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RESUMEN

La presente investigacion tiene el propdsito de degradar residuos industriales, de empresas de
laminados, mediante la utilizacion de la bacteria Bacillus licheniformis, para lo cual se procedio
a su identificacion mediante pruebas bioquimicas. Posteriormente se realizaron pruebas in vitro
en las cuales se evaluaron los parametros: tiempo de degradacién, medio éptimo, residuo diluido
0 puro, agitacién, temperatura en la que de mejor manera se realizo, la biodegradacion. De esta
forma se efectu6 un analisis comparativo estableciendo condiciones 6ptimas y factibles para la
investigacion; se obtuvieron los siguientes resultados favorables:

Tiempo de degradacion: 45 dias

Medio de cultivo 6ptimo: medio especial liquido preparado en laboratorio

Temperatura de degradacion: 37°C

Degradacion apreciable del residuo puro

Una vez culminadas las pruebas in vitro se realiz6 un anélisis cromatografico determinandose,

en algunos casos, hasta el 99% el porcentaje de degradacion.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

DECLARATORIA DE RESPONSABILIDAD ........oovceeveeiecieseeseesiessesssnseesseessssies s I
DEDICATORIA ..o ssss s n s ana s snsn e \Y;
AGRADECIMIENTOS ... esiessess s es s ssssss s ansnsss st V
LS LY 1= N OO Vi
CAPITULO Lottt sttt st :
1. INTRODUCCION .....oovvocveeeerseeeseeseesieevees st 17
1.1 JUSTIFICACION. ...ttt st 3
1.2 OBJIETIVOS. ....oooeeeeeeeeeeeeeveee s esa st nse s 4

1.2.1 OBJETIVO GENERAL ....oooveeveeeeeeeesees e ssses s nnenees 4

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......oooveeeseeeeeseseeee e eesss st sessesssssee s 4
L3 HIPOTESIS ...ttt 5
1.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....oooviieeeeeeeeeseeee s eeseesees e 5
L5 DELIMITACION ...ttt s sttt s 6
CAPITULO 2 (MGFCO tEOFICO) .....ocveecvreeeceeseieeeeseeee st seeteses st senee s s s .
2.1 LA BIORREMEDIACION .......ovvtiveiieeeeeeeeeeeeseeseeseessess s sse s 7
2.2 LA BIODEGRADACION MICROBIANA DE HIDROCARBUROS...........cocovvnvrrrenen. 8
2.3 RESTRICCIONES Y CONSIDERACIONES DE LA BIORREMEDIACION ............... 10

VI



2.3. 1 RESTRICCIONES ... 10

2.3.1.1 RESTRICCIONES DE TIEMPO ......coiiiiiiiiiiiiiee s 10
2.3.1.2 RESTRICCIONES DE COSTO ..ot 10
2.3.1.3 RESTRICCIONES DEL LUGAR ......ciiiiiiiiiii s 11
2.3.2 CONSIDERACIONES TECNICAS EN LA BIORREMEDIACION.............cc.cc....... 11
2.3.2.1 CONSIDERACIONES A ESCALA ... .ot 12

2.4 FACTORES QUE CONDICIONAN LA BIODEGRADACION DE HIDROCARBUROS

....................................................................................................................................................... 13
2.5 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAP’S) w..ocvvvevererreerereeenienreneene 14
2.6 MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE HIDROCARBUROS..........cc.cccoean.. 15
2.7 TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION IN SITU ....o.ooovoviereereeiereseeseesisnieseinnes 16

2.7 1 BIOVENTEQ ..ot sees s en st snasn s sennens 16
2.7.2 BIOAUMENTACION .....oouiveeieieseeseeeeeeseeeseeses s sessas s ssensesn s ssesnesns e 17
2.7.3 BIOESTIMULACION .....oouieeieeeieeeeeeeeseeesesee s seesanees s 17
2.7 ABIOLABRANZA .....oooiveeeeeeeeveees e sss e es s 17
2.7.5 ATENUACION NATURAL .......oovorieeeeeeeeesseeeeesses e seseessess s 18
2.7.6 FITORREMEDIACION. ......cooovoeeeeieeeeeeeeeeesseeeeeeses s sesenseans s 18
2.8 TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION EX SITU.....cocuiierceeeeeeeeeeeee e, 19
2.8.1 COMPOSTEOD ......coovueeeeeeseeeeiisiissessees s s sesess s s ssa s as st ss s nsennens 19
2.8.2 BIORREACTORES .....oovviieeieiessseesiesissssesses s sesssss s s ssansesnsnssnsens 19

VI



2.8.3 BIODEGRADACION POR HONGOS ..ottt ev oo 20
CAPITULO 3 (EStad del rTE) ........ovevveeeveecveeeeeeieseceeees ettt 22

3.1 COMBUSTIBLE RESIDUAL ......ccoiiiiiiii s 22

SITU oottt 22
3.3 ESTADISTICA SOBRE RESIDUOS.........ovuiieerieeiereesiseessseessesseessssssssessssssessesssssannes 23
3.3.1 ;QUE ES UN RESIDUO INDUSTRIAL?.......ovuireeeerinreesiesienessessesssesneesseensesnaes 23
3.3.2 RESIDUOS PELIGROSOS ........ovvvieeeieressssiieseeseessessessssssnsssnssssesssessssssensesneos 23
3.3.3 GENERACION DE RESIDUOS PELIGROSOS EN LA UNION EUROPEA.......... 24
3.4 CROMATOGRAFIA DE GASES .......ovcveeeeieeeeiesesseesessesssssessesssesssssess s sesssnsasnes 26
CAPITULO 4 (Materiales Y MELOUOS).........cocvrvieeerereeeeeeeseeeeeeeeeeseseses s sene s 28
A1 MATERIALES ...ttt ene s en e 28
4.1. 1 RECURSOS TECNICOS .....oovieeeieeeseeteeeeeeetes e esae s ssee s 28
4.1.2 MATERIALES DE EXPERIMENTACION ...oovviieeieieseeeeseeseeeee s 28
8.2 METODOS ......ooieeieerete ettt 28
4.2.1 METODOS DE INVESTIGACION .......cooiiiieiieeeeeeeeseesee e 29
4.2.1.1 METODO CORRELACIONAL .......covivireeeeiiereiseeeeesseesessiessesssssessesnseansnsesniens 29
4.2.3.2 OBSERVACION .....coooiiieeecieeeeeeee e es st 29
4.2.4 METODOS ESTADISTICOS ......oovieeveieeeieeeeeeeeee e ses e saesssesas s 29
4.2.4.1 DISENO FACTORIAL 23 ... sene e 29



4.2.4.2 ANALISIS ANOVA ..o oo e et e ee e et e e er e e e e er e 29
4.2.4.3 DISENO ESTADISTICO DE REGRESION LINEAL .....oovoeveeeeeeeeeeeeeeeeeerenns 29

4.2.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA CARACTERIZACION DE Bacillus

1 Tod 01T 0 0] 101U SSRSSS 29
4251 TINCION DE GRAM.....cooooiieieeecieieess e 30
4.2.5.2 PRODUCCION DE LA ENZIMA CATALASA .....coovvirereeeeeeee e 30
4253 TINCION DE ESPORAS ........ovoveeeeeerseeseiisiessssssisssessessesssssses s sssassass s sennens 30
4.2.5.4 UTILIZACION DE CITRATO DE SODIO.........oosveeeeersrereerereesressesses s 30
4.2.5.5 SIEMBRA EN NACI AL 7% ....oovvrceeeeereseeeeeiseesseessseessessessesssss s sessessass s 30
4.2.5.6 SIEMBRA EN AGAR SANGRE ......c.coouieeiieieieeseeeiee e sssass s 30
4.2.5.7 ANAEROBICO FACULTATIVO ....cooiieeeieieieeeeeeee s 30
4.2.5.8 OBSERVACION DE COLONIAS ......oouieeieeeeereeeeeeesiessesiesenses s 30
4.2.5.9 MORFOLOGIA ...t 31
4.2.5.10 VOGES-PROSKAUER ........coosrieeiriiersreseeiseseesssisssessssessess s sssessasn s sennens 31
4.2.5.11 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS.........ooovveieeeeeeieieeseereeseeeiee s 31
4.2.5.12 BACTERIA MESOFILA ..o eeeeeeeee s 31
4.2.5.13 HIDROLISIS DE GELATINA ......orviieeeeieeeeeseeeeeee e 31

4.2.6 BIOENSAYOS EN CAJAS PETRI Y FRASCOS DE VIDRIO CON AGAR TSA.. 31

4.2.6.1 DILUCION DE RESIDUO INDUSTRIAL .....coveiirereieeeeeeeee e 31

4.2.6.2 BIOENSAYOS EN CAJAS PETRI ..ocviiiiiieieee e 32



4.2.6.3 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO........cccciiiiiiiiiiiiic e 32

4.2.7 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON CALDO LIQUIDO

ESPECIALIZADO........ooiveveeeeeeeeeeeeeveeee s es e sses s sas st aes s s ses s nssan s sennes 33
4.2.7.1 PREPARACION DE LA SOLUCION BACTERIANA .........coooovnrrrrecrerinnen. 33
4.2.7.2 PREPARACION DEL CALDO LIQUIDO ESPECIALIZADO ........cccccrvvennn. 33
4.2.7.3 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO.........ocovviirrneinreisreresrsnsssiessenneons 33
4.2.7.4 SEPARACION POR EL METODO QUECKERS ......c.coovereiieeieeieeeeeee e 33
4.2.7.5 ANALISIS POR CROMATOGRAFO DE GASES.......ccoooeveireereeeeeeeeee e 34

5.1 RECOLECCION DE DATOS .....ovuiieeeiseeseeeeeesseeseesessees s sessssssessnsssssssasssessesssssaenssnsennes 35

5.1.1 PRUEBAS PARA CARACTERIZACION DE Bacillus licheniformis....................... 35

5.2 ANALISIS DE DATOS .....cooeieveeeeeseieeeeesseesseesesees s s ss s ssssssess s sesn s 39

5.2.1 DATOS PARA ANALISIS ANOVA ......ooovvimreeeieieeeseeeeeeeesees s essssesssnsnsnnens 39

5.3.1.1 FACTORES QUE TIENEN REPERCUSION EN EL PROCESO MEDIANTE

ANALISIS DE VARIANZA .......ooooieeeeeeeeee et 43
5.3.2 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON AGAR TSA ... 45
5.3.2.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO........cooeveierirereieieieeesesissesess e 45

Xl



5.3.2.2 DISENOS ESTADISTICOS. ....oceeeeeeeeeeeeeeeee oo e er e 48

5.3.3 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON CALDO LIQUIDO

ESPECIALIZADO ...ttt ettt et a e st e e snbe e e anbe e e nnaeeennaeeans 49

5.3.3.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO........coosverireiieessesesieeissesssssesissssesse s 49
5.4 DISCUSION ....oouiiiiiiaeieeieeiseissses st 52
CAPITULO 6 (Conclusiones y reCOmMEeNdaCiONeS) ...........cooveureeesreeseseiseeessesesesssessesesneens 55
6.1 RECOMENDACIONES ...ttt e e e e e e 55
6.2 CONCLUSIONES ...ttt ettt et e e sbe et e e sbeeentee 55
7 BIBLIOGRAFIA ..ottt 66

