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RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP's) son compuestos toxicos, algunos
son carcindégenos, mutagénicos Yy tienen una mayor permanencia en el ambiente.
Existen microorganismos capaces de utilizar HAP's como Unica fuente de carbono y
energia. Estos microorganismos han sido utilizados exitosamente para la
biodegradacion de HAP’s. Los consorcios microbianos son una forma mas efectiva de
conducir a la biodegradacion de estos compuestos. Entre estos se encuentra el
fenantreno, que es considerado un contaminante prioritario entre los 16 que se enlistan
en la Environmental Protection Agency (EPA) y es también utilizado para modelar la

degradacién de HAP's.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad degradadora de un consorcio
microbiano a diferentes concentraciones de fenantreno. El proceso se llevo a cabo en
reactores de lecho fluidizado en modo batch, usando carboén activado como soporte, a
tres diferentes concentraciones, 60, 200 y 600 ppm de fenantreno. Se realiz6 una
cinética de 15 dias en agua de mar estéril. Para cada una de las concentraciones se
monitored el pH, el crecimiento poblacional y las concentraciones de fenantreno. Se
obtuvieron curvas de crecimiento microbiano y se determinaron los porcentajes de

degradacion.

Con base en los resultados experimentales y analisis realizados, se concluyé que la
variacion de la concentracion de fenantreno en el medio tiene un efecto en el
crecimiento de los microorganismos y su capacidad degradadora. Esto se comprueba
debido a que a la concentracion de 600 ppm se tuvo un porcentaje de degradacion de
52.5 %. A esta concentracion se obtuvo un porcentaje de perdida en los
microorganismos de 18 %. Al finalizar la prueba la cantidad de microorganismos fue
menor que la inoculada en el reactor. A la concentracién de 60y 200 ppm el consorcio
fue capaz de adaptarse al medio. Lo anterior se ve reflejado en los porcentajes de

degradacién para cada condicion, que fueron de 59.9 y 79.53 % respectivamente.



ABSTRACT

The Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (HAP's) are toxic compounds, some are
carcinogenic, mutagenic and they have a longer stay in the environment. There are
microorganisms capable of using HAP's as sole source of carbon and energy. These
microorganisms have been used successfully for biodegradation of HAP's. The
microbial consortia are a more effective way to lead to the biodegradation of these
compounds. The phenanthrene besides being considered a priority pollutant among
the 16 are listed by the Environmental Protection Agency (EPA), it’s also used as a

model in HAP's degradation.

The objective of this research study was to evaluate the degradative ability of a
microbial consortium to different concentrations of phenanthrene. The process was
carried out in fluidized bed reactorsin batch mode, using activated carbon as a support,
at three different concentrations, 60, 200 and 600 ppm of phenanthrene. The kinetics
was performed 15 days in sterile seawater. For each concentrations tested pH,
microbial growth and phenanthrene concentrations were monitored. Microbial growth

curves were obtained and the degradation percentages were determined.

Based on experimental results and subsequent analysis, it was concluded that the
variation of the concentration of phenanthrene in the medium has an effect on growth
and degradation. This is verified because at the concentration of 600 ppm the
degradation percentage was of 52.5 %. At this concentration the loss percentage of
microorganisms was of 18 %. After the test, the amount of microorganisms was lower
than inoculated in the reactor. This shows that the concentration affects the growth of
microorganisms and their degradative capacity. At the concentration of 60 and 200 ppm
the consortium was able to adapt to the medium. This is reflected in the percentages

of degradation for each condition, which were 59.9 and 79.53 %, respectively.
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. INTRODUCCION

En México se ha dado un desarrollo en diversos sectores productivos. En el sector
maritimo, se ha incrementado el movimiento de barcos de cargay cruceros, asi como
la actividad en plataformas petroleras. Algunos de los problemas relacionados con
dicho incremento tiene como consecuencia derrames y fugas de hidrocarburos
derivados del petrdleo. De estos compuestos derivan los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAP’s). La contaminacion por hidrocarburos impactan directamente a la
salud humana y la diversidad biolégica (Miranda et al., 2007). Entre los efectos nocivos
se encuentran; interferencia en procesos celulares, interferencias en la busqueda de

alimento y carcinogénesis (Carrillo, 2009).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias para resolver estos
problemas de contaminacion. Se ha demostrado que los microrganismos juegan un
papel importante en la degradacion de estos contaminantes. Existen microorganismos
capaces de utilizar HAP's como Uunica fuente de carbono y energia. Estos
microorganismos se han utilizado exitosamente para la biodegradaciéon de HAP’s.
Algunos autores recomiendan el uso de consorcios microbianos que la sola accion de
uno para alcanzar la degradacion efectiva de compuestos como HAP s (Sarkar et al.,
2013). Los consorcios microbianos son una forma mas efectiva de conducir a la
biodegradacién de estos compuestos. El fenantreno ademas de ser considerado un
contaminante prioritario entre los 16 que se enlistan en la Environmental Protection
Agency (EPA), es usado para modelar la degradacion de HAP’s. Su estructura es

similar al encontrado en muchos HAP’s carcinégenos (Lu et al., 2012).

Con base en una revision de la bibliografia se han encontrado numerosas
investigaciones sobre la degradacion de HAP's por diferentes cepas, con capacidad
de degradar estos compuestos. La mayoria de las investigaciones se han enfocado en
la eficiencia de degradacion. Entre las variables estudiadas se encuentra la
degradacion de mezcla de diversos HAP's o la degradacion de HAP's especificos
(Garcia et al., 2008). En otros estudios se han evaluado los efectos de la inoculacion

de una cepa sobre la composicibn bacteriana de un consorcio degradador de
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fenantreno en cultivos discontinuos (batch) (Maduefio et al., 2009). También se ha
evaluado la remocion de fenantreno y la evaluacién del crecimiento del consorcio
microbiano y la degradacion en agua de mar con diferentes tratamientos (Poot, 2016).
En estos estudios se demuestran que los cambios en el medio tienen efecto sobre el
crecimiento de los microorganismos. Sin embargo aun existen variables sin estudiar,
como la actividad metabdlica, la concentracion en el medio, los metabolitos que
produce la degradacion, entre otras. Lo anterior es importante para el disefio de

biorreactores, en el control y diseiio de las condiciones adecuadas para los
microorganismos en los sistemas de tratamiento (Garcia et al., 2008; Rosales, 2008).

Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las concentraciones de fenantreno sobre el crecimiento de un

consorcio bacteriano.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la cinética de crecimiento del consorcio microbiano a diferentes
concentraciones de fenantreno.
e Determinar la cinética de degradacion del fenantreno para las condiciones del

estudio.



1. MARCO TEORICO

3.1 Contaminacién por Hidrocarburos Aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) representan un grupo de
compuestos quimicos formados por dos 0 mas anillos bencénicos fusionados en forma
linear, angular o agrupada. Actualmente se conocen unos 100 tipos diferentes de
HAP’s, ya que existe una elevada cantidad de isomeros. La distribucion espacial de
electrones en los anillos aromaticos (resonancia) les proporciona una elevada
estabilidad. Esta caracteristica los hace resistentes a la oxidacién tanto quimica como
biol6gica. Debido a su amplia distribucion, toxicidad y persistencia han sido
considerados agentes contaminantes de gran interés. En 1979 la EPA incluyé los 16
HAP’s de 2 a 6 anillos en su lista de contaminantes de investigacion prioritaria (Figura

3.1). Estos representan un riesgo para la salud publica (Izquierdo, 2013).

Los HAP’s pueden ser depositados al mar de manera natural a través de la lluvia o por
efluentes municipales e industriales. De esta manera dafian el ambiente marino y
segun su composicion y estructura puede encontrarse en el agua o sedimento de mar
(Peng y Xuan, 2010). Las fuentes antropogénicas que emiten HAP's se pueden
clasificar en fijjas y moéviles. Entre las fuentes fijas se encuentran instalaciones de
generacion de calor y energia, calefaccion con carbdn y madera, quemadores de gas,
incineracion de residuos organicos municipales e industriales, quemas intencionales,
incendios forestales y diversos procesos industriales (coque, cracking del petréleo,
fundidoras, produccion de asfalto.). Las fuentes mdviles son aquellas en donde se
gueman combustibles fésiles utilizados en medios de transporte terrestre, maritimo y
aéreo (Carrillo, 2009).

