L™) [49].

La concentracion de cloruro en la muestra de AR pre-tratada fue 7726,23 mg L™ lo cual
generaria una inhibicion entre 20-50% por lo que se recomienda realizar un tratamiento de
desmineralizacion previo al tratamiento biolégico por el alto potencial inhibitorio del

cloruro.
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6.3.2. Bioensayos de Toxicidad Microbiana con Cromo

En las Figura 5 y 6 se muestran los resultados de la degradacion de una muestra sintética
de agua residual con glucosa respecto al tiempo en presencia de diferentes concentraciones
de cromo en rangos de concentracion baja y alta, respectivamente. Estas curvas sugieren
que el efecto inhibitorio del cromo en los microorganismos degradadores de glucosa
depende de la concentracién de cromo en los bioensayos. En la Figura 5 se puede observar
que no hay inhibicion microbiana en ninguno de los bioensayos realizados con
concentraciones entre 0,5 y 10 mg Cr** L™, por lo que se decidié estudiar solamente el

rango alto de toxicidad de cromo.
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Figura 5. Bioensayo de toxicidad microbiana en presencia de 10% (v/v) de cultivo
enriquecido de lodos activados, 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones de cromo entre
05mg L?y 10 mg L™ Leyenda: (®) Control abidtico, (o) control bidtico, (m) T-0,5 (0,5
ppm), () T-1,0 (1 ppm), (¢) T-2,5 (2,5 ppm), (A) T-5,0 (5 ppm) y (o) T-10 (10 ppm). Las
barras de error representan desviaciones estandar de los bioensayos realizados por
triplicado en el caso de los controles y por duplicado en caso de los ensayos con cromo.
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Figura 6. Bioensayo de toxicidad microbiana en presencia de 10% (v/v) de cultivo
enriquecido de lodos activados, 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones de cromo entre
5mg L? y 100 mg L™ Leyenda: (e) Control abiético, (o) control bidtico, (m) T-5 (5
ppm), (0) T-25 (25 ppm), (¢) T-50 (50 ppm), (A) T-75 (75 ppm) y (o) T-100 (100 ppm).
Las barras de error representan desviaciones estandar de los bioensayos realizados por
triplicado en el caso de los controles y por duplicado en caso de los ensayos con cromo.
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Por el contrario, en la Figura 6 se puede observar que existe inhibicion en la actividad
metabolica de degradacion de la glucosa en el rango alto de concentracion de cromo. En el
caso del control bidtico (ausencia de cromo), la concentracion de glucosa va disminuyendo
a medida que pasa el tiempo alcanzando una degradacion completa después de 10 horas de
tratamiento. Mientras que en los diferentes tratamientos, se registra inhibicion microbiana
en el rango alto entre 5 y 100 mg Cr** L™ Por ejemplo, en los bioensayos con una
concentracién de 5 y 100 mg Cr®* L%, la concentracién de glucosa es 1,16 y 1,6 veces
mayor a aquella reportada en el control bidtico después de 6 horas de exposicion,
respectivamente. En el control abidtico, la concentracion de la glucosa no cambia con

respecto al tiempo.

La actividad méxima especifica de degradacion de glucosa (AMG) se determiné en base a
las pendientes de las curvas de degradacion expresadas en mg sustrato consumido L™ h™y
se normalizaron con respecto al control bidtico como se explicé anteriormente. La Tabla
12 resume las actividades maximas especificas de consumo de glucosa en los diferentes
tratamientos. En la Figura 7 se presenta el porcentaje de la AMG con respecto a la
concentracion de cromo presente en los distintos bioensayos. En esta gréafica se puede
observar claramente como la degradacién de glucosa se ve afectada por la presencia de
cromo. El cromo trivalente a nivel intracelular puede alterar la replicacion y transcripcion
del ADN causando efectos mutagénicos, asi como también puede reaccionar con grupos
carboxilos y sulfhidrilos de las enzimas causando una alteracion tanto en la estructura
como en la actividad enzimética [51]. La EPA reporta una toxicidad cronica del cromo

trivalente (en aguas naturales con una Dureza de 100 mg/L) de 0,21 mg L™ [52].
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Tabla 12. Actividades méximas especificas de consumo de glucosa (1000 mg L™) de un
cultivo aeroébico enriquecido (10% v/v) en presencia de distintas concentraciones de

