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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como principal objetivo, evaluar la eficiencia de
degradacion de Demanda Quimica de Oxigeno y naftaleno de la cepa
Rhodococcus equi, utilizando agua artificial de refineria la cual contenia
naftaleno, el mismo se encuentra en el grupo de hidrocarburos aromaticos
policiclicos. Para tales fines se utilizé un reactor aerobio en continuo a escala de
laboratorio, como aporte en el futuro para plantas de tratamiento de industrias
gue contengan el Hidrocarburo. La bacteria Rhodococcus equi, fue aislada de

los sedimentos recolectados en la Bahia de Manzanillo, Provincia de Colén.

Las fases de prueba se dividieron en dos (2) etapas, la primera la cual duro
un periodo aproximado de doce (12) dias, donde el tiempo de retencién que se
les dio a la bacteria para que hicieran el trabajo de degradacion fue de
veinticuatro horas (1 dia), y la segunda fase también alrededor de quince (15)
dias con un tiempo de retencidbn de cuarenta y ocho horas (2 dias). Las
muestras fueron recolectadas en cada fase al finalizar cada tiempo de retencion
estipulado, para realizar diferentes pruebas, como lo son: temperatura, potencial
de hidrogeno, Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de
Degradacién (DBOs), Solidos Suspendidos Volatiles (SSV), Solidos Disueltos
Totales (SDT), entre otras. Para el analisis de la muestras se utilizo la guia del
Standard Methods (1980). El naftaleno se analizé por cromatografia liquida

(HPLC).



En el Escenario 1, se logré observar que el crecimiento de la cepa bacteriana
tomo una respuesta positiva a la alimentacion del reactor con carga organica (en
términos de la DQO) y naftaleno obteniendo crecimientos de hasta
aproximadamente ocho érdenes de magnitud mayor (6 E+13) en UFC/mL, en
relacion a la inoculada (7,85 E+6), esto bajo una temperatura de 23.57 °C y un
pH de 6.71. Mientras que en el Escenario 2, se observd un crecimiento mucho
mayor al del Escenario 1. La inoculacion fue de 3.00E+9 UFC/mL y el maximo

crecimiento en este escenario fue de 2.17E+11 UFC/mL.

Se pudo comprobar la eficiencia de degradacion de naftaleno de la cepa
Rhodococcus equi, a la salida del reactor en relacion con la entrada al mismo,
logrando el 100 % de consumo del hidrocarburo, la maxima eficiencia de
degradacion en DQO fue 36,44% y en DBOs fue 66,19%, esto se da cuando el
tiempo de retencion hidraulica en el reactor es mayor, como fue el caso de
Escenario 2, donde el TRH fue de 48 horas. Mientras que los porcentajes de
eficiencias en el Escenario 1 fueron menores en comparacion con el Escenario
2. De esta manera se comprueba que al aumentar el tiempo de retencidon
hidraulico, aumenta la eficiencia de la Cepa de realizar su trabajo de

degradacion en el reactor.

Por otra parte se recomienda comprobar la eficiencia de degradacion, de la
cepa Rhodococcus equi, tomando otros tiempo de retencion hidraulica vy
caudales de entrada. Analizar el desempefio de la Cepa con otros Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos. También es favorable realizar otros estudios en los

cuales se ensaye la eficiencia de degradacion de la Cepa, en funcién de



cambios en los parametros de disefio del reactor en continuo; ademas, de
trabajar con una combinacién de cepas, para aumentar la Eficiencia de
Biodegradacion de Naftaleno y otros Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos. Se
deben continuar estudios sobre el aislamiento e identificacion de especies

nativas en sitios contaminados.
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INTRODUCCION

La contaminacion ambiental ha ido incrementando a través de los afios
debido al desarrollo industrial alrededor del mundo. Ademas la contaminacion
por compuestos de hidrocarburos ha incrementado y muchos de estos
compuestos contaminantes son considerados como un peligro para la salud.

(Abd-Elsalam et al., 2009).

Se estima que el 85 6 90 % del total de vertidos de hidrocarburos al mar
proviene de limpieza de depdsitos y sentinas; derrames de pequefio 0 mediano
tamafo en operaciones de carga y descarga, pequefios accidentes, rotura de
depdsitos, entre otros. Una vez que el petroleo y sus derivados se han
introducido al medio ambiente, actian sobre los organismos vivos y producen en
ellos efectos adversos que dependen de la concentracién y el tiempo de
exposicion (Dominguez, et al.,2013).

Algunos de estos compuestos contaminantes de hidrocarburos son los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP). Los HAP son un gran grupo de
compuestos organicos con dos o mas anillos aroméaticos fusionados en arreglos
lineales, angulares o en racimo (Abd-Elsalam et al., 2009). Los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, presentes en el petroleo, constituyen contaminantes que
tienen gran impacto en los ecosistemas, debido a que alteran el equilibrio
ecoldgico, y pueden ser carcindbgenos y mutagenos para el hombre (Bracho, et

al., 2004).
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El naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno, han sido los
hidrocarburos mas estudiados debido a que forman parte de una amplia
variedad de productos de importancia biologica, quimica e industrial (Bracho, et

al., 2004).

Los cientificos han llevado a cabo investigaciones sobre técnicas de limpieza
rentables y con un minimo dafio a largo plazo para el medio ambiente (Mehrasbi

et al., 2003).

La cinética de degradacion y transporte de compuestos organicos (i.e.los
hidrocarburos) va a depender de su tipo de estructura y peso molecular, y por
otra parte las caracteristicas fisico, quimico y biologico del ambiente (La Grega
et al., 2001).

La biodegradacion se considera que es la ruta principal para la eliminaciéon de
estos contaminantes desde el medio ambiente; sin embargo, la biodegradacion
es a menudo limitada debido a su naturaleza altamente hidrofébico y la
adsorcion a los sedimentos que presentan un problema importante que afecta a

las estrategias de biorremediacion (Bharti et a.,, 2014).

Es importante definir biorremediacion en el contexto de la biodegradacion, un
proceso que ocurre de forma natural. La biodegradacion es de gran importancia
en el desgaste de los componentes del petréleo y es un proceso natural por el
cual las bacterias u otros microorganismos alteran y descomponen las moléculas
organicas en otras sustancias, con el tiempo la produccion de acidos grasos y

dioxido de carbono. Biorremediacion es la aceleracion de este proceso mediante
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la adicion exdgena de las poblaciones microbianas, a través de la estimulacion
de las poblaciones indigenas o por medio de manipulacion de los medios
contaminados mediante técnicas como la aireacion o el control de la temperatura

(Dominguez et al., 2013).

Estudios han demostrado que en la naturaleza, se encuentran distribuidos
microorganismos que cuentan con la capacidad de degradar biol6gicamente los
hidrocarburos, debido a que el petréleo es un producto natural y que la
contaminacion cronica producida a lo largo de los aflos ha provocado la
adaptacion de la microflora del lugar para metabolizar estos compuestos. Los
microorganismos que se utilizan en los tratamientos de efluentes
hidrocarburados son desarrollados en ciertas condiciones ambientales que
incluyen el control de factores fisicoquimicos y fuentes de carbono (Nievas,
2006).

La biorremediacion utilizando diversas cepas de bacterias del
género Rhodococcus ha demostrado ser una opcion prometedora para la
limpieza de los sitios contaminados. Los grandes genomas de Rhodococcus, sus
vias catabdlicas redundantes y versatiles, su capacidad de absorcién y
metabolizar compuestos hidrofobicos, para formar biopeliculas, de persistir en
condiciones adversas y la disponibilidad de herramientas recientemente
desarrolladas para la ingenieria genética en Rhodococcus las convierten en
microorganismos industriales adecuados para biotransformaciones y la

biodegradacién de muchos compuestos organicos (Martinkova et al., 2009).
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La diversidad metabdlica que presentan los microorganismos del género
Rhodococcus los hace ser candidatos ideales para su utilizacion en bioprocesos,
con un gran potencial tanto en aplicaciones industriales como ambientales (Ellis

et al., 2001).

El género Rhodococcus fue muy bien definido por los estudios taxonémicos y
de sisteméatica realizados por Goodfellow y Anderson en 1977. Se reconocen
nueve especies, indicando a R. rhodochrous, como especie, e incluyen a R.
bronchialis, R. coprophilus, R. corallinus, R. equi, R. erythropolis, R. ruber, R.
rubropertinctus y R. terrae. Los microorganismos agrupados en este género se
encuentran de manera general muy ampliamente distribuidos en el medio
ambiente, de manera particular en suelos, reservorios de agua, rios, lagos y
otros ambientes acuaticos. Como agentes patdgenos del hombre y los animales,
el mas importante de ellos es R. equi, anteriormente clasificado como
Corynebacterium equi, a esta especie como otros miembros de la familia
Nocardiaceae, se les relaciona con una gran variedad de procesos de
biodegradacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Sanchez et al.,

2013).

Las aguas residuales industriales son aquellas que proceden de los procesos
tecnolégicos y se caracterizan por su generacion periddica o continua en
grandes voliumenes, asi como por su variada composicion. La caracterizacion de
las aguas residuales es un aspecto muy importante, ya que permite evaluar el
impacto ambiental que producen, de modo que sea posible disefiar el sistema

adecuado para su tratamiento y/o aprovechamiento (Pérez et al., 2004).
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El principal origen de los HAP en las aguas se debe al derrame e infiltracién
de petroleo. Las aguas residuales domésticos e industriales suelen contener

altos contenidos de HAP particulados y solubles (Garcia, 2005P).

La razon de realizar la presente investigacion se basa en el aumento de la
contaminacion originada por las descargas de aguas residuales industriales y/o
derrames accidentales, de compuestos de dificil biodegradacion, como los
hidrocarburos, especialmente los aroméaticos policiclicos, a los ecosistemas
marinos y la falta de estudios encontrados en Panama sobre biodegradacion de
de los mismos. El objetivo principal de este estudio es evaluar el tratamiento
bioloégico del naftaleno (de la familia de los HAP) en un reactor aerobio en
continuo a escala de laboratorio y analizar la eficiencia de la bacteria
Rhodococcus equi. Todo esto como candidato para su aplicacién en sistemas de

tratamiento bioldgico de aguas residuales industriales.

En el siguiente trabajo de investigacion, se presentaran los siguientes
capitulos: ElI marco conceptual; Origen, efectos, transporte y destino de los HAP
en el ambiente; Biodegradacion en el medio acuético de los Hidrocarburos
Aromaticos Poaliciclicos; la eliminacion de Hidrocarburos Aroméaticos Policiclicos
por procesos biolégicos; Metodologia, ejecucion y puesta en marcha del reactor
en continuo a escala de laboratorio para el tratamiento de hidrocarburos
aromaticos policiclicos utilizando la cepa Rodococcus equi; Resultados y

Discusion; y Conclusién y Recomendaciones.
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ABREVIATURAS GENERALES

AWWA:

APHA:

BIOMA:

DBO:

DGNTI-COPANIT:

DQO:

EPA:

HAP:

HPLC:

IDAAN:

ISO:

MPA:

American Water Works Association — por sus siglas en

inglés (Asociacion Americana de Obras de Agua).

American Public Health Association — por sus siglas en inglés

(Asociacion Americana de Salud Publica).

Corporacién para la Conservaciéon del Medio Ambiente.

Demanda bioquimica de oxigeno.

Direccion General de Normas y Tecnologia Industrial -

Comision Panameinia.

Demanda quimica de oxigeno.

Environmental Protection Agency — por sus siglas en inglés

(Agencia de Proteccion Ambiental).

Hidrocarburo Aromatico Policiclicos.

High-performance liquid chromatography (Cromatografia de

liquidos de alto rendimiento).

Instituto de Acueductos y Alcantarillados Nacionales.

Organizacion Internacional para la Estandarizacion.

Mejores Practicas Ambientales.
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OMS:

OD:

pH:

PNO:

PNUMA:

SENACYT:

SWAT:

UFC:

UNICEF:

UTP:

WPCF:

Organizacion Mundial de la Salud.

Oxigeno disuelto.

Potencial de Hidrogeno.

Procedimiento Normalizado de Operacion.

Programa de Naciones Unidas para el Medioambiente.

Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia e Innovacion.

Soil and Water Assesment Tool — por sus siglas en inglés

(Herramienta para el Manejo de Suelo y Agua).

Unidades formadoras de colonias.

Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia.

Universidad Tecnologica de Panama.

Water Pollution Control Federation — por sus siglas en

inglés (Federacién para el Control de la Contaminacion del

Agua).

Unidades de medida

cm:

°C:

centimetro.

grados centigrados.
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hr: horas.

km: kilbmetro.

in: pulgadas.

m: metro.

min: minuto.

mm: milimetro.

mg: miligramo.

mg/kg: miligramo(s) por kilogramo. Corresponde en peso a

partes por millébn (ppm) por masa.

mg/L: miligramo por litro.

ppm: partes por millén.

UFC/mL.: Unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Adsorcion: propiedad de algunos materiales de fijar en su superficie moléculas

organicas extraidas de la fase liquida en la que se encuentra.

Agua residual: agua que ha sido usada por una comunidad o industria y que

contiene material organico o inorganico disuelto o en suspension.

Aerobio: organismo que necesita respirar oxigeno para vivir o desarrollarse.

Afluente: agua u otro liquido que ingresa a un reservorio, planta de tratamiento

0 proceso de tratamiento.

Anaerobio: condicion en la cual no hay presencia de aire u oxigeno libre.

Andlisis: examen de una sustancia para identificar sus componentes.

Biodegradacion: transformacion de la materia organica en compuestos menos

complejos, por accién de microorganismos.

Biorremediacion: se describe como la practica de utilizar una variedad de
sistemas que emplean organismos Vvivos O Sus componentes para remover
(extraer), degradar (biodegradar) o transformar (biotransformar) compuestos

organicos téxicos, en productos metabdlicos menos téxicos o inocuos.

Biotransformacion: es la transformacién de los xenobiéticos en el organismo,

resultando en otros productos.

Blanco: muestra de control de calidad que permite identificar posibles fuentes
de contaminacién en muestras para andlisis. Esta contaminacion puede ser
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causada durante el proceso de recoleccion de datos incluyendo muestreo,

preservacion, transporte y analisis.

Cometabolismo: es la transformacion de un compuesto, llamado cosustrato, en
presencia obligada de un sustrato durante el crecimiento o por células en reposo
en ausencia del sustrato de crecimiento es parte fundamental de la eliminacion

bioldégica de compuestos xenobidticos en el ambiente.

Concentracion: es la proporcién o relacion que hay entre la cantidad de soluto y
la cantidad de disolvente, donde el soluto es la sustancia que se disuelve, el

disolvente la sustancia que disuelve al soluto.

Contaminante recalcitrante: aquel que por tener una estructura muy estable
guimicamente, se resisten al ataque de los microorganismos o de cualquier

mecanismo de degradacién sea biolégico o quimico.

Cromatografia: es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion
selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla,

permitiendo identificar y determinar las cantidades de dichos componentes.

Cromatografia de liquidos: técnica analitica ampliamente utilizada, la cual
permite separar fisicamente los distintos componentes de una solucion por la

adsorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla.

Degradacion: se refiere a varias reacciones en que las moléculas organicas
pierden uno o varios atomos de carbono, o donde las moléculas complejas se

descomponen en otras mas simples.
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Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs): cantidad de oxigeno requerida para

la oxidacion aerdbica bioldgica de los sélidos organicos del agua.

Demanda quimica de oxigeno (DQO): cantidad de oxigeno requerida para
oxidar a la materia organica sea o0 no biodegradable, con la excepcién de

compuestos aromaticos como piridina, benceno o tolueno.

Eficiencia del tratamiento: relacién entre la masa o concentracion removida y
la masa o concentracion aplicada, en un proceso o planta de tratamiento y para

un parametro especifico.

Efluente: liquido que sale de una planta de tratamiento de aguas residuales.

Genotoxicidad: capacidad para causar dafio al material genético por agentes

fisicos, quimicos o biologicos.

Genotdxico: son agentes fisicos o productos quimicos capaces de alterar la

informacion genética celular.

Hidrocarburo: compuestos organicos formados Unicamente por atomos de

carbono e hidrogeno.

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos: clase importante de contaminantes o
xenobidticos que persisten en suelos, sedimentos y material particulado

suspendido en el aire.

Intoxicacion: es el conjunto de efectos nocivos producidos en un organismo

Vivo por un agente quimico.
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Intoxicacion aguda: se produce cuando hay una exposicion de corta duracién y
el agente quimico es absorbido rapidamente, en una o varias dosis en un

periodo no mayor de 24 horas, apareciendo los efectos de inmediatos.

Intoxicacion crdénica: cuadro clinico que se presenta luego de exposicion

repetida a dosis bajas de plaguicidas por periodos de tiempo prolongados.

Limites maximos permisibles: valores limites de contaminacion determinados
para cada parametro y que son de obligatorio cumplimiento. Se expresa en

miligramos de residuo por kilogramo del producto.

Muestra: parte o cantidad pequefia de una cosa que se considera
representativa del total y que se toma o se separa de ella con ciertos métodos

para someterla a estudio, analisis 0 experimentacion.

Persistencia: se refiere a la capacidad de un compuesto para sostenerse
inalterado en un medio a lo largo del tiempo. A mayor persistencia, mayor
posibilidad de ingresar en la cadena alimentaria.

Recalcitrante: sustancia que no es biodegradable bajo condiciones ambientales
naturales.

Sedimentacion: es el proceso por el cual el material solido, transportado por
una corriente de agua, se deposita en el fondo del rio, embalse, canal artificial, o

dispositivo construido especialmente para tal fin.

Sustrato: es una sustancia sélida o medio el cual se le aplica otra sustanciay a

la que dicha segunda sustancia se adhiere.
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Tratamiento biolégico: procesos de tratamiento que intensifica la accién de los

microorganismos para estabilizar la materia organica presente.

Volatilizacién: cambio de estado de sélido al estado gaseoso sin pasar por el

estado liquido, también llamado sublimacion.

Xenobidtico: es toda sustancia extrafia o ajena a las que proceden de los

compuestos 0 metabolismo de los organismos vivos.
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CAPITULO I. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes del problema

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se encuentran entre los
contaminantes mas importantes en el medio marino, que se producen a partir de
diferentes recursos. Los HAP son un gran grupo de compuestos organicos con
dos o mas anillos aromaticos fusionados (Eghtesadi et al., 2013). Ellos tienen
una solubilidad relativamente baja en agua, pero son altamente lipofilicos (WHO,

2010).

La Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. ha identificado 16
compuestos de HAP como los contaminantes prioritarios, entre ellos se

encuentra el naftaleno y Fenantreno. (Salinas et al., 2012).

Entre algunas de las fuentes que generan los altos indices de contaminacion
por petréleo, estan el uso de plaguicidas y la contaminacion generada por la
acumulacion excesiva de contaminantes derivados del petrdleo i.e. benceno,
oxidos de azufre, bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP), entre otros, que se acumulan en el suelo, rios y lagos, que no son
tratados en forma adecuada para evitar su contaminacién o facilitar su

degradacion (Sanchez et al., 2013).