Los HAP’s pueden encontrarse de manera natural en el petréleo o pueden ser el
resultado de la combustibn de materia organica que contine carbén e hidrogeno.
Segun su estructura se pueden clasificar como de bajo y alto peso molecular; los de
alto peso molecular son aquelos que tienen dos o tres anillos como el naftaleno vy el
fenantreno, que son menos hidrofébicos y con alta toxicidad. Los de alto peso

molecular contienen en su estructura mas de tres anillos. Estos son fuertemente
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hidrofobicos, mutagénicos y carcindgenicos (Vera et al., 2002). En la Tabla 3.1 se

presentan algunos HAP’s de mayor prioridad para la EPA.

Tabla 3.1 Propiedades fisicas y quimicas de los HAP’s prioritarios de acuerdo con la
EPA

Componente No. de Peso Solubilidad | Presion | Punto de Densidad
atomos  Molecular enaguaa @ devapor | Ebullicion
250C (IJ.g/L) (Paa 25°C)

Naftaleno 10 128.2 3.17x10% 10.4 218 1.154
Fenantreno 14 178.2 1.29x103 1.6x107? 340 0.98
Antraceno 14 178.2 73 8.0x10* 342 1.283

Pireno 16 202.3 135 6x10* 393 1.271
Fluoranteno 16 202.3 260 1.2x10°3 375 1.252
Chriseno 18 228.3 2 8.4x10° 448 1.274

Benzo(a)pireno 20 252.3 3.8 7.3x107 496 1.351
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Figura 3.1 Estructura quimica de los HAPs prioritarios de acuerdo con la EPA
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Los anillos de benceno de los HAP's poseen electrones que reducen la polaridad de
los enlaces dentro de la molécula. En contraste con las moléculas que poseen
electrones localizados. Lo que confiere una mayor estabilidad quimica y los hace mas

resistentes al atague nucledfilo y a la ruptura.

Los HAP’s tienen algunas caracteristicas que son similares a los de otros
contaminantes organicos persistentes. Las similitudes incluyen una naturaleza
hidrofoba y lipdfila, baja solubilidad en agua y baja volatilidad. Ademas tienen la
tendencia a bioacumularse en organismos acuaticos que son susceptibles a estos

compuestos (Koch, 2011).

Estas caracteristicas de los HAP’s dificultan su remocibn en agua Yy sitios
contaminados. Es necesario aplicar nuevas tecnologias para su tratamiento, que sean

mas efectivos y no dafinos para el ambiente.

3.1.1 Fenantreno

El fenantreno es uno de los hidrocarburos mas frecuentes en el ambiente, clasificado
por la EPA como un contaminante prioritario que contribuye con mas del 49% del total
de HAP's en el ambiente. Es considerado junto con el fluoranteno y pireno, como los

principales hidrocarburos contaminantes.

El fenantreno es un HAP’s de tres anillos, es moderadamente toxico. Puede entrar al
cuerpo por ingestion, inhalacion o absorcion de la piel. Es conocido como un
fotosensibilizador de la piel humana, es un alérgeno leve y es mutagénico al sistema
microbiano humano (Xiang et al., 2006). Generalmente se encuentra en suelos
contaminados, incluso en suelos intemperizados, esto puede atribuirse a que se
adsorbe rapidamente en ciertos tipos de suelos, lo cual afecta su disponibilidad para

los microorganismos.

Es usado para el estudio en la biodegradacion de los HAP s que numerosas bacterias
utilizan como Unica fuente de carbono y energia. Debido a que el fenantreno contiene
una region-bahia y una regiéon-K, presenta el mismo tipo de arreglo que otros HAP s

(Figura 3.2). Ademas, es un compuesto util para el estudio del metabolismo de HAP s
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cancerigenos como el benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno y el criseno, debido a su bajo

peso molecular y nimero de anillos (Koch, 2011 y Vifias, 2005).

Region K

Figura 3.2. Estructura molecular del fenantreno

3.2 Uso de microorganismos en la biorremediacion

La biodegradacion ha empezado a ser un area de investigacion cada vez mas utilizada
en el desarrollo de técnicas de biodegradacion microbiana. Es uno de los métodos mas
prometedores para remover los HAP s de sitios contaminados. Entre las variables a
considerar, la concentracion del contaminante es crucial para la seleccion de los

organismos que seran utilizados en la biorremediacion (Li et al., 2012).

Los sitios contaminados son la fuente primaria de consorcios microbianos
degradadores de contaminantes como los HAP's. Los microorganismos presentes en
estos sitios pueden ser seleccionados para tratamientos a nivel laboratorio a través de
factores ambientales adecuados (Moliterni et al., 2012). El andlisis de la diversidad
bacteriana en un consorcio es esencial para aclarar el papel de los miembros del
consorcio en el proceso de biodegradacion. Lo anterior es util, ya que contribuye a
entender los cambios de los microorganismos bajo diferentes presiones ambientales
(Ma et al., 2015). En el medio ambiente las condiciones son inestables y la

concentracion de contaminantes como los HAP's varia. La acumulacién de metabolitos
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toxicos es un fendmeno comuin observado en la degradacion de HAP’s. En el
laboratorio los cultivos puros son afectados por metabolitos toxicos que pueden inhibir
el crecimiento (Mehdi et al., 2012 y Maduefio et al., 2009).

La variacion del sustrato tiene un importante efecto en los microorganismos y es
caracterizada por la condicion de estrés para el microorganismo. En un estudio
(Moreno et al., 2008) se evalud la variacion de la concentracion de 4-clorofenol en un
reactor batch de lecho fluidizado. La capacidad de degradacion y la biomasa presente
en el lecho fluidizado fueron evaluadas. Aunque el lecho fluidizado mostré gran
robustez, se observd un efecto negativo en la degradacion. Las descargas de
contaminante variaron, por lo que la aclimatacion de los microorganismos en la
biodegradacién se hizo en primera instancia, sin embargo la aclimatacion no fue
permanente. La pérdida de la degradacion microbiana fue atribuida a la disminucion
tanto en la actividad enzimatica como en la viabilidad de células suspendidas. Se
concluy6 que un incremento en la concentracion de substratos inhibidores produce una
inhibicion de los microorganismos, reflejado en la eficiencia con respecto ala remocion

de contaminantes tdxicos.

En la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Yucatan se han llevado a
cabo estudios de degradacion de fenantreno por microorganismos. En un estudio, se
realizo el aislamiento de un consorcio microbiano degradador de fenantreno (Gutiérrez,
2014) proveniente del puerto de Telchac, Yucatdn. Se identificaron las cepas
integradoras del consorcio y se evalud la eficiencia de remocion del fenantreno de
dichas cepas. Se concluyé que los microorganismos aislados fueron capaces de
utilizar el fenantreno como Unica fuente de carbono y energia y se valud la eficiencia
de degradacién. En otro estudio, se utilizd un reactor de lecho fluidizado (Fernandez,
2014) y se estudi6 el efecto del flujo de aire suministrado al reactor sobre el crecimiento
del consorcio degradador de fenantreno. El proceso de la cinética se llevd acabo
utilizando diferentes flujos de aire. Los resultados indicaron que el fluyjo mas adecuado
para la formacion de la biopelicula en el carbén fue de 2 I/min. También se ha evaluado
el crecimiento del consorcio microbiano y la degradacion del fenantreno en agua de
mar con diferentes tratamientos. En este estudio se concluyd que la mejor condicion

fue agua de mar natural sin esterilizar (Poot, 2016).
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El crecimiento de los microorganismos en los tratamientos de biodegradacion,
requieren del monitoreo de factores como; el pH, la concentraciéon del contaminante,
temperatura, presencia de nutrientes, composicion microbiana, agitacion, aireacion,
entre otros. Todos estos factores son evaluados para mejorar el proceso de
biodegradacion y establecer condiciones optimas para un tratamiento exitoso (Xiang
et al., 2006).

