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Resumen

El presente estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacién
de hidrocarburos por la accién de consorcios microbianos tiene como propdsito
fundamental desarrollar métodos, procedimientos y técnicas aplicadas a los
procesos de remediacion de suelos contaminados usando el potencial de
degradacion que poseen los microorganismos nativos de los diversos
compartimientos ambientales actuando como un consorcio natural.

Asi mismo se estudian los pardmetros que pueden influir en el proceso de
degradacion de hidrocarburos en suspension acuosa los cuales son: la influencia
del tipo de consorcio microbiano, la concentracion de la sustancia contaminante y
la temperatura en que ocurre la degradacién de los hidrocarburos en condiciones
controladas a nivel de laboratorio in vitro. En este estudio, simplemente se tomo
en cuenta el cambio que generd la concentracion inicial del sustrato, ya que, para
los otros parametros, los microorganismos se inhiben o mueren.

Por lo tanto, los experimentos se realizaron a una temperatura de 30°C y
concentraciones iniciales del 1 y 3 % (v/v) del sustrato, dando como resultado que
a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel, el proceso es mas eficiente que
a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel. Por otro lado, los modelos
cinéticos del proceso de degradacion de hidrocarburos in vitro, nos permitio
pronosticar la eficiencia del proceso, la duracidon del tratamiento, las
concentraciones en funcion del tiempo de reaccion, tanto de la biomasa
microbiana como de hidrocarburos.

Al emplear estos modelos en ambos estudios (Co=1y 3 % v/v de diésel), con el
método de Gauss-Newton, los resultados mostraron que la velocidad maxima de
crecimiento (Umax) disminuye significativamente en los modelos de Teisser y Moser
a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel. De igual manera, estos
resultados obtenidos indican que en un periodo aproximado de 50 horas se
obtiene una remocion del diésel superior al 90% mientras en un periodo de 90
horas se obtuvo una remocién superior del 95% a una concentracion inicial del 1%
(v/v) de diésel, por lo cual la eficiencia de remocion obtenida es muy alta.

En cambio, a una concentracion del 3% (v/v) de diésel, la eficiencia de remocion
es menor, en un tiempo de finalizacion de 90 horas, esta eficiencia alcanza el 93%,
por lo cual indica que el proceso es eficiente. Estos resultados muestran que los
procesos de degradacion de diésel se pueden ajustar a un comportamiento
exponencial, dando resultados de ajuste eficiente para los modelos planteados.
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. Introduccidén

Entre los hidrocarburos de mayor demanda en Nicaragua se encuentra el diésel,
el cual es una mezcla compleja de alcanos y compuestos aromaticos, los cuales
en contacto directo con el suelo son una amenaza latente para los distintos
compartimientos ambientales, que afectan la flora, la fauna y la poblacion en todo
el pais, es por ello que se valora utilizar tecnologias para la mitigacion de los
efectos producidos. La biorremediacién, ofrece métodos, procedimientos y
componentes amigables con el ambiente.

Hoy en dia los procesos de biorremediacion se han establecido tanto para
tratamiento de suelo y aguas subterrdneas contaminados in situ como ex situ. Se
ha demostrado en las diferentes experiencias que cuando se adapta
correctamente a las condiciones del medio a intervenir, la biorremediacién puede
ofrecer disminuciones significativas de costes y beneficios ambientales en
comparacion con tecnologias alternativas.

En Nicaragua, estos métodos se implementan desde el afio 2005, por diversas
empresas comerciales, de manera poco efectiva. En muchos casos se emplean
distintas sustancias que aceleran el proceso de biorremediacion, para la
aumentacion de la poblacion microbiana y activacion de su potencial de
degradacion ante las sustancias contaminantes, pero no se obtiene el efecto
esperado, resultando con mayor eficiencia de remocién los procesos de
atenuacion natural, que solamente incrementan los costos economicos y requiere
mayor tiempo de exposicion a la contaminacion, lo que ocasiona dafios de mayor
gravedad a los ecosistemas afectados.

Esto sucede, porque no se aprovecha todo el potencial de degradacion que
poseen los microorganismos nativos de los diversos compartimientos ambientales
actuando como un consorcio natural, principalmente por desconocimiento del
comportamiento de estos microorganismos Y la influencia de otros factores que
ejercen sobre el proceso de biorremediacion, tales como el mismo medio
contaminado, la sustancia contaminante y los factores operacionales que lo
gobiernan (Alvarez, 2020).

A nivel nacional no cuenta con un estudio de cinética para los procesos de
degradacion de hidrocarburos, por lo tanto, se pretende estudiar esta tematica con
ayuda a investigaciones realizadas internacionalmente la cual sirve de orientacion
y sustento para el desarrollo de esta. A nivel internacional se han realizado
distintos estudios sobre el desarrollo de modelos matematicos para describir los
comportamientos de los microorganismos en la degradacion de hidrocarburos.

Entre los cuales resaltan dos estudios realizados, uno elaborado por (Wayens,
2004) sobre el potencial de degradacion de cepas de Acinetobacter y
Pseudonamas en nueve hidrocarburos puros y diésel en medio acuoso, en el cual
se lleg6 a la conclusién que las cepas de Acinetobacter eran capaces de degradar
el diésel y algunos componentes puros, y el otro estudio elaborado por (Martin,
1999) donde determiné diferentes tipos de modelos para la descripcién del




sistema, teniendo en cuenta la influencia de dos variables: temperatura y
concentracion inicial de oxigeno.

En la presente investigacion, se realizo el estudio del comportamiento cinético de
los procesos de biodegradacién de hidrocarburos in vitro, determinando la
influencia que ejercen el tipo de consorcio microbiano ensayado, la temperatura 'y
la concentracion inicial del sustrato en el desarrollo de la reaccién bioquimica, los
cuales se han establecido como los parametros que mayor influencia ejerce en las
variables respuestas del proceso como son la concentracion de biomasa y la
concentracion de hidrocarburos.

Con la implementacion de esta investigacién se estudié uno de los principales
problemas en el tratamiento de suelos contaminados por hidrocarburos e incluso
por cualquier sustancia contaminante, este consistio en identificar plenamente los
factores que gobiernan este proceso y el rango de sus valores en los que se
obtienen resultados 6ptimos, asi como la velocidad con que ocurren las reacciones
bioquimicas de degradacion de estos contaminantes y la duraciéon de este
tratamiento en condiciones optimizadas.

Cabe sefalar, que las mediciones de las concentraciones de hidrocarburos,
permitieron establecer el nivel de degradacion de los hidrocarburos por la accion
del consorcio microbiano, determinando asi la eficiencia total del proceso de
biorremediacién del suelo contaminado. Por otro lado, se utilizaron modelos
cinéticos no estructurados-no segregados que consideran al microorganismo
como un Unico componente que, de forma genérica, denominan biomasa.

Es necesario sefialar que esta investigacion forma parte del proyecto de
investigacion “Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
empleando consorcios de microorganismos nativos”, desarrollado en el
marco de la convocatoria de promocion de la investigacion 2020, en la UNI, a
cargo del M.Sc. Sergio Enrique Alvarez Garcia. Los resultados practicos de esta
investigacion, serviran de fundamentos tedricos y practicos para el desarrollo de
las siguientes etapas del referido proyecto de investigacion.




[I. Objetivos
2.1. General
e Desarrollar un estudio del comportamiento cinético de los procesos de

degradacion de hidrocarburos por la acciéon de consorcios microbianos in
vitro.

2.2. Especificos

1. Determinar el comportamiento cinético del consorcio microbiano durante su
crecimiento utilizando diésel como Unica fuente de energia y carbono.

2. Establecer la influencia del tipo de consorcio, la concentracién del sustrato
y la temperatura en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos in vitro.

3. Definir un modelo cinético que describa el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos en suspension acuosa.

4. Calcular la eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en suspension
acuosa por el consorcio microbiano aplicado.




[1l. Marco de referencia

La industria petrolera es una fuente importante de contaminacion del suelo, las
actividades de perforacion, extraccion, conduccion y transformacion del petroleo
en zonas petroleras han originado la contaminacion del suelo y el agua ocasionada
por derrames, fugas, filtraciones, lodos y recortes de perforacion desde hace mas
de 40 afios. La presencia de estos contaminantes, ha dado lugar a la pérdida de
la fertilidad del suelo, bajo rendimiento de cosechas, y posibles consecuencias
perjudiciales para los seres humanos y el ecosistema entero.

3.1. El petréleo y sus hidrocarburos

El petréleo es un combustible natural compuesto de varios tipos de hidrocarburos,
es decir, de moléculas que contienen basicamente, carbono e hidrégeno. Estas
moléculas pueden estar formadas de cadenas de atomos de carbono largas o
cortas y que pueden adoptar diferentes estructuras. Los hidrocarburos del petréleo
pueden dividirse en cuatro categorias de compuestos: los saturados, los
aromaticos, las resinas y los asfaltenos.

En términos generales, de un 70 a un 97% de los hidrocarburos del petroleo es
degradable (la fraccion de hidrocarburos saturados y aromaticos) y el resto
representa los asfaltenos y las resinas esencialmente inertes (Prince, R;
Varadaraj, R; Fiocco, R; Lessard, R., 1999). Cada una de las categorias agrupa
compuestos con caracteristicas de solubilidad, volatilidad y toxicidad propias.
Desde un punto de vista de biodegradabilidad, los hidrocarburos pueden
ordenarse de mayor a menor biodegradabilidad en: alcanos lineales > alcanos
ramificados > aromaticos ligeros > alcanos ciclicos > aromaticos pesados >
compuestos polares (Olson, Mills, Herbert, & Morris, 1999).

El petréleo y sus derivados constituyen una importante fuente de contaminacion.
Se estima que de 0.08% a 0.46% (mas de tres millones de toneladas) de la
produccion total del petréleo termina formando parte, bajo diversas formas, de la
contaminaciéon ambiental (Jacobucci, Vasconcelos, A., & Falconi, 2000). El
petroleo contamina el ambiente en las diferentes etapas de su explotacion,
extraccion, transporte y refinado. Existen dos tipos de contaminacion: la
involuntaria, que ocurre por defectos mecanicos, la corrosion de las tuberias y las
fugas durante las etapas de transferencia y la voluntaria, que se da con las
practicas de incineracion y los vertidos en suelo y agua (Stelmack, Gray, &
Pickard, 1999).

La contaminacion del suelo existe principalmente concentrada en los alrededores
de las refinadoras, pozos de petroleo, depdsitos de petréleo, aeropuertos, bases
militares y estaciones gasolineras (Jacobucci, Vasconcelos, A., & Falconi, 2000).
La contaminacion del suelo con hidrocarburos impide la utilizacién de este para
actividades como la agricultura y la urbanizacion y adicionalmente pone en riesgo
las napas freaticas que en algunos paises constituyen la fuente principal de agua
potable. He aqui la importancia primordial de remediar estos suelos (Hanson K. ,
Anuranjini, Madhavi, & Anjana, 1997).




Los hidrocarburos presentan la particularidad de adsorberse rapida y fuertemente
a las particulas del suelo. La biorremediacion utiliza esta particularidad, ya que
permite reducir o remover los residuos potencialmente peligrosos presentes en el
ambiente y, por lo tanto, se puede utilizar para limpiar terrenos o0 aguas
contaminadas, dado que su ambito de aplicabilidad es muy amplio, pudiendo
considerarse como objeto de remediacion cada uno de los estados de la materia,
es decir, sélido (suelos o sedimentos), o bien directamente en lodos, residuos,
entre otros.

3.1.1. Diésel

Se obtiene de la destilacion del petréleo entre los 200 y 380 °C. Es un liquido
denso, que tiene su origen en los gaséleos, y antiguamente era considerado parte
de los desperdicios de las refinerias. El diésel es un combustible no renovable que
se utiliza para la generacion de electricidad, transporte y calefaccion.

El diésel o gaséleo derivado del petréleo estd compuesto aproximadamente de un
75% de hidrocarburos saturados (principalmente parafinas incluyendo
isoparafinas y cicloparafinas) y un 25% de hidrocarburos aromaticos (incluyendo
naftalenos y alcalobencenos). La férmula quimica general del diésel comun es
C12H23, incluyendo cantidades pequefias de otros hidrocarburos cuyas formulas
van desde CioHzoa CisHzs.

Tiene una baja solubilidad en agua, un coeficiente de adsorcion elevado y un anillo
aromatico de alta estabilidad (Van Hamme, Singh, & Ward, 2003). Son los
hidrocarburos de alto peso molecular, los que mayor problematica presentan en el
medio ambiente, pues son relativamente inmaoviles, de baja volatilidad y baja
solubilidad en agua (Dorn & Salanitro, 2000). Muchos de ellos son carcindgenos y
mutageénicos.

e Propiedades

En 2010 la densidad del diésel o gasdleo obtenido de petrdleo era
aproximadamente de 0.832 kg/l (varia segun la regién), un 12% mas que
la gasolina que tiene una densidad de 0.745 kg/l. Aproximadamente el 86.1 % del diésel
es carbono, y cuando se quema se obtiene un poder calorifico de 43.10 MJ/kg contra
43.20 MJ/kg de la gasolina. Sin embargo, debido a la mayor densidad, el gasoleo ofrece
una densidad volumétrica energética de 35.86 MJ/L contra los 32.18 MJ/L de la gasolina,
lo que supone un 11% mas, que podria considerarse notable cuando se compara la
eficiencia del motor diésel frente al de ciclo Otto. Las emisiones de CO; del diésel son de
73.25 g/MJ, solo ligeramente mas bajas que la gasolina, con 73.38 g/MJ.

e Diésel y medio ambiente

A pesar de que el uso del diésel esta regulado bajo la normativa Euro V, que
minimiza la contaminacion del aire, de igual modo en la combustion se emiten
contaminantes primarios como: material particulado (PM), monoéxido de carbono
(CO), oxidos de nitrégeno (NOx), hidrocarburos duros (HC), compuestos
organicos volatiles (COV) y otros productos quimicos que son contaminantes del
aire.



https://es.wikipedia.org/wiki/Gasolina
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Algunos estudios médicos revelan que la exposicion a las emisiones de diésel
afecta principalmente el sistema respiratorio, agravando el asma, alergias,
bronquitis, y la funcion pulmonar. El diésel tiene una mayor eficiencia en relacion
a subproductos del petréleo, ya que contiene una densidad energética mayor que
la bencina. También es mas econdmico, al requerir un menor proceso de
refinacion, pese a ello, es uno de los combustibles mas contaminantes.

3.1.2. Consumo de diésel en Nicaragua

De acuerdo con datos oficiales de Nicaragua, en 2018 se han consumido un
promedio de 11,741 barriles de diésel por dia. Cabe sefialar que, de todos los
derivados de petréleo, el diésel es el que més se consume, con una participacion
de 35.86% del total. En total, en el periodo indicado, el sector transporte nacional
ha demandado 3.2 millones de barriles de diésel, inferior a los 3.42 millones
comparados con el acumulado a septiembre de 2017 (SICA, 2017).

Entre las principales caracteristicas del mercado local de los derivados del
petroleo correspondientes a 2017, se destacaron las siguientes:

e La distribucion del mercado de los derivados del petrdleo, o sea, la
participacion de las empresas en el volumen de las ventas de combustibles,
estuvo encabezada por PUMA con el 37.8%, seguido por DNP con el
30.2%, UNO con el 22.4% y TROPIGAS con el 8.1%.

e El consumo de derivados del petréleo fue 12.79 millones de barriles, de los
cuales 2.93 millones de barriles fueron destinados a la generacion de
electricidad y 9.84 millones de barriles, al consumo final.

e Cuatro combustibles participan con 93.9% en el volumen total de consumo
de los derivados del petréleo: diésel, 36.0%; fuel oil, 23.4%; gasolinas,
23.2%; y gas licuado, 11.3%.

e Cuatro sectores participan con el 79.3% en el volumen total de consumo de
los derivados del petrdleo: estaciones de servicios, 36.1%; energia, 26.3%;
comercio, 9.6%; e industria manufacturera, 7.5%.

3.2. Biorremediacion

La biorremediacion es una tecnologia basada en la utilizacion de agentes
biolégicos (microorganismos y plantas), y su potencial degradador para eliminar
los contaminantes del medio, mediante su transformacion en formas menos
toxicas, y en algunos casos alcanzando la mineralizacion, produccién de CO. y el
H20O, asi como fuentes de alimento que sustenta su desarrollo y crecimiento
(Solanas, 2009).

La capacidad de biodegradacion de los microorganismos depende de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo y de las caracteristicas
guimicas del contaminante (Leahy & Cowell, 1990). Con base a la informacién
obtenida de la caracterizacion del sitio del derrame y conocimiento de las




condiciones 6ptimas de degradacion se puede determinar la factibilidad de una
técnica de biorremediacion para cada sitio especifico.

Existe una gran variedad de microorganismos que casi siempre estan presentes
en los suelos (bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoos), aunque las
densidades de poblacion varian ampliamente. En términos generales, se
encuentran del orden de 10%-10° bacterias cultivables y en torno a 10*-107 hongos
cultivables por gramo de suelo, aunque se estima que tan solo un 0.1-1% de los
microorganismos totales en el suelo son cultivables. Que un microorganismo sea
cultivable quiere decir que mediante el empleo de cualquiera de las técnicas de
microbiologia clasicas (siembra en placa, método del nimero méas probable,
tinciones, etc.) puede ser aislado e identificado.

Generalmente, las poblaciones microbianas presentes en los suelos utilizan
cualquier fuente de carbono facilmente asimilable para su supervivencia y
desarrollo (Drenovsky, Vo, Graham, & Scow, 2004), pudiendo llegar a adaptar su
metabolismo en funcidn de las condiciones ambientales en las que se encuentren
y los parametros fisico-quimicos que presente el suelo (Thomassin-Lacroix,
Eriksson, Reimer, & Mohn, 2002).

La respuesta de la micro-flora edafica ante disturbios externos que pueden
modificar las condiciones ambientales del suelo suele estar representada por
cambios en las tasas metabdlicas, en la biomasa o en la estructura de las
comunidades. Asi, en suelos contaminados, las comunidades microbianas
presentes suelen estar dominadas por bacterias capaces de sobrevivir a la
toxicidad del ambiente, utilizando estos contaminantes para su desarrollo
(Rahman, K; Banat, I; Thahira, J; Thayumanavan, T; Lalshmanaperumalsamy, P,
2001).

Se definen los microorganismos hidrocarburoliticos como aquellos capaces de
degradar hidrocarburos, obteniendo de ellos la fuente de carbono y energia
necesarios. Estos microorganismos facilitan su difusion hacia la célula
produciendo sustancias como carbohidratos, acidos grasos, enzimas Yy
biosurfactantes, que actian como un biofiim alrededor de la molécula de
hidrocarburos, para posteriormente romperla en compuestos mas sencillos de
carbono e hidrégeno.

En suelos contaminados con hidrocarburos, los microorganismos
hidrocarburoliticos pueden llegar a representar el 100% de la comunidad
microbiana, mientras que si no existen indicios de contaminacion sélo llegan al
0.1% del total (Davis, 1967). La fraccion del total de microorganismos que
metabolizan hidrocarburos es altamente variable, de 6 a 82% para hongos
terrestres y de 0.1 a 50 % para bacterias de tierra (Davis, 1967).

Entre los principales géneros de microorganismos hidrocarburoliticos se
encuentran: Acinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Nocardia,
Vibrio, Stenotrophomonas y Rhodococcus (Evans & Fuchs, 1988); (Prince, R;
Varadaraj, R; Fiocco, R; Lessard, R., 1999); (Eweis, Ergas, Chang, & Schroeder,
1999). Para comprender mejor esta tecnologia es necesario conocer las




interacciones bioquimicas y microbiolégicas que ocurren en el suelo (Musarrat &
Zaidi, 2006) y que pueden resumirse en (Gothalwal, 2013):

e Los procesos bioquimicos afectan por igual a microorganismos exégenos y
endogenos del suelo.

e Los requisitos de crecimiento microbiano son los mismos para los cultivos
desarrollados en laboratorio o en campo.

e Un microorganismo afiadido a un suelo contaminado no sélo debe pasar la
informacion genética necesaria al reproducirse y ser capaz de expresar esa
capacidad in situ, sino que debe también tener la capacidad de convertirse
en parte de la comunidad microbiana del suelo.

e Entre las limitaciones que resultan de las interacciones con el ecosistema
contaminado se incluye la necesidad de aceptar la presencia de otros
microorganismos, asi como la adaptacion a las propiedades fisicas y
guimicas del micro-habitat en el que se van a desarrollar.

3.2.1. Tipos de biorremediacion

Los procesos de biorremediacion pueden ser divididos basicamente en tres
clases. Primero, en atenuacion natural, donde la concentracion de contaminantes
es reducida por los microorganismos nativos del suelo. Segundo, la
bioestimulacion, donde se adicionan nutrientes y un aceptor de electrones al
sistema para mejorar su efectividad y acelerar la biodegradacion. Finalmente, la
bioaumentacion, en donde se inocula el sistema con uno o varios microorganismos
apropiados.

(Ramirez, 2011) en su trabajo expresa que con base a la informacion obtenida de
la caracterizacion del sitio del derrame y conocimiento de las condiciones 6ptimas
de degradacion se puede determinar la factibilidad de una técnica de
biorremediacién para cada sitio especifico y explica cada una de esas técnicas:

e Atenuacion Natural

La atenuacion natural es un método de remediacion pasiva que depende de los
procesos naturales para degradar y disminuir los contaminantes en el suelo y el
agua subterranea (Kao, 2001). Los resultados de la atenuacion natural dependen
de la presencia o ausencia de los microorganismos degradadores adecuados,
oxigeno disuelto, el nivel de nutrientes y de la biodisponibilidad de los
contaminantes (Menéndez, y otros, 2007).

Los procesos que contribuyen a la atenuacion natural generalmente se encuentran
en muchos lugares, pero con diferencias en cuanto a la celeridad y a la eficacia
segun el tipo de contaminante y las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas
del suelo y del agua subterranea. Los procesos de atenuacion natural a menudo
se clasifican en destructivos y no destructivos. Los procesos destructivos
destruyen el contaminante. Los procesos no destructivos no destruyen el




contaminante, sino que reducen su concentracion. Los procesos de atenuacion
natural pueden reducir la masa del contaminante por medio de procesos
destructivos tales como biodegradacion y transformaciones quimicas (Riser,
1992).

Los suelos con gran cantidad de materia organica, como las zonas pantanosas o
antiguos pantanos, con frecuencia son aptos para la atenuacion natural. Ciertas
formaciones geoldgicas, como acuiferos de lecho rocoso fracturado o zonas
calizas, son menos apropiadas para la atenuacidon natural porque en estos
entornos a menudo hay suelos muy diversos que ocasionan un flujo imprevisible
del agua subterranea y dificultan la prevision del movimiento de los contaminantes.
Los suelos contaminados con hidrocarburos del petrdleo en el tiempo van
adquiriendo microorganismos que luego de frenar la fuga son la génesis del
proceso de atenuacién natural estimulada (Macnaughton, Stephen, Venosa,
Davis, & Chang, 1999).

e Bioestimulacion

La bioestimulacion es el método mas empleado para reducir la concentracion del
contaminante (Cunningham & Philip, 2000). En la bioestimulacion la actividad
natural de los microorganismos es estimulada por la circulacion de soluciones a
través del suelo contaminado. Nutrientes (nitrogeno y fésforo), oxigeno, entre otros
gue pueden ser empleados para estimular la biorremediacién (Salinas, y otros,
2007). La atenuacion natural estimulada o bioestimulacion, podria ser una opcion
aceptable para lugares donde se haya reducido la concentracion de
contaminantes como resultado de la aplicacion de algunas medidas correctivas.

Los procesos naturales generalmente son lentos. Se necesita una vigilancia a
largo plazo para comprobar que la concentracion de contaminantes disminuya
continuamente lo suficiente para que no se convierta en una amenaza para la
salud (Nyer, 1993). Antes de iniciar la biorremediacion in situ propiamente dicha,
es importante establecer el potencial de los microorganismos enddgenos para
metabolizar el material contaminante y valorar los factores limitantes a ser
controlados durante el tratamiento.

Otra condicion que debe ser considerada para una biorremediacién efectiva es el
estado de los niveles de nutrientes en el lugar afectado (Menéndez, y otros, 2007).
Factores tales como la temperatura, la limitacion de nutrientes y la disponibilidad
de humedad, reducen la biodegradacion de hidrocarburos. Identificar estos
factores limitantes es entonces de gran importancia para favorecer la
biodegradacién (Borrasen & Rike, 2007). Aunque los microorganismos con la
capacidad para degradar petrdleo crudo se hallan distribuidos en todos los
ambientes terrestres y marinos, una de las dificultades de la biorremediacion es
gue ella se realiza en ambientes naturales, los cuales contienen diversos
microorganismos no caracterizados.