Dada la amplia distribucion de materia organica (carbon, madera, vegetacion
en general, combustibles fésiles, tabaco, alimentos), asi como los procesos de
combustion de la misma, los HAP son ubicuos, es decir se encuentran de forma
generalizada en el medio ambiente. En general se distinguen dos tipos de
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fuentes como responsables de la presencia de HAP en el ambiente. Las fuentes
naturales ocurren por medio de combustién natural de materia organica que
comportan emision al aire de HAP son las erupciones de los volcanes y los
incendios forestales debidos a causas naturales. Los petréleos y en general los
combustibles fésiles contienen de forma natural HAP en bajas concentraciones
(alrededor del 1%), dependiendo en gran parte del origen del crudo. Las fuentes
antropogénicas hacen referencia a todas las formas en las que se originan HAP
gue sean dependientes de la actividad humana. La amplia utilizacion de
procesos de combustion de materia organica durante el dltimo siglo ha hecho
gue la produccion de HAP sea un fenomeno habitual en nuestra sociedad. Los
combustibles fésiles (de materia organica) son de uso frecuente y abundante,
sobre todo en tres ambitos: en muchas actividades industriales, en las
calefacciones domésticas, y en todo tipo de vehiculos de transporte. Otros tipos
de fuentes antropogénica serian el humo del tabaco y los alimentos cocinados a
la parrilla, en que la coccidn se produce a altas temperaturas y en contacto

directo con la llama (Agudo, 2010).

Los HAP son conocidos por los problemas que generan en la salud y el
ambiente. Algunos estudios hechos en animales han demostrado que producen
problemas hematoldgicos, como, anemia aplastica, pancitopenia, reduccion de
los leucocitos en la sangre y depresidén en la médula 6sea y problemas en el

sistema reproductivo (WHO, 2010).

Los efectos que generan los HAP en el ser humano afectan el sistema

nervioso central y pueden ser agudos y cronicos. La intoxicaciéon aguda por



estos compuestos produce cefalea, nduseas, mareo, desorientacion, confusién e
inquietud. La exposicion aguda a dosis altas puede incluso provocar pérdida de
consciencia y depresion respiratoria. Uno de los efectos agudos mas conocidos
es la irritacion respiratoria (tos y dolor de garganta). También se han observado
sintomas cardiovasculares, como palpitaciones y mareos. Los sintomas
neurolégicos de la exposicion cronica pueden ser: cambios de conducta,
depresion, alteraciones del estado de animo y cambios de la personalidad y de
la funcion intelectual. También se sabe que la exposicion crénica produce o
contribuye a producir neuropatia distal en algunos pacientes (Finklea et al.,

2011).

La persistencia de los HAP es de la preocupacion ambiental, ya que son
activamente carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos, amenazando la biota
marina (Bharti et al., 2014). La proteccion del medio marino constituye una
preocupacion creciente en el ambito cientifico y social. El estudio continuo de las
condiciones ambientales marinas, es generalmente, una de las tareas que todos
los paises deben cumplir para poder prevenir y adoptar las medidas necesarias
para reducir la contaminacion (Soriano, 2009). Alrededor del 0,1 al 0,2% de la
produccion mundial de petréleo acaba vertido al mar, el porcentaje puede
parecer no muy grande, pero son casi 3 millones de toneladas las que acaban
contaminando las aguas cada afo, provocando dafios en el ecosistema marino

(Echarri, 2007).

Se han propuesto muchos enfoques para destruir estos contaminantes tales

como el depdsito en vertederos, microextraccion, extraccion con disolvente, la
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incineracion de alta temperatura, y varios tipos de descomposicion quimica; sin
embargo, estas tecnologias son caras y pueden dar lugar a una descomposicién

incompleta de los contaminantes (Medina-Bellver et al., 2005).

La biodegradacion se considera que es la ruta principal para la eliminacion de
estos contaminantes desde el medio ambiente; sin embargo, la biodegradacion
es a menudo limitada debido a su naturaleza altamente hidrofébico y la
adsorcion a los sedimentos que presentan un problema importante que afecta a
las estrategias de biorremediacion (Bharti et al., 2014). El proceso de
biorremediacion juega un rol importante, se define como el uso de
microorganismos para desintoxicar o eliminar los contaminantes debido a sus
diversas capacidades metabdlicas, es un método de evolucién de la eliminacion
y la degradacion de muchos contaminantes ambientales incluyendo los
productos de la industria del petroleo (Medina-Bellver et al., 2005). Ademas se

considera que la biorremediacion es no invasiva y rentable (April et al., 2000).

En los udltimos 20 afios se ha publicado mucho sobre la capacidad de los
microorganismos para su uso en la degradacion de hidrocarburos,
especialmente n —alcanos como fuentes de carbono Yy energia. Estos
microorganismos pertenecen a Pseudomonas sp, Alcaligenes sp,

Mycobacterium sp y Rhodococcus sp. (Balachandran et al., 2012).

El estudio de la diversidad microbiana indigena es fundamental para la
comprensiéon de las funciones desempefiadas por los microorganismos en los

habitats contaminados por el petroleo y sus derivados, los cuales pueden ser
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utilizados por diversos microorganismos como fuente de carbono y energia. Un
gran numero de sustratos y metabdlitos presentes en suelos afectados por el
petréleo, ya que proporcionan las condiciones para el desarrollo de una

comunidad microbiana compleja (Wetler-Tonini, et al., 2011)

Segun Martinkova et al. (2009) la biorremediacion utilizando diversas cepas
de bacterias del género Rhodococcus ha demostrado ser una opcion
prometedora para la limpieza de los sitios contaminados. Los grandes genomas
de Rhodococcus, sus vias catabdlicas redundantes y versatiles, su capacidad de
absorcion y metabolizar compuestos hidrofébicos, para formar biopeliculas, de
persistir en condiciones adversas y la disponibilidad de herramientas
recientemente desarrolladas para la ingenieria genética en Rhodococcus las
convierten en microorganismos industriales adecuados para biotransformaciones

y la biodegradacion de muchos compuestos organicos.

La diversidad metabolica que presentan los microorganismos del género
Rhodococcus los hace ser candidatos ideales para su utilizacion en bioprocesos,
con un gran potencial tanto en aplicaciones industriales como ambientales (Ellis
et al.,, 2001). El género Rhodococcus fue muy bien definido por los estudios
taxondmicos y de sistematica realizados por Goodfellow y Anderson en 1977. Se
reconocen nueve especies, indicando a R. rhodochrous, como especie, e
incluyen a R. bronchialis, R. coprophilus, R. corallinus, R. equi, R. erythropolis,
R. ruber, R. rubropertinctus y R. terrae. Los microorganismos agrupados en este
género se encuentran de manera general muy ampliamente distribuidos en el

medio ambiente, de manera particular en suelos, reservorios de agua, rios, lagos
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y otros ambientes acuaticos. Como agentes patdogenos del hombre y los
animales, el mas importante de ellos es R. equi, anteriormente clasificado como
Corynebacterium equi, a esta especie como otros miembros de la familia
Nocardiaceae, se les relaciona con una gran variedad de procesos de
biodegradacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Sanchez et al.,

2013).

Cuando se comparan procesos aerobios con anaerobios se suele enfatizar
gue existe una marcada preferencia por el uso de procedimientos anaerobios
debido fundamentalmente a la economia de energia lograda, dado que los
costos de operacion de los sistemas aerobios son cada vez mas elevados; sin
embargo, la comparacion debe hacerse en forma mas completa. Por ejemplo,
debe tenerse en cuenta la presencia de compuestos toxicos (como el fenol) o de
los Illamados recalcitrantes o0 xenobiodticos, que son aquellos cuya

biodegradabilidad es muy dificultosa (Merli y Ricciuti, 2009).

1.2. Justificacion

Aguas residuales como las de la industria de refineria de petrdleo contienen
hidrocarburos que son altamente toxicos y de gran peligro para las comunidades
cercanas y el ambiente. Por lo tanto, existe la necesidad de aplicar un
tratamiento eficaz que degrade los hidrocarburos antes de la descarga. Un
proceso natural, considerado efectivo y no dafiino al ambiente es el empleo de
microorganismos para la degradacion de estos compuestos (Hamza et al.,

2012).



Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en funcion de
los parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad) asi como de los
compuestos quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El petréleo
y los hidrocarburos se encuentran naturalmente presentes en el suelo, lo que ha
permitido a muchos microorganismos acostumbrarse a su presencia y utilizarlos
para sobrevivir. La biodegradacion de hidrocarburos en diferentes ecosistemas
(suelo y agua) requiere de la presencia de microorganismos (bacterias, hongos,
algas) que, a través de la actividad bioquimica, oxiden los hidrocarburos.
Algunas especies de microorganismos pueden metabolizar un nimero limitado
de hidrocarburos, de manera que la presencia de poblaciones mixtas con
diferentes capacidades metabdlicas, es necesaria para degradar mezclas

complejas de hidrocarburos como el crudo (Dominguez et al., 2013).

Los primeros estudios que son considerados pioneros fueron realizados por
ZoBell (1946) en ambientes marinos, a partir de ese momento se han aislado
numerosas cepas bacterianas de ambientes marinos costeros capaces de

degradar diferentes hidrocarburos.

La capacidad de degradacion de compuestos que contienen anillos
aromaticos esta ampliamente distribuida en la naturaleza, y de hecho, se han
aislado numerosas especies de bacterias y hongos degradadores de
compuestos aromaticos conteniendo entre 2 y 5 anillos (Correa et al., 2003;

Dominguez et al., 2002).



En su gran mayoria las bacterias degradadoras de hidrocarburos se
encuentran en el grupo de gram negativas. La degradacion de hidrocarburos se
lleva acabo principalmente por bacterias, seguidas por los hongos, levaduras y
algas, entre otros. En un estudio comparativo de poblaciones Song et al. (1986),
observaron que las bacterias participaron en el 82% de la degradacion de n-
hexadecano y los hongos con un 13%. En algunos estudios citados por Leahy y

Colwell, (1990) se reporta la degradacion de hidrocarburos por algas.

En la dltima década, debido al desarrollo de nuevas técnicas en biologia
molecular se han descrito mas especies de microorganismos degradadores de
hidrocarburos, aislados de ecosistemas terrestres, marinos y de agua de

produccion petrolera, entre otros (Alazard et al., 2002; Van Hamme et al., 2003).

El tratamiento aerdbico de efluentes es un proceso bioldgico degradativo, en
donde un agua residual, urbana o industrial, se somete a aireacion durante un
periodo de tiempo, reduciéndose el contenido de materia organica, formando a

su vez un lodo floculento (Pozo, 2009).

El estudio de la cinética de tratamiento biolégico aerdbico conduce a
determinar la velocidad a la cual los microorganismos degradan un residuo
especifico y por lo tanto, suministran la informacion basica necesaria para

desarrollar el tamafio de los reactores bioldgicos aerébicos (Pozo, 2009).

Estudios recientes, realizados por Grey et al. (2013) en areas cercanas al
Canal de Panama, Bahia de Manzanillo (Figura 1.1) encontraron y aislaron

microorganismos degradadores de hidrocarburos los cuales se identificaron de



acuerdo a los principios generales de la clasificacion microbiana, usando medios

selectivos y macro - y el examen microscoépico de los caracteres morfoldgicos.

82'W 80'W 78'W

Figura 1.1. Bahia de Manzanillo, sitio donde se detectaron y fueron aisladas

las cepas utilizadas en este estudio (Grey et al., 2014).

Las bacterias, extraidas de los puntos mostrados en la Figura 1.1, fueron
identificadas a través del sistema APl CORYNE, como Rhodococcus equi y

Corynebacterium propinquum.

1.3. Planteamiento del Problema

En las revisiones bibliograficas realizadas, no fueron encontrados registros o
investigaciones especificas sobre el comportamiento de la bacteria
Rhodococcus equi como agente biolégico utilizado en la degradacion de HAP

presentes en aguas contaminadas por los derrames de petréleo o en las aguas



residuales de las industrias de refineria, y con este estudio se busca asi poder
determinar cientificamente, su eficiencia de degradacion, de forma tal que sirva
como herramienta para el tratamiento bioldégico y remediacion de sitios o
tratamiento de aguas residuales de dificil biodegradacion con hidrocarburos

como el naftaleno.

1.4. Objetivos: General y especificos

1.4.1. Objetivos Generales

Evaluar la eficiencia de degradar aguas de dificil tratamiento, que contienen
naftaleno, de la cepa Rhodococcus equi en un reactor aerobio en continuo y

semicontinuo a escala de laboratorio.

1.4.2. Objetivos Especificos

1.4.2.1. Conocer la fuente y los efectos a la salud y el ambiente de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

1.4.2.2. Analizar la biodegradacion en el medio acuatico de los Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos.

1.4.2.3. Analizar la eliminacién de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos por
procesos bioldgicos.

1.4.2.4. Evaluar la eficiencia de degradar DQO y naftaleno, de la cepa

Rodoccocus equi.

10



1.5. Tipo de investigacién

El estudio fue cuantitativo y cualitativo, ya que se realizaron determinaciones

en laboratorios de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas.

El enfoque cualitativo evalla el desarrollo natural de los sucesos, utilizando la
recoleccion de datos sin medicibn numérica para descubrir preguntas de
investigacion en el proceso de investigacién, mientras que el enfoque
cuantitativo fragmenta los datos en partes para responder al planteamiento del
problema, donde los analisis se interpretan a la luz de las predicciones iniciales
(hipotesis) y de estudios previos (teoria), donde la interpretacion constituye una
explicacion de como los resultados encajan en el conocimiento existente

(Hernandez et al, 2007).

1.6. Formulaciéon de Hipotesis

v' Hipotesis Positiva: La cepa Rhodococcus equi posee la capacidad de
degradar compuestos de dificil tratamiento, como el naftaleno, en un
reactor aerobio.

x Hipdtesis Nula: La cepa Rhodococcus equi no posee la capacidad de
degradar compuestos de dificil tratamiento, como el naftaleno, en un

reactor aerobio.
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CAPITULO II. ORIGEN, EFECTOS, TRANSPORTE Y DESTINO
DE LOS HAP EN EL AMBIENTE

El hecho de estar compuestos fundamentalmente por carbono e hidrégeno es
el origen del nombre “hidrocarburos”. Por otra parte, el olor caracteristico del
benceno hace que por extension, todos los compuestos derivados del anillo
bencénico se denominen “aromaticos”. Finalmente, el hecho de que la mayoria
de estos compuestos posean varios anillos les otorga su caracter de policiclicos”
(Agudo, 2009).

Las propiedades fisico quimicas de los distintos HAP son diferentes, y los
tiempos de residencia y vidas medias en distintos compartimentos en el medio y
los organismos son distintos. En términos generales son volatiles y relativamente
persistentes lo que les hace susceptibles al transporte atmosférico a larga
distancia, son poco solubles en agua y solubles en solventes organicos y son
también fuertemente lipofilicos, pero en la medida que son transformados por el
metabolismo de los organismos no se acumulan en las redes tréficas (CNRCOP,

2004).

2.1. Principales Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Los HAP se encuentran generalmente como mezclas complejas, ho como
compuestos simples. Existen mas de 100 clases diferentes de HAP. En el medio
ambiente se encuentran como compuestos volatiles (en la fase gaseosa) o
unidos a particulas. Como sustancias quimicas puras, los HAP existen
generalmente como sdlidos incoloros, blancos o verdes amarillosos palidos y

tienen un olor leve y agradable (Agudo, 2009).

12



La Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos (US-EPA), la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Unién Europea (UE), han
declarado 16 de estos hidrocarburos aromaticos policiclicos como
contaminantes prioritarios (Nadia et al., 2004). Estos compuestos incluyen:
naftaleno, acenafteno, acenatftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indenol(1,2,3-c,d)pireno, benzo(g,h,i)perileno y

dibenzo(a,h)antraceno (Figura 2.1).

NAFTALENO

Figura 2.1. Los 16 hidrocarburos aromaticos policiclicos
considerados por la EPA, OMS y UE como contaminantes
prioritarios (Agudo, 2009)
En la Tabla 1, se recogen algunos de los HAP mas comunes (Agudo, 2009).

Se han incluido estos HAP por diversas razones:

* Hay mas informacién disponible sobre ellos que sobre los otros HAP.
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* Se sospecha que son mas dafinos y exhiben efectos nocivos que son
representativos de los otros HAP.

+ Existe una mayor posibilidad de exposicién a estos HAP.

* De todos los HAP analizados, éstos son los que suelen presentar una

mayor concentracion.

Tabla 2.1. Principales hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), con sus
respectivos numeros y nombres CAS.

Principales hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

Nombre comun Ngzgio Nombre CAS*
Acenafteno 83-32-0 Acenatftileno
Acenatftileno 208-96-9 1,2-Dihidro-acenaftileno
Antantreno 191-26-4 Dibenzo[d,e,f,m,n,o]criseno

Antraceno 120-12-7 Antraceno
Benzo[a]antraceno 56-55-3 Benzo[a]antraceno
Benzo[a]pireno 50-32-8 Benzo[a]pireno
Benzo[e]pireno 192-91-2 Benzo[e]pireno

Benzo[b]fluoranteno 205-99-2 Benzo[e]acefenantrileno
Benzo[g,h,i]perileno 191-22-4 Benzo[g,h,i]perileno
Benzol[j]fluoranteno 205-82-3 Benzolj]fluoranteno
Benzo[K]fluoranteno 207-08-9 Benzo[K]fluoranteno
Ciclopenta[c,d]pireno | 27208-37-3 Ciclopenta[c,d]pireno
Criseno 218-01-09 Criseno
Dibenzo[a,h]antraceno 53-70-03 Dibenzo[a,h]antraceno
Fluoranteno 206-44-0 Fluoranteno
Fluoreno 86-73-7 9H-fluoreno
Fenantreno 85-01-8 Fenantreno
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 193-39-5 Indenol1,2,3-c,d] pireno
Naftaleno 91-20-3 Naftaleno
Pireno 129-00-0 Pireno

(*) CAS: el numero registrado CAS es una identificaciébn numérica Unica para compuestos quimicos,
polimeros, secuencias biolégicas, preparados y aleaciones. Llamado también CAS RN (en inglés
CAS registry number). CAS es el acrénimo de Chemical Abstracts Service, una division de la
Sociedad Americana de Quimica, que asigna estos identificadores a cada compuesto quimico que ha
sido descrito en la literatura.

Fuente: Agudo (2009).
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2.2. Origen y Formacién de los Hidrocarburos Aromaéticos Policiclicos

2.2.1. Formacion y generacion

Los HAP pueden aparecer en el medio de varias maneras: mediante
diagénesis a temperatura baja 0 moderada de la materia organica sedimentaria
dando lugar a los combustibles fésiles y mediante la biosintesis directa originada
por microbios y plantas (Garcia?, 2005; Garcia®, 2005).

Sin embargo, si no hay suficiente oxigeno se lleva a cabo la pirolisis, donde la
combustion es incompleta y parte del combustible no reacciona completamente
con el oxigeno y se forman otros subproductos tales como mondéxido de carbono
y HAP (Agudo, 2009).

La formacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos se vera mas
favorecida cuanto menor sea la disponibilidad de oxigeno en el ambiente para
completar la combustion y la cantidad de estos, dependera también de la
temperatura a la cual se lleve a cabo la combustion y de la naturaleza del

material organico que sufra dicha reaccion (Garcia? 2005; Garcia®, 2005).

2.2.2 Fuentes de emisidn y exposicidon

Las emisiones de HAP como resultado de las actividades humanas se pueden
dividir en fuentes de combustion estacionaria y fuentes de combustion movil. Las
principales fuentes fijas que emiten HAP son instalaciones de generacion de
calor y energia eléctrica, calefaccién con carbén y madera, quemadores de gas,
incineracion de residuos organicos municipales e industriales, quemas
intencionales e incendios forestales, y diversos procesos industriales
(coquizacion, craqueo del petrdleo, fundiciones, produccion de asfaltos, etc.).
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Las fuentes moviles son aquellas en donde se queman combustibles fosiles
utilizados en medios de transporte terrestre, maritimo y aéreo. La cantidad de
HAP que se emite en cada proceso depende en gran medida de los materiales,

de la tecnologia y de las condiciones de combustion (Cabal, 2009).