3.3 Biorreactores

Un biorreactor es un sistema que mantiene el ambiente biologicamente activo. Se
considera como parte principal en sistemas microbianos. La funcion principal de un
biorreactor es la de proveer un medio controlado para alcanzar el crecimiento y la
formacion de productos. Dentro de los reactores se encuentran los reactores de lecho
fijo y de lecho mévil. En el primero la retencion de la biomasa se logra utilizando un
material de relleno inmovil, sobre el cual se adhieren los microorganismos. En el
segundo los microorganismos son inmovilizados sobre un soporte granular suspendido

por una corriente de liquido.

3.3.1 Biorreactores de lecho movil

El reactor de lecho mdvil esta compuesto por particulas sélidas y una fase liquida. A
medida que el flujo de aire se incrementa las particulas son elevadas levemente y
dejan de estar en permanente contacto unas con otras. En este tipo de reactores se
logra un mejor contacto entre la fase sélida y liquida. Los sistemas que involucran
microorganismos en suspension tienen una mayor eficiencia. Es una tecnologia con

ventajas operativas y de bajo costo (Barwal y Chaudhary, 2014).

Las principales ventajas de la fluidizacion consisten en que el sélido esta
vigorosamente agitado por el fluido que circula a través del lecho. La mezcla de los
sélidos asegura que no existen gradientes de temperatura en el lecho aun con

reacciones fuertemente exotérmicas o endotérmicas. Los reactores de lecho movil
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presentan una mezcla mas uniforme que el reactor de lecho fijo. Los gradientes de
concentracion axial y radial disminuyen permitiendo un mejor contacto entre el liquido
y solido. Lo anterior mejora la eficiencia en los procesos de degradacion (Flores et al.,
2007).

También se ha demostrado que los reactores de lecho movil mejoran el crecimiento
en la interfase organica-acuosa. Estos reactores favorecen la viabilidad de la célula y
la seleccion de organismos degradadores. Representan una opcién para el tratamiento
de mezclas de HAP’s porque previenen la dispersion estos compuestos. Estos
reactores son usados para la degradacion de contaminantes poco solubles. Los
reactores de lecho movil mejoran la biodisponibilidad del contaminante aumentando
las velocidades de transferencia de masa en la fase acuosa (Guieysse et al., 2001).

3.3.2 Formacion de la biopelicula en el soporte

Cuando las comunidades de microorganismos crecen en una superficie, son llamadas
biopeliculas. El biosoporte transporta al microorganismo a través del reactor. La
biopelicula crece protegido dentro de la superficie del biosoporte. Por lo anterior el area
es un parametro de disefio. La biopelicula que crece dentro de las estructuras internas
de los biosoportes, degrada los contaminantes disueltos en la corriente de agua. Cada
biopelicula es transportada a traves de un area de superficie activa manteniendo a las
bacterias protegidas. Se requiere el desarrollo de una capa muy fina, distribuida
uniformemente y una suave biopelicula para permitir el transporte de sustrato y
oxigeno a la superficie de la biopelicula. El transporte del sustrato a las células es

esencial para mantener la pelicula viable para el tratamiento.

En un estudio realizado (Fernandez, 2014) se evaluaron las condiciones de operacion,
variando el flujo de aire. Se determin6 la mejor condicién de flujo de aire suministrado
al reactor de lecho movil. Con este flujo de aire se observd un maximo crecimiento
bacteriano. Los microorganismos crecieron en la superficie del carbon formando una
biopelicula. Los resultados obtenidos comprueban que la turbulencia debe ser

adecuada para permitir la formacion de la biopelicula.
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La turbulencia adecuada también mantiene la velocidad de flujo necesaria para que el
sistema actué eficazmente. Una turbulencia extremadamente alta provoca el
desprendimiento de la biopelicula. La colision constante del medio y el cizallamiento
en el proceso impide el crecimiento de la biopelicula en el medio La diferencia entre el
crecimiento de la biopelicula, su fijacién y el desprendimiento, definen su desarrollo y
son influenciados por varios procesos incluyendo la adsorcion, la desorcion de los
microorganismos en la superficie del solido, asi como el espesor y la adhesion (Barwal
y Chaudhary, 2014).

3.4 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se ha descrito también por una variedad de modelos
matematicos. Una curva de crecimiento microbiano ideal es un gréafico del nimero de
células vivas como una funcién del tiempo. La curva real de crecimiento microbiano es
un registro de las células contables, determinadas en ciertos intervalos de tiempo

durante la evolucién de la poblacion.

El crecimiento es el aumento del nimero de individuos en la poblacién debido al
incremento ordenado de todos los constituyentes quimicos de un organismo. La curva
de crecimiento de un microorganismo se puede dividir en cuatro fases distintas: fase
de latencia (lag), fase exponencial (log), fase estacionario y fase de muerte. La fase
de latencia es el periodo en que las células se adaptan a un medio de cultivo antes de
iniciar su crecimiento. En la fase exponencial o logaritmica los microorganismos crecen
y se dividen hasta un nimero maximo. Este crecimiento esté en funcion del medio, de
las condiciones de crecimiento y el potencial genético. En este periodo hay una
relacion lineal entre el logaritmo del nimero de células y el tiempo de incubacion. La
fase estacionaria es donde se presenta la disminucion de la velocidad de crecimiento,
como resultado de la disminucion de los nutrientes disponibles o el efecto de la
acumulacion de productos toxicos del metabolismo. Por ultimo, la fase de muerte es
una consecuencia de diversos factores que afectan el crecimiento. El mas importante
es el agotamiento de las reservas de energia por parte de las células microbianas.

Esta fase también tiene una relacion lineal de las células viables, que van decreciendo,
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conforme transcurre el tiempo. En la Figura 3.3 se observan las diferentes etapas del

crecimiento microbiano.

Fase de
crécimiento
exponencial

Fase '
estacionaria

Nt)

Fase de
mortalidad

Fase

Figura 3.3. Curva caracteristica de crecimiento microbiano

Las células microbianas requieren un alto grado de adaptabilidad para responder a
cambios en el medio fisico como en el quimico. En el proceso de crecimiento existen
varios factores para la adaptacion del microorganismo como es el caso de la
composicion del medio o del estado fisiolégico de la cepa. Lo anterior influye en la
cinética de los microorganismos. Las respuestas de los microorganismos a estos
cambios se ven reflejadas en los pardmetros de crecimiento como: el tiempo de
latencia, el tiempo de generacion, la velocidad de crecimiento y el maximo valor de

crecimiento alcanzado.

El estudio de la cinética en los procesos de biodegradacion es esencial para conocer
la eficiencia de un proceso bioldgico, conocer los efectos inhibitorios de su actividad y
de esta manera poder disefiar los biorreactores de manera adecuada tanto a nivel
laboratorio como a mayor escala (Puyol, 2010; Lopez et al., 2008).
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La cinética de biodegradacion es esencial en el disefio y control de procesos. En el
estudio realizado por Lu et al., (2012) el objetivo fue identificar los metabolitos
involucrados en la degradacion del fenantreno, se investigd su cinética a diferentes
concentraciones iniciales y las constantes de inhibicion. La cinética de degradacién de
fenantreno fue evaluada a intervalos de concentraciones del contaminante. Se
encontré que la presencia de algunos metabolitos que se producen en el proceso de
degradacion como el hidroxy-2-acido naftéico, son compuestos toxicos e inhiben el
metabolismo. En el andlisis cinético, la velocidad especifica de degradacion se dividid
en dos partes, una donde la velocidad especifica de degradacion inicial incrementa
gradualmente con el incremento de la concentracion y otra a concentraciones por
encima de ésta donde se observan efectos inhibitorios. Se concluye que el estudio de
la cinética proporciona informacion sobre los alcances y limitaciones del proceso de
degradacion, asi mismo son la base para estudios comparativos o de seleccion de

cepas y contaminantes, para modelar la cinética y predecir resultados.

