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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

A: Area

ALU: Aceite lubricante usado de motor Diésel.

API: American Petroleum Institute — Instituto Americano del Petroleo

api: Analytical Profile Index - indice Analitico de Perfil

ASTM: American Socitey for Testing and Materials — Sociedad Americana para
Ensayos y Materiales.

BR: Biorreactor.

cm: centimetros

cSt: Centistoke

CTT: Centro de Tecnologias del Transporte.

D: Diametro

FBR: Fotobiorreactor.

g: gramos

GEI: Gases de efecto invernadero

h: Altura

hi: Altura del Liquido

L: litros

mg: miligramos

mL: mililitros

NTC: Norma Técnica Colombiana.

PBB: Bifenilos Polibromados

PCB: Bifenilos Policlorados.

PCT: Terfenilos Policlorados

pH: Potencial de Hidrogeno

r: radio

rpm: Revoluciones por minuto.

SAE: Society of Automotive Engineers— Sociedad de Ingenieros Automotrices.
T: Temperatura

TAN: Numero acido total es una medida de la concentracién de acido presente en
el aceite lubricante.

TBN: Numero bésico total el cual representa la alcalinidad dada en mg de
Hidréxido de Potasio que tiene un gramo de aceite (mgKOH/qg).

UFC: Unidades formadoras de colonia.

V: Volumen

%: Porcentaje

%R: Porcentaje de Remocién

°C: Grados Celsius
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GLOSARIO

ACEITE LUBRICANTE USADQO: es catalogado como todo aceite lubricante que
ha perdido sus propiedades iniciales por el uso del mismo.

AISLAMIENTO BACTERIANO: separacion de colonias de un determinado tipo de
microorganismos del resto que la acompafian

BIFENILOS POLICLORADOS: compuestos organoclorados y volatiles que son
considerados como toxicos y peligrosos.

BIOESTIMULACION: proceso en el cual se estimula el crecimiento bacteriano con
el fin de la incrementar y mejorar la capacidad de degradacion de la poblacion
microbiana.

CEPA BACTERIANA: conjunto de bacterias con igualdad de caracteristicas
biologias, es decir bacterias de la misma especie.

COLONIA BACTERIANA: agrupacion de bacterias provenientes de una bacteria
madre con el mismo género y especie.

CONTAMINANTE: sustancia que se encuentra presente en un medio al cual no
pertenece y por ende puede causar efectos adversos a la salud y el ambiente.

DEGRADACION: proceso en el cual un contaminante es eliminado o metabolizado
por agentes externos como bacterias, procesos fisicoquimicos entre otros.

HALOGENOS TOTALES: hacen referencia a un grupo de 6 elementos diferentes,
los cuales compartes propiedades quimicas similares.

INOCULO: suspension de bacterias utilizadas en el tratamiento de los aceites
lubricantes usados de motor

MEDIO DE CULTIVO: es una mezcla de nutrientes en condiciones adecuadas
ideales para el crecimiento esencial de microorganismos.

REMOCION: eliminacién o diminucién de un contaminante.

TERMOSTATO: instrumento automatico que sirve para la regulacion de
temperatura en un sistema

TRATAMIENTO: procedimiento que es aplicado a variables independientes el cual
genera un cambio en los valores de las variables que son dependientes.
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RESUMEN

Los aceites lubricantes usados de motor Diésel contienen un alto nivel de
contaminantes que adquieren a lo largo de su vida util, los mas comunes son los
metales pesados tales como el hierro, cobre, zinc, entre otros; estos pueden
provenir del desgaste de las piezas del motor o de la adicion de aditivos. Sin
embargo, no son los Unicos, existen otros no tan comunes y mas complicados de
tratar como lo son los Bifenilos Policlorados y Halégenos Totales que al no ser
removidos del aceite correctamente pueden causar graves impactos ambientales y
a la salud. Esta investigacion tiene como enfoque el tratamiento del aceite lubricante
usado para la remocion de estos ultimos contaminantes por medio de un consorcio
bacteriano aislado presente en el mismo.

El aislamiento y la identificacion de cada una de las cepas bacterianas
pertenecientes al consorcio tuvo una duracién de 3 meses, siguiente a esto se
realizé el tratamiento del aceite lubricante usado (ALU) a tres proporciones
diferentes de consorcio/ALU y finalmente se establecieron las especificaciones
técnicas para el disefio del Biorreactor para el cultivo del consorcio bacteriano.

La investigacién determiné que el consorcio estd conformado por cuatro cepas
diferentes, tres pertenecientes al género Bacillus y una al género Streptococcus;
con las cuales se llevo a cabo el tratamiento biol6gico del ALU durante 7 dias, a
una temperatura de 36 °C, 100 rpm y en condicion de aerobiosis; dicho cultivo mixto
logro una remocion maxima del 99.2 % de los Hal6geno Totales y de un 84,52 % de
Bifenilos Policlorados presentes en el aceite lubricante usado.

Palabras clave: ALU, Bifenilos Policlorados, Hal6genos Totales, Tratamiento,
Biorreactor, Remocion.
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ABSTRACT

Used diesel lubricating oils contain a high level of contaminants that acquire
throughout their useful life, the most common are heavy metals such as iron, copper,
zinc, among others, these can come from the deterioration of engine parts or the
addition of additives. However, they are not the only ones, there are others which
are not so common and more complicated to treat such as Polychlorinated Biphenyls
and Total Halogens which, when they are not removed from the oil correctly, can
cause serious environmental and health impacts. This research has as focus the
treatment of the lubricating oil used for the removal of these last pollutants by means
of an isolated bacterial consortium present in it.

The isolation and identification of each of the bacterial strains belonging to the
consortium had a duration of 3 months, followed by the treatment of the used
lubricating oil (ULO) at three different consortium/ULO proportions and finally the
technical specifications for the design of the bioreactor for the bacterial consortium
culture were established.

The investigation determined that the consortium is formed by four different strains,
three belonging to the genus Bacillus and one to the genus Streptococcus; with
which the biological treatment of ULO was carried out during 7 days, at a
temperature of 36 °C, 100 rpm and in aerobic condition; this mixed culture achieved
a maximum removal of 99.2% of Total Halogens and 84.52% of Polychlorinated
Biphenyls present in the used lubricating oil.

Keywords: ULO, Polychlorinated Biphenyls, Total Halogens, Treatment,
Bioreactor, Removal.
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INTRODUCCION

La utilizacién de fuentes fosiles tales como el crudo, el petrdleo y el gas, los cuales
constituyen aproximadamente el 85% de la canasta energética utilizados para suplir
la demanda a nivel mundial y nacional, genera una serie de impactos que
corresponden a : La disminucion de los recursos naturales no renovables, la
dependencia energética al no contar con los recursos naturales suficientes que
satisfagan la demanda interna de cada pais y por ultimo el aumento de los gases
de efecto invernadero (GEI) generados por los diferentes procesos de combustion?.
Como consecuencia de la utilizacion de combustibles fésiles para la generacion de
energia, el sector de transporte tiene una contribucion respecto a la emision de los
GEI con un valor de 72.5 Megatoneladas alrededor de todo el mundo?.

Los impactos mencionados se reflejan en la obtencion de energia, el desarrollo
econdmico y tecnologico de Colombia; principalmente del sector transporte que se
cataloga como el principal consumidor de energia con una participacion del 40.32%
de la total consumida; utilizando como principal fuente energética el petrdleo y sus
derivados®. Para el sector automotriz el consumo de aceites lubricantes en
Colombia es de 25°740.000 galones al afio; del total del consumo en el pais se sabe
que 14°000.000 galones/afio de aceites lubricantes son tratados para ser
reutilizados y estos a su vez tienen una equivalencia aproximada del 36% del
consumo, por tanto, se deduce que mas del 60% de estos aceites no tienen una
buena disposicién y generalmente son vertidos en cauces de agua, alcantarillado,
rellenos sanitarios o son quemados*.

Debido a ello, en Colombia para el afio 1996 y segun la ley 253 los aceites utilizados
fueron catalogados como residuos peligrosos al pertenecer al grupo de sustancias
y articulos de desechos que contengan, o estén contaminados por Bifenilos
Policlorados (PCB), Terfenilos Policlorados (PCT) o Bifenilos polibromados (PBB)>.

1Castro, Fredy, Morales, Cortazar, Trujillo. Investigacion Centro De Tecnologias De
Transporte (CTT). Bogota D, C: 2016. p. 12

2 bid., p. 12.

3 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE MINAS Y ENERGIA. Proyeccion de
demanda combustibles liquidos en Colombia. [Sitio WEB]. Bogoté D.C. La entidad. [10,
septiembre, 2018]. Disponible en:
http://www1.upme.gov.co/DemandaEnergetica/Proyeccio%CC%81nDemandalL%C3%ADq
uidos- Rev2016.pdf

4 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14 pdf

5> COLOMBIA. CONGRESO DE LA REPUBLICA. Ley 253 (17, enero, 1996). Por medio de
la cual se aprueba el Convenio de Basilea sobre el control de los movimientos
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Una alternativa para mitigar los efectos negativos que se generan por el uso
excesivo de las fuentes fosiles es la reutilizacion de residuos con altos contenidos
de hidrocarburos como los son los aceites usados de motor diésel, que al reducir la
carga contaminante derivada de su uso a partir de diferentes tratamientos se puede
usar como una base parafinica que puede ser aprovechada como combustibles o
lubricante; y al mismo tiempo contribuir con la generacion de conocimiento y
tecnologia para afrontar los nuevos avances tecnolégicos mundiales que se derivan
de estas problematicas®.

Los tratamientos convencionales utlizados para aprovechar los aceites lubricantes
son princpalmente procesos fisicoquimicos dentro de los cuales se encuentran, el
método de acido arcilla, el proceso BERK, el proceso KTI entre otros, los cuales,
aungue brindan una alternativa para la reutilizacion de los aceites lubricantes tienen
al mismo tiempo un gran inconveniente, estos tratamientos generan residuos
peligrosos debido a la utilizacién de productos quimicos en su implementacion,
ademas de ser muy costosos. Por tanto, se ve la necesidad de implementar
tratamientos en los cuales no se generen residuos peligrosos o toxicos, ni de dificil
manejo y que sean al mismo tiempo rentables; por ende, el tratamiento
microbioldgico es una excelente alternativa.

Por lo anterior, la presente investigacibn se basa en evaluar el proceso
microbiolégico para el tratamiento de residuos toxicos y peligrosos presentes en los
aceites lubricantes usados de motor Diésel; mediante la aplicacién del tratamiento
seleccionado se busca principalmente la remocién de Bifenilos Policlorados y
Halogenos Totales del aceite lubricante usado, ya que estos son considerados
compuestos peligrosos y cancerigenos.

transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminacién, hecho en Basilea el 22 de
marzo de 1989. En: Presidencia de la Republica de Colombia. Bogota D.C.1996. 4 p.

6 INTERNATIONAL ENERGY AGENCY. World Energy Outlook 2015. [En linea]. Paris,
Francia: 2015. [Consultado 11, septiembre, 2018]. Disponible en: Disponible en:
https://www.iea.org/publications/freepublications/publication/WEO2015.pdf
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la disminucién de Bifenilos Policlorados (PCBs) y Halégenos Totales,
mediante el uso de un consorcio bacteriano aislado presente en el aceite lubricante
de motor usado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas del aceite de motor Diésel usado de forma quimica
y fisica.

e Establecer las condiciones de crecimiento para las cepas seleccionadas.

e Cuantificar la remocién de Bifenilos Policlorados y Halégenos Totales en el
aceite lubricante usado mediante las cepas seleccionadas.

e Establecer las especificaciones técnicas para el disefio de un biorreactor para el
cultivo bacteriano.
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1. MARCO TEORICO
1.1 ACEITES LUBRICANTES

Los aceites lubricantes son sustancias provenientes del petréleo y compuestas,
generalmente la mayoria de los aceites contienen diversos tipos de hidrocarburos
gue son utilizados para disminuir la friccion de las partes rodantes o deslizantes,
limpiar algunas piezas, enfriar los sistemas y proteger contra la corrosion. Los
aceites lubricantes son una combinacion de aceites base que suministran
caracteristicas lubricantes primarias y aditivos que sirven para aumentar la
eficiencia, rendimiento y vida Util de estos. Los aceites base estan compuestos por
hidrocarburos entre el 75% y el 85% de la composicion total’.

1.1.1 Composicion media de los aceites lubricantes. Los aceites pueden ser de
diferentes tipos, mineral, procesos de refinacion o sintéticos por sintesis quimica.
La mezcla de aceites sintéticos y minerales da lugar a los aceites base
semisintéticos. En la tabla 1 se muestra la composicibn media de hidrocarburos
presentes en los aceites base.

Tabla 1. Composicion media de aceite base.

Tipo de sustancia Hidrocarburo Composicion
Parafinas Alcanos 45 - 76%
Naftenos Ciclo alcanos 13 - 45%

Aromaticos Aromaticos 10 — 30%

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14.pdf

e Bases minerales: son un subproducto de la refinacion del crudo, sus
caracteristicas son dependientes del origen del crudo y el proceso especifico de
refinacion utilizado por el fabricante. Este tipo de bases contienen excelentes
propiedades por lo que el crudo parafinico es uno de los mas utilizados en la

7 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit, p.14.

26


https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-14.pdf

fabricacion de aceites lubricantes. Los crudos aromaticos y naftenos le atribuyen
al aceite propiedades importantes como una mejora al comportamiento a
temperaturas bajas y un gran poder disolvente®,

e Bases sintéticas: las bases sintéticas son elaboradas partir de reacciones
petroquimicas. Estas aportan mejores propiedades lubricantes, mayor punto de
fluidez a temperaturas bajas, alta estabilidad térmica, alta estabilidad a la
oxidacion, alto indice de viscosidad y menores volatilidades, en comparacion con
las minerales®.

e Bases semisintéticas: se componen de una mezcla de bases minerales y
bases sintéticas en diferentes proporciones, dicha mezcla conserva las
propiedades de los aceites sintéticos™®.

e Bases vegetales: se utilizan para la produccidon de “aceites verdes”
biodegradables y no téxicos*.

1.1.2 Funciones de los aceites lubricantes. Los aceites lubricantes tienen papeles
fundamentales como evitar el rozamiento entre piezas o materiales, aumentar el
rendimiento de los equipos o motores en los cuales son utilizados, entre otros;
ademas de esto también desempefian otras actividades fundamentales para que
asegurar el correcto funcionamiento de la maquinaria manteniéndola en buenas
condiciones durante largos periodos!?. Entre estas otras funciones, cabe destacar
las siguientes:

e Refrigeracion: esta funcion es la segunda mas importante luego de lubricar ya
gue ayuda a la disipacién del calor manteniendo el equilibrio térmico de la
maquina que se produce debido a los rozamientos, frotamientos, combustion
entre otros. En algunos casos el equipo no cuenta con un sistema de
refrigeracién esta funcién sera muy Util gracias a que Unicamente se podra
eliminar calor mediante el aceite. Se podra decir entonces que el aceite
contribuye a eliminar entre un 10% y un 25% del calor total generado en la
magquinals.

e Eliminacion de impurezas: las maquinas y equipos lubricados generan
contaminantes o impurezas de todo tipo, propias de los procesos ejecutados

8 GULF OIL INTERNACIONAL. Manual técnico Gulf. [Sitio WEB]. Buenos Aires, Argentina:
La entidad [09, septiembre, 2018]. Disponible en: http://remex.com.ar/descargas_web/1-
1%20Gulf%20-%20Manual%20Tecnico%20de%20Lubricantes. pdf

° lbid., p.7.

10 |bid., p.7.

1 bid., p.7.

12 |bid., p.2.

13 GULF OIL INTERNATIONAL. Op. Cit., p.3.
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como la combustién), particulas provenientes de la corrosién o del desgaste y
contaminantes externos como polvo, agua, etc. Lo que hace el lubricante es
eliminar mediante la circulaciéon de estas impurezas, asi manteniéndolas en
suspension en el seno y llevandolos hasta los elementos filtrantes. Esta funcién
es importante para que las particulas no se depositen en el equipo y que no se
acelere el desgaste en cadena, que puedan taponar conductos de lubricacion o
producir consecuencias duras para las partes mecanicas lubricadas4.

e Anticorrosivo y anti-desgaste: los lubricantes contienen propiedades que
pueden aumentarse con aditivos especiales, como por ejemplo para ayudar a la
preservacion de la corrosion de diferentes tipos de metales y aleaciones que
conforman las piezas del equipo o las estructuras y/o piezas mecanicas?'®.

e Sellante: un ejemplo donde el lubricante debe cumplir la funcién de sellante es
en la camara de la combustion de los motores de combustién interna y en los
émbolos de los amortiguadores hidraulicos, esto se debe a que el lubricante
realiza estancas en zonas donde pueda existir fugas de otros liquidos para evitar
la contaminacion y disminuir el riesgo del bajo rendimiento?®.

e Transmisor de energia: los lubricantes tienen otra funcion caracteristica que es
transmitir energia de un punto a otro del sistema, este es un comportamiento
tipico de los fluidos hidraulicos. Los aceites lubricantes que abastecen las
necesidades del mercado son utilizados en el sector industrial: mediante los
aceites de proceso, de turbinas, hidraulicos, de corte, de transformador,
solubles, de temple o blancos, asi como los lubricantes que abastecen el sector
automotor, como aceites para motores a gasolina, para motores diésel,
transmision y de dos tiempos?'’.

1.1.3 Propiedades de los aceites lubricantes. Los aceites lubricantes tienen
diversas funciones a realizar durante el tiempo de servicio, para ello deben cumplir
con especificaciones en sus propiedades con el fin de cumplir con los estandares
reglamentarios; estas propiedades se describen a continuacion:

e Indice de viscosidad (LV): se entiende como indice de viscosidad a la relacién
existente entre la viscosidad y la temperatura del aceite. Para medir el indice de
viscosidad se establece una escala donde un valor de 100 hace referencia a un
aceite altamente parafinico y cero a un aceite altamente nafténico. Un aceite de
alto LV presenta menos cambios en la viscosidad con la variacion de la
temperatura que un aceite de bajo LV, ya que la escala del indice de viscosidad

4 Ibid., p. 3.
15 Ibid., p. 3.
18 |bid., p. 3.
17 GULF OIL INTERNATIONAL. Op. Cit., p.3.
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es muy sensitiva'®.

e Punto de fluidez: se llama punto de fluidez, al valor de temperatura en el cual
el aceite escasamente fluye bajo condiciones de prueba determinadas. Esta
propiedad junto con la viscosidad permite determinar si un aceite es apto para el
funcionamiento en clima frio®®.

e Residuo de carbono: hace referencia a la cantidad de carbono que permanece
después de someter el aceite a calentamiento sin estar en contacto con el aire,
es decir, después de la evaporacion de la parte volatil del aceite. La prueba es
medida de la cantidad de componentes pesados que permanecen en el fondo,
de igual forma indica la volatilidad del aceite?°.

e Resistencia a la oxidacién: en los aceites lubricantes se forman productos
perjudiciales provenientes de la oxidacion, debido a que el aceite se somete a
altas temperaturas en presencia de aire. La capacidad que tiene un aceite para
resistir la oxidacion bajo determinadas condiciones se define calentandolo entre
300-500°F, pasando aire a través del aceite y con cobre o hierro presentes como
catalizadores. Sin embargo, el aceite lubricante durante su tiempo de servicio
esta sujeto a gran variedad de condiciones oxidantes, por ello ninguna prueba
puede relacionarse perfectamente con el servicio real??.

¢ Resistencia a la corrosion: hace referencia a la capacidad que tiene el aceite
lubricante para evitar la corrosion en las piezas metalicas, para ello se exponen
pequefias partes de dicho metal al aceite por un par de horas; el aceite se
mantiene generalmente a 350 °F aproximadamente y bien agitado. Si no se
presentan perdidas de peso en las probetas, podria afirmarse que el aceite
lubricante no es corrosivo. Esta propiedad puede mejorarse agregando aditivos
calificados como anticorrosivos?2.

e Detergencia: esta propiedad evita que los productos de la combustion y la
oxidacion se depositen en el motor limpio. Y ejerce una accion disolvente o de
limpieza sobre los residuos acumulados en los motores sucios. Por ello es
importante que el aceite tenga esta capacidad detergente y la prueba mas

18 AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Sistema de
recoleccién de aceites residuales para estaciones de servicio y servitecas, contribuyendo
con el cuidado y la preservacion del medio ambiente.[En linea]. Tesis. Universidad EAFIT,
Medellin, Colombia: 2006. [Consultado 09, septiembre, 2018]. Disponible en:
http://documentacion.ideam.gov.co/openbiblio/bvirtual/021246/portada. pdf

19 1bid., p. 24.

20 |bid., p. 25.

21 |bid., p. 25.

22 AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Op. Cit., p. 25.
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adecuada para medir esta propiedad es un ensayo real en el motor?3,

e Dispersion: propiedad de un aceite lubricante de motor que hace que las
impurezas insolubles que se forman gracias a la combustion y oxidacion del
aceite se mantengan suspendidas. Cuando un aceite tiene baja calidad de
dispersion estos compuestos se precipitan o aglomeran formando una notable
capa de depositos en diferentes partes del motor. Para mejorar esta propiedad
en los aceites se incorporan aditivos dispersantes?4.

e Estabilidad de la espuma: los aceites siempre que son agitados forman
espuma. Esta propiedad hace referencia a la capacidad del aceite para evitar la
formacion de espumas estables, la cuales se generan principalmente cuando el
aceite contiende aditivos detergentes o dispersantes. Esta caracteristica se
mejora gracias a la incorporacion de aditivos conocidos como antiespumantes?>.

e Caracteristicas de presion extrema: hace referencia a la habilidad que tiene
un aceite de actuar como lubricante a condiciones de presion extrema, esto se
permite gracias a los aditivos clasificados como agentes de presion extrema?®.

e Reaccién con el agua: se entiende como la capacidad que posee un aceite
para separarse del agua, se determina por medio de una mezcla de partes
iguales de agua y aceite, evaluando el tiempo que requiere dicha separacion?’.