Cromo
Concentracion
AMG
Ensayos de Cromo - AMG (%)
) (mg L™ h™)

(mg L")
Controles : Control Bi6tico 0 -135,07 100
T-5 5 -104,69 77,51
T-25 25 -92,78 68,69
Ensayos T-50 50 -83,23 61,62
T-75 75 -76,81 56,87
T-100 100 -46,66 34,54
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Figura 7. Efecto inhibitorio de cromo en un cultivo microbiano enriquecido de lodos
activados 10% (v/v) en presencia de 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones en aumento
de cromo.
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Los datos de actividad maxima especifica de consumo de glucosa pueden ser representados
como el grado de inhibicion utilizando la Ecuacion 7. Los ICy, I1Cso € 1Cgo Se encuentran
en la Tabla 14. A pesar de que las concentraciones de cromo estudiadas son elevadas, en
los ensayos de toxicidad microbiana se observo precipitacion del mismo, lo cual podria
disminuir su efecto inhibitorio al no diluirse en todo el medio basal donde se encuentran
presentes los microorganismos. En un estudio realizado por Song et al sobre la
implementacidn del proceso de sedimentacion para tratamiento de agua residual de curtido,
se determind que este método es factible para la remocién de cromo. Los porcentajes de
remocion de cromo obtenidos después de 1 y 3 horas, fueron 71,2 y 83,2%,

respectivamente [53].

A pesar de que el cromo estd normalmente presente en aguas residuales industriales
provenientes de la industria de curtido, no existe mucha informacién publicada al respecto
sobre sus efectos inhibitorios en poblaciones microbianas. En un estudio llevado a cabo por
Szpyrkowicz et al sobre tratamientos de AR de curtiembre, se report6 que la tolerancia de

los sistemas de lodos activados se encuentra entre 48-50 mg Cr** L™ [54].

La concentracion de cromo presente en el AR pre-tratada con un sistema de mezcla
controlada y lechada de cal fue de 1,95 mg L™, mientras que el ICx fue 4,45 mg L™. Por lo
tanto, se puede realizar un tratamiento bioldgico al agua residual pre-tratada proveniente de
la industria de curtido ya que los valores de cromo registrados no inhiben la actividad

metabdlica de los microorganismos degradadores de glucosa.
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6.3.3. Bioensayos de Toxicidad Microbiana con Sulfuro

En la Figura 8 se muestran los resultados de la degradacién de una muestra sintética de
agua residual con glucosa con respecto al tiempo por un cultivo enriquecido en presencia
de concentraciones en aumento de sulfuro. Las curvas de degradacion de glucosa en
presencia de distintas concentraciones de sulfuro sugieren que ocurre una pequefia
inhibicion al aumentar la concentracion de sulfuro en los bioensayos. Si se compara la
degradacion de la glucosa en los bioensayos con concentracion minima de sulfuro de 0,25
mg L™ y méxima concentracién evaluada de 1,50 mg L™ de sulfuro con la curva del
control bidtico en ausencia de agente inhibitorio, se observa que el porcentaje de
degradacion de glucosa con respecto al control bidtico es 0,9 y 51 % menor,
respectivamente. Estos resultados nos indican que incluso en los bioensayos con la
concentracion mas elevada estudiada, el sulfuro no tiene un efecto inhibitorio dréstico en la

actividad metabdlica del cultivo microbiano enriquecido.
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Figura 8. Bioensayo de toxicidad microbiana en presencia de 10% (v/v) de cultivo
enriquecido de lodos activados, 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones de sulfuro entre
0,25y 1,5 mg L™ Leyenda: () Control abidtico, (o) control bidtico, (m) T-0,25 (0,25
ppm), (0) T-0,5 (0,5 ppm), (¢) T-0,75 (0,75 ppm), (A) T-1,0 (2 ppm) y (o) T-1,5 (1,5
ppm). Las barras de error representan desviaciones estdndar de los bioensayos realizados

por triplicado en el caso de los controles y por duplicado en caso de los ensayos con
sulfuro.
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En la Tabla 13 se resumen las actividades maximas especificas de consumo de glucosa en
los diferentes tratamientos. En la Figura 9 se grafica el porcentaje de la actividad maxima
especifica de consumo de glucosa con respecto a la concentracion de sulfuro presente en

los distintos ensayos.