El origen de los hidrocarburos aromaticos policiclicos en el medio ambiente es
muy diverso, aunque basicamente se pueden diferenciar tres fuentes distintas
(Neff, 1979):

e Origen pirogénico, procedente de la combustion incompleta de la
materia organica, reciente o fésil, bien por causas naturales (incendios de
bosques, erupciones volcanicas, etc.) o fuentes antropogénicas (CNRCOP,
2004) como lo son:

-La fabricacion de carbodn. Esta fuente ha disminuido en la dltima década
como resultado de la aplicacion de nuevas tecnologias y la clausura de
instalaciones antiguas.

-La produccién de aluminio, especialmente los anodos de carbdn, hierro y
acero y los agentes ligantes que se usan en las arenas de moldeado en
fundiciones.

-Calefaccion doméstica y residencial. Las emisiones de estufas de madera
son 25-1000 veces mayores que las estufas de carbdon. En areas donde esta
forma de calefaccibn es comun puede ser la fuente principal de HAP.
Especialmente en invierno.

-Cocina. Se pueden producir HAP durante la combustion incompleta de

combustibles, del aceite de cocina y de los alimentos cocinados.
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-Trafico. Los motores de diesel o gasolina emiten distintos HAP. Las tasas de
emision dependen del combustible, el tipo de vehiculo, las condiciones en que
se encuentre el motor y las condiciones de prueba y, puede variar de unos
nanogramos por kilbmetro a mas de 1000 mg/km. Las emisiones de HAP desde
vehiculos se reducen drasticamente con la instalacion de convertidores
cataliticos.

-Centrales térmicas de carbon. En zonas contaminadas los niveles de HAP
pueden ser mayores en el ambiente que en los gases en la chimenea.

-Incineracion de deshechos. Las emisiones de HAP en gases de
incineradoras de varios paises son del orden de <10 mg/m?®

-La combustion de tabaco puede ser una fuente importante de exposicion
para las personas

e Origen petrogénico, producido por vertidos accidentales o intencionados
de derivados del petrdleo. Se caracterizan por ser mezclas complejas formadas
por compuestos con cadenas alquilicas de hasta 5 6 6 a&tomos de carbono, que
predominan sobre sus homdélogos no sustituidos.

e Origen diagenético de la materia organica sedimentaria, la cual puede
sufrir una serie de procesos geoquimicos naturales, como son la
descarboxilacién, aromatizacién, desfuncionalizacién, etc., para convertirse en
HAP de origen natural. Entre éstos se encuentran ciertos derivados del criseno y
del piceno, asi como el reteno y el perileno, aunque estos dos Ultimos también

pueden tener un origen pirolitico.
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2.3 Efectos en la salud.

La absorcién de los hidrocarburos arométicos tiene lugar por inhalacion,
ingestion y, en cantidades pequefias, por via cutanea. Histéricamente fueron los
primeros agentes reconocidos como causantes de tumores malignos en

humanos (Vives et al., 2001).

Segun Rodriguez (2004), las personas pueden estar expuestas a los HAP:

» Comiendo carnes preparadas en la parrilla o que se han quemado;
comiendo pan, hortalizas, frutas, cereales, harina, o carnes contaminadas; o
comiendo alimentos procesados o0 en escabeche.

* Tomando agua o leche de vaca contaminada. Las madres que lactan y que
habitan cerca de sitios de residuos peligrosos pueden pasar los HAPs a los
nifios a traves de la leche materna.

* Respirando aire contaminado si trabajan en plantas que producen coque,
alquitran y asfalto; plantas donde se ahuman productos o simplemente, en
lugares donde se queman basuras.

* Respirando aire con HAPs del humo de cigarros, humo de madera,
emisiones del tubo de escape de automoéviles, o humo de la combustion de
productos agricolas.

* A través de contacto con aire, agua o tierra cerca de sitios de residuos

peligrosos.

Para la poblacién general, las principales vias de exposicién a los HAP son

los alimentos y el aire de los espacios interiores y del medio ambiente. El uso de
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fuego directo para calentar y cocinar puede aumentar la exposicion a los HAP,
especialmente en paises en desarrollo. En los lugares con una elevada
contaminacién debida a los recubrimientos de alquitran empleados en las
tuberias de agua, la ingesta de HAP por el agua de consumo podria igualar e

incluso superar la procedente de los alimentos (OMS, 2003).

Los hidrocarburos aromaticos se metabolizan mediante la biooxidacion del
anillo. Pueden causar efectos agudos y crénicos en el sistema nervioso central.
La intoxicacion aguda por estos compuestos produce cefalea, nduseas, mareo,
desorientacion, confusion e inquietud, sin embargo en dosis altas puede llegar a
provocar pérdida de consciencia y depresion respiratoria. Uno de los efectos

agudos mas conocidos es la irritacion respiratoria (tos y dolor de garganta).

También se han observado sintomas cardiovasculares, como palpitaciones y
mareos. Los sintomas neurologicos de la exposicion crénica pueden ser:
cambios de conducta, depresién, alteraciones del estado de animo y cambios de
la personalidad y de la funcién intelectual. También se sabe que la exposicion
cronica produce o contribuye a producir neuropatia distal en algunos pacientes

(Enciclopedia de la Salud, S/F).

Estudios en animales también han demostrado que los HAP pueden producir
efectos nocivos a la piel, fluidos corporales, y a la habilidad para combatir
infecciones después de exposiciones ya sea de corta o larga duracion, también
ciertas personas que han respirado o tocado mezclas de HAP vy otros

compuestos quimicos por largo tiempo han contraido cancer. Ciertos HAP han
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producido cancer en animales de laboratorio que respiraron aire con HAP
(cancer al pulmon), comieron alimentos con HAPs (cancer al estbmago), o se les

aplico HAP en la piel (cancer a la piel) (ATSDR, 1996).

La genotoxicidad depende de dos caracteristicas de los HAP. En primer lugar
su estructura quimica: algunos compuestos como el Benzopireno tienen una
region de su molécula con capacidad de captar electrones, que les permite
interactuar con moléculas complejas como el ADN. Por otra parte, la mayoria de
los HAP no tienen esta propiedad de forma natural, sino que quienes la tienen
son los productos derivados de ellos durante el metabolismo. Entre alguno de
los cancer que se asocian a la exposicion de HAP, estan el cancer de pulmon,

cancer de piel, cancer de vejiga urinaria, entre otros tumores (Agudo, 2009).

En la Tabla 2.2 se presenta que no todos los HAP han mostrado poseer
efectos carcinogénicos, genotoxicos 0 mutagénicos y muchas veces el efecto se
atribuye a la presencia conjunta de mas de un compuesto de la familia y de

algunos de sus derivados, principalmente los nitroderivados.

Tabla 1.2. Datos relativos a los efectos carcinogénicos, genotoxicos y
mutagénicos de algunos HAP.

Carcinogenicidad Genotoxicidad Mutagenicidad

Fenantreno I L +
Antraceno N N -
Pireno N L +
Benzo(a)antraceno S S +
Benzo(e)pireno I L +
Benzo(a)pireno S S +
Dibenzo(a)antraceno S S +

(S= Suficiente; I=Insuficiente; N= no carcinogénico; L=limitados.) Mutagenicidad (Test de Ames):

+(positivo); -(negativos; ?(inconcluso)

Fuente: Mastarde et al. (2005).
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2.4 Efectos en el ambiente.

El acelerado crecimiento de la poblacion mundial ha dado como resultado una
mayor demanda de combustibles fésiles (hidrocarburos). Aunque muchos de
estos compuestos se utilizan para generar energia, un alto porcentaje se libera
al ambiente en los procesos de extraccién, refinado, transporte vy
almacenamiento, lo que representa un riesgo potencial para los ecosistemas
(SEMPLE et al., 2001).

Después que ocurre un derrame o fuga de hidrocarburos, el comportamiento
en el ambiente esta dado por las caracteristicas del tipo de sustancia vertida y
las propiedades de las matrices ambientales involucradas. Asi, por ejemplo, una
vez que ha ocurrido la descarga o derrame de petrdleo u otro hidrocarburo se
comienzan a producir diversos procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que
determinan el grado de dafio que el hidrocarburo causa al ambiente (Castro,

2007).

Los HAP pasan al aire principalmente por incendios forestales, emisiones
volcanicas, combustion de carbon y del escape de automoviles, en el aire se
encuentran adheridos a particulas de polvo., ya que ciertas particulas de HAP
del suelo o de aguas superficiales pueden evaporarse con facilidad, estos
pueden degradarse en un periodo de dias a semanas al reaccionar con luz solar

0 con otras sustancias quimicas en el aire (Castro, 2007).

Los derrames de hidrocarburos de petréleo son una de las principales fuentes
de contaminacién de suelos y aguas ya que ocasionan perturbaciones en los

ecosistemas al afectar su estructura y bioprocesos. Este tipo de contingencias
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ambientales originan efectos directos sobre la biota, ya que el petréleo contiene
compuestos quimicos toxicos que producen dafios a plantas, animales y
humanos pero principalmente sobre las poblaciones de microorganismos, los
cuales representan parte importante del ecosistema y son claves para los

procesos biogeoquimicos (Vasudevan et al., 2001).

Los HAP también pasan al agua a través de desechos de plantas industriales
y de plantas de tratamiento de aguas residuales que llegan a poseer altas
concentraciones de los derivados mas peligrosos de los hidrocarburos. La

mayoria de los HAP no se disuelven con facilidad en agua.

En el agua, los hidrocarburos se esparcen rapidamente, debido a la existencia
de una importante diferencia de densidades entre ambos liquidos, llegando a
ocupar extensas areas, y dificultando por lo tanto sus posibilidades de limpieza.
Se crea una capa de unos pocos micrones de espesor lo que imposibilita la
interaccion entre la flora y la fauna marina con la atmaosfera, obstruyendo asi el

ciclo natural de vida (Garcia, 2005% Garcia, 2005°).

En el suelo, es probable que los HAP se adhieran firmemente a particulas;
ciertos HAP se trasladan a través del suelo y contaminan el agua subterranea

(Castro, 2007).

El derrame de hidrocarburos de petrdleo al suelo trae consigo impactos
importantes en la actividad de los microorganismos, y afecta la funcionalidad del

ecosistema (Zamora, et al., 2012).
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Segun un estudio realizado por la Academia de Ciencias de los E.E.U.U, las
actividades navales son responsables del 33% de los derrames de petroleo en el
ambiente marino, las instalaciones terrestres y descargas urbanas del 37% y
s6lo un 12% de la contaminacion marina por hidrocarburos procede de los
siniestros de petroleros, el resto se debe a operaciones rutinarias (Lépez de
Uralde, 1998).

Cuando una sustancia es emitida al ambiente puede ocurrir uno o0 mas de los

siguientes eventos (Castro, 2007):

. Movimiento en agua, sedimento suspendido, etc.

. Transformacion fisica Volatilidad, lluvia, etc.

. Transformacion quimica Fotdlisis, hidrélisis y oxidacion/reduccion.

. Transformacion bioldgica Biodegradacion y atenuacion natural.

. Acumulacion en uno o mas medios, incluyendo el medio

originalmente contaminado.

La probabilidad de que efectos biolégicos adversos ocurran en respuesta a la
exposicién a los HAP en un sitio en particular depende de la sensibilidad del
individuo especies y los puntos finales examinados. Ademas, la biodisponibilidad
de los HAP se ve influenciada por varios factores, incluidas las propiedades
fisicoquimicas de la HAP, factores geoquimicas, y los factores biolégicos

(Environment Canada, 1999).

23



CAPITULO IIl. BIODEGRADACION EN EL MEDIO ACUATICO DE LOS
HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Las costas soportan una importante actividad urbana e industrial por lo que se
ven continuamente amenazadas por diversos procesos contaminantes,
figurando entre los mas preocupantes, aunque no los Unicos, las mareas negras
por vertidos de hidrocarburos (Soriano, 2009). Las descargas accidentales de
productos derivados del petréleo son motivo de especial preocupacién en el

ambiente (Das y Chandran, 2011).

Los HAP llegan al medio ambiente marino por via atmosférica y acuatica.
Cuando estos compuestos son emitidos al aire, algunos estan en fase gaseosa,
otros adsorbidos a particulas, mientras que los semivolatiles estan en parte, en
forma gaseosa y en parte adsorbida a particulas, dependiendo de la temperatura
y la concentracion de éstas. Posteriormente se transfieren desde la atmdsfera al
suelo o al agua superficial tanto por deposicion seca como por sedimentacion de
las particulas y, dependiendo de la temperatura, se puede producir reemision
desde el suelo. La movilidad de estos compuestos en el suelo esta determinada

por el transporte acuatico (Soriano, 2009).

Los HAP son poco solubles en el agua y se adsorben fuertemente a las
particulas, aunque los compuestos de bajo peso molecular (con 3 o menos
anillos) son mas solubles que los de alto peso molecular (4 o mas anillos). Por
tanto, la movilidad de los HAP en corrientes de agua estd muy determinada por
el transporte de particulas, y como resultado final las particulas se sedimentan

en el mar (Soriano, 2009).
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Segun Soriano, (2009) los HAPs unidos a particulas son menos degradables
y solubles en agua. Debido a la baja tasa de degradacion, la menor volatilidad y
la fuerte adsorcién a particulas, los que poseen un elevado peso molecular
tienden a acumularse en los sedimentos. Ademas los HAPs debido a su elevada
hidrofobicidad, presentan una alta afinidad por las particulas, por ello los
sedimentos son el depdésito final de una gran parte de los hidrocarburos que

llegan al mar.

Actualmente, los métodos mecéanicos y quimicos que generalmente se utilizan
para eliminar los hidrocarburos de zonas contaminadas tienen una eficacia
limitada y pueden ser costosos (Das et al., 2011). Por lo tanto, la
biorremediacién mediante el uso de microorganismos juega un papel importante
en la eliminacién de los HAP en los ecosistemas terrestres y acuaticos, siendo la
degradacion microbiana, como en la mayoria de los compuestos organicos, el

principal proceso de descontaminacion natural (Dominguez et al., 2002).

El proceso de biorremediacién se define como el uso de microorganismos
para desintoxicar o eliminar los contaminantes debido a sus diversas
capacidades metabdlicas, es un método de evolucion de la eliminacion y la
degradacion de muchos contaminantes ambientales incluyendo los productos de
la industria del petroleo (Medina-Bellver et al., 2005). Ademas se considera que

la biorremediacion es no invasiva y rentable (Das et al., 2011).

Los primeros estudios que son considerados pioneros fueron realizados por

ZoBell (1946) en ambientes marinos, a partir de ese momento se han aislado
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numerosas cepas bacterianas de ambientes marinos costeros capaces de

degradar diferentes hidrocarburos.

En los dltimos 20 afios se han publicado mucho sobre la capacidad de los

microorganismos para su uso en la degradacion de hidrocarburos,

especialmente n —alcanos como fuentes de carbono y energia. Estos

microorganismos pertenecen a Pseudomonas sp, Alcaligenes sp,

Mycobacterium sp y Rhodococcus sp. (Balachandran et al, 2012).

En su gran mayoria las bacterias degradadoras de hidrocarburos se
encuentran en el grupo de gram negativas. La degradacion de hidrocarburos se
lleva acabo principalmente por bacterias, seguidas por los hongos, levaduras y
algas, entre otros (Tabla 3.1). En un estudio comparativo de poblaciones,
observaron que las bacterias participaron en el 82% de la degradacién de n-
hexadecano y los hongos con un 13%. En algunos estudios se reporta la

degradacion de hidrocarburos por algas (Dominguez, et al., 2013).

Tabla 3.1. Géneros de especies que degradan hidrocarburos

Bacterias - Hongos
Achromobacter Micrococcus Aspergillus
Acinetobacter Neisseria Aurogebasidium
Arthobacter Nocardia Candida
Aeromonas Pseudomonas Corollospora
Alcaligenes Rhodococcus Dendryphiella
Bacillus Serratia Fusarium
Brevibacter Spharicus Lulworthia
Corynebacterium | Streptomyces Penicillium
Enterobacter Sporobolomyces Rhodotorula
Listonella Xanthomonas Variscosporina

Fuente: Atlas y Bartha (1983); Song et al (1986); Leahy y Colwell

26



Estudios recientes, realizados por Grey et al. (2013) en areas cercanas al
Canal de Panama (Bahia de Manzanillo) encontraron y aislaron
microorganismos degradadores de hidrocarburos los cuales se identificaron de
acuerdo a los principios generales de la clasificacién microbiana, usando medios
selectivos y macro - y el examen microscopico de los caracteres morfologicos.
Las bacterias fueron identificadas a través del sistema API 20, y se identificaron

como Rhodococcus equi y Corynebacterium propinquum.

Se realiz6 el aislamiento e identificacion de dichos microorganismos
degradadores de hidrocarburos, mediante el enriquecimiento selectivo descrito
por Hernandez et al. (1991), con un medio mineral y como fuente de carbono un

HAP (naftaleno, fenantreno, pireno) y tolueno (Grey et al., 2013).

Segun Martinkova et al. (2009) la biorremediacién utilizando diversas cepas
de bacterias del género Rhodococcus han demostrado ser una opcion

prometedora para la limpieza de los sitios contaminados.

La biodegradacién microbiana ha sido ampliamente estudiada en las ultimas
dos décadas como un medio para eliminar los HAP, especialmente el Naftaleno

en aguas residuales aceitosas contaminadas (Gomes et al., 2009).

3.1. Ladeshalogenacion de compuestos organicos.

Los compuestos organicos halogenados constituyen uno de los grupos mas
grandes y diversos de sustancias quimicas ambientales. Aunque algunos de
estos productos quimicos son generados por procesos naturales biodticos y
abioticos en los océanos y la atmdsfera, el uso generalizado de la quimica a
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base de halégeno en los procesos quimicos a escala industrial durante los
ultimos 100 afios ha introducido muchos halocarbonos artificiales adicionales en

el medio ambiente (Jain et al., 2005).

Estos productos quimicos son con frecuencia quimicamente estables y los
atomos de halégeno sustituyentes hacen con frecuencia que sean altamente

resistentes a la degradacion microbiana (Evers y Craig, 1991).

Los esfuerzos de investigacion se han centrado en los mecanismos de
deshalogenacion de compuestos organicos halogenados sintéticos debido a que
estos productos quimicos son resistentes a la degradacion (recalcitrantes), son
lipofilicos, y tienden a bioacumularse en la cadena alimentaria. Los
microorganismos deben ser capaces de separar el enlace carbono-halégeno de
compuestos halogenados. Sin embargo, esto requiere un periodo de retraso
para la induccion de enzimas, llamadas deshalogenasas, que hidrolizan el
enlace carbono-halégeno (Bitton, 1994).

Segun Bitton, 1994 algunos mecanismos de deshalogenacion son los
siguientes (Figura 3.1):

a) Deshalogenacion reductora: es la sustitucion de un atomo de Cl con un
atomo de H. La deshalogenacion reductiva de compuestos organicos
halogenados se produce en condiciones anaerobias, particularmente bajo
condiciones metanogénicas, y requiere la induccibn de enzimas
deshalogenadoras.

b) Deshalogenacion hidrolitica: es la sustitucion de un halégeno por un

grupo hidroxilo.
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Figura 3.1. Mecanismos de deshalogenacion.

Fuente: Sims et al., 1991.

El género Rhodococcus es un grupo muy diverso de bacterias que posee la
capacidad de degradar un gran numero de compuestos organicos, incluyendo
algunos de los compuestos mas dificiles con respecto a la obstinacion y la
toxicidad. Logran esto a través de su capacidad para adquirir una notable gama

de diversos genes catabdlicos y su fisiologia celular robusta (Larkin et al., 2005).