¢ Homogeneidad: capacidad que tiene el aceite de homogenizarse con los
aditivos, no debe existir separacién alguna que se indica generalmente por un
enturbiamiento en el aceite?.

e Compatibilidad: hace referencia a la propiedad de los aceites lubricantes para
ser compatibles con aditivos y otros aceites, para predecir el comportamiento de
la mezcla. Cualquier variacion por minima que sea en la concentracion del
aditivo provoca diferencias notables en el funcionamiento del lubricante?®.

1.1.4 Produccién y consumo en Colombia. En Colombia la produccién de aceites
lubricantes se da en un 95 % por multinacionales como Chevron, Texaco, Petrobras,
Castrol y empresas nacionales como Terpel y Brio. El otro 5% se refiere a
productores nacionales que no reportan a ninguna entidad. Del 95% inicial, la

23 |bid., p. 26.
24 |bid., p. 26.
% |bid., p. 27.
%6 |bid., p. 27.
27 |bid., p. 28.
28 AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Op. Cit., p. 29.
2 1bid., p. 29.
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distribucion del mercado se estableci6 para diferentes segmentos como se
evidencia en la Tabla 2.

Tabla 2.Distribucion del mercado de aceites lubricanes en Colombia.

Segmento Porcentaje
Industrial 13%

De proceso 19%

Automotor 68%

Fuente: ASOCIACION COLOMBIANA DEL PETROLEO. Informe estadistico Petrolero
2013. [Sitio WEB]. Bogota D.C. La entidad. [15, diciembre, 2018]. Disponible en:

https://acp.com.co/web2017/images/pdf/publicaciones_e_informes/informe_estadistico_pe
trolero/Informe%20Estadistico%20Petrolero%202013.pdf

Segun el Dane el comercio de los lubricantes para el afio 2015 tuvo una subida
importante, como el afio en que las ventas de aceites lubricantes fueron histéricas

debido a que obtuvo unas cifras que superaron el afio 2011 en un 11% como se
muestra a la ilustraciéon 1.%°

llustracién 1. Variacion real del indice de ventas de lubricantes para autos.
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Fuente: SERNA, Marylin y BARRERA, Isabel. Trabajo de grado gerencia de ventas. [En
linea]. Trabajo de grado. Universidad Externado, Bogota D.C.: 2017. [Consultado 01,
Marzo, 2019]. Disponible en: https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-
spa-2017-Plan_y_estructura_de_Ventas_Global_0O%C3%ADI_aceites_y_lubricantes.pdf

30 SERNA, Marylin y BARRERA, Isabel. Trabajo de grado gerencia de ventas. [En linea].
Trabajo de grado. Universidad Externado, Bogota D.C.: 2017. [Consultado 01, Marzo,
2019]. Disponible en: https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-spa-
2017-Plan_y_estructura_de_Ventas_Global_0%C3%ADI_aceites_y_lubricantes.pdf
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Para los afios 2012, 2013 y 2014 el sector automotor es el mayor demandante de
aceites lubricantes en Colombia, seguido del sector industrial. Las ventas
nacionales de aceites lubricantes en barriles por afio se pueden observar en la
ilustracion 2.

llustracién 2. Ventas nacionales de lubricante por tipo.
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Fuente: SERNA, Marylin y BARRERA, Isabel. Trabajo de grado gerencia de ventas. [En
linea]. Trabajo de grado. Universidad Externado, Bogota D.C.: 2017. [Consultado 01,
Marzo, 2019]. Disponible en: https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-
spa-2017-Plan_y_estructura_de_Ventas_Global 0O%C3%ADI_aceites_y_lubricantes.pdf

Los aceites lubricantes del segmento industrial son usados en aplicaciones donde
las condiciones de presion y temperatura son extremas, por ende, poseen una
mezcla de aditivos para garantizar su buen desempenio. Los lubricantes de proceso
son utilizados ampliamente en el curtido de pieles, manufactura de cosméticos, para
la industria textil, piezas de ceramica, entre otros.

Por ultimo, el segmento automotor contiene todos los aceites de lubricacion, de
trasmision y los usados en motores estacionarioss?.

1.1.5 Usos y aplicaciones de los aceites lubricantes. Los aceites lubricantes
estan disefiados para mantener los equipos con buena calidad, eficiencia y
confiabilidad, por ello las aplicaciones industriales mas comunes son3?:

31 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 15.

32 MOBIL INDUSTRIAL. Lubricantes industriales por aplicacion. [Sitio WEB]. Colombia. La
entidad. [05, septiembre, 2019]. Disponible en: https://www.mobil.com.mx/es-
mx/industrial/lubricants/applications
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e Compresores de aire
e Cojinetes

e Motores a Gas

e Engranes

e Hidraulicos

e Turbinas

1.1.6 Clasificacion de los aceites lubricantes para motor. El sector automotor es
uno de los principales consumidores de aceites lubricantes en el pais, ademas de
los aceites lubricantes usados en los motores de combustion existen otros tipos por
eso0 es necesario clasificar los aceites lubricantes de motor. Para ello existen dos
tipos de sistemas principales de clasificacion.

1.1.6.1 Sistema de clasificacion de viscosidad SAE. Encasilla los aceites
dependiendo de su viscosidad a 100°C y diversas temperaturas por debajo. A
temperaturas elevadas la viscosidad se relaciona con propiedades de desgaste o
consumo y a temperaturas bajas la viscosidad pronostica el comportamiento cuando
se trabaja en condiciones de arranque en frio33.

1.1.6.2 Sistema de clasificacion API. Clasifica los aceites dependiendo su
comportamiento en diversos motores a condiciones controladas. El Instituto
Americano de Petrdleo realiza una descripcion simple de los aceites lubricantes de
motor con el fin de facilitar la tarea de rotulado, al igual que para elegir el aceite
apropiado para cada caso®*.

1.2 ACEITES LUBRICANTES USADOS

Los aceites lubricantes usados (ALU) son identificados como residuos peligrosos
debié a los contaminantes que contienen entre ellos los mas importantes son los
Bifenilos Policlorados y los halogenuros totales que son considerados como
cancerigenos®. Los aceites usados provienen principalmente de parte de la
industria automotriz, como en los talleres de reparaciones de automoviles,
estaciones de servicio, talleres de cambio de aceite, entre otros. En Colombia las
industrias que utilizan y por ende generan mayor cantidad de aceites usados son:
alimentos, productos de cemento y mineria, quimica, construccién de maquinarias,
metalurgica, textil, productoras de energia eléctrica y electronica, vidrio, entre
otras®e.

33 AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Op. Cit., p. 30.

3 AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Op. Cit., p. 32.

3 COLOMBIA. CONGRESO DE LA REPUBLICA. Op. Cit., p. 1.

36 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO SOSTENIBLE. Op.
Cit., p. 18.
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1.2.1 Contaminantes de los aceites lubricantes usados. Los aceites lubricantes
adquieren contaminantes a lo largo de su vida util debidos procesos de oxidacion,
combustion y desgaste que atraviesan durante el tiempo de servicio. Dichos
productos aceleran el envejecimiento y provocan fallas en el funcionamiento 6ptimo
del lubricante, los principales compuestos contaminantes presentes en los aceites
lubricantes usados se evidencian en el cuadro 1.

Cuadro 1. Contaminantes de los aceites usados segun su origen.

Componente Origen
Agua Combustion
Hidrocarburos polinucleares Combustion incompleta
aromaticos
Hidrocarburos livianos Dilucion del combustible
Plomo Gasolina plomada — Desgaste de
piezas
Bario Aditivos detergentes
Calcio Aditivos detergentes
Magnesio Aditivos detergentes
Zinc Aditivos antidesgaste y antioxidantes

Aditivos antidesgaste y antioxidantes

Fésforo
Desgaste
Hierro
Desgaste
Cromo
Desgaste
Niquel
Desgaste
Aluminio
Desgaste
Cobre
Desgaste
Estafio
Aditivos — Gasolinas plomadas
Cloro
Silicio Aditivos
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Cuadro 1. (Continuacion)

Componente Origen
Azufre Base lubricante — productos de la
combustion

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14.pdf.

Existen dos contaminantes que no se encuentran en la tabla, pero son de gran
relevancia a la hora de hablar de impurezas presentes en el aceite lubricante usado,
ya que este fue considerado un residuo peligroso gracias a la presencia de estas
sustancias.

1.2.1.1 Bifenilos Policlorados. Los Bifenilos Policlorados son compuestos
organoclorados, estos pueden ser resinosos, solidos, o liquidos aceitosos. Gracias
al cloro son muy estables y su degradacion no es facil, no son hidrolizables ni
solubles en agua, pero en solventes organicos si. Existen tres fendmenos para la
concentracion de los PCBs: bioconcentracion, bioacumilacion y biomagnificacion®’,

Los Bifenilos son considerados peligrosos debido a la toxicidad de este compuesto,
sus efectos pueden llegar desde un sarpullido y comezdn hasta el desarrollo de un
cancer, dependiendo de la concentraciéonse.

1.2.1.2 Hal6genos Totales. Los Halégenos constituyen una familia de elementos
como lo son el fluor, cloro, yodo y estafio, estos elementos tienen similitudes en sus
propiedades quimicas, gracias a la disposicion de siete electrones en la 6érbita
externa de la estructura atdmica de cada uno de los elementos®.

La toxicidad de estos elementos depende de la concentracion a la que es expuesta,
puede llegar de un ahogo, tos, opresion toracica, aunque también puede llegar a un
edema pulmonar que puede llegar a ser mortal“©.

8% REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 19.

% Ibid., p. 23.

39 ENCICLOPEDIA DE SALUD Y SEGURIDAD EN EL TRABAJO. PROPIEDADES DE LOS
HALOGENOS Y SUS COMPUESTOS. [Consultado el Marzo, 2019]. Disponible en:
http://www.mitramiss.gob.es/es/publica/pub_electronicas/destacadas/enciclo/general/cont

enido/tomo4/104-07 .pdf

40 |bid., p. 2.
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1.2.2 Caracteristicas fisicoguimicas de los aceites usados. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de los aceites lubricantes varian a medida que este se va
desgastando, ya que se acumulan compuestos contaminantes que hacen que los
aceites pierdan las propiedades originales. Las caracteristicas tipicas de los aceites
usados se ven plasmadas en la Tabla 4.

Tabla 3. Caracteristicas tipicas de los aceites usados.

Caracteristica Automotriz
Viscosidad a 40°C, SSU 97 - 120
Gravedad a 15,6°C, °API 19 - 22
Peso especifico a 15,6 °C 0,9396 — 0,8692

Agua %vol 0,2-33,8
Insolubles en benceno, % peso 0,1-42
Solubles en gasolina, %vol 0,56 — 33,3
Punto de ignicion, °C 78 — 220
Potencia calorifica, MJ/Kg 31,560 — 44,880

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14.pdf.

1.2.3 Usos no adecuados de los aceites usados. Actualmente a nivel Colombia
existen practicas inadecuadas implementadas para la disposicién de los aceites
lubricantes usados®*!; dichas practicas traen consigo consecuencias negativas las
cuales se presentan en el cuadro 2.

1 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 19.
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Cuadro 2. Consecuencias del mal uso de los aceites lubricantes usados.

Usos no adecuados de los
aceites lubricantes usados

Consecuencia

Impermeabilizacion de suelos

No filtracion de agua

Vertido al suelo, fuentes de agua,
alcantarillado y sistemas de drenaje

Contaminacion de fuentes hidricas, que
seran aun mas dificiles de tratar

Control de maleza

Muerte de plantas

Mezclas de plaguicidas

Contaminacion cruzada en cultivos

Mezclas con solventes

Peligro para el consumidor ya que no es
un disolvente nuevo

Mezclas con aceites dieléctricos
contaminados con PCB

Los PCBs son contaminantes toxicos y
dificiles de tratar

Combustibles cielo abierto y
combustiones no controlados

Contaminacién por COz2y material
particulado.

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].

Disponible en:

https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-

14.pdf.

1.2.4 Efectos ambientales de los contaminantes presentes en los aceites
usados. El aceite lubricante usado tiene muchas caracteristicas de su estado
original, como los hidrocarburos alifaticos de cadena linea e hidrocarburos
policiclicos aromaticos; estos tienen propiedades parecidas a las del benceno.
Debido a las altas temperaturas y presiones a las que son sometidos estos aceites
en los motores se generan una serie de contaminantes como lo son los metales
pesados como aluminio, manganeso, niquel, cobre, provenientes de las partes del

37



https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-14.pdf
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-14.pdf

motor desgastado*2. Una fraccion del aceite usado es liberado al ambiente por el
escape del motor, también puede entrar al agua o al suelo dependiendo la
disposicion final que se le dé; puede llegar al ambiente como consecuencia de su
mala disposiciéon*3. En el cuadro 3 se muestran los efectos ambientales sobre los
principales recursos naturales debido al mal manejo de los aceites lubricantes de
desecho.

Cuadro 3. Efectos ambientales derivados del mal manejo de los aceites usados.
Recurso Efecto

Los aceites lubricantes usados
desfavorecen la transferencia de
oxigeno en los organismos presentes
Agua en los cauces de agua, produciendo
efectos toxicos sobre estos, debido a
gue forma una pelicula sobre la
superficie del cuerpo del agua.

Al estar en contacto con el suelo los
aceites lubricantes usados dafian el
Suelo humus vegetal, generando alto riesgo
de contaminacion de aguas
subterraneas y superficiales y alterando
la fertilidad del suelo.

Cuando el aceite lubricante usado es
guemado sin control puede emitir la
mas alta cantidad de plomo al aire que
cualquier otra fuente industrial. Al
Aire contener compuestos  aromaticos
policiclicos cuando se descomponen en
gases 0 en pequefas particulas, estos
se incorporan a su vez en la atmosfera.

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogota D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14 .pdf.

“2 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 56.
43 |bid., p. 57
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1.2.5 Efectos en la salud de los contaminantes de los aceites lubricantes
usados. Existen muchos efectos a la salud asociados con los mayores
contaminantes de estos aceites, esto dependera de la concentracion, el tiempo de
exposicion y a la manera de cOmo se entré en contacto con estos, los efectos se
describen a continuacion.

Cuadro 4. Efectos sobre la salud de los contaminantes presentes en el ALU.
Contaminante Efecto en la salud

El plomo es un contaminante altamente toxico debido a que
puede afectar casia cualquier 6rgano y sistema del cuerpo, en
este caso el mas sensible es el sistema nervioso. La exposicion
prolongada a este contaminante puede causar deterioro en las
funciones principales del sistema nervioso, puede producir
Plomo debilidad en dedos, mufiecas y tobillos, aumento en la presion
sanguinea y anemia. A niveles altos de exposicion puede
causar dafos serios en el cerebro y rifiones, causa en mujeres
embarazadas abortos espontaneos y puede hasta causar la
muerte.

Debido a la inhalacion de niveles altos de este contaminante,
Cromo el cromo puede producir revestimiento interno de la nariz,
secrecion nasal, ulceras nasales y problemas respiratorios
como asma, respiracion jadeada y falta de aliento.
Generalmente este contaminante no genera riesgos para la
Aluminio salud, sin embargo, si se es expuesto a altas cantidades puede
generar enfermedades graves debido al excesos del aluminio
como problemas de cebero o huesos.

A altas concentraciones el nitrobenceno puede producir
metahemoglobinemia que es la incapacidad de transportar
Nitrobenceno | oxigeno en la sangre, también puede dafar el higado y a bajos
niveles puede generar dolor de cabeza, debilidad, somnolencia
e irritacion en piel ojos.

Cobre A altos niveles de cromo puede producir irritaciones en la
garganta y la nariz.
Zinc Al respirar altas cantidades de polvos y vapores de zinc puede

producir una enfermedad llamada fiebre de vapores de metal
gue es de corta duracion.

Cloro El cloro a niveles bajos puede producir irritacién de garganta,
nariz y ojos, en altas cantidades puede producir alteraciones
del ritmo respiratorio y dafio de los pulmones.
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Cuadro 4. (Continuacion)

Contaminante Efecto en la salud
Bifenilos A niveles bajos de este contaminante puede tener efectos
Policlorados | como salpullidos o piel con acné, también alteraciones en la
(PCBs) sangre y orina lo cual indicaria enfermedades al higado.

Cuando los Bifenilos Policlorados se mezclan con plaguicidas
puede haber alteraciones significativamente graves para la
salud.

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogotéa D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14.pdf.

1.2.6 Tratamiento de los aceites usados. Existen una serie de operaciones
unitarias a las cuales los aceites usados pueden ser sometidos con el fin de eliminar
algunos contaminantes generados durante su uso. Los mas comunes son*:

Sedimentacion

Calentamiento

Centrifugacion

Demulsificacion

Filtracion

Destilacion flash

Adsorcién e intercambio idnico

1.2.7 Tecnologias empleadas para el re-refinamiento de ALU. Actualmente
existen diversas tecnologias que son empleadas en el tratamiento de los aceites
lubricantes usados, dentro de las cuales se destacan:

“41pid., p. 45.
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Cuadro 5. Tecnologias empleadas para el re-refinamiento de los ALU.

Tecnologia

Descripcion

Proceso convencional

El aceite usado se calienta hasta 170 °C, para eliminar
el agua y los compuestos volatiles.

Se enfria hasta 30°C y se mezcla con acido sulfurico
concentrado, para remover gran parte de los

International)

Acido — Arcilla contaminantes en forma de lodo.
Al aceite obtenido se le agrega arcilla para mejorar su
color y niveles de acidez.
Finalmente, se filtra para eliminar soélidos en
suspension.
Proceso KTI El aceite usado se deshidrata, se destila al vacio;
(Kinetics Technology extrayendo el aceite por el

destilado y los contaminantes por los fondos de la torre.
Se le agrega arcilla para aclararlo y se filtra para
eliminar solidos en suspension.

Proceso Meinken

El aceite usado se deshidrata, para eliminar los
contaminantes de bajo punto de ebullicion.

Se envia a una unidad de rompimiento térmico
(termocracking), para eliminar los contaminantes.

Por la parte superior de la unidad de termocracking, se
obtiene el destilado (spindleoil).

El spindleoil se trata con acido sulfurico, obteniendo un
aceite acido y un desecho acido.

El aceite acido se envia a una unidad de vacio, para
eliminar la fraccion de gasoil.

El aceite resultante, se envia a una unidad de filtracion
— neutralizacién, para obtener una base lubricante de
alta calidad.
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Cuadro 5. (Continuacion)

Tecnologia Descripcion

Se mezcla el aceite usado con un solvente (2 —
propanol, metil — etil — cetona o 1 — butanol).

Se mantiene durante tres dias en un tanque con poca
Extraccion por solvente | agitacion, con el fin de sedimentar las impurezas
orgéanicas.

El aceite resultante se destila para recuperar el
solvente y obtener un aceite re — refinado de alta
pureza.

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Manual técnico para el manejo de aceites lubricantes usados de origen
automotor e industrial. [Sitio WEB]. Bogotéa D.C: 2014. La entidad. [11, septiembre, 2018].
Disponible en:
https://acp.com.co/web2017/images/pdf/combustiblesylubricantes/FAU/Manual-AU-final-
14.pdf.

1.2.8 Tratamientos bioldgicos para el aceite lubricante usado. En la actualidad
no existen muchos estudios en los tratamientos biolégicos para la recuperacion de
los aceites lubricantes debido a que todos estos estan enfocados a la recuperacion
de lodos y suelos contaminados por aceites de motor usados.

Hace poco se realiz6 un estudio del tratamiento de los aceites lubricantes usado
con bacterias sulfato reductoras para la disminucion de contaminantes en donde
logro aislamiento de dos cepas bacterianas (una de las cuales pertenece al género
Clostridium), las cuales fueron aptas para la disminucién de metales pesados y
azufre que estan presentes en el aceite lubricante de motor Diésel*®. A continuacién,
se muestra el cuadro de resultados que se obtuvieron después del tratamiento a los
ALU.

4% GUTIERREZ, David y PEREZ, Johana. Evaluacion del tratamiento biolégico para la
disminucién de azufre y metales pesados en aceites lubricantes usados de motor diésel,
como posible alternativa para la industria automotriz. [En linea]. Tesis. Fundacion
Universidad de América, Bogota D.C.: 2019. [Consultado 13, mayo, 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/7382/1/6131051-2019-1-1Q.pdf
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llustracion 3. Resultados de experimentacion.