Tabla 13. Actividades méximas especificas de consumo de glucosa (1000 mg L™) de un
cultivo aeroébico enriquecido (10% v/v) en presencia de distintas concentraciones de
sulfuro

Concentracién

AMG
Ensayos de sulfuro - AMG (%)
. (mg L™ h™)
(mg L")

Controles Control Bidtico 0 -130,70 100
Ensayos T-0,25 0,25 -101,59 77,73
T-0,5 0,5 -97,37 74,50

T-0,75 0,75 -99,11 75,83

T-1 1 -97,28 74,43

T-15 15 -94,97 72,67
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Figura 9. Efecto inhibitorio de sulfuro en un indculo microbiano enriquecido de lodos
activados 10% (v/v) en presencia de 1000 mg L™ de glucosa y concentraciones en aumento
de sulfuro.
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Los datos de actividad maxima especifica de consumo de glucosa pueden ser representados
como el grado de inhibicién utilizando la Ecuacién 7. Los resultados de los 1Cy, I1Cs €

ICgo de los tres contaminantes se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Efecto inhibitorio de diferentes contaminantes sobre un cultivo enriquecido
durante la degradacion de una muestra sintética de agua residual con glucosa

Concentracién (mg L™)
Sustancia Inhibitoria

ICy ICs ICq0
Cloruro 5039,95 8219,74 >10 000
Cromo 4,45 82,69 >100
Sulfuro 0,22 >1,5 >1,5

La concentracion de sulfuros que produce un 20% de inhibicién es, 0,22 mg L™ y los ICsq
e ICg son mayor a 1,5 mg L™. La concentracién de sulfuros en el agua residual pre-tratada
por un método de mezcla controlada y lechada de cal fue de 0,634 mg L™; por lo tanto se
puede concluir que con un tratamiento posterior, como el empleado en el estudio de Salas
donde se elimino el sulfuro por oxidacion y se obtuvo una eficiencia de 98,9% [55], la
concentracion de sulfuros cumpliria la norma y estaria por debajo del 1C,, (de aplicarse el
98,9% de eficiencia). En un estudio llevado a cabo por Sayers y Longlais, sobre remocion
y recuperacion de sulfuro de agua residual de curtiembre se observd que el sulfuro era
removido del agua residual en un 100% a un pH entre 5 y 5,5 [31]. Los sulfuros se
eliminan mediante procesos de oxidacién usando aire en exceso y un catalizador a un pH

de 11, obteniendo una mezcla de tiosulfato y sulfito [56]. Este proceso permitié alcanzar
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concentraciones de sulfuro inferiores a 1 mg L™ y no produce residuos sélidos [56]. Los
sulfuros son tdxicos para muchas especies microbianas, y pueden causar problemas en la
biomasa en un sistema biologico. Acufia, en un review sobre tratamiento biolégico de
aguas residuales de curtido, se determind que concentraciones de 50 — 100 mg L™ de
sulfuros no inhiben los procesos de degradacion de materia organica [56]. En el caso de la
digestion anaerdbica, un review realizado por Chen et al sobre inhibicion microbiana
donde se estudié amonio, sulfuro, metales y compuestos organicos, se encontrd que los
valores de ICsp se encuentran entre 235 mg S Ltaun pH 6,4-7,2, entre 47,06-117,66 mg
S L aun pH 7-8 y entre 90 mg S* L™ a un pH 7,8-8 [25]. Para estudios futuros se
recomienda ampliar el rango de concentracién de sulfuro evaluado para obtener un analisis
mas amplio.

En términos generales se puede concluir que en todos los bioensayos de toxicidad
microbiana de cloruro, cromo y sulfuro se determino la concentracion de agente inhibitorio
que produce 20% de toxicidad en la actividad metabdlica de bacterias aerdbicas
degradadoras de glucosa. Cabe indicar que en el caso del cloruro, la concentracion presente
en el AR pre-tratada fue 7726,23 mg L™, esta concentracién se encuentra entre 1C5 e ICsp,
y sobrepasa el limite maximo permisible para descarga a cuerpos de agua dulce establecido
en el TULSMA (1000 mg L™). Estos resultados indican que durante el tratamiento
bioldgico del AR pre-tratada, la actividad microbiana se veria seriamente afectada; por lo
tanto, se recomienda realizar un pre-tratamiento para remover las sales. En cuanto a la
concentracién de cromo en el AR pre-tratada, esta fue de 1,95 mg L™, mientras que el I1Cx
obtenido fue 4,45 mg L™, por lo que se puede concluir que este pardmetro no representa un
problema para un tratamiento biologico. Finalmente, la concentracion de sulfuro presente
en el AR pre-tratada fue 0,634 mg L™, mientras que el 1C, fue igual a 0,22 mg L™. Estos

