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1. Introduccion

En Nicaragua, el diésel ha sido uno de los hidrocarburos mas utilizados en sectores
estratégicos como el transporte, la generacion de energia y la agricultura. Sin embargo,
su manejo inadecuado ha provocado multiples derrames y filtraciones que han
contaminado suelos agricolas e industriales, generando riesgos ambientales y
sanitarios. El diésel estda compuesto por una mezcla compleja de hidrocarburos alifaticos
y aromaticos, muchos de ellos con toxicidad comprobada, capaces de persistir en el
ambiente, alterar la estructura del suelo, y migrar hacia los acuiferos, comprometiendo
la calidad del agua subterranea (Gémez & Montalvo, 2016; EPA, 2020).

Frente a esta problematica, se han desarrollado diversas tecnologias de remediacion de
suelos contaminados. Entre ellas, la biorremediacion ha destacado por ser una
alternativa ambientalmente amigable, al utilizar microorganismos para degradar
compuestos organicos peligrosos. Esta técnica ha sido aplicada tanto in situ como ex
situ, mostrando, en diversas experiencias internacionales, beneficios en términos de
reduccion de costos y minimizacion de impactos ambientales cuando se adapta a las

condiciones especificas del sitio (Vidali, 2001; Zhao et al., 2019).

En Nicaragua, algunas empresas privadas comenzaron a implementar procesos de
biorremediacién a partir del ano 2005. Sin embargo, muchas de estas experiencias
resultaron poco efectivas, debido al uso de métodos empiricos, productos quimicos
externos y la subutilizacién del potencial degradador de los microorganismos nativos.
Este bajo rendimiento ha sido atribuido, en gran medida, al desconocimiento del
comportamiento cinético de los consorcios microbianos del suelo contaminado, asi

como a la falta de control de variables operativas criticas (Alvarez, 2020).

Con base en ese contexto, en la presente investigacion se diseid un biorreactor
discontinuo de mezcla perfecta, destinado al cultivo y reproduccion de biomasa
microbiana proveniente de suelos contaminados con diésel. El disefio se sustentd en la
aplicacion de modelos cinéticos, utilizando datos experimentales y simulaciones
computacionales para caracterizar el comportamiento de consorcios bacterianos

nativos, bajo condiciones aerdbicas. Se establecieron los parametros cinéticos mediante



el modelo de Monod, y se determinaron las dimensiones geométricas y operativas del

biorreactor considerando criterios hidraulicos, térmicos y mecanicos.

Como parte del estudio, se revisaron antecedentes clave para el disefio del sistema. La
tesis de Rivera (2010) fue una referencia fundamental al presentar el disefio de un
biorreactor batch para bacterias biodegradadoras de petréleo. Fitoria (2021) aport6é una
comparacion detallada de modelos cinéticos aplicados a la degradacion de
hidrocarburos por consorcios microbianos in vitro, proporcionando herramientas
metodoldgicas valiosas para esta investigacion. Asimismo, Hernandez (2021) desarrollo
una propuesta para la instalacion de una planta biorremediadora, incluyendo el disefio
de un reactor batch y un analisis de viabilidad técnica y econdmica. Estos trabajos

sirvieron como base conceptual y técnica para el presente estudio.

La investigacién se orientd no solo a proponer una solucion técnica de remediacion, sino
también a generar conocimiento aplicado que permita fortalecer futuras iniciativas de
saneamiento ambiental en contextos similares. El uso de microorganismos autoctonos
cultivados en condiciones controladas busca potenciar la eficiencia del proceso de
biorremediacion, adaptandolo al entorno nicaraguiense y contribuyendo a la gestidon

sostenible de suelos contaminados.



2. Justificacion

La contaminacion de los suelos por hidrocarburos derivados del petréleo representa una
de las amenazas mas persistentes y complejas para los ecosistemas terrestres. Estos
contaminantes alteran la estructura, fertilidad y biodiversidad del suelo, ademas de
presentar una alta capacidad de migracion hacia cuerpos de agua subterraneos,
poniendo en riesgo su calidad y disponibilidad (Vidali, 2001; Atlas & Hazen, 2011). Esta
situacion agrava la crisis hidrica y representa un riesgo para la salud humana, la

seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental (EPA, 2020).

Ante este panorama, resulta urgente el desarrollo de soluciones biotecnologicas que
permitan la recuperacion eficiente de suelos contaminados. La biorremediacion, basada
en el uso de microorganismos capaces de degradar compuestos organicos, se presenta
como una alternativa efectiva, de bajo costo y ambientalmente amigable (Gomez &
Montalvo, 2016).

Este estudio propone el disefio de un biorreactor discontinuo para el cultivo de
consorcios bacterianos nativos, adaptados a suelos contaminados con hidrocarburos,
utilizando modelos cinéticos y simulacion computacional para su dimensionamiento y
validacion técnica. Esta investigacion no solo contribuye a la mitigacion de impactos
ambientales, sino que también fortalece las capacidades locales para la gestion
sostenible del territorio, aportando herramientas para futuras investigaciones y

aplicaciones practicas en distintos contextos de contaminacion (Zhao et al., 2019).



3. Objetivos.
3.1.- Objetivo General

e Disefar un reactor discontinuo para cultivo de consorcios bacterianos
usados en biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos.

3.2.- Objetivos Especificos

+ Determinar el comportamiento cinético del consorcio bacteriano durante
su crecimiento

» Establecer el modelo cinético que rige el proceso de produccion del
consorcio bacteriano, usando métodos de modelacion y simulacién de
procesos, para obtencion de sus parametros cinéticos.

» Definir las dimensiones geométricas del reactor y sus requerimientos
constructivos, conforme su desempefio cinético, hidraulico, térmico v,
mecanico.



4. Marco Teérico

4.1 Los hidrocarburos del petréleo

El petroleo es un combustible natural compuesto de varios tipos de hidrocarburos, es
decir, de moléculas que contienen basicamente, carbono e hidrégeno. Los hidrocarburos
del petroleo pueden dividirse en cuatro categorias de compuestos: los saturados, los
aromaticos, las resinas y los asfaltenos. 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).

4.1.1 Hidrocarburos como contaminante

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 contaminacion
ambiental (Jacobucci, Vasconcelos, A., & Falconi, 2000). El petréleo contamina el
ambiente en las diferentes etapas de su explotacién, 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 petréleo, depdsitos de petrdleo, aeropuertos, bases militares y
estaciones gasolineras (Jacobucci, Vasconcelos, A., & Falconi, 2000). La contaminacién
del suelo con hidrocarburos impide la utilizacion 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).



4.1.2 Diésel

El diésel o gasodleo derivado del petréleo esta 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 formula quimica general del diésel comun es C12H23, incluyendo

cantidades pequefias de otros hidrocarburos cuyas férmulas van desde C1oHz20 a C15H2s.

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 inméviles, de baja volatilidad y baja solubilidad en agua (Dorn &

Salanitro, 2000). Muchos de ellos son carcindbgenos y mutagénicos.

4.1.2.1 Propiedades

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 gasodleo 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 CO2 del diésel son de 73.25 g/MJ, solo ligeramente mas bajas

que la gasolina, con 73.38 g/MJ.

4.1.2.2 Efectos en la salud

Algunos estudios médicos revelan que la exposicion a las emisiones de diésel
afecta principalmente el sistema respiratorio, agravando el asma, alergias, bronquitis, y
la funcién pulmonar. El diésel tiene una mayor eficiencia con relacién a subproductos del
petréleo, ya que contiene una densidad energética mayor que la bencina. También es
mas economico, al requerir un menor proceso de refinacion, pese a ello, es uno de los

combustibles mas contaminantes.



4.1.3 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 senalar que, de todos los derivados de
petroleo, el diésel es el que mas 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 petréleo

correspondientes a 2017, se destacaron las siguientes:

+ La distribucién del mercado de los derivados del petréleo, 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%.

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

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

» Cuatro sectores participan con el 79.3% en el volumen total de consumo de los
derivados del petréleo: estaciones de servicios, 36.1%; energia, 26.3%; comercio,

9.6%; e industria manufacturera, 7.5%.

4.2 Biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos

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 tdxicos, y en algunos casos
alcanzando la mineralizacién, produccion de CO2 y el H20, 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 microbiolégicas del suelo y de las caracteristicas quimicas del
contaminante (Leahy & Cowell, 1990). Con base a la informacion obtenida de la
caracterizacion del sitio del derrame y conocimiento de las condiciones optimas 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
poblacién varian ampliamente. En términos generales, se encuentran del orden de 106-
109 bacterias cultivables y en torno a 104-107 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

numero mas 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, pudiendo
llegar a adaptar su metabolismo en funcion de las condiciones ambientales en las que se

encuentren y los parametros fisicoquimicos que presente el suelo.

La respuesta de la microflora 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, Banat, Tharira, & Thayumanavan, 2002).

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 difusidon hacia la célula produciendo sustancias como

carbohidratos, acidos grasos, enzimas y biosurfactantes, que actiuan como un biofilm



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. La
fraccién 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, Veradaraj, Flocco &
Lessard, 1999). Para comprender mejor esta tecnologia es necesario conocer las
interacciones bioquimicas y microbiolégicas que ocurren en el suelo y que pueden

resumirse, segun Gothalwal (2013), en:

*Los procesos bioquimicos afectan por igual a microorganismos exdégenos y

enddgenos del suelo.

*Los requisitos de crecimiento microbiano son los mismos para los cultivos

desarrollados en laboratorio o en campo.

* Un microorganismo afadido 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.

* 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 quimicas el micro-habitat en el que se

van a desarrollar.
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4.2.1 Tipos de biorremediacion

Los procesos de biorremediacion pueden ser divididos basicamente en tres clases.
Primero, en atenuacién 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 Optimas de
degradacion se puede determinar la factibilidad de una técnica de biorremediacion para

cada sitio especifico.

4.2.2 Factores que afectan el proceso de biorremediacion

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

factores mas importantes que dominan la biodegradacion de hidrocarburos, como lo son:

4.2.2.1 Cantidad y estado del hidrocarburo

Concentraciones muy bajas de hidrocarburos son solubles en agua, pero, la mayoria de
los derrames de hidrocarburos del petrdleo se producen en concentraciones que

sobrepasan en gran medida el limite de solubilidad (Atlas, 1991).

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 volatiles o 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 petroleo, pero
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la absorcién y adsorcién de las sustancias humicas del suelo probablemente contribuyan

a la formacién de residuos persistentes (Leahy & Cowell, 1990).

Segun Atlas (1991), 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 biodegradacién, no se dan
concentraciones a partir de las cuales las bacterias queden totalmente inhibidas. En otros
estudios (Rahman, et al., 2002; Del'Arco & FranCa, 2001; Hui, et al., 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.

4.2.2.2 Temperatura

La temperatura tiene influencia en la biodegradacién del petréleo debido, por un
lado, a su efecto en la naturaleza fisica y la composicion quimica de los hidrocarburos vy,
por otro lado, a su efecto en los microorganismos y la composicion de las comunidades
microbianas (Atlas, 1991; Dibble & Bartha., 1979; Leahy & Cowell, 1990; Rahman, et al.,
2002; Pollard, et al., 1994).

(Atlas, 1991) encontr6 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 bioldgicos

puede llegar a tener efectos significativos, ya que, conforme aumenta la temperatura, las
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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.

4.2.2.3 Oxigeno

La mayor parte de hidrocarburos presentes en los productos petroliferos son
degradados en mayor medida y con mayor rapidez de forma aerdbica (O2 como aceptor
final de electrones), ya que, en ausencia de Oz, y en presencia de aceptores de
electrones alternativos (NOs- , SOs 2, CO2, Mns+ y Fes+) los hidrocarburos pueden ser
degradados, pero con unas tasas de biodegradacion muy inferiores a las aerdbicas
(ViAas, 2005; Leahy & Cowell, 1990).

4.2.2.4 Humedad

El exceso de agua en un suelo desplaza el aire residente en los poros del suelo,
generandose con mayor facilidad condiciones anaerébicas, al agotarse el oxigeno
disuelto en agua. Dibble & Bartha (1979), describieron un rango de humedad 6ptimo del
30-90% de saturacion en agua para la biodegradacion aerdbica de lodos contaminados
con crudo de petrdleo, 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%.

4.2.2.5 Poblaciones microbianas

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 extensiéon de

la biodegradacién como es el caso del petréleo.

En emplazamientos previamente contaminados, en ecosistemas complejos como
es el suelo, los microorganismos autdctonos poseen una elevada biodiversidad influida,
en gran medida, por la diversidad de las condiciones ambientales y varios factores
fisicoquimicos y biolégicos (Baek, 2004; Volkering, Breure & Rulkens, 1998; Hui, et al.,
2007). Es decir, los organismos del propio ecosistema contaminado son los mas

eficientes para realizar la biodegradacion.
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4.2.2.6 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 sinterizacion. Los nutrientes, normalmente requeridos, son el fosforo y el
nitrégeno, por tanto, las concentraciones asimilables de dichos elementos presentes en
el suelo, suelen ser limitantes para un incremento y activacion de la poblacion
microbiana, mientras que otros nutrientes esenciales como el Ca, Na, Fe y SO ya estan

presentes en cantidades suficientes (Menn, Easter & Sayle, 2000).