Cepa B Réplica B Cepa D Réplica D

50% 75% 50% 75% 50% 75% | 50% | 75%
Fosforo 10,8 -26,4| -10,3| -242| 236| -155| 18,6| -154
Hierro 64,5 87,1 53,2 855, 53,2 758 419| 790
Zinc 0,5 -306, -76| -298| 152| -18,3| 124| -184
Cobre 44 4 77,8 44,4 72,2| 333 61,1 22,2| 66,7
Silicio 50,0 76,9| 38,5 769| 577 80,8| 57,7| 827
Sodio -2,1 274 126 -3,2| -326| -10,5| -36,8 8,4
Aluminio 52,6 84,2| 57,9 84,2 526 73,7| 42,1| 737
Molibdeno 10,3 -48,3| -20,7| -37,9 10,3 -24,1| -13,8| -24,1
Calcio 0,35 -095| 7,97| 12,05| -485| -0,95 -563| -0,69
Magnesio 14,1 -49,6| -23,9| -41,1 2,7 -30,6 04| -246

Fuente: GUTIERREZ, David y PEREZ, Johana. Evaluacidon del tratamiento biolégico para
la disminucion de azufre y metales pesados en aceites lubricantes usados de motor diésel,
como posible alternativa para la industria automotriz. [En linea]. Tesis. Fundacién
Universidad de América, Bogota D.C.: 2019. [Consultado 13, mayo, 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/7382/1/6131051-2019-1-1Q.pdf

Como se observa en la figura anterior se realizd el tratamiento con dos cepas
distintas y con una replicada de cada uno en donde se tomaron dos diferentes
concentraciones de 50% y 75%; los valores que se muestran en negativo indican
que la concentracion de dichos contaminantes aumento en el tratamiento y los de
valor positivo indican que la concentracibn de estos disminuye durante el
tratamiento.

1.2.9 Aplicaciones del aceite lubricante usado tratado. A partir de procesos de
tratamiento para los aceites lubricantes usados, estos se pueden utilizar como
combustible alternativo en diversos procesos industriales, sustituyendo parcial o
totalmente los combustibles comunes, también se puede utilizar como un
combustible industrial similar al fueloil. Los procesos en los cuales se pueden utilizar
y ser aprovechados son*®:

Co-procesamiento en plantas de fabricacion de cemento: en la produccion del
cemento es necesario los hornos que demandan temperaturas altas para la
transformacion de materias primas que son altamente alcalinas, es por esto que los
hornos son un escenario ideal para la recuperacion energética de los aceites usados
con emisiones que son permitidos al ambiente. Los hidrocarburos aromaticos
policiclicos y los clorados se destruyen es por este motivo que no es necesario
realizar un tratamiento anterior. En Colombia los Alas pueden utilizarse si los hornos
contienen sistemas de reduccién y detencion de material particulado que sea
altamente eficiente es decir mayor al 95%, pese a lo anterior si los aceites contienen
Bifenilos Policlorados (PCB) o Terfenilos Policlorados (PCT) concentraciones

% REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 61.
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mayores a 50 ppm y halégenos totales (expresado como HCI) en concentraciones
mayores a 1.000 ppm no podran ser utilizados*’.

Utilizaciébn de combustible industrial: en Colombia se pueden utilizar los aceites
usados previamente tratados con mezcla de otros combustibles, teniendo en cuenta
los porcentajes méximos permitidos de contaminantes y de mezclas. Es importante
realizar una caracterizacion de los aceites usados mediante los parametros que
estable la resolucion 1446 de 2005 del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial*®,

1.2.10 Requerimientos y condiciones para clasificacion de aceites re-
refinados segun la NTC 5995 y la resolucion 1446 de 2005 del ministerio de
medio ambiente. A continuacién, se muestran todos y cada uno de los
requerimientos necesarios luego de un tratamiento para catalogar un aceite
lubricante “re-refinado”

llustraciéon 4. Requisitos de las bases lubricantes re-refinadas.

Base Tipo A Base Tipo B Base Tipo C
Caracteristica (Meutro (Neutro (Neutro
Liviana) Media) Pesada)

Apariencia Claro, brillante Claro, brillante Claro, brillante
Color ASTM, max. 3.0 4,0 4.5
Viscosidad Cinematica a 40 °C, cSt 10,0 — 32,0 32,1 — 76,0 76,1 - 151
Viscosidad Cinematica a 100 *C, ¢St Reportar Reportar Reportar
indice de Viscosidad, min a5 a5 a5
Punto de Inflamacion, *C, min 190 190 190
Punto de Fluidez, °C, max -3 -3 -3
indice de Acidez Total, mg KOH/g, méax 0,05 0,05 0,05
Cenizas, % peso, max 0,02 0,02 0,02
Residuo de Carbon Conradson, % peso, max 0,3 0.3 0,3
Corrosiéon al Cobre, 3 h a 100 °C, max 1 1 1
Contenido de azufre Véase la Tabla 1
Metales de aditivos (Ca, Mg, Zn), ppm, total max 15 15 15
Contenido de fosforo (P), max 15 15 15
Otros elementos contaminantes (Cadmio, Cromo,
Arsénico, Niquel, Estafio, Bario Hierro, Cobre, Silicio, 50 50 50
Aluminio, Plomo, Vanadio), ppm, total méax |
PCB’s, ppm, méax 5 5 5

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION.
Petroleo y sus derivados. bases lubricantes re-refinadas. NTC 5995. Bogota D.C.: La
entidad, 2013. p. 8.

47 |bid., p. 62.
“8 |bid., p. 62.
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llustraciéon 5. Tabla de porcentajes para mezcla y limites maximos de
contaminantes en aceites usados tratados.

Contaminante Maxima concentracion de contaminante
(Ppm)
Para mezcla hasta | Para mezcla hasta del
del 40% 80%
PCB's 15 5
Halégenos organicos totales 650 400
(como HCI)
Halogenos totalas (Como HCI) 800 500
Cadmio 2 |
Cromo 8 3
Plomo £0 10
Arsénico 2 |
Niquel 15 1
Zinc 120 60
Estano 5 3
Bario 3 1
Punto de chispa (°F, valor > 170 > 170
minimo

Fuente: REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y
DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucion 1446 (09, octubre, 2005) Por la cual se modifica
parcialmente la Resolucion 415 del 13 de marzo de 1998, que establece los casos en los
cuales se permite la combustién de aceites de desecho o usados y las condiciones técnicas
para realizar la misma. En: Congreso de la Republica de Colombia. Bogota D.C. 2005. 3 p.

Como se puede observar en las ilustraciones 4 y 5 las bases lubricantes solo
pueden ser consideradas como re-refinadas si y solo si cumplen con dichos
parametros.

1.3 PROCESO MICROBIOLOGICO

1.3.1. Medio de cultivo. Se denomina medio de cultivo al material alimenticio donde
crece el microorganismo?® y esta disefiado para fomentar el crecimiento bacteriano
en el tiempo de incubacion. Todas las bacterias en general tienen requisitos
nutricionales indispensables para su crecimiento, necesitan como minimo una
fuente de energia, una fuente de carbono, una fuente de nitrogeno, sales,

4 GONZALEZ, Maria; ANGITA, Maria y TORRICO, Gertrudis. Medios de cultivo en un
laboratorio de microbiologia.[En linea]. 2012. p. 42.
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oligoelementos y agua®. Sin embargo, en algunos casos dependiendo la bacteria
el medio de cultivo necesita sustancias adicionales para que exista crecimiento,
estas pueden ser vitaminas, factores esenciales, aminoacidos entre otras®!.

1.3.1.1 Tipos basicos de medios de cultivo. Los medios de cultivo en
microbiologia se pueden clasificar segun tres factores importantes.

e Segun su estado fisico: La manera més sencilla y comun de clasificar los
medios de cultivo es segun su estado fisico o consistencia, de alli surgen los
llamados medios sélidos y medios liquidos o caldos. Para ambos casos la
cantidad de nutrientes debe ser significativa para facilitar el crecimiento de la
bacteria, la diferencia reside en la adicion de una sustancia llamada Agar que se
encarga de darle consistencia al medio, es decir, solidificarlo®2.

Generalmente en los medios de cultivo liquidos el crecimiento bacteriano es
mayor debido a que las sustancias nutritivas estan disueltas en el caldo y esto
hace que exista una mayor disponibilidad de nutrientes para los
microorganismos. Sin embargo, a la hora de manipular o disponer de las
colonias el medio de cultivo solido permite hacerlo con mayor facilidad®3.

e Segln su composiciéon: Dependiendo las sustancias que formen parte de su
composicién, los medios de cultivo pueden ser clasificados en:

Medios complejos: preparados generalmente a partir de tejidos animales y en
algunos casos vegetales, su composicion no esta definida por lo tanto no es
rigurosamente constante. Estos medios tienen inconvenientes a la hora de realizar
experimentos donde la reproductibilidad debe ser exacta®.

Medios sintéticos: son aquellos que basan su composicion en sustancias quimicas
habitualmente disueltas en agua destilada en determinadas proporciones, por ende,
es un medio de composicién definida perfectamente®®.

Medios semisintéticos: en algunos casos la fabricacion de medios de cultivo
sintéticos se torna compleja o costosa, en estos casos se adicionan factores de

5% OLMOS, Ana; GARCIA, Celia; SAEZ, Nieto y VALDEZATE, Sylvia. Métodos de
identificacion bacteriana en el laboratorio de Microbiologia. Espafia. Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 2010, 4 p. ISBN 978-84-614-7932-

°1 |bid., p. 5.

52 1bid., p.9.

%3 |bid., p.5.

5 1bid., p. 12.

%5 1bid., p. 12.
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crecimiento bajo la forma de un extracto organico complejo (extracto de levadura,
extracto de tejidos, etc.)®®.

1.3.2 Esterilizacion. Consiente en la eliminacion o muerte de microorganismos que
estan presentes en diversas sustancias u objetos, generalmente se realiza la
esterilizacion de tal forma que no se contaminen reiteradamente. Existen diversos
meétodos para la esterilizacion como los agentes quimicos como por ejemplo los
aldehidos, 6xido de etileno, cloro, compuestos clorados, compuestos fendlicos,
acidos y élcalis y agentes fisicos como el calor seco, calos himedo y radiaciones®’.

1.3.2.1 Métodos de Esterilizacion.

Cuadro 6. Métodos, fuentes y tipos de agentes esterilizantes en Microbiologia.

Método Fuente Tipos
Esterilizacion al rojo
Accion directa de la llama Flameado
Calor Seco Incineracion
Accion directa por Estufa de calor seco

generador de calor

Bafio de maria hirviente

Calor Accion de agua caliente Calentamiento repetido
Humedo Ebullicion directa
Accion de vapor Autoclave
lonizantes Rayos X
Radiacion Rayos Gamma
Ultravioleta UV 260nm ADN/ARN

UV 280 nm-230nm Proteinas
Filtros de diferentes
Filtracion Filtros composiciones, tamafo de poroy
estructura
Fuente: ROJAS TRIVINO, Alberto. Conceptos y practicas de Microbiologia general ;
Palmira. [En linea]. Manual. Universidad Nacional de Colombia, Palmira, Valle.: [Consultado
28, marzo, 2019]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/4999/1/albertorojastrivino.2011.pdf

1.3.3 Siembra de Microorganismos. Se le conoce siembra al proceso de colocar
microorganismos en medios de cultivo, las muestras para este cultivo pueden

%6 1bid., p. 12.

5 ROJAS TRIVINO, Alberto. Conceptos y practicas de Microbiologia general ; Palmira. [En
linea]. Manual. Universidad Nacional de Colombia, Palmira, Valle.: [Consultado 28, marzo,
2019]. Disponible en: http://www.bdigital.unal.edu.co/4999/1/albertorojastrivino.2011.pdf
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provenir de diferentes fuentes como muestras biologicas, control de calidad de algun
producto, calidad de agua, de un cultivo microbiano a otro entre otros.%8

1.3.3.1 Técnicas de Siembra en Cajas de Petri.

e Técnicas de siembra en Caja de Petri: Método indicado en el aislamiento de
colonias, con esta técnica lo que se busca es realizar una separacion de la
colonia del inoculo®°.

e Técnicas de siembraen Caja de Petri en cuadrantes: Esta técnica tiene como
objeto diluir el inoculo a medida que se realicen estrias en el Agar nutritivo; se
efectla la siembra en cuatro cuadrantes esparciendo en cada uno de ellos la
muestra®.

e Técnicas de Siembra en Caja de Petri en siembra masiva: Consisten en
incrementar la cantidad de inoculo en Agar nutritivo con el fin de obtener nimero
alto de microorganismos®:.

e Técnicas de Siembraen Caja de Petri por puncidn: Es utilizado para observar
el crecimiento de subcultivos, cultivos inactivados o el crecimiento de hongos
para luego realizar la identificacién®2.

1.3.3.2 Técnicas de Siembra en medios contenidos en tubos.

e Siembra en tubos por estria simple: Se realiza con inclinacion del tubo y con
Agar haciendo una marca de estria®,

e Siembramixtaen tubos: Se realiza por medio de una picadura, inclinando tubo
y bajando hasta la estria encima del Agar, el asa con la que se lleva la muestra
es necesario dejarla dentro del tubo®.

e Siembra en tubos por picadura: Se realiza en el centro del tubo en forma de
picazon hasta el fondo del tubo®®.

e Siembra en tubos en medio liquido: Ideal para transferir medio liquido a
liquido o solido a liquido®®.

58 |bid., p. 49.
59 |pid., p.50.
% |bid., p.50.
61 |bid., p.51.
62 |bid., p.51.
83 1bid., p.52.
54 |bid., p.53.
55 |pid., p.53.
% |pid., p.53.
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1.3.4 Condiciones generales para el cultivo. Existen factores que se deben tener
en cuenta a la hora de llevar a cabo el cultivo ya que estos afectan directamente el
crecimiento o desarrollo de los microorganismos en el medio de cultivo, y en algunos
casos son ajenos al propio medio®”.

e Disponibilidad de nutrientes
e Consistencia del medio

e Presencia de oxigeno

e Condiciones de humedad

e Luz ambiental:

° pH

e Temperatura

e Esterilidad del medio

1.3.5 Identificacion Microbiana. La identificacion bacteriana se realiza
habitualmente por técnicas convencionales basadas en la determinacion de las
caracteristicas fenotipicas del microorganismo, debido a que la ejecucién y coste
son mas accesibles. Los métodos fenotipicos cotidianos de identificacién bacteriana
se basan en determinar las caracteristicas visibles de los microorganismos, como
la morfologia, desarrollo, propiedades metabdlicas y propiedades bioquimicas. Para
el cultivo es fundamental la eleccion adecuada del medio de cultivo y las condiciones
de incubacion®. En el proceso habitual de identificacion bacteriana se establecen
tres niveles:

e En primer lugar, se opta por aquellas pruebas que se denominan primarias, son
faciles y rdpidas de realizar; entre estas se encuentra la morfologia, la coloracion
de Gram u otras tinciones, crecimiento en varios tipos de medio, crecimiento en
diversas atmosferas de inhibicién, entre otras. Haciendo uso de estas pruebas
es posible clasificar las bacterias de forma provisional en los grupos principales.
Posterior a ello se escogen técnicas con mayor discriminacion debia a que
muchos microorganismos pueden evidencias caracteristicas o aspecto similar®®.

e En segunda instancia se debe especificar el género correspondiente al
microorganismo, al igual que en el nivel anterior la identificacion se basa en las
caracteristicas del cultivo y pruebas primarias que permiten definir el género,
grupo de géneros o familia dependiendo el caso. Dichas pruebas son: coloracién
de Gram, catalasa, oxidasa, morfologia, oxidacion-fermentacion, produccion de
esporas, fermentacion de glucosa, movilidad, crecimiento en aerobiosis y
anaerobiosis’®.

7 GONZALEZ, Maria; ANGITA, Maria y TORRICO, Gertrudis. Op. Cit., p.4.

68 OLMOS, Ana; GARC[A, Celia; SAEZ, Nieto y VALDEZATE, Sylvia. Op. Cit., p.3
% OLMOS, Ana; GARCIA, Celia; SAEZ, Nieto y VALDEZATE, Sylvia. Op. Cit., p.4.
0 1bid., p.4.

49



¢ Finalmente debe realizarse la identificacion a nivel de especie, para ello se
emplean unas pruebas bioquimicas determinadas que generan un alto grado de
precision para la mayoria de bacterias. Los resultados se comparan con
sistemas estandarizados basados en perfiles numéricos para la identificacion.

1.3.5.1 Caracteristicas microscopicas. La evaluacién microscopica luego de
realizar la tincion revela caracteristicas importantes como la forma, la manera de
agruparse, el tamafio y la estructura de los microorganismos. Las coloraciones son
el paso inicial para la identificacion, dentro de las mas usadas e indispensables
estan, azul de metileno y tincion de Gram; esto permite realizar un diagndstico
provisional para la mayoria de bacterias. Estos son algunos de los términos usados
para la descripcién de las caracteristicas.’?

Tincion: uniforme, irregular, bipolar, unipolar

Forma: bacilos, cocos, cocobacilos, filamentos

Capsula: presente o ausente

Endosporas: ovales, esféricas, subterminales, terminales
Tamafio: cortos, largos

Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos

Extremos: redondeados, puntiagudos

Bordes laterales: abultados, paralelos, cdncavos, irregulares

1.3.5.2 Caracteristicas macroscoépicas. La caracteristica macroscopica mas
importante de destacar es la Morfologia. La morfologia de las colonias es una
caracteristica esencial para la identificacion y diferenciacion inicial de los
microorganismos, para el analisis morfolégico es mejor evaluar colonias de cultivos
frescos en medio no selectivos. Para este tipo de identificacion es fundamental el
aislamiento de las bacterias ya que el cultivo deberia estar conformado por solo un
tipo de microorganismo y procedente de una célula Gnica’.

Cuando colonias bacterianas de una Unica especie crecen en medios y condiciones
especificas e idoneas, estas se describen bajo caracteristicas basicas, tamafo,
forma, consistencia, y en algunos casos el color. El tamafio es similar o uniforme en
colonias de la misma especie, la textura puede ser seca 0 viscosa, la forma esta
dada por el borde y el grosor de la colonia y algunas bacterias producen pigmentos
caracteristicos que ayudan en el proceso de identificacion’

"L |bid., p.4

2 |bid., p.4 , ,

3 OLMOS, Ana; GARCIA, Celia; SAEZ, Nieto y VALDEZATE, Sylvia.Op. Cit., p.4.
" 1bid., p.5.
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1.4 BIODEGRADACION DE LOS BIFENILOS POLICLORADOS

Los BPCs con un conjunto de compuestos que se producen comercialmente a partir
de la cloracién progresiva de cloruro férrico y/o yoduro férrico’. Estos a su vez se
pueden obtener por diversas vias como lo son las reacciones de condensacion de
arilo, la sustitucién directa sobre un sistema de bifenilo desarrollado y por fenilacion
de sustratos aromaticos’®. Uno de los tratamientos que se utilizan para la
disminucién de los Bifenilos Policlorados en el ambiente es la biodegradacion; esta
se define como la actividad de un sistema biol6gico sobre una sustancia por lo cual
es modificada la estructura de la misma. La biodegradacion de los BPCs se da por
dos procesos: aerobio y anaerobio’”.

1.4.1 Biodegradacion aerobia de los Bifenilos Policlorados a partir de
bacterias. El estudio. Las bacterias han sido utilizadas en mayor medida que los
hongos para la degradacion de los BPCs, es esta se incluyen barios cultivos mixtos
y cepas puras como lo son Achromobacter, Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus,
entre otros.

Los microorganismos aerobios atacan oxidativamente a los Bifenilos rompiendo el
anillo y destruyendo los compuestos, ademas se ha demostrado que mediante
algunas reacciones bioquimicas las enzimas involucradas en estos procesos de
degradacion, generan un fraccionamiento isotépico del carbona e hidrégeno’®.

Generalmente en este proceso aerobico los Bifenilos que son altamente clorados
son mas dificiles de degradar. El grado de degradacion depende de la estructura
del sustrato y del microorganismo empleado, sin embargo, existen estudios los
cuales atribuyen una serie de correlaciones’®:

e La velocidad de degradacion de los PCBs disminuye con el aumento de la
cloracion en los anillos

e Cuando los PCBs tienen numeros diferentes en cada uno de sus anillos,
generalmente se degradan los del anillo menos sustituido.

e Los BPCs con u una sustitucion 2,4’-dicloro son mayormente susceptibles al
rompimiento del anillo en la posicion meta y por ende hay una acumulacion del
metabolito acido fenilhexadiendico.

e Las posiciones 2,3 son sensibles a la oxidacién y generan cis-2,3-dihidro-2,3-di-
hidroxi como metabolito intermediario

S Biodegradacion de Bifenilos Policlorados (BPCs) por Microorganismos: Investigacion
cientifica. Universidad de Guanajuato. Guanajuato, México. Acta Universitaria, Vol. 15 No.
5-2005. ISSN 0188-6266.

® 1bid., p. 22

" Ibid., p. 22.

8 1bid., p. 22.

® 1bid., p. 22.
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e Los congéneres en diversos casos con 2 y/o 3 posiciones sustituidas en ambos
anillos no son realmente sensibles a la degradacién metabdlica
o El metabolismo para cada BPC es diferente para cada tipo de microorganismo.

Inicialmente las bacterias ataquen a los BPCs con adicién de Oz a la posicién 2,3
mediante una enzima dioxigenasa, posterior a esto se da una deshidrogenacion a
catecol seguido con un rompimiento del anillo®.

En primer lugar, la bifeniloxigenasa se interna en la posicion del anillo 2,3, el cual
es el anillo no clorado o el menos clorado del bifenilo, produciendo un cis-dihidrodiol.
La bifenil dioxigenasa contiene una proteina fierro-azufre (PFA), que sirve para que
interactle con el sustrato y pueda ser incluido el oxigeno una ferrodoxina y una
ferrodoxina reductasa.

Siguiendo la diol deshidrogenasa deshidrogena el dihidrodiol a 3-fenil catecol. El
bifenil es dividido en la posicién 1,2 por una fenil catecol dioxigenasa para generar
acido-2-hidroxi-6-oxo-6-fenil- hexa-2,4-diendico (AHOFD). A continuacion, una
hidrolasa hidroliza al acido a acido benzoico y en acido-2-hidroxi-2,4-pentadiendico;
esto sigue hasta acetil CoA por la accion de una hidratasa, una adolasa y una CoA
acilasa®. La via de degradacion de los BPCs mediante bacterias se muestra en la
siguiente ilustracion.