Los compuestos organicos halogenados son comunmente producidos por la
industria y en la naturaleza y las bacterias adoptan varias estrategias
enzimaticas diferentes para eliminar el atomo de haluro. La deshalogenacion
hidrolitica es comuan, sin embargo, el s-triazina hidrolasa (TrzA) de la especie
Rhodococcus corallinus tiene un rango de sustrato limitada y estos compuestos
pueden ser mas comunmente atacados por oxigenasas P450. Por el contrario, la

Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064 halidohidrolasa 1-cloroalcano DHAA
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(RrDHL) exhibe una amplia especificidad para atacar muchos haloalcanos y

halogenuros de alquilo secundarios (Larkin et al., 2005).

3.2. Cometabolismo.

El cometabolismo se define como la transformacién de un compuesto llamado
cosustrato, en presencia obligada de un sustrato durante el crecimiento o por
células en reposo en ausencia del sustrato de crecimiento. Varios compuestos
sintéticos y organicos, que son tanto de importancia ambiental como toxicoldgica
son degradados por cometabolismo. Este proceso es parte fundamental de la
eliminacién biolégica de compuestos xenobidticos en el ambiente (Garcia et al.,

2008).

Segun Garcia et al., 2008 el cosustrato o cometabolito no aporta energia,
carbono o algun otro nutriente y en consecuencia es incapaz de soportar la
replicacion celular. El sustrato de crecimiento actia como un donador de
electrones que proporciona poder reductor y energia para el crecimiento y el
mantenimiento celular. Se debe aclarar que la presencia del cosustrato no
induce la actividad de las enzimas involucradas en su transformacion, ya que se
trata de una transformacion colateral a la degradacion del sustrato el cual si

induce la actividad enzimatica.

Los primeros estudios hechos sobre el cometabolismo fueron realizados por
Leadbetter y Foster en los 50s. Ellos observaron que la bacteria Pseudomona
methanica oxidaba al etano pero no podia ocuparlo como fuente de carbono.

Subsecuentemente se observd que esta bacteria, al crecer en un medio con
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metano, podia transformar diferentes hidrocarburos. Este fendmeno fue

designado por Foster en 1962 como “Co-oxidacion” (Garcia et al., 2008).

Por otro lado, en 1963 Jensen observé que Pseudomonas era capaz de
crecer en monocloroacetato y deshalogenar tricloroacetato, sin usar a éste
ultimo como fuente de carbono para el crecimiento. Con estos resultados Jensen
generalizé el término co-oxidacion para incluir otro tipo de reacciones, como las

deshalogenaciones, y lo llamo “co-metabolismo” (Garcia et al., 2008).

El cometabolismo se ha demostrado en cultivos puros y mixtos para una
amplia gama de compuestos (insecticidas, herbicidas, surfactantes,
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, y otros productos quimicos industriales),
se ha sugerido que se produce en la naturaleza. Hay evidencia de la ocurrencia

del cometabolismo en aguas residuales (Bitton, 1994).

Para muchos HAP, especialmente aquellos con cuatro o mas anillos
aromaticos, el cometabolismo puede ser la Unica via para su degradacion (Allen

et al., 1999).

3.2.1. Cometabolismo de compuestos xenobidticos en el ambiente.

Los avances en la sintesis quimica han conducido a la produccion a gran
escala de diferentes compuestos organicos, que tienen un destino muy variable
en el ambiente. La mayoria de estos compuestos son parecidos a algun
compuesto natural, de modo que pueden ser degradados por el metabolismo
microbiano. Otros compuestos sintéticos tienen estructuras moleculares o
secuencias de enlaces quimicos no reconocibles por los microorganismos, €stos
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son los llamados xenobidticos. Estos compuestos pueden ser parcialmente
metabolizados o resistentes a la biodegradacion, es decir, recalcitrantes (Garcia

et al., 2008).

Los compuestos xenobidticos que usualmente son resistentes a la
degradacion por especies biolégicas individuales, pueden mineralizarse por
secuencias catabdlicas complementarias, que se llevan a cabo entre multiples
especies microbianas, en donde la transformacion inicial es por cometabolismo

(Fritsche, 1985).

Los compuestos finales de la transformacion cometabdlica pueden ser muy
variados dando como resultado especies menos peligrosas, o bien, mas
susceptibles a la degradacion biolégica. Sin embargo, puede ocurrir la formacion
de compuestos que se acumularan en el ambiente si no son intermediarios de
otras rutas catabdlicas, 0 si no estan presentes microorganismos capaces de

utilizarlos como cosustrato (Alexander, 1999).

El cometabolismo de xenobidticos en ambientes naturales ocurre a tasas
lentas, porque las poblaciones microbianas son pequefias y no se incrementan
en respuesta a la introduccion de esos compuestos en el ambiente.
Adicionalmente, en ambientes naturales, no es facil de determinar la ocurrencia
del cometabolismo debido a las diversas reacciones catabdlicas que tienen lugar
en los microorganismos interrelacionados y la dificultad para comprar los efectos
positivos que puede ejercer unos compuestos sobre el consumo de otro (Garcia

et al., 2008).
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Los hidrocarburos son los contaminantes mayoritarios debido a su utilizacion
masiva como combustibles y solventes, entre otros usos. Algunos hidrocarburos
gue son transformados por cometabolismo entre los mas sencillos se pueden
mencionar a los trimetilalcanos, componentes de la gasolina, que son
degradados por cometabolismo, aunque existen bacterias especializadas que

pueden utilizarlos como sustratos (Solano-Serena et al, 2001).

Bacterias, cianobacterias, algas y hongos, son capaces de degradar
hidrocarburos policiclicos de bajo (dos o tres anillos) o alto peso molecular
(cuatro o mas anillos) como naftaleno, acenafteno, antraceno, fluoranteno,
pireno y criseno y usarlos como unica fuente de carbono y benzo(a) pireno por

cometabolismo (Yanine, 2010).

3.3. Reqgulacién genética de la biodeqgradacion de xenobidticos.

Las sustancias xenobioticas se definen como compuestos organicos o
minerales que son introducidos en el ambiente por actividades del hombre a

concentraciones que provocan efectos indeseables (Frioni, 1999).

Los genes que regulan el catabolismo de muchos xenobidticos son plasmidos
cargo. Los plasmidos catabdlicos (o plasmidos de degradacién) son elementos
extracromosomicos que controlan la transformacion de compuestos
xenobidticos. Se han identificado numero limitado de tipos de bacterias,
principalmente en el género Pseudomonas. Estos plasmidos catabdlicos pueden
perderse cuando los microorganismos no se mantienen en el sustrato especifico

para la enzima codificada (pWWO). Este plasmido codifica 117-kb para la
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degradacion de tolueno y xilenos, y para su propia replicacién y transferencia.
Las cepas microbianas multiplasmidas se han construido para la biodegradacién
de hidrocarburos en el petréleo crudo. Estas cepas son capaces de degradar
tolueno, xilenos, alcanfor, octano, y naftaleno. Los pladsmidos de degradacién se
han construido para la biodegradacion de xenobioticos toxicos muy persistentes,
es decir, los compuestos clorados. Sin embargo, el uso de estos nuevos
plasmidos que llevan microorganismos bajo condiciones de campo queda por

investigar (Bitton, 1994).

La contaminacion del suelo y el agua con xenobioticos es un problema de
creciente magnitud. La limpieza in situ puede incluir el método de
biorremediacion, la cual se puede definir como: a) un método de monitorear el
progreso natural de la degradacion para asegurarse de que el contaminante
disminuye con el tiempo de muestreo (bioatenuacién), b) la estimulacion
intencional de las bacterias que degradan xenobioticos residentes por aceptores
de electrones, el agua, la adicion de nutrientes, o donantes de electrones
(bioestimulacién), o c) la adicidbn de bacterias de crecidas en laboratorio que
tienen capacidades de degradacion apropiadas (bioaumentacion) (Widada et al.,

2002).

Puesto que las bacterias son generalmente los agentes en la mayoria de los
procesos de biorremediacion, la evaluacién de un sitio contaminado antes de
biorremediacién a menudo implica la deteccién y el recuento de la cantidad y

actividad de las bacterias que degradan-xenobidticos. Tales estudios requieren
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técnicas de enumeracién que producen resultados precisos con rapidez y

seguridad (Widada et al., 2002).

Los ecologistas genéticos trabajan hacia la mejora de las capacidades de las
comunidades microbianas naturales a nivel del gen a través de la amplificacion
de genes y aumento de la expresion. El aumento de la actividad de las
comunidades microbianas naturales daria lugar a una mayor degradacion de
contaminantes organicos téxicos y a la biotransformacién de metales toxicos a
los tipos que son menos toxicos, asi como menos disponible para la biota. Este
enfoque parece ser menos problematico que el basado en la introduccion de
microorganismos genéticamente modificados en el medio ambiente (Bitton,

1994).

Hay ciertas ventajas para el enfoque genético ecoldgico. En primer lugar, los
genes controlan funciones especificas, mientras que las células enteras llevan a
cabo una multitud de funciones muchas de las cuales son de utilidad para un
objetivo particular. Ademas, los genes que controlan una funcién especifica (la
degradacion de un compuesto xenobidtico) se pueden amplificar a través de
manipulaciones genéticas. Desde entonces varios plasmidos catabdlicos han
reportado que la biodegradacién de un xenobidtico dado se puede aumentar
mediante el impulso de la transferencia de genes a través de la manipulacion del

medio ambiente (Bitton, 1994).
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3.4. Biotransformacién de los Hidrocarburos Arométicos Policiclicos en

las plantas de tratamiento de aguas residuales.

La biotransformacién es la alteracién de los compuestos organicos por una
accion microbiana, a veces por consorcios de microorganismos. La
transformacion bioldgica de un xenobidtico puede resultar en la mineralizacion,
la acumulacion, o la polimerizacion del compuesto con compuestos de origen

natural (Bitton, 1994).

Las aguas residuales son aquellas cuya calidad original se ha degradado en
alguna medida, como consecuencia de su utilizacion en diferentes acciones y

procesos (Pérez et al., 2004).

Estas aguas contienen, como carga contaminante, materia organica de origen
biolégico, compuestos toOxicos, microorganismos patdégenos, exceso de
nutrientes, hidrocarburos, entre otros. Por tal razon, antes de su disposicion final
deben recibir el tratamiento adecuado capaz de modificar, al limite, sus
condiciones fisicas, microbiolégicas y quimicas, a fin de evitar problemas de

contaminacion (Pérez et al., 2004).

Las aguas residuales industriales son aquellas que proceden de los procesos
tecnolégicos y se caracterizan por su generacion periddica o continua en
grandes voliumenes, asi como por su variada composicién. La caracterizacion de
las aguas residuales es un aspecto muy importante, ya que permite evaluar el
impacto ambiental que producen, de modo que sea posible disefiar el sistema

adecuado para su tratamiento y/o aprovechamiento (Pérez et al., 2004).
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La biotransformacion es la ruta principal para la eliminacion de xenobidticos,
como los HAPs, de un organismo (Jgrgensen, 2005). Las aguas residuales que
contienen hidrocarburos de petréleo son altamente toxicas y de gran peligro para
las comunidades cercanas. Por lo tanto, es necesario aplicarles algun

tratamiento de biodegradacion antes de su descarga (Hamza et al.,2012).

El agua residual se puede tratar por métodos fisicoquimicos o bioldgicos. Es
preferible el tratamiento biolégico ya que es rentable, eficiente y amigable con el
medio ambiente. La biotransformacion implica el uso de microorganismos para
transformar los contaminantes nocivos en productos inocuos. Las bacterias y los
hongos se utilizan a menudo para la descomposicion bioguimica de las aguas
residuales y transformarlos en productos finales estables. De esta manera se
forman mas microorganismos, o lodos, y una parte de los residuos se convierte
en diéxido de carbono, agua y otros productos finales. Esto se logra mediante la
mejora de las condiciones (pH, nutrientes y aireacion) de los microorganismos

indigenas para llevar a cabo el proceso de biorremediacion (Hamza et al.,2012).

La tasa de degradacion de hidrocarburos en las plantas de tratamiento de
aguas residuales depende de: la velocidad de aireacion, la disponibilidad de
nutrientes, pH entre otros. La demanda quimica de oxigeno (DQO) y la demanda
bioquimica de oxigeno (DBOs) son los parametros mas significantes empleados
para informar de la composicién o extensién de la contaminacion de las aguas

residuales de la refineria (Hamza et al.,2012).
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La biodegradacion tiene una ventaja sobre otros tratamientos métodos, ya
gque puede destruir de manera eficiente los hidrocarburos presentes
contaminantes y no permite que el contaminante se acumule (Gargouri et al.,

2011).

La especie Rhodococcus son candidatos especiales para la mejora de
biorremediacion de sitios contaminados y han demostrado ser de enorme

utilidad para una amplia gama de biotransformaciones (Larkin et al., 2005).
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CAPITULO IV. LA ELIMINACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS POR PROCESOS BIOLOGICOS.

La biorremediacion o saneamiento biolégico es una tecnologia basada en
procesos naturales que utiliza la capacidad los microorganismos, tales como
bacterias y hongos, para transformar compuestos quimicos con la finalidad de

disminuir o eliminar su condicion de contaminante (Ortega, 2010).

Arroyo et al (2002), hace énfasis en que el fundamento bioquimico de la
biorremediacién se basa en que en la cadena respiratoria, o transportadora de
electrones de las células, se van a producir una serie de reacciones deoxido-
reduccion cuyo fin es la obtencién de energia. La cadena la inicia un sustrato
organico (compuestos hidrocarburados) que es externo a la célula y que actua
como dador de electrones, de modo que la actividad metabdlica de la célula
acaba degradando y consumiendo dicha sustancia. Los aceptores mas
comunmente utilizados por los microorganismos son el oxigeno, los nitratos, el
hierro (lIl), los sulfatos y el diéxido de carbono. Cuando el oxigeno es utilizado
como aceptor de electrones la respiracion microbiana se produce en condiciones
aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobio; sin embargo,
si utiliza los sulfatos o el diéxido de carbono se produce en condiciones
reductoras o0 anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo

anaerobio (Figura 4.1).
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Degradacion aerobia:
Sustrato + O, — biomasa + CC]2 +H,O
Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NO*, 50,2, Fe¥*, Mn%, CO,) — Biomasa + CO, +(N,, Mn2*, 53, Fe?*, CH,)

Figura 4.1 Esquema de reacciones (ecuaciones)

4.1. Procesos aerobios.

La degradacion mas rapida y completa de la mayoria de los contaminantes
organicos se produce en condiciones aerbbicas (Das et al., 2011). La
biodegradacion aerdbica de los hidrocarburos y el petréleo crudo es un largo
proceso conocido y bien estudiado. Sin embargo, la capacidad de los
microorganismos anaerobios para oxidar y utilizar el aceite crudo como un
sustrato organico complejo bajo condiciones aerdbicas fue descubierto
recientemente. Estos microorganismos descomponen la mayoria de los
compuestos organicos en dioxido de carbono, agua y materia mineral, tales
como sulfato, nitrato y otros compuestos inorganicos. No producen sulfuro de
hidrogeno o metano como productos de reaccion. La via aerobica avanza mas
rapidamente y mas eficientemente, ya que las reacciones aerébicas requieren
menos energia libre para la iniciacion y producen mas energia por reaccion

(Malatova, 2005).

Los hidrocarburos se descomponen por una serie de reacciones mediadas
por enzimas. El oxigeno sirve como un aceptor de electrones externo, mientras
gue un componente organico de las funciones de sustancias contaminantes

como el donante de electrones o fuente de energia (Malatova, 2005). En la
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siguiente ecuacidén se describe el proceso de degradacion aerobia (Arroyo y

Quezada 2002).

Sustrato + 02 — biomasa + C0O2 + H20 Ecuacion 4.1

El oxigeno generalmente es el mejor aceptor de electrones, es decir, el que
produce la mayor energia libre en una reaccién completa. En consecuencia,
para un mismo substrato organico, los microorganismos que emplean el oxigeno
como agente oxidante pueden generar mayor energia que aquellos que emplean
nitratos, sulfatos U otros aceptores de electrones alternativos, logrando de esta
forma crecer a mayor velocidad, o que implica un mayor consumo del sustrato.
Por lo tanto la biorremediacion aerobia es tipicamente mas eficiente que la
biorremediacién de contaminantes organicos en forma anaerobia (Gémez et al.,

2008).

4.2. Procesos anaerobios

En contraste con el hecho de que el metabolismo aérobico microbiano de los
hidrocarburos ha sido ampliamente investigado, lo mismo no puede decirse
sobre el metabolismo anaerodbico de los hidrocarburos (Malatova, 2005). Muchos
estudios sobre la biodegradacion anaerdbica de los hidrocarburos en los habitats
naturales, se iniciaron en microcosmos y cultivos de enriquecimiento para
determinar si 0 no los procesos de biorremediacidén son posibles en los
sedimentos profundos, petréleo contaminado andxico o contaminado con

combustible y acuiferos (Widdel y Rabus, 2001).
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El rol de las bacterias que participan en estos procesos en condiciones
anoxicas/anaerobicas durante la biodegradacibn no se entienden
completamente. El oxigeno no esta disponible en todos los ambientes donde se
producen los hidrocarburos (por ejemplo, en los sedimentos profundos, suelos
inundados, lagunas eutréficas, aguas estancadas y las aguas del océano y en

yacimientos de petréleo) (Malatova, 2005).

No fue hasta finales de 1980 que se encontraron nuevos grupos de
microorganismos que usan los hidrocarburos saturados y aromaticos como
sustratos de crecimiento en condiciones estrictamente anoxicas. Estos
microorganismos utilizan el nitrato, hierro férrico o sulfato como aceptores de
electrones para la respiracion anaerobia, crecer en cocultivos microbiano con
otros anaerobios o crecer por anoxigénica fotosintesis (Widdel et al., 2001). A

continuacion (Ecuacion 1) se describe el proceso de degradacion anaerobica.

Sustrato + (NO3—,504 2—,Fe3+, Mn4+,C02)
— Biomasa + C02 + (N2,Mn2+,52+,Fe2+,CH4) Ecuacion 4.2

Los estudios han confirmado que estos microorganismos activan compuestos
organicos por mecanismos bioquimicos especiales que difieren completamente
de los empleados en el metabolismo aerdbico de hidrocarburos (Malatova,

2005).

No hay duda de que la degradacion de petréleo y productos refinados es
mucho mas rapido bajo condiciones Oxicas (presencia de oxigeno) que bajo

condiciones andxicas (sin presencia de oxigeno). Ademas, los microorganismos
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aerbbicos parecen degradar una gama mas amplia de compuestos de

hidrocarburos de microorganismos anaerobios (Widdel y Rabus, 2001).

Los procesos de biorremediacion aerdbicos son muy eficaces en el
tratamiento de la contaminacion de hidrocarburos, sin embargo, a menudo son
caros. Por esta razon la biodegradacién anaerdbica proporciona rentable vy
ventajoso en la tecnologia de biorremediacion in situ que puede ser utilizado
para la descontaminacion de suelo, sedimento, y el agua subterranea

contaminada con hidrocarburos de petroleo (Malatova, 2005).

La degradacion anaerdbica de hidrocarburos por microorganismos también
ocurre, no obstante, es muy baja y su significacion ecoldgica puede ser menor

(Atlas y Bartha, 2002).

Debido a que los procesos anaerdbicos son por lo general mas lento y menos
eficiente que la degradacién en condiciones aerdbicas, esta aplicacion solo es
apropiada en lugares con acceso limitado de aire, o que no puede ser aireado

facilmente (Heider et al., 1998).