Ademas, dos problemas medio ambientales ocurren bajo condiciones
completamente diferentes (Watanabe, 2001). Si bien un aspecto critico es la
presencia de bacterias con la capacidad degradadora; la biodisponibilidad es un




factor de mucha méas importancia en los procesos de biodegradaciéon. Los
microorganismos degradadores de hidrocarburos producen una variedad de
surfactantes activos que contribuyen a mejorar la biodisponibilidad, pero en
ocasiones es necesario adicionar surfactantes cuando los contaminantes son
altamente hidrofébicos y/o seguramente adsorbidos por las particulas o materia
organica del suelo (Menéndez, y otros, 2007).

Para la efectiva biorremediacion del suelo contaminado con hidrocarburos se
requiere una mezcla de multiples géneros de microorganismos, cada uno capaz
de metabolizar diferentes compuestos. Por ello entender la taxonomia de los
microorganismos ayuda enormemente a determinar las mejores condiciones para
la bioestimulacion (Salinas, y otros, 2007).

e Bioaumentacion

Las técnicas de bioaumentacién se basan en la adicibn de microorganismos,
seleccionados naturalmente desde el sitio contaminado o microorganismos que
han sufrido modificaciones genéticas, en ambos casos, el objetivo es disminuir o
eliminar sustancias nocivas para el ambiente. La bioaumentacion asegura que
estén presentes microorganismos especificos, que se sabe son capaces de
degradar al compuesto contaminante hasta sus moléculas basicas.

Las bacterias son los microorganismos mas comunmente utilizados para la
bioaumentacion (Saponaro, Bonomo, Petruzzelli, Romote, & Barbafieri, 2002). La
bioaumentacion de los suelos contaminados se puede determinar por una serie
de pruebas de laboratorio, especialmente de caracterizacion de las poblaciones
de microorganismos y del estudio en microcosmos, sumado a la evaluacion de los
microorganismos con capacidad para colonizar y degradar a los contaminantes
del suelo (Sabaté, Vinas, & Solanas, 2004).

Las complejas propiedades biologicas, quimicas y fisicas de los suelos pueden
reducir las poblaciones introducidas de microorganismos por relaciones
antagonicas (factores bidticos), como prelacion y competencia con la poblacion de
microorganismos autoctonos, también puede darse estrés fisioldgico causado por
factores abidticos tales como el pH, la disponibilidad de agua y aire, la
temperatura, y en el caso especial de los hidrocarburos poliaromaticos (PAHS) la
disponibilidad de carbono y una fuente de energia (Semple, Dew, Doick, &
Rhodes, 2006).

La supervivencia y adaptacion de los organismos degradadores introducidos o
autéctonos en el sitio contaminado es de gran importancia para el éxito de la
biorremediacién. ElI monitoreo de los cambios en las poblaciones de
microorganismos degradadores es esencial para establecer y mantener las
condiciones favorables para dichos microorganismos (Phrommanich, y otros,
2007).

Los microorganismos capaces de degradar contaminantes organicos en cultivos
pueden abandonar su funcion cuando se inocula en ambientes naturales, porque
ellos pueden ser susceptibles a toxinas o depredadores en el medio ambiente

10

—~
—



(Mérquez, Hernandez, & Lamela, 2001). En ocasiones no suelen mejorar las tasas
de degradacion alcanzadas por los microorganismos autoctonos (Vifias, 2005).

El suelo contaminado a menudo es deficiente en materia organica y tiene baja
actividad microbiana. Usualmente las comunidades bacterianas estan adaptadas
a la presencia de los contaminantes, pero otras condiciones ambientales tales
como disponibilidad de nutrientes y concentracion de oxigeno pueden ser
desfavorables; asi, la degradacién microbiana de los contaminantes in situ es lenta
(Lee, Oh, & Kim, 2007).

La actividad microbiana es estimulada por la adiciébn de materia organica al suelo,
esta mejora mucho las propiedades quimicas vy fisicas del suelo tales como la
capacidad de retencién de agua, aireacion, pH, la capacidad de recambio idnico.
Estas propiedades influyen directamente sobre las poblaciones de los
microorganismos enddégenos y pueden mejorar su capacidad para degradar
hidrocarburos y otros contaminantes basados en el carbono (Weelman, Ulery,
Barcellona, & Duerr — Auster, 2001).

Debido a que la biorremediacion in situ no implica excavacion, los costos y
molestias de excavacion y transporte son eliminados, es por ello que la
biorremediaciéon es uno de los pocos procesos de tratamiento actualmente
aceptados. Por medio de la biorremediacion todo compuesto organico puede ser
biodegradado, esto se constituye como un reto biotecnoldgico, el cual hace que
las bacterias liberen sus enzimas y obtengan energia del contaminante (Reddi &
Inyand, 2000).

3.2.2. Influencia de los factores sobre la biodegradacion de
hidrocarburos

Como se ha mencionado, la biodegradacion de hidrocarburos en suelos depende
de una infinidad de factores abidticos que afectan tanto los ratios de crecimiento
microbiano como a la actividad enzimatica lo que influye directamente en los ratios
de biodegradacion de hidrocarburos. Segun (Romero, 2012) en su tesis
modelizacion de un proceso de biorremediacion de suelos contaminados con
gasoil, detalla algunos de los factores mas importantes que dominan la
biodegradacién de hidrocarburos, como lo son:

e Cantidad y estado del hidrocarburo

Al ser el petroleo una mezcla extremadamente compleja de hidrocarburos existe
gran cantidad de estudios de biodegradacion de las familias y compuestos que lo
componen (Atlas R. M., 1995); (De Jonge, 1997); (Chaineau, 2003); (Gafonova &
Yarranton, 2001); (Martienssen & Schirmer, 2007). El estado fisico en el que se
encuentran los hidrocarburos del petréleo tiene un efecto marcado en su
biodegradacién. Concentraciones muy bajas de hidrocarburos son solubles en
agua, pero la mayoria de derrames de hidrocarburos del petréleo se producen en
concentraciones que sobrepasan en gran medida el limite de solubilidad (Atlas R.
M., 1981).
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El derrame de hidrocarburos en suelos se caracteriza principalmente por el
movimiento vertical a lo largo del terreno mas que un esparcimiento horizontal
(contrario a lo que sucederia en un derrame marino). La infiltracion del
hidrocarburo en el suelo disminuye las pérdidas por evaporacion de los
compuestos volétiles lo que puede hacer disminuir la actividad de los
microorganismos. Por otro lado, las particulas presentes en el suelo, puede
reducir, por absorcion, la toxicidad efectiva de los componentes del petréleo, pero
la absorcion y adsorcion de las sustancias humicas del suelo probablemente
contribuyan a la formacion de residuos persistentes (Leahy & Cowell, 1990).

Segun (Atlas R. M., 1995), cuyo estudio esta basado principalmente en derrames
marinos, la tasa de biodegradacion y la cantidad eliminada de hidrocarburo,
depende mas del tipo de hidrocarburo que de la cantidad de hidrocarburo presente
en un emplazamiento contaminado, ya que, es mas importante la limitacion de
nutrientes y oxigeno que en si la cantidad.

Aunque puede suceder que si la cantidad de hidrocarburo es excesiva se
produzcan efectos toxicos sobre las bacterias degradadoras, sobre este tema en
la bibliografia, debido a la gran cantidad de factores influyentes en la
biodegradacion, no se dan concentraciones a partir de las cuales las bacterias
gueden totalmente inhibidas. En otros estudios (Rahman K. , 2002); (Del'Arco &
De FranCa F, 2001); (Hui, 2007) en los que se han realizado ensayos, en
laboratorio, a diferentes niveles de concentracion de hidrocarburo se observa que
la tasa de biodegradacion es inversamente proporcional a la concentracion.

El estudio de (Rahman K. , 2002) va un poco mas allad y muestra que al hacer
ensayos con el mismo crudo con diferentes niveles de concentracion son menores
las tasas de biodegradacion cuanto mayor es el nivel de concentracion como el
peso molecular y mas compleja la estructura molecular. Por ejemplo, no existe
gran diferencia, en cuanto a las tasas de biodegradacion, entre niveles de
concentracion en los hidrocarburos de cadena lineal corta, pero si existe mas
diferencia cuando los hidrocarburos son ramificados o de cadena lineal mas larga.

Esto se puede deber a que los microorganismos lo primero que metabolizan son
las cadenas lineales mas cortas llegando un momento en el cual ya no tienen
capacidad para seguir metabolizando ni compuestos de cadenas cortas ni ningin
otro compuesto lo que produce un estancamiento de la biodegradacion. Con
respecto al tipo de hidrocarburo, la heterogeneidad de la composicion de los
diferentes crudos del petréleo y sus productos refinados influyen en gran medida
en los ratios de biodegradacién tanto del crudo como de sus fracciones (Leahy &
Cowell, 1990) (Pollard, Hrudey, & Fedorack, 1994).

Cuando el hidrocarburo ha estado durante un largo periodo de tiempo en el suelo
presenta serias dificultades para realizarle un tratamiento biolégico. Procesos
ambientales tales como evaporacion, pérdidas fotoliticas, hidrélisis y
biotransformacion, reducen la concentracion de los sustratos facilmente
degradables dejando en el suelo residuos mucho mas resistentes al ataque
biologico (Pollard, Hrudey, & Fedorack, 1994) (Talat Saeed & Al-Matrouk, 1998).
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Con respecto a los productos refinados, particularmente con el gasoleo, existen
varios estudios de la biodegradacion en suelos contaminados con este producto
(Amellal, Portal, & Berthelin, 2001); (Bento, 2005); (Bundy, Paton, & Campbell C,
2001); (Margesin & Schinner, 2001); (Margesin, Hammerle, & Tscherko, 2007);
(Riffaldi, 2005); (Song, Wang, & Bartha, 1990) en los que certifican que es posible
la biorremediacion de parte de este producto, principalmente, las cadenas lineales
mas cortas, en periodos razonables de tiempo.

e Temperatura

La temperatura tiene influencia en la biodegradacién del petréleo debido por un
lado a su efecto en la naturaleza fisica y la composiciébn quimica de los
hidrocarburos y por otro lado a su efecto en los microorganismos y la composicién
de las comunidades microbianas (Atlas R. M., 1981); (Dibble & Bartha, 1979);
(Leahy & Cowell, 1990); (Rahman K., 2002); (Tremier, 2005); (Atlas R. M., 1975);,
(Pollard, Hrudey, & Fedorack, 1994).

Atlas (Atlas R. M., 1981); (Atlas R. M., 1975) encontré que los efectos de la
temperatura difieren, dependiendo de la composicion de la mezcla de
hidrocarburos. Bajas temperaturas, retardan los ratios de volatilizacion de los
hidrocarburos de bajo peso molecular, algunos de los cuales son toxicos para los
microorganismos.

La presencia de estos compuestos toxicos ralentiza el comienzo de la
biodegradacion a bajas temperaturas. En el estudio realizado por (Dibble & Bartha,
1979) muestra que la influencia de la temperatura en los procesos biologicos
puede llegar a tener efectos significativos ya que, conforme aumenta la
temperatura, las tasas de biodegradacion también lo hacen, mostrando mejores
resultados a 20 °C que, a 5 °C, pero sin casi haber mejorias cuando la temperatura
aumenta de 28 a 37 °C.

(Leahy & Cowell, 1990) en su estudio también manifiesta que el aumento de la
temperatura refleja un aumenta de la eficiencia de biodegradacion, pero también
sugiere la importancia de utilizar comunidades bacterianas adaptadas a los
cambios de temperatura del medio donde se va a realizar un proceso de
biorremediacién, ya que, existen estudios en los que se presentan resultados
aceptables de biodegradacién a bajas temperaturas.

(Rahman K. , 2002) en sus resultados muestra diferentes porcentajes de
biodegradacién que dependen tanto de las bacterias utilizadas como del tipo de
hidrocarburo, concluyendo que el uso de una mezcla de bacterias puede degradar
eficientemente los hidrocarburos del petréleo siendo alcanzada su maxima
eficiencia a una temperatura de 30°C. Pero sugiere, finalmente, un uso optimizado
tanto de bacterias como de nutrientes bajo ciertas condiciones ambientales para
un eficaz funcionamiento de la biorremediacion.

(Delille, Pelletier, & Coulon, 2007) coincide manifestando que en su estudio ha
tenido buenos resultados a temperaturas bajas pero que no se debe generalizar,
sino que para disefiar un buen sistema de biorremediacion se requiere un
minucioso estudio de las condiciones locales, consideraciones de las propiedades
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fisicas, quimicas y microbianas del suelo contaminado, asi como también de las
condiciones ambientales.

e Oxigeno

La mayor parte de hidrocarburos presentes en los productos petroliferos son
degradados en mayor medida y con mayor rapidez de forma aerébica (O> como
aceptor final de electrones), ya que en ausencia de Oz, y en presencia de
aceptores de electrones alternativos (NOs , SO4* , CO2, Mns* y Fes') los
hidrocarburos pueden ser degradados, pero con unas tasas de biodegradacion
muy inferiores a las aerdbicas (Vifias, 2005); (Leahy & Cowell, 1990); (Young-
Gyun, Sung-Keun, & Sung-Taik, 2000).

El paso inicial para el catabolismo de hidrocarburos alifaticos, ciclicos y
aromaticos, en condiciones aerébicas, por bacterias y hongos envuelve la
oxidacién del sustrato, donde el Oz sirve como aceptor terminal de electrones, por
lo que las moléculas de oxigeno son necesarias (Pollard, Hrudey, & Fedorack,
1994). El ratio de disponibilidad del oxigeno en suelos depende: del consumo de
oxigeno por parte de la microbiota, del tipo de suelo, de la saturacion en agua del
suelo y de la presencia de sustratos utilizables que pueden hacer decaer el
oxigeno. La concentracion de oxigeno ha sido identificada como la variable
limitante para la biodegradacion de crudos en suelos (Leahy & Cowell, 1990).

e Humedad

La humedad del suelo puede Ilimitar de forma severa la biodegradacion,
fundamentalmente en suelos superficiales afectados por oscilaciones importantes
en el contenido de agua (Young-Gyun, Sung-Keun, & Sung-Taik, 2000). No
obstante, el nivel 6ptimo de humedad depende de las propiedades de cada suelo,
el tipo de contaminacion y de si la biodegradacion es aerdbica o anaerébica
(Vifas, 2005). Un déficit de agua puede disminuir el transporte de nutrientes y de
contaminantes, asi como también la migracion bacteriana a través del suelo.

El exceso de agua en un suelo desplaza el aire residente en los poros del suelo,
generandose con mayor facilidad condiciones anaerdbicas, al agotarse el oxigeno
disuelto en agua (Vifas, 2005). (Dibble & Bartha, 1979), describié un rango de
humedad o6ptimo del 30-90% de saturacién en agua para la biodegradacion
aerobica de lodos contaminados con crudo de petréleo, ya que al hacer el estudio
en este rango de humedades tuvieron buenos resultados de biodegradacion sin
encontrar diferencias significativas conforme aumentaban de 30 a 90%.

En algunos suelos, con alto contenido de arcillas (particulas finas y por lo tanto
menor porosidad), en el orden del 45% de contenido de arcilla, se han utilizado
contenidos de humedad menores al 20% obteniendo mejores resultados que
cuando se utilizé humedades mayores a 20% como es el caso del estudio
realizado por (Ayotamuno, Kogbara, & Taleat, 2006).
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e Poblaciones microbianas

La red de poros formada como resultado de la asociacion de las particulas
minerales (arenas, limos y arcillas) y la materia organica, muestra una gran
variedad de tamafos y espacios, o que condiciona el tipo y la diversidad de las
poblaciones microbianas existentes (Sessitsch, 2001). En términos generales se
encuentran del orden de 10° -10° bacterias cultivables por gramo de suelo,
mientras que los hongos se encuentran en dos érdenes de magnitud menos como
unidades formadoras de colonias, pero representan una parte importante de la
biomasa del suelo (Viias, 2005).

La organizacion estructural de las particulas del suelo, confiere una
heterogeneidad espacial para los microorganismos, que se caracteriza por la
presencia de diferentes sustratos, nutrientes, concentraciones de oxigeno,
contenido de agua liquida, asi como de un pH variable (Sessitsch, 2001). Este
hecho implica que en un suelo se puedan encontrar una gran variedad de
poblaciones microbianas con capacidades metabdlicas distintas, condicionadas
también por la biodisponibilidad de las distintas fuentes de carbono y energia, que
a su vez esta condicionada por las caracteristicas fisicoquimicas propias de cada
suelo.

Los hidrocarburos son degradados fundamentalmente por bacterias y hongos y la
adaptacion por exposicion anterior de las comunidades microbianas a los
hidrocarburos aumenta las tasas de degradacion de los mismos (Amellal, Portal,
& Berthelin, 2001); (Delille, Pelletier, & Coulon, 2007); (Riffaldi, 2005). La
adaptacion se lleva a cabo mediante un enriguecimiento selectivo de los
microorganismos que utilizan hidrocarburos y la amplificacion del grupo de genes
gue catabolizan hidrocarburos (Riffaldi, 2005).

La biodegradacion de los hidrocarburos normalmente requiere la cooperacion de
mas de una unica especie. Esto es particularmente cierto en las mezclas
complejas de compuestos como es el caso del petrdleo. Los microorganismos
individuales pueden metabolizar solo un rango limitado de sustratos de
hidrocarburos. Se requiere un conjunto de poblaciones mezcladas con, sobre todo,
extensas capacidades enzimaticas para aumentar la tasa y la extension de la
biodegradacién del petrdleo. Se ha detectado en suelos o aguas contaminadas
con petréleo, la presencia de poblaciones microbianas pertenecientes a varios
géneros (Riffaldi, 2005).

La capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas, con respecto a los
contaminantes presentes en un suelo, es el fundamento sobre el que se sustenta
la tecnologia de la biorremediacion. Generalmente, en un suelo con contaminacion
recurrente o con episodios previos de contaminacion, las poblaciones microbianas
autoctonas se habran seleccionado en favor de la metabolizacion del
contaminante, el cual puede ser transformado con mayor rapidez que la materia
organica humica del suelo (Vifas, 2005).

Por este motivo, en emplazamientos previamente contaminados, en ecosistemas
complejos como es el suelo, los microorganismos autdéctonos poseen una elevada
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biodiversidad influida, en gran medida, por la diversidad de las condiciones
ambientales y varios factores fisico-quimicos y bioldgicos (Baek, 2004);
(Volkering, Breure, & Rulkens, 1998); (Hui, 2007). Es decir, los organismos del
propio ecosistema contaminado son los mas eficientes para realizar la
biodegradacion.

En consecuencia, es necesario abordar el analisis de la viabilidad de la microbiota
del sistema a descontaminar y su capacidad para crecer en presencia de los
hidrocarburos contaminantes. Cuando se intenta descontaminar un suelo, se ha
demostrado, que la adicién de bacterias degradadoras de hidrocarburos no es mas
efectiva (incluso puede llegar a ser menos efectiva) en comparacién con la
estimulacion del crecimiento de la microbiota existente en el suelo.

En consecuencia, el entendimiento de la ecologia microbiana y las restricciones
de la biodegradacion de un suelo contaminado con petréleo es extremadamente
importante (Bundy, Paton, & Campbell C, 2001). Por lo tanto, la bioestimulacion
de la poblacion microbiana indigena, puede acelerar el proceso de biodegradacion
de los contaminantes (Bento, 2005). Lo que se debe verificar es que la microbiota
existente, que suele ser muy compleja, tenga las capacidades enzimaticas
necesarias para degradar los hidrocarburos contaminantes.

e Nutrientes

El metabolismo microbiano esta orientado a la reproduccion de los organismos y
estos requieren que los constituyentes quimicos se encuentren disponibles para
su asimilacion y sintetizacion. Los nutrientes, normalmente requeridos, son el
fosforo y el nitrogeno, por tanto, las concentraciones asimilables de dichos
elementos presentes en el suelo, suelen ser limitantes para un incremento y
activacion de la poblacién microbiana, mientras que otros nutrientes esenciales
como el Ca, Na, Fe y SO ya estan presentes en cantidades suficientes.

La adicion de fuentes de N y P inorganicas generalmente tiene un efecto positivo
incrementando las poblaciones microbianas y las tasas de biodegradacion de
hidrocarburos en suelos contaminados (Chaineau, 2003). Las proporciones
molares de C:N:P, descritas en la bibliografia respecto al contenido de carbono a
degradar son muy distintas; el rango normal de C:N:P depende del sistema de
tratamiento a emplear, siendo de modo habitual 100:10:1.

Aunque en general la adicion de fuentes inorganicas de N y P al suelo es
beneficiosa para los procesos de biodegradacion, de igual manera, el uso excesivo
de nutrientes inorganicos también puede inhibir los procesos de biodegradacién
(Margesin & Schinner, 2001). Para evitar el exceso de nutrientes, asi como la
perdida de los mismos por lixiviacién, también se han utilizado fertilizantes
inorganicos oleofilicos de liberacion lenta para la biorremediacion de suelos
contaminados.

Ademas, es importante destacar que la accion de los nutrientes inorganicos puede
estar limitada debido a la interaccion quimica con los minerales del suelo (el
amoniaco se puede unir a las arcillas por intercambio catiénico y el fosfato puede
unirse y precipitar con iones calcio, hierro y aluminio).
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e Estructura y tipo de suelo

La estructura del suelo puede influenciar en la biodegradacion de hidrocarburos
debido a que la actividad microbiana varia con el tamafio de los agregados que se
forman en el suelo, dado que existe menor biomasa microbiana en
microagregados (formados principalmente por arcillas) que en macroagregados
(Bronick & Lal, 2005). Lo que produciria que el movimiento de carbono organico
del suelo esta principalmente controlado por el volumen de agua que ocupa los
poros del suelo.

Siendo la estructura del suelo una propiedad que afecta indirectamente debido a
su efecto en el contenido de agua del suelo, cuanto menores son los microporos,
el agua no esta disponible para ayudar a la actividad microbiana en la
descomposicion del carbono organico (Thomsen, 1999); (Dibble & Bartha, 1979).
Por lo que en suelos en los que haya alto contenido de arcillas (que generen
microagregados) queden secuestrados algunos hidrocarburos, asociados a esta
estructura, que no pueden ser metabolizados por las bacterias como es el caso de
algunos PAHs (Amellal, Portal, & Berthelin, 2001).

En el caso en que la porosidad sea suficiente para que ingrese el agua, gran
contenido de esta podria dificultar la presencia de oxigeno, lo que también
produciria una disminucion de la capacidad metabolica de las bacterias (Young-
Gyun, Sung-Keun, & Sung-Taik, 2000). En los dos casos, en el que no haya
disponible agua por la baja porosidad y en los que no haya disponible oxigeno por
el alto contenido en agua, la utilizacion de nutrientes ya sean organicos o
inorganicos no aumenta la eficiencia de la biodegradacion (Wang, 2008) debido a
la inaccesibilidad de estos para aumentar las poblaciones microbianas.

Con respecto a la influencia de la estructura del suelo, en la biorremediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos, existen varias publicaciones que han
estudiado su influencia, principalmente basados en las diferentes tasas de
biodegradacién presentadas cuando varia el contenido de los tamafios de
particulas que constituyen el suelo y de las agregaciones que pueden producir
(Young-Gyun, Sung-Keun, & Sung-Taik, 2000); (Bronick & Lal, 2005); (Bento,
2005); (Baek, 2004); (Bundy, Paton, & Campbell C, 2001); (Amellal, Portal, &
Berthelin, 2001); (Sessitsch, 2001) coincidiendo que la textura juega un papel
importante en la biodisponibiidad del hidrocarburo a ser metabolizado, disminuyen
los porcentajes de biodegradacion conforme aumenta la cantidad de particulas
finas pero que existen otros factores que también influyen y que se los ha
comentado a lo largo de este apartado.

3.2.3. Ventajas y desventajas de la tecnologia de biorremediacion

Ante la necesidad de desarrollar procesos respetuosos con el medio ambiente, los
procesos de biorremediacion se presentan como una alternativa sostenible que no
genera residuos nocivos (Gothalwal, 2013). Sus caracteristicas de no toxicidad,
en comparacion con otros métodos que tienden a formar subproductos de mayor
toxicidad que la de los contaminantes originales (Shannon & Unterman, 1993),
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hacen que su popularidad sea grande al percibirse como mas respetuosos con el
medio ambiente que el resto de tecnologias.