8 1bid., p. 22.
8 1bid., p. 22.
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llustracién 6. Via de degradacion de BPCs mediante bacterias.
Cl,

Ferredoxina

PFA Ferredoxina_, reductasa,_ NAD*
re
Bifen BphA1/Bph A-\X BphA3 X BphA4 X
agioxigenasa -
PFA_, Ferredoxina, _, Ferredoxina NADH+H

reductasa,_,
L ? } - NADH+H* CI, Oj ; H
Diol deshidrogenasa @ @ o i sk
Dl 2 catecol
Bifenil-dihidrodiol o 3-Fenil catecol dioxigenasa
BphC
CL _OH H,0 CkL o _oH
COOH + N eL Zg >_( Vs
@ COOH isrolasa \COOH
Ac. 2-dihidroxi-2,4- BphD AHOFD
\L pentadiendico
COOH ‘1’
O~ o o
Ac. benzdico _/=<OH /“\ + /“\
COOH hX3 COOH =
Ac. 2-dihidroxi-2- Ac. piravico Acetaldehido
pentadiendico \L
o
/“\
SCoA
Acetil CoA

Fuente: Biodegradacion de Bifenilos Policlorados (BPCs) por Microorganismos:
Investigacién cientifica. Universidad de Guanajuato. Guanajuato, México. Acta
Universitaria, Vol. 15 No. 5-2005. ISSN 0188-6266.

1.4.2 Biodegradacion anaerdbica de los Bifenilos Policlorados a partir de
bacterias. Existen cultivos mixtos los cuales han sido aislados para trabajar en la
degradacion de BPCs los cuales demostraron decloraciones selectivas, sin
embargo, ha sido muy complicado el aislamiento de los mismos®2. El proceso con
anaerobiosis se divide en dos categorias 0, m, p-decloraciones (reactividad de del
congénere y dependiente del potencial de reduccién) y m, p-decloraciones
(importante la forma molecular). En este proceso los Bifenilos actuan como
donadores de electrones y el cloro es liberado como un subproducto; ademas no
existe una destruccion del esqueleto carbona. A continuacion, se muestran las
ventajas de la decloracion reductiva:®

8 |bid., p. 23.
8 1bid., p. 24.

53



e El grado de cloraciéon se vuelve mas pequeiia volviéndolos asi mas susceptible
a la mineralizacion por microrganismos aerobios.

e Alliberar el cloro se reduce la toxicidad del compuesto.

e Cuando se realiza el tratamiento en in situ pueden establecerse més facilmente.
Los microorganismos anaerobios sustituyen al cloro por el hidrogeno y utilizan al
cloro como aceptor final de electrones, involucrando la adicion del electron al enlace
carbono-cloro y luego a la pérdida del hidrogeno. EI compuesto por el cual se elimina
el hidrégeno es desconocido®.

llustracién 7. Mecanismo de decloracion reductiva de BPCs catalizada por
bacterias anaerobias.

Ar-Cl+e -+ R-H —= Ar-H+CI+R’
(H20) (DH']
(H3) (H")

e Cl
L L] R-H L]
Ar-Cl Le_ Ar-Cl —é Ar —= Ar-H+R

Fuente: Biodegradacion de Bifenilos Policlorados (BPCs) por Microorganismos:
Investigacién cientifica. Universidad de Guanajuato. Guanajuato, México. Acta
Universitaria, Vol. 15 No. 5-2005. ISSN 0188-6266.

1.5 BIORREACTOR

Los biorreactores son equipos basados en un contenedor donde se lleva a cabo el
proceso de cultivo de microorganismos, por ello, el biorreactor debe proporcionar
las condiciones Optimas para el crecimiento microbiano y garantizar la
homogeneizacién de los constituyentes del sistema®.

A la hora de pensar en el disefio de un biorreactor es preciso tener en cuenta
aspectos importantes como:

e Debe contar con un sistema adecuado de aireacion y agitacion para abarcar las
necesidades de los microorganismos.

84 |bid., p. 24.

8 MORENO, Erika y VANEGAS, Daniel. Disefio y construccion de un biorreactor esterilizable y de
bajo costo para el estudio de crecimiento de microorganismos. [En linea]. Tesis. Universidad Distrital
Francisco José De Caldas, Bogotd D.C.: 2017. [Consultado 15, junio, 2019]. Disponible en:
http://repository.udistrital.edu.co/bitstream/11349/12989/1/VanegasGutierrezDanielFernando2018.p
df
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e A medida que se produce el crecimiento celular se debe mantener las
condiciones de temperatura deseada.

e Las células deben estar distribuidas uniformemente en el volumen del medio.

e Facil montaje y operacion®®.

Adicional a esto, también se pueden encontrar disefios que requieran:

e El seguimiento de pH, concentracidbn de oxigeno disuelto y suministro de
nutrientes.

e Mantener la especie de cultivo aislada; una vez esté en funcionamiento el BR.

e Eleccion de materiales afines con las necesidades del disefio®’.

1.5.1 Método de operaciéon o alimentaciéon de los biorreactores. Los
biorreactores con condiciones homogéneas debido a la agitacion constante, se
pueden catalogar segin su modo de operacion o método de alimentacién en tres
diferentes tipos: discontinuo (BATCH), semicontinuo (Fed-Batch) y continuo®8,

1.5.1.1 Batch. Son biorreactores sencillos de operar e industrialmente son utilizados
para tratar pequefias cantidades de sustancias, no tienen entrada ni salida de
nutrientes o biomasa®.

En el crecimiento de microbiano esto se refiere a que las células se cultivan en un
recipiente con una concentracion inicial y esta no se altera con ningun tipo de
nutriente o lavado adicional, por tanto, el volumen se mantiene constante. Las
principales caracteristicas de este tipo de rectores son: la reaccion se desarrolla en
un sistema cerrado, todos los reactivos son cargados al reactor al inicio de la
operacion, al finalizar la operacion la mezcla reactiva se descarga al mismo tiempo,
operan en régimen inestable, entre otras®.

El biorreactor tipo Batch cuenta con grandes ventajas, como, por ejemplo: su
operacion es sencilla, es mas versatil que un reactor continuo y el coste inicial es
menor que el de los reactores continuos. Sin embargo, también es importante tener
en cuenta algunas desventajas como: el costo de operacién es mayor que el de los
reactores continuos, requiere un ciclo de operacién complicado, entre otras®..

8 Ibid., p. 15

8 Ibid., p. 15.

8 GUILERA, Javier. Disefio de un biorreactor para la obtencién de Quitosan. [En linea].
Tesis. Escola Técnica Superior d’Enginyers Industrials de Barcelona, Barcelona, Espafia.:
2016. [Consultado 20, mayo, 2019]. Disponible en:
https://lupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2117/101139/TFG_Javier_Guilera_v.pdf?se
guence=1&isAllowed=y.

8 MORENO, Erika y VANEGAS, Daniel. Op, Cit., p. 15.

% GUILERA, Javier. Op, Cit., p, 32.

1 Ibid., p. 33.
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1.5.1.2 Fed-Batch. Este tipo de biorreactor se denomina discontinuo ya que la
alimentacion de nutrientes al cultivo se da de forma intermitente mientras no haya
efluente en el sistema. Dependiendo de cual sea el objetivo, la adicidbn adquiere un
papel importante ya que ayuda a obtener un mejor rendimiento en la fermentacion®?.

Estos sistemas son mas flexibles, pero de mas dificil analisis y operacion que los
anteriores; estos consisten en remover al “final” de la operacién un 80 o 90% de la
produccion de biomasa, la cual es restituida con una cantidad equivalente de medio
de cultivo. Este proceso permite un “reinicio” con un inoculo de gran tamafo vy
elimina la fase de adaptacion del microorganismo al medio, lo que favorece la
velocidad de crecimiento®.

1.5.1.3 Continuo. Son ideales industrialmente cuando deben tratarse grandes
cantidades de sustancia y permiten obtener un buen control de la calidad del
producto. Tienen un flujo uniforme de entrada y salida de nutrientes, donde la
alimentacion debe ser consistente con la cantidad de nutrientes que son usados y
a la vez extraidos del biorreactor. Estos sistemas no tienen sedimentacién, y dentro
de los mas usados se encuentra el CSTR®.

Un reactor CSTR es un tanque en el cual la masa reaccionante es continuamente
agitada de tal manera que se considera como una mezcla completa y, por lo tanto,
se asume que sus propiedades son uniformes en todo el interior del reactor®®.

llustracién 8. Tipo de Biorreactores.

Batch Fed batch Continuous

Fuente: GUILERA, Javier. Disefio de un biorreactor para la obtencion de Quitosan.
[En linea]. Tesis. Escola Técnica Superior d’Enginyers Industrials de

Barcelona, Barcelona, Espafia.: 2016. [Consultado 20, mayo, 2019]. Disponible en:
https://upcommons.upc.edu/bitstream/handle/2117/101139/TFG Javier_Guilera v.
pdf?sequence=1&isAllowed=y.

% 1bid., p. 34.

% MORENO, Erika y VANEGAS, Daniel. Op, Cit., p. 16.
% 1bid., p. 35.

% GUILERA, Javier. Op, Cit., p, 33.
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1.5.2 Clasificacion de los biorreactores. Los biorreactores pueden ser
clasificados dependiendo su configuracion y disefio, a continuacion, se describen
algunos de ellos®®

1.5.2.1 Biorreactor tubular. Fabricados generalmente con plastico o cristal, en
forma tubular ya sea vertical, horizontal, conico o serpentin; habitualmente estos
operan al aire libre y la transferencia de O20 COzsuele hacer sea partir de la
inyeccion de aire, lo cual a su vez genera agitacion®’.

1.5.2.2 Biorreactor tipo panel. Este tipo de biorreactor tiene una gran relacion
superficie-volumen, lo cual favorece el area superficial y asi la captacion de luz, por
tal razon estos sistemas son usados especialmente para organismos
fotoautétrofos®e.

1.5.2.3 Fotobiorreactor (FBR). Esta clase de biorreactor debe incorporar algun tipo
de fuente de luz. Por tanto, estos sistemas son especializados para el cultivo de
microorganismos fotoautotrofos. Son utilizados generalmente en el cultivo de micro
algas, los Fotobiorreactor habitualmente introducen didxido de carbono (CO2) para
mejorar el crecimiento en presencia de luz, agua, nutrientes®.

1.5.2.4 Biorreactor air-lift. Consiste en un sistema de agitacion neumatica
conformado por una columna dentro del contenedor, la cual facilita el intercambio
de material gas-liquido mediante la entrada de CO:2 por la parte inferior a través de
una cavidad. Son utilizados popularmente en la industria, en el tratamiento de aguas
y en bioprocesos.

Este tipo de biorreactor es considerado de gran potencial, por su simplicidad
mecanica, bajo dafio celular, dispersion uniforme y su relativa facilidad de manejar
condiciones axénicas. Sin embargo, no es tal empleado como deberia debido al
costo!®,

% MORENO, Erikay VANEGAS, Daniel. Op, Cit., p. 17.
7 |bid., p. 17.

% |bid., p. 17.

% |bid., p. 17

100 |hid., p. 18.
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llustracion 9. Esquema de un reactor air-lift.

Y veES
/

&

- '
0. “‘}[:.|
]
05200 o)
=l
I_‘l:l

-'_‘...

t

Rngin de
taada

.-\.I:;u
1o R i e =

&%l
L

L

Lo o
S
B

-

[=
o
=]

_
99090005
L= L=t |
-

a"o%o%a

=]
o
u]

S

v

f’.‘_

J/

SLmMnsys de ang

Fuente: GUILERA, Javier. Disefio de un biorreactor
para la obtencién de Quitosan. [En linea]. Tesis. Escola
Técnica Superior d’Enginyers Industrials de Barcelona,
Barcelona, Esparia.: 2016. [Consultado 20, mayo,
2019]. Disponible en: https://lupcommons.upc.edu /
bitstream/handle/2117/101139/TFG_ Javier_ Guilera_v.
pdf?sequence=1&isAllowed=y

1.5.3 Agitacion en biorreactores. La correcta agitacion del cultivo microbiano es

esencial, la agitacion es la operacién que crea o que acelera el contacto entre dos
0 mas fasest0L.

Este proceso acelera la relacion entre los componentes del cultivo. Se caracteriza
por mezclar las fases presentes en el biorreactor segin corresponda, como, por
ejemplo: una fase solida constituida por las células microbianas, una fase gaseosa
compuesta por el oxigeno cuando es necesario generar aireacion y una fase liquida
conformada por el agua y los nutrientes agregados??. Existen dos tipos de agitacion
las cuales se describen a continuacion:

e Neumatica: consienten la entrada de gas por medio de un tubo bien sea en la
parte superior o inferior del biorreactor, este tipo de agitacion no origina dafos

101 GUILERA, Javier. Op, Cit., p, 33.
102 MORENO, Erika y VANEGAS, Daniel. Op, Cit., p. 18.
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en las células lo que la hace especialmente adecuada para cultivo de
microorganismos sensibles a la accién de cizalladora®s.

e Mecanica: Es principalmente disefiada para microorganismos cuya necesidad
de oxigeno no es muy grande, posee elevados costos energéticos de
transferencia de oxigeno!%4,.

1.5.4 Mezclado en biorreactores. Es un aspecto fundamental de un biorreactor
puesto que proporciona condiciones homogéneas de absorcién de nutrientes,
oxigeno y luz cuando es necesario, mantener el equilibrio térmico y conseguir una
dispersion de células uniforme, posibilitando el aumento de biomasa. En ciertos
casos la agitacion y el mezclado se puede brindar por el mismo sistema?.

1.5.5 Variables de interés para un biorreactor. A la hora de evaluar el disefio y
configuracion de un biorreactor es indispensable analizar y establecer las siguientes
variables:

1.5.5.1 Temperatura. La temperatura es uno de los requerimientos mas importantes
para el 6ptimo crecimiento de los microorganismos. Las bacterias generalmente
crecen de forma idonea a una temperatura alrededor de los 37 °C, para las micro
algas se encuentra entre los 20 y 24°C. Sin embargo, esta puede variar
dependiendo de las condiciones de cultivo, la especie y la cepa utilizada'®.

1.5.5.2 Nutrientes. Los requerimientos nutricionales son especificos para cada
microorganismo, la nutricibn consiste en suministrar los componentes quimicos
necesarios para el crecimiento. Algunos de los nutrientes se requieren en una mayor
proporcién que otros, a estos se les denomina macronutrientes y los usados en
menor cantidad, micronutrientes%’.

1.5.5.3 lluminacion. Esta variable es exclusiva para los Fotobiorreactor, debido a
que es esencial para acelerar el proceso de fotosintesis y asi un adecuado
crecimiento. Esta puede ser suministrada desde una fuente natural o artificial.
Existen aspectos importantes a tener en cuenta, como, por ejemplo: en ausencia de
luz la biomasa puede decrecer, el mezclado del medio de cultivo tiene gran
influencia en la absorcion de luz, un exceso de intensidad luminica puede mermar
el crecimiento, entre otros!®.

103 |pid., p. 18.
104 |bid., p. 18.
105 |bid., p. 18.
106 |pid., p. 19.
17 |bid., p. 19.
108 |hid., p. 19.
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1.5.5.4 pH. El pH intracelular de los microorganismos debe estar proximo a la
neutralidad para evitar la desnaturalizacion de las macromoléculas que son
sensibles a medios acidos o basicos. Para el crecimiento de un microorganismo el
pH especifico, representa solo el pH extracelular. Por otro lado, el pH del cultivo
estéa influenciado por varios factores como la produccion de biomasa, la alcalinidad,
composicion iénica del medio de cultivo, la actividad microbiana autotréfica o
heterotréfica y la eficiencia del sistema de adicion de CO21%°,

1.5.6 Materiales para la construccion de Biorreactores. Los materiales para la
construccion de un BR son establecidos de acuerdo a las condiciones de operacion
a las que se somete, ofreciendo las caracteristicas necesarias para su correcto
funcionamiento. Algunas de estas propiedades son: alta fuerza mecanica,
transparencia, carencia de toxicidad, estabilidad quimica, resistencia al desgaste,
facil de limpiar y bajo costo*1°,

1.5.7 Aplicaciones de Biorreactores. La implementacion de los biorreactores ha
resultado trascendental para la evolucién de la biotecnologia, debido al alto
desarrollo de estos ha sido posible aplicarlos a los diferentes aspectos de interés de
la industria. A continuacion, se mencionan casos especificos para el uso de
biorreactores en tratamientos con consorcios bacterianos!!?,

e Biorreactor empleado para el tratamiento de aguas contaminadas con gasoil del
puesto de isla de Toas mediante un consorcio microbiano.

¢ Implementacion de un sistema combinado de un biorreactor de tanque agitado
y uno de pelicula fija para la remocién de indigo y surfactantes en agua residual
industrial textil mediante un consorcio microbiano nativo con alta actividad
catalitica.

e Utilizacion de un biorreactor air lif con soportes en PVC para el desarrollo de un
consorcio bacteriano proveniente de efluentes mineros.

109 |hid., p. 19.
110 |bid., p. 19.
111 |bid. p. 20.
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2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE LUBRICANTE
USADO DE MOTOR DIESEL

En este capitulo se describen las caracteristicas fisicoquimicas del aceite lubricante
usado de motor Diésel, esto se llevé a cabo debido a que los aceites lubricantes
adquieren sustancias contaminantes a lo largo de su vida util las cuales hacen que
se deteriore o pierda su funcionalidad, este analisis permite conocer el estado inicial
en el que se encuentra el lubricante y comparar con la normativa de los aceites
lubricantes nuevos y usados para obtener asi un punto de partida para la
investigacion.

2.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE USADO DE MOTOR
DIESEL

El Tecnoparque del Sena cuenta con diversas lineas de investigacion las cuales
estan enfocadas al desarrollo y aprendizaje continuo, uno de estos es el Centro de
Tecnologias del Transporte CTT, el cual presta servicios de capacitacion y
preparacién de todo lo que abarca el sector automotriz, uno de estos es el
mantenimiento de motores Diésel, el cual genera una serie de residuos de aceites
usados, este seré el aceite del cual se estara hablando durante toda la investigacion.
El objetivo de la investigacidon es la remocion de contaminantes puntualmente de los
Bifenilos Policlorados y Halogenuros totales, por tal razon es necesario conocer las
caracteristicas fisicoquimicas y compararlas con las condiciones estandares de
aceites nuevos y de los aceites reutilizados.

2.1.1 Muestreo del aceite lubricante usado. Este proceso se realiz6 bajo la norma
NTC 5836-1: Manual de estandares de medicion de petrdleo, seccion muestreo.
Esta es la practica normativa adecuada para el petrdleo y sus derivados, la cual
permite un proceso de muestreo, manipulacién y almacenamiento apto para aceite
lubricante usado.

Muestreo manual: La muestra debe ser almacenada en recipientes plasticos con
tapa, que se deben mantener cerrados para evitar contaminacién adicional y pérdida
de material, al igual que protegidos de la luz y el calor ya que estos fomentan su
desgaste y degradacién. Si la muestra va a ser manipulada, debe ser
homogeneizada antes para asegurar que la muestra transferida sea representativa.

Las muestras del aceite lubricante usado de motor diésel fueron suministradas por
el Centro de Tecnologias del Transporte (CTT) del Sena, dicho aceite prioviene de
las actividades academicas desarrollados por la linea de mecanica (mantenimiento
de motores diésel) de este centro; el aceite suministrado corresponde a una mezcla
de aceites lubricantes usados de motor diésel SAE 15W-40 de diferentes autos; al
ser una muestra entregada por terceros, es considerada como muestreo simple.
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2.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA INICIAL

A la hora de determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite lubricante de
motor usado se tom6 como base normas nacionales e internacionales, la Norma
Técnica Colombiana (NTC) y la American Society For Testing And Materials (ASTM)
respectivamente, las cuales brindan técnicas adecuadas para la caracterizacion de
productos derivados del petréleo.

Se tomO una muestra de aceite lubricante usado, la cual fue analizada por el
laboratorio SGS Colombia para la determinacion de las impurezas contenidas en el
aceite. Los resultados de la caracterizacion inicial del aceite lubricante usado
obtenidos por el laboratorio SGS Colombia (ANEXO D) y los obtenidos por los
autores se muestran en la tabla 5.

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion inicial del aceite usado de motor Diésel.