3.5 Modelos de crecimiento bacteriano

Existen modelos matematicos desarrollados para predecir el comportamiento de las
poblaciones bacterianas en condiciones controladas de laboratorio. Estos modelos
matematicos ayudan a describir el comportamiento microbiano afectado por factores
del medio. La expresion comun del tamafio de la poblacion esta en la forma de
"unidades formadoras de colonias" (UFC). Una vez determinada, la relacion
experimental entre el recuento real N (t), la relaciébn de crecimiento N (t)/N 6 su
logaritmo y el tiempo, es ajustado a un modelo de crecimiento matematico conocido
como el "modelo primario” (Peleg y Corradini, 2011). Un gran nimero de funciones
matematicas se han disefiado para describir el crecimiento, entre ellas el modelo

Gompertz.
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3.5.1 Modelo de crecimiento Gompertz

Entre los modelos de crecimiento empiricos, el mas destacado y ampliamente utilizado
es el modelo Gompertz, es una herramienta muy flexible y por lo tanto su uso
generalizado en muchas disciplinas. Mediante el ajuste de sus parametros, el modelo
de Gompertz puede describir curvas de crecimiento que tienen un largo o corto "tiempo

lag" o ninguno.

El modelo Gompertz asume que la tasa de crecimiento se incrementa hasta alcanzar
un maximo y después decrece en forma asintética. La curva de crecimiento es una
sigmoidal, con un punto de inflexion y una asintota. El punto de inflexion corresponde

a la maxima tasa de crecimiento alcanzada.

En la fase inicial de la curva se observa un periodo donde la tasa de crecimiento es
cercana a 0. Lo anterior se denomina fase Lag. Esta fase se describe como el tiempo
en el que se presenta la maduracion y esta limitada por la linea tangente al punto de
inflexion que corta el eje X (Casas et al., 2010). El modelo Gompertz se basa
originalmente en los cambios en la tasa de crecimiento en lugar del nimero real y no
proporciona ninguna explicacion de lo que causa el aumento exponencial de la
poblacién, es decir, lo que desencadena su inicio y la causa por la que se ralentiza
cuando se alcanza un cierto tamafio (Peleg y Corradini, 2011). EI modelo Gompertz se

puede escribir de la siguiente forma.

e—b(—c*t)

y=axe [1]

Donde

a: concentracion maxima disipada (asintética) cuando t— «
b: Constante de integracion

c: Pendiente de la curva

x: Tiempo (en dias)
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4.1 Diagrama general de la metodologia
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El trabajo experimental y analitico se llevd a cabo en tres etapas. En la primera etapa

se hicieron las pruebas preliminares. Estas pruebas comprenden la activacion del

carbon por el método quimico (Fernandez, 2014), la recoleccion, la esterilizacion del

agua de mar para los reactores y la incubacion del consorcio.

Etapa 1

Pruebas preliminares

.

Consorcio microbiano degradador de fenantreno

$

agua de mar sintética

Etapa 2

Operacion del reactor (60,
200, 600)

4
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4

Recolecta del Agua de Mar

Muestreo reactores 1y 2
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Evaluacion de la
concentracion de fenantreo

Contacto del carbon con el
consorcio
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(Extraccion liquido-liguido,

sdlido-liguida)

Control (concentracidn de
fenantreno)

Muestreo reactor 3
[Extraccion liguido-liguidao,
salido-liguida)

Crecimiento del consorcio a 100 ppm de fenantreno en

Etapa 3
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degradadora de fenantreno a tres
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iniciales (60, 200, 600)
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Cinética de degradacidn a
las cuatro concentraciones

¥

Cimética de crecimiento
del consorcio a las cuatro
concentraciones iniciales

$

Evaluacion de los
microorganismos

integradores del consorcio
a cada concentracion

¥

Adaptacion a un modelo
matematico

Figura 4.1 Esquema general de trabajo
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En la etapa dos, se llevd a cabo la operacion y muestreo del reactor, se hizo una
extraccion de la fase sélida (carbon) y liquida y se monitore6 el crecimiento microbiano.
Finalmente en la etapa tres, se hizo un andlisis de los resultados. En la Figura 4.1 se

presenta un diagrama general de trabajo.

4.2 Pruebas preliminares

Se llevaron a cabo pruebas preliminares que consistieron en la preparacion de los
materiales y reactivos para la puesta en marcha del reactor. En esta etapa se
seleccioné el método quimico para la activacion del carb6on y se llevd a cabo el
crecimiento del consorcio. También en esta etapa se cambiaron difusores de aire, y

empaques para el funcionamiento adecuado del reactor.

4.2.1 Crecimiento del consorcio

El crecimiento del consorcio se llevo a cabo en matraces de 500 ml. Para obtener en
el medio de crecimiento una concentracion final fue de 100 ppm de fenantreno, éste
fue afiadido tomando 3 ml de una solucion concentrada de 10000 ppm en acetona. La
acetona fue evaporada con una bomba de aire con filtro para mantener las condiciones
estériles. Después se afiadieron 250 ml de agua de mar sintética conteniendo por litro:
24.5 g de NaCl, 11.1 g de MgClz, 4.1 g de Na2SOs4, 1.54 g de CaClz, 0.7 g de KCI, 200
mg de NaHCO3s, 100 de KBr, 30 mg de HsBO4, 20 mg de SrCl: y 3 mg de NaF.
Finalmente se afiadieron 50 ml del consorcio en cada matraz y se incubaron en

agitacion a 150 rpm a temperatura ambiente. Este procedimiento se repitio cada 8 dias.

4.2.2 Activacion del carbon

El medio de soporte para el crecimiento bacteriano que se usé en la reactor fue el
carbon tipo pellet, debido a que presentan mejores caracteristicas como soporte
microbiano (Fernandez, 2014). El carbon fue de 4 mm de diametro microporoso. La
activacion se llevd a cabo con la finalidad de aumentar la porosidad del mismo, para

mayor area superficial y favorecer al crecimiento de bacterias en el carbon.
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El procedimiento se llevd a cabo con el método quimico. Se pesaron 100 g de carbén
tipo pellet y se llevd a cabo una serie de lavados, primero con agua de la llave y
después con agua destilada varias veces hasta que el agua no presenté color.
Después el carbon fue puesto en contacto con 300 ml de HCI concentrado y se
mantuvo en agitacion por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se lavo con agua
destilada y se llevd a cabo la etapa de secado. Se colocd en la estufa a una
temperatura de 110 °C por ocho horas y después en capsulas de porcelana se dejé en

la mufla a una temperatura de 350 °C por dos horas y finalmente fue almacenado.

4.2.3 Contacto del carbén con el consorcio microbiano

Cuando se obtuvo el volumen de 1 litro del consorcio, para cada reactor, se le
agregaron 100 g de carbon activado. Para permitir el contacto de los microorganismos
con la superficie porosa del carbon (fase mévil) esta solucion se mantuvo en agitacion
durante 24 horas. Trascurrido este tiempo, el fenantreno fue disuelto en acetona y
afiadido al medio para obtener la concentracion final deseada. Después, se agito a
150 rpm durante otras 24 horas (Fernandez, 2014). Este procedimiento se realizd a
las tres concentraciones de fenantreno que fueron evaluadas, a 60, 200 y 600 ppm. A
la par se preparo un litro de agua de mar sintética, posteriormente se afiadieron 100 g
de carbon activado, se agregé fenantreno y se mantuvo en agitacion por 24 horas a
150 ppm. Este litro de solucion fue preparado para utilizar en el reactor de control en

cada prueba.
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Figura 4.2 a) y b) Solucion de agua de mar y fenantreno y carbon

con inéculo, c) Solucién sin in6culo

4.2.4 Recoleccion del agua de mar y tratamiento

Para los reactores se utilizO agua de mar natural estéril. El agua fue recolectada en el
muelle del puerto de Telchac, Yucatan en botellas de 4 litros color ambar. Las botellas
se sellaron con papel parafilm y fueron colocadas en una nevera con hielo para su
traslado al laboratorio (Figura 4.3 a). En total para cada prueba se recolectaron 24
litros. En el laboratorio se procedio a filtrar el agua de mar con papel filtro para remover
arenas e impurezas. Una vez filtrados los 24 litros de agua se esterilizaron a 121 °C
por 15 min en autoclave para eliminar los microorganismos presentes en la misma.
Finalmente las botellas fueron almacenadas a 4°C en el cuarto frio para su posterior

uso en el llenado de los reactores (Figura 4.3 b).
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Figura 4.3 a) Recoleccion del agua de mar,

b) almacenamiento del agua de mar.