4.2.2.7 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 micro agregados (formados
principalmente por arcillas) que en macro agregados (Bronick & Lal, 2005). Lo que
produciria que el movimiento de carbono organico del suelo estad 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 micro
agregados) queden secuestrados algunos hidrocarburos, asociados a esta estructura,
que no pueden ser metabolizados por las bacterias como es el caso de algunos PAHs
(Amellal, et al., 2001).

4.2.3 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

comparacién con otros métodos que tienden a formar subproductos de mayor toxicidad
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que la de los contaminantes originales, hacen que su popularidad sea grande al

percibirse como mas respetuosos con el medio ambiente que el resto de las tecnologias.

Sin embargo, el desconocimiento de sus posibilidades de aplicacién, en términos
de biodegradabilidad, por parte de consultoras y administraciones encargadas de las
autorizaciones, es un problema anadido y contribuye a atribuirle dudas en cuanto a su
eficacia. Los procesos de biorremediacién 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.

4.2.4 Microorganismos en la biorremediacion

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en funcion de los
parametros fisicoquimicos (pH, temperatura, humedad) asi como de los compuestos
quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petrdleo y los hidrocarburos
se encuentran naturalmente presentes en el suelo, o que ha permitido a muchos

microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos para sobrevivir.

La formacion 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 exposicidon 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,
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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).

4.3 Ciclo de crecimiento bacteriano

En microbiologia, la palabra crecimiento se define como un incremento en el
numero de células o de masa celular por unidad de tiempo de una poblaciéon 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 acompafian de
divisiones celulares, el crecimiento produce un incremento de tamano, pero no del

ndmero de células.

4.3.1 Fases del crecimiento bacteriano

La curva de crecimiento de un cultivo microbiano como la que se muestra en la
figura 5.1 puede ser subdividida en cuatro partes distintas denominadas fase de latencia,

fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

Figura 5.1
Fase de Crecimiento Tipica de una Poblacién Bacteriana
Fuente: (Madiga, et al., 2015)
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4.3.1.1 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.

4.3.1.2 Fase exponencial o logaritmica

Es aquella durante la cual los microorganismos crecen y se dividen hasta el nivel
maximo posible, en funcién de su potencial genético, tipo de medio y las condiciones en
que crece. En este periodo hay una relacién lineal entre el logaritmo del numero de
células (o cualquier otra propiedad medible de la poblacién) y el tiempo. Los
microorganismos se dividen y duplican en numero 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.

4.3.1.3 Fase estacionaria

Es resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles o del efecto de
acumulacion de productos toxicos 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.

4.3.1.4 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 funcion
exponencial que puede ser representada por una disminucién lineal del numero de las

células viables a lo largo del tiempo (Madigan, M. T., Martinko, J. M., & Parker, J., 1997).
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4.3.2 Adaptabilidad y variabilidad de respuestas microbianas

El proceso de adaptacion de los microorganismos a las condiciones del medio en
que se encuentran depende de varios factores como es el caso de la composicién del
medio mismo o del estado fisioldégico de la cepa, entre otros. Por eso, la variabilidad de
las respuestas microbianas influye de manera distinta en la prediccidon 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 generacién y la velocidad de crecimiento.

4.3.2.1 Tiempo de latencia

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.

La duracion de la fase de latencia se ve afectada por factores como la identidad vy el
fenotipo de la bacteria, el tamafio del indculo, la historia fisiolégica de la poblacién y por
los cambios en el medio fisicoquimico, tales como la temperatura, el pH, la actividad de
agua y la disponibilidad de nutrientes. La duracion del tiempo de latencia suele ser
estimado erréneamente. Esto es usualmente atribuido al efecto de la historia previa de

las células.

4.3.2.2 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 que todos los
componentes del cultivo aumenten en un factor de 2. Durante este periodo de generacion
el numero de células y la masa celular se duplica. El tiempo de generacion esta

directamente relacionado con la velocidad de crecimiento exponencial, que se define
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como la pendiente de la curva de crecimiento logaritmico en la fase de crecimiento

exponencial.

El tiempo de generacién es util como indicador del estado fisiolégico de una poblacion
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).

4.3.2.3 Velocidad de crecimiento

El crecimiento se define como un incremento en el numero de células microbianas en
una poblacién, 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

numero de células o masa celular por unidad de tiempo.

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 numero 0 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 caracteristicas genéticas del microorganismo
(Madigan, M. T., Martinko, J. M., & Parker, J., 1997).

4.3.3 Modelo cinético

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

de productos individuales en otras condiciones de operacion”.

4.3.3.1 Modelo de Monod

Monod fue el primero en investigar el efecto de la concentracién de sustrato sobre la

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

E _ Mmax*C

2t = ke ¥ X (4.1)

Donde:

dx
T Es la velocidad de crecimiento de la célula (g/L*h):

*  Wmax €S la velocidad maxima de crecimiento (h™);

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

« Xes la concentracion de células (g/L);
* C es la concentracion de sustrato (g/L).

Este modelo se simplifica en las siguientes condiciones particulares:

L. « X

K,<<C.ar Hmax (4.2)
dX _ Mmax

K>>C. a~ Kk “2*C (4.3)

Monod asumié 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

anadir otros términos para tener en cuenta estos efectos (Monod, 1949).

4.3.4 Modelo matematico a utilizar para encontrar los parametros de los modelos

cinéticos en el proceso de biorremediacion
4.3.4.1 Método 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
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completa el ajuste, Berkeley Madonna deja los parametros 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 grafico.

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 ejecucién. Cuando se complete la operacion de
ajuste de la curva, Berkeley Madonna informa la desviacién del valor cuadratico medio

(RMS) del mejor ajuste en un cuadro de dialogo en el grafico.

Berkeley Madonna proporciona tres métodos de integracion de tamano 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 inicializacién) es igual a: (STOPTIME —

STARTTIME)/DT. El algoritmo que utiliza el programa es el método clasico RK de cuarto

orden:
Vier = Yi+3 (ks + 2ky + 2k; + kg) < h (4.4)
Donde:
ki= f(xi, yi) (5.5)
kZ:f(xiJr%h»J’ﬁ%klh) (5.6) k, =f(xi+%h'yi+
~kyh)
ks =f (xz' + %h» yit %"‘2h) (4.7)
ka= f(xi+ h, yi+ ksh) (4.8)

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).
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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 k3). Estas después se emplearan para realizar
predicciones al final del intervalo que se usaran para desarrollar pendientes al final del
intervalo (las ka). Por ultimo, las k se combinan en un conjunto de funciones
incrementadas [como en la ecuacién (5.4)] y se llevan de nuevo al inicio para hacer la

prediccién final.

4.4 Diseio del reactor

“El disefo de biorreactores es una tarea de ingenieria bastante compleja. Los
microorganismos o células son capaces de realizar su funcion deseada con gran
eficiencia bajo condiciones Optimas. Las condiciones ambientales de un biorreactor tales
como flujo de gases (por ejemplo, oxigeno, nitrégeno, didxido de carbono, etc.),
temperatura, pH, oxigeno disuelto y velocidad de agitacion o circulacion, deben ser

cuidadosamente monitoreadas y controladas.

La misma propagacion celular puede afectar la esterilidad y eficiencia del
biorreactor, especialmente en los intercambiadores de calor. Para evitar esto, el
biorreactor debe ser facilmente limpiable y con acabados lo mas sanitario posible.”3 Los
biorreactores industriales usualmente emplean bacterias u otros organismos simples que
pueden resistir la fuerza de agitacion. También son faciles de mantener ya que requieren

sélo soluciones simples de nutrientes y pueden crecer a grandes velocidades.

El biorreactor esta provisto de un sistema de agitacion, ademas se requiere de un

sistema que inyecte aire en el cultivo.

El aire se inyecta por la parte inferior del tanque y es distribuido por una corona que

posee pequenos orificios espaciados regularmente.

El sistema de agitacion se completa con cuatro o seis deflectores que tienen por
finalidad cortar o romper el movimiento circular que imprimen las turbinas al liquido,

generando de este modo mayor turbulencia y mejor mezclado.
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El tanque esta rodeado por una camisa por la que circula agua, lo que permite

controlar la temperatura.

Componentes basicos para el disefio del reactor:

El recipiente debe ser esterilizable, resistente a la corrosién, construido con
materiales que no sean toxicos (acero inoxidable).

Entrada/salida de aire o gases

Entrada del medio de cultivo y salida del producto obtenido

Alimentacion del indeculo

Panel de control
Sistemas de agitacion mecanica

Figura 5.2: Disefio del Biorreactor 1
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4.4.1 Sistema de aireacioén

El sistema de aireacion externamente comprende las lineas de entrada Fi y salida
de aire Ffe internamente debe optimizar la transferencia de gases nutrientes (aire) hacia
el medio liquido. Un sistema de aireacion consta de cuatro partes mecanicas: fuente de
aire; tuberia vy filtros de entrada; boquilla y difusor de aire; tuberia y filtros de salida. Y
tres partes de control: control de flujo aire; control de presién de aire; control de difusion

de oxigeno disuelto.

Fuente de Aire: Dado que el sistema de aireacién, en su conjunto, depende de la correcta

eleccioén del dispositivo que suministrara la fuente de aire, se siguieren dos opciones:

Compresor de Aire

Su principal caracteristica es que opera con alta presion y bajo caudal de aire; por eso,
cuando operan, es de manera continua o, cuando se requiere capacidad, debe haber
un tanque de almacenamiento a alta presion como parte del sistema. Una segunda e
importante caracteristica es que produce un alto nivel de ruido = 80dB y una tercera es
que, si el compresor es de tipo pistdon debe lubricarse con aceite, por lo que, esta
caracteristica se incluye en el disefo como: auto lubricado (oiless) o no lubricado (oil

lubricated).

Existen dos tipos de disefio constructivo para compresores de aire:

a. El Compresor de Diafragma: Esta disefiado para un trabajo de operacion continua; su
presion operacion es moderada = 60psia y como su nombre lo indica, utiliza un
diafragma o fuelle para impulsar y comprimir el aire. EI compresor de diafragma
resulta adecuado para oxigenar volumenes medianos de cultivos 0 microorganismos
aerobicos.

b. El Compresor de Piston: Es mas utilizado comercialmente, no obstante, para cultivos
celulares sensibles (células de membrana plasmatica), no es recomendable, por
cuanto, su presion de operacion es muy alta (80psia o mas) para estos cultivos y

puede causar dano celular severo o la lisis de las células; y porque, el pistdn debe
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lubricarse con aceite y esto ocasiona que se filtre en pequenas cantidades a la

corriente de aire.
Soplador Regenerativo

Se caracteriza por funcionar como si fuera una bomba centrifuga de succién y
desplazamiento de aire por lo que, opera con presion negativa (vacio) en la succién y
presion positiva (compresion) en el desplazamiento. Aunque su rango de accion es
pequeino: £ 20"H20 a + 40"H20 en cuanto a las presiones de operacion, su capacidad
de desplazamiento de aire es muy alta 30cfm - 50cfm o 1000 L/min - 1500 L/min por lo
que, puede movilizar grandes volumenes de aire. Tuberia - Linea de Aire: esta debe ser

de acero inoxidable.

Filtros de las Lineas de Aire: Para sistemas pequefios de diametros de tuberia estandar,
se utilizan filtros en linea con la tuberia; estos son de membrana microporo que filtran el
99,99% de los contaminantes. Para sistemas mayores (industriales) debe disefiarse un
meétodo de esterilizar in situ la linea de aire; generalmente se hace calentando

fuertemente la linea de aire y luego enfriarla.

Las membranas microporo que filtran el aire tienen un punto de burbuja que es la presion
de agua maxima que pueden soportan antes de romperse (recuerde que el sistema tiene
un medio liquido) y un flujo maximo el cual es el maximo caudal que puede soportar la

membrana antes de su ruptura.

Difusor de Aire: Los cultivos aerébicos requieren que la corriente de aire estéril que se
difunda en la forma de miles de pequefias burbujas, desde el difusor de aire, hacia el
volumen del liquido; esta accion se realiza mediante un plato o domo cilindrico de acero

inoxidable finamente perforado.