Xl



TABLA DE ILUSTRACIONES

llustracion 1: Aplicabilidad y ventajas de tratamientos IN SITU ..o, 22
[lustracion 2: Esquema de un cromat0grafo de gasesS .......cccvvvvevvevieiieieere e 27
llustracion 3: Gréafica de efectos principales para biodegradacion ............c.cccoceveiveveereennnn, 41
[ustracion 4: Diagrama de ParelO.........ccccveveiieieeiie st 42
llustracién 5: Gréaficas de caja de contaminante PreSENte ..........cecveveieeveeieseeseece s 43
llustracién 6: Valor p obtenido de tiempo en ANOVA ..o 44
llustracién 7: Valor p obtenido de medio nutritivo en ANOVA..........ccccoeeieieene e 44
[lustracion 8: Valor p obtenido de temperatura en ANOVA ...t 44

[lustracion 9: Picos encontrados en la muestra de residuo sin diluir en ausencia de bacteria 47
[lustracion 10: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sb) sin bacteria y (Cb)
(010 T =T (=] - SRR 47

[lustracion 11: Disefio estadistico de regresion lineal con variable tiempo y temperatura.......48
llustracion 12: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sb) sin bacteria, (Cb)
con bacteria después de 60 dias, y (T.R) tiempos de retenCion ...........ccocveveeeveererevcse e 50
llustracion 13: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sb) sin bacteria, (Cb)
con bacteria después de 60 dias, y (T.R) tiempos de retenCion ..........cccevvereerieerveresieseese e 52

[lustracion 14: Residuo industrial sin diluir con Bacillus licheniformis en agar TSA............. 57
[lustracion 15: Residuo industrial sin diluir con Bacillus licheniformis a los 5 dias a 37°C en

10 Lo O Y A RO UPRTRPTRRPPN 57

X1


file:///C:/Users/Hp/Desktop/Grace%20Ramírez/Tesis%20Grace%20R9.docx%23_Toc495347291

carbohidratos

llustracion 16:

llustracion 17:

llustracion 18:

lustracion 19:

lustracién 20:

llustracion 21:

llustracion 22:

llustracion 23:

llustracion 24:

llustracion 25:

lustracion 26:

llustracion 27:

INCUbACiON €N JArra GasPaK.........cccoviverieeririeiieisie e
Crecimiento en agar chocolate en jarra Gaspak a 37°C.........cccevvvvvevnveriesenne.

Crecimiento de Bacillus licheniformis en agar sangre, ausencia de hemdlisis 59

Burbujeo por presencia de la enzima catalasa ...........cccooevveieniniienenienieens 59
Prueba bioquimica positiva citrato de sodio en medio Simmons .................... 60
Cambio de coloracion de verde a azul del medio Simmons positivo .............. 60
Prueba bioquimica fermentacion de carbohidratos en agar manitol................. 61
Cambio de coloracidon de rojo a amarillo que indica la fermentacién de

........................................................................................................................... 61
Tincidn de esporas, células vegetativas rosadas, esporas Verdes..................... 62
Biodegradacion a los 45 dias en caldo especial preparado ...........cc.ccocerveennene. 63
Biodegradacion a los 60 dias en caldo especial preparado ...........cc.ccocevveenene. 64
Biodegradacion a los 80 dias en caldo especial preparado ...........cccccoerveenene. 65

XV



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Total de residuos generados del 2010 al 2012 paises miembros de la UE ................ 25
Tabla 2: Repeticiones empleadas para analisis ANOVA ... 32
Tabla 3: Corrida de muestra sin dilucion en ausencia de bacterias...........ccccooererrineicienennn. 35
Tabla 4: Tratamientos y niveles empleados para anélisis ANOVA..........cccc e, 36

Tabla 5: Area bajo la curva y representacion en porcentaje de contaminante considerando los
AIVErSOS trAtAMIENTOS .. .eveeveeieeiie et e et st este et et e beeseesseenteeneeareenneeneenreenns 39
Tabla 6: Listado de andlisis para la caracterizacion de Bacillus licheniformis........................ 39
Tabla 7: Area bajo la curva de muestra Sh (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en TSA, y (T.R)
tIEMPOS A8 FELENCION ...ttt ettt bttt e ne b e 46
Tabla 8: Porcentaje de degradacion en muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria en TSA, y
tiempos de reteNCION (T.R) ..c.eouiiiiiiiee ettt ne e 46
Tabla 9: Area bajo la curva de muestra Sb (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en caldo especial
sin diluir, y (T.R) tiempos de reteNCION .......co.oiiiiieieeree e 49
Tabla 10: Porcentaje de degradacidon en muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria en caldo
especial, y tiempos de retenCiON (T.R).....vciiieiiiiieie et re e 50
Tabla 11: Area bajo la curva de muestra Sb (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en caldo
especial diluido 1/10, y tiempos de retenCion (T.R) ...c.cciveiveieiieiieie e 51
Tabla 12: Porcentaje de degradacion en muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria en caldo

especial diluido 1/10, y tiempos de retenCion (T.R); ...coieiiereiie e sie e 51

XV


file:///C:/Users/Hp/Desktop/Grace%20Ramírez/corrección%201.docx%23_Toc489363278

CAPITULO 1

INTRODUCCION



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En la actualidad, el mercado mundial de la industria laminada se sitla alrededor de los 27
millones de toneladas por afio; a nivel de Latinoamérica, el consumo de éstos se acerca a 1.5
millones de toneladas por afio y representa el 5% del consumo mundial, y es el Mercosur el
mercado mas importante, con el 46% del consumo total, seguido por México con el 22%. La
Comunidad Andina y Chile representan el 20% del mercado latinoamericano siendo
aproximadamente el 1% del mercado mundial. (PVC: tendencias y oportunidades para la

industria de América Latina, 2016)

En Ecuador, la tasa de crecimiento a nivel industrial es relativamente baja, con un porcentaje
equivalente al 4.5% en los ultimos afios, en el que se incluye la industria laminada. En cuanto al
plano local, de acuerdo con un estudio de la Camara de Industrias de Cuenca, las empresas
asociadas a la industria laminada han tenido un avance y desarrollo del 9.30% mas que en el

2012. (Carvajal, 2016).

La problemdtica actual para las industrias se proyecta en el manejo adecuado de los residuos
que se generan a partir de los diferentes procesos que llevan a cabo en sus instalaciones, ya que
las técnicas que se emplean no son numerosas y las que se utilizan representan costos
relativamente elevados, para superar este obstaculo se consideran normativas, ordenanzas y
politicas vigentes a las cuales se rigen. A nivel nacional se encuentra como organismo regulador

el Ministerio del Ambiente y a nivel local los municipios (GAD municipal) (Valencia, 2014)



La Universidad Politécnica Salesiana, en convenio con la empresa Plastiazuay, trabajan
conjuntamente en la busqueda de nuevas tecnologias aplicadas a la biorremediacion para
obtener un manejo adecuado de los residuos generados durante la elaboracion de laminados;
dichas tecnologias deben cumplir con la normativa de gestion de residuos de la Empresa

Municipal de Aseo de Cuenca (EMAC) (Plastiazuay, 2016).



1.1 JUSTIFICACION

La industria actual emplea diversos procesos para llevar a cabo la degradacion de sus
residuos; entre las técnicas se encuentran: oxidacion, hidrélisis y degradacion térmica, que
resultan costosas y ademas generan sub-residuos como lacas, barnices o restos de aceites como
capas superficiales; por tanto, son un problema por parte de la industria (Castells, Reciclaje de
Residuos Industriales, 2012). Frente a esto se plantea el uso y manejo adecuado de
microorganismos, que en relacion a técnicas mas sofisticadas, representa costos relativamente
bajos, una capacidad degradativa alta, no requiere personal altamente especializado; lo que se

traduce en un método ambiental y econdmicamente sustentable (Acosta & Herrera, 2015).

La empresa Plastiazuay invierte una cantidad significativa de dinero para la gestion de estos
residuos, la posibilidad de gestionarlos en la misma Industria Plastiazuay reduciria los gastos en
gran magnitud. Ademas de generar plazas de trabajo para la zona y ayudar de esta manera, a la
politica de disminucién del desempleo que segun el INEC (Instituto Nacional de Estadistica y
Censos) se ubico en 5.2% del mes de junio, mayor al 4.3% de igual mes del 2015.
Conjuntamente se da la posibilidad de generacion de nuevas tecnologias ya que se dispone del

conocimiento e instrumentacion.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer un proceso de biorremediacion de residuos de laminados plésticos mediante la

utilizacion de Bacillus licheniformis.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizacion de la bacteria pura a través de pruebas bioquimicas.

- Determinar la efectividad de los procesos de degradacion realizados en agar TSA con
bioensayos en cajas Petri y frascos de vidrio; los productos obtenidos se analizaran mediante

Cromatografia de Gases (CG).

- Determinar la efectividad de los procesos de degradacion realizados en caldo liquido
especializado en el desarrollo de bacterias biorremediadoras el cual sera preparado en
laboratorio de acuerdo a formulaciones existentes, con bioensayos en frascos de vidrio; se

analizara mediante Cromatografia de Gases (CG) determinando su eficacia.



1.3 HIPOTESIS

Mediante el uso de la bacteria Bacillus licheniformis se logra biodegradar residuos de
empresas de laminados plasticos, por lo que se podria considerar un mecanismo eficaz para el

tratamiento seguro de residuos provenientes de procesos de la industrial del PVC.

1.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La contaminacion por residuos de laminados plasticos estd en auge, lo que contribuye a un
deterioro en la salud humana y medio ambiente, razon por la cual se debe indagar acerca de
métodos que controlen esta situacion, enfatizando, principalmente, en tecnologias amigables
ambientalmente ademas de cumplir con las normativas y disposiciones hechas por los diversos
GAD Municipales, en este caso el GAD de Cuenca y la Empresa Municipal de Aseo de Cuenca
(EMAC).

A la bacteria Bacillus licheniformis se le atribuye la propiedad de ser biodegradativa por lo
que se analizan diferentes variables que mejoren su eficacia tales como: temperatura, agitacion y

medio de cultivo.



1.5 DELIMITACION

El presente trabajo de investigacion consta de varias actividades, entre ellas: recoleccion y
aislamiento del microorganismo realizado en la parroquia “El Valle” del cantdn Cuenca; siembra
de la bacteria en diferentes medios analizando varios factores; recoleccién de datos y calculo del
porcentaje degradado mediante comparacion de las areas totales obtenidas en el equipo de

cromatografia de gases; desarrolladas en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la UPS.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO



CAPITULO 2 (Marco teorico)

2.1 LA BIORREMEDIACION

La mayoria de las actividades humanas tienen consecuencias negativas sobre los recursos
naturales del planeta, ya que generan compuestos contaminantes que alteran la estructura y
funcion del ambiente. Existe una gran cantidad de contaminantes, pero los mas importantes por
su estructura, dafio a la salud y al medio ambiente son los hidrocarburos y metales pesados. La
biorremediacion es la alternativa principal para recuperar los espacios que han sido alterados por
esos contaminantes, actividad que consiste en utilizar microorganismos para regresar un medio
alterado por contaminantes a su condicién previa a la contaminacion. Es decir, resolver o mitigar
el problema, y es especialmente efectiva en el tratamiento de contaminantes organicos, incluido
el petréleo. Para que los microorganismos actlen de mejor manera es necesario que el medio
contaminado cuente con condiciones Optimas de temperatura, pH, nutrientes y oxigeno para su
desarrollo. En casos en los que el ambiente no cuente con estas condiciones se deberia adaptarlo
mediante adicion de nutrientes, agitacion para una mejor aireacion y adicién de microorganismos
con capacidad biodegradadora, para que su actividad sea mas efectiva y rapida (Cornejo, 2017).