datos sugieren que durante el tratamiento biologico de AR pre-tratada, es muy probable
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que el sulfuro generara toxicidad microbiana mayor a 20% bajo condiciones aerdbicas por
lo tanto se recomienda realizar estudios adicionales para determinar si este compuesto
representa un inconveniente para un posterior tratamiento biologico. Adicionalmente, la
concentracién de sulfuro en el AR pre-tratada sobrepasa la norma nacional (0,5 mg L™) por

lo que se debe realizar un tratamiento adicional para disminuir su concentracion.



78

7. Conclusiones y Recomendaciones

El agua residual pre-tratada con un sistema de mezcla controlada y lechada de cal
no cumplen la legislacion ambiental vigente en lo referente a las concentraciones de
cloruro, cromo, sulfuro, sulfato, DBOs y DQO, tanto para descarga de agua a
alcantarillado publico como a un cuerpo de agua dulce. Por lo que se debe realizar
un tratamiento posterior al tratamiento fisico-quimico para estar dentro de los

limites maximos permisibles.

De acuerdo a las concentraciones de cromo, cloruro y sulfuro, encontradas en el
agua residual pre-tratada, y su efecto inhibitorio en un consorcio microbiano
presente en lodos activados durante la degradacion aerobica de glucosa, se
recomienda realizar un tratamiento previo para la remocion de sulfuros y cloruros

principalmente, para posteriormente implementar un tratamiento biologico final

Se debe estudiar la factibilidad de evitar la contaminacion por cloruros por medio
de la sustitucién de las sales de cloruro en el proceso de preservacion de la piel, asi

como en el proceso de piquelado de la misma.
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Anexo A. Limites permisibles para descargas a cuerpos de agua dulce y/o

alcantarilla en el Ecuador

Tabla 15. TULSMA, Tabla 11, Limites de descarga en el sistema de alcantarillado
pablico, Libro VI, Anexo | [57]

. . Limite maxim
Parametros Expresado como Unidad Imite . ?XI 0
permisible
. Sustancias solubles mg L 100
Aceites y grasas en hexano
Alkil mercurio mg L™ No detectable
Acidos o bases que pueden
causar contaminacion, sustancias mg L Cero
explosivas o inflamables
Aluminio Al mg L™ 5
Arsénico total As mg L™ 0,1
Bario Ba mg L™ 5
Cadmio Cd mg L™ 0,02
Carbonatos CO; mg L™ 0,1
1.5 veces el caudal
Caudal maximo Ll promedio horario
del sistema de
alcantarillado
Cianuro total CN’ mg L™ 1
Cobalto total Co mg L™ 0,5
Cobre Cu mg L™ 1
Extracto carbon 1
mg L 0,1
Cloroformo cloroformo (ECC) g '
Cloro Activo Cl mg L™ 0,5
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Limite méaximo

Parametros Expresado como Unidad permisible
Cromo Hexavalente cr'® mg L™ 0,5
Compuestos fenolicos Expre::r?; o mg L™ 0.2
geno (g bBO; | mgL’ 250
Demanda Quimica de Oxigeno DQO mg L™ 500
Dicloroetileno Dicloroetileno mg L™ 1
Fésforo total P mg L™ 15
Hierro total Fe mg L™ 25
Hldrocar;):trrcgslezotales de TPH mg L 20
Manganeso total Mn mg L™ 10
Materia Flotante Visible Ausencia
Mercurio (total) Hg mg L™ 0,01
Niquel Ni mg L™ 2
Nitrogeno Total Kjedahl N mg L™ 40
Plata Ag mg L™ 0,5
Plomo Pb mg L™ 0,5
Potencial de hidrégeno pH mg L™ 5a9
Sélidos Sedimentables ml L*! 20
Solidos Suspendidos Totales mg L™ 220
Sélidos Totales mg L™ 1600
Selenio Se mg L™ 0,5
Sulfatos S0, mg L™ 400
Sulfuros S mg L™ 1