4.3. Utilizacion de bacterias nativas en la biodegradacién de hidrocarburos

La degradacion de hidrocarburos es un fenémeno que se da en forma natural
en el medio ambiente. En los sitios donde hay contaminacién crénica con
hidrocarburos estan aumentadas las poblaciones bacterianas que se alimentan
de ellos, porque son productos naturales y por ende biodegradables (Nievas et

al., 2006).
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La biodegradacion de hidrocarburos por poblaciones nativas de
microorganismos representa uno de los mecanismos primarios por el cual los
hidrocarburos contaminantes son eliminados del ambiente. Las tasas de
degradacion bajo condiciones Optimas de laboratorio se encuentran entre 2.500
— 100.000 g/m*/dia, bajo condiciones de campo (in situ) estan en un orden de

magnitud bajo, en el rango de 0,001-60 g/m*/dia (Chirinos et al., 2010).

Los mecanismos bioquimicos de la degradacién de compuestos organicos
son complejos y dependen de las condiciones fisicoquimicas del medio, del tipo
de sustrato y del microorganismo. Dichos mecanismos no estan totalmente
estudiados y soélo se ha investigado la degradacion de algunos compuestos
especificos. Cada especie de microorganismos tiene una capacidad especifica
para degradar hidrocarburos: solo ataca algunos compuestos especificos y en
un grado determinado (Ercoli, 1998).

4.3.1. Factores que influyen en la concentracion y composicién de la

comunidad microbianay la tasa de transformacion del contaminante

El crecimiento de un microorganismo o el tamafio y productividad de una
comunidad estan limitados por factores biol6gicos y ambientales.

Existen ademas factores muy importantes como contenido de materia
organica, nivel de humedad, pH, aireacion y contenido de nutrimentos (Vecchioli

et al, 1990).

—Contenido de nutrientes: El metabolismo microbiano estd orientado a la

reproduccién de los organismos y éstos requieren que los constituyentes
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guimicos se encuentren disponibles para su asimilacion y sintetizacion. Los

nutrientes principalmente requeridos son el fésforo y el nitrégeno.

— pH del agua: afecta significativamente en la actividad microbiana. El
crecimiento de la mayor parte de los microorganismos es maximo dentro de un

intervalo de pH situado entre 6 y 8.

— Temperatura: generalmente las especies bacterianas crecen a intervalos de
temperatura bastante reducidos, entre 15 y 45 °C (condiciones mesdfilas),
decreciendo la biodegradacion por desnaturalizacion de las enzimas a

temperaturas superiores a 40 °C e inhibiéndose a inferiores a 0 °C.

— Estructura quimica del hidrocarburo: la inherente biodegradabilidad de un
hidrocarburo depende, en gran medida, de su estructura molecular. Siendo los
pardmetros que mas van a afectar la halogenacion, la existencia de

ramificaciones, la baja solubilidad en el agua y la diferente carga atémica.
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CAPITULO V. METODOLOGIA, EJECUCION Y PUESTA EN MARCHA DEL
REACTOR EN CONTINUO A ESCALA DE LABORATORIO PARA EL
TRATAMIENTO DE HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS.

5.1. Disefio de investigacion

El disefio de esta investigacion fue de tipo experimental.

5.2. Diseiio Experimental

En el disefio experimental utilizado para esta investigacion (Figura 5.1), se
utilizé un tanque con un volumen util de 22 litros que contenia el efluente de
agua artificial de refineria (Chang et al., 2014) con una bomba sumergible para
mantener el movimiento y aumentar la solubilidad del medio en especial del
Naftaleno; este se conectd por medio de una manguera con una llave
dosificadora con caudal de 12,6 mL/min (18,14 L/dia), a otro tanque con dos
compartimientos, uno el reactor con dimensiones de 39,5 cm de altura, 20 cm de
ancho y 20 cm de largo, donde su volumen util es de 14 litros, también se
colocaron una bomba sumergible y 4 aireadores para la oxigenacion del medio y
de esta manera mantener las bacterias con oxigeno, luego del tiempo de
retencién, el medio paso a la seccién del sedimentador la cual tiene un volumen
util de 8 litros, al finalizar el tratamiento el efluente salié hacia un tanque con un
volumen de 22,3 litros para facilitar la recoleccion de las muestras.

Se utiliz6 una bomba peristaltica la cual recirculaba lodo del sedimentador al

reactor a razon de 7 mL/min.
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Figura 5.1. Esquema del disefio experimental utilizado en la investigacion.
Descripcion: 1. Tanque de afluente, 2. Bomba sumergible, 3.Llave reguladora de
caudal 4. Tubo de entrada de caudal 5. Reactor, 6. Bomba Aireadora, 7. Bomba
de recirculacién, 8. Sedimentador, 9. Tubo de salida de efluente, 10. Tanque del
efluente.

La construccién e instalacion del sistema se realizd en el Laboratorio de

Sanitaria de la Facultad de Ingenieria Civil (Figura 5.2).

Figura 5.2. Construccion e instalacion del Sistema.
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5.3. Aquaresidual artificial

La composicion del agua artificial residual se preparé de acuerdo a Chang et
al. (2014) con los siguientes compuestos, Glucosa 1,5 g/L, Disfofato de potasio
(K2HPO,4) 3,46 g/L, Fosfato monopotasico (KH,PO,) 1,36 g/L y Cloruro de
Amonio (NH.CI) 2,10 g/L (Figura 5.3) (Chang et al, 2014).

Al medio preparado se le agreg6 entre 0,55g— 0,669 de Naftaleno. EI DQO
(Demanda Quimica de Oxigeno) correspondiente a este medio se encuentra en

el rango de 1300mg/L y 1250 mg/L.

AL wntailiin wll

i :—1; | &

[

Figura 5.3. Reactivos que componen el agua residual artificial.

5.4. Cepa bacteriana Rhodococcus equi

Se seleccionaron las colonias bacterianas degradadoras de naftaleno, todos
los aislamientos fueron examinados por reaccion de tincion de Gram para
diferenciar entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas

La bacteria Rhodococcus equi que se muestra en la (Figura 5.4) fue aislada
de muestras de sedimentos marinos por su capacidad de utilizar el naftaleno

como Unica fuente de carbono y energia para el crecimiento (Grey et al, 2013).
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Figura 5.4. Cepa degradadora de Naftaleno identificada a
través del método APl CORYNE, como Rhodococcus equi.
Fuente: Grey et al., (2013).

5.5. Control de operaciones v puesta en marcha

El medio era afiadido al tanque por un caudal constante gracias a la gravedad
del sistema. Durante el periodo de estudio, el pH del sistema se mantuvo entre
6,5y 7,03, y la temperatura vari6 entre 23 y 26 °C. El medio nutritivo adoptado
en esta investigacion fue similar al descrito por Chang, et al (2014).

La investigacion cont6é con dos fases o escenarios a estudiar, los cuales solo
variaron en el tiempo de retencion.

Escenario 1

La duracion del estudio de este escenario tuvo una duracion de doce (12)
dias, de pruebas y mediciones, y el sistema funciono de la siguiente manera, el
efluente entro al reactor a razon de 12,6 mL/min, al llegar a un nivel de 8 litros se
le afiadieron 15 mL de la bacteria Rhodococcus equi como se muestra en la
Figura 5.5 , la cual se tenia aislada, el tiempo de retencion hidraulico (TRH) de
esta fase fue de un dia (24 h), se hicieron mediciones de pH, temperatura (°C),

Solidos disueltos totales (SDT, mg/L), con el multiparAmetro y se tomaron
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muestras para pruebas para DQO (Método 8000- HACH DR/2400) al efluente,
ademds en el reactor y en la salida del sistema se midieron pardmetros de pH,
temperatura (°C), SDT(mg/L), también se tomaron muestras para las pruebas de
DQO, DBOs, Sdlidos Volatiles, y para la siembra en placas petri para contabilizar

las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL).

Escenario 2

El programa de muestro y estudio de este escenario tuvo una duracion de
diez (10) dias, el cual se diferenci6é del escenario 1, por el tiempo de retencion
hidraulico, el cual se estableci6 fuera de 2 dias, en este periodo ademas de las
pruebas que se hicieron en el escenario 1, también se tomaron muestras del
reactor y de la salida, para la medicién por medio de la Cromatografia liquida la
eficiencia de la bacteria a la hora de degradar el hidrocarburo en este caso el

Naftaleno.

Figura 5.5. Adicion de 15 mL de bacterias en 8 litros de
agua artificial en la seccion del reactor.
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5.6. Mediciéon de pardmetros fisicos, quimicos, biolégicos y medicion del

Naftaleno.
5.6.1. Parametros fisicos-quimicos
pH.

Es un pardmetro critico en el crecimiento de microorganismos ya que cada
tipo de microorganismo solo puede crecer en un rango estrecho de pH fuera del
cual mueren rapidamente, este rango esta entre 6,0 a 7,0, los rangos de pH
tolerables varian o son distintos para diferentes microorganismos. Con esta
prueba se buscO cuantificar la concentracion de iones hidrogeno del agua
artificial de refineria en el efluente, el reactor y a la salida del sistema.

Se extrajeron por triplicado muestras de 25 mL, del efluente, el reactor y de la
salida, haciendo un total de nueve (9) muestras cada 24 horas (Escenario 1) o
48 horas (Escenario 2), se utilizO un pHmetro para la medicion de este
parametro (Figura 5.6), se estandarizo el instrumento, sumergiendo el electrodo
en una solucién amortiguadora con un pH aproximado al pH de la muestra,
luego se enjuago y seco el electrodo y se sumergié el electrodo en cada una de

las muestras tomando asi el valor del pH de cada una.

Figura 5.6. Medicion del pH de las muestras del efluente,
reactor y la salida, con un pHmetro.
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Temperaturay Sélidos totales Disueltos.
Con ayuda de un multiparAmetro (Figura 5.7) se midieron en triplicado la
temperatura (°C) y los Sdlidos totales Disueltos (mg/L) del efluente, el reactor y

la salida (Figura 5.8).

S

g . |
Figura 5.7 Multiparametro. Figura 5.8. Medicion de la
Temperatura y los STD.

Solidos Suspendidos.
Mediante la utilizacion de un equipo espectrofotométrico, se determino la
concentracion de material en suspension en las muestras de agua artificial que

dan origen a los sélidos suspendidos.

Se utilizo un espectrofotdmetro (Figura 5.9), se introdujo el namero de
programa (630) para Sélidos Suspendidos y se ajusté la longitud de onda a 810
nm, se extrajeron muestras del reactor y a la salida del sistema, en una celda 25
mL y se utilizd otra celda de 25 mL para el blanco que en este caso se utilizé

agua destilada.

Se coloco la celda en blanco en el equipo y se tapé para evitar el paso de la

luz, se presion6 ZERO y el equipo envio el mensaje de “0. mg/L SUSP.SOLIDS”,
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luego se colocaron cada una de las celdas que contenian las muestras y se leyo

la cantidad de Sdlidos Suspendidos que cada una tenia.

Figura 5.9 Espectrofotdmetro para la medicién de Sdlidos Suspendidos.

Solidos Totales, fijos y volatiles.

Los sdlidos pueden afectar la calidad del agua en gran medida, el término
sélidos totales se refiere al material que queda en el recipiente después de la
evaporacion de la muestra y su subsiguiente secado en un horno a una

temperatura definida.

Para calcular la cantidad de so6lidos en el agua se tomaron muestras de 50 mL
del reactor y la salida, y se colocaron en capsulas de porcelana con un peso
inicial y sin muestra, luego agregada la muestra se llevo al horno por 24 horas
con temperatura de secado entre 103-105 °C, la diferencia del peso inicial de la
capsula menos el peso después del secado nos daré el valor de los sdlidos
totales de cada muestra, luego se lleva la misma capsula a otro horno con
temperatura de 180°C o mas y la diferencia de peso de la capsula menos el
segundo secado en horno nos dio el valor de los Sélidos fijos.
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(A-B)x1000  Ecuaci6n 5.1
Solidos Totales (mg/L) =

mL de muestra

A= Peso de la cipsula més solidos totales en mg
B= Peso de la capsula en mg

(A-B) x 1000 Ecuacién 5.2

Solidos Fijos (mg/l) =
mL de muestra

A= Peso de la capsula mas solidos disueltos o filtrables en mg
B= Peso de la capsula en mg

ST= Solidos totales

SF= Sdlidos fijos

Solidos Volétiles = Sélidos Totales - Solidos Fijos Ecuaciéon 5.3

5.6.2. Parametros bioquimicos

Kiely, (1999) afirma que el contenido organico de un efluente de agua residual

0 curso de agua se determina empleando algunos de los siguientes ensayos:

e DBOs: Demanda bioquimica de oxigeno.
e DQO: Demanda quimica de oxigeno.

e COT: Carbono organico total.

Cuando un residuo organico se vierte a un curso de agua, el contenido
organico del efluente experimenta la siguiente reaccion bioquimica, es decir

ayudada por microorganismos:

Materia organica + 02 + nutriente — microorganismos — nueva biomasa +

CO2 + H20 + productos estables Ecuacién5.4
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Parametro

Tabla 5.1. Comparacion de DQO, DBOs y COT.

Oxidante usado

K2Cr207, Mn2 (SO4)3.

Oxidacion por microorganismos.

-02

-K2 S208

-Calor

-Combinacién de los compuestos
anteriores con varios
catalizadores

Uso adecuado

Monitoreo rapido y frecuente
de la eficiencia de la planta
de tratamiento y calidad del
agua.

Modelado de procesos de la
planta de tratamiento y los
efectos de los compuestos
organicos en el contenido de
oxigeno disuelto de las aguas
receptoras.

Mide la cantidad de carbono
organico total en las muestras.

Duracion de

1-1/2 a 3 horas.

5 dias (para la prueba de DBOs
estandar).

Varios minutos a horas.

prueba
De 5 - 10% de desviacion Desviacion estandar relativa De 5 - 10% de desviacion
estandar relativa; puede ser | 15%; no se considera de alta estandar relativa; puede ser
mayor cuando las muestras | precision. mayor cuando las muestras
Precision contienen solidos en contienen solidos en suspension;

suspension; la
homogeneizacion de la
muestra puede ser
importante.

la homogeneizacion de la muestra
puede ser importante.
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Ventajas

-Se correlaciona con la DBOs
en materia de residuos con el
entorno natural constante
cuando los residuos con una
composicion constante.

-Los materiales téxicos no
afectan el oxidante.

-Los cambios en el valor de
DQO entre el afluente y
efluente puede paralela

DBOs contenido y
suplementos resultados de
DBOs

-Corto tiempo de andlisis

Modelo mas de cercano al
ambiente natural cuando se
utiliza de manera adecuada.

-Se correlaciona con DBOs sobre
los residuos con composicion
constante, pero no tan cercano
como DQO.

-Tiempo de andlisis corto.

Desventajas

-Interferencia de iones de
cloruro.

-Algunos compuestos
organicos no se oxidan
completamente

-Materiales toxicos matan a los
microorganismos.

-Los microorganismos no se
oxidan todos los materiales
presentes en los residuos.

-Largo periodo de prueba.

-Requiere un equipo costoso.

-Algunos compuestos organicos
no se oxidan completamente.

-Mide el Carbén Organico Total
pero no la Demanda de oxigeno.

Fuente: Boyles (1997)
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Demanda quimica de Oxigeno (DQO).
La prueba de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se basa en la oxidacién

guimica de la materia organica e inorganica.

Desde el punto de vista operacional, una de las principales ventajas que tiene
la prueba de DQO es que se puede contemplar en dos horas y media,
comparado con los cinco 0 mas dias empleados para la prueba de DBOs,
ayudando asi a reducir el tiempo de espera de resultados (Crites y

Tchobanoglous, 2000).

Para la determinacion de la DQO en los escenarios 1y 2 se utilizaron cuatro
(4) viales en rango de 0-15000, uno con 0,2 mL del efluente, otro con 0,2 mL de
muestra del reactor, otro con 0,2 mL de muestra de la salida y el ultimo con 0,2
mL de agua destilada para el blanco. Una vez el digestor llego a una
temperatura de 150°C se colocan los viales por un periodo de 2 horas (Figura
5.10), se dejaron enfriar, para después ser leidos con el espectrofotdmetro.
Luego se procedio a seleccionar el programa Hach del mismos, utilizando el
cbdigo de 435 DQO que representa el rango alto (20 - 1 500 mg/L y 200 - 15 000
mg/L); de esta manera, da inicio a la medicion en el espectrofotdmetro (Figura

5.11).
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Figura 5.10. Muestras de DQO, Figura 5.11. Muestras de DQO,
colocadas en el digestor colocadas en el Hach para ser
leidas

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs).
Con esta prueba de busco determinar la cantidad de oxigeno que requieren
las bacterias para degradar la materia organica presentes en las muestras del

agua artificial de refineria utilizadas en esta investigacion.

En ausencia de un conocimiento previo del DBOs de la muestra se hicieron

diluciones de, para poder elegir las mas convenientes.

Se puso a airear agua destilada alrededor de una hora, luego se tomaron 18
botellas de DBOs, se le afiadid del agua aireada hasta la mitad, a cada par de
botellas se le agrego 0.1, 0.5, 0.8 y 1 de la muestra del reactory 0.1, 0.5,0.8y 1
de la muestra de la salida, y dejando un par de botellas como blanco. Al finalizar
la diluciones se rellenaron las botellas con agua aireada y se taparon dejando un
poco de exceso de agua para evitar el escape del oxigeno, el duplicado de cada
una se llevo a la incubadora (20 °C) por 5 dias. Las botellas que no se incubaron
se les fijo el oxigeno con 1mL de sulfato de manganesos y alcali-yoduro y se les
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agrego 1 mL de &cido sulfurico concentrado (Figura 5.12), se agit6 la botella
dejando una mezcla homogénea, luego se transfiri6 200 mL del contenido de la
botella de DBOs a un Erlenmeyer y se titulé con solucion de tiosulfato de sodio
0,025N.

Al pasar los 5 dias de los duplicados en la incubadora, se les fijo el oxigeno y

se titularon, y el valor del DBOs se obtuvo con la siguiente ecuacion.

(Ecuacion 5.5)

Oxigeno Disuelto Inicial - Oxigeno Disuelto Final
mg/l de DBOs =

Fraccién Decimal de Diluciéon

Figura 5.12. Pruebas de DBOs.
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Unidades Formadoras de Colonias

Consistié en sembrar un volumen determinado de muestra sobre el medio de
cultivo sélido en este caso Agar nutritivo (Figura 5.13), para estimar el numero
de viables contando el nimero de colonias que se forman puesto que cada una
de estas deriva de una célula aislada.

Se utilizaron placas petri divididas en 3 secciones, en cada una se sembro 20
pL de muestra del reactor en el escenario 1 en diluciones que llegaron hasta la -
10, para que su conteo fuese mas exacto (Figura 5.14); sin embargo, en el
escenario 2 se hicieron siembras tanto del reactor como de la salida para su

comparacion en cuanto a UFC.

Figura 5.14. Conteo de
Unidades Formadoras de
Colonias.

Figura 5.13. Siembra de
muestras en placas petri.
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5.6.4 Mediciéon del Naftaleno

Se tomaron dos muestras del sistema, la primera del reactor y la segunda
muestra de la salida, cada una de 2 mL y se colocaron en viales, a cada vial se
le agrego 1 mL de hexano grado reactivo para la extraccion del naftaleno. La

fase hexanica fue analizada mediante cromatografia liquida.

Para la determinaciébn cromatografica del naftaleno, se utilizé un
Cromatdgrafo Liquido marca Agilent Technologies, modelo 1260, con bomba

cuaternaria, inyector manual y detector de arreglo de diodos (Figura 5.15).