Alternativamente vy si el sistema es pequefio o mediano en escala, se puede utilizar un
difusor de material ceramico poroso el cual, tiene la ventaja de que, provee una cama
mas fina de burbujas (de menor diametro) y mayor area de transferencia (volumen de

burbujas).
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4.4.2 Sistema de control de temperatura

Mantiene estable y dentro de un rango 6ptimo requerido por el cultivo para su maximo
crecimiento, la temperatura interna del sistema. Un sistema de control de temperatura

consta de:

Dos sistemas de Intercambio Térmico
» Intercambiador de Calor: Dispositivo de intercambio térmico que genera calor o
absorbe el calor excedente. El intercambiador de calor de caso y tubos es el mas
usado y se define por su area de transferencia de calor; a mayor area de
transferencia de calor, mayor capacidad de absorber calor.
» Serpentin: Medio fisico por el cual el calor es absorbido o transmitido al fluido. El
tubo del serpentin debe ser de acero inoxidable 304 o 316 (preferiblemente) y se

recomienda que sea delgado para una mejor transferencia de calor.
Un Sistema de Control

. Controlador de Temperatura: sistema que ordena y regula la accion del

motor que controla las servo valvulas que regulan el flujo de liquido frio o caliente.

. Un Sistema de Medicién: Sensor de Temperatura: sonda (termocupla) que
mide la temperatura.
. Un Servo Control: Servo Controlador de Temperatura: controla la

temperatura a la que debe abrir o cerrar la valvula solenoide.
Un Sistema Regulador de Paso de Flujo

. Valvula Solenoide: Servo mecanismo actuador que regula el flujo (paso) de

liquido por la tuberia o linea de paso (abre o cierra el flujo del liquido).
Un sistema de Conduccion de Fluido

. Tuberias de Conduccion de Agua: el agua es fluido térmico por excelencia
para la transferencia de calor por conduccion a través de las paredes metalicas

de la tuberia. Estas deben ser de acero inoxidable.

Nota: Las tuberias deben anclarse al cuerpo del biorreactor mediante un puerto de

entrada que es soporte hermético que la sujeta a la superficie plana.
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. Temperatura Optima: la temperatura es otro factor ambiental que influye y
que afecta el crecimiento del cultivo microbiano y celular; poniendo el juego, la
propia supervivencia de la célula o microorganismo. La temperatura afecta a las

células y microorganismos cultivados de dos formas distintas:

Conforme aumenta la temperatura, aumenta también la velocidad de las reacciones

enzimaticas y el crecimiento se hace mas rapido;

Por encima de un maximo temperatura, se produce la desnaturalizacién de las proteinas
celulares y la descomposicion de los componentes celulares esenciales para mantener

la vida, causando la muerte de las células o microorganismos en cultivo.

4.4.3 Sistema de agitacion

Tiene la funcidon de generar la potencia necesaria para producir una mezcla
perfecta para el sistema de cultivo y producir un régimen de agitacion adecuado que,
maximice la difusion de gases en el liquido y minimice la produccién de esfuerzos
cortantes y la presion hidrodinamica local y global, para optimizar los fendmenos de

transferencia de momentum, calor y masa
Un Sistema de Agitacién Consta de Cuatro Partes Mecanicas:

* Motor Impulsor: Suministra la potencia al eje de potencia; debe ser de corriente
alterna (a.c), preferiblemente de induccién y su potencia debe calcularse para
manejar el doble (200%) de la potencia tedrica requerida para agitar el fluido y el
cultivo a Re=3000.

* Motor de Induccién (A.C): Sado que un biorreactor debe operar de forma continua
durante todo el proceso de cultivo; se requiere un motor capaz de resistir largos
periodos de operacion continua y trabajo duro; por eso, el motor debe ser de
induccion de corriente alterna (a.c) y debe ser acorazado, preferiblemente en
acero inoxidable.

» Eje Trasmisor de la Potencia: Es una barra cilindrica de acero inoxidable 316L y

por lo general se disefia en diametros estandar: %", %", etcétera para mayor
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facilidad de ajuste a los estandares de motores a.c. Su longitud depende de la
profundidad del contenedor (tanque).

» Acople del Eje Transmisor: Ajusta y fija al motor, el eje transmisor de potencia.
Existen dos tipos de acople:

a) Acople-adaptador de tipo taladro el puerto de entrada se acopla al eje del motor
por fijacién directa. El puerto de salida es un dispositivo que se adapta a varios
diametros de broca y sujeta o abraza firmemente el eje transmisor de potencia por

presion y abrasion; similar al que utilizan los taladros mecanicos.

b) Acople-ajustador de tipo tornillo-rosca el puerto de entrada se “enrosca” o se fija
firmemente al eje del motor. El puerto de salida es un dispositivo que “abraza” el

eje transmisor de potencia por un mecanismo de tornillo-rosca.

En ambos casos, el diametro del puerto de entrada del acople que es la unién de éste
con el eje del motor debe ser de diametro interno igual al diametro externo del eje del
motor y el didametro del puerto de salida que es dispositivo sujetador del eje transmisor

de potencia debe ser el mismo que el diametro externo del respectivo eje.

Puerto de Entrada del Biorreactor: se denomina puerto a la superficie fisica sobre el
cual se instala un dispositivo de entrada o salida al biorreactor, un anclaje o un aparato
mecanico o de medicién; el puerto es el medio por el cual, se ajusta o fija, tal dispositivo
o artefacto a la pared o superficie del tanque o del biorreactor. Como se observa en la
fotografia, el puerto de entrada es la tapa o cara superior del tanque biorreactor y en
donde se anclan o sujetan todos los dispositivos y periféricos que se requieren para su
operacion. Cada dispositivo de anclaje o sujetador también un puerto menor cuyo
diametro externo es la superficie externa total y cuyo diametro interno es el diametro
externo del dispositivo que sujeta. Algunos puertos tienen dos diametros internos, cuando
el dispositivo que sujetan tiene diametro externo y diametro interno; por ejemplo, los

sensores o probetas medidores y el sello mecanico del eje del agitador.

Sello Mecanico: su funcion es triple: evitar la contaminacion, mantener hermético el

sistema, servir de amortiguador de friccion. El sello mecanico también debe permitir la
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esterilizacion in situ del biorreactor, mediante una linea de vapor sobrecalentado. Un sello

mecanico, generalmente se disefia en una de dos configuraciones:

Cartucho rigido: que permite el rodamiento del eje de potencia a través de soporte de

cuerpo rigido que sella y aisla el paso de cualquier materia al interior del depdsito.

Cartucho flexible: que permite el rodamiento del eje de potencia a través de un soporte
fijo al exterior pero flexible en el interior y que también sella y aisla el paso de

contaminantes al interior del depdsito.

En ambos casos el sello mecanico se especifica de acuerdo al diametro eterno del
eje transmisor de potencia; el cual es el diametro interno del puerto del sello mecanico.
Dentro de lo posible se recomienda el uso de sellos flexibles ya que amortiguan mejor
las vibraciones mecanicas del eje transmisor de potencia; la desventaja es que esa

flexibilidad obliga a cambiarlos mas frecuente, pues el desgaste es mayor.

Eje Transmisor de Potencia: transmite la potencia del motor al impulsor, a través de, las
hojas de agitacion. Existen ejes en los cuales ya vienen incorporadas hojas o aspas de
agitacion, se disefian para operar en uno de dos sistemas de flujo, segun sea, la

orientacién espacial de las hojas o aletas:

Flujo axial: suministran mayor efectividad de mezclado (distribucion) y reducen la
potencia de mezclado requerida, al distribuir mejor la mezcla; sus hojas u aspas son

planas.

Flujo radial: generan mayor potencia de mezclado (turbulencia) y pueden causar dafo

celular; sus hojas o aspas son del tipo hélice.

Impulsores: son los dispositivos que impulsan el fluido y el movimiento, mediante hojas
0 aspas unidas al eje transmisor de potencia; pueden ser del tipo mecanico (agitador) o

hidraulico (turbina).

Agitadores: es un impulsor formado por hojas o aspas de agitacion conectadas al eje

transmisor de potencia; pueden tener una distribucion de flujo axial o radial.

Los propulsores de flujo radial pueden tener gran variedad de formas y disefios; dentro

de éstos, las hélices son las que mas se utilizan.
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Hélices: existen en tres disefios basicos que dependen de la orientacidén espacial:

(a) — Plano XY, (b) — Plano ZX, (c) — Plano ZY
Cada orientacién (plano) describe una superficie curva que es determinada por dos (2)

de tres (3) angulos de disefio:

(a) Plano XY, determina el angulo de inclinacion (a), este varia 15’ < a <45,
(b) Plano ZX, determina el angulo de torsion (), este varia 16’ < 3 < 32’;
(c) Plano ZY, determina el angulo de tension (y), este varia 15’ <y <45,
Por su gran potencia y la turbulencia que generan, las hélices no se recomiendan para

cultivos de células sensibles; solo deben utilizarse para cultivos bacteriales o micoticos y

a bajas velocidades de rotacion.

Control de Velocidad del Motor: Los motores de induccién de corriente alterna (a.c) tienen
velocidades nominales de rotacién de 1800rpm o 3600rpm. Estas velocidades son muy
altas para los sistemas biolégicos causando la destruccion de las células vy
microorganismos en cultivo. La velocidad de rotacién del motor debe entonces reducirse
a un maximo de 600rpm (revoluciones por minuto) para que no cause dafio celular.
Usualmente se acopla a la salida de eje del rotor una caja de reduccion de 1/3 o 1/6 para
bajar la velocidad de rotacion a 600rpm. Adicionalmente se coloca un control de
velocidad que puede ser analdgico o digital al motor para un control mas fino y preciso

de la velocidad de rotacion.
Criterios para caracterizar el trabajo de un agitador

Los agitadores se suelen enjuiciar por su tipo y potencia. El tipo suele dar una idea
del rendimiento que cabe esperar del aparato, dadas las condiciones de la agitacion y
las caracteristicas de los productos agitados. Para cada tipo, la mayor o menor potencia
que comunique al liquido viene a resultar sindbnimo de la rapidez con que pueden lograrse
los efectos requeridos. La potencia nominal con que designan los constructores a sus

aparatos suele estar referida al caso de que el agitador trabajase sumergido en el agua.

Para una agitacion concreta, el criterio que se suele seguir desde un punto de vista
funcional es el derivado del concepto intensidad o grado de agitacion, que se define por

la potencia suministrada a cada unidad de volumen del liquido.
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Modernamente se ha adoptado el siguiente criterio para juzgar la intensidad o grado de
agitacion:

Tabla 4.1:
Intensidad o Grado de Agitacion.

Grado de agitacion Potencia CVI/I

Débil Hasta 1,3*10*
Media 1,3*10% - 2,6*10*
Intensa 2,6*10*-6,6*10*
Muy intensa 6,6*10* en adelante

Nota: Fuente: Vian, Ocon. Elementos de Ingenieria Quimica

Dado un volumen de liquido a agitar, se pueden imaginar dos agitadores que
introduzcan en él la misma potencia y, sin embargo, tengan distinta eficacia agitadora;
uno podria ser muy grande y poco revolucionado, y el otro muy pequeino y animado de

muchas revoluciones.”
Disefio de Agitadores

Para disenar agitadores, es necesario determinar la potencia para accionar el
rodete del sistema de agitacion; el calculo de la potencia deberia realizarse a partir de

datos experimentales, es decir, mediante un procedimiento tedrico — experimental.

Para esto existen férmulas que dan la potencia necesaria para accionar un
agitador, dadas las dimensiones de éste, su tipo y las caracteristicas del sistema que se

trata de agitar.

En general, los factores que condicionan las caracteristicas de un agitador son:

. Sistema agitador (Rodete — Recipiente).

. Sistema Agitado

. Efecto que se pretende obtener con el agitador.
. Tiempo en el que se quiere tener este efecto.

. Potencia puesta en juego para accionar el agitador.
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4.4.4 Sistemas de intercambio térmico

“La transferencia de calor es un proceso el que se intercambia energia en forma
de calor entre distintos cuerpos o entre diferentes partes de un mismo cuerpo que estan
a distinta temperatura. El calor se transfiere por una combinacion de dos o mas de estos
tres procesos: conveccion, conduccion o radiacion. Uno de los mecanismos térmicos
(proceso) suele predominar sobre los otros dos, también es posible que los tres procesos

se den simultaneamente.

La conduccion es el proceso dominante en los intercambiadores de calor de casco
y tubos y en el tubo serpentin. Aunque el mecanismo exacto de la conduccion no se
comprende, se sabe que se debe al movimiento (energia cinética) de los electrones libres
que se mueven por la red cristalina del solido y transportan energia cuando existe una

diferencia (gradiente) de temperatura.” '

4.4.4.1 Resistencias térmicas

Resistencia térmica en la conduccion:

En estos casos se debe distinguir entre las diferentes geometrias que se presentan en
cada elemento resistivo; las configuraciones geométricas mas usuales: pared plana,

pared cilindrica y pared esférica.