Mezclar el suelo puede hacer que algunas sustancias quimicas dafiinas se evaporen antes de
que las bacterias puedan mediar con ellas. Para evitar que esas sustancias quimicas contaminen
el aire, se puede mezclar suelo dentro de tanques o edificaciones especiales, donde las sustancias
quimicas que se evaporan se pueden recolectar y tratar (Cornejo, 2017).

Los microorganismos pueden ayudar a eliminar la contaminacion de las aguas subterraneas, al
igual que del suelo. En este caso, el agua se mezcla con nutrientes y aire antes de que sea

reinyectada al terreno. También pueden bombearse nutrientes y aire por los pozos, de forma que



la mezcla se produzca directamente en profundidad. Los nutrientes y el aire afladidos ayudan a
las bacterias a biorremediar las aguas subterraneas. Una vez que se han eliminado las sustancias
quimicas dafinas, las bacterias ya no tienen nutrientes disponibles y mueren (Cornejo, 2017).

La biorremediacion es muy segura, ya que dependen de microbios que existen normalmente
en los suelos. Esos microbios son Utiles y no representan un peligro para las personas en el sitio o
la comunidad. Ademas, no se emplean sustancias quimicas peligrosas. Los nutrientes que se
afiaden para que las bacterias crezcan son fertilizantes de uso corriente en el césped o el jardin.
La biorremediacién transforma las sustancias quimicas dafiinas en agua y gases inofensivos vy,

por lo tanto, las destruye totalmente (Cornejo, 2017).

2.2 LA BIODEGRADACION MICROBIANA DE

HIDROCARBUROS

Es extrafio creer que los microorganismos sean capaces de desarrollarse a través de
compuestos quimicos como el benceno, naftaleno o pireno ya que eso es lo que abarca el término
biodegradacion microbiana. Los microbiologos y geoquimicos tienen evidencia cientifica de que
es posible; los microorganismos se encuentran en el planeta Tierra desde hace mas de tres mil
millones y medio de afios, los organismos superiores hace menos de mil millones de afios y los
seres humanos desde hace solo seis millones de afos.

En la actualidad ya no se discute que el petréleo y, por lo tanto, sus componentes mayoritarios,
los hidrocarburos, tienen su origen en los compuestos que forman parte de los organismos, los
denominados compuestos biogénicos. Una sucesion de reacciones quimicas, ocurridas a altas
temperaturas y durante millones de afios, que los geoquimicos engloban con el término de

procesos diagenéticos y catagenéticos, ha conducido a la conversion paulatina de estas



estructuras biogénicas en hidrocarburos. En lugares donde se han encontrado hidrocarburos, se
ha podido demostrar la existencia en etapas geoldgicas anteriores de organismos que poseian en
sus células compuestos biogénicos como el pigmento eritroafina o el alcaloide veratramina. Este
fendmeno supone que los microorganismos, capaces de crecer en sus origenes solamente a
expensas de compuestos biogénicos, como los azlcares o las proteinas, han convivido a lo largo
de millones de afios con una serie de compuestos organicos que finalmente han dado lugar a los
componentes de los crudos de petréleo actuales.

A lo largo de millones de afios, han sido seleccionadas enzimas que han aparecido por
mutacién o intercambio genético en determinados microorganismos capaces de metabolizar los
hidrocarburos. Ahora si podemos entender que los microorganismos han desarrollado las
capacidades necesarias para metabolizar los hidrocarburos y por el contrario presentan mayores
dificultades en degradar pesticidas o explosivos, productos sintetizados por el hombre, y que a
escala de los tiempos geoldgicos sélo haria un instante que estén en la tierra. Para algunos de
estos compuestos, denominados xenobidticos, los microorganismos, pese a su rapida adaptacion
a nuevas situaciones, podrian no haber sintetizado todavia las enzimas necesarias (lzquierdo

Romero, 2013).



2.3 RESTRICCIONES Y CONSIDERACIONES DE LA

BIORREMEDIACION

2.3.1 RESTRICCIONES

Las restricciones y consideraciones practicas a la hora de desarrollar un plan de

descontaminacion incluyen:
2.3.1.1 RESTRICCIONES DE TIEMPO

Se seleccionan los microorganismos a emplear, dependiendo de la velocidad con la que se
pretende degradar el contaminante ya que la adicion de microorganismos resulta en un proceso
mas rapido que va desde meses hasta semanas a diferencia de otras metodologias de
biorremediacion, aunque también se toma en cuenta que la degradacion in situ es mucho mas
rapida debido a que no se necesita de infraestructura compleja (Martinez, Pérez, Pinto, Gurrola,

& Osorio, 2011)
2.3.1.2 RESTRICCIONES DE COSTO

Los biotratamientos son procesos largos que pueden durar afios pero, sin embargo, son los
mas econdmicos comparados con otras tecnologias como la incineracion, cuyo costo va de 1500
a 6000 USD/ton. Una forma de abaratar costos es realizar el tratamiento in situ, un ejemplo es el
bioventeo, cuyo costo de operacién va desde 10 a 70 USD/m® La biorremediacion es el Gnico
tratamiento en el cual los microorganismos mineralizan los contaminantes volviéndolos inocuos

(Sarolina, 2011).
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2.3.1.3 RESTRICCIONES DEL LUGAR

La composicion fisica del lugar, donde se encuentran los materiales peligrosos, repercute de
una forma importante sobre la capacidad de los microorganismos para llevar a cabo la
biorremediacion. La localizacion de la zona contaminada afecta las perspectivas de la
biorremediacion en funcion de la temperatura, pH y humedad. En cuanto a la temperatura,
incluso las variaciones climatoldgicas afectan la capacidad degradadora de los microbios. La
temperatura no solo afecta la velocidad de la actividad enzimatica, sino también la
biodisponibilidad, el transporte en las membranas celulares, etc. La acidez o alcalinidad del
medio también influye sobre la biorremediacion, afectando, por ejemplo, al crecimiento de los
microorganismos y a la especie celular por los xenobioticos presentes. Quizas lo mas importante
sea la disponibilidad de una humedad Optima, puesto que para la actividad bioldgica es
imprescindible contar con un porcentaje del 15% al 18% en el medio (Rincon Lizcano, 2014).

En muchos casos, los microorganismos autdctonos pueden degradar el material contaminante
si se suministran los nutrientes, humedad y receptores de electrones adecuados. Los nutrientes
implicados son el nitrégeno, carbono, fésforo y sales minerales. Normalmente se afiade oxigeno
como receptor de electrones, aunque en ocasiones se afiade nitrito o peroxido de hidrégeno en
lugar de oxigeno. Ademas, pueden existir casos en los que se desee una degradacion anoxigénica

afladiéndose los nutrientes sin la adicion de oxigeno (Rincén Lizcano, 2014).

2.3.2 CONSIDERACIONES TECNICAS EN LA BIORREMEDIACION

Existen varios factores que deben considerarse cuando se desarrolla una propuesta para el uso de
la biorremediacion. De importancia inmediata es la presencia o ausencia de poblacién

microbiana en el lugar, capaz de degradar el residuo peligroso. Aunque existen algunos
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materiales residuales que resisten la degradacion microbiana, en general, se pueden obtener
organismos capaces de atacar a la mayoria de los residuos. Puede ser necesario potenciar a los
microorganismos en términos de densidad celular o actividad metabolica. Es posible que sea
necesario tiempo o esfuerzo para desarrollar cepas adaptadas a un sitio en particular; el lugar
puede requerir una serie de modificaciones para maximizar el potencial degradativo de los
microorganismos; y los costos asociados a estos procesos pueden superar los disponibles para el
proyecto. Otra consideracion a tener en cuenta es la necesidad de un cosustrato u otra sustancia
inductora para mejorar el metabolismo de un residuo especifico. Si se trata de una sustancia
demasiado costosa o toxica, quizas no sea factible utilizarla, especialmente si las metodologias

propuestas son el tratamiento in situ (Ferreira & Santos Oliveira, 2013).
2.3.2.1 CONSIDERACIONES A ESCALA

Para que un proyecto de biorremediacion tenga éxito se debe considerar varios factores. En
primer lugar se analiza si el procedimiento es factible; ademas, se realiza un estudio de ingenieria
y costos del mismo.

La cantidad y tipo de contaminante son datos claves que se toman en cuenta a la hora de
degradar, ya que segun estos se puede elegir el microorganismo adecuado para afiadir al medio, o
si solo se potencializa a los organismos autdctonos de la zona para hacerlo. Otro punto
importante es saber si las autoridades competentes permiten el uso de microorganismos
transgénicos, ademas del limite de toxicidad reglamentario para el producto final.

Generalmente el uso de microorganismos, para la biorremediacion, permite mineralizar los
compuestos toxicos haciéndoles descender del limite maximo permitido (Loya Del Angel,

Tecnologias para la restauracién de suelos contaminados por hidrocarburos, 2013).
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2.4 FACTORES QUE CONDICIONAN LA BIODEGRADACION

DE HIDROCARBUROS

Los tres factores que condicionan la biodegradacion son los relacionados con el medio,
microorganismos y producto petrolifero (Dias, 2012). Los microorganismos tienen preferencia
por ciertos hidrocarburos. Los crudos de petrdleo estan formados por cuatro familias de
compuestos o fracciones: los hidrocarburos alifaticos, los hidrocarburos aromaticos, las resinas y
los asfaltenos. Los microorganismos degradan con facilidad los hidrocarburos lineales de la
fraccion alifatica, especialmente los que contienen menos de 28 carbonos, aungue se han llegado
a describir biodegradaciones de hidrocarburos de hasta 44 carbonos. Los isoprenoides, y los
hidrocarburos ciclicos o nafténicos son degradados més lentamente que los lineales. Respecto a
los hidrocarburos aromaticos, a medida que aumenta el namero de anillos y los sustituyentes
alquilo, por tanto su peso molecular, aumenta su resistencia a la biodegradacion (Pérez Vargas,
Vigueras Carmona, Gomez Guzman, & Calva Calva, 2015).

Otro aspecto importante relacionado con las caracteristicas de los productos petroliferos son su
hidrofobicidad y su facilidad para adsorberse en particulas del suelo como las arcillas o
absorberse en la materia organica. Estos fendmenos, asi como la difusion en microporos dan
lugar a una disminucion de su biodisponibilidad hacia los microorganismos que deben
degradarlos. El lugar, donde esta presente el contaminante, debe proporcionar condiciones aptas
a los microorganismos para que sean capaces de degradar los hidrocarburos. Existen
microorganismos que pueden degradar en presencia 0 ausencia de oxigeno aunque se sabe que

una degradacién mas eficaz se realiza en un medio aerdbico; en el caso de la zona no saturada de
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suelo la variable humedad es muy importante ya que se debe encontrar un equilibrio éptimo
entre aquel que requieren los microorganismos para su metabolismo y el que permita una buena
aireacion. La transformacion ideal de los hidrocarburos por parte de los microorganismos es la
mineralizacion, suponiendo que el microorganismo utiliza el contaminante como substrato de
crecimiento.