Parametro Norma Unidad Valor
Densidad NTC 336 g/ml 0.866
Viscosidad ASTM D2983 100 °C (cSt) 6.2
Viscosidad ASTM D 2983 40 °C (cSt) 59,88
pH ASTM D7946 - 6.734
Oxidacion ASTM E2412 A/0.1 mm 0.70
Nitracion ASTM E2412 A/0.1 mm 0.09
Hollin ASTM E2412 A/0.1 mm 0.23
Sulfatacion ASTM E2412 A/0.1 mm 0.09
Glicol ASTM E2412 % vol -
Agua ASTM E2412 % vol 0.0
Fuel ASTM E2412 % vol 4.63
Calcio (Ca) ASTM D6595 ppm 1154
Magnesio (Mg) ASTM D6595 ppm 552
Molibdeno (Mo) ASTM D6595 ppm 29
Fosforo (P) ASTM D6595 ppm 785
Zinc (Zn) ASTM D6595 ppm 821
Boro (B) ASTM D6595 ppm 4
Silicio (Si) ASTM D6595 ppm 52
Sodio (Na) ASTM D6595 ppm 95
Aluminio (Al) ASTM D6595 ppm 19
Cromo (Cr) ASTM D6595 ppm 3
Cobre (Cu) ASTM D6595 ppm 18
Hierro (Fe) ASTM D6595 ppm 62
Plomo (Pb) ASTM D6595 ppm 2
Manganeso (Mn) ASTM D6595 ppm 1
Niquel (Ni) ASTM D6595 ppm 1
Plata (Ag) ASTM D6595 Ppm 0
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Tabla 4. (Continuacion)

Parametro Norma Unidad Valor
Estafio (Sn) ASTM D6595 Ppm 0
Titanio (Ti) ASTM D6595 Ppm 1
Vanadio (V) ASTM D6595 Ppm 0
Bario (Ba) ASTM D6595 Ppm 0
TAN ASTM D664-17 mgKOH/g 2.15
TBN ASTM D2896-15 MgKOH/g 6.0
Carbono residual ASTM D189 % peso 1.38

Fuente: elaboracion Propia

2.2.1 Densidad. El procedimiento para determinar la densidad se llevé a cabo en
base a la norma NTC 336

“Grasas y aceites animales y vegetales. Método de la determinacién de la densidad”
la cual se fundamenta en la determinacion de la densidad mediante el método de
masa por volumen convencional siguiendo el protocolo propuesto por la norma, se
realizaron diez replicas y los resultados se exponen en g/ml. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 5. Datos experimentales para la densidad del ALU.
Replicas Densidad (g/ml)

0,86

0,87

0,87

0,87

0,87

0,87

0,87

0,86

0,86
10 0,86

Promedio 0,866
Desviacion estandar +0,00516

©CoO~NOUILA WNE

Fuente: elaboracién propia

Acorde a la bibliografia la densidad de los aceites nuevos es aproximadamente 0.88
g/ml mientras que la densidad de los aceites usados se encuentra en un rango de
0.86 a 0.99 g/mlI*2.De acuerdo con los resultados obtenidos se puede evidenciar

112 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Physical-chemical
caracterization of spent engine oils for its recycling. Scielo. [En linea]. 2017, 15. (2). 135-
144. [Consultado 20, Abril, 2019]. ISSN 1692-8261. Disponible en:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1692-82612017000200135
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que el valor de densidad promedio del aceite usado es de 0.866 g/ml lo cual indica
gue se encuentra dentro del rango establecido para aceites lubricantes usados y la
variacion con el aceite nuevo no es tan significativa.

Segun algunos autores como Fong, que analiza 8 referencias diferentes de aceites,
la variacién se debe a contaminantes presentes en el aceite tales como agua, tierra,
polvo, particulas de desgaste, entre otros''s.

2.2.2 Viscosidad. La viscosidad es una medida importante debido a que una
viscosidad baja provocara que haya un desgaste por falta de colchdn hidrodinamico,
es decir que el aceite escurrird y no creara una pelicula entre las piezas, y el caso
contrario si la viscosidad es muy alta entonces estos tienen demasiado consumo de
energial!4. La medicién se realiz6 con base en la norma ASTM D2983 “Método
estandar” por medio de un viscosimetro rotacional el cual arroja los resultados en
centistokes (cSt), la muestra es medida a 100 °C*,

De acuerdo con la bibliografia la viscosidad de los aceites usados a una temperatura
de 40 °C es de 20-25 cSt''® y a una temperatura de 100 °C se encuentra es
aproximadamente 10 cSt y para los aceites lubricantes nuevos el valor aproximado
a 100° C es de 14,5 cSt, los resultados obtenidos de la caracterizacion fueron 6,2
cSt a 100 ° C, lo cual quiere decir que se encuentran en un valor de viscosidad
aceptable respecto a los aceites usados, sin embargo, respecto a los aceites nuevos
existe una alta variacion debido a los contaminantes, combinaciones de diversos
aceites, aditivos, altos indices de humedad, entre otros!?’.

2.2.3 pH. Se determind mediante la norma ASTM D7946 “Método de prueba
estandar para el valor pH inicial (i-pH) de los productos petroliferos”, es importante
la determinacién de este para observar los cambios que se producen en el aceite
durante el proceso de oxidacion!*®. El valor del pH-i se puede ver influenciado por
diferentes componentes como los esteres, acidos organicos e inorganicos,
compuestos fendlicos, resinas, sales de metales, lactonas, bases débiles, sales

13 1bid., p. 137

114 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Op. Cit., p. 60.

115 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard test method for low-
temperature viscosity of automatic transmission fluids, hydraulic fluids, and lubricants using
a rotational viscometer. ASTM D2983. Estados Unidos.: La entidad, 2017. p 3.

116 BUREAU VERITAS. ¢Qué efectos tiene la oxidacién en el aceite lubricante?. [Sitio
WEB].Francia. Mayo 11, [Consultado el Marzo2019]. Disponible en: http://lubrication-
management.com/2017/05/11/que-efectos-tiene-la-oxidacion-en-el-aceite-lubricante/

17 bid., p. 1.

118 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard test method for initial
ph (i-ph)-value of petroleum products. ASTM D7946. Estados Unidos.: La entidad, 2014. p.
1.
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acidas de acidos polibasicos y agentes que se adicionan como los detergentes e
inhibidores!?®.

El valor del pH puede evaluar la degradacion del aceite y muestra la medida de los
componentes acidos que son disociados con el potencial de corrosividad hacia los
metales. Los resultados obtenidos de pH para la muestra de aceite lubricante usado
analizada se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6. Datos experimentales para el pH-i del aceite usado
de motor Diésel.

Réplica pH
6,70
6,75
6,71
6,49
6,72
6,88
6,79
6,78
6,78
10 6,74

Promedio 6,734
Desviacion Estandar 0,10024

© 0 ~NO Ol WNBE

Fuente: elaboracién propia.

Segun la tabla 6, el valor promedio de pH obtenido fue de 6,734, el cual se encuentra
en un rango aceptable puesto que segun la bibliografia y con base en la norma
ASTM D7946 el pH de los aceites lubricantes de motor nuevos esta en un rango de
4 a 7*?°. Los cambios relativos en el pH pueden deberse a la oxidacion o a la
contaminacion por gases de combustion, también por ello puede haber presencia
de pequefias cantidades de acidos fuertes que son corrosivos, y pueden causar
dafios considerables en el motor, 0 en sistemas de lubricacién con un alto potencial
a la formacién de acidos!?*.

119 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Op. Cit., p.1.

120 BUREAU VERITAS. Op. Cit., p.1.

121 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Deteccion temprana de fallas en motores de
combustion interna a diésel mediante la técnica de analisis de aceite. Unemi. [En linea].
afno,8, (15). 84-95. [Consultado 15, septiembre, 2018]. ISNN. Disponible en:
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=5269483
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Los motores a lo largo de su operacion generan particulas de desgaste, debido a
que se realiza un proceso de remocion de materiales sobre superficies en contacto
metal con metal; estas particulas se encuentran en el aceite lubricante y son un
indicador de desgaste del motor y degradacion del aceite'??.Por ello es preciso
evaluar los elementos de desgaste presentes en el aceite lubricante de motor usado,
lo cual se llevé a cabo por medio de una muestra enviada al laboratorio SGS
Colombia el cual emiti6 los resultados incluidos en el ANEXO D.

Buchelli, Luis y GARCIA, Vicente presentan el cuadro 7 que permite evaluar el
estado inicial del aceite lubricante comparando los resultados obtenidos por el
laboratorio con los estandares usados como referencia.

Cuadro 7. Limites utilizados como referencia.

Indicador Detalle Unidad Alerta Critico :
Viscosida CSt <12,40>16,5 | <11,70>17,2 <10 0 >20
d
Salud TBN mgKOH/ <10 <7 <5
Oxidacion ABéq/cm >15 >18 >25
Nitracion | ABS/cm >13,1 >18,4 >20
Sulfatacié | ABS/cm >20 >25 >30
Zir:m %m <1200 <1000 o <900 0 >2200
0>1800 >2000
Silicio Ppm >14,5 >16,6 >20
Boro Ppm >1,27 >1,37 >30
Contaminantes Sodio Ppm >10 . >20
Vanadio Ppm >13,44 >16 >47
Hollin ABS/cm >15 >30 >200
Agua %Vol - - >0,3
Hierro Ppm >15 >17,08 >25
Cobre Ppm >5 >6,76 >15
Desgaste Plomo Ppm >1,32 >1,47 >5
Cromo Ppm >1,27 >1,38 >5
Aluminio Ppm >5 >7,6 >10
Estafio Ppm >1,27 >7,38 >5
Niquel Ppm >3 - >5

Fuente. elaboracién propia.

122 |hid., p. 88.
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2.2.4 Analisis Infrarrojo. Este analisis se llevé a cabo bajo la norma ASTM E2412
“Practica estandar para el monitoreo de condiciones de lubricantes en servicio
mediante analisis de tendencias por medio de espectrometria de infrarrojo por
transformada de Fourier (FT-IR)”. La practica permite evaluar el agotamiento de
aditivos, la acumulaciéon de contaminantes y la degradaciéon; por medio de la
determinacion de los niveles de oxidacion, nitracion, hollin y sulfatacion dados en
A/0,1mm, al igual que los porcentajes de contaminantes como el agua, el glicol y el
combustible!?3,

Esta practica se basa en la espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier
(FT-IR), es un proceso espectroscopico rapido y simple que permite monitorear el
estado de los lubricantes en servicio por medio de andlisis de tendencias y
distribucion.

2.2.4.1 Oxidacion. La oxidacion del aceite lubricante se da en presencia de oxigeno
y calor, es un proceso donde el aceite se transforma gracias a la polimerizacién de
las moléculas organicas que lo constituyen; lo cual genera el deterioro de sus
propiedades respecto a las originales. La oxidacion del aceite puede generar
grandes inconvenientes como, el aumento de la viscosidad, la obstruccién del filtro,
la acumulacién de depdsitos y sedimentos, el desgaste corrosivo y la reduccién de
la vida til*?4.La muestra de aceite lubricante usado analizada por el laboratorio SGS
Colombia presenta un valor de oxidacion de 0,7 A/0.1 mm, el cual se considera
inaceptable, ya que supera el nivel estipulado de 0.25 A/0.1mmde acuerdo con el
Cuadro 725,

2.2.4.2 Nitracion. La nitracion del aceite lubricante usado es una medida de los
compuestos de nitrégeno presentes en este. Durante el proceso de combustion se
generan compuestos llamados 6éxidos que nitrégeno que al reaccionar con el
combustible forman organonitratos y compuestos de nitrégeno inestables, los
cuales aumentan la velocidad de formacién de lodos y aligeran la degradacion del
aceite haciendo que pierda sus propiedades. La muestra analizada por el laboratorio
SGS Colombia presenta un valor de nitracion de 0.09 A/0.1 mm, el cual segun el
Cuadro 7 no representa una alerta en el aceite lubricante usado ya que no supera
los 0.13 A/0.1 mm?*26,

2.2.4.3 Hollin. Es un residuo insoluble del combustible quemado parcialmente, este
se mantiene suspendido gracias a los aditivos presentes en el aceite lubricante y
por ende el aceite se torna de color negro. Si el hollin se precipita puede contribuir

123 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard practice for condition
monitoring of in-service lubricants by trend analysis using fourier transform infrared (ft-ir)
spectrometry. ASTM E2412. Estados Unidos.: El instituto, ASTM, 2018. 1 p.

124 BUREAU VERITAS. Op. Cit., p.1.

125 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op.Cit., p.88.

126 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88.
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a la reduccion de aditivos y en algunas ocasiones aumenta la viscosidad del
aceite!?’, esto hace que el hollin sea un indicador de la eficiencia de la combustion.
Los resultados presentados por el laboratorio SGS Colombia indican que la muestra
de aceite lubricante usado tiene un valor de hollin correspondiente a 0.23 A/0.1 mm.
Conforme al Cuadro 7 este valor se considera un nivel de alerta del mal
funcionamiento del aceite lubricante ya que supera los 0.15 A/0.1 mm?*28,

2.2.4.4 Sulfatacién. La sulfatacion del aceite lubricante se origina en los motores
durante el proceso de combustion, en el momento en que el azufre presente en el
combustible se oxida y se mezcla con agua formando acidos de base azufre. Parte
de estos acidos se combinan con los aditivos del aceite para formar sales tales como
sulfatos de magnesio, bario o calcio, la sulfatacion aumenta continuamente mientras
el nivel de azufre del combustible sea constante'?®. La muestra de aceite analizada
por el laboratorio presenta un valor de sulfatacion de 0.09 A/0.1 mm, valor que
acorde con el Cuadro 7 se encuentra dentro de los estdndares para aceites
lubricantes debido a que el valor no es mayor a 0.2 A/0.1 mm?*30,

2.2.4.5 Glicol. La presencia de glicol en el aceite indica una fuga en el sistema de
enfriamiento y acelera la oxidacion de este. Cuando el aceite se encuentra muy
oxidado es pegajoso y forma facilmente residuos que taponan los filtros, el glicol en
el aceite es inaceptable aun si la cantidad es minima!3l.La muestra de aceite
lubricante usado que se analizé cumple con lo dicho anteriormente, ya que presenta
un porcentaje de glicol equivalente a 0%.

2.2.4.6 Agua. El agua puede contaminar el sistema entrando desde el exterior o
condensandose de algun compartimiento del motor, cuando el agua se mezcla con
el aceite disminuye su capacidad lubricante y se forman facilmente depdésitos. Si el
agua logra calentarse lo necesario puede causar pequefias explosiones de vapor
que fracturan el metal®2,

Dentro de los resultados arrojados por el laboratorio se encuentra que el porcentaje
de agua presente en la muestra de aceite lubricante usado analizada corresponde

127 PADILLA, Noel. Andlisis de aceite para detecciéon temprana de fallas en motores
Caterpillar. [En linea]. Tesis. Universidad De San Carlos de Guatemala, Guatemala.: 2013.
[Consultado 25, mayo, 2019]. Disponible en:
http://biblioteca.usac.edu.gt/tesis/08/08_0770_M.pdf

128 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p.88

129 EXXON MOBIL, LUBRICANTS E SPECIALTIES. Verdades y falacias sobre el anélisis
de sulfatacion ¢ Puede reemplazar al TBN? [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 15, marzo,
2019]. Disponible en: https://es.scribd.com/document/236996000/Consejo-128-Sulfatacion
130 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88.

131 PADILLA, Noel. Op. Cit., p. 32.

132 pADILLA, Noel. Op. Cit., p. 32.

68


http://biblioteca.usac.edu.gt/tesis/08/08_0770_M.pdf
https://es.scribd.com/document/236996000/Consejo-128-Sulfatacion

a 0%, cumpliendo con los limites permitidos segun el Cuadro 7 que indica que el
porcentaje en volumen de agua no puede ser mayor a 0.3% vol.133,

2.2.4.7 Combustible. La contaminacién del aceite por combustible reduce su
propiedad lubricante. Debido al proceso de combustidon es habitual encontrar
pequefias cantidades de combustible en el aceite, pero si el nivel de combustible es
superior al 4% es necesario evaluar posibles fuentes de fuga de combustible34.La
muestra de aceite analizada por el laboratorio presento un porcentaje de
combustible de 4.63%, el cual segun lo mencionado anteriormente indica que
proviene de algun tipo de fuga.

2.2.5 Espectrometria. Los metales de desgaste son contaminantes muy comunes
en los aceites lubricantes usados cuando el tiempo de servicio es largo, por ende,
es necesario evaluarlos segun la norma ASTM D6595: Método de prueba estandar
para la determinacion de metales de desgaste y contaminantes en aceites
lubricantes usados o liquidos hidraulicos usados por electrodo de disco giratorio
Espectrometria de emision atémica.

Prueba que determina la concentracion de metales de desgaste presentes en el
aceite usado en partes por millén (ppm); puntualmente establece la concentracion
de: Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Molibdeno (Mo), Fésforo (P), Zinc (Zn), Silicio (Si),
Sodio (Na), Aluminio (Al), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Hierro (Fe), Plomo (Pb),
Manganeso (Mn), Niguel (Ni), Plata (Ag), Estafio (Sn), Titanio (Ti), Vanadio (V) y
Bario (Ba) 1%.

2.2.5.1 Calcio (Ca). La presencia de calcio en el aceite puede ser atribuida a los
detergentes que contiene el mismo, los cuales se encargan de mantener el aceite
limpio, es decir, libre de depdésitos; neutralizando los acidos presentes. De igual
forma el contenido de calcio en los aceites se debe a los aditivos adicionados a este
con el objeto de que reaccionen con el lodo para mantenerlo solubles®3®.El nivel de
calcio presente en la muestra de aceite lubricante analizada es de 1154 ppm, siendo
el valor més grande dentro de los elementos de desgaste.

2.2.5.2 Magnesio (Mg). Actualmente los principales detergentes utilizados son
sales de metales alcalinotérreos como calcio, bario y magnesio®’, por ello la
presencia de magnesio en el aceite al igual que la del calcio se atribuye a los aditivos

133 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88.

134 PADILLA, Noel. Op. Cit., p. 33.

135 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard test method for
determination of wear metals and contaminants in used lubricating oils or used hydraulic
fluids by rotating disc electrode atomic emission spectrometry. ASTM D6595. Estados
Unidos.: El instituto, 2017. 1-2 p.

13 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p. 141.

137 |bid., p.142
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detergentes incorporados en el aceite. El contenido de magnesio en la muestra de
aceite que se analiz6 equivale a 552 ppm.

2.2.5.3 Molibdeno (Mo). La presencia de molibdeno en el aceite lubricante usado
se debe a fallas en los anillos de pistén y vastagos de valvulas'®, la concentracién
de molibdeno en la muestra de aceite estudiada es de 29 ppm.

2.2.5.4 Fosforo (P). La presencia del fosforo en el aceite lubricante se atribuye a la
incorporacion de aditivos de antidesgaste!®®, la concentracion de fosforo que
contiene la muestra de aceite analizada equivale a 785 ppm.

2.2.5.5 Zinc (Zn). La concentracion de zinc en el aceite lubricante al igual que la del
fosforo se atribuye a la presencia de aditivos antidesgaste en el aceite!*°, en la
muestra analizada se encontrd zinc en una concentracion de 821 ppm.

2.2.5.6 Silicio (Si). La aparicion de silicio en el aceite lubricante de motor se debe
a fallas en la estanqueidad del sistema lubricante, aditivos del aceite y cristalizacion
de empaquetaduras, de igual forma puede provenir del polvo o la tierra que ingresa
por el filtro'4l.La muestra de aceite lubricante analizada por el laboratorio presenta
una concentracion de silicio equivalente a 52 ppm, valor considerado inaceptable
debido a que superar las 20 ppm establecidas en los limites de referencia'*?, como
se evidencia en el Cuadro 7.

2.2.5.7 Sodio (Na). La concentracion de sodio en el aceite lubricante de motor se
atribuye a falla en la estanqueidad del sistema lubricante lo que produce fugas del
refrigerante, la entrada del refrigerante a la camara de combustion forma residuos
s6lidos ricos en sodio y cromo que operan como abrasivos'#3. La concentracion de
sodio presente en la muestra de aceite analizada segun el laboratorio SGS
Colombia es de 95 ppm, conforme con el Cuadro 7 este valor se considera
inaceptable ya que supera la concentracion limite que equivale a 20 ppm?44.

2.2.5.8 Aluminio (Al). La presencia de aluminio en el aceite se debe principalmente
al desgaste de algunas piezas del motor, como pistones, cojinetes, bujes, cascaras,
camisas, bombas de aceite, volantas de empuje, tornillos, entre otros. De igual
forma proviene del aire contaminado que entra al motor!#°.El nivel de aluminio en la
muestra de aceite lubricante equivale a 19 ppm, valor que indica una concentraciéon

138 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88.

139 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.142.
140 |bid., p.142.

141 |bid., p.142

142 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

143 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.141.
144 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

145 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.141.
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inaceptable de acuerdo con el Cuadro 7 ya que se supera el limite de referencia de
10 ppm?4e,

2.2.5.9 Cromo (Cr). El cromo presente en el aceite proviene del desgaste de los
anillos del pistén y de los refrigerantes implementados!4’. La cantidad de cromo
identificada en la muestra de aceite analizada es de 3 ppm, concentracidén que indica
un nivel critico en el aceite lubricantes ya que supera el valor de 1.38 ppm*“8; como
se observa en el Cuadro 7.

2.2.5.10 Cobre (Cu). El nivel de cobre en el aceite puede atribuirse al desgaste de
los cojinetes de aleacién, cojinetes de empuje, guia de valvulas, casquillos de pie
de biela, entre otros!*°.Los resultados arrojados por el laboratorio indican que hay
una concentracion de 18 ppm de cobre, valor considerado como inaceptable en el
aceite lubricante de motor ya que supera las 15 ppm permitidas®®®, como se puede
observar en el Cuadro 7.

2.2.5.11 Hierro (Fe). El contenido de hierro en el aceite lubricante se puede atribuir
al desgaste de las camisas en el bloque del motor o a la corrosién causada por la
oxidacion de piezas del motor!®l. La muestra analizada presenta un nivel de hierro
equivalente a 62 ppm, valor considerado como inaceptable de acuerdo con el
Cuadro 7 ya que supera la concentracién limite de 25 ppm?*°2,

2.2.5.12 Plomo (Pb). La concentracion de plomo que presenta la muestra analizada
por el laboratorio corresponde a 2 ppm, nivel calificado como critico conforme con
el Cuadro 7 debido a que supera el valor de 1.47 ppm?*°3. El plomo contenido en el
aceite lubricante usado se debe a fallas en los cojinetes o desgaste general de
piezas del motort>*,

2.2.5.13 Manganeso (Mn). Este elemento proviene del desgaste natural del
motor!>S, en la muestra analizada se encuentra en una concentracion de 1 ppm.