- Cilindro

- Circuito eléctrico analogo para cilindro

- Paredes conectadas en serie

- Circuito eléctrico analogo para paredes compuestas conectadas en serie
- Paredes compuestas conectadas en paralelo

- Circuito eléctrico analogo para una pared compuesta conectada en paralelo

"OCON. V., 1979. Elementos de Ingenieria Quimica. pp. 721-729
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4.4.4.2 Intercambiadores de calor

“Un intercambiador de calor es un dispositivo disefado para transferir calor por un
mecanismo mixto de conveccion entre la pelicula de un liquido procesado (medio cultivo)
y la pared de un solido metalico, seguido de la conduccién del calor transferido al area
transversal del solido metalico (tubo o placa) y nuevamente la transmision de calor por

conveccion desde la pared del sélido metalico a otro fluido procesado (agua).”
Existen dos configuraciones para la direccion del flujo fluido:

a) Flujo paralelo: los dos fluidos entran por el mismo extremo y fluyen en el

mismo sentido.
b) Contra flujo: los fluidos entran por los extremos opuestos y también fluyen
en sentidos opuestos.

En un intercambiador de calor en flujo paralelo la temperatura de salida del fluido
frio nunca puede ser superior a la temperatura de salida del fluido caliente. En un
intercambiador de calor en contra flujo la temperatura de salida del fluido frio puede

ser superior a la temperatura de salida del fluido caliente.

El caso limite ocurre cuando la temperatura de salida del fluido frio es igual a la
temperatura de entrada del fluido caliente. La temperatura de salida del fluido frio

nunca puede ser superior a la temperatura de entrada del fluido caliente.

Compactos: son intercambiadores de calor multitubulares y estan disefiados para

alcanzar una gran area superficial de transferencia de calor por unidad de volumen.

La razon entre el area superficial de transferencia de calor y su volumen se

denomina densidad de area:

a) Flujo cruzado mezclado: uno de los fluidos fluye libremente en direccién

ortogonal al otro sin restricciones.

2PITTS, D., 1979. Transferencia de Calor. pp. 314-325
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b) Flujo cruzado no mezclado: se disponen las placas para guiar el flujo de uno de

los fluidos en direccion ortogonal al otro sin que se mezclen.

4.4.5 Presion interna

Presion operacion: La presion que se requiere en el proceso del que forma parte el

recipiente, a la cual trabaja normalmente éste.

Presion de disefio: La presidn que se emplea para disenar el recipiente. Se recomienda
disefiar un recipiente con sus componentes para una presion mayor que la de operacion.
Este requisito se satisface utilizando una presién de disefio de 30 Ib/pulg® o 10% mas
que la presion de trabajo, la que sea mayor. También debe tomarse en consideracion la

presion del fluido y de cualquier otra sustancia contenida en el recipiente.”

3 MEGYESY, E. 2002. Manual de Recipientes a Presién: Disefio y Calculo. pp. 248
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5. Metodologia

El universo de esta investigacion esta compuesto por:

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

» Los consorcios bacterianos objetos de estudio.

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

* Los modelos cinéticos que se describen y se ajustan al proceso de

biodegradacion.

5.1 Determinacion del comportamiento cinético del consorcio microbiano durante

su crecimiento utilizando diésel

En etapas anteriores a esta investigacion fueron aislados, obtenidos y conformados
tres consorcios bacterianos provenientes de tres emplazamientos contaminados por
hidrocarburos. Estos consorcios han sido caracterizados conforme su composicidon

bacteriana y adaptados al consumo de diésel como unica fuente de energia y carbono.

Los tres consorcios bacterianos se identificaron 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 IX.

Todas las actividades realizadas, Determinacién de Biomasa y Concentracion final de
sustrato, se realizaron en los laboratorios de Ingenieria del Departamento de
Investigacion y Desarrollo de la Empresa ARS Construcciones, Energia y Medio

Ambiente.

5.1.1 Determinacioén de la concentracion 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 determinacion de la concentracion de biomasa con respecto al tiempo. Esta
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actividad se realiz6 en los Laboratorios de Ingenieria del Departamento de Investigacion
y Desarrollo de la Empresa ARS Construcciones, Energia y Medio Ambiente, midiendo
la densidad optica (DO) y solidos volatiles (SV) del cultivo mediante espectrofotometria
a 600 nm, eliminando la turbidez correspondiente al medio de cultivo sin inéculo con la
realizacion de blancos en un espectrofotometro Modelo Pharma Spec 1700. Los datos
obtenidos para la densidad Optica y la concentracion de solidos volatiles se presentan en

la Tabla con cuyos valores se construyo la curva de calibracion.

Tabla 5.1:
Relacion entre DO y SV para la determinacion de la concentracién de biomasa, gcelulas / L

Relacién entre DO y SV

DO sv(g/l)

0 0

1.55 798
2.45 1485
3.15 1825
3.7 2125
4.15 2550
4.95 3125

5.1.2 Determinacién de la concentracion de hidrocarburos

La medida de la concentracion de hidrocarburos totales del petréleo (TPH), en el
presente caso la fraccion de diésel ha sido, el parametro analitico utilizado en estos
experimentos para establecer la capacidad de degradacién 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 realizd 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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5.2 Modelos cinéticos que describen el proceso de degradaciéon de hidrocarburos
en suspensién acuosa

Para el desarrollo y definicidon de los modelos cinéticos que describen los procesos de

degradacion in vitro de hidrocarburos por la acciéon del consorcio microbiano, se

asumieron las siguientes consideraciones:

+ El sistema estudiado, se modela como un fermentador continuo de tanque agitado
de mezcla perfecta.

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

« Se agrega el inoculo inicial en el reactor de mezcla perfecta, el cual se distribuye
homogéneamente, alcanzando una concentracién inicial de Xo.

* 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
reaccion, las concentraciones de biomasa y de sustrato cambian con el tiempo
hasta la situacion final.

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

metabolismo enddgeno.

Se propuso un modelo matematico para la descripcién del comportamiento cinético

del proceso de biodegradacion de los hidrocarburos que es el modelo de Monod.

Para la obtencién y seleccién 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), aplicandosela al

modelo propuesto:



37

5.2.1 Balance de biomasa

ax
P (5.1)

5.2.2 Balance de sustrato

dX 1 1
— (E) = pX (Y—x) + qu (E) + mSX

s

s

(5.2)

Donde:

+ Xes la concentracién de biomasa (g cslulas /L);

* C esla concentracion de diésel (g tpH /L);

* K, es la constante cinética de muerte celular (1/h):

* (Qp es la constante cinética de formacion de producto (1/h):

* ms es la constante cinética de mantenimiento celular (g TpH /g csiuias h);0 Yws es el
rendimiento en masa celular de sustrato (g celulas/ g TPH):
*  Ypses el rendimiento en producto de un sustrato (g producto / g TPH):

* M es la constante cinética de crecimiento (1/h).

Siendo Monod:

C
= Jumaxm (53)
Donde:
* Mmax €s la velocidad maxima de crecimiento (1/h)

* Ks es la constante de semisaturacion (g tpH/L)

* C es la concentracion de sustrato (g teH/L)

5.2.3 Ajuste del modelo cinético en Berkeley Madonna

Para la estimaciéon de los parametros cinéticos del modelo previamente seleccionados

se empled el método de ajuste de curva no lineal usando el método de Runge Kutta.
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Con base a esto, se desarrollaron los modelos mediante el programa informatico
Berkeley Madonna ya que ha demostrado ser una herramienta util para el desarrollo de

ecuaciones diferenciales y algoritmos como el Runge Kutta.
En el Anexo lll, se presentan detalladamente los scripts para el modelo.

5.3 Eficiencia de degradaciéon de hidrocarburos en suspensién acuosa por el

consorcio microbiano aplicado

La eficiencia de biodegradacion de hidrocarburos en suspensidén acuosa por el consorcio
microbiano aplicado se expresa en porcentaje y se calculé por medio de la siguiente

ecuacion:

CTPHo—CTPHf 100
—_—

Eficiencia (%) = — (5.4)

Donde:

* CTPHo.: es la concentracién de los hidrocarburos totales al inicio del ensayo.
» CTPHs es la concentracion de hidrocarburos totales al establecerse el estado

estacionario del proceso de biodegradacion

5.4 Diseio cinético

El enriquecimiento del indculo se da en el reactor cuando al indculo inicial (0,3 m?)
se le adicionan 4 m® de agua de red. De acuerdo con (Alvarez, 2020) el tiempo en el que
el consorcio alcanza la fase exponencial es de 7 dias aproximadamente, considerando

un proceso aerobio y agitacion continua.

Los nutrientes Nitrégeno (N) y Fosforo (P) se afadiran, a razén de 1 g/L de agua

de regadio. Siendo que estos se disuelven en un volumen de 4 m® de agua

5.4.1 Calculo del volumen de la camara de cultivo

Deseando una produccion de 107.5 L de cultivo con un factor de correccién de

0.15 en relacién con el volumen de la caida conica en la base del biorreactor.
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5.4.2 Calculo de la altura de Ia camara de cultivo

Tomando un diametro interno del recipiente de 0.5m, utilizandola formula del volumen de

un cilindro circular recto tenemos:
V=m/4*d?-h
h = 4V/md? (5.5)

5.4.3 Calculo del volumen de la camisa

Para el calculo de este volumen tomamos la féormula de un cilindro hueco,
considerando por recomendacion técnica un espacio anular de 7.5cm a cada lado de la

camara de cultivo, y considerando una altura de 65cm.

5.4.4 Calculo del volumen real de Ia camisa

Se determina por la diferencia de volumenes.
Vrc =Vt-Vc (5.6)

5.5 Diseio hidraulico
5.5.1 Calculo de la potencia del agitador

Las variables que influyen en la potencia consumida por el agitador son:

¢ Dimensiones principales del tanque y del rodete: Didmetro del tanque (d), diametro
del rodete (Dr), altura del liquido (h), distancia del fondo del tanque hasta el rodete
(hf-r), y dimensiones de las paletas.

e Viscosidad (m) y densidad (r) del fluido.

e Velocidad de giro del agitador (N).

Estas variables se calculan a través de numeros adimensionales, relacionando por
medio de graficos, estas son: el numero de Reynolds y el Numero de Potencia y

dependeran de geometria del agitador y de si el disefio cuenta o no de placas deflectoras.
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Calculo del Numero de Reynolds

Mediante la tabla 6.1 se obtiene la densidad promedio del caldo de cultivo: & = 1.984x103
kg/m3; de los datos obtenidos del estudio cinético, y con la viscosidad de: y = 5x102

Kg/m*s. Por lo tanto:

H (5.7)
Donde:
Nre = Numero de Reynolds.
r = Didmetro del rodete (m) N=
velocidad de rotacion (rev/s) 6=
densidad del fluido (kg/m?3)
= viscosidad (kg/m s)

Para un Nre >10 y Nre > 10000 el fluido se considerara laminar o turbulento.

Célculo del Numero de Potencia
Con este antecedente se puede recurrir a tablas (una de ellas descrita en el Anexo V)
que relacionan el Numero de Reynolds con el Numero de potencia en funcion de la forma

de la paleta del agitador a usar.

_ P
P pN3+DrS (5.8)

5.6 Diseno térmico
5.6.1 Calculo del coeficiente total de transferencia de calor

Las correlaciones para el coeficiente de transferencia de calor para soluciones agitadas

en el interior de un recipiente y las paredes de la chaqueta tienen la siguiente forma:

T = ax (Np) (Npy)e () (5.9)
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Donde:

U: Coeficiente de transferencia de calor

D: Diametro interno del tanque (m) pw: Viscosidad del fluido
a la temperatura de la pared.

Las constantes a, b y m son determinadas de acuerdo al tipo de paleta siendo esta de

tipo ancha y al tratarse de un agitador sin deflectores tenemos:

a= 0,54 b=2/3 m=0,14

El nimero de Prandt es:

_ Gt

Ner == (5.10)

La conductividad térmica del acero inoxidable es k=50.2 J/m s K

5.6.2 Calculo para determinar el calor necesario para calentar el sustrato

Qs = Ms " CPs * (Ts —Ta) (511)

5.7 Disehio mecanico

* Longitud del eje (L)
Es la altura del fermentador (h) menos la distancia entre el fondo del fermentador y el
rodete (hy).

* Largo de la paleta Lp

Se considera 4 de la longitud del brazo
* Alto de la paleta hp

Se mide 1/5 de la longitud del brazo.
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5.8 Diseio constructivo

El tanque interno se lo fabricara en plancha de acero inoxidable de 4mm con tapas
abombadas tanto la superior como la inferior, cuyas medidas seran 800mm de alto
(camara de cultivo + tapa + base) x 500mm de diametro; la tapa superior ird desmontable
con seis pernos de ajuste rebatibles y con empaquetaduras de sellado mediante un oring

de caucho de 4" de diametro.

La misma tapa esta provista de un eje inoxidable de 1” para agitador multiple con
cinco hileras de aspas desmontables, cada una en la parte superior de entrada del eje
tiene un sello mecanico y rodamientos de fijacion. Ademas, hay anillo por medio del cual

se burbujea oxigeno en la parte inferior del tanque.