Los hidrocarburos solo contienen carbono (C) e hidrogeno (H), mientras que una célula
microbiana contiene Carbono (C), nitrégeno (N), fésforo (P), ademés de otros micronutrientes,
en proporciones determinadas. Para que el microorganismo pueda crecer a expensas de los
hidrocarburos debera disponer en el medio de las proporciones necesarias de N y de P ademas
del C e H. Es por ello que en medios pobres en N y P se necesitara agregar con nutrientes o
fertilizantes. En lo que respecta a los microorganismos, se toma en cuenta el periodo de
aclimatacién de los mismos para empezar la degradacion de los contaminantes. En este sentido,
se conocen distintos factores que pueden disminuir o aumentar este tiempo pero, en términos
generales, estan relacionados con el historial de contaminacion del emplazamiento. Cuando los
microorganismos estdn adaptados a la presencia de contaminantes, no necesitan periodo de
aclimatacion y la bioestimulacion puede realizarse rapidamente; difiere de contaminaciones
accidentales en cuyo caso la aclimatacion se alarga. Sin embargo, cabe sefialar que en el caso de
la contaminacion por hidrocarburos, al tratarse de unos contaminantes practicamente
omnipresentes, se ha podido constatar que se encuentran microorganismos degradadores de

hidrocarburos en practicamente cualquier emplazamiento (Nustez Cuartas, 2012).

2.5 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAP’s)

Los HAPs representan un grupo de compuestos quimicos muy diversos formados por dos 0 méas
anillos bencénicos fusionados en forma linear, angular o agrupada. Actualmente se conocen unos
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100 tipos diferentes de HAPs, ya que existe una elevada cantidad de isomeros. La especial
distribucion de electrones en los anillos aromaticos (resonancia), les proporciona una elevada
estabilidad, caracteristica que los hace resistentes a la oxidacion tanto quimica como bioldgica.
Debido a su amplia distribucion, toxicidad y persistencia se consideran agentes contaminantes de

gran interés (Nustez Cuartas, 2012).

2.6 MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE

HIDROCARBUROS

Se ha aislado numerosas cepas bacterianas que pueden degradar alcanos y utilizarlos como
fuentes de carbono y energia. La mayoria de estas bacterias pertenecen a las Alfa - Beta, y
Gammaproteobacteria y, dentro de las Gram-positivas, destaca el grupo Actinobacteria. Las
bacterias del suelo, capaces de degradar hidrocarburos del petréleo mas comunes, pertenecen al
género Pseudomonas. Otros degradadores de alcanos descritos en la literatura incluyen miembros
de los géneros Bacillus (Firmicutes), Flavobacterium (Bacteroidetes), Paracoccus, Serratia,
Acinetobacter, Alcaligenes, Ochrobactrum, Stenotrophomonas, Yersinia (Proteobacteria),
Micrococcus, Corynebacterium, Rhodococcus, Nocardia, Mycobacterium, Dietzia, Gordonia y
Microbacterium (Actinobacteria). Recientemente se han descrito algunas cepas bacterianas,
como Mycobacterium gilvum AP1 o Nocardia cyriacigeorgica, que son capaces de degradar
simultaneamente tanto alcanos, lineales y ramificados, como HAPs de bajo y elevado peso
molecular (Koukkou & Vandera, 2011).

La mineralizacion de HAPs es realizada por un numero limitado de cepas bacterianas, esto
debido a que un gran porcentaje de microorganismos, presentes en el medio, no pueden ser

cultivados en condiciones de laboratorio. En efecto, aunque se conoce que la diversidad genética
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de bacterias en el suelo es extremadamente alta (>10.000 millones de procariotas por gramo de
suelo), los métodos de cultivo actuales solo nos permiten recuperar un numero de células de 100
a 1000 veces menor (Garcia Oliva, Tapia Torres, & Mordn Cruz, 2015). Existen bacterias de
crecimiento rapido y lento; las primeras se encargan de la primera etapa de degradacion mientras
que las segundas se encargan de degradar compuestos de mayor peso molecular como
Mycobacterium. Segln los métodos independientes de cultivo se revela que las especies no
cultivadas del medio ambiente representan la mayor parte de la diversidad microbiana. Los
métodos de cultivo se enfocan en especies de crecimiento rapido pertenecientes a Proteobacteria,

Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. (Farfan Cama, 2012).

2.7 TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION IN SITU

Es decir la tecnologia aplicada en el lugar donde se produjo la contaminacion, una de las
principales ventajas es que se puede tratar el medio sin necesidad de excavar ni transportar, cuyo
resultado es una disminucion de costos. Sin embargo, este tipo de tratamientos generalmente
requiere de periodos mas largos, es menos seguro en cuanto a la uniformidad del tratamiento
debido a la heterogeneidad propia del suelo y a que es mas dificil verificar la eficacia del
proceso. Las tecnologias de biorremediacion in situ, incluyen el bioventeo, la bioaumentacion, la

bioestimulacion, la biolabranza, la atenuacion natural y la fitorremediacion (Alegria, 2013).
2.7.1 BIOVENTEO

Consiste en inyectar aire al terreno contaminado, estimulando la actividad de los
microorganismos presentes en el mismo y de esta manera acelerar la biodegradacion de los
contaminantes. Para emplear esta tecnologia se necesita de buena permeabilidad y de

poblaciones autoctonas de microorganismos en altas concentraciones, sin olvidar que esta
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metodologia se utiliza para contaminantes de baja volatilidad. Es necesario conocer la
permeabilidad del suelo para el disefio de pozos, distancia entre ellos y dimensiones de los

equipos de inyeccion y extraccion (De la Cruz & Huerta, 2015).
2.7.2 BIODAUMENTACION

Consiste en la adicion de microorganismos capaces de degradar el contaminante; para esto se
realiza un estudio previo analizando varios factores, entre ellos. tamafio del inoculo vy
supervivencia de los microorganismos afiadidos en relacién a la competencia con los autéctonos
y aclimatacion al medio. Esta tecnologia se emplea cuando la microflora natural es insuficiente
para degradar los contaminantes o si se necesita de un tratamiento inmediato. El tamafio del
inoculo a utilizar depende del tamafio de la zona contaminada, de su dispersion y de la velocidad

de crecimiento de los microorganismos degradadores (Alonso Riesco, 2012).
2.7.3 BIOESTIMULACION

Se trata de la modificacion del ambiente donde se encuentra el contaminante, para estimular a
los microorganismos en su actividad biodegradadora brindandoles condiciones ptimas para que
se realice el proceso. Estas modificaciones se realizan a través de inyeccion de aire comprimido,
aporte de nutrientes, ajuste de pH o en el control de variables fisico-quimicas claves, como la

humedad, concentracion de oxigeno o temperatura (Rueda Montilla, 2015).
2.7.4 BIOLABRANZA

Esta técnica consiste en la agitacion periddica del suelo contaminado mezclado con nutrientes
y agua para favorecer su aireacion y por ende la actividad bioldgica. A través de esto se logra
inmovilizacion, biodegradacion o transformacion del contaminante, generalmente se incorporan

cubiertas u otros métodos para el control de lixiviados (Alonso Riesco, 2012). La diferencia entre
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la biolabranza y el composteo, es que en la biolabranza, se mezcla el suelo contaminado con

suelo limpio, mientras que el composteo generalmente se realiza sobre el suelo (Alegria, 2013).

2.7.5 ATENUACION NATURAL

Esta tecnologia es lenta y poco eficaz. Consiste en la reduccion de las concentraciones de los
contaminantes mediante procesos naturales; es decir, se dejan los contaminantes donde estan
mientras se produce la atenuacion natural. Se aprovecha los procesos bioldgicos por
microorganismos autéctonos asi como los fendomenos fisicos (dispersion, dilucion, difusion,
volatilizacién, sorcidén/desorcion) y las reacciones quimicas (intercambio idnico, transformacion

abiotica) (Muskus Morales, Santoyo Mufioz, & Silvia, 2013).
2.7.6 FITORREMEDIACION

Consiste en el uso de ciertas plantas que tienen la capacidad de absorber y degradar los
contaminantes, se emplea para descontaminar el suelo, aguas residuales y limpieza del aire. La
cantidad de contaminacién que puede reducir una planta depende entre otros factores de la
profundidad hasta la que puedan crecer sus raices. Las raices de los arboles penetran mas
profundo que las raices de las plantas mas pequefias, por lo que se emplean las raices de los
primeros para eliminar los contaminantes que se encuentran a mayor profundidad. EI modo de
accion es el siguiente: se deja que las plantas crezcan y absorban o metabolicen el contaminante,
luego se cortan y se destruyen (en el caso de que los contaminantes se acumulen en el tallo y

hojas) (Isan, 2016).
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2.8 TECNOLOGIAS DE BIORREMEDIACION EX SITU

Ademas de que estas tecnologias son mas rapidas que las anteriores, se debe sefialar que entre
sus ventajas existe una que es la uniformidad en tratamiento e igualmente que los subproductos
obtenidos de la biodegradacion se almacenan hasta que sean catalogados como menos tdxicos
para la salud o el medio ambiente, en caso de que hayan resultado peligrosos. Sin embargo, este
tipo de biorremediacion es mas costoso debido a la implementaciéon de equipos, excavacion y
traslado del suelo contaminado (Loya Del Angel, Tecnologias para la restauracién de suelos

contaminados por hidrocarburos, 2013)
2.8.1 COMPOSTEO

El contaminante se mezcla con desechos agricolas en un conjunto de pilas y por accion de los
microorganismos presentes la materia organica se transforma en subproductos inocuos estables

para el medio ambiente (Rodriguez, 2010).
2.8.2 BIORREACTORES

Existen biorreactores dinamicos y estaticos; en los primeros el material se agita
mecénicamente y en los segundos el material se encuentra estatico. Los biorreactores son la
tecnologia méas adecuada para descontaminar material que resulte peligroso en casos de derrame
0 contaminacion cruzada. Entre sus ventajas encontramos el factor tiempo y eficiencia en
comparacion con otros que son mas lentos y de poca degradacion. Con el uso de biorreactores, es
posible combinar de manera controlada y eficiente procesos quimicos, fisicos y biologicos que

mejoren y aceleren la biodegradacion (Contreras, 2015).
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2.8.3 BIODEGRADACION POR HONGOS

Es una tecnologia de remediacion en desarrollo, en la cual se utilizan hongos de pudricion
blanca de la madera para degradar una variedad de contaminantes organicos. Existen evidencias
que demuestran la capacidad de estos hongos para mineralizar una gran cantidad de
contaminantes, por accion de sus sistemas enzimaticos relativamente inespecificos.

Sus enzimas ligninoliticas no solo degradan la lignina, sino también estan involucradas en la
biotransformacion de polimeros organicos complejos responsables de la contaminacion, por lo
que se los consideran viables para la biorremediacion (Dominguez Guilarte, Ramos Leal,

Argiielles Alvarez, Sanchez Lopez, & & Guerra Rivera, 2011).
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CAPITULO 3 (Estado del arte)

3.1 COMBUSTIBLE RESIDUAL

El combustible residual es un combustible que no arderia en condiciones normales y que se
elabora a partir del residuo que queda de la destilacion. Su composicion es variada, mediante
cromatografia de adsorcion se puede identificar cuatro o cinco fracciones principales. El término
incluye todos los aceites residuales, incluso el obtenido por reduccion de la viscosidad, asi como
mediante la mezcla de productos residuales de otras operaciones. La variedad de grados de los
combustibles pesados se produce de acuerdo a rigidas especificaciones con el fin de asegurar su
idoneidad para su posterior aplicacion especifica. Para los hidrocarburos que involucran el

fraccionamiento de aceites viscosos se utiliza cromatografia en columna (Speight, 2015).