Sin embargo, el desconocimiento de sus posibilidades de aplicacion, en términos
de biodegradabilidad, por parte de consultoras y administraciones encargadas de
las autorizaciones, es un problema afadido y contribuye a atribuirle dudas en
cuanto a su eficacia. Los procesos de biorremediacion pueden desarrollarse
mediante un gran abanico de técnicas, todas ellas conocidas a nivel internacional,
aunque en continuo proceso de estudio y mejora. Este hecho permite acoplarse a
distintos episodios de contaminacién segun las caracteristicas del entorno.

3.3. Elroldelos microorganismos en labiorremediacion y la necesidad
de formar consorcios microbianos para potenciar su accion de
biodegradacién de hidrocarburos

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en funcién de los
parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad) asi como de los
compuestos quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petroleo y
los hidrocarburos se encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha
permitido a muchos microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos
para sobrevivir.

La formacién de consorcios microbianos en las tecnologias de biorremediacion es
de gran importancia, ya que se ha mostrado en estudios tener gran éxito; en su
mayoria se han logrado obtener porcentajes de degradaciéon mas altos que los
obtenidos por una sola especie. La exposicion prolongada de los consorcios a los
hidrocarburos los hace mas eficientes para degradar el contaminante como Unica
fuente de carbono. Las ventajas que se obtienen con un consorcio nativo es que
se forma de manera natural y tiene mayor potencial para la degradacion.

En el caso de los hidrocarburos, las bacterias gram negativas parecen encontrarse
mas adaptadas a estas fuentes de carbono (Venosa, Stephen, Macnaughton,
Chang, & White, 1999). Diversos estudios permiten hoy en dia establecer una lista
de 160 géneros de microorganismos que degradan los hidrocarburos (Prince, R;
Varadaraj, R; Fiocco, R; Lessard, R, 1999), los consorcios mas empleados
contienen las especies Flavobacterium, Achromobacter, Rhodococcus,
Micrococcus, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Aeromonas,
Acinetobacter y en menos ocasiones Mycobacterium, Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Rhodotorula y Candida. Las bacterias son mas empleadas que los
hongos y las levaduras (Balba, Al-Awadhi, & Aldaher, 1998); (Vasudevan &
Rajaram, 2001); (Rahman et al., 2001).

Es importante estudiar qué poblaciones existen en el suelo contaminado ya que
estas probablemente ya se habran adaptado al ambiente contaminado (Hanson
K. , Anuranjini, Madhavi, & Anjana, 1997). Las poblaciones nativas pueden ser
sensibles a la presencia y la actividad de poblaciones extranjeras especializadas.
Estas poblaciones, visto las diferencias metabdlicas, producen en algunos casos
metabolitos e intermediarios toxicos para la microflora nativa.

18

—~
—



Muchas veces también, estas poblaciones agregadas no se adaptan a las
condiciones del sitio contaminado y debido a ello, no realizan la descontaminacion
con la misma eficiencia con la que lo hacen las poblaciones nativas (Thomassin-
Lacroix, Eriksson, Reimer, & Mohn, 2002). El suelo es un medio complejo organico
y/o mineral en el que muchas condiciones determinan la variabilidad de la
microflora; depende mucho de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, asi
como de las condiciones medioambientales para la obtencion de una tasa 6ptima
de degradacion.

3.4. Comportamiento cinético de los microorganismos

Un cultivo microbiano imita una reaccion en forma de S hasta la fase estacionaria
y decrece luego de ella, es decir que la velocidad de crecimiento en un tiempo
dado, es proporcional a la concentracion de células ya presentes durante ese
tiempo.
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Figura 3.1: Curva general de crecimiento microbiano (Tortora et al., 2007)
3.4.1. Crecimiento bacteriano

En microbiologia, la palabra crecimiento se define como un incremento en el
namero de células o de masa celular por unidad de tiempo de una poblacion
microbiana (Madigan, M. T., Martinko, J. M., & Parker, J., 1997). Si un
microorganismo es cenocitico, es decir, multinucleado, en el que las divisiones
nucleares no se acompafan de divisiones celulares, el crecimiento produce un
incremento de tamafio, pero no del numero de células.

El crecimiento ocasiona un aumento del ndmero de células cuando los
microorganismos se multiplican por procesos como gemacion o fision binaria. En
este caso las células individuales se agrandan y dividen para originar dos células
hijas de un tamafio aproximadamente igual (Prescott, L. M., Harley, J. P., & Klein,
D. A, 1999).

La microbiologia predictiva estd relacionada con la compleja dinamica del
comportamiento de la poblacién microbiana, tal como fue observado por (Eduardo,
2007), expresa que Monod J en su estudio The growth of Bacterial Cultures acerca
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de que: “el crecimiento de los cultivos bacterianos, a pesar de la inmensa
complejidad del fenébmeno, generalmente obedece a leyes relativamente sencillas,
las cuales hacen posible definir ciertas caracteristicas cuantitativas del ciclo del
crecimiento, esencialmente las tres constantes del crecimiento: crecimiento total,
tasa del crecimiento exponencial y crecimiento latente.

La curva de crecimiento de un cultivo microbiano como la que se muestra en la
figura 3.1 puede ser subdividida en cuatro partes distintas denominadas fase de
latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

e Fase de latencia: es el periodo de ajuste que las células experimentan al
ser transferidas de un medio al otro antes de iniciar su crecimiento.

e Fase exponencial o logaritmica: es aquella durante la cual los
microorganismos crecen y se dividen hasta el nivel maximo posible, en
funcion de su potencial genético, tipo de medio y las condiciones en que
crece. En este periodo hay una relacion lineal entre el logaritmo del numero
de células (o cualquier otra propiedad medible de la poblacion) y el tiempo.
Los microorganismos se dividen y duplican en namero en intervalos
regulares. Como cada célula se divide en un momento ligeramente
diferente del resto, la curva de crecimiento aumenta suavemente, en lugar
de realizar discretos saltos.

e Fase estacionaria: es resultado del agotamiento de los nutrientes
disponibles o del efecto de acumulacion de productos téxicos de
metabolismo que tienen como consecuencia la disminucion de la velocidad
del crecimiento. La transicion entre la fase exponencial y la fase
estacionaria se caracteriza por un crecimiento desequilibrado, durante el
cual los diversos componentes celulares son sintetizados a diferentes
velocidades.

e Fase de muerte: es consecuencia de diversos factores; uno importante es
el agotamiento de las reservas celulares de energia. Al igual que el
crecimiento, la muerte también asume una funcién exponencial que puede
ser representada por una disminucion lineal del numero de las células
viables a lo largo del tiempo (Madigan, M. T., Martinko, J. M., & Parker, J.,
1997).

3.4.2. Adaptabilidad y variabilidad de respuestas microbianas

El proceso de adaptacion de los microorganismos a las condiciones del medio en
gue se encuentran depende de varios factores como es el caso de la composiciéon
del medio mismo o del estado fisiolégico de la cepa, entre otros. Por eso, la
variabilidad de las respuestas microbianas influye de manera distinta en la
predicciébn de la cinética de los microorganismos. Dichas respuestas de los
microorganismos a las condiciones de crecimiento pueden ser evidenciadas a
través de sus parametros de crecimiento como son el tiempo de latencia, tiempo
de generacion y la velocidad de crecimiento.
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e Tiempo de latencia

Un fendmeno inherente a la cinética microbiana es la latencia, la cuél es
tipicamente observada como la respuesta retardada de la poblacién microbiana
ante un (repentino) cambio en el ambiente. La fase de latencia puede producirse
en ambos procesos, de crecimiento y de inactivacion (Swinnen, I. A. M., Bernaerts,
K., Dens, E. J. J., Geeraerd, A. H., and Van Impe, J. F. , 2004). En el caso de las
condiciones de crecimiento, la fase de latencia es el periodo de ajuste durante el
cual las células bacterianas se modifican por si mismas con el objetivo de sacar
ventaja del nuevo ambiente e iniciar el crecimiento exponencial (Buchanan &
Klawitter, 1991).

Por tanto, durante la fase de latencia las células se adaptan a su nuevo entorno
induciendo o reprimiendo la sintesis y actividad de determinadas enzimas,
iniciando la replicacion de su material genético, y, en el caso de las esporas,
diferenciandose en células vegetativas (Montville, 2000). Comunmente, la fase
transitoria que sigue a la inoculacion del microorganismo en un medio de cultivo
del laboratorio en condiciones ambientales constantes puede definirse como la
fase de latencia inicial.

Sin embargo, variaciones ambientales durante este periodo de crecimiento
pueden dar lugar a un crecimiento retardado, o latencia intermedia. Ademas del
cambio del medio y del efecto de la dilucion, la latencia inicial y la latencia
intermedia pueden ser consideradas como esencialmente la misma, porque en
ambos casos las células experimentan la transicion de unas condiciones a otras
(Swinnen, I. A. M., Bernaerts, K., Dens, E. J. J., Geeraerd, A. H., and Van Impe, J.
F., 2004).

La linea divisoria crecimiento/no crecimiento representa un limite en el cual la tasa
de crecimiento es cero y la fase de latencia infinita. Probablemente, y mas que
cualquier otro factor, la determinacion precisa de la fase de latencia ha creado
problemas a los microbidlogos predictivos. Incluso ha sido ignorada en muchas
aplicaciones practicas de modelos predictivos (Gill, Harrison, & Phillips, 1991).

Hay diversos estados de latencia, como las células que se estan dividiendo
activamente, aquellas que demuestran una fase de latencia fisioldgica, aquellas
gue estan dafiadas y requieren recuperacion, y aquellas que han empezado un
estado de animacion suspendido (viables, pero no cultivables). Ademas, pueden
surgir complicaciones de modelado cuando las fluctuaciones en las condiciones
ambientales sean de la suficiente magnitud y rapidez como para inducir a una
poblacién que ya ha superado su fase de latencia para empezar otra vez uno de
los estados latentes citados anteriormente (McMeekin, Olley, Ratkowsky, & Ross,
2002).

La duracién de la fase de latencia se ve afectada por factores como la identidad y
el fenotipo de la bacteria, el tamafio del indculo, la historia fisiolégica de la
poblacién y por los cambios en el medio fisico-quimico, tales como la temperatura,
el pH, la actividad de agua y la disponibilidad de nutrientes. La duracion del tiempo
de latencia suele ser estimado errébneamente. Esto es usualmente atribuido al
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efecto de la historia previa de las células. (Robinson, Ocio, Kaloti, & Mackey, 1998)
formalizaron el concepto de tiempo de latencia dependiente de dos elementos:

v' La cantidad de trabajo necesario por parte de las células para adaptarse al
nuevo ambiente y/o reparar los dafios debidos ese cambio.

v La proporcion en la que estas reparaciones pueden hacerse.

Una pre adaptacion a las condiciones perjudiciales al crecimiento puede reducir
de manera espectacular los tiempos de latencia. Incluso cuando los efectos del
in6culo han sido minimizados, todavia es dificil obtener una imagen clara de la
forma en como la latencia varia en funcién del ambiente externo (Robinson, Ocio,
Kaloti, & Mackey, 1998). Por tanto, la magnitud y el grado del cambio entre el
ambiente anterior y el ambiente actual afectan el tiempo de latencia.

Para (Robinson, Ocio, Kaloti, & Mackey, 1998), la exactitud con la cual la latencia
puede ser predicha dependera del conocimiento del estado del indculo y de la
habilidad para predecir como la latencia se ve influenciada por los efectos
separados del estado del inoculo y de las condiciones ambientales. Debido a la
existencia de la multitud de factores anteriormente mencionados que afectan el
comportamiento de la fase de latencia, es dificil obtener predicciones (Swinnen, I.
A. M., Bernaerts, K., Dens, E. J. J., Geeraerd, A. H., and Van Impe, J. F. , 2004).

e Tiempo de generacion

El tiempo de generacion es el tiempo necesario para duplicar la poblacion
bacteriana. Segun (R. Y. Stanier, 1989) se define como el tiempo requerido para
gue todos los componentes del cultivo aumenten en un factor de 2. Durante este
periodo de generacion el nimero de células y la masa celular se duplica. El tiempo
de generacion varia entre los distintos microorganismos.

Muchas bacterias tienen tiempos de generacion de 1-3 horas, conociéndose
pocos microorganismos que crezcan muy rapidamente dividiéndose en menos de
10 minutos. Otras tienen tiempos de generacion de varias horas o incluso dias. El
tiempo de generacion es util como indicador del estado fisiologico de una
poblacién celular, y es usado con frecuencia para comprobar el efecto negativo o
positivo de un determinado tratamiento sobre un cultivo bacteriano (Madigan, M.
T., Martinko, J. M., & Parker, J., 1997)

El tiempo de generacién esta directamente relacionado con la velocidad de
crecimiento exponencial, que se define como la pendiente de la curva de
crecimiento logaritmico en la fase de crecimiento exponencial. La relacion
proporcional entre el tiempo de latencia y el tiempo de generacion es implicita o
explicitamente asumida por algunos investigadores (Delignette-Muller, 1998).

Generalmente, admiten que, a diferencia del tiempo de generacién, el tiempo de
latencia no depende solamente de las condiciones de crecimiento, sino que
también de las condiciones de crecimiento previas, tal como se ha indicado
anteriormente. Pero suponen que para los cultivos que tienen idénticos estados
fisiologicos en el momento de la inoculaciéon, y que fueron cultivados bajo
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diferentes condiciones, el ratio del tiempo de latencia sobre el tiempo de
generacion es constante (Delignette-Muller, 1998).

Segun (Robinson, Ocio, Kaloti, & Mackey, 1998), varios modelos que son muy
adecuados para predecir la fase de latencia pueden diferir de aquellos que son
mejores para predecir la velocidad de crecimiento y en muchos casos, no se ha
tenido en cuenta en la latencia el efecto de la historia del in6culo.

e Velocidad de crecimiento

Como ya se ha indicado anteriormente, el crecimiento se define como un
incremento en el nimero de células microbianas en una poblacion, lo cual también
puede ser medido como un incremento en masa microbiana. En este contexto, la
velocidad de crecimiento se define como el cambio en nimero de células o masa
celular por unidad de tiempo (Madigan, M. T., Martinko, J. M., & Parker, J., 1997).

Un cultivo microbiano creciendo en equilibrio imita una reaccién auto catalitica de
primer orden, es decir, la velocidad del aumento de bacterias en un tiempo dado
es proporcional al nimero o masa de bacterias presentes durante ese tiempo. La
tasa del crecimiento exponencial se ve influenciada por las condiciones
ambientales (temperatura, composicion del medio), asi como por las
caracteristicas genéticas del microorganismo (Madigan, M. T., Martinko, J. M., &
Parker, J., 1997).

3.4.3. Modelos cinéticos

Hay muchas leyes para la velocidad de crecimiento celular, sin embargo, (Nielsen
& Villadsen, 1994) dan como definicibn de modelo cinético para la descripcion de
un proceso microbiano lo siguiente: “La correlacion verbal o matematica entre
velocidades y concentracion de reactantes/productos, los cuales son insertados
en balances de materia y permiten la prediccién del grado de conversion de
sustratos y el rendimiento de productos individuales en otras condiciones de
operacion”.

Se han propuesto numerosos modelos cinéticos, los cuales se pueden clasificar
segun se recoge en latabla 3.1 (Garcia-Ochoa & VE Santos, 1999a.). Los modelos
cinéticos mas simples son los modelos cinéticos no estructurados-no segregados
gue consideran al microorganismo como un Unico componente que, de forma
genérica, denominan biomasa (expresada como masa de microorganismo seco
por volumen de sistema, pero esto solo por la forma habitual de realizar la medida).

Los modelos denominados metabodlicos consideran rutas metabdlicas
simplificadas dentro del microorganismo en las que Unicamente esta involucrado
el sustrato carbonado. En un modelo estructurado o de célula se considera el
metabolismo del sustrato nitrogenado, describiendo el crecimiento mediante
esquemas simplificados de reaccion.

Cuando se unen los esquemas simplificados de reaccion procedentes de modelos
metabdlicos y de modelos de célula se obtienen los modelos quimicamente
estructurados, en los que se describe el metabolismo microbiano global de forma
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simplificada, considerando al microorganismo formado por multitud de
componentes internos que reaccionan entre si.

Un modelo segregado es aquel que considera que una poblacién esti formada
por microorganismos diferentes. En el caso de los microorganismos presentes en
un cultivo puro, en el que se presentan distribuciones de alguna propiedad como
edad, tamafio, etc. Se pueden denominar también como modelos
morfoldégicamente estructurados. En el caso de los cultivos mixtos, la segregacién
puede referirse Unicamente a la consideracién de diferentes “biomasas”
empleando para la descripcién de cada una de estos modelos no estructurados-
no segregados (Garcia-Ochoa, Santos, & Gomez, 1999b).

Los modelos mas sencillos o no estructurados no-segregados son empleados para
numerosas aplicaciones en la solucién de problemas de ingenieria, pero para una
mejor descripcion del sistema es necesario utilizar modelos que tengan en cuenta
esquemas de reaccion complejos, es decir que tengan en cuenta las rutas del
metabolismo de cada microorganismo.

Tabla 3.1: Clasificacion de modelos cinéticos

Modelo cinético Concepto
No estructurado-No segregados La biomasa se considera como un
anico componente. Se considera una
célula media como representativa del
cultivo.

Metabdlico Normalmente no  estructurado-no
segregado. Se describen las rutas
metabdlicas como wuna red de
reacciones empleando un esquema
simplificado  de  reaccion, con
relaciones estequiométricas definidas.

Estructurado (o de Célula) La descripcion de la biomasa se realiza
considerandola formada por varias
especies. Se tienen en cuenta los
componentes intracelulares.

Quimicamente estructurado Se considera a la biomasa formada por
varias especies y también un
metabolismo simplificado (una red de
reacciones).

Segregrado En la descripcién del microorganismo
se considera la distribucién de alguna
propiedad. No se considera un
microorganismo medio.

(Desarrollo de modelo cinético para bioprocesos, 1999)
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e Modelo de Monod

Monod fue el primero en investigar el efecto de la concentracion de sustrato sobre
la rapidez de crecimiento, y encontré que la velocidad especifica de crecimiento
de las células durante las fases de crecimiento y desaceleracion depende de la
concentracion de nutrientes existentes en el medio, se denomina sustrato limitante
y es la fuente de carbono (Monod, 1949).

dX _ Hmax " €
dt  Ks+C

< (3.1)

Donde:

e dX/dt es la velocidad de crecimiento de la célula (g/L*h);

e Umax €s la velocidad maxima de crecimiento (h't);

e Ks es un pardmetro que representa la concentracion de sustrato a la mitad
de su velocidad maxima (g/L);

e X es la concentracion de células (g/L);

e C esla concentracion de sustrato (g/L).

Este modelo se simplifica en las siguientes condiciones particulares:

dX 3.2

Ks<<C"'E=p—max'X (3:2)
dX .

Ks>>C.'.E=HEZX-X-C (33)

Monod asumio que un unico sustrato esencial es el factor limitante del crecimiento
microbiano ademas que la ecuacion no se puede aplicar a niveles bajos de
sustrato y no toma en cuenta cambios de sustrato en las fases de latencia,
estacionaria y de muerte. Si el crecimiento se ve inhibido por concentraciones altas
de producto se deben afiadir otros términos para tener en cuenta estos efectos
(Monod, 1949).

e Modelo de Teisser

Modelo propuesto en 1936, previo al modelo de Monod y fundamentado en un
punto de partida diferente al mismo, explicando el efecto de las hormonas en el
crecimiento de ciertos cultivos. Este introdujo el concepto de deficiencia de
crecimiento, hipotesis que resulté mostrando la relacion semilogaritmica entre la
velocidad de crecimiento y la concentracion de biomasa. Este modelo relaciona la
velocidad especifica de crecimiento con la concentracion de un sustrato limitante
es la propuesta por (Tiessier, 1942):

dx C (3.4)
E - l’lmax[1 — €xp (_K_s>] X
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Donde:

e dX/dt es la velocidad de crecimiento de la célula (g/L*h);

* Umax €s la velocidad maxima de crecimiento (h™l);

e Ks es un parametro que representa la concentracion de sustrato a la mitad
de su velocidad maxima (g/L);

e X es la concentracion de células (g/L);

e C esla concentracion de sustrato (g/L).

Esta ecuacién describe los mismos parametros que la ecuacién de Monod, aunque
descritos de otra manera debido a la falta de consistencia con los datos
experimentales por lo que se condujo a desarrollar ecuaciones alternas (Trejos,
Alzate, & Gomez, 2009). Mientras la ecuacién de Monod fue inspirada por la
expresion de velocidad enzimatica deducida por Michaelis-Menten, esta ecuacion
de Tessier es puramente empirica tomando un punto de partida diferente, es decir,
utilizando el concepto de deficiencia de crecimiento (Atkinson, 2010).

e Modelo de Moser

Este modelo nacié como una modificacion al modelo de Monod también en 1958,
y se considera como una buena aproximacion cuando la composicion celular es
independiente del tiempo de proceso. Se caracteriza porque en su formulacion,
esta implicita la consideracion del efecto de la propagacion de especies mutantes
en la poblaciéon bacteriana.

En la practica, al estar en crecimiento bajo concentraciones reducidas de ciertos
nutrientes, es posible que la poblacibn de microorganismos modifique su
estructura genética con el fin de adaptarse a este tipo de situaciones y al convivir
en la misma poblacion diferentes tipos de células (mutadas y no mutadas), es
posible que llegue a establecerse cierto grado de cooperacion entre especies.

A consecuencia de todo ello, se produce una mejora en el proceso de
reproduccion celular. Moser propuso un nuevo modelo cinético empirico que
incluye los efectos adaptativos y cooperativos de la poblacion microbiana en su
crecimiento mediante la adicion de un parametro “n” a la ecuacion (Moser, 1958).
La expresion matematica es la siguiente:

dx c" (3.5)
—=n P—_— X
dt ~ "max " 4K

Donde:

e dX/dt es la velocidad de crecimiento de la célula (g/L*h);

e Umax €s la velocidad maxima de crecimiento (h™%);

e Kses un pardmetro que representa la concentracion de sustrato a la mitad
de su velocidad maxima (g/L);

e X es la concentracion de células (g/L);

e C es la concentracion de sustrato (g/L).
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Esta ecuacion mantiene la misma forma que la cinética de Monod, pero afiade un
parametro “n” que si es mayor a 1 indica que dichos efectos se producen, mientras
que para “n” igual a 1, el proceso se adapta a la cinética de Monod. Finalmente,
un valor del parametro inferior a 1 es sinénimo de efectos inhibitorios en el sistema
(Moser, 1958).

3.4.4. Métodos matematicos para la obtencién de los parametros de los
modelos cinéticos de los procesos de biorremediacion

Hay muchos casos en la ingenieria donde los modelos no lineales deben ajustarse
a datos. En el presente contexto, tales modelos se definen como aquellos que
tienen dependencia no lineal de sus parametros. Por ejemplo:

fx) =a(1—e " ™*) +e (3.6)

Esta ecuacion no puede ser manipulada para ser llevada a la forma general. Como
en el caso de los minimos cuadrados lineales, la regresion no lineal se basa en la
determinacion de los valores de los parametros que minimizan la suma de los
cuadrados de los residuos. Sin embargo, en el caso no lineal, la solucién debe
realizarse en una forma iterativa.

e Método de Gauss-Newton

El método de Gauss-Newton es un algoritmo para minimizar la suma de los
cuadrados de los residuos entre los datos y las ecuaciones no lineales. El
concepto clave detras de esta técnica es que se utiliza una expansion en serie de
Taylor para expresar la ecuacion no lineal original en una forma lineal aproximada.
Entonces, es posible aplicar la teoria de minimos cuadrados para obtener nuevas
estimaciones de los parametros que se mueven en la direccién que minimiza el
residuo.