Diez microlitros (10 pL) de la muestra fueron inyectados y analizados bajo las
siguientes condiciones: Columna C-18 (150 mm, 4.6 mm x 5 ym), determinacién
a una longitud de onda de hasta 254nm (Figura 5.16), flujo de la fase movil 1,5

mL/min, desarrollo en gradiente con Agua - Acetonitrilo (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Gradiente de la fase Movil

Tiempo(min) Acetonitrilo

0 40% 60%
2.5 40% 60%

8 20% 80%
10 0% 100%
12 0% 100%

* Post run de 5 minutos.
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Figura 5.15. Cromatdgrafo Figura 5.16. Inyeccion de

Angilent Technologies, modelo muestras en el cromatrégafo.
1260.

5.7. Laboratorio de Analisis

La siembra y la verificacion de la pureza de la cepa bacteriana a usar, en este
caso, la Bacteria Rhodococcus equi, se realizd en el Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad de Panama (Grey et al., 2013).

La instalacion , puesta en marcha y los analisis a las muestras en su mayoria
fueron realizadas en el Laboratorio de Sanitaria de la facultad de Ingenieria Civil,
las extracciones de cromatografia se realizaron en el Laboratorio de Quimica de
la Facultad de Ciencias y Tecnologia, ambos ubicados en la Universidad

Tecnoldgica de Panama.
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CAPITULO VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

6.1. Resultados
6.1.1. Resultados Escenario 1.

6.1.1.1. Resultados de entrada.

Después de aplicar la metodologia antes descrita para los dos escenarios que

se estudiaron, los resultados de las mediciones fueron los siguientes.

En el Escenario 1, se realizaron un total de 14 mediciones (Tabla 6.1), los
cuales en total tuvieron una duracion de 336 horas, la duracién de cada periodo
fue de 24 horas con un caudal continuo.

Tabla 6.1. Periodos de medicion del Escenario 1.
Periodo Horas

1 0-24
2 24-48
3 48-72
4 72-96
5 96-120
6 120-144
7 144-168
8 168-192
9 192-216
10 216-240
11 240-264
12 264-288
13 288-312
14 312-336

En la Tabla 6.2., se presentan los diferentes parametros y los resultados de
las mediciones realizadas. Entre los parametros medidos se encuentran la
Temperatura, pH, Solidos Totales Disueltos y el DQO del cual solo se muestran
dos valores ya que el afluente fue preparado en el tiempo cero (0) y a las ciento

sesenta y ocho (168) horas.
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Tabla 6.2. Medicion de parametros de entrada en el Escenario 1.

Tiempo Temperatura DQO Solidos totales disueltos
(horas) (°C) (mg/L) (mgl/L)
26,56 7,03 6,855
0 26,58 7,02 1300 6,860
26,58 7,01 6,860
23,69 6,96 6,932
24 23,11 7,01 6,933
23,11 7,00 6,932
24,24 7,00 6,945
48 24,24 7,10 6,941
24,15 7,12 6,942
26,71 6,71 6,948
72 26,72 6,72 6,944
26,72 6,72 6,943
26,50 6,50 7,012
96 26,51 6,53 7,013
26,50 6,51 7,015
28,18 6,36 7,027
120 28,22 6,37 7,032
28,23 6,37 7,028
26,16 6,35 6,761
144 26,26 6,33 6,758
26,29 6,33 6,757
24,98 6,34 7,269
168 24,98 6,39 1340 7,271
24,96 6,38 7,268
26,60 6,33 7,280
192 26,61 6,36 7,277
26,60 6,36 7,279
27,33 6,37 7,292
216 27,37 6,35 7,290
27,37 6,35 7,291
25,32 6,88 10,59
240 25,35 6,87 10,59
25,35 6,88 10,59
27,73 6,86 10,62
264 27,78 6,85 10,62
27,78 6,84 10,62

64



26,69 6,88 12,43
288 26,68 6,88 12,43
26,68 6,88 12,43
26,69 6,79 12,43
312 26,68 6,80 12,43
26,68 6,80 12,43

En el Anexo 6.1.1 se presenta la tabla con los valores promedio de los datos

de temperatura, pH y Sélidos Totales Disueltos.
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6.1.1.2. Resultados del reactor.

En la Tabla 6.3., se puede apreciar los diferentes parametros y los resultados
de las mediciones que se realizaron en el reactor. Se tomaron muestras para
hacer siembras en placas petri para contabilizar las UFC. Se puede observar
gue el maximo crecimiento de unidades formadoras de colonias fue cuando las
condiciones de temperatura promedio se encontraban alrededor de 23,5 °C con
un pH promedio de 6,7 (Anexo 6.1.2) en un tiempo de 240 horas (Figuras 6.1,
6.2 y 6.3). Segun Escudero et al., 2011 este tipo de bacteria presenta
condiciones optimas de crecimiento en pH cercanos a 7,0 y se caracterizan por

su habilidad para cambiar las condiciones de pH del medio.

Se resalta que por el rango del crecimiento bacteriano desde 7,7 E+6 hasta
5,75 E+13 (Anexo 6.1.3), en las graficas que incluian este parametro, la escala
se trabajo logaritmicamente, de forma de apreciar mejor los cambios (Anexo

6.1.4)
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Tabla 6.3. Medicion de parametros del reactor, Escenario 1.

. Sélidos s6lidos . Selidos , Jnidades
Tiempo | Temperatura pH DQO DBOs suspendidos  disueltos __Solldos volatiles forma_doras de
(horas) {®) (mg/L) (Mma/L) (ma/L) fijos (mg/L) (maiL) col(o&;g/pn?lr)ml

24,33 7,03 6,886 8,10E+06

0 24,29 7,04 1480 950 50 6,820 7640 7520 120 7,75E+06
24,38 7,05 6,852 7,70E+06

24,25 6,98 6,908 4 ,30E+08

24 24,24 6,92| 1050 70 6,994 4 90E+08
24,24 6,90 6,929 3,40E+08

23,53 6,85 6,972 2,25E+08

48 23,52 6,84| 1160 800 83 6,630 2,70E+08
23,52 6,84 6,880 2,15E+08

24,43 6,77 6,919 1,00E+09

72 24,44 6,77| 1080 78 6,884 1,00E+09
24,44 6,77 6,908 1,00E+09

26,30 6,71 6,780 5,25E+09

96 26,33 6,71| 1350 64 6,790 7100 6880 220 4 50E+09
26,34 6,74 6,800 3,85E+09

25,12 6,87 6,970 1,15E+10

120 25,11 6,84| 1050 39 6,953 8,50E+09
25,11 6,82 6,870 2,75E+09

144 23,66 6,82 1190 36 6,842 7426,6 7186 240,6 1,00E+11
23,66 6,82 6,830 1,00E+11

23,66 6,82 6,820 1,00E+11
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23,55 6,81 6,725 1,00E+12
168 23,55 6,84| 1130 | 800 38 6,710 7720 7480,7 239,3 1,00E+12
23,55 6,82 6,752 1,00E+12
23,80 6,81 6,870 1,00E+12
192 23,81 6,82| 1310 29 6,677 2,20E+12
23,81 6,85 6,888 1,90E+12
23,77 6,81 6,584 5,75E+13
216 23,78 6,80| 1340 | 740 30 6,955 7180 6854 326 3,00E+13
23,78 6,80 7,040 2,25E+13
23,58 6,73 7,135 6,00E+13
240 23,56 6,71 1560 30 7,138 6,00E+13
23,56 6,70 7,133 6,00E+13
25,05 6,72 8,092 2,35E+13
264 25,07 6,67 1780 28 7,645 2,15E+13
25,07 6,72 7,857 2,25E+13
23,79 6,77 8,435 1,65E+12
288 23,79 6,77 1800 48 8,974 5,50E+11
23,79 6,78 9,000 1,35E+12
23,73 6,72 9,633 1,55E+12
312 23,75 6,73| 1910 | 1466 48 9,655 1,35E+12
23,74 6,72 9,630 1,50E+12
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Figura 6.1. Crecimiento de la cepa Rhodococcus equi (UFC/mL) en funcion
del tiempo

El crecimiento bacteriano representado en la Figura 6.1 muestra una
respuesta positiva a la alimentacion del reactor con carga organica y naftaleno,
obteniendo crecimientos de hasta ocho érdenes de magnitud mayor (6 E+13) en
UFC/mL, en relacion a la inoculada (7,85 E+6). La cual se mantuvo
relativamente constante después de llegar a su punto maximo; lo cual evidencia

gue no hay inhibicién en funcion del tiempo.

La cantidad de oxigeno consumida por las sustancias contaminantes
organicas e inorganicas que se encuentran en el agua residual del reactor, se ve
refleja en los valores de DQO que se obtuvieron de las muestras del reactor

cada 24 horas para el Escenario 1 (Tabla 6.3).
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La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan el
crecimiento microbiano y la supervivencia. el crecimiento microbiano puede
ocurrir a temperaturas que varian, desde bajo cero hasta mas de 100°C. En
base a la temperatura 6ptima para el crecimiento, los microorganismos se
clasifican como termofilos, mesofilos, psicréfilos, o terméfilos extremos (Bitton,

1994).

En la Figura 6.2 se puede observar una tendencia de aumento de las
unidades formadoras de colonia cuando la temperatura disminuye y viceversa;
esto puede deberse a la adaptacion de los microorganismos a las condiciones
de laboratorio, ya que en la mayor parte del tiempo (de lunes a viernes la
temperatura se mantenia en 23° C+ 1°C); mientras que los fines de semana

podia llegar hasta 26° C.

— 7.00E+13 /,-‘\ - 26.70
E

S 7-00E+12 A\ \ - 26.20

[

2 7.00E+11 - 2570 @
2 o
8 7.00E+10 - 2520 3
(] ©
L od S
£ 7.00E+08 2420 O
(]

‘E 7.00E+07 \WL‘J \_.-l 23.70

S / ‘I’

G 7.00E+06 T T T T T T T T T T 23.20

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tiempo (horas)
=0—UFC/ml- Promedio ==Temperatura(°C)

Figura 6.2. Relacion de temperatura con el crecimiento de la cepa Rhodococcus
equi en el reactor. Escenario 1
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El tratamiento biolégico de las aguas residuales ocurre generalmente en un
pH neutro (Kiely, 1999; Metcalf and Eddy, 1991; Mihelcic et al. 2011). En
general, el pH Optimo para el crecimiento de las bacterias se encuentra
alrededor de 7,0, aunque algunos pueden ser aciddéfilos obligatoriamente. En la
Figura 6.3 se observa el comportamiento de la Cepa en cuanto a su crecimiento
en funcién del pH, observando que las mismas van creciendo, y el pH va
disminuyendo (i.e. a las 250 horas, pH de 6,7 y crecimiento bacteriano 6,3 E+13
en relacion al tiempo 0, pH 7,05, crecimiento bacteriano 7,85E+6), lo cual ha
sido explicado por Bitton (1994) que ha encontrado que generalmente el
crecimiento bacteriano produce una disminucion del pH del medio, por la

liberacion de metabdlitos acidos.

El pH afecta la actividad de las enzimas microbianas, las cuales afectan la
ionizacién de los productos quimicos y por lo tanto juega un papel en el

transporte de nutrientes y productos quimicos toxicos en la célula (Bitton, 1994).

— 7.00E+13 /—0\ - 7.15
—
7.00E+12

\ - 7.05
7.00E+11 "\
7.00E+10 - 6.95
7.00E+09 - 6.85
7.00E+08

/'\._— 6.75
7.00E+07 /

7.00E+06 6.65

pH

Crecimiento bacteriano (UFC/m

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tiempo (horas)
== UFC/ml- Promedio =ill=pH

Figura 6.3. Relacion pH con el crecimiento de la cepa Rhodococcus equi en el
reactor. Escenario 1.

71



En la Figura 6.4 se presenta la relacion entre la DQO y el Crecimiento
bacteriano en funcion del tiempo, en el reactor. Después de las 24 primeras
horas se observa como a medida que aumenta la DQO, los microorganismos
van creciendo, Kiely (1999) lo explica de la siguiente forma: la DQO
biodegradable se metaboliza rapidamente y parte de ella se transforma en
nuevas célula, al mismo tiempo existe una pérdida de biomasa viva denominada
pérdida de masa enddgena, donde algunos de los microorganismo emplean
como alimento su propio material alimenticio almacenado o células ya muerta.
En la Figura 6.4 se observa que el mayor crecimiento de la bacteria
Rhodococcus equi es a las 240 horas, lo cual también se ve influenciado por la
recirculacion del lodo del reactor (7 mL/min). En el Anexo 6.1.5 se ve la

disminucién de los Sdlidos Suspendidos en relacion a la DQO.

2100

- 7.00E+13
1900 /._?: 7.00E+12
1700 - 7.00E+11
/ / - 7.00E+10

7.00E+09

DQO (mg/L)
-
/‘

- 7.00E+08

- 7.00E+07

Crecimiento bacteriano (UFC/mL)

T T T T T T T T 7.00E+O6
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tiempo (Horas)

—4—DQO (mg/L) =d=UFC/mL

Figura: 6.4. Relacién de la DQO con respecto al crecimiento de la cepa
Rhodococcus eaui. Escenario 1
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En la Figura 6.5 se muestra el comportamiento de la DQO en relacién a las
temperaturas que se midieron en el reactor, se observa que el valor del DQO es
alto cuando la temperatura baja, hasta el tiempo de 48 horas; sin embargo,
después, en la mayoria del tiempo restante, es directamente proporcional. Esta
relacion proporcional también se observa en el Anexo 6.1.6 donde a medida que

aumenta la DQO, el valor de lo Sélidos Disueltos también se ven en aumento.
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1800 f - 26.407.-T
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Figura 6.5. Relacion de la DQO con respecto la temperatura del Reactor.
Escenario 1.

El pH del reactor varié entre 6,7 — 7, la relacién de la DQO en cuanto al pH en el
reactor se observa en la Figura 6.6 Entre mas bajo es el pH, la DQO es mayor

(Bolafios et al., 2008).
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Figura 6.6. Relacion del DQO vy el pH del reactor. Escenario 1.
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La comparaciéon de DQO y DBOs nos ayuda a identificar si existen
condiciones recalcitrantes en el agua residual a tratar. Una proporcién
DBOs/DQO que se aproximen a 1,0 puede identificar un material altamente

biodegradable (Mihelcic et al, 2011; Kiely, 1999).

En la Tabla 6.4 se muestra la proporcion de DBOs/DQO del reactor, la cual
nos indica que el afluente tratado estaba compuesto de material altamente

biodegradable.

Tabla 6.4. Proporcion DBOs/DQO del reactor en el Escenario 1.

Tiempo DQO DBOs Proporcién

(horas) (mg/l) (mg/L) DBOs/DQO

0 1480 950 0,64189189
48 1160 800 0,68965517
168 1130 800 0,70796460
216 1340 740 0,55223881
312 1910 1466 |0,76753930
2000 P
1800
__ 1600 /
E" 1400 N / A
S 1200 % / /
g — /
1000 /
800 i;r 5
600 T T T T T T T T T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Tiempo (horas)
=4—DQO (mg/l) =—M=—DBO (mg/L)

Figura 6.7. Valores de DQO y DBO obtenidos del reactor. Escenario 1.
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El valor de la DQO, siempre sera mas alto que la DBOs como se observa en
la Figura 6.7, ya que incluye tanto la materia organica facilmente biodegradable
(DBOs), como la de dificil biodegradacién (Kiely, 1999; Metcalf and Eddy, 1991).
Sin embargo cuando la materia organica facilmente biodegradable ocupa el

100% del agua residual, la DBOs puede ser igual a la DQO.

Debido a que es un efluente de refineria artificial el cual contiene tanto
materia organica facilmente biodegradable como de dificil biodegradacion el
valor de la DQO se considera alto, en comparacion con la DQO de aguas
residuales domésticas, en las cuales los valores pueden estar alrededor de los

400 a 500 mg/L (Kiely, 1999; Metcalf and Eddy, 1991; Zaror, 1999).

6.1.1.3. Resultados de salida.

En la Tabla 6.5 se presentan los valores de los parametros medidos en la
salida del sistema del Escenario 1 que se ensayo en la investigacion. En el
Anexo 6.1.7 se muestran los promedios de los valores en triplicado de la

Temperatura, pH y Sélidos Disueltos Totales.
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Tabla 6.5. Medicidn de parametros de la salida, Escenario 1.

Manzy (Ve D90 DBOS i hendios disuslios totales  fos.  voldtis
(mg/L) (mg/L) (mgi/L) (mgi/L) (mgi/L)
22,32 6,70 7,061
24 22,30 6,71 1210 820 86 7,084 7398 6850 548
22,30 6,70 7,082
23,29 6,57 6,969
48 23,48 6,59 870 740 78 7,013
23,49 6,58 7,006
25,19 6,56 6,956
72 25,21 6,61 1020 63 6,954 7320 6700 620
25,19 6,57 6,948
24,06 6,70 6,928
96 24,09 6,71 990 42 6,953
24,09 6,74 6,958
22,97 6,78 6,961
120 22,96 6,78 1140 47 6,963
22,96 6,77 6,972
22,88 6,78 6,954
144 22,87 6,78 980 700 35 6,951
22,88 6,79 6,952
22,57 6,77 6,920
168 22,56 6,76 1060 40 6,906 7760 6460 1300
22,56 6,76 6,923
192 22,66 6,76 990 520 21 6,928 7740 6510 1230
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22,68 6,75 6,957
22,70 6,74 6,969
22,65 6,67 7,020
216 22,60 6,68 1150 39 7,022
22,59 6,65 7,019
24,02 6,51 7,078
240 24,01 6,58 1170 29 7,080 7450 6200 1250
23,98 6,60 7,078
22,46 6,71 7,809
264 22,45 6,73 1330 30 7,823
22,45 6,74 7,848
22,94 6,61 8,266
288 22,94 6,62 1640 30 8,266
22,94 6,63 8,266
23,08 6,59 8,551
312 23,09 6,60 1660 27 8,568
23,11 6,60 8,566
22,30 6,65 8,112
336 22,31 6,66 1710 966 28 8,111
22,30 6,66 8,115
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En la DQO obtenida del efluente se puede observar que al igual que en el
reactor el valor de la DQO es mayor cuando los valores de la temperatura
estuvieron alrededor de los 22 °C y los 23°C, sin embargo los valores de DQO
menores fueron obtenidos con temperaturas ubicadas entre los 23,5°C y los

25,5°C (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Valor del DQO a la salida del sistema en relacion a la temperatura.

Escenario 1.

En la Figura 6.9 se observan los valores maximos de pH de 6,74 0,04, entre
las 96 y las 216 horas y valores de DQO mas bajos (1052 mg/L £78). Mientras
gue los valores de DQO mas altos (1670 mg/L+36) se obtuvieron entre las 288 y

336 horas a pH de 6,63 +0,03.

El aumento de la DQO también puede deberse a la disminucién en los Sélidos
Suspendidos (Anexo 6.1.8), sin embargo se ve el aumento de los Sdlidos

Disueltos (Anexo 6.1.9)
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Figura 6.9. Valores de DQO en la salida al sistema en relacién al pH del
efluente. Escenario 1.

En la Figura 6.10 se pueden observar los valores de DQO y DBOs obtenidos en
la salida del sistema, el mayor valor de DQO y el menor de DBOs se obtuvieron
a las 240 horas, lo cual puede deberse al aumento de temperatura y la
recirculacion de lodos, que bajo esas condiciones degradan mas faciimente la
sin embargo, la de dificil

materia organica de facil biodegradacion;

biodegradacion ocurre mas lentamente.
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Figura 6.30. Valores DQO y DBOs con respecto a la salida. Escenario 1
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6.1.1.4. Eficiencia en el Escenario 1.