2.2.5.14 Niquel (Ni). La presencia de niquel en el aceite lubricante usado se
atribuye a fallas de elementos del motor, como cojinetes de friccibn o metales de

146 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

147 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.143.
148 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

1499 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.142.
150 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

151 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.141.
152 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

153 |bid., p.88.
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155 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88
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balancines!®¢.El contenido de niquel presente en la muestra de aceite lubricante que
fue analizada es minimo, con un valor equivalente a 1 ppm que no representa una
alerta ya que no supera la concentracion de 3 ppm**’, como lo indica el Cuadro 7.

2.2.5.15 Plata (Ag). La muestra de aceite lubricante usado analizada por el
laboratorio SGS Colombia no presenta concentracion alguna de plata.

2.2.5.16 Estafio (Sn). La presencia de estafio en el aceite lubricante usado proviene
del deterioro o fallas en los elementos del motor'®8, Sin embargo, en este caso la
muestra analizada no contiene concentracion alguna de estafio como elemento de
desgaste, el valor considerado como alerta para la presencia de este elemento es
1.27 ppm?*®°,

2.2.5.17 Vanadio (V). No hay presencia de vanadio en la muestra de aceite
analizada por el laboratorio, lo que significa que este parametro se encuentra en
condiciones Optimas ya que los valores considerados anormales son superiores a
13.44 ppm?1eo,

2.2.5.18 Bario (Ba). La concentracion de bario en la muestra de aceite analizada
es nula, sin embargo, en caso de presentarse algun nivel de bario se podria atribuir
a la incorporacion de adictivos detergentes a base de sales®!

2.2.6 TAN. Los productos provenientes del petréleo, ya sean nuevos o usados,
pueden contener compuestos que les brindan un alto grado de acidez, bien sea
como aditivos o como contaminantes formados por la degradacion durante el tiempo
de servicio, tales como los productos generados por la oxidacién. Debido a ello se
ve la necesidad de realizar esta prueba bajo la norma ASTM D664-17: Método de
prueba estandar para determinacién del indice de acidez de productos derivados
del petréleo mediante titulacion potenciométrical®?.

Esta prueba se llevé a cabo para determinar el nUmero total de acidez del aceite
lubricante, ya que este valor permite evaluar la degradacion y calidad en la que se
encuentra nuestro aceite lubricante usado, los resultados que arroja este método
vienen dados en mg KOH/g. En aceites usados, los compuestos mas comunes que
pueden tener caracteristicas de acidez son: &cidos organicos e inorganicos, ésteres,

156 1bid., p. 88.

157 1bid., p.88.

158 1bid., p.88.

159 1bid., p.88.

160 1hid., p.88.

161 FONG, Waldyr; QUINONEZ, Edgar y TEJADA, Candelaria. Op. Cit., p.142.

162 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard test method for acid
and base number by color-indicator titration. ASTM D664-17. Estados Unidos.: El
instituto,2004. 1-2 p.
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compuestos fendlicos, lactonas, resinas, sales de metales pesados, sales de
amoniaco Yy otras bases débiles, sales acidas de acidos polibasicos y agentes de
adicion como inhibidores y detergentes.

Para la determinacion de ello, se realiza una titulacion de la muestra por medio de
una base alcohdlica estandar, sabiendo que la muestra se encuentra disuelta en
una mezcla de tolueno, alcohol isopropilico, agua y un indicador, el punto final se
evidencia en el momento que la dilucién cambia de color. El resultado arrojado por
el laboratorio indica un nivel de acidez equivalente a 2.15 mg KOH/g

2.2.7 TBN. Los aceites lubricantes usados pueden contener gran cantidad de
compuestos basicos presentes en su mayoria como aditivos, por ende, se realiza
esta prueba de acuerdo con la Norma ASTM D2896-15: Método de prueba estandar
para determinar el numero base de productos derivados del petréleo mediante
titulacidon potenciométrica con acido perclorico. El resultado arrojado hace referencia
a la cantidad de sustancia basica presente en el producto, y se puede usar como
medida de degradacién del lubricante durante el serviciol®3,

Para la determinacion se lleva a cabo una titulacion con &cido alcohdlico estandar,
la muestra debe estar diluida en una mezcla tolueno, alcohol isopropilico, agua y un
indicador, el punto final se evidencia en el momento que la dilucion cambia de color.

Como se mencion0 anteriormente la mayoria de compuestos alcalinos presentes en
el aceite provienen de aditivos incorporados con el fin de neutralizar los derivados
del azufre y los acidos organicos generados por la oxidacion, y asi evitar dafios
corrosivos. En general a mayor TBN, mayor es la reserva de capacidad alcalina del
aceite'®, La muestra de aceite lubricante usado analizada por el laboratorio SGS
Colombia presenta un nivel de TBN equivalente a 6 mg KOH/ g, valor considerado
como critico conforme con el Cuadro 7 debido a que es menor al limite de referencia
de 7 mg KOH/ g*,

2.2.8 Carbon Residual. El valor de carbono residual de un aceite lubricante de
motor puede indicar la cantidad de depdsitos carbonosos que forma un aceite en la
camara de combustion del motor, al igual que la presencia de ciertos aditivos. El
procedimiento para determinar el residuo de carbon se llevo a cabo bajo la Norma
D189: Método de prueba estdndar de Conradson para la determinacion de residuos
de carbono en productos derivados del petréleo. El resultado que arroja el método
corresponde al porcentaje de carbono residual presente en la muestra luego del
proceso de evaporacion y pirolisisos.

163 1bid., p. 1-2

164 pPADILLA, Noel. Op. Cit., p. 33.

165 BUCHELLI, Luis y GARCIA, Vicente. Op. Cit., p. 88

166 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard Test Method for
Conradson Carbon Residue of Petroleum Products. ASTM D189. Estados Unidos.: El
instituto, 2014. 1 p.
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La presencia de carbdn residual en la muestra de aceite lubricante usado analizada
por el laboratorio provienen de la combustion incompleta del combustible y se
deposita principalmente en el carter del motor, el valor arrojado por la prueba es de
1.38 ppm.

La determinacion de Bifenilos Policlorados y Hal6genos Totales presentes en el
aceite lubricante de motor usado, los cuales son considerados el objeto principal de
esta investigacion, se hace por medio del Laboratorio Texas Oil Tech el cual utiliza
una técnica especializada (cromatografia de gases) para la cuantificacion de dichos
contaminantes, los resultados obtenidos se presentan en el ANEXO E.

2.2.9 Bifenilos Policlorados. La determinacion de los Bifenilos Policlorados se
realizd mediante la norma ASTM D4059 “Método de prueba estandar para el analisis
de Bifenilos Policlorados en liquidos aislantes mediante cromatografia de gases” y
se reportan en ppm'®’. Este método de ensayo describe una determinacion
cuantitativa de la concentraciébn de Bifenilos Policlorados (PCB) en liquidos
aislantes eléctricos mediante cromatografia de gases. También se aplica a la
determinacion de PCB presentes en mezclas conocidas como askarels, utilizadas
como liquidos aislantes eléctricos y en aceites minerales aislados.

La norma NTC 5995 “PETROLEO Y SUS DERIVADOS. BASES LUBRICANTES
RE-REFINADAS”, establece los requisitos que deben cumplir y los ensayos a los
cuales deben ser sometidas las bases lubricantes re-refinadas para su
comercializacién en Colombia obtenidas mediante aceites lubricantes usados?®®.
Con base en la norma descrita anteriormente y segun la caracterizacion
fisicoquimica inicial del aceite, se determiné que el aceite lubricante de motor usado
no cumple con los parametros establecidos por dicha norma ya que el nivel de
Bifenilos Policlorados se encuentra por encima del valor maximo permitido de 5
ppm, con un valor equivalente a 32,3 ppm.

2.2.10 Halégenos Totales. Se determind segun la norma ASTM D808-16 “Método
de prueba estandar para cloro en productos petroliferos nuevos y usados (Método
del dispositivo de descomposicion de alta presion)”, los resultados se reportan en
% masico. Este método de ensayo abarca la determinacion del cloro en aceites y
grasas lubricantes, incluidos los aceites lubricantes nuevos y usados y las grasas
gue contienen aditivos. Su rango de aplicacion es de 0.1 m% a 50 m% de cloro. El

167 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard test method for
analysis of polychlorinated biphenyls in insulating liquids by gas Chromatography. ASTM
D4059. Estados Unidos.: El instituto, 2018. 1 p.

168 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Petréleo y
sus derivados. bases lubricantes re-refinadas. NTC 5995. Bogota D.C.: La entidad, 2013.
p. 8.
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procedimiento asume que no habra compuestos que contengan halégenos distintos
al cloro'®®,

El valor obtenido de la caracterizacion inicial del aceite lubricante usado para los
Halégenos Totales fue de 598,5 ppm, valor que se encuentra por encima de lo
requerido segun la resolucion 1446 de 2005 que establece los parametros y las
condiciones permitidas a la cuales se puede realizar combustion de los aceites
lubricantes usados’?, e indica que el nivel maximo permitido de Halégenos Totales
en los aceites lubricantes es 400 ppm.

169 AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Chlorine in new and used
petroleum products (high pressure decomposition device method). ASTM D808-16. Estados
Unidos.: El instituto, 2016. 1 p.

170 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y
DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucion 1446 (09, octubre, 2005) Por la cual se modifica
parcialmente la Resolucion 415 del 13 de marzo de 1998, que establece los casos en los
cuales se permite la combustion de aceites de desecho o usados y las condiciones técnicas
para realizar la misma. En: Congreso de la Republica de Colombia. Bogota D.C. 2005. 3 p.
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3. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LAS
CEPAS SELECCIONADAS

El objeto de esta investigacion fue la remocidén de contaminantes presentes en el
aceite lubricante usado de motor Diésel, puntualmente los niveles de Bifenilos
Policlorados y Halégenos Totales a partir de un consorcio bacteriano presente en el
mismo, para ello, es indispensable determinar las condiciones de crecimiento de las
cepas a utilizar en el proceso microbiolégico. Por ende, en este capitulo se
presentan los aspectos importantes de a tener en cuenta para la determinacion de
dichas condiciones.

En la ilustracion 10 se evidencian las etapas necesarias para culminar dicha
determinacion; estas etapas son descritas en este capitulo.

llustracién 10. Seleccion de condiciones Optimas de crecimiento para el consorcio
aislado.

ONDICIONES DE CRECIMIENTO
PARA LAS CEPAS —
SELECCIONADAS

FILTRACION DE ACEITE PREPARACION DEL MEDIO DE SIEMBRA DE
LUBRICANTE USADO CULTIVO MICROORGANISMOS

cansoepeTr) (o VT
(MEDIO SOLIDO) Lio0Io0)
A

CONDICIONES OPTIMAS DE AISLAMIENTO DE
CRECIMIENTO PARA LAS CEPAS - PRUEBA BIOQUIMICA API |«—— IDENTIFICACION BACTERIANA |-t—— MICROORGANISMOS

— INCUBACION DE SIEMBRA

DESCRIPCION
MACROSCOPICA

TINCION DE GRAM

DESCRIPCION
MICROSCOPICA

Y

Fuente: elaboracion propia.

3.1 FILTRACION DEL ACEITE LUBRICANTE USADO

Se entiende como filtracion a la operacion unitaria encargada de separar los solidos
en suspension presentes en un liquido, en este caso el aceite lubricante usado; este
proceso es necesario ya que retira facilmente las impurezas de gran tamafio que
contiene el aceite mediante un método netamente fisico. Este procedimiento se llevd
a cabo por medio de una bomba de vacio que genera una presion diferencial al
retirar el aire presente en el recipiente de filtrado y asi succionar rapidamente el
liquido a filtrar. Para esta operacion se utilizé un filtro de celulosa que retiene
particulas con un didmetro mayor a 1 micrometro ubicado en un embudo Buchner
gue esta situado en la parte superior de un beaker con desprendimiento lateral a
donde es conectada la bomba de vacio.
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3.2 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Para la preparacion de medio de cultivo se realiz6 una exhaustiva busqueda
bibliogréfica para seleccionar el medio més adecuado. El medio Bushnell Haas Agar
es altamente recomendado para el analisis microbiano de los combustibles o
cualquier derivado del petréleo como lo son los aceites lubricantes usados; esto
debido a que este medio contiene todos los nutrientes excepto la fuente de carbono
necesaria para el crecimiento bacteriano, es decir, solo los microorganismos
capaces de metabolizar hidrocarburos crecen en este tipo de medios!’t. Su
composicién se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Medio de cultivo Bushnell Haas.

Composicion Cantidad (g)
Sulfato de Magnesio 0.2
Cloruro de Calcio 0.02
Fosfato Mono-potasico 1.0
Fosfato Di-potésico 1.0
Nitrato de Amonio 1.0
Cloruro Férrico 0.05

Fuente: elaboracién propia.

Como se menciond anteriormente este medio no fue enriquecido con una fuente de
carbono diferente a la del aceite lubricante usado de motor diésel. Y su preparacion
se evidencia en el ANEXO F.

Se realizaron dos tipos de medio, uno liquido y uno sélido, con la Unica diferencia
que el medio solido adicional a los compuestos de la Tabla 8 contiene agar;
compuesto encargado de solidificar el medio. Para los dos casos estos compuestos
son diluidos en 1000 ml de agua destilada y mezclados hasta homogenizar, si es
necesario se debe calentar el medio para que se disuelva completamente.

Luego de ello se realiz6 el proceso de esterilizacion del medio y los implementos
necesarios para la siembra como lo son cajas de Petri y tubos de ensayo, este
procedimiento se llevd a cabo en un autoclave aproximadamente a 121 °C y 1 atm
durante 20 minutos; la esterilizacion puede tardar un poco mas de lo previsto debido
a que el equipo tarda un poco en alcanzar la temperatura necesaria. Este
procedimiento es obligatorio ya que se encarga de la eliminacion de los
microorganismos presentes en los elementos de laboratorio o reactivos de trabajo
y evitar asi algun tipo de contaminacion.

171 HIMEDIALABORATORIES. Bushnell Haas Agar. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado
20, abril, 2019]. Disponible en: http://himedialabs.com/TD/M349.pdf
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3.3 SIEMBRA DE MICROORGANISMOS

3.3.1 Siembra en Cajas de Petri. Para la siembra en el medio sélido, se llevo a
cabo una siembra en superficie, la cual consiste en verter sobre una placa de Petri
el medio de cultivo fundido y esterilizado previamente el cual debe estar a una
temperatura aproximada de 40 °C, de tal forma que cubra el fondo de la caja, se
deja solidificar y se coloca sobre la superficie el in6culo por medio de una
micropipeta. Con ayuda de un asa estéril se extiende el indculo hasta su absorcion
total por el medio de cultivol’?. La siembra se realizé en 6 cajas de Petri, 3 a una
concentracion de 0.1 ml de aceite y 3 a 0.4 ml de aceite; esto con el fin de evidenciar
en cual de estas condiciones se presenta un mayor crecimiento bacteriano.

3.3.2 Siembra en Tubos de Ensayo. Por otro lado, para la siembra de
microorganismos en medio liquido se realiz6 mediante una siembra por inmersién,
consistente en verter una cantidad establecida de medio, aproximadamente 10 mly
con ayuda de una micropipeta tomar diferentes concentraciones de aceite, agregar
al tubo, agitar y cerrar. De igual forma que en el medio solido, la siembra se llevé a
cabo a concentraciones de 0.1 mly 0.4 ml.

3.3.3 Incubacion del consorcio. Para la incubacion de microorganismos existen
diversos factores para tener en cuenta que afectan en crecimiento bacteriano tales
como, la temperatura, el pH, la concentracién de oxigeno, el nivel de agua, entre
otros. Por ello, con base en la bibliografia la incubacion del consorcio bacteriano
presente en el aceite lubricante se llevo a cabo en una jarra de anaerobiosis, con
una bolsa de generacion de atmosfera libre de oxigeno, a una temperatura de 36.6
°C durante 15 dias aproximadamente.

3.3.4 Evaluacion cualitativa del consorcio bacteriano. La evaluacion cualitativa
se puede realizar mediante diferentes métodos, dentro de los cuales se destaca la
descripcion microscépica y macroscopica de los microorganismos, ya que son
procedimientos faciles y rapidos que permiten clasificar de forma provisional las
bacterias dentro de los grupos mas generales.

Partiendo de ello, la evaluacién microbiana del consorcio se llevo a cabo analizando
las caracteristicas microscépicas y macroscoépicas del cultivo sembrado tanto en las
cajas de Petri como en los tubos de ensayo.

3.3.4.1 Descripcion macroscépica del consorcio. La caracteristica macroscopica
de mayor importancia es la morfologia, ya que esta es esencial para la

172 santambrosio, Eduardo; ORTEGA, Marta y GARIBALDI, Pablo. Catedra Biotecnologia.
[En linea]. Trabajo practico. Universidad Tecnoldgica Nacional. Argentina.: 2009.
[Consultado 15 abril, 2019]. Disponible en:
https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras/quimica/5_anio/biotecnologia/practicolll.pd
f
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diferenciacion e identificacion inicial de los microorganismos, es importante resaltar
los detalles que se perciben a simple vista como, por ejemplo, tamafo, forma,
consistencia, turbidez y en algunos casos el color u olor.

Para el medio de cultivo solido las caracteristicas a tener en cuenta para la
identificacion son:

e Tamafo: Este suele ser uniforme en una misma especie o tipo, existen colonias
de didmetros menores a un milimetro (puntiformes), las medianas a las de hasta
4 mm y grandes a las de mas de 4 mm

e Forma: Se determina por la forma del borde y el espesor. Los bordes pueden ser
enteros o lisos, ondulados, lobulados o filamentosos y la forma puede ser
circular, irregular y filamentosa

e Consistenciay textura: La consistencia es de dos tipos duras y secas al estar en
contacto con el asa bacteriolégica suelen fragmentarse, la otra es cremosa o
viscosa estas al estar en contacto con el asa se pegan.

e Superficie: Puede ser plana, en forma de disco, convexa o semiesférica,
acuminada, cerebroide, con bordes elevados o con centro elevado.

e Comportamiento respecto a la luz: La luz reflejada, que hace que la colonia sea
brillante u opaca, translucida que permite el paso de luz, pero no totalmente y
transparente que deja pasar la luz.

e Color: Se describe la aparicion del color y si este se difunde o0 no en el agar

e Olor: Depende de la especie de las bacterias.

Para el medio de cultivo liquido se torna un poco mas complicada la descripcion
macroscopica, por ello para este se tienen en cuenta otras caracteristicas
importantes como lo son:

e Turbidez: Este es una de las caracteristicas mas importantes puesto que si hay
turbidez significa que hay crecimiento de bacterias, es decir que esta
caracteristica se relaciona directamente con el crecimiento bacteriano en el
medio.

e Pelicula: Describe si la bacteria o colonia crece formando una pelicula en la
superficie.

¢ Sedimento: Muestra la formacion de sedimentos que al agitar se suspenden en
el fondo.

3.3.4.2 Descripcion microscopica del consorcio. Para llevar a cabo la
descripcion microscépica de microorganismos es necesario realizar inicialmente
una coloracion que permita diferenciar e identificar las bacterias en determinados
grupos, la mas comun es la conocida Tincion de Gram. La evaluacion microscépica
luego de realizar la tincion revela caracteristicas importantes como la forma, la
manera de agruparse, el tamafo y la estructura de los microorganismos.

La morfologia bacteriana microscopica describe el tamafio de las bacterias (0.5-10
micrémetros). Las bacterias se diferencian segun su forma en:
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e Cocos
e Bacilos
e Espirilos y espiroquetas

3.3.4.3 Tincién de Gram. Es una técnica de coloracion diferencial disefiada para
clasificar las bacterias en dos grandes grupos dependiendo la presencia o la
ausencia de peptidoglicano, Gram positivas 0 Gram negativas respectivamente. El
procedimiento que se llevo acabo se presenta en el ANEXO G.

3.4 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

El aislamiento de microorganismos es una técnica la cual permite obtener cultivos
puros de una determinada bacteria. Se basa en la separacion, extraccion e
inoculacién de una bacteria especifica presente en un cultivo mixto de
microorganismos.

Este procedimiento es necesario para determinar los microorganismos con los
cuales se lleva a cabo el tratamiento biol6gico de los aceites lubricantes usados de
motor, y asi mismo poder establecer las condiciones éptimas de crecimiento para
dichos microorganismos.

Es importante realizar el proceso de aislamiento de las cepas presentes en el aceite,
debio a que las bacterias requieren ser estimuladas para que exista un alto
crecmiento microbiano y su vez una mayor degradaciéon de los contaminantes
presentes en el mismo; gracias a la caracterizacion inicial se analiza que a pesar
que las bacterias son nativas de este aceite, no estan realizando un proceso de
degradacion adecuado al no contar con los suficientes nutrientes para su correcto
desarrollo.