Para ilustrar como se logra esto, primero se expresa de manera general la relacion
entre la ecuacion no lineal y los datos, de la manera siguiente:

yi = f(x; ag, ay, ., am) + (3.7)

Donde yi= un valor medido de la variable dependiente, f(xi; ao, ai,..., am)= la
ecuacion que es una funcion de la variable independiente x; y una funcion no lineal

de los parametros ao, ai, ... , am, Y € = un error aleatorio. Por conveniencia, este
modelo se expresa en forma abreviada al omitir los parametros:
yi=f(x)+e (3.8)

El modelo no lineal puede expandirse en una serie de Taylor alrededor de los
valores de los parametros y cortarse después de las primeras derivadas. Por
ejemplo, para un caso con dos parametros:

f(x)j = fx z)] f( l)j ——Aa, + f( L)JA a;

Qo a;

(3.9)
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Donde j= el valor inicial, j+1= la prediccion, Aao=aoj+1-a0j, y Aai=aij+1-a1j. De esta
forma, se ha linealizado el modelo original con respecto a los pardmetros. La
ecuacion 3.9 se sustituye en la ecuacion 3.8 para dar:

Y, Of (x)); (3.10)
yi—fx); = dag Aa, + aa: LAa; + e

o en forma matricial:
{D} = [z;]{aA} + {E} (3.11)

donde [Z]] es la matriz de las derivadas parciales de la funcién evaluadas en el
valor inicial j:

% % 1 (3.12)
da, Oday
o U
da, Oday
[Z;] =
O Ofn
1 da, Jda,

donde n= el numero de datos y dfi/oak= la derivada parcial de la funcién con
respecto al k-ésimo parametro evaluado en el i-ésimo dato. El vector {D} contiene
las diferencias entre las mediciones y los valores de la funcion:

y1 — f(x1) (3.13)
Y2 — f(x2)
{D} = '
Yn — [ (xn)
y el vector {AA} contiene los cambios en los valores de los parametros:
(Aao\ (3.14)
Aa,
anl |

| .
kAam)

Si se aplica la teoria de los minimos cuadrados lineales a la ecuacion 3.10 se
obtienen las siguientes ecuaciones normales:

[12,)"2))| tan) = {[2] 03] (3.15)
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Asi, el procedimiento consiste en resolver de la ecuacion 3.14 para {AA}, que se
utiliza para calcular valores mejorados de los parametros, como en:

ao'j+1 = ao']' + Aao (316)

al’j+1 = al‘]' + ACL1 (317)

Este procedimiento se repite hasta que la solucion converge, es decir, hasta que
esta por debajo de un criterio de terminacion aceptable.

(3.18)

Ak j+1 — Qg j
legle = |—

Ak, j+1

Un problema potencial con el método de Gauss-Newton, como se ha desarrollado
hasta ahora, es que las derivadas parciales de la funciéon pueden ser dificiles de
evaluar. En consecuencia, muchos programas computacionales usan diferentes
ecuaciones para aproximar las derivadas parciales. Un método es:

aﬁ ~ f(xl; aOl ey ak + 6ak; ey am) - (Xl; ao, ey ak, ey am) (319)
doa, Say

donde &= una perturbacion fraccional pequefia.
El método de Gauss-Newton tiene también algunas desventajas:

e Puede converger con lentitud.
e Puede oscilar ampliamente; es decir, cambia de direccion continuamente.
e Puede no converger.

Se han desarrollado modificaciones del método para disminuir las desventajas.
Para hacer esto, se dan valores iniciales a los parametros y se calcula la suma de
los cuadrados de los residuos. Por ejemplo, para la ecuacion 3.6 esto se podria
calcular como:

n (3.20)
5= ) i — ag(1 = e P2

l

Los parametros, entonces, se ajustarian de manera sistematica para minimizar Sr
mediante técnicas de busqueda.

e Métodos de Runge-Kutta de cuarto orden-Berkeley Madonna

Se utiliza el ajustador de curvas (Curve Fitter) de Berkeley Madonna que este
puede encontrar automaticamente los valores de uno o0 mas parametros en el
modelo que minimizan la desviacion entre la salida de su modelo y un conjunto de
datos. Cuando se completa el ajuste, Berkeley Madonna deja los pardmetros
establecidos en los valores que dan el mejor ajuste. Luego ejecuta el modelo y
traza la variable de ajuste y el conjunto de datos en una ventana de gréfico.
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Mientras el ajuste de la curva esta en progreso, Berkeley Madonna muestra la
desviacion RMS entre los datos y la mejor ejecucion hasta el momento. La
desviacion es la raiz cuadrada de las diferencias entre los puntos de datos
individuales en el conjunto de datos y los puntos correspondientes en la ejecucion.
Cuando se complete la operacion de ajuste de la curva, Berkeley Madonna informa
la desviacion del valor cuadratico medio (RMS) del mejor ajuste en un cuadro de
dialogo en el grafico.

Berkeley Madonna proporciona tres métodos de integracion de tamafio de paso
fijo para el ajuste de curvas y resolucion de las ecuaciones diferenciales: el método
de Euler, RungeKutta 2 y Runge-Kutta 4. Estos métodos escalonan el modelo en
incrementos de DT. El nUmero de pasos (sin incluir el paso de inicializacion) es
igual a: (STOPTIME - STARTTIME)/DT. El algoritmo que utiliza el programa es el
método clasico RK de cuarto orden:

1 3.21
Yi+1=Yi+g(k1+2k2+2k3+k4)'h ( )
Donde:

k= f(xi: Yi) (3.22)

1 1
kZ = f (xi + _h, yl' + _klh) (323)

2 2

1 1
k3 = f (xi + _h, yl' + _kzh) (324)

2 2
ko= f(x; + h,y; + ksh) (3.25)

Es decir, se desarrolla primero las pendientes para todas las variables en el valor
inicial. Esas pendientes (un conjunto de las ki) se utilizaran después para realizar
predicciones de la variable dependiente en el punto medio del intervalo. Tales
valores del punto medio se utilizan, a su vez, para calcular un conjunto de
pendientes en el punto medio (las k2).

Esas nuevas pendientes se vuelven a usar en el punto de inicio para efectuar otro
conjunto de predicciones del punto medio que lleven a nuevas predicciones de la
pendiente en el punto medio (las ks). Estas después se emplearan para realizar
predicciones al final del intervalo que se usaran para desarrollar pendientes al final
del intervalo (las ks). Por ultimo, las k se combinan en un conjunto de funciones
incrementadas [como en la ecuacion (3.21)] y se llevan de nuevo al inicio para
hacer la prediccion final.
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3.5. Elementos del disefio de experimentos

El diseiio de experimentos (DOE) ayuda a investigar los efectos de las variables
de entrada (factores) en una variable de salida (respuesta) al mismo tiempo. Estos
experimentos consisten en una serie de ensayos o pruebas, en las que se realizan
cambios intencionales en las variables de entrada. En cada corrida se recolectan
datos. EI DOE se utiliza para identificar las condiciones del proceso y los
componentes del producto que afectan la calidad, para luego determinar la
configuracion de factores que optimiza los resultados.

3.5.1. Disenos factoriales

El objetivo de un disefio factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una
0 varias respuestas, cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores.
Por ejemplo, uno de los objetivos particulares mas importantes que en ocasiones
tiene un disefio factorial es determinar una combinacion de niveles de los factores
en la que el desemperiio del proceso sea mejor.

Los factores pueden ser de tipo cualitativo (maquinas, tipos de material, operador,
la presencia o ausencia de una operacion previa, etc.), o de tipo cuantitativo
(temperatura, humedad, velocidad, presion, etc.). Para estudiar la manera en que
influye cada factor sobre la variable de respuesta es necesario elegir al menos dos
niveles de prueba para cada uno de ellos.

Con el disefio factorial completo se corren aleatoriamente todas las posibles
combinaciones que pueden formarse con los niveles de los factores a investigar.
Asi, la matriz de disefio o arreglo factorial es el conjunto de puntos experimentales
o tratamientos que pueden formarse considerando todas las posibles
combinaciones de los niveles de los factores. Entre las ventajas de los disefios
factoriales estan:

1. Permiten estudiar el efecto individual y de interaccién de los distintos
factores.

2. Son disefos que se pueden aumentar para formar disefios compuestos en
caso de que se requiera una exploracion mas completa.

3. Se pueden correr fracciones de disefios factoriales, las cuales son de gran
utilidad en las primeras etapas de una investigacion que involucra a muchos
factores, cuando interesa descartar de manera econdmica los que no son
importantes, antes de hacer un estudio mas detallado con los factores que
si son importantes.

4. Pueden utilizarse en combinacion con disefios de bloques en situaciones

en las que no puede correrse todo el disefio factorial bajo las mismas
condiciones.
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5. La interpretacion y el célculo de los efectos en los experimentos factoriales
se puede hacer con aritmética elemental, en particular cuando cada factor
se prueba en dos niveles.

e Disefios factoriales con tres factores

Cuando se quiere investigar la influencia de tres factores (A, B y C) sobre una o
mas variables de respuesta, y el nimero de niveles de prueba en cada uno de los
factores es a, b y c, respectivamente, se puede construir el arreglo factorial a x b
X ¢, que consiste de a x b x ¢ tratamientos o puntos experimentales. Entre los
arreglos de este tipo que se utilizan con frecuencia en aplicaciones diversas se
encuentran: el factorial 23, el factorial 3% y los factoriales mixtos con no mas de
cuatro niveles en dos de los factores, por ejemplo, el factorial 4 x 3 x 2 y el factorial
4 x 4 x 2, por mencionar dos de ellos.

En un disefo factorial a x b x ¢, se supone que el comportamiento de la respuesta
Y puede describirse mediante el modelo de efectos dado por:

Yijim =u+a;+6; + (aB)i + (@y)u + (BY) jx + (aBY)ijk + Eiji (3.26)

i=12,..,a;j=12,..,b;k=1,2,...,c;1 =12,...,n

donde m es la media general, ai es el efecto del nivel i-ésimo del factor a, B es el
efecto del nivel j del factor B y yk es el efecto del nivel k en el factor C; (ap)i, (ay)i
Y (BY)ik representan efectos de interaccion dobles (de dos factores) en los niveles
ij, ik, jk, respectivamente, y (apy)i es el efecto de interaccion triple en la
combinacion o punto ijk; €ijw representa el error aleatorio en la combinacion ijkl y |
son las repeticiones o réplicas del experimento. Todos los efectos cumplen la
restriccion de sumar cero, es decir, son desviaciones relacionadas con la media
general m. De manera alternativa, se tiene el modelo de regresion dado por:

Yiiki = Bo + B1X1i + B2X2j + B3 X3k + B12X1i X2 + B13X1iX3k + P23 X2 X3k
+ B123X1i X2 X3k + Eijiis
i=12,..,a;j=1,2,..,b;k=1,2,...,c;1 =12,..,n

Con esta informacion se construye el analisis de varianza y de este se concluye si
los tres efectos influyen o no. Posteriormente se realiza las comparaciones de
medias para investigar cuales medias causan las diferencias detectadas.
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IV. Metodologia

La presente investigacion estuvo orientada a explicar los mecanismos cinéticos
gue gobiernan el proceso de biodegradacion de hidrocarburos bajo la accion de
consorcios microbianos en solucién acuosa, de tal forma que se pueda pronosticar
las velocidades de crecimiento de los microorganismos asi como la velocidad de
consumo del sustrato limitante, en el presente caso, el diésel, que actia como
Unica fuente de energia y carbono, asi como la duracién del tratamiento aplicado
y la eficiencia alcanzada en la fase estacionaria del proceso de biodegradacion.

Considerando estos enfoques, esta investigacion, correspondi6 a una
investigacion descriptiva, explicativa y proyectiva. Por otra parte, la estrategia
general para la recoleccion de datos e informacion en funcién de los objetivos
propuestos esta dirigida a un disefio de campo, experimental, transeccional y
descriptivo.

El universo de esta investigacion estd compuesto por:

e El proceso de biodegradacion de hidrocarburos por la accién de consorcios
microbianos.

e Los consorcios bacterianos objetos de estudio.

e EI sustrato limitante, en este caso, el diésel, que es la sustancia
contaminante objeto de estudio.

e Los modelos cinéticos que se describen y se ajustan al proceso de
biodegradacion.

e Los parametros operacionales que gobiernan el proceso de biodegradacion
de hidrocarburo entre los que estan i) el tipo de consorcio microbiano, ii) la
concentracion del sustrato limitante, iii) la temperatura en la que ocurre el
proceso de biorremediacion.

4.1. Meétodos y procedimiento para la determinaciéon del
comportamiento cinético del consorcio microbiano durante su
crecimiento utilizando diésel como uUnica fuente de energia y
carbono

De previo a esta etapa de investigacion se han aislado y obtenido tres consorcios
bacterianos, los cuales se han identificado como Consorcio A, Consorcio B y
Consorcio C, todos ellos adaptados al consumo de diésel como Unica fuente de
carbono y energia, capaces de degradar a este hidrocarburo. Asi mismo se ha
realizado la caracterizacion de las comunidades bacterianas que integran estos
consorcios obtenidos, la cual se presenta en el Anexo X.
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4.1.1. Determinacién de la concentraciéon de biomasa

Para la determinacion del comportamiento cinético del consorcio microbiano
durante su crecimiento en sustrato diésel como Unica fuente de energia y carbono,
fue necesario la determinacién de la concentracién de biomasa con respecto al
tiempo. Esta actividad se realizd6 en los Laboratorios de Ingenieria del
Departamento de Investigacion y Desarrollo de la Empresa ARS Construcciones,
Energia y Medio Ambiente, midiendo la densidad 6ptica (DO) y solidos volatiles
(SV) del cultivo mediante espectrofotometria a 600 nm, eliminando la turbidez
correspondiente al medio de cultivo sin indculo con la realizacién de blancos en un
espectrofotometro Modelo Pharma Spec 1700. Los datos obtenidos para la
densidad o6ptica y la concentracién de solidos volatiles se presentan en la Tabla
4.1, con cuyos valores se construyd la curva de calibracion para este
espectrofotometro, que se presenta en la Figura 6.1.

Tabla 4.1: Relacién entre DO y SV para determinacién de la concentracién de
biomasa, gcélulas/L

DO SV (gcélulas/L)
0 0
1.55 798
2.45 1485
3.15 1825
3.7 2125
4.15 2550
4.95 3125

En el Anexo VIII se presenta detalladamente los métodos y procedimientos para
la determinacion de las concentraciones de biomasa para cada uno de los tres
consorcios en dependencia del tiempo.

4.1.2. Determinacion de la concentracion de hidrocarburos

La medida de la concentracion de hidrocarburos totales del petroleo (TPH), en el
presente caso la fraccion de diésel, ha sido, el parametro analitico utilizado en
estos experimentos para establecer la capacidad de degradacion de hidrocarburos
por los microorganismos presentes en el consorcio.

El Personal de los Laboratorios de Ingenieria del Departamento de Investigacion
y Desarrollo de la Empresa ARS Construcciones, Energia y Medio Ambiente,
realizo la respectiva toma de muestras y observando la cadena de custodia, se
envid a los Laboratorios de Pace Analytical Services, New Orleans en Estados
Unidos de Norteamérica, en donde se realizé la determinacion de la concentracion
de TPH, mediante cromatografia gaseosa en un cromatografo de gases Trace GC
Ultra (Thermo Fisher Scientific).
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En el Anexo VIII, se presenta detalladamente los métodos y procedimientos para
la determinacion de las concentraciones de hidrocarburos totales de petréleo para
cada uno de los tres consorcios en dependencia del tiempo.

4.2. Métodos y procedimientos para el establecimiento de la influencia
de los pardametros operacionales: Tipo de consorcio,
concentracion del sustrato y la temperatura

En la siguiente etapa de esta investigacion, se procedié al establecimiento de la
influencia del tipo de consorcio, de la concentracion del sustrato y de la
temperatura en el desarrollo de la reaccion bioquimica para la produccion de
biomasa y el consumo de hidrocarburos contaminantes. Para ello se llevaron a
cabo las corridas necesarias de experimentos discontinuos de biodegradacion in
vitro con los tres tipos de consorcios: consorcio A, consorcio B y consorcio C, de
previo aislados de los emplazamientos de suelos contaminados y adaptados al
consumo de diésel.

Siendo las variables independientes: el tipo de consorcio, la temperatura y la
concentracion inicial del sustrato, en tanto las variables respuestas fueron la
concentracion de biomasa (Microorganismo) y la concentracion final del sustrato
(Diésel). Se estudio la influencia de tres temperaturas de reaccion: 25, 30y 35 °C,
todas dentro del rango para microorganismos mesofilos, para analizar la
dependencia de la produccion de biomasa relacionado con el crecimiento de los
consorcios microbianos capaces de degradar hidrocarburos.

A su vez, se estudi6 la influencia de la concentracion inicial (Co) de diésel con tres
concentraciones distintas: 0.5, 1 y 3 % en volumen. No obstante, para los
consorcios B y C a las temperaturas de 25, 30 y 35 °C, no se logré observar
crecimiento microbiano, de igual manera, para el consorcio A, a temperatura de
25y 35 °C, y a una concentracion inicial del 0.5% de diésel para una temperatura
de 30°C no se registra el crecimiento de los microorganismos.

4.3. Meétodos y procedimientos aplicados para la definicién de modelos
cinéticos que describen el proceso de degradacion de
hidrocarburos en suspension acuosa

Para el desarrollo y definicion de los modelos cinéticos que describen los procesos
de degradacion in vitro de hidrocarburos por la accion del consorcio microbiano,
se asumieron las siguientes consideraciones:

e El sistema estudiado, se modela como un fermentador discontinuo de
tanque agitado de mezcla perfecta.

e Este sistema se alimenta inicialmente con un medio de cultivo especifico y
una concentracion determinada de sustrato limitante (Co).

e Se agrega el inoculo inicial en el reactor de mezcla perfecta, el cual se
distribuye homogéneamente, alcanzando una concentracion inicial de Xo.
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e En seguida, se inicia una reaccion bioquimica al entrar en contacto el
consorcio bacteriano (inoculo inicial) con el sustrato limitante (diésel). Una
vez iniciada la reaccién, las concentraciones de biomasa y de sustrato
cambian con el tiempo hasta la situacién final.

e Las variaciones en las concentraciones de sustrato, C(t), y de biomasa,
X(t), se producen por la ocurrencia de los distintos procesos
microbiologicos que ocurren tales como crecimiento y muerte celular,
consumo de sustrato para diferentes fines (crecimiento celular,
mantenimiento celular y formacion de productos) y metabolismo endégeno.

Se propusieron tres modelos matematicos para la descripcion del comportamiento
cinético del proceso de biodegradacion de los hidrocarburos que son:

e FEl modelo de Monod
e FEl modelo de Teisser
e FEl modelo de Moser

Para la obtencion y seleccion del modelo cinético propiamente dicho, se
formularon los balances de masa para la biomasa formada, compuesta por los
microorganismos del consorcio bacteriano y el balance de masa del consumo de
sustrato, empleando las ecuaciones de disefio propuestas por Lawrence y
McCarty (1970), aplicandoselas a cada uno de los tres modelos propuestos:

Balance de biomasa

dx (4.1)
— = UK — KX

Balance de sustrato

dc 1 1 (4.2)
- (a) = H.X Y_ﬁ + qu Y_B + mSX
s s

Donde:

e Xesla concentracion de biomasa (gegiuias /L);

e C esla concentracion de diésel (gtpn /L);

e K, es la constante cinétida de muerte celular (1/h);

e (, es la constante cinética de formacion de producto (1/h);

e Mg es la constante cinética de mantenimiento celular (grph /9célutas h);
e Yys es el rendimiento en masa celular de sustrato (geeias/9TerH);

e Ypss es el rendimiento en producto de un sustrato (Jproducto/ ITpH);

e | es la constante cinética de crecimiento (1/h).
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Siendo:

e Monod
_ ¢ (4.3)
,U. - .umax KS + C
e Teisser
—C 4.4
1= tnax (1= exp( 7)) @4
S
e Moser
B cr (4.5)
U= Umax m
Donde:

* Umax €s la velocidad méaxima de crecimiento (1/h)
e Kg es la constante de semisaturacion (grpn/L).
e C esla concentracion de sustrato (grpH/L).

Para la estimacion de los parametros cinéticos de los modelos propuestos se
empled el método de ajuste de curva no lineal, usando el Método de Minimos
Cuadrados para modelos no lineales, usando el Método Gauss-Newton, para
minimizar la funcion.

YD = ) (Kexpi = Xi®))* + Capi = C(p)?) (4.6)

siendo n, el nimero de datos experimentales; Xexpi Y Cexp,in 10s valores
experimentales de concentracion de biomasa y sustrato medidas a tiempo t;; Xi(p)
y Ci(p), los valores de concentracion calculados por el modelo, correspondientes
a la medicion i. Los modelos cinéticos propuestos y los métodos matematicos
empleados para la obtencion de los parametros cinéticos de cada modelo y su
solucion se han presentado en los acapites 3.4.3 y 3.4.4. del presente trabajo de
investigacion.

Para la el desarrollo de estos modelos, se realizé un Programa en Matlab, basado
en el algoritmo de Newton Gauss para modelos no lineales y determinar los
parametros de los modelos cinéticos seleccionados conforme el Método de
Minimos Cuadrados. También se verificaron estos resultados utilizando el
Programa Berkeley Madonna para la determinacion de los parametros cinéticos
de las ecuaciones que describen los procesos de biodegradaciéon del diésel in
vitro, basados en el algoritmo de solucién de ecuaciones diferenciales de Runge
Kutta.
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4.4. Determinacion de laeficiencia de degradacion de hidrocarburos en
suspensién acuosa por el consorcio microbiano aplicado

La eficiencia de biodegradaciéon de hidrocarburos en suspensién acuosa por el
consorcio microbiano aplicado se expresa en porcentaje y se calcul6 por medio de
la siguiente ecuacion:

CTPHy - CTPHy (4.7)

Eficiencia (%) = “TPH
0

Donde:

e CTPHo: es la concentracion de los hidrocarburos totales al inicio del ensayo.

e CTPHs es la concentracion de hidrocarburos totales al establecerse el
estado estacionario del proceso de biodegradacion.
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V. Hipotesis

El comportamiento cinético de la biodegradacion de hidrocarburos se ajusta a los
modelos no estructurado-no segregados.
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VI.  Andlisis y discusion de los resultados

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos, al realizar las distintas
pruebas y ensayos en el laboratorio. En las cuales se ha estudiado la
biodegradacion de diésel en suspension acuosa, de manera que, a través de un
analisis exhaustivo, se puedan comprender ampliamente el alcance de dichos
experimentos. Los algoritmos de solucién de los modelos mateméaticos propuestos
y los programas empleados para establecer los modelos cinéticos del proceso de
biodegradacion, se presentan en la seccion de Anexos.

6.1. Comportamiento cinético del consorcio microbiano durante su
crecimiento utilizando diésel como Unica fuente de energia y
carbono

Para el comportamiento cinético del consorcio microbiano se realizaron las
medidas correspondientes de la concentracion de biomasa y la concentraciéon de
hidrocarburos. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

6.1.1. Medida de la concentracion de biomasa

Con los resultados obtenidos en las mediciones DO y SV en el laboratorio,
presentados en la Tabla 4.1 se presentan los datos obtenidos para establecer la
curva de calibracion del Espectrofotometro Modelo Pharma Spec 1700 Marca
Shimadzu, en el cual, para cada valor de DO, le corresponde un valor de SV.
Usando la Hoja de Calculo Electrénico de Excel, basado en la regresion lineal, se
obtuvo la ecuacidén de calibracion que relaciona a estos dos parametros, para
determinar la concentracion de biomasa de los microorganismos en cada
momento de tiempo de medicién, lo cual se presenta en la Figura 6.1.

En la Figura 6.2, se muestra la curva del comportamiento del crecimiento de los
consorcios microbianos: A, B y C, donde se puede observar que la fase de
crecimiento exponencial comienza a perfilarse a las 20 horas de iniciado el
experimento y termina aproximadamente a las 40 horas para los tres consocios.
Esto sugiere que debe efectuarse un proceso de re-inoculacioén, al finalizar esta
fase. De igual manera los resultados muestran que el consorcio A alcanza su fase
estacionaria hasta 140 horas en cambio el consorcio B lo alcanza hasta las 60
horas, y el consorcio C hasta las 100 horas de experimentacion, siendo estos dos
los que menos microorganismos crecen. En el Anexo Il, se muestra la tabla de las
concentraciones de biomasa para cada uno de los consorcios en estudio.
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Figura 6.1: Recta de calibrado que relaciona la DO con la concentracion de
biomasa presente en el cultivo.
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Figura 6.2: Curva de crecimiento para cada uno de los consorcios en estudio.

6.1.2. Medida de la concentracién de TPH

La evolucién de la biodegradacion de diésel se determind mediante medidas de la
concentracion de los TPH presentes en el medio de cultivo en distintos momentos
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del experimento. Para cuantificar los TPH presentes en las muestras se realizé
una recta de calibrado a distintas concentraciones de diésel en n-hexano, de tal
manera que por interpolacion de las areas cromatograficas fue posible conocer la
concentracion real de las muestras analizada.

6.2. Influencia del tipo de consorcio, la concentracion del sustrato y la
temperatura en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos in
vitro

A continuacion, se presenta la influencia de tipo de consorcio, la concentracion del
sustrato y la temperatura en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos in
vitro.