3.2 APLICABILIDAD Y VENTAJAS DE TRATAMIENTOS DE

BIORREMEDIACION IN SITU

La bioestimulacion es el tratamiento ideal para residuos industriales que contienen mezclas
complejas de diversos tipos de hidrocarburos, entre ellos los HAP’s, ya que la dificultad del uso
de cepas bacterianas radica en que solo son capaces de degradar hidrocarburos especificos.

Para obtener una adecuada biorremediacion, se adicionan nutrientes para estimular el
desarrollo y actividad degradadora de los microorganismos autdctonos de la zona (Pefialoza

Paez, 2012).
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Tratamiento Descripeién Aplicabilidad Ventajas

Es la adicion de oxigeno, agua y Aguas subterraneas, Aceleracion de la  reproduccion de los
Bioestimulacion nutrientes minerales (usualmente  suelos. organismos indigenas de hasta 100 veces.

combinaciones de nitrogeno, fosforo y

trazas de metales)

Combina la ventilacion convencional del  Suelos Aborda la gama completa de hidrocarburos de

suelo  con biodegradacion. Los petroleo. Método eficaz en el suministro de
Bioventilacion componentes menos  volatiles  son microorganismos indigenas con oxigeno, como

biodegradados y los componentes apoyo a la degradacion.

volatiles son desfogados mediante

ventilacion convencional.

Aplicacion directa de microorganismos Aguas subterraneas, Una de las técnicas mas eficaces de
Bioaumentacién que pueden proceder del sitio de suelos. biorremediacion. Los microorganismos han sido

remediacion, de un proveedor fuera de las cultivados v adaptado, ademas, su capacidad

instalaciones o producto de ingenieria degradadora  puede incrementarse con

genética. contaminantes especificos y con las condiciones

de su entorno.

Sustancias sintéticas o biogenéticas son Alifaticos tanto solidos Mejora la accesibilidad de contaminantes para
Tensoactivos usadas para incrementar la solubilidad como liquidos, ademas los microorganismos, nutrientes y posiblemente

acuosa de hidrocarburos solidos y hidrocarburos oxigeno.

emulsificar hidrocarburos liquidos. aromaticos.

Suministro de nutrientes como nitrogeno,  Suelo, aguas Aceleracion  del  proceso  natural  de

Aplicacion de
fertilizantes

fosforo, potasio, etc., para estimular el
metabolismo  microbiano  de  los
microorganismos nativos degradadores de
petroleo.

subterraneas, sedimentos.

biodegradacion,  especialmente  en  areas

deficientes de nutrientes.

llustracion 1: Aplicabilidad y ventajas de tratamientos IN SITU; Fuente: (Korda, Santas, Santas, & A, 1997)

3.3 ESTADISTICA SOBRE RESIDUOS

3.3.1 ({QUE ES UN RESIDUO INDUSTRIAL?

Es cualquier sustancia sélida, liquida o gaseosa proveniente de procesos industriales, por lo

cual contaminan tierra, agua y aire. La clase de residuo producido depende del tipo de industria

de origen; este tipo de residuos no solo pueden generarse como resultado de un proceso, sino

también por eventuales emergencias o accidentes en los cuales el productor tiene la obligacion de

eliminarlos

0 realizar un

tratamiento
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Los residuos reflejan una ineficacia del proceso y la incapacidad de cerrar ciclos productivos
apegados a las normativas (Castells, Clasificacion y gestion de residuos: Reciclaje de residuos

industriales, 2012).
3.3.2 RESIDUOS PELIGROSOS

Residuo peligroso es una terminologia que engloba a todos los desechos de actividades
productivas que pueden representar un determinado riesgo o peligro para el hombre o para
cualquier otro tipo de organismo. De acuerdo con la Agencia de Proteccion Medioambiental
(EPA) de los Estados Unidos, los residuos peligrosos se definen como residuos o combinacion
de residuos que presentan un determinado peligro, ya sea actual o potencial, para la salud
humana o para otros organismos vivos, debido a alguno de los cuatro motivos genéricos
siguientes:

* No degradabilidad y persistencia en el lugar de vertido.

* Posibilidad de efectos nocivos por efecto acumulativo.

* Posibilidad de sufrir transformaciones bioldgicas, con agravamiento de sus efectos.

+ Contenido elevado en componentes letales.

Los residuos pueden ser peligrosos en virtud a las siguientes circunstancias:

* La concentracion de las sustancias que lo componen.

* La forma fisica en que se presentan (Castells, Clasificacion y gestion de residuos: Reciclaje
de residuos industriales, 2012).

En la actualidad se sintetizan miles de productos como es el caso de los CFC, DDT, muchos
plasticos, etc., los cuales permanecen en el medio ambiente muchos afios antes de ser

degradados, y no siempre se sabe exactamente qué puede suceder con ellos a mediano o largo
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plazo. Otro hecho que aumenta el dafio es la bioacumulacion que se produce en sustancias, como
algunos pesticidas del grupo del DDT. En otras ocasiones, los residuos se transforman en
sustancias més toxicas que ellos mismos. Residuos toxicos y peligrosos (segun las directivas de
la Union Europea) son los que contienen en determinadas concentraciones los metales: As, Cd,
Be, Pb, Se, Te, Hg, Sb y sus compuestos

» Compuestos de cobre solubles.

* Fenol, éteres, solventes organicos, hidrocarburos policiclicos aromaticos cancerigenos.

* [socianatos, cianuros organicos € inorganicos.

* Biocidas y compuestos fito farmacéuticos.

» Compuestos farmacéuticos.

* Polvo y fibras de asbesto.

* Peroxidos, cloratos y percloratos.

* Carbonilos de metales.

« Acidos y bases usados en el tratamiento de metales, entre otros (Castells, Clasificacion y

gestion de residuos: Reciclaje de residuos industriales, 2012).

3.3.3 GENERACION DE RESIDUOS PELIGROSOS EN LA UNION

EUROPEA

Los residuos peligrosos suponen un riesgo para la salud humana y el medio ambiente si no se
gestionan y se eliminan de forma segura. De los residuos generados en 2012, en la Union
Europea, alrededor de 100,7 millones de toneladas (4,0 % del total) se clasificaron como
residuos peligrosos (tabla 1). Esta cifra equivale a una media de 200 kg de residuos peligrosos
por cada habitante (de una media de 5,0 toneladas de residuos totales por habitante) (Eurostat,

Estadistica sobre residuos, 2015).
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En 2012, en comparacién con 2010, se generd un 2,2 % mas de residuos no peligrosos y un
3,3 % mas de residuos peligrosos; el volumen de estos Gltimos aumentd de 97,5 a 100,7 millones
de toneladas. Ese afio, la proporcion de residuos peligrosos en la generacion total de residuos fue
inferior al 10,0 % en todos los estados miembros de la UE excepto en Estonia, donde la
proporcion fue del 41,6 % del total, y en Irlanda, donde fue del 10,3 %. El elevadisimo
porcentaje de Estonia se debid principalmente a la produccién de energia a partir de esquisto
bituminoso. Del tercer grupo de paises que figuran en la tabla 1, Serbia fue el que registro la
proporcion més elevada de residuos peligrosos en la generacion total de residuos (26,6 %),
debido al elevado volumen de actividades extractivas, seguido de Bosnia y Herzegovina

(21,2 %) y de Noruega (12,7 %) (Eurostat, Estadistica sobre residuos, 2015).

Tabla 1: Total de residuos generados del 2010 al 2012 paises miembros de la UE; Fuente: (Eurostat, Eurostat, 2012)

Non-hazardous waste Hazardous waste
2010 2012 2010 2012
EU.28 2362 840 2414 380 97 490 100 730
Belgium 58 058 63373 4479 4258
Bulgaria 153843 147 845 13553 13407
Czech Republic 22395 21690 1363 1481
Denmark 14093 15139 1225 1193
Germany 343614 345038 19931 21984
Estonia 10038 128323 8962 9159
Ireland 17 835 12036 19872 1385
Greece 70141 72031 292 297
Spain 134528 115448 2991 3114
France 343543 333429 11538 11303
Croatia 3085 3256 73 123
Italy 150 084 153290 8543 9474
Cyprus 2335 2055 37 3N
Latvia 1430 2214 68 95
Lithuania 5473 5542 105 137
Luxembourg 10 061 8 082 380 315
Hungary 16195 15610 541 700
Malta 1328 1423 25 29
Netheriands 115899 118 753 4485 4 860
Austria 33410 32982 1473 1066
Poland 157 966 161641 1492 1737
Portugal 16 646 13639 667 545
Romania 218643 268 305 666 671
Slovenia 5869 4413 117 133
Slovakia 8 952 8055 415 370
Finiand 101778 90 170 2559 1654
Sweden 115117 153614 2528 2753
United Kingdom 229 564 233470 7004 §452
Iceland 503 513 8 16
Liechtenstein 304 463 8 4
Norway 7670 9 364 1763 1357
Montenegro 383 3
FYR of Macedonia 2178 7794 150 879
Serbia 22455 40 545 11161 14 457
Turkey 730 197 1009 238 3226 3988
Bosnia and Herzegovina 351 946
Kosovo 1165 1

Source Eurosiat (online data code env_wasgen)
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Entre 2004 y 2012 se registr6 un aumento del 11,1 % en cuanto a generacion de residuos
peligrosos por habitante. Los fuertes incrementos en algunos Estados miembros de la UE (por
ejemplo, Letonia o Dinamarca) se vieron compensados, en cierta medida, por reducciones en
otros once Estados miembros (por ejemplo, Chipre, Portugal y Rumania) (Eurostat, Estadistica

sobre residuos, 2015).

3.4 CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica que se usa mucho en la
determinacion de compuestos organicos. Con esta técnica se pueden separar mezclas muy
complejas; cuando se acopla con la espectometria de masas, como sistema de deteccion, es
posible la identificacion de los eluados con una alta sensibilidad, creando un sistema analitico
muy poderoso.

En la cromatografia la muestra se volatiliza y se inyecta en la columna cromatografica. La
elucion se produce por el flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
cromatografia, la fase mévil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcion es la
de transportar el analito a través de la columna. Los adsorbentes, tales como carbdn vegetal, gel
de silice y tamices moleculares, son las fases estacionarias en la CG. En el funcionamiento
sistematico basico, la muestra a analizar pasa a estado de vapor inyectandola a la columna
cromatografica; el gas de la fase movil se denomina gas portador y puede ser nitrégeno, helio,
argon e hidrégeno. Estos gases estan disponibles en tanques presurizados que requieren
reguladores de presion, calibradores y medidores de flujo para controlar la velocidad de flujo del

gas.
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La fase estacionaria es un liquido no volatil soportado en una pared capilar con particulas
solidas inertes como la tierra de diatomeas. La separacion se efectia a medida que los
componentes del vapor se equilibran con el gas portador y la fase estacionaria. La muestra se
detecta automaticamente mediante una sefial eléctrica; esta sefial se transmite a un sistema de
registro e integracion, el cual genera un cromatograma que representa un registro del andlisis. En
la mayor parte de los casos, el sistema integra automéaticamente el area de cada pico, realiza los
calculos e imprime un reporte con los resultados cuantitativos y los tiempos de retencién

(Contreras Lopez & Molero Meneses, 2012).