4.3 Operacion del reactor

Tres recipientes cilindricos de acrilico con capacidad de 7 litros fueron usados como
biorreactores para el experimento. Cada uno con altura de 96 cm y 10 cm de diametro.
En el interior de cada reactor se coloco un tubo cilindrico de 5 cm de didmetro y 80 cm
de altura, el cual constaba de ventosas a los extremos para que sea sujetado a la
pared del tubo exterior. Se cambiaron piezas y los aireadores para asegurar su buen
funcionamiento. Los reactores fueron operados de modo batch con una fase acuosa y
otra fase movil. Los reactores fueron cerrados con tapas y se colocaron trampas de
vapor en la parte superior. Para la aireacion se utiliz6 una bomba para suministrar aire,
el cual se hizo pasar por filtros estériles hacia los difusores encontrados en la parte

inferior de los reactores. El flujo de aire se establecié a 2 ml/min con un medidor y se
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control6 durante la prueba de modo manual. El experimento se llevd a cabo a

temperatura ambiente.

4.3.1 Alimentacion al reactor

De los tres reactores, dos de ellos fueron llenados con 6 litros de agua de mar natural
estéril y una solucién de 1 litro preparada anteriormente con el inéculo, el fenantreno
y 100 g de carbon activado cada uno. El tercer reactor fue usado como control de la
prueba, para evaluar las pérdidas del contaminante. Fue llenado con 6 litros de agua
de mar natural estéril y 1 litro de una solucion preparada de agua de mar sintética sin
el indculo, el carbén activado, y fenantreno. El volumen final de cada reactor fue de 7
litros y para cada prueba (60, 200 y 600 ppm) se evaluaron dos reactores inoculados
y un reactor de control.

Figura 4.4 Operacion de los reactores; a) y b) reactores

inoculados, c) reactor control sin inoculo.
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4.3.2 Muestreo y analisis de las muestras

Para el muestreo de cada reactor se tomaron alicuotas de 30 ml periddicamente
durante 15 dias en cada reactor. Para los dos reactores que contenian el indculo se
tomaron estas alicuotas alternadamente hasta el dia 15. Las muestras para el reactor
gue se utiliz6 como control fueron tomadas cada hora durante las primeras 5 horas, se
tomo una a los 7 dias y una al finalizar la prueba. La concentracion de fenantreno en
las muestras fue determinada por extracciones en la fase liquida, y en el carbén con
extracciones en liquido y solido respectivamente. El crecimiento bacteriano se
monitore6 del liquido y del carbdn con un conteo en placa. Cada prueba se realizd por
triplicado.

Figura 4.5 Muestras tomadas durante la cinética

4.3.3 Proceso de extraccion liquido-liquido

En esta operacion se llevd a cabo la transferencia de masa basada en la disolucion
del fenantreno en el diclorometano que fue usado como solvente selectivo, el cual es
inmiscible con la fase liquida que contiene el soluto. Para cada muestra se tomaron 20

ml y se filtraron usando papel filtro. El filtrado se coloc6 en embudos de separacion de
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250 ml. Posteriormente, se afiadieron 15 ml de diclorometano grado HPLC en 3 etapas
(5 ml en cada una) al filtrado. Después se agité el embudo con el fritado para el
contacto con la muestra y separar las fases. Transcurrido 10 min se procedié a
recolectar la fase organica en embudos de 50 ml. El extracto se evaporé en el rota-
vapor, quedando en el matraz el fenantreno. La muestra se reconstituyé con 1 ml de
acetonitrilo grado HPL y se colocé en viales para su posterior analisis cromatografico
(EPA 6610).

Figura 4.6 Proceso de extraccion liquido-liquido para las muestras recolectadas.

4.3.4 Proceso de extraccion solido-liquido

Una vez filtrada la muestra, lo que quedd en el papel filtro y el carbén retenido, se
coloco en tubos de teflon. Se afadieron 25 ml de una solucion hexano-acetona 1:1 a
cada tubo. Se cargd el método en el equipo CEM Mars (Microwave Reactor
Accelerated Reaction System), usando una rampa de temperatura 80°C por 10 min y
a 115 °C por 15 min. Lo anterior es debido a que la solubilidad del fenantreno aumenta
con la temperatura y esto ocasiona una mayor velocidad de extraccién. Ademas el
coeficiente de difusion aumenta al elevarse la temperatura mejorandose la velocidad.
Una vez terminada la extraccion se filtraron las muestras con lana de vidrio y se
colocaron en matraces de 50 ml. Las muestras contenidas en estos matraces se

evaporaron en el rota-vapor y se reconstituyeron con 1 ml de acetonitriio HPLC.
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Finalmente se colocaron en viales para su posterior andlisis en el cromatégrafo (EPA
3546).

En el analisis del cromatografo (Trace GC Ultra-1ITQ-900), se empleé la columna
capilar TG-SQC (30 m de longitud, 1.D. 0.25 mm, Film 0.25 pm) con temperatura de
inyeccion de 250 °C, detector 270°C y linea de transferencia 270 °C. La rampa utilizada
en el horno fue de una temperatura inicial de 50 °C durante 1 minuto, con incrementos
de temperatura de 15 °C/min hasta 225 °C. Se llevo la temperatura a 300 °C con un
incremento de 30 °C/min y se mantuvo a esta temperatura durante 1 minuto.
Finalmente se inyectd 1 ul de la muestra en modo splitless utilizando helio como gas

acarreador con un flujo de 1 ml/min.

Figura 4.7 Extraccion sodlido-liquido para las

muestras en fase solida.
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4.3.5 Conteo de poblaciones microbianas

De cada muestra se tomé una alicuota de 1 ml y se coloc6 en una solucion isoténica.
Se procedié a hacer diluciones y se colocaron 100 pl de esta solucién en cajas Petri
con medio de cultivo agar TSA. Con ayuda de un asa de vidrié se expandio la muestra
en el medio. Esto se repitid para cada una de las diluciones por triplicado manteniendo

las condiciones estériles.

Para la cuantificacion de microorganismos en la fase movil del reactor, tomando el
carbdén de cada muestra y se coloc6 en una solucién isoténica. Después se agitdé con
el vortex por 3 minutos y se tomé un mililitro para hacer diluciones. A continuacion se
colocaron 100 pl de cada dilucibn en cajas Petri con agar TSA. Finalmente las
muestras fueron incubadas a 37 °C. A las 24 y 48 horas se hizo el conteo en placa
para cada una de las muestras tomadas en el carbén y en el liquido por triplicado.

174072615

Figura 4.8 Conteo en placa de las UFC’s para cada
muestra recolectada.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados de los experimentos realizados para
determinar el comportamiento del consorcio bajo diferentes concentraciones de
fenantreno. Se midi6 la concentracion de fenantreno en el medio y las unidades
formadoras de colonias (UFC). Se evalud el crecimiento y la degradacion durante un
periodo de 15 dias. Las cinéticas se llevaron a cabo por duplicado en paralelo, en los
reactores uno y dos. El control de cada prueba fue evaluado en un tercer reactor sin el
consorcio microbiano. Los andlisis de las muestras tomadas de cada reactor, se

hicieron por triplicado.

5.1 Validacion del método cromatografico

La idoneidad del sistema se evalu6 a través del andlisis de exactitud. La exactitud de
este método fue evaluada con estudios de recuperaciéon por una solucién estandar de
fenantreno en acetonitrilo y por sextuplicado. Después, se compararon las
concentraciones obtenidas en las muestras. El Limite de Cuantificacion (LC)
representa la concentracion mas baja del andlisis en una muestra que se puede
determinar con precision y exactitud aceptables, mientras que el Limite de Deteccion
(LD) representa la concentracion mas baja de andlisis en una muestra. La
recuperacion de fenantreno fue de 95.6 +6 % y el LC fue de 30.73 y el LD de 22.38

ppm.