6.2.1. Influencia del tipo de consorcio

De tres emplazamientos distintos de suelos contaminados, se obtuvieron las
técnicas de aislamiento, siembra, identificacion, seleccion, antagonismo y
estabilizacion, tres consorcios nombrados como A, By C.

El analisis de composicion microbiano de cada consorcio establecio que, una de
las especies identificadas (Staphylococcus lentus) aparecio en todos los
consorcios analizados y dos especies se repitieron para los consorcios Ay B
(Stenotrophomonas maltophilia y Pseudomonas fluorescens). Encontrar estas
especies en los consorcios no resulta extrafio debido a su frecuente presencia en
los suelos y, sobre todo, en aquellos que presentan algun tipo de contaminacion.
Es de destacar que mas del 75% de las bacterias identificadas son Gram
Negativas, que parecen encontrarse mas adaptadas a los hidrocarburos como
fuente de carbono.

Por otro lado, el género Pseudomonas (presente en los consorcios Ay B) es
conocido por su alto potencial de degradacion de hidrocarburos y el resto de
bacterias identificadas en los consorcios, entre las mas comunes cabe destacar
Burkholderia cepacia y Sphingomona paucimobilis (presente en el consorcio A),
también con alto potencial de degradacion de hidrocarburos.

Las bacterias del género Pseudomonas poseen la habilidad de utilizar diversos
sustratos, incluyendo aquellos creados por petroleo. La Pseudomonas
Fluorescens es degradadora de naftaleno y fenantreno, ventaja que tiene frente a
las otras especies, estas son los microorganismos mas aislados en la fase de
degradacion de los hidrocarburos totales de petroleo.

Estas son consideradas como el componente ideal de los consorcios de
degradacion de los hidrocarburos debido a que descomponen estos a compuestos
mas sencillo debido a la produccién de compuestos piocianina y ramnolipidos que
ayudan a aislar el petréleo y lo hacen més sencillo de eliminar, pero estas no se
reproducen a temperatura mayores de 35 °C.

42

—~
—



Las especies del consorcio A pertenecen al mismo género, las Gram Negativas,
es decir, son microorganismos que suelen acoplarse en cualquier tipo de medio
ambiente bacteriano a temperaturas mesofilas (25-37 °C). Otra caracteristica de
ellas, es que al pertenecer al mismo grupo de especies tienen un gran poder de
adaptacion entre si y esto ayuda a metabolizar contaminantes de bajo y alto peso
molecular. Esta caracteristica se le atribuye a la formacion de biopeliculas, ya que
estas permiten a las células vivir en estrecha asociacion unas con otras, es decir,
ayuda a aumentar la supervivencia de los microorganismos retrasando la
penetracion de moléculas toxicas.

También este tipo de bacterias crean una membrana externa que les permite
impermeabilizar a la célula, intercambiar sustancias con el medio y producir
proteinas especificas y surfactantes para degradar hidrocarburos. Su diversidad
nutricional y por lo tanto su dotacion enzimatica, hace de estas bacterias un grupo
importante ecolégicamente, dado que son probablemente responsables de la
degradacion aerdbica de muchos compuestos en los diferentes ecosistemas,
algunos de ellos toxicos para otros organismos acompafantes.

La Pseudomonas juega un papel importante dentro del consorcio A, ya que se
utiliza potencialmente en la biorremediacion de areas contaminadas por altas
concentraciones de hidrocarburos totales de petrdleo; esta caracteristica es un
criterio vital para el éxito de la biorremediacibn de ambientes altamente
contaminados.

En cambio, con el consorcio B, contienen dos grupos de familias, las gram
negativas y gram positivas, donde estas comparten distintas caracteristicas
haciendo disminuir la concentracion de los microorganismos de gran potencial de
degradacion. Con respecto al consorcio C, contiene microorganismos del
consorcio A, pero no a su principal bacteria (Pseudomonas) degradadora, lo que
hacer disminuir el crecimiento y las condiciones de adaptacion y supervivencia en
el sustrato.

Las caracteristicas y propiedades de las distintas especies que integran cada uno
de los consorcios estudiados, explican su comportamiento en las condiciones de
concentracion del sustrato y la temperatura en que ocurrid el proceso de
biodegradacién de hidrocarburos. En el periodo de estudio para el crecimiento de
microorganismos, los consorcios B y C no hubo crecimiento a las distintas
condiciones, es decir, los microorganismos de estos consorcios no lograron
adaptarse al consumo de diésel como unica fuente de energia y carbono.

6.2.2. Influencia de la temperatura

La temperatura es uno de los parametros mas importantes que condicionan el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos. Como se sabe, cada
microorganismo tiene una temperatura minima, éptima y maxima de crecimiento.
A la temperatura Optima se alcanza la mayor velocidad de crecimiento de un
microorganismo. Cuanto mas distante de esa temperatura oOptima sea la
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temperatura de almacenamiento menor sera la velocidad de crecimiento y por lo
tanto mas lentamente se multiplicar4 ese microorganismo.

Se llevaron a cabo las corridas de experimentos de biodegradacion in vitro con
cada tipo de consorcio y con concentraciones de sustrato inicial de 0.5, 1y 3 %
(v/v) tomando en cuenta la influencia de la temperatura: 25, 30 y 35 °C, en la cual
se observd que a 25°C no crecieron los microorganismos y a 35°C los
microorganismos mueren.

La ausencia de crecimiento microbiano a estas dos temperaturas (25 y 35 °C), se
explica con la existencia de condiciones no favorables que limitan el proceso de
crecimiento debido a la destruccién térmica de las proteinas o simplemente porque
las bacterias requieren otros tipos de factores de crecimiento a altas y bajas
temperaturas. Teniendo esto en cuenta, la presente investigacion hace referencia
a los resultados obtenidos a una temperatura de 30°C.

6.2.3. Influencia de la concentracion de sustrato

Se trabajo con las concentraciones del 0.5, 1y 3 % (v/v) de diésel, pero a una
concentracion inicial de sustrato del 0.5% (v/v) y a una temperatura de 30°C los
microorganismos inhiben su crecimiento, por ende, no se lograron registros de
crecimiento en estas condiciones.

En cambio, a una temperatura a 30°C y con concentraciones iniciales de 1y 3 %
(v/v) de sustrato, se obtuvieron las concentraciones de biomasa e hidrocarburos a
tiempos espaciados donde se puede observar que el crecimiento de los
microorganismos aumenta mientras que la concentracion de diésel disminuye. A
una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel, el experimento se llevo hasta las
200 horas de tratamiento y con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel, el
experimento se llevd a cabo hasta 250 horas, esto debido a la eficiencia del
consorcio utilizado.

Como se puede observar en la figura 6.3, el crecimiento de microorganismos
permanecio constante desde un tiempo de experimentacion de 80 horas, es decir,
los microorganismos no se reproducen, esto debido al agotamiento de los
nutrientes disponibles o del efecto de acumulacion de productos téxicos en su
metabolismo. De igual manera sucede en el segundo experimento a una
concentracion del 3% (v/v) de diésel, figura 6.4 que, desde un tiempo de 90 horas,
la concentracion de biomasa permanece en la fase estacionaria.
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Concentracion de biomasa e hidrocaburos vs
tiempo a Cy=1% a T=30°C
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Figura 6.3: Valores experimentales de la concentracion de biomasa e
hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel.

Concentracion de biomasa e hidrocaburos vs
tiempo a C;=3% a T=30°C
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Figura 6.4: Valores experimentales de la concentracion de biomasa e
hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.

Inicialmente las mediciones de la concentracién de biomasa e hidrocarburos, se
realizaron a intervalos de tiempo de diferentes magnitudes, no obstante al sustituir
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los datos experimentales en los modelos ajustados, se obtenian comportamientos
anomalos, por lo que se realizaron nuevas mediciones de las concentraciones de
biomasa e hidrocarburos, a intervalos de tiempos iguales, (con un intervalo de 5
horas) para obtener modelos cinéticos que puedan describir los comportamientos
cinéticos del proceso de biodegradacion de hidrocarburos usando consorcios
nativos in vitro.

En las figuras 6.5 y 6.6, se presentan los resultados de las nuevas mediciones, en
los que se observa que la concentracion de biomasa teniendo al diésel como Unica
fuente de energia y carbono, aumenta mientras que la concentracién de diésel
disminuye con el tiempo, mostrandose que a una concentracion inicial de sustrato
del 1% (v/v) de diésel (figura 6.5), la mayor reduccion correspondio al intervalo de
tiempo de 30 a 50 horas.

Por otro lado, para una concentracion inicial de sustrato del 3% (v/v) de diésel, su
mayor reduccion correspondid con la fase exponencial del crecimiento bacteriano
(figura 6.6) hasta un tiempo de 50 horas. Este rapido consumo de diésel por el
consorcio utilizado podria estar relacionado con la fase de aclimatacion observada
en ambos experimentos realizados.

Concentracion de Biomasa e Hidrocarburos vs
Tiempo a Cy;=1% a T=30°C

25.00 £ —
20.00
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P I ——
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0.00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Figura 6.5: Valores experimentales corregidos de la concentracion de biomasa e
hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel.
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Concentracion de Biomasa e Hidrocarburos vs
Tiempo a Cy=3% a T=30°C
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Figura 6.6: Valores experimentales corregidos de la concentracion de biomasa e
hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.

En cualquiera de los experimentos realizados (Co=1 y 3% Vv/v) puede observarse
gue después de 50 horas de tratamiento, se produjo una cantidad pequefia de
disminucion de la concentracidon de diésel, este tiempo de experimentacion
corresponde con la fase estacionaria, etapa en la que el sustrato es consumido
solo para mantenimiento celular, dejando una concentracion residual (lo) en el
medio.

Algunos autores han propuesto modificaciones del modelo de Monod en donde el
valor residual se le resta al valor de la concentracion de sustrato (Giraldo-Gomez,
E; Goodwin, S; Switzenbeum, M, 1992) de acuerdo con:

ot (6.1)

Esto implica que el crecimiento es nulo cuando la concentracién de sustrato
equivale a lp y maximo cuando la concentracion de sustrato es elevada. Para
valores intermedios de concentracion este modelo permite respetar el modelo de
Monod. En esta investigacion se ha observado la aparicion de una concentracion
residual de diésel degradado, por lo que en las ecuaciones del modelo planteado
se ha tenido en cuenta este parametro.

6.3. Modelo cinético que describe el proceso de biodegradacion de
hidrocarburos en suspensidén acuosa

Con el fin de seleccionar y obtener un modelo cinético, se evallo la cinética de
crecimiento en tres modelos propuesto. Como se comentd en el acapite 6.2, los
datos utilizados en este punto fueron los que se obtuvieron a intervalos de tiempos
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igual (cada 5 horas) para obtener un comportamiento que pueda ser descrito por
los modelos propuestos.

Se considero como hipétesis de calculo que toda la reaccion transcurre durante la
fase de crecimiento exponencial, es decir, que en la ecuacién 4.1, el parAmetro
cinético Kd (muerte celular) se considera existente pero insignificante frente al
crecimiento. A su vez, la ecuacién 4.2 se pueden despreciar los dos ultimos
términos, asumiendo que el consumo de sustrato se debe principalmente al
crecimiento bacteriano.

Por lo tanto, las ecuaciones 4.1y 4.2, quedaron de la siguiente manera:

dx (6.2)
a M
dc _px (6.3)
at Yx

N

Introduciendo a la ecuacion de los balances la constante cinética y sustituyendo
las diferenciales por incrementos finitos se puede despegar las concentraciones
de biomasa y sustrato tedricos en cada instante (ti) para cada modelo propuesto:

e Modelo de Monod

.umax(cti—l - IO) (6'4)
X.:X._ X._ (t: — ti_
ti ti—1 + [KS + (Cti_l _ Io) ti 1] ( i i 1)
(6.5)
.umax(cti—l - IO) 1
Coi = C,i_ - i—1| = || - (& —t;_
ti vic1 [ K. + (Cq — Ig) ti-1 Yx ] (& i-1)
S
e Modelo de Teisser
—Cyi_ 6.6
Xei = Xti-1 + [Hmax - (1 — exp( Ku 1)) "Keioa] - (G — tio1) (6.6)
S
(6.7)
—Cti—q 1
Cei = Crima + [—Hmax - (1 — exp( K ) Xtioa Yz - (6 = tie1)
s x

N
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e Modelo de Moser

.umax(Cti—l)n (68)

Xei = Xpj—q + [mxn—ﬂ (i —tieg)
N ti—1

Hmax (Cti—l)n (69)

Cei = Ci—q + [—m ti-1
N ti—

1
Yx I- (i —ticq)

N

Para el ajuste de estos modelos, se utilizé el programa Matlab con el método de
Gauss-Newton y el programa de Berkeley Madonna con el método de Runge-Kutta
4. En las figuras 6.7, 6.8 y 6.9 se observa las curvas teoricas y experimentales a
una concentracion del 1% (v/v) de diésel obtenidas con los ajustes y los valores
de los parametros obtenidos a una concentracion inicial del 1% y 3% v/v de diésel
(lo, Umax, Ks, Yws, Nn) se muestran en la Tabla 6.1, de igual manera, se puede
observar en las Figuras 6.10, 6.11 y 6.12, las curvas tedricas y experimentales de
la concentracion de biomasa e hidrocarburos obtenidas una concentracion inicial
de sustrato del 3% (v/v) de diésel; estos ajustes se realizaron con el programa de
Matlab y complementando las graficas con Excel.

Modelo de Monod
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Figura 6.7: Curvas teodricas y experimentales de concentracién de hidrocarburos y
biomasa para el modelo de Monod a una concentracion inicial del 1% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.
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Modelo de Teisser
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Figura 6.8: Curvas tedricas y experimentales de concentraciéon de hidrocarburos y
biomasa para el modelo de Teisser a una concentracion inicial del 1% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.9: Curvas tedricas y experimentales de concentracién de hidrocarburos y
biomasa para el modelo de Moser a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C.
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Modelo de Monod
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Figura 6.10: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Monod a una concentracion inicial del 3% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.11: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Teisser a una concentracion inicial del 3% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.
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Modelo de Moser
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Figura 6.12: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Moser a una concentracion inicial del 3% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.

Tabla 6.1: Método de Gauss-Newton para el modelo de Monod, Teisser y Moser
a una concentracion inicial del 1% y 3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C

Parametros Co=1% Co=3%
Cinéticos Monod | Teisser | Moser | Monod | Teisser | Moser
lo (Q1pH/L) 0.4808 0.5423
Ks (9tpr/L) 12.4202 | 12.7580 |14.2180|10.2726| 4.0946 | 4.6280
Umax (1/h) 0.1035 | 0.1265 | 0.1075 | 0.1284 | 0.0328 | 0.0119
Yyis (Dcelulas/9TrHy| 0.2708 | 0.4026 | 0.3358 | 0.4289 | 0.3843 | 0.2106
n 1.4364 1.4706

En el acapite 3.4.3, se establecié el modelo de Moser que en comparacion a los
otros modelos utilizados en este estudio es el tnico que considera el parametro n,
el cual incrementa su valor al aumentar la concentracion inicial de diésel. No
obstante, esta variacion no es significativa, dado que los valores de este parametro
se encuentran en el intervalo de 1.44 a 1.47, los cuales son mayores que 1, lo que
explica que existen efectos adaptativos y cooperativos, es decir, los
microorganismos se adaptan de manera satisfactoria al sustrato y eso hace mejor
las condiciones de crecimiento.

Por otro lado, en el modelo de Monod, se ha considerado el parametro lo el cual
representa el residuo del sustrato inerte. Este parametro, aumento, al incrementar
la concentracion inicial del sustrato, este hecho puede ser debido al aumento de
concentracion de la fraccion no reaccionante al aumentar la concentracion total
inicial de diésel.
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Por lo tanto, los parametros en comun de estos modelos cinéticos son la constante
de semi-saturacion (Ks), la velocidad maxima de crecimiento (Umax) Yy el
rendimiento en masa celular de sustrato (Yxs). La velocidad maxima de
crecimiento es una caracteristica para cada tipo de microorganismo y medio de
cultivo (sustrato); los valores de este parametro oscilaron entre 0.01 a 0.13 h,
valores ligeramente inferiores en comparacion con los obtenidos en otros estudios
previos (Young, C-C; Lin, T-C.;Yeh, M-S;Shen, F-T.;Chang, J-S, 2005).

En el modelo de Teisser, la concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel, produce
un valor mayor de pmax (0.13 h'1), con relacién a los otros dos modelos estudiados.
Para la concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel, el mayor valor de Hmax Se
obtuvo con el modelo de Monod, reduciéndose significativamente, en
practicamente en un orden para los modelos de Teisser y Moser. Estas diferencias
notorias se pueden explicar considerando las configuraciones de cada uno de los
modelos (el modelo de Teisser y Moser se basa en modelos exponenciales y de
potencia respectivamente), dado que la constante de saturacion (Ks) se ve
afectada por una mayor concentracion de diésel, provocando una menor afinidad
de los microorganismos por el consumo del sustrato.

Asi mismo, se observa en la Tabla 6.1, que para una concentracion inicial de diésel
del 1% (v/v), se obtuvieron valores de Ks mayores que estan entre 12 y 14 (gre+/L),
comparados con los valores de 3 a 5 (greH/L) obtenidos en el estudio de (Young,
C-C; Lin, T-C.;Yeh, M-S;Shen, F-T.;Chang, J-S, 2005). Esto indica, que la reaccion
ha alcanzado el maximo consumo de sustrato. Para concentraciones iniciales del
3% (v/v) de diésel, se obtuvo un valor promedio de Ks entre 4 y 10 (greH/L), €n este
caso para los modelos de Teisser y Moser, la disminucion de Ks se debid
principalmente a la disminucion drastica de la velocidad maxima de crecimiento,
ya que Ks es el valor de la concentracion del sustrato a la que la velocidad
especifica de crecimiento es la mitad del valor maximo de esta.

El parametro de Yys esta asociado con la afinidad del sustrato y al rendimiento de
la reaccion, siendo sus valores obtenidos que estan entre 0.21y 0.43 (gcélulas/JTpPH),
los cuales representan un buen aprovechamiento del sustrato consumido para la
produccion de biomasa. De igual manera, este resultado se compar6 con otras
investigaciones y fueron muy similares, especialmente con la investigacion de
(Moliterni Merlo, 2015), donde los valores oscilan entre 0.15 y 0.50 (gcéiulas-g ™ 1pH).

La Tabla 6.2, muestra ademas los coeficientes de los ajustes de los modelos;
dando como resultados que los modelos propuestos se ajustaron a los datos
experimentales de manera satisfactoria con un coeficiente de ajuste mayor al 95%
tanto para una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel como para una
concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.
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Tabla 6.2: Coeficientes de ajustes para una concentracion inicial del 1y 3% (v/v)
de diésel para los diferentes modelos propuestos a temperatura de 30°C

Modelos Coeficiente de ajuste de los modelos
cinéticos cinéticos
Co:].% Co:3%
Ry Rc? Ry Rc?
Monod 0.97 0.97 0.96 0.96
Teisser 0.96 0.97 0.96 0.95
Moser 0.97 0.98 0.95 0.95

De igual manera, se utilizé el programa de Berkeley Madonna con el método
Runge-Kutta 4 (cabe sefialar que este método son aproximacion de soluciones
de ecuaciones diferenciales ordinarias) para encontrar los pardmetros cinéticos.
En la Tabla 6.3 se puede observar los valores de los parametros cinéticos una
concentracion inicial de sustrato del 1y 3% (v/v) de diésel y en las Figuras 6.13,
6.14 y 6.15, se obtienen las curvas teoricas y experimentales de la concentracion
de biomasa y sustrato a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel. De igual
forma en las Figuras 6.16, 6.17 y 6.18, se encuentran las curvas teoricas y
experimentales a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.

O Concentracion de biomasa

Root Mesn Square; 101175

O Concentracion de diesel
Concentracion de diésel tedrico

—— Concentracion de biomasa tedrica

§.000+ G

(111 B —

0.000 1000 2000 30,00 4000
TIME

Figura 6.13: Curvas tedricas y experimentales de concentracién de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Monod en Berkeley Madonna a una concentracion
inicial del 1% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.14: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Teisser en Berkeley Madonna a una concentracion

inicial del 1% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.15: Curvas tedricas y experimentales de concentracién de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Moser en Berkeley Madonna a una concentracion

inicial del 1% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.16: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Monod en Berkeley Madonna a una concentracion

inicial del 3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.17: Curvas tedricas y experimentales de concentracién de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Teisser en Berkeley Madonna a una concentracion

inicial del 3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Figura 6.18: Curvas tedricas y experimentales de concentracion de hidrocarburos
y biomasa para el modelo de Moser en Berkeley Madonna a una concentracion
inicial del 3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.

Como se pueden observar en las figuras, a una temperatura de 30°C y con
concentraciones iniciales del 1 y 3 % (v/v) de diésel, los modelos de Monod y
Teisser son los que mejor se ajustan al proceso de degradacion, es decir, se puede
observar que el coeficiente de ajuste del modelo cinético es menor en estos dos
casos, esto significa que la desviacion de los valores predichos y observados es
minima.

Sin embargo, en las figuras 6.16 y 6.19, el modelo de Moser no se obtuvo la
convergencia en los datos que describe el proceso de degradacion, es decir, que
su coeficiente de ajuste es elevado, entre 2.66 y 6.91, esto significa que los valores
predichos y observados estan alejados.

Tabla 6.3: Método de Runge-Kutta 4 para el modelo de Monod, Teisser y Moser a
una concentracion inicial del 1% y 3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C

Parametros Co=1% Co=3%
Cinéticos Monod | Teisser | Moser | Monod |Teisser| Moser
lo (g7pH/L) 0.2896 0.9999
Ks (9pH/L) 8.6569| 6.4103|14.5071| 11.2349| 7.6619|14.9959
HUmax (1/h) 0.1900| 0.1405| 0.1588| 0.2539| 0.1753| 0.1691
Yyis @eelulas/9Try | 0.2991| 0.2977| 0.1921| 0.3627| 0.3641| 0.0911
n 1.3008 1.1183
( ]
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Los parametros cinéticos a concentraciones iniciales del 1 y 3 % (v/v) de diésel
del programa Berkeley Madonna se asemejan a la misma tendencia que los
obtenidos en Matlab. Se observa un aumento de lo en el modelo de Monod, lo cual
indica que, a mayor concentracion inicial de diésel, mayor contenido de materia
orgénica que no se degrada. Un valor de Ks que esta, entre 6 y 14 (grer/L), este
aumento ligeramente a una concentracion del 3% (v/v) de diésel, esto debido a la
poca afinidad del sustrato.

También se muestra la velocidad méaxima de crecimiento (Umax) donde esta
aumenta al aumentar la concentracion de sustrato inicial, mostrandose valores
optimos en los 3 modelos propuestos. El parametro Yyxs, mostré una disminucién
significativa en el modelo de Moser a una concentracion inicial de diésel del 3%
(v/v) de diésel esto debido a su mal ajuste. Por ultimo, el pardmetro n, muestra
una pequefia disminucion de 1.30 a 1.12, al aumentar la concentracion inicial de
diésel, pero en ambos casos el pardmetro n es mayor de 1, lo cual indica que
existen efectos adaptativos y cooperativos en el proceso.

Por lo tanto, ambos programas muestran resultados 6ptimos de ajuste, siendo los
modelos de Monod y Teisser los que mejor ajuste presentan en ambos casos. Sin
embargo, se trabajoé con los parametros cinéticos obtenidos con el método Gauss-
Newton, ya que muestra mejor ajuste en los 3 modelos planteados. En los graficos
6.19 y 6.20, se muestran las concentraciones de biomasa e hidrocarburos
obtenidos en los experimentos de biodegradacion en suspension acuosa para
cada uno de los modelos propuestos, lo cual muestra que los modelos cinéticos
planteados pueden predecir la biodegradacion de hidrocarburos con el tiempo de
manera eficiente.

Concentracion de biomasa e hidrocarburos vs
tiempo para cada modelo
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Figura 6.19: Relacion de los 3 modelos propuesto a una concentracion inicial del
1% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.
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Concentracion de biomasa e hidrocarburo vs
tiempo para cada modelo
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Figura 6.20: Relacion de los 3 modelos propuesto a una concentracion inicial del
3% (v/v) de diésel a una temperatura de 30°C.