3.4.1 Recuperacién de microorganismos. Al evaluar el desarrollo del cultivo
bacteriano tanto en las cajas de Petri como en los tubos de ensayo se evidencia
que existe un mayor crecimiento en los tubos, esto gracias a que los
microorganismos se encuentran inmersos en el medio y por lo tanto los nutrientes
son mas asequibles para ellos. Debido a ello, se realiz6 la recuperacion a partir de
los tubos sembrados por medio de un proceso simple basado en tomar una pequefia
cantidad de inoculo de los tubos mediante un asa bacteriolégica estéril y sembrar
de nuevo en placas de Petri utilizando una técnica denominada “estrias” con el fin
de visualizar mejor el crecimiento y la morfologia de los microorganismos, estas
cajas son llevadas a incubar bajo las mismas condiciones de la seccion 3.3.3.

Este procedimiento se llevd a cabo con los tubos sembrados inicialmente que
presentaron un mayor crecimiento bacteriano, los cuales pueden ser estimados
gracias a la turbidez generada en cada uno. Puntalmente esta practica se realiz6
para 4 tubos sembrados a 0,4 ml de aceite ya que estos mostraron.
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3.4.2 Aumento de la carga bacteriana. Trascurrido el tiempo de incubacion de los
microorganismos recuperados se evidencia un crecimiento bacteriano del cultivo
mixto. Sin embargo, este no presenta una gran cantidad de biomasa lo cual no
permite observar claramente la morfologia de las cepas presentes en dicho
consorcio. Por tal razén, se hace necesario aumentar la carga bacteriana mediante
el enriquecimiento del medio de cultivo, el cual se lleva a cabo adicionando
determinado porcentaje de azucar al medio.

En este caso se uso glucosa 1-hidrato ya que es el monosacarido mas usados para
este tipo de procedimientos, adicional a ello es facil de conseguir y presenta buenos
resultados. Con base en la literatura este azucar se debe adicionar a medios de
cultivo a razén de 1 a 40 g/I*"3.

3.4.2.1 Medio de cultivo solido enriquecido. ElI medio de cultivo solido
enriquecido consta de 37g/l “agar nutritivo” y adicional a ello 20g de glucosa 1-
hidrato, se opta por agar nutritivo debido a que como su nombre lo indica este
contiene nutrientes puntuales que estimulan el crecimiento bacteriano. El medio
luego de ser preparado se llevo al proceso de esterilizacion ya mencionado en el
documento y posteriormente bajo las condiciones indicadas es servido en cajas de
Petri.

Tabla 8. Composicién Agar Nutritivo.

Composicion Cantidad (g/l)
Peptona 10
Extracto de carne 10
Cloruro de Sodio 5
Agar 12

Fuente: elaboracién propia.

Una vez culminado el procedimiento anterior se realizaron pases sucesivos de las
cajas servidas con Bushnell Haas para la recuperacién a las cajas servidas con el
medio enriquecido con el fin de que los microorganismos aumenten su biomasa, es
decir, incrementen las unidades formadoras de colonias (UFC) en un tiempo mas
corto, y se llevan a incubar de 3 a 5 dias bajo las mismas condiciones de
temperatura, pero esta vez en condiciones de aerobiosis para evaluar el
comportamiento de las bacterias.

17 MICROKIT. Medios de Cultivo. [Sitio WEB]. Madrid, Espafia. La entidad. [Consultado
abril, 2019]. Disponible en: http://www.medioscultivo.com/dextrosa-glucosa-anhidra-para-
microbiologia/
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3.4.2.2 Medio de cultivo liquido enriquecido. El procedimiento para el medio de
cultivo liquido es bastante similar, este contiene 8g/l de “Caldo nutritivo” y 20g/I de
glucosa anhidra, una vez preparado el medio enriquecido es esterilizado y servido
en Erlenmeyer con tapa rosca.

Tabla 9. Composicion caldo nutritivo.

Composicion Cantidad (g/l)
Peptona 5
Extracto de carne 3

Fuente: elaboracién propia.

Posteriormente, estos Erlenmeyer fueron inoculados y llevados a incubar bajo las
mismas condiciones descritas en el paragrafo anterior para el medio sélido
enriguecido.

3.4.3 Medio de Cultivo 6ptimo. Una vez concluido el tiempo de incubacion de las
siembras realizadas en el medio enriquecido se obtuvo un gran aumento de carga
bacteriana como era de esperarse, aunque el aumento de biomasa es un aspecto
positivo y permite visualizar con un poco mas de claridad la morfologia de las
colonias surge un inconveniente debido a que los microorganismos al estar
estimulados con una alta fuente de carbono como lo es la glucosa y adicional a ello
los nutrientes contenidos en el agar crecen de forma excesiva lo cual no permite
una identificaciébn macroscopica certera de las cepas.

Sin embargo, en las siembras realizadas en medio enriquecido se logro visualizar 4
colonias con morfologias diferentes las cuales deben ser purificadas, y para ello es
necesario plantear un nuevo medio de cultivo intermedio que permita tener carga
bacteriana suficiente para identificar a simple vista la morfologia, pero no demasiada
que impida dicho procedimiento. Por tal razén, se opta por utilizar un medio de
cultivo entre el inicial y el enriquecido para lograr este propdsito; el medio de cultivo
optimo propuesto para el crecimiento de los microorganismos presentes en el
consorcio es Unicamente Agar Nutritivo, ya que este brinda los nutrientes suficientes
para el crecimiento bacteriano y al retirar la glucosa se evita el crecimiento
desmedido del microorganismo.

3.4.4 Purificacién de las cepas. Una vez definido el medio de cultivo 6ptimo para
el crecimiento bacteriano del cultivo mixto, fue necesario realizar pases sucesivos
en cajas de Petri de cada una de las bacterias identificadas morfoloégicamente, es
decir, por medio de un asa bacterioloégica tomar Unicamente la colonia con
morfologia definida y sembrarla nuevamente en una caja de Petri servida con el
medio de cultivo optimo (Agar Nutritivo), este procedimiento se llevé acabo con las
4 cepas que presentan una morfologia clara y definida dentro del cultivo. De existir
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algun tipo de impureza se hace necesario repetir la técnica hasta eliminar dicha
contaminacion y obtener asi la cepa pura.

Cuadro 8. Cepas purificadas.
Cepa

Cepa A

Cepa B

Cepa C

Cepa D

Fuente: elaboracion propia.

3.4.5 Incubacién de cepas aisladas. La incubacion de las colonias aisladas y
purificadas tiene el mismo principio que la incubacion del consorcio con pequefas
diferencias. Se realizé a una temperatura de 36.6 °C, en condiciones de aerobiosis
ya que en la fase de aislamiento se comprobé que el crecimiento de los
microorganismos se veia favorecido bajo estas condiciones.

3.4.6 Evaluacién cualitativa de las cepas aisladas. La identificacion bacteriana

de las colonias que fueron aisladas tiene el mismo principio que la evaluacion del
consorcio, secciéon 3.3.4. Con la unica diferencia que aparte de la descripcion
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macroscopica y microscopica que brindan una clasificacion general de los
microorganismos, fue necesario realizar una prueba bioquimica que arroj6
resultados mas especificos acerca de la clase de bacteria con la cual se esta
trabajando.

3.4.6.1 Pruebas bioquimicas api. Las pruebas bioquimicas api permiten realizar la
identificacion rapida de bacterias de tipo Gram negativas, Gram positivas y
levaduras, con base en un sistema estandarizado que identifica el microorganismo
mediante un software que contiene informacion sobre millones de bacterias
existentes.

Existe una gran variedad de pruebas bioquimicas establecidas para clasificar las
bacterias segun su género y su especie, por lo tanto, se deben tener en cuenta
ciertos factores a la hora de elegir la prueba indicada. Para este caso la seleccion
se basa en los resultados obtenidos por la descripcibn macroscopica y
microscoépica, es decir, la morfologia de la cepa y la tincién de Gram. Segun esto,
las pruebas aptas para las cepas son:

e api STAPH: Este tipo de prueba permite la identificacion de bacterias que
pertenecen al género Staphylococcus, Micrococcus y Kokuria, consta de 20 test
bioquimicos estandarizados y miniaturizados, y una base de datos especifica.
Esta prueba se realiz6 a la cepa D debido a que dicha cepa registro cocos Gram
positivos en la coloracién y una morfologia circular regular, con base en ello, se
prevé que la cepa pertenece al género Micrococcus y por ende se realiza esta
prueba.

e api 20 STREP: Esta asocia pruebas bioquimicas que muestran gran poder
discriminatorio, lo cual permite realizar un diagndstico perteneciente a los
géneros Estreptococos, Enterococos. y para los gérmenes relacionados mas
comunes. Esta prueba se utilizé también en la identificacion de la cepa D con el
fin de obtener un resultado mas especifico ya que la prueba anterior no abarca
todas las posibilidades.

e El api 50 CH: Es un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos
bioquimicos destinados al estudio del metabolismo de los carbohidratos en los
microorganismos. El APl 50 CH se utiliza en combinacion con el API 50 CHL
Medium para la identificacion de Lactobacillus y microorganismos préximos.
Esta prueba se realiz6 para las cepas A, B Y C debido a que estas presentaron
bacilos cortos Gram positivos en la coloracion.

El procedimiento el cual se llevé a cabo para la identificacion de las cepas presentes

en el consorcio aislado se muestra en el ANEXO H y las imagenes que evidencian
la experimentacion se presentan en el ANEXO T.

84



3.5 ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el capitulo que lleva por
titulo DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LAS
CEPAS SELECCIONADAS.

3.5.1 Evaluacion cualitativa del consorcio bacteriano. A continuacion, se
muestra la descripcion macroscoépica y microscopica del consorcio bacteriano.

Cuadro 9. Identificacion del Consorcio Bacteriano.
Cultivo Imagen Descripcion Descripcion

Macroscopica Microscopica
Se evidencian
diversas colonias
con diferente
morfologia cada
una.

Consorcio

Bacilos cortos Gram
Positivos y Gram
Negativos

Fuente: elaboracién propia.

3.5.2 Evaluacion cualitativa de las cepas aisladas. A continuacién, se presenta
la descripcion macroscopica y microscépica de las cuatro cepas aisladas del cultivo
mixto presente en el aceite lubricante de motor usado. La caracterizacion
macroscopica incluye aspectos importantes como: tamafio, forma, borde,
consistencia, superficie y color de las bacterias obtenidas; por otro lado, siguiente
la técnica de coloracion de Gram y la observacion bajo el lente objetivo de aumento
de 100 x se obtiene la caracterizacion microscopica.
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Cuadro 10. Identificacion macroscoépica y microscopica de las cepas aisladas.

Cepa

Imagen

Descripcion
macroscopica

Descripcion
microscopica

Cepa

Tamaio:
Mediano (1mm -
4mm de
diametro)

Forma:
Irregular

Bordes:
Ondulados

Consistencia y
textura:
Cremosa

Superficie:
Semiesférica

Color: Blanco

Bacilos Gram Positivos

Cepa

Tamano:
Mediano (Imm
- 4mm  de
diametro)

Forma:
Irregular

Bordes:
Ondulados

Consistencia y
textura: Seca

Superficie:
Plana

Color: Blanco

Bacilos Gram positivos
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Cuadro 10. (Continuacion)

Cepa

Imagen

Descripcion
macroscopica

Descripcion
microscopica

Cepa

Tamanfo:
Puntiformes
(Omm - 1mm
de diametro)

Forma:
Circular

Bordes: Lisos

Consistencia
y textura:
Cremosa

Superficie:
Semiesférica

Color: Azul

Bacilos cortos Gram
positivos

Cepa

Tamano:
Mediano (Imm
- 4dmm de
diametro)

Forma:
Circular

Bordes: Lisos

Consistencia
y textura:
Cremosa

Superficie:
Semiesférica

Color:
Amatrillo

Cocos Gram positivos

Fuente: elaboracion propia.

3.5.2.1 Identificacion bioquimica api.
Gracias al correcto crecimiento bacteriano por parte de todas las cepas aisladas, la

cuales se encuentran puras.
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macroscopica y microscopica presentada en el cuadro 9, brinda una clasificacion
general y parcial de cada una de las cepas.

Sin embargo, esto no es suficiente para realizar una identificacion confiable, por lo
gue fue necesario llevar a cabo una identificacion a partir de pruebas bioquimicas
api. Los resultados arrojados por dichas pruebas se presentan en el cuadro 11.

Cuadro 11. Identificacion de las cepas aisladas por pruebas bioquimicas api.

Cepa Imagen Identificacion Observaciones

Bacillus
; . . 000
Cepa licheniformis: 99% Ve anexo J.
A
Bacillus
lentus:0.9%
Bacillus lentus:
C%pa 99%
Ver anexo K.
Bacillus

megaterium: 0.8%
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Cuadro 11. (Continuacion)

Cepa Imagen Identificacion Observaciones

Bacillus circulans:

98.5%

C%pa Ver anexo L.
Peanibacillus lautus:
0.7%

C%pa Streptococcus Ver anexo M.

Uberis: 99%

Fuente: elaboracion propia.

3.5.3 Determinacién de condiciones 6ptimas del consorcio aislado. Luego de
la identificacion y clasificacion de los microorganismos, fue necesario consultar
bibliografia que permitié establecer las condiciones éptimas para el crecimiento
microbiano de las cepas identificadas, para ello se tuvieron en cuenta diversos
aspectos como temperatura, presencia de oxigeno y pH, los cuales estan
relacionados directamente con el crecimiento bacteriano.

Para este caso se evalu6 principalmente la temperatura y la presencia de oxigeno,
ya que las bacterias al ser aisladas del aceite lubricante usado estan habituadas a
dicho pH, es decir, el pH se mantiene en un rango neutro constante. A continuacion,
se presentan las caracteristicas principales de cada cepa, partiendo de la revision
bibliografica:

3.5.3.1 Cepa A (Bacillus licheniformis). Bacteria del género Bacillus, especie
Bacillus licheniformis, de tipo Gram positiva. Es un bacilo de tipo anaerobio
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facultativo, lo cual puede verse favorecido por presencia o por ausencia de oxigeno,
morfoldégicamente tienen forma de bacilos en forma de bastdn, su temperatura
optima es de 50 °C y puede llegar a soportar temperaturas mayores a estas, sin
embargo, a 37 °C es la temperatura 6ptima para la secrecion de sus enzimas, estas
bacterias crecen de 2 a 5 diast’4.

3.5.3.2 Cepa B (Bacillus lentus). Bacteria del género Bacillus, especie Bacillus
lentus, de tipo Gram positiva. Bacilos en forma de varillas rectas o ligeramente curva
colonias aerobias estrictas que son blanquecinas, opacas y planas con superficie
brillante y redonda. Temperara de crecimiento de 10 a 35 °C, aunque pueden crecer
a una temperatura mas elevada, estas bacterias crecen de 2 a 3 dias?’®.

3.5.3.3 Cepa C (Bacillus circulans). Bacteria del género Bacillus, especie Bacillus
circulans, de tipo Gram positivo. Este tipo de bacterias rectas u ocasionalmente
barras curvadas, son anaerobias facultativas, la temperatura optima de crecimiento
es de 37° C, las colonias tienen margenes irregulares, también pueden marcar Gram
negativa debido a sus esporas, crecen en 2 dias'’®,

3.5.3.4 Cepa D (Streptococcus uberis). Bacteria del género Streptococcus
perteneciente al grupo piogénicol’” de tipo Gram Positiva, esférica y anaerobia
facultativa. Estas bacterias crecen en cadenas o pares, donde cada division celular
ocurre a lo largo de un eje. Tienen un rango de temperatura de crecimiento de 25 a
45 °C, con una temperatura 6ptima equivalente a 37 °C178,

Las cuatro cepas pueden ser consideradas como mesofilos segun la literatura, en
general las cuatro coinciden en su temperatura éptima de crecimiento, la cual se
encuentra entre 35y 37 °C, por ello se optd por escoger una temperatura intermedia
para su crecimiento que corresponde a 36 °C.

“MICROBEWIKI. Bacillus licheniformis. [Sitio WEB]. La entidad. [19, abril, 2019].
Disponible en: https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bacillus_licheniformis

175 ABYS ENCYCLOPEDIA. Bacillus lentus. [Sitio WEB]. La entidad. [20, mayo, 2019].
Disponible en: http://www.tgw1916.net/Bacillus/lentus.html

176 ABYS ENCYCLOPEDIA. Bacillus Circulans. [Sitio WEB]. La entidad. [20, mayo, 2019].
Disponible en: http://mww.tgw1916.net/Bacillus/circulans.html

177 PROGRAMA DE CONTROL EXTERNO DE CALIDAD SEIMC. Género Streptococcus:
una revision practica para el laboratorio de microbiologia. [En linea]. Espafia, Milagrosa:
Julio 20109. [ Consultado 21, mayo, 2019]. Disponible en:
https://seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/bacteriologia/ccs-2006-
bacteriologial.pdf

178 INSTITUTO DE SALUD PUBLICA. Diagndstico microbiolégico de género Streptococcus.
[En linea]. Chile: Julio 2019. [Consultado 21, mayo, 2019]. Disponible en:
http://www.sochinf.cl/sitio/templates/sochinf2008/documentos/presentaciones _microbiologi
a cli_2011/9 sr_Alarcon.pdf
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El oxigeno es otro factor determinante para el crecimiento del consorcio, algunas de
las cepas son anaerobias facultativas y las otras aerobias facultativas, es decir, la
presencia o ausencia de oxigeno, no les impedira el crecimiento, sin embargo, se
realizaron diversas siembras a lo largo de la experimentacién a dos diferentes
condiciones, la primera en ausencia de oxigeno donde los microorganismos
mostraron crecimiento en el dia 5 en una cantidad aceptable de biomasa, y la otra
con presencia de oxigeno, la cual mostr06 mejores resultados ya que los
microorganismos crecieron en 3 dias y con una mayor biomasa. Por tal razén, se
determiné como condicion éptima de crecimiento la aerobiosis.

Por altimo, es importante conocer el pH adecuado para dichas cepas evitando asi
la inhibiciébn o muerte de los microorganismos, dichas bacterias crecen a un pH
Optimo entre 6 y 8 por lo cual son considerados microorganismos neutrofilos; esto
favorece la experimentacién ya que el aceite lubricante usado tiene un pH de 6.7,
por lo tanto no es necesario realizar ningun tipo de adecuacién ya que las bacterias
se desarrollaron adecuadamente a este valor de pH, como era de esperarse debido
a gue las cepas son aisladas de dicho aceite.

Cuadro 12. Condiciones 6ptimas de crecimiento

Microorganismo Condicion Descripcion Valor Optimo
Temperatura Mesofilo 37°C
Anaerobio Presencia o
Cepa A Oxigeno Facultativo ausencia de
oxigeno
pH Neutrofilo 6-75
Temperatura Mesdfilo 35°C
CepaB Oxigeno Aerobio Presencia de
Estricto oxigeno
pH Neutrofilo 8
Temperatura Mesdfilo 37 °C
Anaerobio Presencia o
CepaC Oxigeno Facultativo ausencia de
oxigeno
pH Neutrdfilo 7
Temperatura Mesofilo 37 °C
Anaerobio Presencia o
CepaD Oxigeno Facultativo ausencia de
oxigeno
pH Neutrofilo 7




Cuadro 12. (Continuacion)

Microorganismo Condicion Descripcion Valor Optimo
Temperatura Mesofilo 36 °C
Consorcio Oxigeno Aerobio Presencia de
oxigeno
pH Neutrofilo 6—8

Fuente: elaboracién propia.

Con base en lo descrito anteriormente y en lo planteado por el cuadro 12, las
condiciones 6ptimas para el desarrollo adecuado del consorcio bacteriano son una
temperatura de 36 °C con una exactitud de +/- 1 °C, un pH neutro y un suministro
de oxigeno. Esto con el fin de obtener una alta cantidad de biomasa para el proceso

posterior (Tratamiento Bioldgico).
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4. TRATAMIENTO BIOLOGICO DE LOS ACEITES LUBRICANTES USADOS
DE MOTOR DIESEL PARA LA REMOCION DE HALOGENUROS TOTALES
Y BIFENILOS POLICLORADOS

Con el fin de plantear una alternativa diferente a las convencionales para la
reutilizacion de los aceites lubricantes usados de motor Diesel, se propuso un
tratamiento biolégico para la remocion de Halogenuros Totales y Bifenilos
Policlorados presentes en el aceite, mediante la utilizacion de un consorcio
bacteriano nativo como se ha descrito a lo largo de la investigacion.

En esta seccibn se muestra el tratamiento microbiolégico para los aceites
lubricantes usados de motor Diésel propuesto por los investigadores y el desarrollo
experimental planteado, su analisis y sus resultados.

4.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Con el fin de cumplir con el objetivo de la investigacion se plantean diferentes
alternativas enfocadas a las proporciones entre ALU y el consorcio bacteriano
aislado, buscando cual de ellas presenta una mayor remocion de Bifenilos
Policlorados y Halogenuros Totales.

4.1.1 Objetivo experimental. Evaluar cuantitativamente la disminucién de
Halogenuros Totales y Bifenilos Policlorados en el aceite lubricante usado de motor
Diésel.

Para el desarrollo experimental se plantea una serie de proporciones obtenidas de
la literatura, con el fin de encontrar la mejor alternativa en la disminucién de dichos
contaminantes.

Las alternativas propuestas y sus respectivas proporciones (Medio/ALU) se
muestran en el cuadro 13 y se describen en el parrafo siguiente.

Cuadro 13. Proporciones de reactivos del tratamiento biolégico.