El recipiente interno tiene sobrepuesto otro tanque externo cuyas medidas son
650mm de diametro x 650 mm de altura en la plancha de 4mm de espesor en acero
inoxidable #304 adherido mediante soldadura. Todo este sistema tiene entradas y salidas
de agua en tuberia inoxidable de %", y drenajes respectivos, ademas un nivel de agua
para el tanque externo, y se sujeta todo el conjunto sobre cuatro angulos base de 2 12" *
V.

Todo este sistema tiene un revestimiento térmico (lana de vidrio), forrado en acero

inoxidable mate de 1mm de espesor.
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6. Analisis y discusioén de 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 matematicos propuestos y los programas empleados para
establecer los modelos cinéticos del proceso de biodegradacion se presentan en la

seccion de Anexos.

6.1 Ajuste de modelos cinéticos microbiano de cada consorcio bacteriano adaptado

al consumo de diesel.

6.1.1Composicion microbiana de consorcios A, B y C por especies

Tabla 6.1:
Composicion de los consorcios A, By C
Consorcio A Consorcio B Consorcio C
Achromobacter Pseudomonas fluorecens  Achromobacter
xylosoxidans xylosoxidans
Burkholdeira cepacias Micrococus spp Aeromononas sobria
Ochorobactrum antropi Stebnotrophomonas Ochorobactrum antropi
maltophia
Pseudomonas fluorecens  Sphingobacterium Rhizobium radiobacter
multivorum
Sphingonomaspaucimobilis  Sphingobacterium spp Staphyloococcus lentus
Staphyloococcus lentus Staphyloococcus lentus -
Stenotrophomonas Staphyloococcus sciuri -

maltophilia
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6.1.2 Determinacién de la concentracion de biomasa.

Como resultado obtenido de las mediciones de la Densidad Optica y Sélidos Volatiles
realizados, se establecid la curva de calibracidon con los datos obtenidos de la Tabla 6.1.
Esto se realiz6 usando el Software Excel, basado en la Regresion lineal, dando como
resultado una recta, con estos dos valores y generando una ecuacion de primer orden
que relaciona DOy SV, como se refleja en la Figura 6.1. para determinar la concentracion

de biomasa de los microorganismos para cada tiempo de medicién.

Figura 6.2:

Curva de calibracion Do vs S 1

DO vs SV
3500
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y=627.77x - 87.994
R?=0.9933

1500
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0 1 2 3 4
Densidad Optica (Abs)

]

En la grafica de la Figura 6.1 se muestra la ecuacién de la recta, con un coeficiente
de determinaciéon del 0.993, el cual significa que el modelo se ajusta un 99.3%, y los

datos presentes estan estadisticamente cerca de la linea de regresién ajustada.

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-inoculacién, al finalizar esta fase. De igual manera los

resultados muestran que el consorcio A alcanza su fase estacionaria hasta 140 horas en
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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.

Figura 6.3:
Curva de Crecimiento para cada uno de los Consorcios en Estudio

Curvas de crecimiento de los consorcios A, By C
7000
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==@==Consorcio A (g/l) Consorcio B (g/1) Consorcio C (g/1)

6.1.3 Medida de la Concentracion de TPH (Hidrocarburos Totales de Petrdleo)

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

las muestras analizada.
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6.2 Influencia del tipo de consorcio, la concentracion del sustrato y la temperatura

en el proceso de biodegradacién de hidrocarburos in vitro

A continuacion, se presenta la influencia de tipo de consorcio, la concentracién 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 establecié que, una de
las especies identificadas (Staphylococcus lentus) aparecié en todos los consorcios
analizados y dos especies se repitieron para los consorcios A y 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 contaminacién. 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 petrdleo. 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 degradacién de los

hidrocarburos totales de petréleo.

Estas son consideradas como el componente ideal de los consorcios de

degradacion de los hidrocarburos debido a que descomponen estos a compuestos mas
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sencillo debido a la produccion de compuestos piocianina y ramnolipidos que ayudan a
aislar el petroleo y lo hacen mas sencillo de eliminar, pero estas no se reproducen a

temperatura mayores de 35 °C.

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 mesdéfilas (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 formacién de biopeliculas, ya que estas permiten a las
células vivir en estrecha asociacién unas con otras, es decir, ayuda a aumentar la

supervivencia de los microorganismos retrasando la penetraciéon 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 dotacidn enzimatica, hace de estas bacterias un grupo importante
ecoldgicamente, dado que son probablemente responsables de la degradacion aerdbica
de muchos compuestos en los diferentes ecosistemas, algunos de ellos téxicos 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 petroleo; esta caracteristica es un criterio

vital para el éxito de la biorremediacién 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.
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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 ocurrié el proceso de biodegradacion
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, optima y maxima de crecimiento. A la
temperatura 6ptima se alcanza la mayor velocidad de crecimiento de un microorganismo.
Cuanto mas distante de esa temperatura 0ptima sea la temperatura de almacenamiento
menor sera la velocidad de crecimiento y por lo tanto mas lentamente se multiplicara 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 observé

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 destruccidn 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.
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6.2.3 Influencia de la concentracion de sustrato

Se trabajé con las concentraciones del 0.5, 1 y 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 llevd hasta las 200 horas de tratamiento y con
una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel, el experimento se llevo 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 experimentacién de 80 horas, es decir, los
microorganismos no se reproducen, esto debido al agotamiento de los nutrientes
disponibles o del efecto de acumulacién 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.

Figura 6.4:
Valores experimentales de la concentracion de biomasa e hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del
1% (v/v) de diésel.
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Figura 6.5:
Valores experimentales de la concentraciéon de biomasa e hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del
3% (v/v) de diésel.
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Inicialmente las mediciones de la concentracion de biomasa e hidrocarburos, se
realizaron a intervalos de tiempo de diferentes magnitudes, no obstante, al sustituir 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 biodegradaciéon de hidrocarburos usando consorcios nativos in vitro.

En las Figuras 6.6 y 6.7, 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 concentracion de diésel disminuye
con el tiempo, mostrandose que a una concentracion inicial de sustrato del 1% (v/v) de
diésel (Figura 6.6), la mayor reduccién correspondié 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
6.7) 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.
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Figura 6.5:
Valores experimentales de la concentracion de biomasa e hidrocarburos con el tiempo a una concentracion inicial del
3% (v/v) de diésel.
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Figura 6.7:
Valores experimentales corregidos de la concentracién de biomasa e hidrocarburos con el tiempo a una concentracion
inicial del 3% (v/v) de diésel.

Concentracion de biomasa e hidrocarburos vs

. tiempo a Co=3% a T= 30°C

25

X/C (g/L)

0 20 60 80 100
h)

40 _.
Tiempo (
=& Concentracién de Biomasa (g/L) =®— Concentracién de TPH (g/L)

En cualquiera de los experimentos realizados (Co-1 y 3% v/v) puede observarse
que después de 50 horas de tratamiento, se produjo una cantidad pequeha de

disminucién de la concentracion de diésel, este tiempo de experimentacion corresponde
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con la fase estacionaria, etapa en la que el sustrato es consumido solo para

mantenimiento celular, dejando una concentracion residual (Io) 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-Gémez, E;
Goodwin, S; Switzenbeum, M, 1992) de acuerdo con:

_ c-l,

lu' —Jumax Ks+C—Ig (61)

Esto implica que el crecimiento es nulo cuando la concentracién de sustrato

equivale a lo y maximo cuando la concentracién de sustrato es elevada. Para valores

intermedios de concentracion este modelo permite respetar el modelo de Monod. En esta

investigacion se ha observado la aparicibn 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 biodegradacién de hidrocarburos en
suspension acuosa

Con el fin de seleccionar y obtener un modelo cinético, se evaluo la cinética de
crecimiento en tres modelos propuesto. Como se comentd en el acapite 7.2, los datos
utilizados en este punto fueron los que se obtuvieron a intervalos de tiempos igual (cada
5 horas) para obtener un comportamiento que pueda ser descrito por los modelos

propuestos.

Se consideré como hipétesis de calculo que toda la reaccion transcurre durante la
fase de crecimiento exponencial, es decir, que en la ecuacion 6.1, el parametro cinético
Kd (muerte celular) se considera existente pero insignificante frente al crecimiento. A su
vez, la ecuacion 6.2 se pueden despreciar los dos ultimos términos, asumiendo que el

consumo de sustrato se debe principalmente al crecimiento bacteriano.

Por lo tanto, las ecuaciones 6.1 y 6.2, quedaron de la siguiente manera:

ax _

ar = WX 6.2)
dc _ uX
at  Yx

s ...(6.3)
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Introduciendo a la ecuacién 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 (t) para el modelo de Monod:

Xei = Xpioa + [M *Xti—l] * (ty — ti—1)

Ks+(Cti-1—10) (64)
Cpioq—I 1
Cei = Cri—q + [—%* Xti—1 (},—x)l * (ty — ti—1)
. i (6.5)

Se utilizé el programa de Berkeley Madonna con el método Runge-Kutta 4 (cabe
sefalar que este método son aproximacién de soluciones de ecuaciones diferenciales
ordinarias) para encontrar los parametros 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 la Figura 6.8, se obtienen las curvas tedricas y experimentales de
la concentracion de biomasa y sustrato a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel.
De igual forma en la Figura 7.8 se encuentran las curvas tedricas y experimentales a una

concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel.

Figura 6.8: 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 6.9: Curvas tedricas y experimentales de concentracién 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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En la siguiente Tabla 6.1 se reunen los valores obtenidos del modelo de monod mediante
el método de Runge Kutta 4. Estos datos se utilizan en las formulas para el disefio del
reactor desarrolladas en el Anexo VI, donde se obtienen las dimensiones del equipo y

de sus partes que se muestran en la Tabla 6.2.

Tabla 6.1: Método de Runge Kutta 4 para el modelo de Monod a concentraciones iniciales de 1y 3% (v/v) de diésel a
una temperatura de 30°C

Parametros Co=1% Co=3%
cinéticos

lo (grpH/L) 0.2896 0.9999
Ks (gTPH/L) 8.6569 11.2349
Mmax (QTPH/L) 0.19 0.2539
Yxis (gTPH/L) 0.2991 0.3627

6.3.1 Memoria de calculos del diseno del biorreactor discontinuo para cultivo de
consorcios bacterianos usados en biorremediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos.

Se ha realizado el disefio de un reactor biolégico discontinuo con mezcla perfecta para
la produccion de un consorcio bacteriano compuesto por Achromobacter xylosoxidans;
Burkholdeira cepacias; Ochorobactrum antropi; Pseudomonas fluorecens;

Sphingonomaspaucimobilis; Staphyloococcus lentus; Stebnotrophomonas maltophia.
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Este consorcio bacteriano en los estudios cinéticos previos presento una eficiencia de
remocion del Diésel del 93 % lo que representa un aprovechamiento significativo del
sustrato utilizado para el crecimiento de las bacterias, utilizando el Diésel como fuente

unica de carbono y energia.

Se parte inicialmente de 4 m® de agua y 0.3 m® de sustrato consistente en diésel con
una concentracion inicial de 25 g/L, después de 96 horas alcanza una concentracion
final de

1.75 g/L. El inoculo tiene una concentracion inicial de 1 g/L.

Los parametros cinéticos estimados para el Modelo Cinético son los siguientes: Umax=
0.2539 g/L Ks = 11.2349 ¢/L, Yx/s= 0.36247g/L. Para el dimensiona miento del
biorreactor se hace uso de la siguiente relacion H=1.25 D.

La temperatura se mantiene en el rango de 25-30° C. Se utiliza un sistema de extraccion

de calor por medio de un serpentin y agua para enfriamiento.

Los componentes y sistemas que integran en su conjunto el Bioreactor, y que han sido
disefados son los siguientes:
+ Sistema de agitacion y mezcla: Proporciona una mezcla homogénea de los
cultivos y los nutrientes, y mantiene un entorno uniforme en términos de
temperatura, pH, y concentracion de oxigeno. Este sistema suele incluir

impulsores o agitadores mecanicos.

+ Sistema de control de temperatura: Mantiene la temperatura 6ptima para el
proceso biolégico. Puede incluir chaquetas de calefaccion/enfriamiento,

serpentines o intercambiadores de calor.

+ Sistema de aireacion: Suministra oxigeno necesario para los procesos

aerobicos. Incluye esparcidores de aire o sistemas de inyeccion de gas.
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+ Sistema de control de pH: Mantiene el pH dentro del rango deseado mediante

la adicion controlada de acidos o bases.

+ Sistema de alimentacion y recoleccion: Permite la introduccion de medios de
cultivo, nutrientes y otros insumos, asi como la extraccion de productos y

subproductos.

+ Sistema de control y monitoreo: Incluye sensores y dispositivos de control para
monitorear parametros criticos como la temperatura, el pH, la concentracién de

oxigeno y otras variables relevantes.