Por lo tanto, se muestran los resultados de los modelos cinéticos propuestos para
un rango de concentracion de biomasa e hidrocarburos de 0.01 a 7.72 (gceulas/L) Y
25 a 1 (greH/L) respectivamente a intervalos de tiempo (horas) con espaciados
iguales:

e Modelo de Monod

0.1035 - (C,;_, — 0.4808) (6.10)
X = Xeia + [ 007 1 (C,i—, — 0.4808) Xeia] " (6 = tia)

0.1035 - (C,;_, — 0.4808) (6.11)

Cu = Cua + =15 007 7 (Cei—1 — 0.4808) X1 (0.2708)] (t

—ti—1)
e Modelo de Teisser

—Cyi- 6.12
X = Xeia +[0.1265 - (1 — exp(5 o)) *Keimal - (6 = tica) (612
—Cpi_q (6.13)

Cui = Cuicy +[-0.1265 - (1 = exp(ymeio) X (57576 )1 -

—ti1
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e Modelo de Moser

0.1075 - (Cti—11.4364) 6.14)
142180 + (G, rer) Kutl (B = fict)
. -

Xti = Xti—l + [

0075 (G, 619

1
- Xei — N (t: — t:
14_2180 + (Cti_11.4364) ti—1 (0.3358)] (tl tl—l)

Cti = Cti—l + [

De igual manera, se muestran los resultados de los modelos cinéticos propuestos
para un rango de concentraciébn de biomasa e hidrocarburos de 0.03 a 9.38
(gesuas/L) y 25 a 1.77 (gTpH/L) respectivamente a intervalos de tiempo (horas) con
espaciados iguales:

e Modelo de Monod

0.1284 - (Ci—, — 0.5423) (6.16)

X.. = X.. Xoo 1 (6 —ti
ti ti—1 + [10.2726+ (Cti—l _ 0_5423) ti 1] ( i i 1)

Co—e 4 0.1284 - (C,;_, — 0.5423) N ( 1 ) (6.17)
i = Cuma + | 10.2726 + (Cy;_, — 0.5423) "t oazg9 ) i
—ti—1)

e Modelo de Teisser

—Cui- 6.18
o) Xl (b= tioa) (6.18)

Xei = Xpi—1 +[0.0328 - (1 — exp(

(6.19)

_Cti—l

20946)) Xii-1 (m)] (i

Cei = Cri—1 +[—0.0328 - (1 — exp(

—ti_1)
e Modelo de Moser

0.0119 - (Cuy ™) (6.20)
4.6280 + (C . 1.4706)Xti—1] (t —ti—1)
' ti—-1

Xeip = X1 + [

0.0119 - (Ceima ™) (6.21)

1
= Cyi_q + [~ Xeica (=1 (t; — ti_
Cii = Cima ¥ 4.6280 + (Cy_,**7°¢) 7" 1(0.2106>] (t = tis)
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6.4. Eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en suspensién
acuosa

La eficiencia representa la maxima degradaciéon de los hidrocarburos por el
consorcio microbiano aplicado y se puede expresar como la diferencia entre
concentracion de hidrocarburos totales al inicio del ensayo y la concentraciéon de
hidrocarburos totales al final del ensayo dividida entre la concentracion
hidrocarburos totales al inicio del ensayo como se muestra en la ecuacion 4.7.

En la Figura 6.21, se muestra que después de 50 horas, se obtiene un porcentaje
de remocién del 91%, por lo cual es un tratamiento eficiente para la remocién de
diésel. Al finalizar el tratamiento se logr6 una remocion de diésel del 96%, por lo
gue se puede considerar que es un tratamiento muy eficiente en la remocion del
contaminante, siendo este el contenido maximo de remocion de diésel a una
concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel.

Por otro lado, a una concentracion inicial de diésel del 3% (v/v) de diésel., se
obtiene una eficiencia de remocion del 91% después de 60 horas, por lo cual el
tratamiento es eficiente, al finalizar con el tratamiento, a sus 90 horas, se alcanza
una eficiencia del 93%, lo cual indica que después de 30 horas de tratamiento,
solo aumenta en un 2% su eficiencia como se muestra en la Figura 6.22.

Eficiencia vs tiempo
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Figura 6.21: Eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en suspensién acuosa
por el consorcio microbiano aplicado a una concentracion inicial del 1% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.
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Eficiencia vs tiempo
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Figura 6.22: Eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en suspension acuosa
por el consorcio microbiano aplicado a una concentracion inicial del 3% (v/v) de
diésel a una temperatura de 30°C.

En la Figura 6.23, se muestra la velocidad de remocion, la cual aumenta hasta un
tiempo de 50 horas, después de este tiempo comienza a descender, lo cual quiere
decir que el estudio de biodegradacion en suspension acuosa se puede llevar a
cabo de forma eficiente hasta un tiempo de 50 horas, como también se pudo
observar en la figura 6.21 dando una eficiencia del 91% a una concentracion inicial
del 1% (v/v) de diésel.

Para una concentracion inicial del 3% (v/v) de sustrato (Figura 6.24), la velocidad
de remocién aumenta hasta un tiempo de 35 horas, después de ese tiempo
comienza a descender hasta llegar a un tiempo de 50 horas donde aumenta un
poco nuevamente y vuelve a descender hasta la finalizacion del experimento.
Cabe sefialar, que a una concentracion inicial de sustrato del 1% (v/v) de diésel
se obtiene una mejor eficiencia y una mayor velocidad de remocion que los
presentados a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.
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Velocidad de remocion vs tiempo
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Figura 6.23: Velocidad de remocion en suspension acuosa por el consorcio
aplicado a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a una temperatura de
30°C.

Velocidad de Remocidn vs tiempo

b
0o N

16

b
s

12

0.8
0.6
0.4
0.2

o
o

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (h)

Velocidad de Remocidn (g/L*h)

Figura 6.24: Velocidad de remocion en suspension acuosa por el consorcio
aplicado a una concentracién inicial del 3% (v/v) de diésel a una temperatura de
30°C.

Los resultados obtenidos confirman el potencial de degradacion que poseen los
microorganismos hativos en suspension acuosa y permitid estructurar y validar
meétodos para la obtencion de los modelos cinéticos para la prediccidon y control
del proceso de biorremediacién. Confirmando asi, la hipotesis planteada en esta
investigacion.
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VII.

Conclusiones

Los consorcios microbianos A, By C, teniendo como sustrato un caldo BHB
alcanzan su fase de crecimiento exponencial practicamente a las 40 horas,
lo que indica que un proceso de re-inoculacion debera efectuarse a estos
intervalos de tiempo, es decir, cada 40 horas. El consorcio A, alcanza una
concentracion mayor de biomasa, seguido del consorcio B 'y C. El
consorcio A alcanza su fase estacionaria a las 140 horas, el consorcio B a
las 60 horas y el consorcio C a las 100 horas de iniciado el experimento.

Los consorcios microbianos By C, a las concentraciones iniciales de diésel
de 0.5,1y 3 % vivy a las temperaturas de 25, 30 y 35 ° C, no registran
crecimiento de biomasa ni consumo de sustrato, por o que se asume que
podria existir una fuente de envenenamiento de los microorganismos, que
inhibe su crecimiento y que provoca su muerte.

Igual situacion sucede con el consorcio A, con una concentracion inicial de
0.5, 1y 3% v/v de diésel y a las temperaturas de 25 y 35 ° C, no se registra
crecimiento de biomasa, ni consumo de sustrato, de igual manera, para una
concentracion inicial del 0.5% de diésel a una temperatura de 30°C.

Para el consorcio A, a las concentraciones iniciales de diésel de 1.0 y 3.0%
v/v y a la temperatura de 30°C, se registran los crecimientos de biomasa y
consumos de sustrato, esto debido a la presencia de la especie microbiana
Pseudomonas Fluorecens, la cual posee un alto potencial de degradacion
de hidrocarburos y se adapta con mucha facilidad al sustrato utilizado como
unica fuente de carbono. Esta especie esta presente en mayor proporcion
en la composicion del Consorcio A con relacion al Consorcio B y en el
Consorcio C, no esta presente.

En cambio, las otras especies de microorganismos, aunque también se
adapta al sustrato compuesto por hidrocarburos, su potencial de
degradacion es mucho menor que la especie Pseudomonas y las
concentraciones de hidrocarburos pueden provocar intoxicacion de la
especie provocando la muerte de los organismos microbianos.

Por otra parte, la especie Pseudomonas es resistente a la temperatura en
el intervalo de 25 a 37 °C y esta favorece su reproduccion. Estas
caracteristicas explican la preeminencia en el proceso de biodegradacion
del diésel in vitro del Consorcio A con relacién al Consorcio By C.

Los modelos cinéticos propuestos, basados en las ecuaciones de Monod,
Teisser y Moser, describen de forma bastante aproximada los
comportamientos cinéticos de los procesos de biodegradacion del diésel in
vitro con coeficientes de ajustes de los modelos superiores a 95% en todos
los casos.
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No obstante, al resolver los modelos cinéticos propuestos por los métodos
de integracion de Runge-Kutta con el Software Berkeley-Madonna, el
Modelo de Moser, registra mayores desviaciones reflejandose con mayores
valores para el coeficiente de ajuste.

Usando el ajuste de modelos cinéticos no lineales y resolviéndolo con el
Método de Gauss-Newton, se obtiene valores mayores de pmax para el
modelo cinético de Monod en comparacion a los valores obtenidos en los
modelos de Teisser y Moser, esta variacion se explica por la configuracion
de cada modelo.

Por otra parte, estos resultados comprueban la hipotesis relacionada con
gue los procesos de biodegradacién de diésel usando consorcios
microbianos autéctonos in vitro, se ajustan a modelos cinéticos sencillos,
no estructurados-no segregados.

La eficiencia de biodegradacion del diésel en suspension acuosa por la
accion de los microrganismos del consorcio A, con una concentracion inicial
de diésel del 1% v/v y una temperatura de 30°C alcanza una tasa del 90%
de remocion de diésel, en un tiempo de 50 horas.

En tanto el mismo consorcio A, con una concentracion inicial de diésel del
3% v/v y una temperatura de 30°C alcanza una tasa del 90% de remocién
de diésel, en un tiempo de 60 horas. Lo cual puede explicarse, con que una
mayor concentracion inicial del sustrato, genera una mayor concentracion
residual (lo) del sustrato, que desacelera la reaccion de biodegradacion,
disminuyendo la eficiencia de remocion del diésel contaminante al finalizar
el experimento, aunque no significativamente.
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VIII.

Recomendaciones

En los estudios que continlan a esta investigacion, se recomienda que las
mediciones de concentraciones de biomasa y consumo de sustrato, en los
procesos de biodegradacion de hidrocarburos, se realicen a intervalos de
tiempos iguales, lo que permitira mayor eficiencia en la planificacion y
ejecucién de las investigaciones asi como ahorro de recursos y tiempo,
logrando a la vez que los modelos cinéticos se ajusten y describan de
manera mas aproximada los comportamientos cinéticos de estos procesos
de biodegradacién de hidrocarburos.

Por otra parte, es necesario la aplicacién y desarrollo de software que
permita resolver los modelos matematicos y simular los procesos biolégicos
de degradacibn de hidrocarburos presentes en los distintos
compartimientos ambientales objetos de estudios.

Las determinaciones de las concentraciones de hidrocarburos, no se
realizan en el pais, por lo que debe recurrirse a Laboratorios Internacionales
gue estan debidamente certificado y por ende los costos economicos de
estas pruebas y ensayos son bastante elevados, por lo que se recomienda
desarrollar investigaciones que permitan la utilizacion de métodos
gravimétricos para la determinacion de las concentraciones de
hidrocarburos, estableciendo los umbrales limites para la validez de estas
determinaciones.
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Anexo |. Composicion del caldo BHB

Tabla 1.1. Composicion del caldo BHB

Compuesto Composicién
MgSOa4 0.20g
CaClz 0.02g

KH2PO4 1.00g

(NH4)2HPO4 1.00g
KNO3 1.00¢g
FeCls 0.05¢

Composicion por litro de agua
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Anexo Il. Tablas de las mediciones de concentracion de biomasa en los tres

tipos de consorcios

Tabla 2.1: Datos de concentracion de biomasa para cada uno de los consorcios

utilizados
Tiempo Consorcio A Consorcio B Consorcio C
Concentracion | Concentracién |Concentracion
horas Océlulas/L Ocelulas/L Océlulas/L
0 26.57 26.57 124.75
10 59.3 59.3 190.19
20 157.47 157.47 222.92
30 321.09 1564.62 779.24
40 3855.34 3528.09 2415.46
50 4051.69 3855.34 2546.36
60 4706.18 3920.79 2742.71
70 4837.07 3933.88 2808.15
80 5033.42 3933.88 2873.6
90 5818.81 3933.88 2873.6
100 6080.6 3940.42 2611.81
110 6211.5 3940.42 2546.36
120 6080.6 3940.42 2546.36
130 6146.05 3940.42 2480.91
140 6211.5 3940.42 2480.91
150 6276.95 3953.51 2480.91
160 6211.5 3953.51 2480.91
170 6211.5 3953.51 2480.91
(i )
\ )




Anexo lll. Tablas de los datos experimentales

Tabla 3.1: Datos experimentales a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel

Concentracién inicial =1 %, T=30° C; Consorcio A
Tiempo | Conc.Biomasa | Conc.TPH | % Remocion
Horas g células/L g TPH/L
0 0.01 25.00
8 0.61 24.80 0.81
22 0.81 24.59 1.63
26 1.63 24.19 3.25
34 2.03 21.75 13.01
40 2.44 17.28 30.89
45 3.05 10.57 57.72
46 5.69 2.44 90.24
51 6.10 2.03 91.88
58 6.50 1.83 92.68
69 7.11 1.42 94.31
74 7.32 1.25 95.00
80 7.72 1.10 95.60
200 7.93 1.02 95.93




Tabla 3.2: Datos experimentales a una concentracion inicial del 3% (v/v) de
diésel

Concentracion inicial = 3 %, T=30° C; Consorcio A
Tiempo | Conc. Biomasa | Conc.TPH | % Remocion
Horas g células/L g TPH/L
0.00 0.03 25.00
6.00 0.83 24.38 2.50
20.00 1.67 20.83 16.68
30.00 3.13 14.58 41.68
33.00 5.25 7.29 70.83
34.00 6.25 5.00 80.00
48.00 7.71 3.75 85.00
50.00 7.81 3.00 88.00
56.00 8.13 2.50 90.00
70.00 8.96 1.88 92.48
76.00 9.17 1.80 92.80
90.00 9.38 1.77 92.92
160.00 9.38 1.67 93.32
180.00 9.58 1.25 95.00
195.00 9.58 0.83 96.68
250.00 9.58 0.63 97.48




Tabla 3.3: Datos experimentales corregidos a una concentracién inicial del 1%
(v/v) de diésel

Concentracion inicial = 1 %, T=30° C; Consorcio A
Tiempo Conc. Conc. TPH % Velocidad de
Biomasa Remocion | Remocién
Horas g células/L g TPH/L g TPH/L*h

0 0.01 25.00

5 0.38 24.88 0.48 0.0240
10 0.64 24.77 0.92 0.0230
15 0.71 24.70 1.20 0.0200
20 0.78 24.63 1.48 0.0185
25 1.47 24.26 2.96 0.0296
30 1.85 22.85 8.60 0.0717
35 2.12 20.77 16.92 0.1209
40 2.44 17.28 30.89 0.1931
45 3.05 10.57 57.72 0.3221
50 6.00 2.13 91.48 0.4574
55 6.34 1.91 92.36 0.4198
60 6.63 1.74 93.04 0.3877
65 6.91 1.56 93.76 0.3606
70 7.17 1.38 94.48 0.3374
75 7.41 1.02 95.92 0.3197
80 7.72 1.00 96.00 0.3000
85 7.72 1.00 96.00 0.2824
90 7.72 1.00 96.00 0.2667

Vi
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Tabla 3.4: Datos experimentales corregidos a una concentracion inicial del 3%

(v/v) de diésel

Concentracion inicial = 3 %, T=30° C; Consorcio A
Tiempo | Conc. Biomasa Conc.TPH % Velocidad de
Remocion | Remocion

Horas g células/L g TPH/L g TPH/L*h
0 0.03 25.00
5 0.70 24.48 2.08 0.104166667
10 1.07 23.36 6.55 0.223404762
15 1.37 22.10 11.62 0.253214286
20 1.67 20.83 16.68 0.253214286
25 2.40 17.71 29.18 0.625
30 3.13 14.58 41.68 0.625
35 6.35 4.91 80.36 1.933857143
40 6.88 4.46 82.14 0.089285714
45 7.40 4.02 83.93 0.089285714
50 7.90 3.00 88.00 0.203571429
55 8.08 2.58 89.67 0.083333333
60 8.37 2.32 90.71 0.052095238
65 8.66 2.10 91.59 0.044285714
70 8.96 1.88 92.48 0.044285714
75 9.13 1.81 92.75 0.013333333
80 9.23 1.79 92.83 0.004380952
85 9.31 1.78 92.88 0.002142857
90 9.38 1.77 92.92 0.002142857

Vil

—~
—




Anexos IV. Programas en Matlab para encontrar los pardmetros cinéticos

L I T I

L T L T L B L B e B B N = I Ry
L R L S N R T R T I S T X =]

31
32
33
34
35
36
a7
38
39
40
41
42
43
44
LE]
48
47
48
45
50
51
52
53
54
55
56
a7
58
59
&0

tMetodo: Gauss-Newtomn.

%Hecho por: Br. Linda Fitoria.

% Br. Carlos Quiroz.

$Tema: Estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacidn
$de hidrocarburos por la accidn de consorcios microbianos in vitro.
$Tesis Z0Z1-UNI-Ingenieria Quimica

$Parametros cinéticos del Modelo de Monod

ECO0=1%

clear
clc

%% Valores experimentales

t=[0;5;10;15;20;25;30,35;40;45;50;55;60;65;70;75,80:85;%0];
X=[0.01;0.35;0.64;0.71;0.78;1.47;1.85;2.12;2.44;3.0576;6.34;6.63;6.591;7.17;7.41;7.72;7.72;7.72];
C=[25:24.88;24.77:24.70;24.63;24.26;22.85;20.77;17.28;10.57;2.1371.911.74;1.56;1.38;1.02;1:1:1]:

%% Dimensiones
Xi = zeros(19,1);
d = zeros(l9,1);

derivadal = zeros(19,1);
derivada2 = zeros(19,1):
derivada3 = zeros(19,1):

derivada4 = zeros(19,1):
derivadaS = zeros(19,1):

Ci = zeros(19,1):
f = zeros(19,1);

derivadaé = zeros(19,1);
derivada7 = zeros(19,1);
derivada8 = zeros(19,1);
derivada® = zeros(19,1);

derivadalQ = zeros(19,1);
m derivadas = zerosz(19,10);

=

%% Metodo

x=[0.52;3.2;0.026;0.1]:

n=19;

=1:

f1=1;

f2=1;

£3=1;

f4=1:

while (f1>0.1 && f£2>0.1 && £3>0.1 && f£4>0.1)
if k>500

error ("Humero maximo de iteraciones')

end

for i=2:n
HI(i)=X(i-1)+(((X(1-1)*=x(3)*(C{i-1)-=(1)})/ (=(2)+C(i-1)-= (L)) ) ) *(c (i) -t (i-1));
dii)=X(i)-Xi({i):

derivadal (i)={ (=X (i-1)*x(3)*x(2))/ ((®(2)+C{i-1)=-x(1))~2))*(t(i)-t(i-1)); =Io
derivadaZ (i)=((-X(i-1) "= (3) " (C{i-1)-x (1))} )/ ((®(2)4C{i-1)-x(1))~2))*(t(i)-t{i-1)); %Hs
derivada3 (1)=( (X (i-1)*(C{i-1)-x(1)))/(x(2)+C(i-1)-=x(1)))*(c(i)-t(i-1)); Bumax
derivada4 (i)=0; Y

Ci{i)=C{i-1)+{(X(i-1)*-x(3)* (C{i-1)-= (1)} )/ (=(2)+C(i-1)-x (1)) ) * (1/x(4))* (£(i)-t(i-1}):
E(1)=C(1)-C1i(1);




6l — derivadaS (i)= ((X(i-1)*=(3)*=x(2))/ ((x(2)+C{i-1)-x(1))"2))* (1/=x(4))*{t(i)-t(i-1)): %Io
62 — derivada6 (i)= ((X(i-1)*x(3)* (C(i-1)-x(1))}/ ((®(2)+C(i-1)-x(1))~2))*(1/x(4))*(t(i)-t(i-1)); %Ks
63 — derivadaT (i)= ((-X(i-1)* (C(i-1)-x(1)))/ (x(2)+C(i-1)-x(1)))*(1/x(4))*(t(i)-t(i-1)); %umax
g4 — derivadaS(i)= ((X(i-1)*=x(3)*(C(i-1)-x(1)) )}/ (R(2)+C(1-1)-x(1)))*(1/(x(2)"2))*(c{i)-t(i-1)); =¥
65 — end
(1
&7 — m_derivadas(:,l) = derivadal:
&8 — m derivadas(:,2) = derivadaZ;
&9 — m derivadas(:,3) = derivada3i;
70 — m derivadas(:,4) = derivadad4;
71 = m sumasl = m derivadas(:,1:4);
72
13 = m derivadas(:,5) = derivada5;
74 — m derivadas(:,€) = derivadaé;
15|= m derivadas(:,7) = derivadaT7;
76 — m derivadas(:,8) = derivadasg;
77 = m_sumas2= m derivadas(:,5:8);
g
79 — m_transpuestal = m sumasl';
80 — m_transpuestalZ = m_sumasi’';
g1
82 — matriziAl= m transpuestal*m sumasl;
LENSS matrizhA2= m transpuestal®m sumasz;
84 - matrizh= matrizAl+matrizdz;
85
86 — matrizBl = m_transpuestal * d;
LRI matrizB2 = m_transpuesta2 * £;
88 — matrizB = matrizBl+matrizB2;
g9
a0 — S=matrizh\matrizB:

91 — .‘-L_l=.‘{+ =

92

93 — fl=abks((x l(l)-x(1l))/ = 1i(l)):
94 - fi=abs(ix 1(2)-x(2))/x 1(2)):
95 - f3=abs ((x_1(3)-x(3))/x_L1(3)):
g6 — fa=zbs((x 1(4)-x(4))/=x 1(4)):
a7 — x=x_1;

95 - k=k+1;

sl = end

100

101 %% Resunltados

102 — disp('El wvalor de I0 es');
103 = disp(x 1{1)}):

104 — disp('El walor de Es es');
105 — disp(x 1(2)):

106 — disp('El valor de umax es');
107 = disp(x 1(3)):

108 — disp('El walor de ¥Yx/s5 es3');
109 — disp(x 1(4)):

110 — disp(" "):

111 - disp('El numero de iteraciones necesarias fueron'):
112 - disp (k) :

Figura 4.1: Modelo de Monod a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.
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BHetodo: Gauss-Newton.

%Hecho por: Br. Linda Fitoria.

= Br. Carlos Quiro=z.