5.2 Efecto del fenantreno a 60 ppm sobre el consorcio microbiano

Los resultados obtenidos de la prueba de crecimiento microbiano a la concentracion
de 60 ppm se observan en las Figuras 5.1 y 5.2 para el primer y segundo reactor
respectivamente. Con respecto al crecimiento microbiano se observa que los
microorganismos fueron creciendo en el medio, esto indica que fueron capaces de

utilizar el fenantreno como Unica fuente de carbono en la solucién.
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Figura 5.1 Crecimiento microbiano en las diferentes fracciones, liquido,

sélido y solido-liquido para el reactor 1 a 60 ppm (n=3).
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El crecimiento total, en ambas fases fue de 8.76E4 y 7.23E4 UFC/ml hasta 3.13E5 y
3.17E5 UFC/ml para el primer y segundo reactor respectivamente. A partir del dia 7 el
crecimiento se mantuvo constante.
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0 2 4 6 B 10 12 14
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Figura 5.3 Porcentaje degradado total de fenantreno en la

fraccion solido-liquido para el reactor 1y 2 a 60 ppm.

Con base en las pruebas de extraccion se observa que la concentracion de fenantreno
disminuy6 al transcurrir la cinética. La concentracion inicial total (en el carbény en el
liquido) fue 61.1y 63.9 ppm, la cual disminuyé hasta 24.9y 25.1 ppm, respectivamente.
El fenantreno fue removido en un 61y 59 %. La degradacion se comporté de manera
similar en ambos reactores, siendo un poco mas rapida en el reactor 1. Sin embargo
se alcanzd una concentracion final de fenantreno similar en ambos reactores. En la
Figura 5.3, se observa el porcentaje degradacion durante la cinética, de acuerdo a la

maxima degradacion obtenida en cada reactor.
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El porcentaje total de volatilizacion del fenantreno fue de 6 % en el reactor control. La
maxima volatilizacién se presentd durante las primeras 2 horas de iniciar la prueba. A
partir de este tiempo la concentracibn se mantuvo constante. Este porcentaje fue

necesario para hacer el balance de masas dentro del reactor.

5.3 Efecto del fenantreno a 200 ppm sobre el consorcio microbiano

En esta prueba se observa un comportamiento similar en ambos reactores inoculados
a la misma concentracion. La poblacién microbiana se mantuvo en crecimiento. Los

resultados se observan en las Figuras 5.4 y 5.5.
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Figura 5.4 Crecimiento microbiano en las diferentes fracciones, liquido, solido

y sélido-liquido para el reactor 1 a 200 ppm (n=3).

Con base en los resultados obtenidos se observo un crecimiento mayor en el carbon
gue en la fase liquida. El total el crecimiento fue de 1.37E5 y 2.6E5 UFC/ml hasta

5.3E5y 6.1E5 UFC/ml, para el reactor uno y dos respectivamente. El crecimiento fue
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mayor en la fase solida que en la fase liquida. Este comportamiento se mantuvo hasta

el dia 11 y 13 respectivamente, donde aumentaron los microorganismos en el liquido

(Figura 5.4).
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Figura 5.5 Crecimiento microbiano en las diferentes fracciones, liquido,

solido y sdlido-liquido para el reactor 2 a 200 ppm (n=3).

Degradacion de fenantreno (%)

100

90
80
70
60
50

40
30
20

10
0

=]
=]
4=

6 B 10 12 14
Tiempo (dias)

—a—R1 —ea—RZ
Figura 5.6 Porcentaje degradado total de fenantreno en la fraccién

sélido-liquido para el reactor 1y 2 a 200 ppm.

Concentracién de fenantreno (ppm)



30

El remanente de fenantreno fue disminuyendo en ambos reactores inoculados. La
concentracion inicial fue de 221.31 y 234.1 ppm hasta 43.42 y 49.9 ppm
respectivamente. La remocion total de fenantreno en cada reactor fue de 80y 79 %
respectivamente. En el reactor control, la maxima volatilizacién fue de 6 %. Esta
volatilizacion se presentd dentro de las 2 horas desde que se inicid la prueba y se
mantuvo en concentraciones estables dentro del reactor. La mitad del fenantreno en
el medio fue degradado dentro de los primero siete dias. En la figura 5.6 se observa el
porcentaje degradacion durante la cinética, de acuerdo a la maxima degradacion

obtenida en cada reactor.

5.4 Efecto del fenantreno a 600 ppm sobre el consorcio microbiano
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Figura 5.7 Crecimiento microbiano en las diferentes fracciones, liquido, solido

y sélido-liquido para el reactor 1 a 600 ppm (n=3).
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Durante la prueba a 600 ppm de fenantreno el crecimiento fue variable durante toda la
prueba. El crecimiento bacteriano fue mayor en el carbon, mientras que en el liquido
no se observaron incrementos de crecimiento durante la prueba. En el reactor uno se
observé mayor variabilidad en el crecimiento, mientras que en el reactor dos el
crecimiento fue casi estable a partir del dia 3 (Figura 5.7 y 5.8). En general el
crecimiento fue de 5.25E5 y 5.05E5 UFC/ml a 3.96E5 y 4.5E5 UFC/ml para el primer

y segundo reactor respectivamente.

1400000 700

E
1200000 | 1 600 o
— T =3
e LA 2
= 1000000 | T 500 S
= L T | £
= 800000 ] | | a0 2
= | | : £
S 600000 | : 300 ©
2 [ [ I i 5
= l N N1} 3
& 400000 i 00 @
: oA =
~ @
200000 | w0 2
| S

0 0

1] 2 4 5] 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)
Solido-Liguido Solide  ——Liguido Remanente de fenantreno

Figura 5.8 Crecimiento microbiano en las diferentes fracciones, liquido,

sélido y solido-liquido para el reactor 2 a 600 ppm (n=3).
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Figura 5.9 Porcentaje degradado total de fenantreno en

la fraccion solido-liquido para el reactor 1y 2 a 600 ppm.

La degradacidbn en ambos reactores inoculados para la misma concentracion fue
similar, esto se observa en la Figura 5.9. El remanente de fenantreno fue disminuyendo
de una concentracion de 573.6 y 566.04 ppm a 292.7 y 248.3 ppm, para el primer y
segundo reactor respectivamente. El fenantreno removido fue de 49 y 56%
respectivamente. En la figura 5.9 se observa el porcentaje degradacién durante la

cinética, de acuerdo a la maxima degradacion obtenida en cada reactor.

5.5 Estimacién de parametros del modelo Gompertz

Con los datos obtenidos se estimaron los parametros a, b y ¢ para el modelo Gompertz
de acuerdo a la Ecuacion [1]. El programa Statgraphics Centurion XVI.II fue utilizado

para ajustar los datos al modelo Gompertz.

Se estimaron los parametros a, b y ¢ del modelo para conocer y predecir el
comportamiento en el crecimiento de los microorganismos en cada concentracion
evaluada. El intervalo de confianza fue de 95 % y el método de estimacién fue el de
Marquardt. El programa iter6 hasta estimar los parametros que se ajusten a los datos

gue se obtuvieron de la cinética de crecimiento.
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5.5.1 Ajuste del modelo a 60 ppm de fenantreno

Se evaluaron los datos de maximo crecimiento y tiempo. Se calcularon los puntos de
inflexion “t”y “y” que corresponden al tiempo y a la concentracion de microorganismos
cuando la curva cambia del periodo lag a la fase exponencial. Para esta concentracion
el tiempo fue de 1.14 dias y con un crecimiento de 1.10E5 UFC/ml para a

concentracion de 60 ppm, de acuerdo a la ecuacion [2] y [3].

y=axexp™t  [3]

De acuerdo a los datos obtenidos, el consorcio (expuesto a concentraciones menores
de las que fue crecido en agua de mar sintética) se adapt6 alas condiciones del medio.
En el reactor 1 el crecimiento fue rapido, hasta llegar el dia 7. A partir de este dia se
observo una fase estacionaria y el crecimiento fue mas lento. A pesar que el fenantreno
no se habia degradado por completo y a la baja concentracion de fenantreno al finalizar
la prueba, se pudo causar el desprendimiento de la biopelicula y ocasionar la poca
disponibilidad del fenantreno a los microorganismos. Lo anterior se observa en la
Figura 5.10.
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Figura 5.10 Ajuste del crecimiento microbiano al

modelo Gompertz para el reactor 1 a 60 ppm.