+ Sistema de espuma y control de antiespumante: Evita la formacion excesiva

de espuma que puede interferir con la aireacion y el mezclado.

El disefio de cada sistema de un biorreactor implico una serie de calculos y
consideraciones especificas, basado en informacién detallada sobre el proceso
biolégico y las condiciones operativas, obtenida en los estudios cinéticos previos y

fundamentos tedricos y practica del disefio de reactores biologicos.
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6.4.- Determinacién de las dimensiones y configuracion geométrica del biorreactor.

Datos iniciales
Volumen total: 4 m® de agua + 0.3 m® de Diesel = 4.3 m?
Relacion altura-diametro (H=D): 1.25. Suponiendo un disefio cilindrico, el diametro (D)

y la altura (H) del tanque se pueden calcular usando el volumen total y esta relacion.

Resultados de los Calculos de Dimensiones del Biorreactor

Programa de Dimensionamiento del Biorreactor

e Datos proporcionados
Volumen total = 4.3 m*3 (4 m"3 de agua + 0.3 m"3 de Diesel)

Relaciéon H/D = 1.25 Relacién altura-diametro

Calculos para las dimensiones del biorreactor

Volumen de un cilindro: V=1m*D"2/4*H

Usando larelacion H: D =1.25,H=1.25*D

Reemplazar H en la ecuacion del volumen y despejar para D
V=m*D"2/4*125*D

V=m*D"3/5

DA3=5*V/m

D_cubed = (5 * volumen total) / math.pi

D = D_cubed * (1/3) Diametro del biorreactor

Calculando la altura

H = relacion H_D*D Altura del biorreactor
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Diametro del Biorreactor (D): = 1.90 metros.

Altura del Biorreactor (H): = 2.37 metros.

Con estas dimensiones, el biorreactor tiene una forma cilindrica adecuada para el

volumen total de 4.3 m3, manteniendo la relacion altura-diametro de 1.25.

6.4.1. Diseno del Sistema de Agitacion y Mezcla

Se necesita un agitador que pueda mantener homogénea la mezcla de agua, Diesel y
consorcio bacteriano. Para el disefo del sistema de agitacion, se considerd la siguiente
informacion:

Datos iniciales

» Velocidad del Agitador (N): 100 rpm.
» Diametro del Tanque (D): 1.9 m.
* Altura del Tanque (H): 2.38 m.

Ecuaciones y criterios de diseio

Diametro del Rodete (Dr): Se calcula como un tercio del diametro del tanque.
Dr=1/3"D

Altura entre el Fondo del Fermentador y el Rodete (Hf r): Se considera 1/3 del diametro
del tanque.

Hf r=1/3*D

Longitud del Eje (L): Es la altura del fermentador menos la distancia entre el fondo del
fermentador y el rodete. L=H-Hf r

Largo de la Paleta (Lp): Se considera 4 de la longitud del brazo (diametro del rodete).
Lp= Ya*Dr

Alto de la Paleta (hp): Se mide 1/5 de la longitud del brazo (diametro del rodete).
hp= 1/5*Dr
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Numero de Paletas: 5 paletas. Dado que el sistema de agitacidén es para un biorreactor,
y se ha considerado que se trata de una mezcla relativamente homogénea (por ser este

un cultivo de células o microorganismos), cinco paletas resultan ser adecuadas.

6.4.2 Programa para el Diseno del Sistema de Agitacién del Biorreactor Discontinuo
de Mezclado Perfecto.

e Datos dados
N = 100rpm, velocidad del agitador
D =1.9m, diametro del tanque

H = 2.38m, altura del tanque

Calculos

e Diametro del rodete (Dr)
Dr=1/3*D

e Altura entre el fondo del fermentador y el rodete (Hf r)
Hf r=1/3*D

e Longitud del eje (L)
L=H-Hfr

e Largo de la paleta (Lp)
Lp=1/4*Dr
e Alto de la paleta (hp)

hp = 1/5 * Dr

Resultados

» Diametro del Rodete (Dr): = 0.63 m

» Altura entre el Fondo del Fermentador y el Rodete (Hf/r): = 0.63 m
* Longitud del Eje (L): =1.75 m (aproximadamente)

» Largo de la Paleta (Lp): =0.16 m
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» Alto de la Paleta (hp): =0.13 m

6.4.3 Determinacion de la Potencia Necesaria para el Sistema de Agitacion y Mezcla.

Se calcula la potencia requerida (P) por el sistema de agitacién, dimensiones del
agitador y las caracteristicas del impulsor en funciéon de las propiedades del fluido
(densidad y viscosidad del medio, que se asumiran basadas en una mezcla de agua y

Diesel).

P = Np.p.N3.D5,
Donde

* Np es el numero de potencia,
* pesladensidad del medio,
* N es la velocidad del agitador, y D es el diametro del impulsor.

Para esto, se hacen las siguientes suposiciones sobre las propiedades del medio y el

tipo de agitador utilizado.

Se asume que la densidad del medio es similar a la del agua (aproximadamente 1000
kg/m?) y se utiliza un agitador tipico con un numero de potencia (Np) de alrededor de 5
(un valor comun para agitadores en biorreactores). Ademas, asumiré una velocidad del
agitador (N) de 100 rpm y un diametro del impulsor (Dimp) que es aproximadamente 1/3

del diametro del tanque.

6.4.4 Programa de Calculo de la Potencia Necesaria para el Sistema de Agitacion y
Mezcla.

Suposiciones y datos adicionales para el sistema de agitacion y mezcla

Densidad medio = 1000kg/m”3, suponiendo similar a la del agua
Np = 5 Numero de potencia, valor tipico para agitadores

N =100/ 60 Velocidad del agitador en revoluciones por segundo (100 rpm)
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Dimp = D / 3 Diametro del impulsor, aproximadamente 1/3 del diametro del tanque

e Calculo de la potencia requerida para el sistema de agitacion y mezcla
P=Np *p * N3* Dimp®

P = Np * densidad medio * N3 * D_imp®
Potencia Requerida para el Agitador: = 2350 Watts.

Este calculo asume una densidad del medio similar a la del agua y un agitador tipico.
La potencia calculada es suficiente para mantener una mezcla homogénea del medio

en el biorreactor.

6.4.4 Diseno del sistema de control de temperatura

La temperatura se mantiene entre 25- 30° C. Dado que el proceso es exotérmico, se
necesita un sistema de refrigeracion.
Se utilizara un serpentin por el cual circula agua para extraer el calor. Los calculos

involucraran el balance de calor y el dimensionamiento del serpentin.

Calculo para el sistema de control de temperatura.

Datos iniciales

Balance de calor: Q= m.Cp.AT, donde
Qes el calor a remover, m es la masa del medio,

Cp es el calor especifico, y

AT es el cambio de temperatura.

Dado que el proceso debe mantenerse entre 25-30° C y se necesita un sistema de
refrigeracidon para extraer el calor generado, se asume un cambio de temperatura (AT)
de 10 grados Celsius como un valor de disefio seguro. Ademas, se usa el calor

especifico del agua (Cp) como referencia, que es aproximadamente 4.18 J/g°C.
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6.4.4.1Programa de calculo para el sistema de control de temperatura

Datos para el sistema de control de temperatura
Cp agua = 4180J/kg°C, calor especifico del agua
Delta T = 10 Cambio de temperatura en grados Celsius, valor de disefio masa medio =

volumen total * densidad medio (Masa del medio en kg)

Calculo del calor a remover

Q = masa medio * Cp agua * Delta T Calor en Joules

Q Calor a remover en MJoules

Calor a Remover Q: = 180 MJ.

Este es el calor total que se debe remover para mantener la temperatura del proceso

dentro del rango deseado, asumiendo un cambio de temperatura de 10°C.

6.4.5. Diseno del Sistema de Aireacion

Se asumidé una necesidad estandar de aireacion para mantener el oxigeno disuelto
necesario para el consorcio bacteriano.

Se calculo la tasa de flujo de aire y el disefio del esparcidor de aire.

Para el sistema de aireacion, se calcula la tasa de flujo de aire necesaria para mantener
un nivel adecuado de oxigeno disuelto en el biorreactor. Se asume una tasa de aireacion
estandar para biorreactores. Una tasa comun en la industria es de 0.5 a 1.0 vvm
(volumen de aire por volumen de liquido por minuto). Esta tasa se ajusta segun el

tamano del biorreactor y las necesidades del proceso.

Se calcula la tasa de flujo de aire para el biorreactor de 4.3 m? utilizando una tasa de

aireacion de 0.5 vwvm y 1.0 vvm como referencia. La tasa de flujo de aire se calcula
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multiplicando el volumen del biorreactor por la tasa de aireacion. Ademas, se convierte

el resultado a litros por minuto (L/min) para una interpretacion mas practica.

Resultados del Calculo para el Sistema de Aireacion

Tasas de aireacion estandar vvm
bajo = 0.5 vvm (bajo) vvm alto

=1.0vvm(alto)

Calculo de la tasa de flujo de aire tasa flujo aire bajo = volumen total * vvm
bajo * 1000 Convertido a L/min tasa flujo aire alto = volumen total * vvm alto
* 1000 Convertido a L/min

Tasa flujo aire bajo, tasa flujo aire alto

Tasa de Flujo de Aire (Baja Aireacion): = 2150 L/min. Tasa
de Flujo de Aire (Alta Aireacion): = 4300 L/min.

Estos calculos proporcionan un rango de tasas de flujo de aire para el biorreactor de 4.3
m3, utilizando tasas de aireacién estandar de 0.5 vwvm y 1.0 vvm. La eleccion entre la
tasa baja y alta dependera de la demanda de oxigeno especifica del consorcio
bacteriano y de otros factores operativos, como la mezcla y la temperatura. En la
practica, la tasa de aireacion puede ajustarse segun los resultados de monitoreo del

oxigeno disuelto y la respuesta del proceso.

6.5 Diseino del Sistema de Control de pH para el Biorreactor

Para disefar un sistema de control de pH para el biorreactor, se ha considerado la
capacidad de buffer del medio y la cantidad de acido o base necesaria para ajustar el
pH.
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Esta establecido que el rango de pH 6ptimo para el crecimiento del consorcio bacteriano
es de 6.5 a 7.5 y que se necesita ajustar el pH desde un valor inicial hasta el valor
optimo.
El valor inicial de pH es de 7.0 (neutro) y la capacidad de buffer del medio es moderada.
Para calcular la cantidad de acido o base necesaria para ajustar el pH, se ha usado la
ecuacion de neutralizacion:

n=C.V.M
Donde:
n es el numero de moles de acido o base necesarios,
C es la concentracion de acido o base en moles por
litro,
V es el volumen del medio en litros

M es la molaridad del acido o base.

Se calcula la cantidad de acido o base necesaria para ajustar el pH de 4.3 m? de medio,
utilizando una concentracién de acido o base moderada, en este caso, 1 M. Se asume
que se necesita un pequeno ajuste de pH, por lo que el nUmero de moles necesarios

sera bajo.

Resultado del Calculo para el Control de pH

Suposiciones para el calculo del control de pH
Concentracién acido base = 1 Molaridad (1 M)

Volumen medio litros = volumen total * 1000 Convertir m?® a litros

Asumiendo un pequefio ajuste de pH, el numero de moles necesarios sera bajo
Usar una fraccién pequena de la molaridad como estimacion
Esta es una suposicion conservadora y el numero exacto depende de la capacidad de

buffer del medio
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Estimando un ajuste de 0.1% del volumen total
Fraccion ajuste = 0.001

0.1% del volumen total
n moles necesarios = fraccién ajuste * volumen medio litros * concentracion acido base

n moles necesarios NUumero de moles de acido o base necesarios

Numero de Moles de Acido (Base Necesarios):= 4.3 moles.

Este calculo estima que se necesitarian aproximadamente 4.3 moles de acido o base (1
M) para realizar un pequefo ajuste de pH en el biorreactor de 4.3 m?3.
Esta estimacion asume una capacidad de buffer moderada del medio y un ajuste de pH

menor.

La cantidad real necesaria puede variar y deberia ser determinada mediante pruebas
en un entorno controlado para ajustar con precision el pH a las necesidades especificas
del consorcio bacteriano.

Este resultado proporciona una guia para disefiar un sistema de dosificacién de
acido/base, incluyendo el tamano y la capacidad de las bombas dosificadoras y los

tanques de almacenamiento de acido/base.
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Diseio del sistema de dosificacion de acido/base

Para el disefio del sistema de dosificacion de acido/base, se determind la capacidad de
las bombas dosificadoras y el tamafio de los tanques de almacenamiento. Estos
calculos dependeran de la cantidad de acido o base que se necesita dosificar y de la

frecuencia de dosificacion.

Calculos para Bombas Dosificadoras

Capacidad de Dosificacion: Basado en el numero de moles de acido/bases

necesarios, estimados en 4.3 moles.