$Tema: Estudioc del comportamiento cinético de los procesos de degradacidn
%de hidrocarburos por la accidén de consorcios microbianos in vitro.
£Tesis 2021-UNI-Ingenieria Quimica

$Parametros cinéticos del Modelo de Tiesser

C0=1%

clear
(=L

%% Valores experimentales

t=[0;5;10;15;20;25;30;,35;40;45;50;55;60;65;T0;75;80;85;90];

X=[0.01;0.38;0.64;0.71;0.78;1.47;1.8572.12,2.494:3.05;6,6.34,6.63;6.91;7.17;7.41:7.72;7.72;7.72]:
C=[25:24.88;24.77;24.70;24.63,;24.26,22.85;20.77;17.28;10.57;2.13;1.51;1.74;1.56;1.38;1.02;1:1:1]:

%% Dimensiones

Xi = zeros(19,1);

d = zeros(19,1);
derivadal = zeros(l19,1);
derivadaz = zeros(19,1);
derivada3 = zeros(19,1):
derivadad4 = zeros(19,1):
derivadaS = zeros(19,1):

Ci = zeros(19,1):
f = zeros(19,1):
derivadaé = zeros(19,1);

derivada7 = zeros(19,1);
derivada8 = zeros(19,1):

derivada® = zeros(19,1);
derivadal0 = zeros(19,1);
m_derivadas = zeros(19,10);
%% Metodo
*¥=[1.2;0.025:0.4]:
n=1%;
=1;
fi=1;
f2=1:
£3=1:

[Flwhile (£1>0.1 && £2>0.1 && £3>0.1)

if k»500

error ('Humero maximo de iteraciones')
end

for i=2:n
Xi(i)= X(i-1)+(X(i-1)*x(2)* (1-(exp (-C{i-1)/=(1}))))*(c({i)-t(i-1));
dii)= X(1i)-Xi(i):

derivadal (i)= (- (i-1)*=x(2)*C(i-1)* (exp (-C(i-1)/=x(1)))* (1/=(1)"2))* (£ (i)-t(i-1)):

derivadaz (i)= (X(i-1)*(1-(exp(-C(i-1)/x(1)))))*(t(i)-t(i-1)); %Fumax
derivada3(i)= 0; 3Y

Ci(i)= C(i-1)+(-X(i-1)*x(2)* (1-(exp(-C(i-1))/x(1)))*(1/x(3)))*(t(1)-t(i-1));

fii)= C{i)-Ci(i);

derivada4 (i)= (X(i-1)*x(2)*C(i-1)* (exp (-C(i-1)/=(1)))*(1/x(1)"2)*(1/=x(3)))*(t(i)-t(i-1)):

derivadaS(i)= (-X({i-1)* (1-(exp(-C{i-1)/x(113))*(1/=x(3)))*(t(i)-cii-1}):

Fumax

%Es

%Es
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61 — derivadaé (1)= (H(i-1)*x(2)* (1-(exp(-C(1-1)/x (1)) )= (1/(x(3)"2)))*(c(i)-t(i-1)); =¥
62 — end
63
04 — m derivadas(:,1l) = derivadal;
&5 — m derivadas(:,2) = derivada2;
66 — m derivadas(:,3) = derivada3;
&7 — m sumasl = m derivadas(:,1:3);
[t}
&9 — m derivadas(:,4) = derivada4:
70 — m derivadas(:,5) = derivada5;
71 — m derivadas(:,€) = derivadaé:
72 — m sumas2= m derivadas(:,4:6);
73
74 — m_transpuestal = m sumasl®:
T = m_transpuestal = m sumas2®;
76
17 = matrizil= m transpuestal*m sumasl;
EH= matrizhAl= m transpuestaZz*m sumas2:
T |= matrizd= matrizil+matrizii;
0
L= matrizBl = m transpuestal * d;
2 — matrizB2 = m tramnspuesta? * f£;
3= matrizB = matrizBl+matrizB2;

3]
|

S=matrizi\matrizB;
x 1=u+3;

-1
|

[T v O O <
=1 =

]
|

fl=abs((x 1(1)-x(1))/x 1(1)):

80 — f2=abs ((x 1(2)-x(2)}}/x 1(2});
91 — fi=abs((x 1(3)-x(3))/x 1(3)):
92 — == 1;
93 — k=k+1;
94 — end
a5
96 %% Resultados
97 - disp('El walor de Es es');
98 — disp(x 1(1)):
99 — disp('El wvalor de umax es');
Loo — disp(x 1(2})):
Lol — disp('El walor de ¥Yx/3 es');
Loz — disp(x 1(3)):
Lo3 — disp(' "}:
Loa — disp('El mimero de iteraciones necesarias fusrom'):
Las — disp(k):

Figura 4.2: Modelo de Teisser a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.

Xi

—~
—



L I T I

L R I R R A e e e e e e e i ]
L R e O = T - T = T T = B S O Sy S -1

31 -
'

33—

35
35
3¢

3) -
aAy-=
35 -
40 -
41 -
42 -
9 -

44

8=
4€ -
o=

48

A=
50 -

51

S
53 —
54 -
35~

€
8
58

58 -
&1 -

hMetodo: Gauss-Newton.

%tHecho por: Br. Linda Fitoria.

% Br. Carlos Quiroz.

£Tema: Estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacidn
%de hidrocarburos por la accidn de consorcios microbianos in vitro.
£(Tesis 2021-UNI-Ingenieria Quimica

tParametros cinéticos del Modelo de Moser

£CO0=1%

clear
(=1l

t=[0:;5;10;15;20;25;30;35,;40,45;50;55,60;65;70;75;80;85:90] ;

X=[0.01;0.38;0.64;0.71;0.78;1.47;1.85;2.12;2.44;3.05;6;6.34:6.63;6.91;:7.17;7.41;7.72;7.72;7.72];
C=[25;24.88:24.77:;24.70;24.637;24.26;22.85;20.77;17.28;10.57;2.13:1.91;71.74;1.56;71.38;1.02;1;1:1];

%% Dimensiones

¥i = zero=(19,1):

d = zeros(19,1);
derivadal = zeros(l%,1):
derivadazZ = zeros(19,1):
derivada3 = zeros(19,1):
derivadad4 = zeros(19,1):
derivada5 = zeros(1%,1):

Ci = zeros(19,1);
f = zero=s(19,1);
derivadaé = zeros(19,1):
derivada7 = zeros(1%9,1):
derivada8 = zeros(19,1);

derivada® = zeros(i%,1};
derivasald = zeros(is,l);
m_derivadas = eros{1%,10);

W Metodo

x=[18:;0.028:0.1;1.8}7

n=15;

=1y

fi=1;

13=1;

£3=1.;

f4=1;

while (£150.1 &6 £2>0.1 && £3>0.1 &¢ £4>0.1)
12 k>500

exzor ("Nunero maximo = Iitaracicoes')

ond

for is2:n
Xifap=X(a-L)+ 11 {IX{3-1)*x(2) * (C(2-1)"x (%)) ) M x{L) +(CL21-1) "k (&)} )} * (s i2)-2{2-1))):
d(i)= X(2)-X2[2)2
derivadal (L)= [=X{1-1)*x(2)*(C(1~-1)"x(%) )}/ Hx{2)+{C{1-1)"%x (5} })"2}) *({L)~C(L-1)): %¥a
dexivadal (£)™ (X[1~-2)*(C{1~1)"%(4))/(x(2)«(CI2~1)"x(4))))*(c(2)=T(2~1)); %umax
dexrivadas(i)= 0; Y
desivadasd (8% [(X{A-L) " (0R2)* (XA +(C{3=0) "% {9)) 1) * ((C(A=1} "% (4) ) *20g1Cia-0) ) ) ) e

=(x{2) *(C12-1) "x44) ) * ((C(1-1)"x(4) ) *1og(C{L-1)))) ) /(X (2} +{C(2-2) "x(4))) "2) ) * (v (4) - (2-1)) 7

Ci(a)= Cra=1)=((1{-X42-2)"x(2) " (C(2-1)"x{4)))/ (xf1)+(C(1-1)"x(4)))) * (/xIN))*(c(1)-T(1-1}})7
£(1)= C{2)~-Cai1);
derivadaS ()™ (=X {2=0)1 %20 * (C2=2) "% [4) )/ (IR fL) o (TEL=0) % (40 ) ) *2)) * 1/ XN (o) =T (=10 ) 2

[ i )

SEa

\n

\ J



€l - ABEIVAIRE (1) | (~X(A-15* (C(2=1) "X (4217 (XIS} (C{E-2) % (4)1)) * [L/%(3))) *(E(L)~T(Z~1)) ] Wumax

62 - desivadal (L) ((X(L«1) x(2)*(Cloal) 2 (4) )/ () (CLs=l)*2 (M) )P (2R3 "2) 1% (e i) =t} ) M
03 - decivedal ()= ((1=X(G=2)* {013 (D) =(C2=-D "% () 1 C1a=3) "%48) ) *1ag(Cra=2) 1) ) v e
€5 =X () *(C2=2) "X (F}) *((C(2~2) "% (9) ) *2cg{C{I-11) P )/ H(x(D)+(CH1~1) "x{2) )1 ")) * 1L/ x(3) ) ) *(ofa)-=(3~-1)}2
€5 - end

113

o - B _derivadas(:, i) = derivadal;

L1 n_derivedas{:,3] = derivadal;

65 = B _derivedas{:,3} = derivadad;

20 - B derivadas(:,4) = derivadad;

"n- B _sumasl = l_:unvadc-(:,l:ﬂ:

72

- n_derivadas(1,5) = dezivadaS;

s n_derivadas(:,€) = derivadag;

75 - n_:u:huaul:,'.‘l = dezivada?;

% - m_derivedss(:,9) = derivadal;

77 - B_Tunas2= m _derivadas(:,518);

78

7w - B _Iranspusstal = @ sumasl';

0 - B_SIAnspuestal = m_sumand';

o1

g2 - BATIIZAL™ B Transpuestal’m somasl;

83 - BATIiZADS m UIANSDUeNLAZ'E sumasl:

04 - BATIATHh® mATTAZAL-mASTLZAL;

s

g6 - maTrizBl = m Transpuestal * 4;

87 - mATrizB) = m Transpuestal ¢ £

et - BAtzizE = matrizSlimatrizNls

1]

50 - s-nuu).\ur.nz!:l

91 - X _1=x+3;
92
g3 — fl=abs(({x 1(1)-x(1))/x 1(1})):
94 — f2=abs((x 1(2)-=x(2))/x 1(2)):
85 — fi=abs((x 1(3)-x(3))/x 1(3)):
96 — fé4=abs((x 1(4)-x(4))/x 1(4)):
97 — x=x 1;
95 — =k+1;
LIz = - end
1040
101
102 %% Resunltados
103 — disp('El wvalor de K= e=');
104 — disp(x 1{1)):
105 = disp('El wvalor de umax es3');
106 — disp(x 1(2)):
107 — disp('El valor de Yx/3 =3'):
108 — disp(x 1(3)):
1049 — disp('El wvalor de n es');
110 — dispi(x 1(4)):
110 |— disp(' '):
112 — disp('El nimero de iteraciones necesariazs fusron'):
113 = disp (k) :

Figura 4.3: Modelo de Moser a una concentracién inicial del 1% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.




W -] e s W b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
15
20
2l
22
23
24
25
26
27
28
25
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
435
48
47
43
49
50
i
52
o3
54
55
56
57
53
548

fMetodo: Gauss-Newton.

%Hecho por: Br. Linda Fitoria.

% Br. Carlos Quiroz.

%(Tema: Estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacion
%de hidrocarburos por la accidn de consorcios microbianos in wvitro.
$Tesis 2021-UNI-Ingenieria Quimica

$Parametros cinéticos del Modelo de Monoﬂ

EC0=3%

clear
clc

%% Walores experimentales

t=[0;5;10;15;20;25,30,35;40745;50;,55;60;65;70;75;80;85;90];
X=[0.03;0.70;1.07;1.37;1.67;2.40;3.13;6.35;6.88;7.40;7.90;8.08;8.37,8.66,8.96,9.13,9.23:9.31:9.38]:
C=[25:24.48;23.36;22.10;20.83;17.71;14.558,4.91;4.46;4.02;3;2.58;2.32;2.10;1.88,1.81;1.79;1.78;1.77]):

%% Dimensiones

Xi = zeros(19,1);

d = zeros(l19,1);
derivadal = zexos(l9,1);
derivada2 = zexros(l9,1);
derivadad = zexos(l9,1);
derivada4 = zeros(19,1):
derivadas = zeros(19,1):

Ci = zeros(19,1):
f = zeros(19,1);
derivadaé = zeros(19,1);

derivada7 = zeros(19,1):
derivada8 = zeros(19,1):
derivada® = zeros(19,1):
derivadall = zeros (19,1);
m derivadas = zeros(19,10);
%% Metodo

x=[1.6;1.1;0.037;0.4]:

n=1%;

=1:

fl1=1;

f2=1:

£3=1:

f4=1;
[Flwhile (f1>0.1 && £2>0.1 && £3>0.1 && £4>0.1)
if k=500

error ('Humero maximo de iteraciones')

end

= for i=2:in
HI(L)=X(i-1)+(((X(Li-1)*=(3)* (C(i-1)-=(1)) )/ (=(2)+C(i-1)-= (1)) ) ) * (e (i) -t (i-1));
d{i)=X(i)-X¥i(i):

derivadal (1)=((-X(i-1)*=(3)*=x(2))/ ((2(2)+C{i-1)-= (1)) "*2))* (c(i)-t(i-1)); %Ioc
derivada2 (1)={(-X(i-1)*=(3)* (C{i-1)-=x(1)) )/ ((m(2)+C(i-1)-x(1))"2))* (c(i)-t(i-1)); %Hs
derivada3 (1)=((¥(i-1)* (C(i-1)-x (1)) )/ (x(2)+C(i-1)-x(1)))*(t(i)-t(i-1)); %Humax
derivada4 (i)=0: Y

Ci(1)=C(i-1)+((X(1-1)"-%(3)* (C(1-1)-x(1)) )/ (n(2)+C(1-1)-x(1))) * (L/x(4))*(L(i)-t(i-1)):

Xiv
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£{i)=C(i)-Ci(i):

61 — derivadaS (i)= ((X(i-1)*x(3)*x(2))/ ((X(2)+C(i-1)-x(1))"2))*(1/x(4))*(t(i)-t(i-1)); 3Io

62 — derivada6 (i)= ((X(i-1)*x(3)*(C(i-1)-x(1)))/ ((®(2)+C(i-1)-x(1))"2))*(1/x(4))*(t(i)-t(i-1)); %Ks
63 — derivada7 (i)= ((-X(i-1)*(C(i-1)-x(1)))/(x(2)+C(i-1)-x(1)))*(1/x(4))*(t(i)-t(i-1)): %umax

64 — derivada8 (i)= ((X(i-1)*x(3)*(C(i-1)-x(1)))/(X(2)+C(i-1)-x(1)))*(1/ (x(4)"2))*(t(i)-t(i-1)); &Y
65 — end

(1

&7 — m derivadas(:,1l) = derivadal;

&8 — m derivadas(:,2) = derivada2;

&9 — m derivadas(:,3) = derivada3;

70 — m derivadas(:,4) = derivada4d;

71 = m_sumasl = m derivadas(:,1:4):

72

T2 |= m derivadas(:,5) = derivada5;

74 — m derivadas(:,6) = derivadaé;

== m derivadas(:,7) = derivada7;

76 — m derivadas(:,8) = derivada8;

= m_sumas2= m derivadas(:,5:8);

79 — m_transpuestal = m sumasl';

=]
|

m_transpuesta2 = m sumas2';

[
|

matrizhl= m transpuestal*m sumasl;

;3 = matrizAZ= m _transpuestal*m_sumasZ;
g4 - matrizhA= matrizAl+matrizdz;
;2 - matrizBl = m transpuestal * d;
37 — matrizB2 = m_transpuesta2 * f;
88 — matrizB = matrizBl+matrizBz;
90 — S=matrizf'\matrizB;
ol = ® 1=u+5;
92
83 — fl=abs (= 1({1)-=(1))/x 1(1)):
94 - fi=abs((x 1(2)-x(2))/x 1(2)):
95 — f3=abs((x 1(3)-x(3))/x 1(3)):
G985 — fa=abs((x 1(4)-=(4))/x 1(4));:
&7 — x=x_1;
98 - E=k+l:
2lr = end
100
101 %% Resunltados
102 = disp('El wvalor de IO e3'):
103 — dispi=x 1({1)):
104 — disp("El wvalor de Es e3");
105 = dispi=x 1(2)):
10e — disp('El wvalor de umax e3'"};
107 — dispix 1(3)):
l0g — disp("El wvalor de Ix/3 e3"):
109 — dispi=x 1(4)):
1o = disp(" "):
I = disp("EL nimero de iteraciones necesarias fueron'):
112 — displk):

Figura 4.4: Modelo de Monod a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.
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FMetodD: Gauss-Newton

tMetodo Gauss-Newton.

%Hecho por: Br. Linda Fitoria.

% Br. Carlos Quiro=z.

$Tema: Estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacidn
%de hidrocarburos por la accidn de comsorcios microbianos in wvitro.
$Tesis 2021-UNI-Ingenieria Quimica

tParametros cinéticos del Modelo de Tiesser

3C0=3%

clear
ElE

%% Valores experimentales

t=[0;5;10;15;20;25;30;35,40,45;50;55;60;65;70;75;80,85;,90];

X=[0.03;0.70;1.07;1.37;1.67;2.40;53.13,6.35;6.88,7.40;7.590;8.08;8.37,8.6€6;8.96;9.13;5.23;9.31;9.38];
C=[25;24.48;23.36;22.10;20.83;17.71;14.58;4.91,;4.46;4.02;3;2.58;2.32;2.10;1/.88;1.81;1.79;1.78;1.771:

=

%% Dimensiones

Xi = zeros(19,1);

d = zero=(19,1):
derivadal = zeros(19,1);
derivadaZ = zeros(l9,1);
derivada3 = zeros(19,1):

derivada4 = zeros(19,1);
derivadaS = zeros(19,1);
Ci = zeros(19,1):

f = zeros(19,1);

derivadaé = zeros(19,1):
derivadaT = zeros(19,1):
derivada8 = zeros(19,1):
derivada® = zeros(19,1);
derivadald = zeros(19,1);
m_derivadas = zeros(19,10);

%% Metodo

x=[1;0.03;0.3471;

n=19;

k=1:

fi=1:

f2=1:

£3=1:

while (f1>0.1 && £2>0.1 && £3>0.1)
if k=500

error ( 'Humeroc maximo de iteraciones')

end

for i=2:n
Xi(i)= X(i-1)+(X(i-1)*=x(2)* (1-(exp (-C(i-1)/x(1))))) *(E{i)-t(i-1));
dii)= X(1i)-Xi(i):

derivadal (i)= (-¥({i-1)*=(2)*C(i-1)* (exp(-C(i-1)/=(1)))* (1/=(1)"2))*(c(i)-t(i-1)):

derivadaz (i)= (X(i-1)* (1-(exp(-C(i-1)/x(1))})))*(c{i)-t(i-1)); %Humax
derivada3(i)= 0; Y

Ci(i)= C(i-1)+(-X(i-1)*x(2)* (1-(exp (-C(i-1))/=x(1)))*(1/=(3)))*(c(i)-t(i-1));

£({i)= Ci{1)-Ci(i):

derivadad (i)= (X(i-1)*x(2)*C(i-1)* (exp (-C(i-1)/=x (1)) ) * {1/ (1) ~2)* (1/=(3))) * (c(i)-t(i-1)):

derivadaS(i)= (-X({i-1)* (1-(exp(-C(i-1)/x(1) 1)) *(1/=2(3)))*(c(i)-t(i-1));

Fumax

£Hs

£Hs

XVi
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61 — derivadaé (i)= (X {i-1)*=x(2)* (1-(exp(-C(i-1)/x(1)) )} *(L/(x({3)"2)))*(c{i)-t(i-1)); =Y
62 — end
63
64 — m derivadas(:,1l) = derivadal;
65 — m derivadas(:,2) = derivadaz:
66 — m derivadas(:,3) = derivada3;
87 — m sumasl = m derivadas(:,1:3);
68
89 — m derivadas(:,4) = derivada4$:
0 = m derivadas|(:,5) = derivadas;
71 — m derivadas|(:,6) = derivadaé;
72 — m sumas2= m derivadas(:,4:6);:
73
74 — m_transpuestal = m_su.masl';
st |= m_transpuest,a2 = m_su.masQ';
76
71 = matriziAl= m transpuestal®m sumasl;
Gl= matrizA2= m transpuestaz*m sumasz;
79 — matrizA= matrizAl+matrizihz;
g0
Al = matrizBl = m_transpuestal * d;
82 — matrizBZ = m_transpuestaQ = f;
B3 = matrizB = matrizBl+matrizBa;
24
85 — S=matrizh\matrizB;
86 — ®_1=x+5;
g9 — fl=abs((x 1(1)-x(1))/x 1(1)):
a0 — fl=abs((x 1(2)-x(2))/x 1(2));:
91 — f3=abs ((x_1(3)-x(3))/x_1(3));
92 — =x_1;
93 = kE=k+1:
94 — end
95
96 %% Resunltados
97 — disp('El wvalor de K= e5'):
98 — disp(x 1({1)}:
L= disp('El wvalor de umax 3");
100 — dispi=x 1(2)):
Ip = disp('El walor de ¥x/=2 eza'):
102 - disp(x_1(3)):
103 - disp(' "):
104 — disp ('El nimero de iteraciones necesarias fusron'):
IS = di=p(k):

Figura 4.5: Modelo de Teisser a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.
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EMetodo: Gauss-Newton.

$Hecho
=
%Tema:

por: Br. Linda Fitoria.
Br. Carlos Quiroz.
Estudio del comportamiento cinético de los procesos de degradacidn

%de hidrocarburos por la accidm de consorcios microbianos in witro.

%Tesis

2021-UNI-Ingenieria Quimica

$Parametros cinéticos del Modelo de Moser

%C0=3%

clear
clc

E=[0:S;

10;15;20;25;30;35;40;45;50;55;60;65;70;75,80;85;90];

X=[0.03;0.70;1.07;1.37:1.67;2.40;3.13;6.35:6.88:7.40;7.90;8.08,8.37:8.66,8.96;9.13;9.23,9.31-9.38]:
C=[25;24.48:;23.36;22.10;20.83;17.71;14.58;4.91;4.46;4.02;3;2.58,2.32;2.10;1.88;1.81;1.79;1.78;1.77];

%% Dimensiones

Xi = zeros(19,1):
d = zeros(1l%,1);
derivadal = zeros(l9,1);

derivada2 = zeros(19,1):
derivada3 = zeros(19,1);
derivadad4 = zeros(19,1):
derivadaS = zeros(19,1):
Ci = zeros(19,1):

f = zeros(19,1);
derivadaé = zeros(19,1):

derivada7 = zeros(l9,1):;
derivada8 = zeros(1%,1);

dexivadas = zeroa(i$,1):
dezivadald = zeroa(i®, 1)
m_derivadas = zeros(19,10):

%% Metodo

x=[7:0,3:0,3:1.5):

n=16;
k=l:

fl=1;
£2=1;
£I=1;
fi=1;

while (f1>9.1 &6 £2>0.3 &6 £3>0.1 &5 £420.1)
12 k500

end

fox

error (‘Nunsro naximo d= itezeciones')

i=2:n
KICA)X(4=2) 4 | LUXA=L) 22 (Tra=2) "% (1)) ) /(L) 4 (T =1) "2 (1) ) ) U s)=sis=1) ) )
dii)y= X(4)-Xs(4)5
derivadal ()= (=X(L-1)*x(2)* (C(1-1)"x{4) )/ {x (L) +(C{L-1) "% (5} } ) "2} ) " (S{2)-C(L-1) )7 N¥a
derivadal (2)= (X{1-1)*(C{1-1)"%x(4})/ (x(1}={C{1-1)"x(2))))*(t(2}-%(2-1)) 7 %umax
derivada3(i)= Os AT
derivadad (L™ [(XI2-1)* (((x(2)*(R(1)#(C(2~2)"x{4))))* ((C -1} "n(4])) *Iog(TiL~1)))) ...
“(RA2)* (CIE=3)"%(1) ) * ((TLA=1) "% (4) ) *20g{T{L=L) )N/ (X (2)#(C2=3) "% {4))) ")) * (T (d) =T (2=3)): Wn

Cr(a)= Cra=-1)=1({=X41-1)*x(2) * (C(2-1) "x [4))) A {x{L)+(C(1-1) "% (4} ) 1) * (U/x{$)) ) *(ei{1)-s (2-1) )1}

£(1)= C{2)-Cz1(2);
derivadaS (2)= [ (=X{1-1)*x(2)*(Cr2-2)"x(4) )/ NI +(CL-1)"x(4) ) 1 "2 "1/ xI3 ) ) (eii)-t(2-1) )7 \Es

[ xviii )
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“- decavadad (1]= | (-X{1-1) " (C{1-11"x(5) )/ (x{L)+(CNR-L "X * A/ x (MNP "It i1l -t{2=-1} )7 Yumax

Q- derivada? (i)™= ((X(2-1)*m(2) " ICI1-L)"n{4))/(x|1)+IT(L=-2)"x(4) ) ) * (A Ix(3)"2) ) (TCa)-=(2-1) )1 WY
€3 - gerivadad (i)™ [ ((=X{Li=1)* ((Lx(2)* (1) ¢ (CrL~2)"n(4) )1 * (UCL=1)*x(4}) *2ag(C(L=1))}) ...
€ AR 2 ICE=D) "% () 1 LIS =4) " 2491 ) 1@ (Ca=i N NI N A=)+ S IA=R) "X 191 P "2 LA/%13) ) ) * (e ls) =5 (a=1) ) W
o~ end
€€
| Zr m dezivadas(:,i) = dexivedal:
" - m_derivadas(:,d) = derivadal;
0o - m_dezivadas(i,J} = derivadad;
% - m_derivadas(:,4) = dexivadad)
- M osumasl = @ cerivadas|:,l:d4);
n
o= m_derivadas(y,5) = derivadaS;
N - m dexivadas(:, €) = dexivadae;
- m_dezivadas(:,T) = derivada’d;
- m_derivadas(:,9) = derivadall;
)= m_sumssd= n_derivadas(:,5:2)y
23
" m_tranapuestal « m_sumasi';
0 - m_transpuestal = m_sumasl';
31
o= mArrizAls o rranspuestalésm sumasl;
L g WALTAZAI= m_transpuestal*m_sunaxd;
e - EATIiZA= macrizAlematrizdld;
s
o> matrizBl = = tranapuestal t 4
- matrizBl = m_Sranspuestal * £5
38 - marrizB = matrizBlematrizddy
90 — S=matrizA‘\matrizB;
ol = x 1=m+5;
92

893 — fl=abs((x 1(1)-x(1))/x 1(1)):
g4 — fl=abs((x 1(2)-x(2))/x 1(2));:
85 — f3=abs((x 1(3)-x(3))/x _1(3)):
g8 — f4=abs ((x_1(4)-x(4))/x_1(4)):
97 — x=x_l.:

98 - =k+l;

el = -end

100

101

lo2 %% Resultados

103 — disp('El wvalor de Es e3'):;
104 — disp(x_1(1})):

105 = disp('El walor de umax es5');
1loe — disp(x 1(2)):

107 — disp('El walor de Yx/=3 =3");
108 — disp(x_1(3)):

108 — disp('El walor de n es');
110 — disp(x 1(4)):

111 — disp(" "}z

112 = disp ('El mimero de iteraciones necesarias fusromn'):
113 — disp(k):

Figura 4.6: Modelo de Moser a una concentracién inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.
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Anexo V. Programas en Berkeley Madonna para encontrar los parametros

cinéticos

METHOD EK4

STARTTIME =10
STOPTIME = 90
DT=3

{Type Equations Here.}

ddt ) =mu*X

init =001

d/dt (C) = -(mu*X)/ Txs

init C=23
mu=mumax*(C-IoW(Es+C-Io)
mumax = (.03

Io=0.33

Kz=3

Tre=10.13

Figura 5.1: Modelo de Monod a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a

una temperatura de 30°C.