La velocidad de flujo del gas portador se controla para asegurar tiempos de retencién

reproducibles y minimizar las variaciones y ruidos en el detector.

Registrador

Microjernga r
Divisor de flup T = s
&) ! Detecior Electrometro
~_ Septum_ |l e ] o puente
Regulador kit 2 Y T
detlup | |
Regubdor = ‘ | DAC
. de presién r I
(A > | - [Grderador]
e Rotametroy
N
LL00 )
Columma
Gas portador

llustracion 2: Esquema de un cromatégrafo de gases; Fuente: (McNair &  Miller, 1998)
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CAPITULO 4 (Materiales y métodos)

4.1 MATERIALES

4.1.1 RECURSOS TECNICOS

Para la experimentacion se utilizaron los laboratorios de Ciencias de la Vida de la

Universidad Politécnica Salesiana, sede Cuenca.
4.1.2 MATERIALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizo tierra recolectada de la parroquia “El Valle” de la provincia del Azuay para realizar
el aislamiento de la bacteria Bacillus licheniformis e igualmente equipos y reactivos de los
laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana conjuntamente con

los desechos industriales de Plastiazuay.

4.2 METODOS

Las siguientes metodologias se basan y han sido relacionadas con la tesis “Seleccion de
microorganismos nativos de suelos contaminados con hidrocarburos con potencial uso en
procesos de biorremediacion ambiental” cuyo autor Delgado Ernesto (2011) propone una

metodologia que puede ser aplicada a la presente investigacion.
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4.2.1 METODOS DE INVESTIGACION

4.2.1.1 METODO CORRELACIONAL
Explicaciéon de la relacion entre el Bacillus licheniformis mezclado con aceite industrial

diluido y aceite industrial puro.

4.2.3.2 OBSERVACION
Mediante la observacién se puede realizar un andlisis continuo de las variables a fin de

verificar los cambios realizados en los diversos procesos de la investigacion.
4.2.4 METODOS ESTADISTICOS

4.2.4.1 DISENO FACTORIAL 2°
Realizado en el programa Minitab 17, analizando tres factores como son: medio de

crecimiento, temperatura y tiempo con dos niveles a probar.

4.2.4.2 ANALISIS ANOVA

Andlisis de significancia de toda la informacion recopilada.

4.2.4.3 DISENO ESTADISTICO DE REGRESION LINEAL

Permite realizar una proyeccion y andlisis de las variables que se correlacionan.

4.2.5 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA CARACTERIZACION DE Bacillus

licheniformis

La técnica descrita a continuacion es una adaptacion de los estudios de Olmos, Garcia, Bou,
Nieto (2011) quienes han realizado pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias del

género Bacillus.
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4.2.5.1 TINCION DE GRAM

Se realiza el frotis bacteriano y tincion de Gram teniendo en cuenta que Bacillus licheniformis
es una bacteria Gram positiva facultativa.

4.2.5.2 PRODUCCION DE LA ENZIMA CATALASA

Se coloca una gota de agua oxigenada en el portaobjetos y posteriormente un poco de la
colonia aislada; el burbujeo intenso indica la produccion de la enzima.

4.2.5.3 TINCION DE ESPORAS

Se realiza fijacion al calor de las bacterias en el portaobjetos para cubrir con verde malaquita,
se lava con agua y se agrega safranina para finalmente observar en el microscopio; las células
vegetativas se tifien de rosa y las esporas de verde.

4.2.5.4 UTILIZACION DE CITRATO DE SODIO

Se siembra la bacteria en medio Simmons dispuesto en tubos de ensayo a pico de clarin en
forma de estria durante 24 h a 35°C. Se produce un cambio de coloracién a azul oscuro.

4.2.5.5 SIEMBRA EN NaCl AL 7%

Crecimiento positivo de la bacteria en un medio con NaCl a 37°C.

4.2.5.6 SIEMBRA EN AGAR SANGRE

No debe presentar hemolisis al sembrar la bacteria en agar sangre durante 24 — 48h a 37°C.

4.2.5.7 ANAEROBICO FACULTATIVO

Existe crecimiento al sembrar la bacteria en agar chocolate en jarra gaspak durante 24h a
37°C.

4.2.5.8 OBSERVACION DE COLONIAS

Observacion de colonias lobuladas, color cremoso, 3-8 mm de diametro.
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4.2.5.9 MORFOLOGIA

Bacilos largos de 4 a 6 um y motiles en cadena.

4.2.5.10 VOGES-PROSKAUER

Se siembra la bacteria en medio Clark-Lubs a 37°C durante 48 h, Se afiade 0.6 mL de alfa
naftol al 5%, se agita y se afiade 0.2 mL de KOH al 40% finalmente se incuba durante 1 o0 2
horas a 37°C, después de 20 minutos aparece una coloracion roja.

4.2.5.11 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Se siembra la bacteria en agar manitol durante 24 h a 37°C y se produce un cambio de
coloracion a amarillo debido a que vira el indicador de pH indicando que fermentan el manitol.

4.2.5.12 BACTERIA MESOFILA

Existe crecimiento al sembrar la bacteria en agar TSA a 37°C y a 50°C.

4.2.5.13 HIDROLISIS DE GELATINA

Hidrolisis positiva al sembrar la bacteria en medio gelatina nutritiva mediante una picadura en
posicion vertical hasta una profundidad de 2-2.5 cm durante 24 h a 37°C, finalmente se coloca el

tubo en el refrigerador durante 2 h.

4.2.6 BIOENSAYOS EN CAJAS PETRI Y FRASCOS DE VIDRIO CON
AGAR TSA

4.2.6.1 DILUCION DE RESIDUO INDUSTRIAL

Se diluye el residuo industrial en 1/10 y 1/100 empleando aceite de vaselina estéril.
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4.2.6.2 BIOENSAYOS EN CAJAS PETRI
En 9 cajas Petri con agar TSA se siembra la bacteria Bacillus licheniformis y se colocan

cuatro discos de papel previamente esterilizados con una gota de residuo industrial durante 7 dias

a37°C.

Se emplean tres tratamientos con tres repeticiones.

Tabla 2: Repeticiones empleadas para analisis ANOVA; Fuente: Autor

REPETICIONES TRATAMIENTOS

3 Cajas Petri Residuo industrial
puro

3 Cajas Petri Residuo industrial
1/10

3 Cajas Petri Residuo industrial
1/100

4.2.6.3 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO
En nueve frascos de vidrio con agar TSA se siembra la bacteria y se colocan 2 mL de residuo
industrial durante 45 dias a temperatura ambiente, utilizando los mismos tratamientos empleados

en la tabla 2.
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4.2.7 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON CALDO LIQUIDO

ESPECIALIZADO

La técnica descrita a continuacion es una recopilacion de datos de Delgado, (2011) quien ha
realizado varias investigaciones acerca de la degradacion de hidrocarburos policiclicos

aromaticos (HAPs) mediante microorganismos.

4.2.7.1 PREPARACION DE LA SOLUCION BACTERIANA
Se siembra la bacteria en un matraz con 40 mL de medio TSA y se espera a que cubra toda la
superficie del medio, se afiade agua destilada previamente esterilizada y se agita lentamente para

lograr el desprendimiento de la bacteria para finalmente almacenarlo y codificarlo.

4.2.7.2 PREPARACION DEL CALDO LiQUIDO ESPECIALIZADO
Se esteriliza 1000 mL de agua destilada y se afiaden 3 g de NaNO3 0.25 g de MgSOy, 1 g de

K2,HPO,y 0.5 g de KClI, se autoclava y se dispensa en los frascos de vidrio.

4.2.7.3 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO

A los frascos de vidrio con el medio liquido especializado se afiaden respectivamente 2 mL de
residuo industrial, 1 mL de la solucion bacteriana, una gota de Tween y se deja en constante
movimiento por 45 dias a temperatura ambiente.

Los tratamientos empleados son los mismos utilizados en la tabla 2 en cuanto al residuo
industrial afadido.

4.2.7.4 SEPARACION POR EL METODO QUEChERS

La técnica descrita a continuacién es una adaptacion de los diversos métodos empleados por
Fuentes, Garcia, & Fernandez, (2015) para separar muestras y realizar las corridas mediante

Cromatografia de gases.
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4.2.7.4.1 FASE DE EXTRACCION

Después de los 45 dias se coloca 8.77 mL del contenido de los frascos en un tubo de
centrifuga, se agrega 10 mL de acetonitrilo y se agita durante 1 minuto en el vortex, se agregan 6
g de MgSQO, 1.5 g de acetato de sodio y se agita por 1 minuto, finalmente centrifugar a 4000 rpm
por 5 minutos.

Repetir para cada tratamiento.

4.2.7.4.2 FASE DISPERSIVA

Se transfiere una alicuota de 5 mL del proceso anterior en un tubo con 400 mg de
difenilamina, 400 mg de silicagel y 1200 mg de MgS04, centrifugar a 4000 rpm por 5 minutos.

Finalmente se extrae 2 mL de alicuota y se guarda en tubos cénicos con capacidad de 1.5 mL

debidamente etiquetados en el congelador.

4.2.7.5 ANALISIS POR CROMATOGRAFO DE GASES
Se analiza la muestra pura sin bacterias afiadidas para establecer un rango de degradacion, lo que
da como resultado una gran cantidad de picos que no se analizan de manera cuantitativa sino
cualitativa por lo que se procede a realizar una comparacién de datos para verificar si hubo o no

degradacion.
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5.1 RECOLECCION DE DATOS

5.1.1 PRUEBAS PARA CARACTERIZACION DE Bacillus licheniformis

Tabla 3: Listado de analisis para la caracterizacion de Bacillus licheniformis; Fuente: Autor

PRUEBAS RESULTADOS
Tincion de Gram Negativo
Produccion de la enzima catalasa Positivo
Tincion de esporas Positivo
Utilizacion de citrato de sodio Positivo

NaCl 7% Crecimiento

Siembra en agar sangre

Ausencia de hemolisis

Anaerébico facultativo

Crecimiento

Observacion de colonias

Lobuladas, color cremoso, 3-4 mm de

didmetro

Morfologia del bacilo

Tamafio 2-4 um, presencia de esporas

Voges-Proskauer Positivo
Fermentacion de carbohidratos Positivo
Temperatura de crecimiento Mesofila
Hidrdlisis de gelatina Positivo

Los resultados presentados confirman que la bacteria aislada es Bacillus licheniformis.
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Tabla 4: Corrida de muestra sin dilucion en ausencia de bacterias; Fuente: Autor

. Parcemtaje en
Tiempo de retencion | Arsa bajo la ourva | relacion al totzl
1.080 Q33873286 2106
2.095 410281423 LX15%
2.137 §15773088 17 Bl
2.38 1480704 R
3.027 11E6211 R
3.100 1200952 L5
3.270 1320913 UL
3435 1246433 0L
3.672 3668320 . 16%
3.0 44E7820 f15%
3878 1524617 lLUE%
3.045 JETE200 11%
4.132 11938470 3
4.198 16344306 VR
4327 43E307E f15%
4398 3113461 LUETs
4487 14783302 235
4.363 15104550 247
4.707 4311280 0 15%
4.793 13255187 L3
4882 31618407 el
3.008 10930810 3B
5172 21026870 ol%
5.142 21243420 045
5428 18326102 [L33%
5483 11333564 R
5.590 20738283 bl
5.855 20087830 U3k
5.023 DESRIRG 2B
6.060 2313914 3%
§.185 TI334E ik
6.277 2040641 Lol
§.482 BI8104610 12l
6.530 365282 L 16%
.63 31E0006 15%
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TOTAL | 3456462448 | 100%

5.2 ANALISIS DE DATOS

La informacion recopilada, tras los procesos previamente descrito, permite analizar mediante
los disefios estadisticos el de factores conjunto dptimos de biorremediacidn en cuanto a procesos
de elaboracion de laminados, ademas, de una comparacion de sustancias degradadas antes de, y

después de colocar la bacteria en el residuo puro y diluido.