Volumen de Acido/Base a Dosificar: Dado que se usa una solucién 1 M (1 mol/L), el
volumen necesario es igual al numero de moles. Por lo tanto, se necesitaran 4.3 litros

para ajustar el pH en todo el biorreactor.

Frecuencia de Dosificacion: Suponer un ajuste el pH gradualmente durante un

periodo de 24 horas.

Tanques de Almacenamiento

Volumen de Almacenamiento: Deberia ser suficiente para contener una cantidad
adecuada de acido/base para multiples dosificaciones. Se supone que se tiene

suficiente capacidad para 5 dosificaciones completas.

Factor de Seguridad: Se agregara un factor de seguridad al volumen para asegurar un

suministro adecuado.
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Calculos para Bombas Dosificadoras

Volumen acido base = 4.3 Litros, basado en el nimero de moles necesarios Periodo

dosificacion = 24 * 60 Minutos, ajuste de pH en 24 horas

Tasa de flujo para las bombas dosificadoras

Tasa flujo bomba = volumen acido base / periodo dosificacién Litros por minuto

Calculos para Tanques de Almacenamiento
Numero dosificaciones = 5 Capacidad para 5 dosificaciones completas Factor

seguridad = 1.2 Factor de seguridad adicional

Volumen de almacenamiento
Volumen almacenamiento = volumen acido base*numero dosificaciones* factor

seguridad Litros

Tasa de Flujo para las Bombas Dosificadoras: Aproximadamente 0.003 L/min (o 3
mL/min). Esta tasa de flujo permitira ajustar gradualmente el pH del biorreactor a lo largo
de 24 horas.

Volumen de Almacenamiento para los Tanques: Aproximadamente 25.8 litros. Este
volumen proporcionara suficiente capacidad para albergar acido/base para 5

dosificaciones completas, incluyendo un factor de seguridad del 20%.

Con estos calculos, se puede proceder a seleccionar bombas dosificadoras que puedan
manejar la tasa de flujo requerida y tanques de almacenamiento con una capacidad de

al menos 26 litros.
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Seleccion general de bombas dosificadoras y tanques de almacenamiento,

Bombas Dosificadoras

* Modelo: Bomba Dosificadora de Precision PD-100 O Especificaciones:

+ Tasa de Flujo: 0.003 L/min a 1 L/min, ajustable.

* Material: Acero inoxidable 316, adecuado para acidos y bases.

« Control: Control de flujo variable con interfaz digital para ajustes precisos.
* Precision: £1% en todo el rango de flujo.

« Conexiones: Entrada y salida compatibles con tuberias estandar de laboratorio.

Tanques de Almacenamiento

Modelo: Tanque de Almacenamiento Quimico TQ-30 Especificaciones:
. Capacidad: 30 litros, adecuado para el almacenamiento de multiples
dosificaciones.
. Material: Polietileno de alta densidad (HDPE), resistente a la corrosion.
. Caracteristicas: Indicadores de nivel graduados, tapa hermética con sellado
de seguridad, conexiones para tuberias de entrada y salida.

. Disefio: Diseno vertical para optimizar el espacio.

VL1.6.- Diseino del Sistema de Alimentaciéon y Recoleccion

Dado que es un proceso por lotes, se necesita un sistema para introducir el inoculo
inicial y luego retirar el lote final. Se calcularan los tamanos de las valvulas y bombas

necesarias.
Para disefar el sistema de alimentacion y recoleccién del biorreactor por lotes, se
necesita considerar dos aspectos principales: la introducciéon del inéculo inicial y la

recolecciéon del lote final.

Sistema de Alimentacion



69

* Introduccidn del Inéculo Inicial: La concentracion inicial del inéculo del consorcio
bacteriano es de 1 g/L.

* Volumen del Biorreactor: 4.3 m3.

* Calculo del Volumen de Inéculo: Para alcanzar la concentracién deseada en el
biorreactor.

Sistema de Recoleccién

* Recoleccion del Lote Final: Al final del proceso de 4 dias, se necesita retirar el lote
producido.

* Volumen a Recolectar: Igual al volumen total del biorreactor, 4.3 m>.

» Calculo de Tamafios para Valvulas y Bombas

» Tasade Flujo de Bombas: Calcular la tasa de flujo deseada para las bombas, tanto
para la introduccion del indculo como para la recoleccién del lote final.

« Tamano de Valvulas: Basado en la tasa de flujo y el tamafio de las tuberias.

Resultados de los Calculos para el Sistema de Alimentaciéon y Recoleccién

Programa de calculos para el Sistema de Alimentacion

Concentracién inoculo = 1g/L
Volumen biorreactor litros = volumen total * 1000 Convertir m® a litros

Volumen de indculo necesario para alcanzar la concentracion deseada en el biorreactor
Volumen inoculo = concentracidon inoculo * volumen biorreactor litros en gramos,

asumiendo densidad 1 g/mL

Calculos para Tamanos de Bombas y Valvulas
Asumir una duracion razonable para la alimentacién y recoleccion, por ejemplo, 1 hora
(60 minutos)

Duracion proceso minutos = 60 Duracion en minutos

Tasa de flujo de bombas para alimentacién y recoleccion



70

Tasa flujo bombas = volumen biorreactor litros / duracién proceso minutos Litros por

minuto

Volumen de Inéculo Necesario: Aproximadamente 4300 gramos (o 4.3 litros,
asumiendo una densidad de 1 g/mL). Este es el volumen necesario para alcanzar la

concentracion deseada de 1 g/L en el biorreactor de 4.3 m?.

Tasa de Flujo de Bombas:
Aproximadamente 71.67 L/min. Esta es la tasa de flujo requerida para las bombas para
introducir el inéculo y para la recoleccién del lote final, asumiendo que estos procesos

deberian completarse en aproximadamente 1 hora.

Componentes claves del disefio del Sistema de Alimentacién

Bomba de Alimentacion:

+ Tipo: Bomba de desplazamiento positivo.

» Capacidad de Flujo: 71.67 L/min, ajustable para un control preciso del volumen de
inéculo.

» Material: Acero inoxidable o polipropileno, compatible con el medio del biorreactor.

» Control: Automatizacion con capacidad de programacion para dosificar el volumen

exacto del in6culo.

Tanque de Almacenamiento de Inéculo:

» Capacidad: Al menos 5 litros, para contener el indculo necesario.

* Material: Polipropileno o vidrio, dependiendo de la naturaleza del indculo.

» Caracteristicas: Equipado con sistemas de agitacion para mantener el inéculo
homogéneo.

Valvulas y Conexiones:
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» Tipo: Valvulas de control automaticas.
+ Tamafio: Dimensionadas para manejar la tasa de flujo de 71.67 L/min. O Material:

Compatible con el medio, como acero inoxidable o PVC.

Sistema de Control:

Automatizacion: Controladores légicos programables (PLC) para la automatizacion del

proceso de alimentacion.

Diseio del Sistema de Recoleccion

Bomba de Recoleccion:

» Tipo: Bomba centrifuga o de desplazamiento positivo.
+ Capacidad de Flujo: 71.67 L/min, para permitir la recoleccion eficiente del lote.

* Material: Acero inoxidable o polipropileno, resistente a la corrosion.

Tanque de Recoleccion:

Capacidad: Al menos 4.3 m?, para contener el volumen total del biorreactor.

Material: HDPE o acero inoxidable, dependiendo de las necesidades de

almacenamiento y procesamiento posterior.

Valvulas y Tubos:

+ Tipo: Valvulas de control automaticas.
« Tamano: Adecuado para manejar la tasa de flujo y volumen.

» Material: Compatible y resistente a la corrosion.

Sistema de Control:

Automatizacion: Integrado con el sistema de control del biorreactor para la coordinacion

de la recoleccion del lote.
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Consideraciones Generales

Compatibilidad de Materiales: Todos los componentes deben ser compatibles con
los materiales y condiciones del proceso.

Seguridad y Limpieza: Disefio higiénico y facil de limpiar para mantener la
integridad del proceso.

Integracion: El sistema debe integrarse sin problemas con otros sistemas del

biorreactor, como control de temperatura, pH y aireacion.

VI.7.- Diseno del Sistema de Control y Monitoreo

Para el disefio del sistema de control y monitoreo eficaz para el biorreactor, se integran

un conjunto de sensores y un sistema de control basado en controladores logicos

programables (PLC).

Este sistema permite monitorizar y ajustar los parametros criticos del proceso, como la

temperatura, el pH y el oxigeno disuelto.

Componentes y caracteristicas clave del sistema:

Sensores para Monitoreo de Parametros Criticos

Sensor de Temperatura:

Tipo: Sensores de temperatura tipo PT100 o termopares.

Ubicacién: Estratégicamente ubicados dentro del biorreactor para garantizar
mediciones representativas.

Rango de Medicion: Capaces de medir en el rango de operacién del proceso
(2730°C).

Sensor de pH:

Tipo: Electrodo de pH con capacidad de compensacion de temperatura.
Ubicacién: En el biorreactor donde el medio esté bien mezclado.
Rango de Medicién: Adecuado para el rango de pH esperado en el proceso.
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Sensor de Oxigeno Disuelto:

» Tipo: Sensor 6ptico o electroquimico de oxigeno disuelto.

» Ubicacion: En una posicion que represente adecuadamente las condiciones del
biorreactor.

* Rango de Medicién: Capaz de medir las concentraciones de oxigeno requeridas
para el proceso.

Sistema de Control Basado en PLC

+ Controlador Légico Programable (PLC):

* Modelo: PLC de grado industrial con suficientes entradas/salidas para conectar
todos los sensores y actuadores.

» Caracteristicas: Capacidad de programacion para légica de control compleja,
incluyendo control PID para ajustes precisos.

* Interfaz de Usuario:

« Tipo: HMI (Interfaz Hombre-Maquina) con pantalla tactil para un facil acceso a los
datos y controles.

* Funciones: Visualizacion en tiempo real de los parametros del proceso, alarmas,
registros de datos y capacidad de ajuste manual.

Actuadores y Valvulas:

Integracién: Conectados al PLC para el control automatizado de elementos como

valvulas de alimentacion/recoleccion, sistema de aireacion y dosificacion de acido/base.

Conectividad y Red:
Tipo: Conexiones de red para permitir el monitoreo y control remotos, asi como la

integracion con sistemas de gestion de datos.

Consideraciones Generales

« Calibracion y Mantenimiento: Los sensores requieren calibracion regular vy
mantenimiento para garantizar mediciones precisas.

» Seguridad y Alarmas: El sistema debe incluir alarmas para condiciones anémalas
y mecanismos de seguridad.

* Redundancia: Considerar la implementacién de sensores y controles redundantes
para aumentar la fiabilidad.
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Este sistema de control y monitoreo proporciona una supervision completa y un control
preciso del proceso del biorreactor, asegurando que el ambiente sea 6ptimo para el

crecimiento del consorcio bacteriano y la eficiencia del proceso.

El sistema de control y monitoreo disefiado para el biorreactor, que integra sensores y
un controlador logico programable (PLC), permitira monitorizar y ajustar los parametros

criticos del proceso -temperatura, pH y oxigeno disuelto- de la siguiente manera:

Monitoreo y Ajuste de la Temperatura

Sensores de Temperatura: Proporcionan lecturas continuas y precisas de la

temperatura dentro del biorreactor.

Control Automatico: El PLC procesa los datos de temperatura y compara las lecturas

con los valores obijetivo (27-30°C).

Actuacion: Si la temperatura se desvia del rango deseado, el PLC activa
automaticamente los sistemas de calefaccion o refrigeracion (como serpentines de
enfriamiento) para ajustar la temperatura. Esto se realiza mediante algoritmos de
control, como control proporcional-integral-derivativo (PID), para cambios precisos y

estables.

Monitoreo y Ajuste del pH

Sensor de pH: Proporciona mediciones continuas del pH del medio en el biorreactor.
Control Automatico: El PLC recibe datos del sensor de pH y los compara con el rango
de pH objetivo.

Actuacién: Si el pH se sale del rango objetivo, el PLC controla las bombas dosificadoras
para agregar la cantidad adecuada de acido o base, ajustando asi el pH a los niveles

deseados.
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Monitoreo y Ajuste del Oxigeno Disuelto

Sensor de Oxigeno Disuelto: Mide continuamente la concentracién de oxigeno disuelto
en el biorreactor.

Control Automatico: EI PLC analiza las lecturas de oxigeno y las compara con las
concentraciones Optimas necesarias para el proceso.

Actuacién: Dependiendo de la lectura, el PLC ajusta el sistema de aireacién (por
ejemplo, aumentando o disminuyendo la tasa de flujo de aire) para mantener la

concentracion de oxigeno disuelto dentro del rango 6ptimo.

Caracteristicas Adicionales del Sistema

Interfaz Hombre-Maquina (HMI): Permite a los operadores visualizar en tiempo real los

parametros del proceso y realizar ajustes manuales si es necesario.