En la Figura 6.11 y Tabla 6.6 se muestra la diferencia entre la DQO en el

reactor y el obtenido en la salida, observando asi que las mayores eficiencias de

biodegradacion (18,24%; 17,14%; 15,56% y 14,74%) se dieron en los Periodos

1,2,5y 11,y los periodos menos eficientes (6,67 %; 7,87 %y 7,78 %) fueron el

6,12y 13.

/

¢— DQO(mg/L) Reactor

y 4
——a
\ =—DQO (mg/L) Salida
—

AR

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Periodos

Figura 6.11. Valores de DQO del reactor y la salida del sistema. Escenario 1.

Por otra parte en la Figura 6.12 y Tabla 6.6 se muestran la comparacion de

los valores de DBOs tanto para el reactor como a la salida del sistema

transcurridas las 24 horas de tratamiento.
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Figura 6.12. Comparacion de los valores de DBOs del reactor y de la salida para
cada periodo de prueba del Escenario 1.

Las mayores eficiencias de biodegradacion (27,78%; 34,10%) se dieron en los

Periodos 10 y 14, y la menor eficiencia (7,50%) fue en el periodo 3.

Tabla 6.6. Eficiencia en el Escenario 1.

DQO DBOs
DBO
Periodo (38/?) (mg/L) Eficiencia (mg/l_s) il Eficiencia
Salida (24 Salida (24
Reactor horas) Reactor horas)
1 1480 1210 18,4% 950 820 11,33%
2 1050 870 17,14%
3 1160 1020 12,07% 800 740 7,50%
4 1080 990 8,33%
5 1350 1140 15,56%
6 1050 980 6,67%
7 1190 1060 10,92%
8 1130 990 12.39% 800 700 12,50%
9 1310 1150 12.21%
10 1340 1170 12.69% 740 520 27,78%
11 1560 1330 14.74%
12 1780 1640 7.87%
13 1800 1660 7.78%
14 1910 1710 10.47% 1466 966 34,10 %
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Se puede observar en los resultados obtenidos que la bacteria aislada,
Rhodococcus equi, es capaz de bajar la Demanda Quimica de Oxigeno en
presencia del hidrocarburo naftaleno, coincidiendo con los resultados obtenidos
por Chang et al. (2014) que obtuvieron altas eficiencias de degradacién (58%)
en presencia de naftaleno, con la diferencia de que trabajaron con consorcios

bacterianos.

6.1.2. Resultados Escenario 2.

6.1.2.1. Resultados de entrada.

El Escenario 2, el cual conto con 5 periodos de medicion (Tabla 6.7), donde
cada uno tuvo un tiempo de retencion de 48 horas, arrojo los siguientes valores
en las diferentes mediciones y pruebas que se le hicieron en el efluente de
entrada (Tabla 6.8) y en el Anexo 6.2.1 se muestran los promedios de los

valores de Temperatura, pH y STD.

Tabla 6.7. Periodos de medicion del Escenario 2.

Periodo Horas

0-48
48-96
96-144
144-192
192-240

g WN|F-
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Tabla 6.8. Parametros de mediciéon de entrada, Escenario 2.

Solidos
Tiempo Temperatura DQO totales Solidos
(horas) ({®) pH (mg/L) disueltos | suspendidos(mg/L)
(mg/L)
22,80 7,08 7,012
0 22,79 7,07 1280 7,020 3
22,79 7,06 6,694
26,00 7,02 6,951
48 26,01 7,02 6,949 10
26,02 7,02 6,649
24,43 7,08 6,973
96 24,43 7,08 6,954 16
24,43 7,07 6,973
28,5 6,98 6,985
144 28,56 6,98 1260 6,984 9
28,56 6,99 6,984
24,02 7,09 6,959
192 24,03 7,08 1250 6,957 6
24,03 7,10 6,958

6.1.2.2. Resultados del reactor.

En la Tabla 6.9 se observan las mediciones de los parametros para el reactor
en el Escenario 2. El maximo crecimiento de unidades formadoras de colonias
se dio en una temperatura y pH promedio de 24,05 °C y 6,85 respectivamente
(Anexo 6.2.2) para las 192 horas con un orden de 10, Segun Escudero et al.,
2011 este tipo de bacteria presenta condiciones Optimas de crecimiento en pH
cercanos a 7,0 y se caracterizan por su habilidad para cambiar las condiciones

de pH del medio.
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Tabla 6.9. ParAmetros de mediciéon del reactor en el Escenario 2.

Unidades
: Sélidos Sélidos Sélidos Sélidos Sélidos formadoras
-{rIl%TaI)sc; Temp()oecr;;\tura A9 (?nB(/JLS) suspendidos disueltos totales fijos volatiles de colonia
9 (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) por ml

(UFC/ml)

25,31 7,07 6,533 3,00E+09

0 25,31 7,05 1045 640 20 6,553 7906 6698 908 1,50E+09
25,31 7,04 6,910 5,00E+09

24,82 6,90 6,926 3,00E+09

48 24,82 6,89 1010 662,5 53 6,931 7822 6970 852 4 50E+09
24,82 6,90 6,943 5,00E+09

23,89 6,76 6,555 1,00E+09

96 23,90 6,75 1030 655 53 6,622 7222 5522 1700 4 50E+09
23,90 6,76 6,850 5,00E+09

26,84 6,83 6,745 4,00E+09

144 26,85 6,82 1180 642 36 6,746 6990 5460 1530 1,00E+09
26,85 6,81 6,745 3,00E+09

24,05 6,85 6,859 5,00E+11

192 24,04 6,83 1015 587 27 6,866 7220 5330 1890 5,00E+10
24,06 6,86 6,882 1,00E+11
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Crecimiento bacteriano en el reactor escenario 2 (UFCImL) vs Ensayos
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Figura 6.13. Crecimiento de la cepa Rhodococcus equi en el reactor.
Escenario 2.

En la Figura 6.13 es posible observa.r gue el crecimiento de la cepa es mas
rapido en el Escenario 2 que en el Escenario 1. Sin embargo, es necesario
aclarar que en el Escenario 2, en el tiempo 0, la poblacion se encontraba con un
orden de 10° mientras que en el Escenario 1 el orden era de 10° en el tiempo O.

Por razon del tiempo de retencion hidraulico empleado en el escenario 2.

En el Anexo 6.2.3 se muestra el crecimiento bacteriano en una escala

logaritmica, para la mejor apreciacion de los datos.
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Como se menciond anteriormente la temperatura es uno de los factores mas
importantes que afectan el crecimiento microbiano y su supervivencia. El
crecimiento microbiano puede ocurrir a temperaturas que varian, desde bajo
cero hasta mas de 100°C. En base a la temperatura éptima para el crecimiento,
los microorganismos se clasifican como termdfilos, mesofilos, psicréfilos, o

termofilos extremos (Bitton, 1994).

En la Figura 6.14 se puede observar de las 0 a 96 horas un periodo de
adaptacion, donde la poblacién se mantuvo en el orden de 10°, a partir de las 96
horas se evidencia un aumento de la poblacion de tipo exponencial, que para el
rango de temperatura (23,9° C a 24,05° C), entre 96 y 192 horas, parece ser

independiente al aumento de este Parametro.
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2.50E+11

- 26.30

- 25.80
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- 25.30
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Crecimiento bacteriano (UFC/mL)

2.50E+09

T T 23.80
0 48 96 144 192

Tiempo (horas)
=&—UFC (UFC/ml) - Promedio == Temperatura (°C) - Reactor

Figura 6.14. Relacion temperatura con el crecimiento de la cepa Rhodococcus
equi en el reactor. Escenario 2.
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Como se menciond en el Escenario 1 el tratamiento biologico de las aguas
residuales ocurre generalmente en un pH neutro (Kiely,1999; Metcalf and Eddy,
1991; Mihelcic et al. 2011). En general, el pH Optimo para el crecimiento de las
bacterias se encuentra alrededor de 7, aunque algunos pueden ser aciddfilos
obligatoriamente. En la Figura 6.15 se observa el comportamiento de la Cepa en
cuanto a su crecimiento en funciéon del pH, observando un periodo de
adaptacion entre 0 a 96 horas. A las 96 horas empiezan a crecer (3,50 E+9
UFC/mL) y aumentan hasta llegar a las 194 horas con una poblacién de (2,17
E+11 UFC/mL). En la fase de adaptacion el pH disminuyo de 7,05 a 6,75 lo cual
ha sido explicado por Bitton (1994) que ha encontrado que generalmente el
crecimiento bacteriano produce una disminucion del pH del medio, por la
liberacion de metabolitos acidos. Por otra parte, se observa el aumento
constante del pH de las 96 horas en adelante que coincide con el crecimiento

bacteriano.

El pH influye en la actividad de las enzimas microbianas, que a su vez afecta
a la ionizacién de los productos quimicos y por lo tanto juega un papel en el

transporte de nutrientes y productos quimicos toxicos en la célula (Bitton, 1994).
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Figura 6.15. Relacion pH con el crecimiento de la cepa Rhodococcus equi en el
reactor. Escenario 2.

Con respecto a la Figura 6.16, la DQO logra metabolizarse, y parte de ella
pasa a formar nuevas células, lo cual provoca que la velocidad de crecimiento
en las UFC aumente. Por otra parte, existe una pérdida de biomasa viva
denominada pérdida de masa enddgena, donde algunos de los microorganismo
emplean como alimento su propio material alimenticio almacenado o células ya
muerta (Kiely, 1999). Debe mencionarse que en el periodo en estudio no se
observa la capacidad de carga del sistema; pero si se observa el maximo

crecimiento a las 192 horas.

88



- 1190

/\ - 1170
2.50E+11 - 1150

- 1130
- 1110
1090
2.50E+10 - 1070
- 1050
- 1030
- 1010
2.50E+09 : : : —L 990

0 48 96 144 192
Tiempo (horas)

DQO (mg/1)

Crecimiento bacteriano (UFC/mL)

=4—UFC (UFC/ml) - Promedio  ==DQO (mg/I) - Reactor

Figura 6.16. Relacion DQO con respecto al crecimiento de la cepa Rhodococcus
equi en el reactor. Escenario 2.

La relacion que mantiene la DQO con la Temperatura es directamente
proporcional (Figura 6.17). Por lo que se considera que la temperatura es un
factor primordial para la eficiencia del tratamiento de las aguas residuales

(Bitton, 1994; Kiely, 1999).

1200 27.00
1180
1160 - 26.50
1140 / - 26.00 O
% 1120 / ©
- 25.50 5
€ 1100 \ \ 2
~ ©
g Toeo // \ | »0g
9 1060
1040 B // \ | 24.50 §
1020 N\_MA/ \'
\._><_1 - 24.00
1000
980 T T T T 23.50
0 48 96 144 192
Tiempo (horas)
== DQO (mg/l) - Reactor =~ =#=Temperatura (°C) - Reactor

Figura 6.17. Relacion DQO con la temperatura en el reactor. Escenario 2.
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En el caso de la relacion del pH con la DQO, en la Figura 6.18 se observa que
0 a 96 horas la DQO se mantiene en aproximadamente 1050 mg/L, es el periodo
de la fase de adaptacion, se observa como se baja el pH de 7,05 a 6,78; luego
aumenta hasta las 144 horas (1180g mg/L), al llegar a 192 horas hay una
disminucion de la DQO en el reactor a 1000 mg/L, y un ligero aumento del pH de
6,76 a 6,82. Al igual que la temperatura, este es otro factor que se debe

controlar al momento de tratar aguas residuales (Figura 6.18).

1200 7.10

1180 k\

- 7.05

1160 7"\
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£ 1100 -
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1040 B~ N\ / 4\ a0

1020 >S& \_ '

\'_/V |
1000 6.75
980 T T T T T T T T 6.70
0 24 48 72 9% 120 144 168 192
Tiempo (horas)
== DQO (mg/l) - Reactor  =@=pH -Reactor

Figura 6.18. Relacion DQO con el pH en el reactor. Escenario 2.

En la Figura 6.19 se muestra una comparacion entre los valores de DQO y la
DBOs obtenidos en el reactor. El agua a tratar se caracteriza por tener un
material quimicamente oxidable, y menos material bioldgicamente oxidable, lo
gue relaciona que el valor del DQO serd mayor al valor de la DBOs (Romero,

1999).

En el Anexo 6.2.4 se puede observar que el valor de la DQO aumenta cuando

los Sdlidos Disueltos disminuyen y sucesivamente.
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En pocas palabras la DQO mide tanto la materia organica degradable como la

no biodegradable. Mientras que en la DBOs solo se mide el material organico

biodegradable.

1300
= 1200
£ 1100 T
§ 1000 E 4—0/ \_
8 900
= 800
B 700
E - —= —= —
8 600 =]
g 500

400 T T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (horas)
=¢=DQO (mg/l) - Reactor =ll=DBO (mg/L)- Reactor

Figura 6.19. Relacion entre la DQO y DBOs del reactor en el Escenario 2.

La comparacion de DQO y DBOs nos ayuda a identificar si existen
condiciones recalcitrantes en el agua residual a tratar. Una proporcion
DBOs/DQO que se aproximen a 1 puede identificar un material altamente

biodegradable (Mihelcic et al, 2011).

En la Tabla 6.9 se muestra la proporcion de DBOs/DQO del reactor para el
Escenario 2, valores mayores a 0,544, estos resultados indican que el agua se
puede tratar biolégicamente, lo cual ha sido discutido por Kiely (1999) y Mihelcic

et al. (2011).
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Tabla 6.10. Proporcion DBOs/DQO del reactor en el Escenario 2.

Tiempo (horas) DQO (mg/L) DBOs (mg/L) Relacion DBOs/DQO

0 1045 640 0,61244
48 1010 662.5 0,65594
96 1030 655 0,63592
144 1180 642 0,54407
192 1015 587 0,57833

6.1.2.3. Resultados de salida.

Finalmente en la Tabla 6.11 se observan las mediciones de los parametros
para la salida en el Escenario 2. EIl maximo crecimiento bacteriano se obtuvo en
una temperatura y pH promedio de 19,87°C y 6,83 respectivamente (Anexo
6.2.5) para las 240 horas con un orden de 10%2. Como se explicé anteriormente,
este tipo de bacteria presenta condiciones optimas de crecimiento en pH
cercanos a 7,0 y se caracterizan por su habilidad para cambiar las condiciones

de pH del medio Escudero et al. (2011).
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Tabla 6.11. Parametros de mediciéon de salida. Escenario 2.

Unidades
Solidos Solidos Solidos | Sélidos Solidos  formadoras

Temp()oecr;;\tura pH (r?]Q/OL) (?nB(/JLS) suspendidos disueltos totales fijos volatiles  de colonia

9 9 (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)  (mg/L) por mL

(UFC/mL)

24,10 6,71 7,026 2,50E+09

48 24,11 6,70 820 225 125 6,991 7534 6966,6 567,4 | 2,00E+09
24,10 6,72 7,009 1,50E+09

23,64 6,64 6,984 2,50E+09

96 23,64 6,75 650 224 69 6,985 7226 5538 1888 2,00E+09
23,65 6,76 6,988 1,50E+09

25,55 6,63 6,966 4,50E+09

144 25,54 6,64 840 350 52 6,967 7014 5138 1876 2,00E+09
25,55 6,64 6,967 5,00E+09

23,35 6,71 6,979 8,00E+11

192 23,38 6,72 750 460 38 6,978 7306 5424 1882 6,00E+11
23,39 6,73 6,976 9,00E+11

19,86 6,83 6,943 8,50E+11

240 19,87 6,83 710 475 33 6,943 7534 5648 1886 1,05E+12
19,87 6,83 6,943 9,00E+11
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Crecimiento bacteriano en la salida escenario 2 vs Ensayos

1.25E129

1.00E12

7.50E11

5.00E114

2.50E117]

Crecimiento bacteriano (UFC/mL) - Salida escenario 2

I I I I 1
1 2 3 4 5
Ensayos

Figura 6.20. Crecimiento de la cepa Rhodococcus equi. Salida - Escenario 2.

En la Figura 6.20 se observa el crecimiento de los microorganismos en la
salida en el Escenario 2. El mayor crecimiento fue a las 240 horas con un orden
de 102 UFC/mL.

En el Anexo 6.2.6 se muestra el crecimiento bacteriano en una escala

logaritmica.
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En la Figura 6.21 se puede observar de las 0 a 96 horas un periodo de
adaptacion, donde la poblacién se mantuvo en el orden de 10°, a partir de las 96
horas se evidencia un aumento de la poblacion de tipo exponencial, para el
rango de temperatura (20° C a 25,5° C), entre 96 y 192 horas, parece ser

inversamente proporcional.
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Figura 6.21. Relacion temperatura con el crecimiento de la cepa Rhodococcus
equi en el salida. Escenario 2.

El tratamiento biolégico de las aguas residuales ocurre generalmente en un
pH neutro. En general, el pH éptimo para el crecimiento de las bacterias se
encuentra alrededor de 7,0 aunque algunos pueden ser acidofilos
obligatoriamente. El crecimiento bacteriano ocurre en una disminucién del pH del
medio por la liberacion de metabolitos &acidos. Por el contrario, algunos

microorganismos pueden aumentar el pH de su entorno (Figura 6.22).
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El pH afecta a la actividad de las enzimas microbianas que afecta a la
ionizacion de los productos quimicos y por lo tanto juega un papel en el

transporte de nutrientes y productos quimicos téxicos en la célula (Bitton, 1994).
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Figura 6.22. Relacion pH con el crecimiento de la cepa Rhodococcus equi en el
salida. Escenario 2.

Como se puede apreciar en la Figura 6.23 el comportamiento de la DQO
afecta directamente a las UFC. Como ya se explico en los escenarios anteriores,
al metabolizarse la DQO esta crea nuevas células, lo cual aumenta la velocidad
de crecimiento de las UFC. A su vez, existe una pérdida de biomasa que se
denomina fase enddgena, donde algunos de los microorganismo emplean como
alimento su propio material alimenticio almacenado o células ya muerta (Kiely,

1999).
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Figura 6.23 Relacion DQO con respecto al crecimiento de la cepa
Rhodococcus equi. Salida - Escenario 2.
En la Figura 6.24 se observa la relacion que mantiene la DQO con la
Temperatura es directamente proporcional, lo cual concuerda con Kiely (1999) y
Mihelcic et al. (2001), la temperatura es un factor primordial para la eficiencia del

tratamiento de las aguas residuales.
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Figura 6.24. Relacion DQO con Temperatura en la salida. Escenario 2.
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La Figura 6.25 muestra una relacion inversamente proporcional. Cuando el pH
aumenta la DQO baja y viceversa, por ejemplo a las 96 horas se puede observar
gue el maximo valor de DQO (840 mg/L), coincide con el minimo valor de pH
(6,64). Al igual que la temperatura, este es otro factor que se debe controlar al

momento de tratar aguas residuales (Kiely, 1999; Mihelcic et al. 2011).
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Figura 6.25. Relacion DQO con pH en la salida. Escenario 2.

Como se puede observar en la Figura 6.26, el DQO es mayor que la DBOs.
Esto, fue explicado anteriormente, ya que la DQO mide tanto la materia organica
degradable como la no biodegradable. Mientras que en la DBOs solo se mide el

material organico biodegradable (Kiely 1999).

En los Anexos 6.2.7 y 6.2.8 se pueden apreciar como los valores de los Solidos
Suspendidos y Sdlidos Disueltos respectivamente, disminuyen cuando aumenta

la DQO.
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Figura 6.26. Relacion DQO con la DBOs en la salida. Escenario 2.

En la Tabla 6.13 se muestra la proporcion de DBOs/DQO del reactor para el
Escenario 2, la cual indica que el agua residual industrial tratada estaba
compuesta de material altamente biodegradable. Segun Mihelcic et al., 2011 una
proporcion DBOs/DQO que se aproximen a 1 puede identificar un material
altamente biodegradable. La comparacion de DQO y DBOs nos ayuda a

identificar si existen condiciones recalcitrantes en el agua residual a tratar.