5.2.1 DATOS PARA ANALISIS ANOVA

Tabla 5: Tratamientos y niveles empleados para analisis ANOVA: Fuente: Autor

Temperatura Tiempo (Dias) Medio de crecimiento
21°C 5 TSA
37°C 45 Caldo especial

5.2.2 AREA BAJO LA CURVA CONSIDERANDO LOS DIVERSOS

TRATAMIENTOS

Tabla 6: Area bajo la curva y representacion en porcentaje de contaminante considerando los diversos tratamientos;
Fuente: Autor

Tiempo Temperatura Medio Area total bajola| % Contaminante
(dias) (°C) nutritivo curva presente

5 21 TSA 3456462448 100

45 21 TSA 3238476166 93.69
5 37 TSA 2226475467 64.41
45 37 TSA 2002013244 57.92
5 21 Caldo especial 2279702941 65.95
45 21 Caldo especial 1394035049 40.33
5 37 Caldo especial 3150721825 91.15
45 37 Caldo especial 1421375467 41.12
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5 21 TSA 3425334427 99.09
45 21 TSA 3455377230 99.96
5 37 TSA 2226990883 64.42
45 37 TSA 2083840811 60.28
5 21 Caldo especial 2250716492 65.11
45 21 Caldo especial 1003563098 29.03
5 37 Caldo especial 3025215123 87.52
45 37 Caldo especial 1891351892 54.71

Con la ayuda de ANOVA se realiza una mejor interpretacion de datos mediante graficos

explicativos como son: gréaficas de Pareto, de caja, y de efectos principales.

5.3 PRESENTACION DE RESULTADOS

5.3.1 DETERMINACION DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA

DEGRADACION

Para evaluar el nivel apropiado de cada tratamiento, para una mejor respuesta en el proceso de
degradacion, se realizan tres tipos de grafica a partir del analisis estadistico ANOVA vy disefio
factorial 2k determinando asi que la temperatura que influye de mejor manera es de 37°C a 45

dias en caldo especial preparado; segun la grafica de efectos principales, de Pareto y de caja.
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Grafica de efectos principales para % Contaminante presente
Medias de datos

Tiempo (dias) Temperatura (*C) Medio nutritivo
a0
Fi=)
o
T W
=
65
60
5 45 21 37 (aldo especial TSA

lHustracion 3: Grafica de efectos principales para biodegradacion; Fuente: Autor

En comparacion con los dos niveles de cada tratamiento (tiempo, temperatura y medio de
crecimiento) se determina que los siguientes valores son los adecuados para el proceso, debido a
que la media de degradacion es menor en estos valores, lo que indica la disminucion de
concentracion del contaminante en dichos tratamientos; es decir, se obtuvo mayor

biodegradacion:
Tiempo: 45 dias

Temperatura: 37°C

Medio de crecimiento: Caldo especial
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Degradacion; a = 0,05)

Factor MNombre
A Tiempo
B Temperatura
C Medio Mutritivo

2 4 6 8 0 )
Efecto estandarizado

lustracion 4: Diagrama de Pareto; Fuente: Autor

El diagrama de Pareto nos muestra la interaccion de factores que tienen repercusion en el
proceso degradativo; en este caso muestra que la temperatura conjuntamente con el medio

nutritivo influyen més que el tiempo y el medio de crecimiento individualmente.
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Grafica de caja de % Contaminante presente

100 —
==

90 =
80

70

60 —
50 H

40

30 E

% Contaminante presente

20
Medio nutritivo P & B & &2 & & <&
() () < (4
R R Ky R
&° &° ¥ °
@ (&4 (& &
Temperatura (°C) > N V> A
Tiempo (dias) o) N

lustracion 5: Graficas de caja de contaminante presente. Fuente: Autor

Mediante el grafico de cajas se observa la distribucion de los datos, ademas de establecer
comparaciones cuyo resultado es que los datos de los tres tratamientos son simétricos pero que
existe mayor cantidad de los mismos en el medio caldo especial que en el TSA. De igual manera,
se observa que la media de los datos ubicados en caldo especial tienen menos porcentaje de
contaminante presente que en caldo TSA, lo que confirma asi la significancia del tratamiento con
medio nutritivo.

5.3.1.1 FACTORES QUE TIENEN REPERCUSION EN EL PROCESO MEDIANTE
ANALISIS DE VARIANZA

Gracias al valor p obtenido de cada factor se puede determinar la significancia del mismo en
el proceso de biorremediacion. Se debe tomar en cuenta que un valor p menor a 0.05 es
significativo; es decir, es influyente en cuanto a la degradacion (Ruiz Bueno, 2015).
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Se comprueba que la temperatura tiene un valor p de 0,442; es decir, no tiene significancia.
En tanto que el valor p de tiempo es de 0,077 y el valor p de medio nutritivo es de 0,069; o sea,

es el més aproximado a ser significativo de los tres factores analizados mediante ANOVA.

Analisis de Varianza

Fuente  GL SC Ajust, MC Ajust. ValorF Valorp
Tiempo 1 1,99628E+18 1,99628E+18 3,64 0,077
Error 14 768778E+18 54912T7E+17

Total 15 9,68406E+18

lHustracion 6: Valor p obtenido de tiempo en ANOVA. Fuente: Autor

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust, MC Ajust. Valor F Valorp
Medio Nutritivo 1 2,10128E+18 2,10128E+18 388 0,089
Error 14 758280E+18 541628E+17

Total 15 968406E+18

lHustracion 7: Valor p obtenido de medio nutritivo en ANOVA. Fuente: Autor

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor P Valorp
Temperatura 1 414634E+17  4,14634E+17 063 0442
Error 14 926942E+18 662102E+17

Total 15 9,68406E+18

lustracion 8: Valor p obtenido de temperatura en ANOVA. Fuente: Autor
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5.3.2 BIOENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON AGAR TSA

5.3.2.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO

La muestra utilizada para este analisis se la obtuvo luego de la degradacion del residuo sin
dilucion en caldo TSA.

Los datos que se presentan a continuacién son los mas representativos del cromatograma,
debido a que el area bajo la curva encontrada en estos picos es un indicativo que requeriria de
mas tiempo para culminar su degradacion. Como se observa en algunos casos, aln existe un
porcentaje de contaminante de hasta el 18%, por lo que se confirma la biodegradacion; pero, al
ser mayor el area bajo la curva, existiria mayor cantidad en dichos picos, por lo que es necesario
mas tiempo para eliminar el contaminante.

La muestra 1 representa el residuo sin la accion de las bacterias, por lo que se utiliza como
base para efectuar una comparacién con la muestra 2 y 3, en cuyos casos esta presente el
microorganismo. Cabe destacar que en el tiempo de retencion 1.972 se encuentra la curva del

diluyente por lo que no se toma en cuenta para el analisis.

45



Tabla 7: Area bajo la curva de muestra Sb (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en TSA, y (T.R) tiempos de retencién. Fuente: Autor

MUESTRA
Area bajo
la curva

Frasco Sb 1 14784952
sin

dilucion

Muestra 2
sin

dilucion

en TSA

Cb

réplica 1

Muestra 3
sin

dilucion

en TSA

Cb

réplica 2

1001601

208048

T.R (10.953)

% Area
curva

100 8335763

6 1536296

1.40 327287

5.3.2.1.2 PORCENTAIJE DE DEGRADACION

T.R (12.695)
Area bajo la

'%
Area
100

18.43

3.92

En la muestra 1 no existe degradacion debido a que no estan presentes las bacterias; en la

muestra 2 y 3 si existe degradacion de hasta el 98.60% en 45 dias. Se estima que sea necesario

mas tiempo para la eliminacién del contaminante, aproximadamente 3 meses.

Tabla 8: Porcentaje de degradacion en muestra (Sh) sin bacteria y (Cb) con bacteria en TSA, y tiempos de retencion (T.R).

Fuente: Autor

MUESTRA % DEGRADADO
T.R (10.953)
Frasco Sb sin diluir 1 0
Muestra sin diluir en 2 94
TSA Cb réplica 1
Muestra sin diluir en 3 98.60

TSA Cb réplica 2
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llustracion 9: Picos encontrados en la muestra de residuo sin diluir en ausencia de bacteria. Fuente: Autor

PORCENTAJE DE CONTAMINANTE
PRESENTE EN LA MUESTRA SIN DILUIR

Frasco Sb TSACb 1 TSA Cb 2

Muestra 1 Muestra 2

llustracion 10: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria. Fuente: Autor

Se puede observar en el grafico que existe menos del 20% de contaminante en las muestras en

TSA, indicando asi que se ha producido més del 80% de degradacion.
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5.3.2.2 DISENOS ESTADISTICOS

Segun el disefio estadistico de regresion lineal se presenta una situacion ideal en la que todos
los puntos de un diagrama de dispersion se encuentran en una linea recta al cuantificar la relacion
entre las variables temperatura y tiempo de degradacion, es decir, el 100%, en este caso el
92.57% ha obtenido una recta con mejor ajuste de puntos por lo que se va a poder explicar solo
este porcentaje en cuanto a las variables tiempo de degradacion y temperatura.

En cinco dias a temperatura de 37°C empieza la biodegradacion mientras que a 30°C la
degradacion empieza a los 25 dias, es decir, entre los dos factores el mas influyente es la

temperatura.

Tiempo de degradacion = -2,5714% + 105,57

R*=0,9257
50

45
40
35
30
25
20
15
10

0 5 10 15 20 25 30 35 40

lHustracion 21: Disefio estadistico de regresion lineal con variable tiempo y temperatura. Fuente: Autor
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5.3.3 BIODENSAYOS EN FRASCOS DE VIDRIO CON CALDO LiQUIDO

ESPECIALIZADO

5.3.3.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Para una mejor presentacion y comparacion de areas bajo la curva del contaminante

degradado se toma la muestra sin dilucion ademas de la diluida 1/10, y se efectta el analisis. Se

hace énfasis en los tiempos de retencion: 6.338, 6.922, 9.015, 10.958, 11.817, 12.693 cuyas areas

bajo la curva son las mas persistentes y necesitarian de méas tiempo para degradarse, ademas, se

toma en cuenta que son las de mayor concentracion en la muestra sin diluir y en ausencia de

microorganismos.