Registro de Datos: El sistema almacena datos histéricos para analisis de tendencias y
optimizacién del proceso.

Alarmas y Seguridad: En caso de desviaciones significativas o fallos de los sensores, el
sistema activara alarmas y podra tomar medidas de seguridad, como apagar ciertos
sistemas para evitar dafnos.

Este sistema integral asegura que el ambiente dentro del biorreactor se mantenga
constantemente en las condiciones optimas, crucial para el crecimiento efectivo del
consorcio bacteriano y la eficiencia del proceso de biodegradacion del Diesel. La
automatizacién y precision del sistema contribuyen a la reproducibilidad, seguridad y

eficacia del proceso del biorreactor.
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6.6 Dimensiones del Reactor

La combinacion de los procesos fisicos y quimicos a los efectos del disefio del reactor se
hicieron recurriendo a las ecuaciones de las leyes de conservacion de la materia y la
energia para cada el reactor de mezcla perfecta. Para el disefio del reactor se dispuso
de informacién proveniente de diferentes campos: termodinamica, cinética quimica,
mecanica de fluidos, transmision de calor y transporte de materia.

Cada uno de estos campos fueron categorizados en los disenos cinético, hidraulico,
mecanico, térmico y constructivo.

Tabla 6.2:
Dimensionamiento del reactor 1
Descripcion Variable Indicador
Tanque de cultivo
Volumen 123.6 L
Altura 0.63 m
Diametro 0.5 m
Material Acero inoxidable #304 de 4mm de espesor
Camisa de enfriamiento
Volumen 33.6 L
Altura 0.65 m
Diametro 0.65 m
Material Acero inoxidable #304 de 4mm de espesor
Sistema de agitacion
Diametro de rodete 0.25 m
Altura entre fermentador y rodete  0.17 m
Longitud rodete 0.46 m
Largo paleta 0.063 m
Altura paleta 0.05 m
Numero de paletas 4 -
Potencia requerida 0.5 HP

Para darle continuidad al diseio constructivo, se propone el mantenimiento preventivo

del reactor en el Anexo X.
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7. Conclusiones

1. El consorcio bacteriano A presentd el mejor desempeio en la degradacion de diésel,
alcanzando una eficiencia de remocién del 93 % a una concentracion inicial del 1 % (v/v).
Los consorcios A y B inhibieron su crecimiento a concentraciones superiores al 1 %,

mientras que el consorcio C mostré menor capacidad de adaptacion.

2. El proceso de crecimiento microbiano y consumo del sustrato diésel se ajusta al Modelo
Cinético de Monod, con los siguientes parametros cinéticos, determinados para el
Consorcio Bacteriano A, con una Concentracion de Diesel de Co=1% : lo (g-TPH/L) =
0.2896 ; Ks (g-TPH/L) =8.6569 ; ymax (g-TPH/L) =0.19; Yx/s (g-TPH/L) =0.2991.

3. El Bioreactor, tiene las siguientes caracteristicas técnicas: Discontinuo de mezcla
perfecta, con un volumen util de 4.3 m?, altura de 2.38 m y diametro de 1.90 m. El sistema
integra un motor de 3.5 HP, tres impulsores de cinco paletas, y subsistemas de agitacion,
aireacion, control de pH, control de temperatura, alimentacion, recoleccion,
antiespumante y monitoreo, asegurando condiciones optimas para el cultivo y eficiencia

cinética del consorcio bacteriano.
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8. Recomendaciones

Para el biorreactor disefiado, se tienen las siguientes recomendaciones clave que
ayudaran a asegurar su funcionamiento eficiente y seguro. Estas recomendaciones para

la Etapa Operativa del Reactor

Monitoreo Continuo del Proceso

Una vez que el reactor entre en operacion, se debe implementar un sistema de
monitoreo constante de temperatura, pH y oxigeno disuelto. Estos parametros son clave
para mantener las condiciones Optimas del cultivo microbiano y asegurar la eficiencia

del proceso de biorremediacion.

Control de Contaminacion

Durante la fase de operacion, aunque no se requiere esterilidad total, es importante
aplicar medidas basicas de higiene y bioseguridad. Esto previene la entrada de
microorganismos no deseados que pudieran alterar el equilibrio del consorcio bacteriano

y disminuir el rendimiento del sistema.

Mantenimiento Regular del Equipo

En la etapa de operacién, se recomienda realizar mantenimiento preventivo al
biorreactor y sus componentes (sistemas de agitacidén, aireacion, enfriamiento,
sensores, etc.). Esto garantizara un funcionamiento continuo, reducira riesgos de fallos
y extendera la vida util del sistema.

Estas recomendaciones estan disefiadas para garantizar que el biorreactor funcione de
manera eficiente, segura y conforme a las mejores practicas de la industria, a la vez que
se mantiene flexible y adaptable a las necesidades cambiantes o a las condiciones del

proceso.
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Anexo I: Tablas de las Mediciones de Concentracion de Biomasa en los Tres Tipos

de Consorcios

Tabla 1.1:
Datos de concentracién de biomasa para cada uno de los consorcios utilizados
Concentraciones de los Consorcios Microbianos
Consorcio A Consorcio B Consorcio C

Tiempo (h) (g/1) (g/1) (8/1)
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




Anexo ll: Tablas de los Datos Experimentales

Tabla 2.1:
Datos experimentales a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
Concentracidn inicial=1%, T=30°C; Consorcio A
Tiempo (h) Con'centracién de Concentracion de TPH % \r/::cf::(ij;‘: de
Biomasa (g/L) (g/L) Remocion |
0 0.01 25 0.025
8 0.61 24.8 0.81 0.015
22 0.81 24.59 1.63 0.100
26 1.63 24.19 3.25 0.305
34 2.03 21.75 13.01 0.745
40 2.44 17.28 30.89 1.342
45 3.05 10.57 57.72 8.130
46 5.69 2.44 90.24 0.082
51 6.1 2.03 91.88 0.029
58 6.5 1.83 92.68 0.037
69 7.11 1.42 94.31 0.034
74 7.32 1.25 95 0.025
80 7.72 1.1 95.60 0.001
200 7.93 1.02 95.93 0.005

Tabla 2.2: Datos experimentales a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel



Tabla 2.2:

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

Concentracion Inicial=3%, T=30°C; Consorcio A
Tiempo (h) Con'centracién de Concentracion de TPH % Remocin :/::;:2: de
Biomasa (g/L) (g/L) o

0 0.03 25
6 0.83 24.38 2.5 0.103
20 1.67 20.83 16.68 0.254
30 3.13 14.58 41.68 0.625
33 5.25 7.29 70.83 2.430
34 6.25 5 80 2.290
48 7.71 3.75 85 0.089
50 7.81 3 88 0.375
56 8.13 2.5 90 0.083
70 8.96 1.88 92.48 0.044
76 9.17 1.8 92.8 0.013
90 9.38 1.77 92.92 0.002
160 9.38 1.67 93.32 0.001
180 9.58 1.25 95 0.021
195 9.58 0.83 96.68 0.028
250 9.58 0.63 97.48 0.004




Tabla 2.3:
Datos experimentales corregidos a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel
Concentracion Inicial=1%, T=30°C; Consorcio A
Tiempo (h) Con.centracic'm de Concentracion de TPH % Remocion :/::(:ic?c?: de
Biomasa (g/L) (g/L) _y
0 0.01 25

5 0.38 24.88 0.48 0.024

10 0.64 24.77 0.92 0.022

15 0.71 24.7 1.2 0.014

20 0.78 24.63 1.48 0.014

25 1.47 24.26 2.96 0.074

30 1.85 22.85 8.6 0.282

35 2.12 20.77 16.92 0.416

40 2.44 17.28 30.89 0.698

45 3.05 10.57 57.72 1.342

50 6 2.13 91.48 1.688

55 6.34 1.91 92.36 0.044

60 6.63 1.74 93.04 0.034

65 6.91 1.56 93.76 0.036

70 7.17 1.38 94.48 0.036

75 7.41 1.02 95.92 0.072

80 7.72 1 96 0.004

85 7.72 1 96 0

90 7.72 1 96 0




Tabla 2.4:

Datos experimentales corregidos a una concentracion inicial del 3% (v/v) de diésel

Concentracion Inicial=3%, T=30°C; Consorcio A
Tiempo (h) CoBr:(c)i:\;cgzc(ig/nL)de Concentr(agc/iSn de TPH % Remocin :/::;:2: de
TPH
0 0.03 25

5 0.7 24.48 2.08 0.104
10 1.07 23.36 6.55 0.224
15 1.37 22.1 11.62 0.252
20 1.67 20.83 16.68 0.254
25 2.4 17.71 29.18 0.624
30 3.13 14.58 41.68 0.626
35 6.35 4.91 80.36 1.934
40 6.88 4.46 82.14 0.090
45 7.4 4.02 83.93 0.088
50 7.9 3 88 0.204
55 8.08 2.58 89.67 0.084
60 8.37 2.32 90.71 0.052
65 8.66 2.1 91.59 0.044
70 8.96 1.88 92.48 0.044
75 9.13 1.81 92.75 0.014
80 9.23 1.79 92.83 0.004
85 9.31 1.78 92.88 0.002
90 9.38 1.77 92.92 0.002
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Anexo lll: Programas en Berkeley Madonna para Encontrar los Parametros Cinéticos

Figura 3.1:
Modelo de Monod a una concentracion inicial del 1% (v/v) de diésel a una temperatura de 30 grados

centigrados.
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Anexo IV: Tablas de Resultados con los Parametros Encontrados con Berkeley

Madonna

Tabla 4.1:

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 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 2463 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 13 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
70 717 1.38 7.12 1.24
75 7.41 1.02 7.13 1.18
80 7.72 1 7.15 113
85 7.72 1 7.16 1.1
90 7.72 1 717 1.06
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Tabla 4.2:

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/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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Anexo V: Tabla de Transferencia de Momento

Figura 5.1:
Relacion entre el Nimero de Reynolds y el Numero de potencia en funcién de la forma de la paleta del agitador a usar.
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Figura 5.1: Relacion entre el Nimero de Reynolds y el Numero de potencia en funcion de la forma de la paleta del agitador
a usar.



VI.- Diseino del Sistema de Espuma y Control de Antiespumante:

El disefio de un sistema de espuma y control de antiespumante para un biorreactor,
especialmente uno utilizado para la biodegradacién de Diesel con un consorcio
bacteriano, es crucial para evitar interferencias en la aireacion y el mezclado. Aqui esta el
disefio propuesto:

Diseio del Sistema de Control de Espuma

Deteccion de Espuma:
Sensores de Nivel de Espuma: Instalar sensores capacitivos o de conductividad en la

parte superior del biorreactor para detectar la formacién de espuma.

Sistema de Dosificacién de Antiespumante:

» Tanque de Almacenamiento de Antiespumante: Un tanque dedicado para almacenar
el agente antiespumante.

+ Bomba Dosificadora: Una bomba de dosificacién controlada por el sistema de
control para agregar antiespumante al biorreactor. La bomba deberia ser capaz de
dosificar pequefias cantidades con precision.

* Valvulas de Control y Tubos: Para dirigir el antiespumante desde el tanque de
almacenamiento hacia el biorreactor.

Sistema de Agitacion:
Ajuste de Velocidad de Agitadores: Ajustar la velocidad de los agitadores puede ayudar a

controlar la formacion de espuma.

Seleccion de Antiespumante:

Tipo de Antiespumante: Debe ser eficaz para el tipo de espuma generada en el proceso y
compatible con el consorcio bacteriano y el proceso de biodegradacion.

Los antiespumantes comunmente utilizados incluyen compuestos de silicona y agentes

organicos no siliconados.



Xi

Control y Automatizacion:

» Integracion con el PLC: El sistema de control (PLC) manejara la activacion de la
bomba dosificadora basandose en las sefales de los sensores de espuma.

* Interfaz de Usuario: Permitir ajustes manuales y monitorizacion a través de la
interfaz HMI.

Consideraciones Adicionales

* Pruebas y Ajustes: Realizar pruebas para determinar la concentracion y tasa de
dosificacion 6ptimas del antiespumante.

+ Mantenimiento: Mantenimiento regular de los sensores de espuma y limpieza del
sistema para evitar obstrucciones o fallos.

+ Impacto Ambiental y de Seguridad: Asegurar que el antiespumante seleccionado
sea seguro y tenga un impacto ambiental minimo.

Este disefio permite un control eficaz de la formacion de espuma en el biorreactor,
manteniendo un ambiente Optimo para la aireacién y el mezclado, y asegurando la
eficiencia del proceso de biodegradacion. La seleccion y dosificacion adecuadas del
antiespumante, junto con un sistema de deteccion y control automatizado, son claves para

el manejo efectivo de la espuma.

Xi
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Anexo VIII: Resultados de Consorcio Bacteriano
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Anexo VIliI: Plano del Reactor para Cultivo y Enriquecimiento del Consorcio

Microbiano
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