De acuerdo a los datos presentados en la grafica de crecimiento para el reactor 2
inoculado (Figura 5.11) se calculd el tiempo y la concentracion cuando los
microorganismos entran a la fase estacionaria, en los resultados se observa que a
partir del dia 1 tuvo un crecimiento de 1.47E5 UFC/ml, de acuerdo a la ecuacién [2] y
[3]. Se observa un aumento de la biomasa en general, aunque en el liquido el
crecimiento fue més variable. También se observa una pérdida de biomasa al finalizar
la prueba, en el dia nueve, esto puede deberse a la falta de nutrientes en el medio lo

gue limita el crecimiento del consorcio en el reactor.
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Figura 5.11 Ajuste del crecimiento microbiano al

modelo Gompertz para el reactor 2 a 60 ppm.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado (Ecuacion 4) para el reactor
1, explica 94 % de la variabilidad en el estadistico R-Cuadrada ajustada. El error
estandar del estimado, muestra que la desviacibn estandar de los residuos es de
1.9E4. Para el reactor 2 (Ecuacién 5), el estadistico R-Cuadrada ajustada es de 69.9%
y una desviacion estandar de los residuos es 7.4E4. Las ecuaciones del modelo de

regresion no lineal ajustado para describir la relacion de las variables fueron:

y = 2.9E5*exp (-1.19*exp (-0.38*x)) [4]

y = 3.9E5.*exp (-1.77*exp (-0.67*X)) [5]
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Tabla 5.1 Célculo de parametros del modelo Gompertz para el crecimiento

microbiano a 60 ppm.

Reactor Vmax de crecimiento [6] | Crecimiento maximo (Ymax) [7]
1 4.05E4 1.10E5
2 9.61e4 1.47E5

Para evaluar la concentracion de fenantreno degradada, se restaron los datos de
remanente de fenantreno obtenidos durante la prueba a la concentracion inicial. Los
datos de degradacion y tiempo fueron evaluados en el programa para su ajuste al

modelo.

En el reactor uno el estadistico R-Cuadrada ajustada indica que el modelo, asi
ajustado explica 97.2 %. En el reactor 2 el estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo, asi ajustado, explica 93.8 % de la variabilidad. El estadistico R-Cuadrada
ajustada es de 91.3 %. El error estandar del estimado muestra que la desviacion

estandar de los residuos es 4.2E5.

En ambos reactores se observa que durante la fase de aclimatacion del consorcio a la
concentracion de fenantreno se generd un aumento en la degradacion. Los resultados
coinciden con las gréficas de crecimiento microbiano, donde se observa una rapida
adaptacion al medio, que genera un mayor consumo de fenantreno. El tiempo de vida
media (DT50) del fenantreno en el sustrato equivale al tiempo que se tarda en degradar
el 50 %. Se hizo el célculo de acuerdo a la Ecuacion 7. Para el reactor uno es de 5.3
y de 8.3 dias para el reactor 2. Esto significa que la mayor parte del fenantreno se
degrada dentro de ese tiempo, de acuerdo con la concentracibn maxima degradada.
Los parametros estimados para el ajuste de la degradacion de fenantreno que se

usaron para graficar se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 5.2 Estimacion de parametros del modelo Gompertz para la degradacion de

fenantreno a 60 ppm.

Tiempo (dias)

Reactor a b Cc Vimax [6] Do (7
R1 41.56 2.48 0.24 3.67 5.3
R2 44.97 3.85 0.20 3.31 8.2
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Figura 5.12 Ajuste de la degradacion de fenantreno al

modelo Gompertz para el reactor 1 a 60 ppm.
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Figura 5.13 Ajuste de la degradacion al

modelo Gompertz para el reactor 2 a 60 ppm.

5.5.2 Ajuste del modelo a 200 ppm de fenantreno

A la concentracion de 200 ppm de fenantreno, el consorcio en el primer reactor
inoculado tuvo un rapido crecimiento desde el dia uno alcanzando 3.42E05 UFC/ml,
su maximo crecimiento fue el dia 10 (Figura 5.14). Durante el crecimiento se observa
una fase lag y una fase estacionaria poco prolongada esto puede poder ser causa de
la sensibilidad del consorcio a las variaciones en concentracion en el medio. Esto
puede notarse en los puntos de inflexion “t” y “y” de acuerdo a las ecuaciones [2] y [3].
En el caso del reactor uno el modelo explica 70.1% de la variabilidad en UFC/ml. El

estadistico R-cuadrada ajustada es de 58.2 %.

En el segundo reactor inoculado, el crecimiento fue lento. A partir del dia 3 se tuvo un
rapido crecimiento hasta el dia 7, transcurrido este dia la biomasa disminuyé en el
reactor y se mantuvo casi estable del dia 11 al 15 (Figura 5.15). Estos resultados
muestran una clara tendencia de adaptacion con el aumento de la concentracion. En

este caso se explica 74.2 % de la variabilidad. El estadistico R-Cuadrada ajustada es
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61.3 %. Las ecuaciones del modelo de regresion no lineal ajustado para describir la

relacion de las variables para el reactor uno y dos respectivamente, se muestran a

continuacion:

y = 6.8E5*exp (-1.43*exp (-0.49*x))

y = 6.3E5%exp (-1.29*exp (-0.6*X))

Tabla 5.3 Célculo de pardmetros del modelo Gompertz para el crecimiento

microbiano a 200 ppm.

Reactor Vmax de crecimiento [6] Crecimiento maximo (Ymax) [7]
1 1.23E5 2.2E5
2 1.30E5 2.3E5
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Figura 5.14 Ajuste del crecimiento microbiano al

modelo Gompertz para el reactor 1 a 200 ppm.
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Figura 5.15 Ajuste del crecimiento microbiano al
modelo Gompertz para el reactor 2 a 200 ppm.

Para evaluar la concentracion de fenantreno degradada, se restaron los datos de
remanente de fenantreno obtenidos durante la prueba, a la concentracion inicial. Los
datos de degradacion y tiempo fueron evaluados en el programa para su ajuste al

modelo.

La degradacion inicial del consorcio fue de 6.13E-8 y 1.61E-7 mg/UFC, mientras que
la méxima degradacion fue similar para ambos reactores, siendo de 3.36E-7 y 3.01E-
7 mg/UFC para el primer y segundo reactor respectivamente. Durante este periodo el
consorcio continu6é creciendo de manera lenta, de acuerdo a la gréfica de crecimiento

(fase estacionaria).

Para el reactor uno el modelo Gompertz explica 95.5 % de la variabilidad del
fenantreno (ppm). El estadistico R-Cuadrada ajustada es de 94.0 % (Figura 5.16). En
el reactor dos el modelo explica el 92.3 % y el estadistico R-Cuadrada ajustada es de
89.8 % (Figura 5.17). El tiempo de vida media (DT50) del fenantreno en el sustrato
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equivale al tiempo que se tarda en degradar el 50 % de “a” (Ecuacion 6). Para el reactor
uno es de 12.3 y de 15 dias para el reactor 2. Esto significa que la mayor parte del
fenantreno se degrada dentro de ese tiempo, de acuerdo con la concentracibn maxima
degradada. Los parametros estimados para el ajuste de la degradacion de fenantreno

que se usaron para graficar se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5.4 Estimacion de parametros del modelo Gompertz para la degradacién de
fenantreno a 200 ppm.

Reactor a b C Vmax [6] DT50 [7]
1 290 2.67 0.11 11.73 12.3
2 457.26 2.73 0.07 11.78 15
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Figura 5.16 Ajuste de la degradacion al

modelo Gompertz para el reactor 1 a 200 ppm
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5.5.3 Ajuste del modelo a 600 ppm de fenantreno

Durante la prueba en ambos reactores inoculados, se observa un crecimiento variable.
Al inicio de la prueba la cantidad de microorganismos descendio y se observo que el
crecimiento varid. El porcentaje de perdida en los microorganismos en ambos
reactores fue similar, fue de 18 %. La alta concentracion de fenantreno en el reactor,
se reflejo en la disminucion del crecimiento de los microorganismos. Se observo que
la concentracién inicial del medio, tiene un efecto significativo sobre el crecimiento de
la biomasa en el reactor. Se evaluaron los datos de crecimiento y tiempo, pero no se

obtuvo un ajuste al modelo Gompertz para el crecimiento microbiano.