87

Parametros

Expresado como

Unidad

Limite méaximo

permisible
Temperatura °C mg L™ <40
Sustancias activas al 1
. . mg L 2
Tensoactivos azul de metileno
Tricloroetileno Tricloroetileno mg L™ 1
Tetracloruro de ma L. 1
Tetracloruro de carbono carbono g
Sulfuro de carbono Sulfuro de carbono mg L™ 1
Concentracion de
Compuestos organoclorados organoclorados mg L™ 0,05
(totales) totales
Concentracion de
Organofosforados y carbamatos | organofosforados y mg L™ 0,1
(totales) carbamatos totales
Vanadio Vv mg L™ 5
zZinc Zn mg L 10
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Tabla 16. TULSMA, Tabla 12, Limites de descarga en cuerpos de agua dulce, Libro VI,

Anexo | [57]

Limite maximo

Pardmetros Expresado como Unidad permisible
Aceites y grasas SUStZ?]C;]aeizngmeS mg L™ 03
Alkil mercurio mg L* No detectable
Aldehidos mg L™ 2
Aluminio Al mg L™ 5
Avrsénico total As mg L™ 0,1
Bario Ba mg L™ 2
Boro total B mg L™ 2
Cadmio Cd mg L™ 0,02
Cianuro total CN’ mg L™ 0,1
Cloro Activo Cl mg L™ 0,5
Cloroformo cllf)fct);iclrtr(r)]ggz;bcog) mg L™ 0.1
Cloruros CI mg L™ 1000
Cobre Cu mg L™ 1
Cobalto Co mg L™ 0,5
Coliformes Fecales Nmp/100 ml mg L™ Remocion > 99,9 %
Color real unidades In_aprgciable en
Color real de color dilucién: 1/20
Compuestos fendlicos Fenol mg L™ 0,2
Cromo hexavalente Cr'® mg L™ 0,5
Demanda Bioquimica de DBO: mg L 100

Oxigeno (5 dias)




Limite méaximo

Parédmetros Expresado como Unidad ..
permisible
Demanda Quimica de Oxigeno DQO mg L™ 250
Dicloroetileno Dicloroetileno mg L™ 1
Estafio Sn mg L™ 5
Fluoruros F mg L™ 5
Fésforo total P mg L™ 10
Hierro total Fe mg L™ 10
H|drocarburo,s Totales de TPH mg L 20
Petroleo
Manganeso total Mn mg L™ 2
Materia Flotante Visible Ausencia
Mercurio (total) Hg mg L™ 0,005
Niquel Ni mg L™ 2
Expresado como 1
. . - mg L 1
Nitratos + Nitritos Nitrogeno (N) g 0
Nitrogeno Total Kjedahl N mg L™ 15
Concentracion de
organoclorados mg L™ 0,05
Organoclorados totales totales
Concentracion de
organofosforados mg L™ 0,1
Organofosforados totales totales
Plata Ag mg L™ 0,1
Plomo Pb mg L™ 0,2
Potencial de hidrégeno pH 5a9
Selenio Se mg L™ 0,1
Sélidos Sedimentables mi L? 1
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Limite méaximo

Parédmetros Expresado como Unidad permisible

Sélidos Suspendidos Totales mg L™ 100
Sélidos Totales mg L™ 1600
Sulfatos SO, mg L™ 1000

Sulfitos SO3 2
Sulfuros S mg L™ 0,5
Temperatura °C mg L™ <35
reonctivos | sl o metione. | ™Y 05

Tetracloruro de 1

Tetracloruro de carbono carbono mg L L

Tricloroetileno Tricloroetileno mg L™ 1

Vanadio Vv mg L™ 5

Zinc Zn mg L™ 5

(*) Aquellos regulados con descargas de coliformes fecales menores o iguales a 3000, quedan exentos de

tratamiento.

(*)(*) La apreciacion del color se estima sobre 10 cm de muestra diluida.
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Anexo B. Etapas del Curtido y sus Principales Caracteristicas

Tabla 17. Etapas del Curtido

Etapa Caracteristicas Generales Sub- etapas Caracteristicas especificas

Recorte Se corta el cuello, la cola y las extremidades [19]

. Rehidrata la piel
. Elimina la sal, sangre, excretas, etc.