Tabla 6.13. Proporcion DBOs/DQO de la salida en el Escenario 2.

Tiempo (horas) DQO (mgl/l) DBOs (mg/L) D%ecl)z;:[i)(()gno
48 820 225 0.27439024
96 650 224 0.34461538
144 840 350 0.41666667
192 750 460 0.61333333
240 710 475 0.66901408
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6.1.2.4. Eficiencia en el Escenario 2.

En el Escenario 2, se hicieron un total de 5 ensayos, los cuales tuvieron una
duracién de 192 horas, durando cada ensayo 48 horas, en la Tabla 6.14 se
muestran los valores de eficiencia del sistema en el Escenario 2, los cuales
fueron obtenidos comparando los valores de DQO y DBOs tanto de la entrada

como la salida para cada uno de los 5 ensayos.

Tabla 6.12. Eficiencia del Escenario 2.

DBOs
(mg/L)

DQO DQO Eficiencia DBOs Eficiencia
Ensayo (mg/l)- (mg/l) - DQO (mg/L) - DBOs
Reactor Salida (mg/L)  Reactor Salida (mg/L)
1045 820 21,53% 640 225 64,84%
1010 650 35,64% 662,5 224 66,19%
1030 840 18,45% 655 350 46,56%
1180 750 36,44% 642 460 28,35%
1015 710 30,05% 587 475 19,80%

GRIWIN|F

Comparando las Tablas 6.6. (Eficiencia del Escenario 1) y la Tabla 6.12
(Eficiencia del Escenario 2), el sistema es mas eficiente cuando aumentamos el

tiempo de retencién hidraulica, en este caso, en el escenario 2 el TRH fue de 48

horas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la bacteria tiene la capacidad de
degradar mucho méas cuando se encuentra bajo una temperatura de 23-24 °C y

un pH de 6,7-6,9.
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6.1.2.5. Relacion del reactor y salida.

En las siguientes Figuras 6.27 y 6.28 se muestran la comparacion de los

valores de DQO y DBOs tomados en el reactor y en la salida, en cada uno de los

ensayos.
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Figura 6.27. Relacion DQO con respecto al reactor y la salida. Escenario 2.

Las mayores eficiencias de degradacion de la DQO en el Escenario 2, se
dieron a las 48 horas (35,64 %) y a las 144 horas (36,44 %), las mismas

coinciden con un pH de 6,72 y una temperatura de aproximadamente 23,7 °C.
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Figura 6.28. Relacion DBOs con respecto al reactor y la salida. Escenario
2.

En cuanto a las mayores eficiencias de degradacion de materia facilmente
biodegradable (66,84 % y 66,19 %) se obtuvieron en el tiempo de O horas y a las
48 horas, esto puede estar relacionado con las mayores relaciones de
DBOs/DQO de 0,62 y 0,66, en el reactor; de acuerdo a Kiely (1999) y Mihelcic et
al. (2011), esta comprobado que mientras mayor es la relacion DBOs/DQO

mayor es la capacidad de las bacterias de degradarla.
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6.1.2.6. Medicion del hidrocarburo Aromatico Policiclicos en el reactor y la salida
en el Escenario N°2

Como se describi6 en la metodologia antes de inyectar las muestras a

analizar se inyectaron patrones de Naftaleno y n-Hexano, Naftaleno y el medio

artificial para que el equipo pudiese hacer la curva de calibraciéon (Anexo 6.3.1,

6.3.2y 6.3.3)

DAD1 A, Sig=254 4 Ref=off (AD-HAP-AP\R19.D)
mAU

14254

6.622 -~ NAFTALENO

2.428

1.278

2 4 6 8 10 __min

Figura 6.29. Cromatograma de la muestra del reactor al inicio del ensayo 2 a las
48 horas.

En la Figura 6.29, se observa la presencia de Naftaleno a los 6.622 minutos
en una muestra tomada del reactor. Esto prueba que la concentracion del
Naftaleno se redujo de 30 mg/L a 8,43 mg/L, obteniendo una eficiencia de
71,9%, debido a la degradacion efectuada por las bacterias Rhodococcus equi,
pasada las 48 horas para finalizar el segundo ensayo se tomo otra muestra en la

salida a las 96 horas (Figura 6.30).
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (AD-HAP-AP\S19.D)
mAU ~
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Figura 6.30. Cromatograma de la muestra tomada de la salida al final del
ensayo 2 a las 96 horas.

Sin embargo, en la Figura 6.30 no se observa la presencia de Naftaleno. Esta
muestra se tomo del tanque de salida, pudiendo observar que el afluente tratado
salia del sistema sin naftaleno. Por lo que se puede concluir que a las 96 horas
la eficiencia de degradacion de naftaleno por la cepa Rhodococcus equi es del

100%.
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DAD1 A, Sig=254 4 Ref=off (AD-HAP-AP\R22.D)
mAU

- 1.380
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11.093

N
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Figura 6.31. Cromatograma de la muestra del reactor tomada al inicio del
Ensayo 5 a las 192 horas.

La presencia de Naftaleno en esta muestra del reactor se dio a los 6,661
minutos con una concentracion 6,86 mg/L. Ocurrio el mismo fendmeno de
degradacion que en la muestra del reactor del Ensayo 2 por la presencia de las
bacterias Rhodococcus equi, viendo asi una eficiencia casi del 6% mayor a la

anterior.
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DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (AD-HAP-AP\522.D)
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Figura 6.32. Cromatograma de la muestra de salida del ensayo 5 a las 240
horas.

Mientras que en esta muestra de la salida no se presencié ninguna
concentracion de Naftaleno a los 6,6 minutos; por lo que se puede concluir que a
las 240 h la eficiencia de degradacién de naftaleno por la cepa Rhodococcus

equi es del 100%.
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6.2. Resumen de la Discusién

La importancia de la temperatura en la velocidad de las reacciones
bioquimicas; en este caso este parametro fue muy dificil de controlar y se
mantuvo entre los 23°C y los 26°C. Al igual que la temperatura el pH, fue otro
parametro del cual no se tuvo control, por ello se hicieron mediciones cada 24
horas para el Escenario 1 y 48 horas para el Escenario 2, para asi tener en
cuenta los cambios bruscos e interpretar si hubiese problemas en el proceso de

biodegradacion.

Los resultados obtenidos muestran que los valores de pH, fueron adecuados
para que se evidencie la capacidad degradadora de hidrocarburos por parte de

la cepa bacteriana utilizada en esta investigacion.

Se considera que las tasas de crecimiento especifico de la especie
Rhodococcus equi fueron altas y con algunas irregularidades, consideramos que
puede ser una consecuencia propia de su metabolismo o quiza estan

influenciadas por las condiciones del medio (pH, Temperatura, etc.)

El control de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), es uno de los
aspectos de importancia en trabajos de biorremediacion, ya que el mismo debe
mantenerse sobre los 10° para garantizar una buena tasa de degradacion
(Gualoto, 2012). Tomando en consideracion dicha fuente, estimamos que
nuestros resultados, confirman dicha abundancia, pese que en cada uno de los

Escenarios los valores de las UFC fueron mayores que 10°; seguramente debido
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a las condiciones especiales con las que se mantuvo la bacteria antes de ser
sembrada en el sistema.

En cuanto a la tasa de biodegradacién de los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos, en este caso del Naftaleno, los resultados obtenidos con la medicion
por medio de la cromatografia, afirman que el uso de bacterias nativas, aisladas
de un ambiente marino contaminado por Hidrocarburos, pueden ser utilizadas en
un sistema de tratamiento de aguas con eficiencias que llegan hasta el 100% de
remocion del Naftaleno, estos resultados obtenidos para HAP se confirman con
referencias de trabajos experimentales y practicos de biodegradacion de
aromaticos con Rhodococcus en el Ecuador realizados por, Gualoto y Cabrera
(2008).

El hecho de que las eficiencias de biodegradacion de DQO y DBOs, fuesen
relativamente mas bajas en el Escenario 1 (18.4 % y 34,10 %, respectivamente)
gue en el Escenario 2 (36,44% y 66,19%), puede deberse a los TRH utilizados
para la pruebas, en el Escenario 1 era menor (24 h) que en el Escenario 2 (48
h), como concluyo Abbas et al. (2001) al incrementar el TRH se incrementa la
eficiencia de remocion del DQO y a la vez aumenta la eficiencia de remocion de
la DBOs, por otra parte Chang et al. (2014), estudiaron la degradacion de DQO y
Naftaleno por medio de un sistema de lodos activados utilizando un consorcio de
bacterias, concluyendo que la eficiencia del tratamiento aumenta cuando
disminuye el caudal en la entrada y cuando aumenta el tiempo de retencion

hidraulico. En este estudio no se evalué la influencia del caudal de entrada.
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CAPITULO VII. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES.

Las principales fuentes de hidrocarburos aromaticos son los procesos
petroquimicos, en particular la destilacion del petréleo crudo y se encuentran
principalmente en atmosferas urbanas y en el medio marino debido a los
derrames.

Los hidrocarburos aromaticos son mas dificiles de degradar y dentro de ellos
los hidrocarburos aromaticos policiclicos se degradan en muy baja proporcion.

Se analiz6 el proceso de biodegradacion en el medio acuatico de los
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos. Por otra parte se demostro la capacidad
gue poseen las cepas bacterianas autéctonas, aisladas de los sedimentos
marinos contaminados con petroleo, para degradar hidrocarburos aromaticos
policiclicos. Como caso de estudio se analizo la cepa Rhodococcus equi, aislada
en la Bahia de Manzanillo.

La eficiencia de degradacion de la cepa Rhodococcus equi en un reactor en
continuo se investigdé a través de dos escenarios, el primero con un tiempo de
retencién de 24 horas y el segundo con un tiempo de retencion hidraulico de 48
horas. En el escenario 1, se logré observar que el crecimiento de la cepa
bacteriana tomo6 una respuesta positiva a la alimentacion del reactor con carga
organica (en términos de la DQO) y naftaleno obteniendo crecimientos de hasta
aproximadamente ocho érdenes de magnitud mayor (6 E+13) en UFC/mL, en
relacion a la inoculada (7,85 E+6), esto bajo una temperatura de 23,57 °C y un

pH de 6.71. Mientras que en el Escenario 2, se observé un crecimiento mucho

109



mayor al del Escenario 1. La inoculacion fue de 3.00E+9 UFC/mL y el maximo

crecimiento en este escenario fue de 2.17E+11 UFC/mL.

Se pudo comprobar la eficiencia de degradacién de naftaleno de la cepa
Rhodococcus equi, a la salida del reactor en relaciéon con la entrada al mismo,
logrando el 100 % de consumo del hidrocarburo, la maxima eficiencia de
degradacion en DQO fue 36,44% y en DBOs fue 66,19%, esto se da cuando el
tiempo de retencion hidraulica en el reactor es mayor, como fue el caso de
Escenario 2, donde el TRH fue de 48 horas. Mientras que los porcentajes de
eficiencias en el Escenario 1 fueron menores en comparacion con el Escenario
2. De esta manera se comprueba que al aumentar el tiempo de retencion
hidraulico, aumenta la eficiencia de la Cepa de realizar su trabajo de
degradacion en el reactor. Esto comprueba nuestra hipotesis positiva, la cepa
Rhodococcus equi posee la capacidad de degradar compuestos de dificlil

tratamiento, como el naftaleno, en un reactor aerobio.

En cuanto a la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), en ambos escenario,
fue parte fundamental. Porque, al ir aumentando la misma, las células se
metabolizan rapidamente, dando como resultado el crecimiento de nuevas

células.

Con la cromatografia se pudo detectar, la presencia de Naftaleno en el
reactor, mientras que en las muestras de salidas no se detect6. Esto comprueba

gue el proceso de biodegradacion de la cepa fue efectivo.
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La Rhodococcus equi, cepa bacteriana seleccionada para este estudio, se
considera apta para ser utilizada en futuras pruebas y estudios que permitan
generar tecnologias de biorremediacién apropiadas para el tratamiento de las

aguas residuales contaminadas con Hidrocarburosen nuestro pais aguas

Recomendaciones

e Comprobar la eficiencia de degradacion, de la cepa Rhodococcus equi,
tomando otros tiempo de retencion hidraulica y caudales de entrada.

e Realizar investigaciones con otros Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos,
con el objetivo de comprobar la capacidad de degradacion de la cepa
Rhodococcus equi.

e Realizar otros estudios en los cuales se ensaye la eficiencia de
degradacion de la Cepa, en funcion de cambios en los parametros de
disefio del reactor en continuo.

e Realizar estudios con una combinacion de cepas, para aumentar la
Eficiencia de Biodegradacion de Naftaleno y otros Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos.

e Continuar con estudios sobre el aislamiento e identificacion de especies
nativas en sitios contaminados, especialmente por hidrocarburos, como el
Canal de Panama y areas adyacentes; de forma tal de poder potenciar la
capacidad de degradacion de la combinacién de cepas nativas en
sistemas de tratamiento biolégico y biorremediacion de sitios

contaminados.
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CAPITULO IX. ANEXOS.

ANEXO 6. Resultados.
Anexo 6.1. Resultados. Escenario 1.

Anexo 6.1.1 Tabla promedio de medicion de parametros en la entrada.

Tiempo Temperatura DQO Sllleios
(horas) °C) P (mgh) o1
isueltos

0 26,57 7,02 1300 6,858
24 23,30 6,99 6,932
48 24,21 7,07 6,943
72 26,72 6,72 6,945
96 26,50 6,51 7,013
120 28,21 6,37 7,029
144 26,24 6,34 6,759
168 24,97 6,37 1340 7,269
192 26,60 6,35 7,279
216 27,36 6,36 7,291
240 25,34 6,88 10,59
264 27,76 6,85 10,62
288 26,68 6,88 12,43
312 26,68 6,80 12,43
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Anexo 6.1.2. Tabla promedio de medicion de parametros en el reactor.

. Solidos Solidos Soélidos Sélidos Solidos
-{I‘IliTapSc)) Temp()oeé?tura p (?n%il)) (?n%%) suspendidos disueltos totales fijos  volatiles
(mgll) (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)  (mgll)
0 24,33 7,04 1480 950 50 6,853 7640 7520 120
24 24,24 6,93 1050 70 6,944
48 23,52 6,84 1160 800 83 6,827
72 24,44 6,77 1080 78 6,904
96 26,32 6,72 1350 64 6,790 7100 6880 220
120 25,11 6,84 1050 39 6,871
144 23,66 6,82 1190 36 6,831 7426,6 7186 240,6
168 23,55 6,82 1130 800 38 6,729 7720 7480,7 239,3
192 23,81 6,83 1310 29 6,812
216 23,78 6,80 1340 720 30 6,860 7180 6854 326
240 23,57 6,71 1560 30 7,135
264 25,06 6,70 1780 28 7,865
288 23,79 6,77 1800 48 8,803
312 23,74 6,72 1910 1466 48 9,639
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Anexo 6.1.3. Gréafico de crecimiento bacteriano de la cepa Rhodococcus equi en

el reactor. Escenario 1.
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Anexo 6.1.4. Gréfica logaritmica de crecimiento bacteriano de la cepa

Rhodococcus equi en el reactor. Escenario 1.
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Anexo 6.1.5 Grafico de solidos suspendidos vs la DQO del reactor. Escenario 1.
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Anexo 6.1.6. Grafico de la DQO y Sdélidos Disueltos del reactor. Escenario 1.
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Anexo 6.1.7. Tabla promedio de medicion de parametros en la salida.

. Solidos Solidos Soélidos Sélidos Solidos
-{rllirrnaps(; Temp()oeé;atura pH (?n%]SI)) (?n%%) suspendidos disueltos totales fijos  volatiles
(mgll) (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)  (mgll)
24 22,30 6,70 1210 820 86 7,076 7398 6850 548
48 23,49 6,58 870 740 78 6,996
72 25,50 6,58 1020 63 6,953 7320 6700 620
96 24,08 6,72 990 42 6,946
120 22,96 6,78 1140 47 6,965
144 22,88 6,78 980 700 35 6,952
168 22,56 6,76 1060 40 6,916 7760 6460 1300
192 22,68 6,75 990 520 21 6,951 7740 6510 1230
216 22,61 6,67 1150 39 7,020
240 24,03 6,56 1170 29 7,079 7450 6200 1250
264 22,45 6,73 1330 30 7,827
288 22,94 6,62 1640 30 8,266
312 23,09 6,60 1660 966,66 27 8,562
336 22,30 6,66 1710 830 28 8,113
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Anexo 6.1.8. Grafico de Sélidos Suspendidos y DQO de la salida. Escenario 1.
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Anexo 1.9 Grafico de solidos suspendidos de la salida. Escenario 1.
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ANEXO 6.2. Resultados. Escenario 2.

Anexo 6.2.1. Tabla promedio de medicion de parametros en la entrada.

Tiempo Temeeratura oH - DQO ?gtlﬁgss Sélido_s
(horas) (°C) - Entrada (MM - | gisyeltos SUSPENdidos
Entrada Entrada - Entrada
- Entrada
0 22,79 7,07 1280 6,909 3
48 26,01 7,02 6,850 10
96 24,43 7,08 6967 16
144 28,54 6,98 1260 6,984 9
192 24,03 7,09 1250 6,958 6

Anexo 6.2.2. Tabla promedio de medicién de parametros en el reactor.

0 Solidos o 0 o
. Temperatura DQO DBOs Solldqs totales sEhds SO.I.'dOS SOI,'d.OS
Tiempo o suspendidos . totales fijos volatiles
(°C) - (mg/l) - (mgl/L) - disueltos
(horas) (mgll) - (mg/l)-  (mg/l)- (mgl/l) -
Reactor Reactor Reactor (mgll) -
Reactor Reactor Reactor Reactor
Reactor
0 25,31 7,05 1045 640 20 6,665 7906 6998 908
48 24,82 6,90 1010 662,5 53 6,933 7822 6970 852
96 23,90 6,76 1030 655 53 6,675 7222 5522 1700
144 26,85 6,82 1180 642 36 6,745 6990 5460 1530
192 24,05 6,85 1015 587 27 6,869 7220 5330 1890
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Anexo 6.2.3. Gréfica logaritmica de crecimiento bacteriano de la cepa
Rhodococcus equi en el reactor. Escenario 2.
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Anexo 6.2.4. Grafico de sélidos disueltos del reactor. Escenario 2.
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Anexo 6.2.5. Tabla promedio de medicion de parametros en la salida.

Solidos So6lidos Solidos Soélidos Soélidos

-{;]%Tapsc)) Tem?oeé;atura pH (?n%(/?) (?nt(/)LS) suspendidos disueltos totales fijos  volatiles
(mgll) (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)  (mg/l)
48 24,1 6,71 820 225 125 7,009 7534 6966,6 567,4
96 23,64 6,72 650 224 69 6,986 7226 5538 1888
144 25,55 6,64 840 350 52 6,967 7014 5138 1876
192 23,37 6,72 750 460 38 6,978 7306 5424 1882
240 19,87 6,83 710 475 33 6,943 7534 5648 1886

136



Anexo 6.2.6. Gréfica logaritmica de crecimiento bacteriano de la cepa
Rhodococcus equi en la salida. Escenario 2.
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Anexo 6.2.7. Grafico de sodlidos suspendidos de la salida. Escenario 2.
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Anexo 6.2.8. Gréafico de sélidos disueltos de la salida. Escenario 2.
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Anexo 6.3. Cromatogramas.

Anexo 6.3.1. Cromatograma del Naftaleno y n-Hexano (Blanco).
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Anexo 6.3.2. Cromatograma de Naftaleno con medio artificial.
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