Para evaluar la concentraciéon de fenantreno degradada, se restaron los datos de
remanente de fenantreno obtenidos durante la prueba, a la concentracién inicial. Los
datos de degradacion y tiempo fueron evaluados en el programa para su ajuste al

modelo. Con los datos de degradacion de fenantreno se ajusté al modelo Gompertz,
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Figura 5.17 Ajuste de la degradacion al

modelo Gompertz para el reactor 2 a 200 ppm.
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se estimaron los parametros del modelo y se obtuvo informacién para el andlisis de los

resultados.

La tasa de degradacion inicial fue de 9.13E-8 y 2.63E-8 hasta 7.09E-7 y 7.06E-7
mg/UFC para el primer y segundo reactor respectivamente. Debido al aumento de la
concentracion, se observo una disminucion de la actividad de los microorganismos
generada por la alta concentracion de fenantreno en el reactor. Lo anterior se vio

reflejado en el crecimiento de los microorganismos y en su capacidad degradadora.

Para la degradacion el reactor uno, el estadistico R-Cuadrada ajustada es de 96 %
(Figura 5.18). En el reactor dos el estadistico R-Cuadrada ajustada es de 98 % (Figura
5.19). El tiempo de vida media (DT50), para el reactor uno es de 12.4 y de 9.5 dias
para el reactor 2 (Ecuacién 6). Esto significa que la mayor parte del fenantreno se
degrada dentro de ese tiempo, de acuerdo con la concentracibn maxima degradada.
Las velocidades maximas de degradacion fueron de 21.21 y de 27.5 mg/dia para el

primer y segundo reactor respectivamente.
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Figura 5.18 Ajuste de la degradacion al modelo

Gompertz para el reactor 1 a 600 ppm
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5.6 Evaluacion de las diferentes concentraciones
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Los datos de remocion de fenantreno se sometieron aun andlisis de varianza (ANOVA)

utilizando el programa Statgraphics Centurion XVI.IlI, para determinar si existe

diferencia estadisticamente significativa entre la remocion

ocasionada por las

diferentes concentraciones en el medio (60, 200 y 600 ppm). El andlisis indica que

entre los tratamientos existen diferencias estadisticamente significativas con un nivel

del 95.0 % de confianza, se identificaron 3 gurpos homogéneos (60,200 y 600 ppm).

Se encontrd que entre réplicas no existe diferencia estadisticamente significativa (entre

reactor uno y dos de cada prueba). El método empleado para discriminar entre las

medias fue el procedimiento de diferencia minima significativa (DMS) de Fisher.
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Figura 5.20 Diferencia significativa utilizando el método de Fisher

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con estudios anteriores, se
obtiene un comportamiento similar en el crecimiento del consorcio, respecto a la
variacion de la concentracién en el medio. En otros estudios se ha demostrado que a
concentraciones por arriba de 230 ppm se observan efectos de inhibicibn sobre los
microorganismos (Maduefio et al., 2009 y Lu et al., 2012).

En la figura 5.21 se observa el tiempo y la varacion en la concenetracion de fenantreno
representadas en porcentajes de las concentraciones iniciales de 60, 200 y 600 ppm.
En la gréfica se observa que el tiempo de vida media del fenantreno (DT50) se alcanza
mas rapidamente a 60 ppm. Lo anterior demuestra que es evidente que el tiempo
requerido para completar la degradacion de fenantreno a bajas concentraciones es
menor que el requerido para altas concentraciones. También se puede observar que
la degradacion de fenantreno fue mayor a 200 ppm, esto debido a que el aumento en

la concenetracion en el medio, acelera el crecimiento microbiano.

Con base en la degradacion, se observé que los microorganismos fueron capaces de

utilizar el fenantreno como fuente de carbono para la produccién de biomasa. Sin
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embargo reducen su capacidad degradadora y su crecimiento al estar expuestos a
concentraciones mas elevadas. Se present6 un efecto inhibitorio a concentraciones
altas de fenantreno. A 600 ppm se observé un descenso en el crecimiento de los
microorganismos. Esto puede deberse a un proceso de desorcién a concentraciones
altas de fenantreno, que afectan la disponibilidad del fenantreno en la fase movil
(carbdn) (Li et al., 2012). También se puede deber a la presencia de metabolitos
toxicos para los microorganismos, que son producto de la degradacion del fenantreno
y que se acumularon en el medio, lo que inhibié el crecimiento en el reactor (Moreno
etal., 2009 y Lu et al., 2012). El tiempo de vida media del fenantreno en el reactor fue
mayor, conforme la concentracion fue aumentando. Lo anterior puede ser causado por
la dificultad de los microorganismos para degradar concentraciones mas altas de

fenantreno.

Considerando el modelo Gompertz y la comparacion entre los remanentes (Figura
5.21), se puede decir que a la concentracion de 200 ppm se tiene una mejor remocion
de fenantreno. Mientras que a concentraciones por arriba de 200 ppm como es el caso
de 600 ppm se observa un efecto inhibitorio, que influye en el crecimiento del consorcio

en el reactor y en la degradacion del fenantreno.

Algunos autores (Miranda et al., 2007) reportan porcentajes de degradacion del 39.8%
a concentraciones menores de 60 ppm. Mientras que otros reportan remociones de
85% a concentraciones bajas de 20 a 100 ppm. En condiciones similares, a
concentraciones en el rango de 200 ppm los porcentajes de degradacion que han sido
reportado son de 23.03 % en 12 dias (Maduefio et al., 2009) y de 74 % en un periodo
de 4 dias a una concentracion de 100 ppm (Arulazhagan et al., 2010). A
concentraciones mas altas de fenantreno (Li et al., 2012), por arriba de 200 ppm se
han reportado efectos inhibitorios en el crecimiento bacteriano, poca degradacion de

fenantreno y pérdida de la capacidad degradadora de los microorganismos.
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Figura 5.21 Comparacion entre los remanentes de fenantreno promedio

de los reactores 1y 2 para las pruebas a 60, 200 y 600 ppm.

VI. CONCLUSIONES

En esta investigacidon se evalu6 el comportamiento de los microorganismos a
diferentes cambios en la concentracion de fenantreno. Se analizaron los resultados
experimentales de tres reactores batch de lecho mévil. Dos con inéculo y un control a
tres diferentes concentraciones, a 60, 200 y 600 ppm de fenantreno. Con base en los

analisis realizados, se presentan las siguientes conclusiones:

1. La variacion de la concentracion de fenantreno en el medio tiene un efecto en
el crecimiento de los microorganismos Yy la degradacion de fenantreno.
2. Ala concentracion de 60 ppm la poblacién viable de bacterias fue en aumento.

El porcentaje de degradacion fue de 59.9 %, este porcentaje fue menor que a
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la concentracion de 200 ppm que fue de 79.53 %. Lo anterior se asocia a la
disponibilidad del fenantreno en el carbon y disponibilidad de una fuente de
carbono para los microorganismos a 60 ppm.

La maxima degradacién alcanzada fue de 79.5 % y se presentd a la
concentracién de 200 ppm. El crecimiento y la actividad bacteriana fueron en
aumento. Lo anterior evidencia una aclimatacion de los microorganismos al
medio al aumentar a esta concentracion. La maxima velocidad de degradacion
se alcanz0 a esta concentracion fue de 11.75 mg/dia.

Para la concentracién de 600 ppm el porcentaje de degradacion fue de 52.5 %.
A esta concentracion el porcentaje de perdida en los microorganismos (UFC/ml)
fue de 18 %. Al finalizar la prueba la cantidad de microorganismos fue menor
que la inoculada en el reactor. Lo anterior demuestra que la concentracion
afecta el crecimiento de los microorganismos y su degradacion. Se presenta
una posible inhibiciobn por el sustrato o por los metabolitos producidos de la
degradacion.

El tiempo de vida media real del fenantreno y el tiempo calculado con los
pardmetros estimados del modelo analitico Gompertz, fueron similares. Esto
ayuda a comprender mejor el comportamiento de la degradacién de fenantreno
a diferentes concentraciones y establecer condiciones o6ptimas en estudios
posteriores. Conforme aumenta la concentracion de fenantreno en el medio, el
tiempo del tratamiento se ve afectado. Los microorganismos requieren mayor
tiempo para degradar concentraciones altas de fenantreno que se ve reflejado

en parametros como la Drso.
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