Remojo . El consumo de agua oscila entre 200 - 400% con respecto al peso de la
piel [11].
. Se disuelve el pelo con cal y sulfuro [19].
. El efluente presenta la mayor cantidad de carga organica de todo el
Pelambre proceso y tiene un pH de 11 a 12 [11].
Eliminacién del pelo del . El consumo de agua oscila entre el 50 - 65% respecto al peso de la piel
animal [11]. :
_ . Alto consumo de agua . Se remueve la cal y el sulfuro empleado anteriormente [19].
Ribera . pH elevado .Se emplea: &cido sulfirico, clorhidrico, lactico, férmico, bérico,

Desencalado | sulfoftalico; sales de amonio, bisulfito de sodio, peréxido de hidrdgeno,
azucares y melazas [19].
. El consumo de agua es del 200% respecto al peso de la piel [11].

. Se utiliza sulfuro de sodio y
cal para eliminar la epidermis

. Se elimina grasa y tejido conjuntivo mediante un proceso mecanico
Descarnado [19]

. Se utiliza: kerosene y monoclorobenceno.
Desengrase . Tiene alto contenido de materia organica, solventes y agentes
tensoactivos [19].

Purga . Se utiliza: cloruro de amonio
enzimatica . Se elimina las proteinas no estructuradas [19].
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Etapa Caracteristicas Generales
. Es la preparacion quimica para el curtido
Piquelado . Se utiliza acido formico y sulfurico [19].
g . Se usan sales como: cloruro y sulfato de sodio [11]
. El efluente contiene “cloruros, sulfatos, cromo no fijado, sulfato basico de cromo y virutas de cuero cromado” [11]
Etapa Caracteristicas Generales
. Se estabiliza el colageno de la piel mediante agente minerales o vegetales, las sales de cromo son las mas utilizadas [19].
Curtido . Tiene una duracion entre 8-12 horas
. Se emplea sales de cromo (Cr,O3) de aproximadamente el 7 a 8% con relacidon al peso de las pieles a curtir [11].
Etapa Caracteristicas Generales Sub- etapas Caracteristicas especificas
Desaguado
mecanico . Se elimina el exceso de humedad del anterior proceso
. Tiene alto contenido de cromo y bajo pH [19]
. En esta etapa se da el espesor
rocess gzpf%crlr];:go del cuero, asi como Dividido
e ) . Se separa el lado flor del lado carne de la piel [19].
mecéanicos de Los restos que se generan
post- curticion | tienen cromo Cr¥* 'y se
. . Raspado
denominan virutas de cromo -
[19]. . Se da el espesor especifico al cuero.
Recortes

. Se elimina las partes del cuero que no van a ser utilizadas [19].
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Etapa Caracteristicas Generales Sub- etapas Caracteristicas especificas
. El lavado inicial remueve la sal de cromo no fijada, parte de la acidez y
Neutralizado | las sales neutras.
. Se neutraliza con sales alcalinas para que el pH no pase de 7 [58].
. Es el mismo proceso del curtido para “obtener un cuero mas lleno, con
. mejor resistencia al agua, mayor blandura o para favorecer la igualacion
Procesos . Recurtido . . L
himedos de . Se modifica el cuero para su de tintura que no se han podido obtener con la sola curticion
| comercializacion convencional” [11]
post- curticion — : : — — —
Tefido . Las pieles recurtidas son tefiidas con colorantes acidos o basicos [11]
. “Para obtener un cuero mas suave y flexible se adicionan por
Engrasado impregnacion aceites vegetales y animales, modificados o no y aceites

minerales” [11].

Etapa

Caracteristicas Generales

Secado y
terminado

. Se aplican anilinas o pigmentos y solventes en las capas superficiales para finalizar el proceso [19].
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Anexo C. Fotografias

Fotografia 1. Agua residual proveniente de una PTAR de Tungurahua.
Tomada por Ana Belén Bruzual.

Fotografia 2. Planta de Tratamiento de Agua Residual a escala piloto con un tratamiento
de mezcla controlada y lechada de cal, disefiado por Valdés y Pefafiel.
Tomada por Ana Belén Bruzual.
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Fotografia 3. Cultivo microbiano enriquecido.
Tomada por Ana Belén Bruzual.

Fotografia 4. Ensayos de toxicidad microbiana.
Tomada por Ana Belén Bruzual.

95



Fotografia 5. Ensayos de toxicidad microbiana.
Tomada por Ana Belén Bruzual.

Fotografia 6. Ensayos de toxicidad microbiana.
Tomada por Ana Belén Bruzual.
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IEofog rafia 7. Ensayos de toxicidad de cromo.
Tomada por Ana Belén Bruzual.
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