Tabla 9: Area bajo la curva de muestra Sb (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en caldo especial sin diluir después de 60 dias,
y (T.R) tiempos de retencion. Fuente: Autor

T.R (6.338) T.R (6.922) T.R (9.015) T.R (10.958) T.R (11.817) T.R (12.693)
Area A A A . A
: 0p | Area | op | AreA | o | AT o | ireabajol % | AT | o
bajo la | . bajola | . bajola | ; bajola | . . bajo la | .
Area Area Area Area| la curva | Area Area
curva curva curva curva curva
Frasco Sb
<in il 20840641 100 | 4165788 100 |3884638| 100 [14784952| 100 |414628322| 100 | 8333763 100
Frasco Cb
sin dilur 1563797 | 7.50 | 1747770 | 41.95 | 1762383 45.36 | 7690375 | 52.01 | 141607327] 34.15 | 2639570 31.66
réplica 1
Frasco Cb
sin dilur 21966 | 0.10 | 46491 1.11 | 49319 | 126 | 28965 | 0.19 | 16375838 | 3.94 | 20997 | 0.25
réplica 2

5.3.3.1.2 PORCENTAJE DE DEGRADACION

Se puede observar que existe biodegradacion del contaminante al analizar las areas bajo la

curva en tiempos de retencidn representativos después de 60 dias.
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Tabla 10: Porcentaje de degradacion en muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria en caldo especial después de 60 dias, y
tiempos de retencion (T.R). Fuente: Autor

PORCENTAJE DE CONTAMINANTE PRESENTE EN
CALDO ESPECIAL

mT.R(6.338) mT.R(6.922) mT.R(9.015) m T.R(10.958) mT.R (11.817) mT.R (12.693)

| P

Frasco Sb sin diluir Frasco Cb sin diluir réplica 1 Frasco Cb sin diluir réplica 2

100%

80%

60%

40%

20%

0%

lustracion 32: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sh) sin bacteria, (Cb) con bacteria después de 60
dias, y (T.R) tiempos de retencion. Fuente: Autor

En el grafico se observa que los frascos Cb (con bacteria) presentan menos del 60% de
contaminantes a diferencia del frasco Sb (sin bacteria) en residuo sin dilucion que presentan el

100% del contaminante después de 60 dias.
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Tabla 11: Area bajo la curva de muestra Sb (sin bacteria) y Cb (con bacteria) en caldo especial diluido 1/10 después de 60
dias, y tiempos de retencion (T.R); Fuente: Autor

T.R (2.078) TR (9.015) T.R (10.967) T.R (11.848) T.R (12.698)
Area baj . Area baj . Area baj . Area baj . Area baj .
rea bajo %5 Area rea bajo 2% Area rea bajo %% Area rea bajo 2% Area rea bajo 2% Area
Ia curva Ia curva Ia curva Ia curva Ia curva
Frasco Sb
i il 4192816250 100| 3884638 100| 14784952, 100| 41462832200  100] 8335763 100
Frasco 3 Ch
10 1024513656| 24.43| 1328953  34.21| 10467969| 70.80| 1511006273 36.44] 2627209 3151
ff;’c“c" 1285227742]  30.65 71566]  1.84]  32082]  o022| 17765799 042 476200 057
f;f;c"mb 1100812087|  2625|  164035|  422| s69s41|  s.88| 341600847] 823] 255192| 3.6

5.3.3.1.3 PORCENTAJE DE DEGRADACION

Tabla 12: Porcentaje de degradacion en muestra (Sb) sin bacteria y (Cb) con bacteria en caldo especial diluido 1/10 después
de 60 dias, y tiempos de retencion (T.R); Fuente: Autor

%o

0% 0 2 %

DEGRADADO| DEGRADADO |DEGRADADO| DEGRADADO | DEGRADADO
T.R (2.078) T.R (9.015) TR (10.267) | TR (11.848) | T.R(12.098)

Frasco Sb 0 0 0 ly 0

Frasco 1 Cb 75 57 65.79 29 70 63.56 68.49

1/10

Frasco 2 Cb 6935 98 16 99.78 9958 99.43

1/10

f;f;c 03 Ch 73.75 95.78 94.12) 91.77, 96.94

Se puede apreciar en la tabla que existe biodegradacion en los frascos que contienen caldo

especial con residuo diluido 1/10 después de 60 dias.
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PORCENTAJE DE CONTAMINANTE
PRESENTE EN CALDO ESPECIAL

100%

80%

60%

40%

11| —

0 I — J— | —-—

Frasco Sb sin dilucion Frasco 1 Cb 1/10 Frasco 2 Cb 1/10 Frasco3 Cb 1/10

X

ET.R(2.078) MWT.R(9.015) MmT.R(10.967) mT.R(11.848) mT.R(12.698)

lustracion 13: Porcentaje de contaminante presente en cada muestra (Sb) sin bacteria, (Cb) con bacteria después de 60
dias, y (T.R) tiempos de retencion; Fuente: Autor

5.4 DISCUSION

El proposito de esta investigacion fue determinar la capacidad degradativa de la bacteria
Bacillus licheniformis para residuos industriales de empresas de laminados plasticos. Sobre todo,
se pretendio6 aportar a la gestion integral de residuos peligrosos empleando un método amigable
con el medo ambiente y la salud humana.

De los tres factores (tiempo, temperatura y medio nutritivo) en los que se analizaron dos
niveles de cada uno (5 — 45 dias), (37°C - 21°C), (TSA - caldo nutritivo) respectivamente, se
puede deducir que el tratamiento a 21°C en caldo nutritivo especial durante 45 dias es el ideal
para la biorremediacién de residuos industriales de esta naturaleza. Al emplear una temperatura
de 37°C la degradacién resulta mas rapida pero al mismo tiempo mas costosa; parametro que se

desea evitar, debido a la temperatura promedio de la zona.
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Existen aspectos que ain se deben considerar y que no han sido resueltos por no ir acorde al
corte investigativo de este trabajo como la determinacion y porcentaje de los contaminantes
presentes, ya que es un estudio cualitativo y no cuantitativo.

A diferencia con el autor Meneses Parra (2014), el microorganismo utilizado para
biorremediacion de residuos provenientes de laminados fue Bacillus licheniformis, no solo
Trichoderma como lo realiza él. Ademas de que la investigacion se realiz6 en laboratorio y no en
suelo a campo abierto. Estas diferencias se deben a los cortes investigativos de ambas
monografias relacionadas con la biorremediacion de residuos industriales. Por otro, lado el
tiempo de degradacion también difiere de la expuesta por Meneses Parra (2014) en 90 dias, a
diferencia de la expuesta por esta investigacion durante 45 dias a temperatura ambiente. Esta
desigualdad es entendible debido a las distintas concentraciones de residuo industrial analizado
entre los investigadores.

También existen congruencias con el investigador Cando Rodriguez (2011) en relacion a la
elaboracion del medio nutritivo y la metodologia empleada para la biorremediacion. Es decir, el
caldo utilizado como base para el desarrollo de la bacteria fue el mismo utilizado por Cando
Rodriguez (2011) para biorremediaciéon de residuos que presentan HAP’s, al igual que los
factores como: agitacion, dilucion del residuo y temperatura ambiente.

El tiempo de biorremediacion es uno de los principales factores a considerarse porque se lo
puede disminuir aumentando la temperatura; pero, al mismo tiempo esto generaria costos

adicionales, por lo que se deja abierto este tema para futuras lineas de investigacion.
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Los hallazgos encontrados en este trabajo pueden aplicarse a otros sistemas de
biorremediacion, considerando las constantes halladas, ademas de consideraciones técnicas utiles

para otros microorganismos que no sean Bacillus licheniformis.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES



CAPITULO 6 (Conclusiones y recomendaciones)

6.1 CONCLUSIONES

Segun los diversos procedimientos aplicados y analisis de datos se ha concluido que la
bacteria Bacillus licheniformis degrada con mayor rapidez a temperatura de 37°C en un caldo
especializado, el mismo que cuenta con varios nutrientes que le permiten un ambiente 6ptimo
para desarrollarse y biodegradar.

Los resultados son significativos ya que a dicha temperatura, la degradacion empieza a los
cinco dias; mientras que a temperatura ambiente, la degradacion comienza a los 45 dias.

En cuanto a la diferencia entre agar TSA y caldo nutritivo preparado se concluye que en agar
TSA solo se produce la biodegradacién a temperatura de 37°C, en tanto que el caldo funciona a
dos temperaturas (21°C y 37°C) existiendo solo una diferencia de tiempo de biodegradacion
entre las mismas.

La bacteria Bacillus licheniformis ha logrado degradar residuo industrial en sus diferentes
tratamientos; es decir, puro y diluido. Los métodos empleados son mas baratos a diferencia de
otros métodos como incineracién o estabilizacion y reutilizacion después de la retirada de
plasticos y desechos que llegan a costar hasta $16000 (EMAC, 2014). El tratamiento de los
mismos esta a cargo de una compafiia llamada GADERE S.A. (Gestiébn Ambiental de Residuos)
en una planta técnicamente adecuada en Guayaquil.

Segun la informacion técnica de ITOPF (2014), existen estudios sobre hidrocarburos
mezclados con plasticos, cuyo método de separacion es:

- Recoleccion de hidrocarburos liquidos lixiviados durante almacenamiento

temporal.
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- Lavado con agua para separacion.
- Retirada del agua libre.
- Compresion.
Las opciones de desecho son:
- Degradacion mediante compostaje o técnicas de compost de hidrocarburos
mezclados con algas marinas o adsorbentes naturales.
- Relleno Sanitario.
- Incineracién.
Otra opcion es el tratamiento térmico que con ayuda de desemulsificantes reducen la
viscosidad de los hidrocarburos para que resulte méas facil bombearlos.
Estas opciones no son del todo positivas ya que en algunos casos pueden resultar mas toxicos y
dafiinos al medio ambiente, como la incineracion; ademdas de costosas, como se Vio
anteriormente. Por lo tanto el proceso de biorremediacion, mediante el uso de Bacillus
licheniformis, constituye una excelente idea para aplicarlo y adaptarlo a maneras industriales en

empresas de laminados plasticos que cuentan con el mismo problema.

6.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda adaptar este procedimiento a condiciones de campo, es decir, cambiar diversos
factores como son: temperatura, asepsia, caldo nutritivo empleado y agitacion.
De esta manera esta recomendado aplicar el proceso en el area misma de biorremediacion

reduciendo costos y obteniendo el resultado esperado.
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ANEXOS



lHustracion 44: Residuo industrial sin diluir con Bacillus licheniformis en agar TSA. Fuente: Autor

lHustracion 55: Residuo industrial sin diluir con Bacillus licheniformis a los 5 dias a 37°C en agar TSA. Fuente: Autor

57




lHustracion 17: Crecimiento en agar chocolate en jarra Gaspak a 37°C. Fuente: Autor
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llustracion 18: Crecimiento de Bacillus licheniformis en agar sangre, ausencia de hemolisis. Fuente: Autor

lHustracion 19: Burbujeo por presencia de la enzima catalasa. Fuente: Autor
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lHustracion 20: Prueba bioquimica positiva citrato de sodio en medio Simmons. Fuente: Autor

llustracion 21: Cambio de coloracion de verde a azul del medio Simmons positivo. Fuente: Autor
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lHustracion 22: Prueba bioquimica fermentacion de carbohidratos en agar manitol. Fuente: Autor

lHustracion 23: Cambio de coloracién de rojo a amarillo que indica la fermentacion de carbohidratos. Fuente: Autor
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lHustracion 24: Tincion de esporas, celulas vegetativas rosadas, esporas verdes. Fuente: Autor

62



lustracion 25: Biodegradacion a los 45 dias en caldo especial preparado. Fuente: Autor
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lustracion 26: Biodegradacion a los 60 dias en caldo especial preparado. Fuente: Autor
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lustracion 27: Biodegradacion a los 80 dias en caldo especial preparado. Fuente: Autor
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