METHOD RE4

STARTTIME =10
STOPTIME =90
DT=3

{Type Equations Here.}

d'dt () =mu*X

init X=0.01

d/dt (C) = «(mu*H) Txs

init =23
mu=mumax*(1-exp(-C/Ks))
mumax = 0.023

K==12

Tre=104

Figura 5.2: Modelo de Teisser a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a

una temperatura de 30°C.

METHOD RK4

STARTTIME =0
STOFTIME = 90
DT=3

{Type Equations Here }

didt D) =mu*X

init =001

d/dt (C) = -(mu*X) Yxs

init C= 23
mu={mumax*C n)(Kz+C"n)
mumax = (0,025

Kz=15

Yzs =02

n=1.53

Figura 5.3: Modelo de Moser a una concentracién inicial del 1% (v/v) de diésel a

una temperatura de 30°C.
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METHOD RE4

STARTTIME =0
STOPTIME =20
DT=35

{Type Equations Here.}

d/dt (30) =mu*X

init =003

d/dt (C) = {mu*X) Txs

init C=23

mu=mumax *(C-To)/(K=+C-Io)
mumax = (.03

Io=16

kEs=1

Trz=04

Figura 5.4: Modelo de Monod a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.

METHOD FK4

STARTTIME =0
STOPTIME =90
DT =5

{Tvype Equations Here.}

d'dt () =mu*X

it X=0.03

didt (C) = {mu*3) Txs
init C=23

mu=mumax*( 1-exp(-C/Es))
mumax = 0.03

Ks=1

Tre=03

Figura 5.5: Modelo de Teisser a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.

METHOD EE4

STARTTIME=0
STOPTIME =90
DT =3

{Type Equations Here.}

didt 30 =mn*X

init 3=0.03

d'dt (C) = {mu*X)Vx=

nit C=23

mu={mumax*C n)(Ks+C"n)
mumax = (.03

Ks=17

Yze=03

n=13

Figura 5.6: Modelo de Moser a una concentracién inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C.
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Anexo VI. Tablas de resultados con los pardmetros encontrados con Matlab

Tabla 6.1: Modelo de Monod con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t (h) X (g/L) C(g/L) | Xi(g/L) | Ci(g/L)
0 0.01 25.0000 | 0.0100 | 25.0000
5 0.38 24.8800 | 0.0134 | 24.9873
10 0.64 24.7700 | 0.5103 | 24.3988
15 0.71 24.7000 | 0.8591 | 23.9608
20 0.78 24.6300 | 0.9529 | 23.8031
25 1.47 24,2600 | 1.0466 | 23.6457
30 1.85 22.8500 | 1.9697 | 22.4147
35 2.12 20.7700 | 2.4656 | 20.5768
40 2.44 17.2800 | 2.8005 | 18.2570
45 3.05 10.5700 | 3.1660 | 14.5992
50 6 2.1300 3.7575 7.9575
55 6.34 1.9100 6.3640 0.7860
60 6.63 1.7400 6.6786 0.6597
65 6.91 1.5600 6.9458 0.5737
70 7.17 1.3800 7.1959 0.5043
75 7.41 1.0200 7.4205 0.4550
80 7.72 1.0000 7.5695 0.4308
85 7.72 1.0000 7.8803 0.4080
90 7.72 1.0000 7.8803 0.4080
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Tabla 6.2: Modelo de Teisser con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t (h) X (g/lL) | C(g/lL) | Xi(g/L) | Ci(g/lL)
0 0.01 | 25.0000 | 0.0100 | 25.0000
5 0.38 | 24.8800 | 0.0154 | 24.9865
10 0.64 | 24.7700 | 0.5862 | 24.3679
15 0.71 | 24.7000 | 0.9867 | 23.9088
20 0.78 | 24.6300 | 1.0943 | 23.7455
25 1.47 | 24.2600 | 1.2018 | 23.5824
30 1.85 | 22.8500 | 2.2609 | 22.2955
35 212 | 20.7700 | 2.8250 | 20.4283
40 2.44 | 17.2800 | 3.1977 | 18.0933
45 3.05 | 10.5700 | 3.5850 | 14.4360
50 6 2.1300 | 4.1367 | 7.8709
55 6.34 | 1.9100 | 6.5835 | 0.6806
60 6.63 | 1.7400 | 6.8976 | 0.5251
65 6.91 | 15600 | 7.1646 | 0.4120
70 7.17 | 1.3800 | 7.4130 | 0.3105
75 7.41 | 1.0200 | 7.6349 | 0.2251
80 7.72 | 1.0000 | 7.7701 | 0.1255
85 7.72 | 1.0000 | 8.0881 | 0.0857
90 7.72 | 1.0000 | 8.0881 | 0.0857
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Tabla 6.3: Modelo de Moser con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C

t(h) | X(g/L) | C(g/L) | Xi(g/L) | Ci(glL)
0 0.01 | 25.0000 | 0.0100 | 25.0000
5 0.38 | 24.8800 | 0.0147 | 24.9860
10 0.64 | 24.7700 | 0.5591 | 24.3467
15 0.71 | 24.7000 | 0.9414 | 23.8725
20 0.78 | 24.6300 | 1.0442 | 23.7049
25 1.47 | 24.2600 | 1.1469 | 23.5373
30 1.85 | 22.8500 | 2.1596 | 22.2063
35 212 | 20.7700 | 2.7081 | 20.2947
40 2.44 | 17.2800 | 3.0839 | 17.8995
45 3.05 | 10.5700 | 3.5000 | 14.1234
50 6 21300 | 4.1572 | 7.2729
55 6.34 | 1.9100 | 6.5561 | 0.4739
60 6.63 | 1.7400 | 6.8553 | 0.3753
65 6.91 | 1.5600 | 7.1105 | 0.3091
70 7.17 | 1.3800 | 7.3466 | 0.2597
75 7.41 | 1.0200 | 7.5572 | 0.2268
80 7.72 | 1.0000 | 7.6788 | 0.2196
85 7.72 | 1.0000 | 7.9927 | 0.1880
90 7.72 | 1.0000 | 7.9927 | 0.1880
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Tabla 6.4: Modelo de Monod con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t(h) | X(g/L) | C(g/L) | Xi(g/L) | Ci(g/lL)
0 0.03|  25.00] 0.0300| 25.0000
5 0.70|  24.48| 0.0436| 24.9684

10 1.07|  23.36] 1.0145| 23.7468
15 1.37]  22.10] 1.5437| 22.2556
20 1.67| 20.83| 1.9657| 20.7111
25 2.40|  17.71| 2.3817| 19.1705
30 3.13|  14.58| 3.3640| 15.4624
35 6.35 4.91| 4.2903| 11.8746
40 6.88 4.46] 75662 2.0743
45 7.40 4.02] 8.0994| 1.6168
50 7.90 3.00] 8.6016] 1.2185
55 8.08 258 8.8792] 0.7171
60 8.37 2.32| 8.9387| 0.5780
65 8.66 2.10| 9.1627| 0.4717
70 8.96 1.88] 9.3921| 0.3932
75 9.13 1.81] 9.6228| 0.3347
80 9.23 1.79] 9.7739] 0.3088
85 9.31 1.78| 9.8718| 0.2937
90 0.38 1.77] 9.9527] 0.2815
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Tabla 6.5: Modelo de Teisser con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t(h) | X(g/L) | C(g/L) | Xi(g/L) | Ci(glL)
0 0.03 25.00 | 0.0300 | 25.0000
5 0.70 2448 | 0.0349 | 24.9872
10 1.07 23.36 | 0.8145 | 24.1820
15 1.37 2210 | 1.2449 | 22.9049
20 1.67 20.83 | 1.5937 | 21.5180
25 2.40 17.71 | 1.9422 | 20.1217
30 3.13 1458 | 2.7884 | 16.6994
35 6.35 491 | 3.6287 | 13.2822
40 6.88 4.46 | 7.0775 | 3.0170
45 7.40 402 | 7.6287 | 2.5119
50 7.90 3.00 | 8.1589 | 2.0452
55 8.08 258 | 85729 | 1.2490
60 8.37 2.32 | 8.6994 | 0.9681
65 8.66 2.10 | 8.9638 | 0.7750
70 8.96 1.88 | 9.2298 | 0.6172
75 9.13 1.81 | 9.5010 | 0.4722
80 9.23 1.79 | 9.6650 | 0.4180
85 9.31 1.78 | 9.7661 | 0.3951
90 9.38 1.77 | 9.8483 | 0.3793
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Tabla 6.6: Modelo de Moser con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C

t(h) | X(g/L) | C(g/L) | Xi(g/L) | Ci(glL)
0 0.03 25.00 | 0.0300 | 25.0000
5 0.70 24.48 | 0.0317 | 24.9919
10 1.07 23.36 | 0.7400 | 24.2902
15 1.37 2210 | 1.1309 | 23.0707
20 1.67 20.83 | 1.4477 | 21.7309
25 2.40 17.71 | 1.7643 | 20.3820
30 3.13 14.58 | 2.5338 | 17.0749
35 6.35 4.91 | 3.3009 | 13.7687
40 6.88 4.46 | 6.6113 | 3.6691
45 7.40 4.02 | 7.1505 | 3.1756
50 7.90 3.00 | 7.6755 | 2.7118
55 8.08 258 | 8.1448 | 1.8375
60 8.37 2.32 | 8.3038 | 15174
65 8.66 2.10 | 8.5826 | 1.3105
70 8.96 1.88 | 8.8617 | 1.1421
75 9.13 1.81 | 9.1484 | 0.9852
80 9.23 1.79 | 9.3152 | 0.9308
85 9.31 1.78 | 9.4152 | 0.9107
90 9.38 1.77 | 9.4958 | 0.8980
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Anexo VII. Tablas de resultados con los pardmetros encontrados con
Berkeley Madonna

Tabla 7.1: Modelo de Monod con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t(hy | X(@L) | c) | Xi(@L) | Ci(glL)

0 0.01 25 0.01 25
5 0.38 24.88 0.02 |24.97
10 0.64 24.77 0.04 24.9
15 0.71 24.7 0.08 24.76
20 0.78 24.63 0.17 24.48
25 1.47 24.26 0.33 23.92
30 1.85 22.85 0.66 22.82
35 2.12 20.77 1.3 20.68
40 2.44 17.28 2.49 16.71
45 3.05 10.57 4.42 10.26
50 6 2.13 6.5 3.29
55 6.34 1.91 7 1.62
60 6.63 1.74 7.06 1.43
65 6.91 1.56 7.09 1.31
70 7.17 1.38 7.12 1.24
75 7.41 1.02 7.13 1.18
80 7.72 1 7.15 1.13
85 7.72 1 7.16 1.1
90 7.72 1 7.17 1.06
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Tabla 7.2: Modelo de Teisser con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel

a una temperatura de 30°C

t(h)y | X@WL) | cn) | xi(L) | Ci(L)
0 0.01 25 0.01 25
5 0.38 24.88 0.02 24.97
10 0.64 24.77 0.04 24.9
15 0.71 24.7 0.08 24.77
20 0.78 24.63 0.16 2451
25 1.47 24.26 0.31 23.99
30 1.85 22.85 0.62 22.97
35 2.12 20.77 121 | 20.996
40 2.44 17.28 2.36 17.11
45 3.05 10.57 4.38 10.34
50 6 2.13 6.64 2.73
55 6.34 1.91 6.95 1.69
60 6.63 1.74 7.02 1.45
65 6.91 1.56 7.06 1.32
70 7.17 1.38 7.09 1.24
75 7.41 1.02 7.1 1.18
80 7.72 1 7.12 1.13
85 7.72 1 7.13 1.1
90 7.72 1 7.14 1.07
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Tabla 7.3: Modelo de Moser con una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel

a una temperatura de 30°C

t(h)y | X@WL) | cn) | xi(L) | Ci(L)
0 0.01 25 0.01 25
5 0.38 24.88 0.02 24.95
10 0.64 24.77 0.04 24.86
15 0.71 24.7 0.07 24.68
20 0.78 24.63 0.14 24.35
25 1.47 24.26 0.26 23.72
30 1.85 22.85 0.48 22.54
35 2.12 20.77 0.9 20.35
40 2.44 17.28 1.64 16.5
45 3.05 10.57 2.8 10.5
50 6 2.13 4.02 4.11
55 6.34 1.91 4.58 1.23
60 6.63 1.74 4.73 0.41
65 6.91 1.56 4.78 0.17
70 7.17 1.38 4.8 0.083
75 7.41 1.02 4.8 0.046
80 7.72 1 481 | 0.0279
85 7.72 1 4.81 0.018
90 7.72 1 481 | 0.0123
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Tabla 7.4: Modelo de Monod con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t(h)y | X@WL) | cn) | xi(L) | Ci(L)
0 0.03 25 0.03 25
5 0.7 24.48 0.07 24.89
10 1.07 23.36 0.16 24.62
15 1.37 221 0.39 23.99
20 1.67 20.83 0.92 22.55
25 2.4 17.71 2.07 19.38
30 3.13 14.58 4.31 13.2
35 6.35 4.91 7.23 5.16
40 6.88 4.46 8.21 2.45
45 7.4 4.02 8.27 2.28
50 7.9 3 8.31 2.17
55 8.08 2.58 8.34 2.09
60 8.37 2.32 8.36 2.03
65 8.66 2.1 8.38 1.98
70 8.96 1.88 8.39 1.94
75 9.13 1.81 8.4 1.91
80 9.23 1.79 8.41 1.88
85 9.31 1.78 8.42 1.86
90 9.38 1.77 8.43 1.84
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Tabla 7.5: Modelo de Teisser con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel
a una temperatura de 30°C

t(h)y | X@WL) | cn) | xi(L) | Ci(L)
0 0.03 25 0.03 25
5 0.7 24.48 0.07 24.89
10 1.07 23.36 0.16 24.64
15 1.37 221 0.37 24.06
20 1.67 20.83 0.86 22.73
25 2.4 17.71 1.95 19.73
30 3.13 14.58 4.23 13.46
35 6.35 4.91 7.54 4.36
40 6.88 4.46 8.36 2.13
45 7.4 4.02 8.34 2.18
50 7.9 3 8.33 2.2
55 8.08 2.58 8.33 2.21
60 8.37 2.32 8.33 2.21
65 8.66 2.1 8.33 2.21
70 8.96 1.88 8.33 2.21
75 9.13 1.81 8.33 2.21
80 9.23 1.79 8.33 2.21
85 9.31 1.78 8.33 2.21
90 9.38 1.77 8.33 2.21
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Tabla 7.6: Modelo de Moser con una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel

a una temperatura de 30°C

t(hy | X@WL) | cn) | xi(@L) | Ci(L)
0 0.03 25 0.03 25
5 0.7 24.48 0.05 24.73
10 1.07 23.36 0.1 24.24
15 1.37 221 0.18 23.37
20 1.67 20.83 0.32 21.83
25 2.4 17.71 0.56 19.2
30 3.13 14.58 0.94 15.02
35 6.35 4.91 1.46 9.32
40 6.88 4.46 1.95 3.92
45 7.4 4.02 2.2 1.23
50 7.9 3 2.27 0.37
55 8.08 2.58 2.3 0.12
60 8.37 2.32 2.3 0.045
65 8.66 2.1 2.31 0.018
70 8.96 1.88 231 | 0.0078
75 9.13 1.81 231 | 0.0036
80 9.23 1.79 2.31 | 0.0018
85 9.31 1.78 2.31 |0.000094
90 9.38 1.77 2.31 | 0.00051
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Anexo VIII: Métodos y procedimientos para la determinacion de las
concentraciones de biomasa microbiana y la concentracién de
hidrocarburos totales in vitro durante su crecimiento en sustrato diésel
como Unica fuente de energiay carbono

De previo a esta etapa de investigacion se han aislado y obtenido tres consorcios
bacterianos adaptados al consumo de diésel como fuente Unica de carbono y
energia, capaces de degradar a este hidrocarburo. Asi mismo se ha realizado la
caracterizacion de las comunidades bacterianas que integran estos consorcios
obtenidos.

e Determinacion de la concentracion de biomasa

La concentracion de biomasa con respecto al tiempo se determind, midiendo la
densidad o6ptica (DO) del cultivo mediante espectrofotometria a 600 nm,
eliminando la turbidez correspondiente al medio de cultivo sin in6culo con la
realizacion de blancos. Estas medidas se realizaron durante los experimentos en
un espectrofotometro Modelo Pharma Spec 1700 (Ver Figura 8.1).

Figura 8.1: Espectrofotometro Modelo Pharma Spec 1700 Marca Shimadzu.

Para determinar la medida real de la concentracion de microorganismos en las
muestras (g/L), se realiz6 la calibracién de la curva de DO, dado que esta no es la
medida real de la concentracion de microorganismos en las muestras de los
experimentos, no obstante, es una medida facil y rapida. Se asumié que la
concentracion real de microorganismos se determiné como la concentracion de
sélidos volatiles (SV), presentes en la muestra analizada.

El procedimiento de trabajo aplicado para medir la concentracion de biomasa
presente en la muestra de andlisis fue el siguiente:

e En un matraz Erlenmeyer de 1L de capacidad se adicionaron 400mL de
medio BHB al 1% (v/v) en diésel y 4mL de un in6culo del consorcio
microbiano. Esta solucion obtenida, se coloc6 en un bafio de agitacion a
una temperatura de 25°C y con una velocidad de agitacién de 130rpm.
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e Ao largo del periodo de incubacion, y durante intervalos de 5 a 10 horas
se tomaron muestras trasvasandolas a tubos Falcon para determinar la DO
y con la curva de calibracion se determind la concentracion de solidos
volétiles (SV).

Tabla 8.1: Relacién entre DO y SV para determinacion de la concentracion de
biomasa, gcelulas/L

DO SV (gcetutas/L)
DOo SVo
DO1 SVi
DO, SVo
DOs SVs
DOy SV

(Elaboracion propia)

Con los datos obtenidos de las mediciones de DO y SV con relacion al tiempo y
usando EXCEL, se ajustaron la curva de calibracion que relaciona DO y SV,
obteniendo la ecuacion para determinar la concentracion de biomasa de los
microorganismos en cada momento de tiempo de medicién y el valor de R?, como
medida de la exactitud del ajuste.

e Determinacion de la concentracion de hidrocarburos totales de petréleo

La medida de la concentracion de hidrocarburos totales del petroleo (TPH), en el
presente caso la fraccion de diésel, ha sido, el parametro analitico utilizado en
estos experimentos para establecer la capacidad de degradacion de hidrocarburos
por los microorganismos presentes en el consorcio.

La determinacion de la concentracion de TPH se realizé mediante cromatografia
gaseosa en un cromatografo de gases Trace GC Ultra (Thermo Fisher Scientific),
en los Laboratorios de Pace Analytical Services, New Orleans.

"

Figura 8.2: Cromatdgrafo de gases Trace GC Ultra (Thermo Fisher Scientific)
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En este, se extrajo con n-hexano y separdé en una micro-columna ULTRA FAST
capilar con una longitud de 5 m, 0.1 mm de diametro interno y 0.4 um de espesor
de fase con un detector de ionizacion de llama, la fraccion de diésel presente en
las muestras. El inyector y el detector se programaron a una temperatura de 250°C
y 280°C, respectivamente y la rampa térmica a empleada fue con Tinicia = 50°C
durante 0.1 minutos, seguida de un gradiente de 40°C/min hasta una Tfina = 280°C
durante 2.68 minutos.

El gas portador utilizado fue helio de maxima pureza y se trabajé a flujo constante
de 50 mL/min. Los gases de llama utilizados fueron aire, nitrégeno e hidrégeno. El
volumen de muestra utilizado por analisis fue de 1.5 uL y la inyeccién de la misma
se realiz6 en modo Split. El equipo trabajé en modo automético dado que consta
de un muestreador programable.
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Anexo IX: Métodos y procedimientos para el establecimiento de la influencia
de los pardmetros: tipos de consorcio, concentracién del sustrato y
temperatura en el proceso de biodegradacion de hidrocarburos in vitro

Una vez desarrollados los consorcios microbianos, e identificados aquellos
microorganismos con capacidad de degradacion de hidrocarburos, se procedié al
establecimiento de la influencia del tipo de consorcio, de la concentracion del
sustrato y de la temperatura en el desarrollo de la reaccion bioguimica para la
produccién de biomasa y el consumo de hidrocarburos contaminantes. Para ello
se llevaron a cabo las corridas necesarias de experimentos discontinuos de
biodegradacion in vitro con los tres tipos de consorcios: consorcio A, consorcio B
y consorcio C, de previo aislados de los emplazamientos de suelos contaminados
y adaptados al consumo de diésel.

El disefio del experimento aplicado se presenta en la Tabla 9.1, en el que se han
considerado tres factores cada uno con tres niveles. Se estudiod la influencia de
tres temperaturas de reaccion: 25, 30 y 35 °C, todas dentro del rango para
microorganismos mesofilos, para analizar la dependencia de la produccion de
biomasa relacionado con el crecimiento de los consorcios microbianos capaces
de degradar hidrocarburos (HiC) con ésta. A su vez, se estudio la influencia de la
concentracion inicial (Co) de diésel con tres concentraciones distintas de: 0.5, 1y
3 % en volumen. No obstante, a las temperaturas de 25 y 35 °C, no se pudo
registrarse crecimiento microbiano, de igual manera para una concentracion inicial
del 0.5% de diésel para una temperatura de 30°C.
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Tabla 9.1. Disefio del experimento para establecer la influencia para los
parametros operacionales: tipos de consorcio, concentracion del sustrato y
temperatura en el proceso de biodegradacién de hidrocarburos in vitro

Factores Variables Respuestas
Consorcio Co Temperatura  Concentracion de  Concentracion
(%viv) (°C) biomasa final del sustrato
(Microorganismo) (Diesel)

A 0.5 25
1.0
3.0
0.5 30
1.0
3.0
0.5 35
1.0
3.0

B 0.5 25
1.0
3.0
0.5 30
1.0
3.0
0.5 35
1.0
3.0

C 0.5 25
1.0
3.0
0.5 30
1.0
3.0
0.5 35
1.0
3.0

(Elaboracion propia)
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Anexo X: Composicion microbiana de consorcios A, By C por especies

Tabla 10.1: Composicion de los consorcios A,By C

Consorcio A Consorcio B Consorcio C
Achromobacter Micrococus spp Achromobacter
xylosoxidans xylosoxidans
Burkholdeira cepacias Pseudomonas Aeromononas
fluorecens sobria
Ochorobactrum antropi Sphingobacterium Ochorobactrum
multivorum antropi
Pseudomonas fluorecens Sphingobacterium Rhizobium
spp radiobacter
Sphingonomaspaucimobilis Staphyloococcus Staphyloococcus
lentus lentus
Sphingonomaspaucimobilis Staphyloococcus -
sciuri
Staphyloococcus lentus Stebnotrophomonas -
maltophia
Stenotrophomonas - -
maltophilia
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