Proporcién 25% 50% 75%
Medio de cultivo (ml) 101.25 202.5 303.75
Inéculo (ml) 11.25 22.5 33.75
ALU (ml) 337.5 225 112.5

Volumen total (ml) 450 450 450

Fuente: elaboracion propia.
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Se realizaron las proporciones de los experimentos partiendo de un volumen total
de 450 ml y teniendo en cuenta una heuristica microbiologica la cual indica que el
inoculo debe estar dentro de un rango de 8-10% del medio de cultivo total; ademas
se realizaron una réplica de cada una de las alternativas. El desarrollo experimental
gue se llevo a cabo se describe a continuacion:

e Alternativa 1: Proporcion 25/75'7° esta primera alternativa consta de 25% de
medio (101.25g) con 10% de inoculo respecto al medio (11.25g) y 75% de ALU
(337.59), para un total de volumen de 450 ml

e Alternativa 2: Proporcién 50/50'8° consta de 50% de medio (205.5g) con 10 de
inoculo respecto al medio (22.5g) y 75% de ALU (225 g), para un total de 450 ml

e Alternativa 3: Proporcion 75/25%! esta Ultima alternativa consta de 75% de
medio (303.75g) con 10% de inoculo respecto al medio (33.75) y 25% de ALU
(112.59), para un total de 450 ml

4.1.2 Tratamiento microbioldgico. El tratamiento consistié en un experimento en
el cual el aceite lubricante usado es puesto en contacto directo con el consorcio
aislado que esta conformado por las cuatro diferentes cepas identificadas, bajo las
condiciones ya establecidas en el capitulo anterior.

El desarrollo experimental consta de tres montajes a diferentes proporciones de
inoculo y aceite lubricante usado, los cuales fueron basados en la bibliografia, el
experimento se realiz6 en cabina de flujo laminar, con el fin de asegurar la
esterilidad del tratamiento.

Inicialmente se prepararon 3 L de medio de cultivo “Caldo Nutritivo”, el cual fue
esterilizado bajo el procedimiento estipulado para evitar contaminacion, luego de
eso con el aceite previamente filtrado se realizaron las distribuciones
correspondientes en Erlenmeyers de 500 mL, es decir, se adicion6 el 25%, 50% o
75 % de aceite en cada uno segun corresponda; este procedimiento se llevo a cabo

17 MUNNA, Bhattacharya. DIPA, Biswas. SANTANU, Sana y SRIPARNA, Datta.
Biodegradation of waste lubricants by a newly isolated Ochrobactrum sp. C1. [En linea].
India.: 2015,5. (5). 7. [Consultado 23, mayo, 2019]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/276832565_Biodegradation_of waste_lubricants
_by _a newly_isolated_Ochrobactrum_sp_C1

180 GUTIERREZ, David y PEREZ, Johana. Evaluacion del tratamiento biolégico para la
disminucion de azufre y metales pesados en aceites lubricantes usados de motor diésel,
como posible alternativa para la industria automotriz. [En linea]. Tesis. Fundacion
Universidad de América, Bogota D. C.: [Consultado 01, junio, 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/7382/1/6131051-2019-1-1Q.pdf
181 MUNNA, Bhattacharya. DIPA, Biswas. SANTANU, Sana y SRIPARNA, Datta. Op., Cit.
p. 2.
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en la cabina de flujo laminar. De igual forma, los Erlenmeyer que contienen el aceite
a las diferentes proporciones de aceite llevados a la autoclave para eliminar
cualquier microorganismo presente en este, con el fin de garantizar que las
bacterias que realicen la remocion sean las presentes en el consorcio aislado.

Una vez se realiz6 lo descrito anteriormente, el paso a seguir es la inoculacion de
cada una de las cepas aisladas e identificadas en 50 mL de medio cada una, esta
inoculacioén se hiz6 a una concentracion de 24 x 10° N° de bacterias/mL la cual fue
determinada mediante la escala de Mc Farland. Se llevo a la incubadora de
agitacion precisa durante 24 horas, esto se realiz6 para garantizar la fase de
adaptacion de las cepas y asegurar una cantidad considerable de biomasa al poner
en contacto directo.

Posteriormente, con ayuda de pipetas estériles se toma la proporcién de inoculo (4
cepas) indicada en el cuadro 12 para la alternativa y es llevada a la cantidad de
medio de cultivo estipulado en el mismo cuadro para el desarrollo experimental,
luego de esto se agregod lentamente el medio inoculado a el Erlenmeyer que
contiene la cantidad de aceite lubricante usado correspondiente para dicha
alternativa. La mezcla se llevé a la incubadora de agitacion precisa durante 7 dias'®?
a 36 °C y 100 rpm. Este procedimiento se realiz6 para cada alternativa y su
respectiva replica.

4.1.3 Adecuacion de las muestras. Una vez terminado el tiempo de tratamiento
fue necesario realizar la adecuacién de las muestras para que puedan ser
analizadas por un laboratorio especializado. Por tanto, el aceite tratado debe cumplir
con una serie de parametros requeridos por el laboratorio para realizar
adecuadamente las pruebas correspondientes de los contaminantes presentes en
el mismo.

Se realiz6 la adecuacion de las muestras principalmente con el fin de que el aceite
a analizar no contenga agua ya que la presencia de esta genera una variacion
significativa en los resultados, dicha adecuacion se describe en el ANEXO M.

4.2 ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion, se muestra los resultados obtenidos durante y después del
tratamiento de contacto directo entre el aceite lubricante usado y el consorcio
bacteriano aislado.

4.2.1 Evaluacion cualitativa del tratamiento biolégico. Las muestras de cada uno
de los tratamientos y las réplicas respectivas fueron observadas diariamente
durante el tiempo de residencia en la incubadora de agitacion precisa, con el objeto

182 MUNNA, Bhattacharya. DIPA, Biswas. SANTANU, Sana y SRIPARNA, Datta. Op., Cit.
p. 3.
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de evidenciar los cambios generados en el aceite lubricante usado y el
comportamiento de los microorganismos.

Con el fin de realizar adecuadamente dicha evaluacion se tuvo en cuenta una escala
cualitativa planteada con base en el metodo conocido como recuento en placa el
cual consiste en determinar el tamafio dela poblacién bacteriana de la muestra,
ratificando el crecimiento exponencial de cultivo bacteriano; dicha escala esta
basada en 3 niveles que describen la variable analizada, donde 1: bajo, 2: medio y
3: alto. Con base en ello, se obtuvieron las siguientes graficas que exponen el
comportamiento de las muestras de cada alternativa, basandose en la turbidez del
medio y la cantidad de precipitado.

Inicialmente se muestra el comportamiento de la alternativa 1 y su respectiva replica
a lo largo del tratamiento microbiol6gico desarrollado.

Grafica 1. Turbidez y Precipitado Alternativa 1.
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Fuente: elaboracién Propia.
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Gréfica 2. Turbidez y Precipitado réplica Alternativa 1.

Replica alternativa 1
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Fuente: elaboracion propia.

A continuacién, se ensefia la variacion presentada por alternativa 2 y su réplica
durante el tiempo de tratamiento.

Grafica 3. Turbidez y Precipitado Alternativa 2.
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Fuente: elaboracion propia.
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Gréfica 4. Turbidez y Precipitado réplica Alternativa 2.

Replica alternativa 2
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Fuente: elaboracién propia.
Por ultimo, se expone el desarrollo cualitativo de la alternativa 3 y su réplica durante
el tratamiento bioldgico.

Gréfica 5. Turbidez y Precipitado Alternativa 3.

Alternativa 3
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Fuente: elaboracion propia.
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Gréfica 6. Turbidez y Precipitado réplica Alternativa 3.

Replica alternativa 3
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Fuente: elaboracion propia.

Como se evidencia en las graficas presentadas anteriormente, tanto la turbidez
como el precipitado van aumentando para cada una de las alternativas a medida
que transcurre el tiempo, mostrando la turbidez y precipitado mas notable en el dia
7, esto se debe al aumento de la poblacion bacteriana durante el tratamiento
biolégico. De igual forma, se puede observar que el aumento de carga microbiana
fue mas acelerado para la alternativa 3 debido a que cuenta con un volumen de
medio y de inoculo mayor a las demas.

El color fue otra variable analizada durante la evaluacion cualitativa, pero no se
presenta en las graficas debido a que el aceite mantuvo para cada alternativa su
color oscuro caracteristico durante todo el tratamiento, es decir, no sufrid ningin
tipo de pérdida, lividez o palidez en esta cualidad.

4.2.2 Evaluacién Cuantitativa del tratamiento biolégico. Con el fin de evaluar la
disminucién de Bifenilos Policlorados y Halégenos Totales en el aceite lubricante de
motor usado fue necesario llevar a cabo un analisis cuantitativo de dichos
contaminantes. Por lo cual, las muestras acondicionadas segun el proceso
planteado en la seccién 4.1.3 son enviadas al Laboratorio Texas Oil Tech quien
realizo la cuantificacion de estas impurezas, la técnica por la cual se llevo a cabo
este estudio se encuentra descrita en la seccidén 2.2.9 y 2.2.10 respectivamente.

4.2.2.1 Resultados del tratamiento. Los resultados arrojados por el Laboratorio

especializado Texas para cada una de las alternativas y su respectiva replica se
presentan del ANEXO N al ANEXO S. Con base en dichos resultados se realizaron
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las siguientes graficas que muestran la concentracion final del contaminante en
cada alternativa y la comparacién con la norma respectiva.

La grafica 7 representa la concetracion final de bifenilos policlorados para cada
alternativa y su respectiva replica en comporacion con la norma NTC 5995, la cual
indica el valor maximo permitido de este contaminante en los aceites lubricantes
usado de motor.

Grafica 7.Concentracion de Bifenilos Policlorados
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Fuente: elaboracién propia.

Para el andlisis cuantitativo de Bifenilos Policlorados se tiene como referencia la
norma NTC 5995 la cual establece los requisitos que deben cumplir las bases
lubricantes re-refinadas obtenidas a partir de aceites lubricantes usados!®. Con
base en lo anterior, la grafica 7 muestra como la alternativa 1 (25% inoculo/ 75%
ALU) y su respectiva replica disminuyen los niveles de este contaminante respecto
a la concentracion inicial, sin embargo no cumplen con los parametros establecidos
para esta impureza, es decir, la concentracion final de Bifenilos Policlorados luego
del tratamiento biologico supera el valor maximo permitido de 5 ppm; lo mismo
sucede para la alternativa 3 (75% inoculo/ 25% ALU) y su réplica, aunque la
remocion es mayor que en la 1 aun no alcanza el valor requerido. Para este caso,
la alternativa 2 (50% inoculo/ 50% ALU) produce la mayor remocion de Bifenilos
Policlorados siendo la unica que alcanza el valor solicitado. A pesar de que todos

18 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Petréleo y
sus derivados. bases lubricantes re-refinadas. NTC 5995. Bogota D.C.: La entidad, 2013. p
8.
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los tratamientos desarrollados removieron el contaminante en cierta medida solo la
alternativa 2 cumple con lo estipulado en la norma, por tal razon si de remocién de
Bifenilos Policlorados se trata la mejor alternativa sera 50% inoculo/ 50% ALU.

En la siguiente grafica se evidencia la concentracion final de Haldgenos Totales
para cada alternativa y su respectiva replica en comparacion con la norma
correspondiente, que indica el valor maximo permitido de este contaminante en los
aceites lubricantes de motor usado

Gréfica 8. Concentracion de Halégenos Totales
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Fuente: elaboracion propia.

Partiendo de la grafica 8 y con base en la resolucion 1446 que establece los limites
maximos de contaminantes presentes en los aceites usados tratados®*, se puede
precisar que la alternativa 1 (25% inoculo/ 75% ALU) a pesar de que genera
disminucién en los niveles del contaminante, no cumple con la norma ya que la
concentracion final tanto de la prueba original como de la réplica superan el valor
maximo permitido de Halégenos Totales. Por otro lado, una vez terminado el

184 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y
DESARROLLO TERRITORIAL. Resolucion 1446 (09, octubre, 2005) Por la cual se modifica
parcialmente la Resolucion 415 del 13 de marzo de 1998, que establece los casos en los
cuales se permite la combustion de aceites de desecho o usados y las condiciones técnicas
para realizar la misma. En: Congreso de la Republica de Colombia. Bogota D.C. 2005. 3 p.
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tratamiento bioldgico la alternativa 2 (50% Inoculo/ 50 % ALU) y la alternativa 3 (75%
Inoculo/ 25 % ALU) generan una diminucion considerable de dicho contaminante,
cumpliendo con la concentracion adecuada para los aceites lubricantes tratados, es
decir, se encuentran por debajo de las 400 ppm de este contaminante. Sin embargo,
cabe resaltar que la alternativa 3 removié en mayor cantidad esta impureza por lo
cual seria la mejor opcion si de remocion de Halégenos Totales se tratara.

Con base en la Resolucién 1446 y en la norma NTC 5995 la alternativa mas
adecuada para llevar a cabo el procedimiento de biorremediacion del aceite
lubricante usado de motor es la 2, debido a que los resultados indican que luego de
llevar a cabo el contacto directo a una proporcion de 50% ALU y 50% Medio e
inoculo los Bifenilos Policlorados Y Hal6genos Totales son removidos de tal forma
gue cumplen con los requisitos establecidos para los aceites lubricantes tratados.

4.2.2.2 Porcentaje de remocion. En cada uno de los experimentos realizados para
cada alternativa se presentd disminucion de los contaminantes, por lo cual se hace
necesario obtener un porcentaje de remocion que indique puntualmente cuanto
removid cada uno.

e Porcentaje de remocion para Bifenilos Policlorados.

Ci Bifenilos — Cf Bifenilos
Ci Bifenilos

% Remocién Bifenilos = ( ) * 100%

Doénde: Ci: Concentracion inicial de Bifenilos, Cf: Concentracion final de Bifenilos

e Porcentaje de remocién para Hal6genos Totales.

Ci Hal6genos — Cf Halbgenos

% Remocién Halbgenos = ( ) * 100%

Ci Halogenos

Doénde: Ci: Concentracion inicial de Hal6genos, Cf: Concentracion final de
Haldgenos.
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Tabla 10. Porcentaje de remocion de Bifenilos Policlorados.
Concentracion

Muestras Bifenilos ppm % R Bifenilos
13,62
25% 27,9
. 28,17
Replica 25% 23,2
84,52
50% 5
. 84,52
Replica 50% 5
46,44
75% 17,3
. 54,80
Replica 75% 14,6

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 11. Porcentaje de remocion de Halégenos Totales.

Concentracion % Remocion
Muestras Halégenos ppm Halégenos
17,06
25% 496,4
15,92
Replica 25% 503,2
96,68
50% 19,9
95,44
Replica 50% 27,3
99,16
75% 5
99,16
Replica 75% 5

Fuente: elaboracion propia.

El porcentaje de remocion de cada contaminante ratifica lo descrito en el paragrafo
anterior.

4.2.2.3 Calidad del aceite. Una vez se conoce la alternativa mas adecuada para el
proceso de biorremediacion, es primordial verificar la calidad del aceite lubricante
tratado obtenido por dicha alternativa. Por tal razén es fundamental conocer el
comportamiento de variables como viscosidad, densidad y pH, debido a que estas
son trascendentales para la reutilizacion del aceite lubricante tratado. Por ende,
durante el tratamiento biol6gico de contacto directo entre el aceite lubricante usado
y el consorcio bacteriano fueron evaluados diariamente estos tres parametros.

En la siguiente grafica se presenta la variacion de la densidad y la viscosidad
durante el tratamiento biol6gico dedsde un valor inicial (dia 1) hasta un valor final
(dia 7).
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Grafica 9. Densidad Vs Viscosidad.
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Fuente: elaboracion propia.

La grafica evidencia como la densidad aumenta a medida que transcurre el tiempo
de tratamiento de un valor inicial de 0,866 g/mL hasta alcanzar un valor de 0,898
g/mL, este incremento se debe al crecimiento exponencial de las bacterias
inoculadas (biomasa); mientras la viscosidad muestra un comportamiento contrario,
es decir, va disminuyendo con el paso de los dias desde un valor inicial de 59,88
cSt hasta un valor de 55,64 cSt, esto indica que los microorganismos con los cuales
se desarrollan el tratamiento biol6gico podrian no degradar solamente Bifenilos
Policlordos y Haldégenos Totales si no también algunos compuestos quimicos
presentes en el aceite.

Lo anterior indica que dichos parametros se encuentran dentro de lo establecido, es
decir, que la calidad del aceite lubricante usado tratado es adecuada para la
reutilizacion segun la norma NTC 5995. Sin embargo, se deben estudiar otras
variables para poder considerar el aceite tratado como base lubricante re-refinada.

En la grafica 10 se presenta el camportamiento del pH durante el tiempo de

tratamiento, cabe resaltar que dicho pH no tuvo una variacion significativa, es decir,
se mantiene practicamente constante.
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Gréfica 10. pH
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Fuente: elaboracién propia.
Como se evidencia en la grafica anterior el pH se encuentra en un valor cercano al

valor inical de 6,73, debio a que tanto el aceite, como el medio manejan un pH neutro
por lo cual no se van a generar cambios abruptos en el valor de este.
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5. DETERNMINACION DE LAS ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA EL
DISENO DE UN BIOREACTOR PARA EL CULTIVO BACTERIANO.

Partiendo de que no se cuenta con la cinética de cada una de las cepas presentes
en el consorcio, y sabiendo que el procedimiento para su determinacion es bastante
complejo y extenso, no se tiene dentro del alcance de este proyecto.

Por lo anterior, en este capitulo se describen Unicamente las especificaciones
técnicas que deberia cumplir el biorreactor para el crecimiento adecuado del
consorcio bacteriano aislado. Para esto, se tienen en cuenta aspectos importantes
tales como: modo de operacion, clase de biorreactor, variables de interés, sistemas
de medida y control, agitacion y materiales 6ptimos para la construccién, entre otros.

5.1 MODO DE OPERACION DEL BIORREACTOR

El modo de operacion para el biorreactor juega un papel importante debido a que
esto repercute directamente en la eficiencia del proceso al igual que en los costos
de construccion y operacion.

Por tal razén, al evaluar el proceso se opta por un biorreactor tipo batch o
discontinuo debido a que no se requiere adicion de nutrientes o extraccién de
biomasa durante el tiempo de residencia, es decir, los reactivos con cargados
Gnicamente al inicio de la operacién y por lo tanto el volumen se mantiene
constante'®. De igual forma este tipo de biorreactor presenta grandes ventajas
puesto que su operacion es sencilla, es versatil, con facilidad de limpieza y
mantenimiento, entre otras.

5.2 VARIABLES DE INTERES

Con el fin de obtener la tasa maxima de crecimiento bacteriano en el biorreactor es
necesario analizar y determinar las variables que pueden afectar directa o
indirectamente el crecimiento de los microorganismos. A fin de establecer dichas
variables de forma adecuada se tom6é como base el principio de semejanza
enunciado por Newton, el cual establece que: “la configuracion espacial y temporal
de un sistema fisico, se determina por relaciones de magnitud dentro del sistema
mismo y no depende del tamafio del sistema ni de las unidades de medida en las
cuales se miden esas magnitudes™®; en otras palabras, se asume que el
comportamiento en el biorreactor sera similar al desarrollado en el laboratorio. Por
tal razdn, las variables se establecen partiendo de las condiciones a las cuales se
realizd la experimentacion y que fueron adecuadas para la misma.

185 GUILERA, Javier. Op, Cit., p, 35.
186 |bid., p. 35
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A continuacion, se describen cada una de estas variables:

5.2.1 Temperatura. La temperatura es una de las variables mas importantes debido
a que esta ejerce gran influencia en el desarrollo y la estabilidad microbiana. Esta
variable afecta directamente la velocidad de crecimiento y por tanto a la generacion
del cultivo bacteriano.

La importancia de la temperatura éptima radica en las temperaturas cardinales!®,
ya que por debajo de la temperatura minima no existe crecimiento celular, y, por el
contrario, a una temperatura muy elevada las proteinas de las bacterias se
desnaturalizan y por tanto los microorganismos mueren. Por ende, por encima de la
temperatura minima el crecimiento bacteriano va aumentando proporcionalmente
hasta alcanzar la temperatura Optima en donde las reacciones metabdlicas
catalizadas por enzimas llegan a su punto mas favorable, es decir, a dicha
temperatura los microorganismos tienen su tasa maxima de crecimiento posible'®.

Para el desarrollo de la investigacion se determiné la temperatura éptima para el
crecimiento microbiano del consorcio, esto con base en la experimentacion y en las
temperaturas optimas de las cepas presentes en el mismo. Como se evidencia en
el cuadro 11 la temperatura optima de dichas cepas se encuentra dentro de un
rango de 35 — 37 °C, debido a esto se optd por escoger una temperatura intermedia
de 36 °C para gue exista crecimiento bacteriano de todas y cada una de las cepas
aisladas.

Para alcanzar la temperatura propuesta, se implementa una chaqueta de
calentamiento la cual absorbe o transfiere calor a el biorreactor gracias al principio
de conduccién, es decir, el calor es transferido a través del material fijo®°; esta
puede ser construida con el mismo material dispuesto para la construccion del
biorreactor debido a que la temperatura que se requiere alcanzar no es muy
elevada.

Estos equipos de trasmision de calor son altamente utilizados en los sistemas de
laboratorio o en sistemas de pequefia escala, debido a que dichos intercambiadores
proporcionan una suficiente area de trasferencial®. Por lo anterior, son capaces de
mantener homogénea la temperatura en todos los puntos del biorreactor durante el
proceso, lo cual juega un papel muy importante a la hora de trabajar con

187 UNIVERSIDAD DE GRANADA. Efectos de agentes fisicos. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 10, junio, 2019]. Disponible en:
https://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/l3agfisicos.htm# Toc59451619

188 |bid., p. 3.

18 DORAN, Pauine. Principios de Ingenieria de los bioprocesos. Espafia: Acribia, S.A.,
1998, 171-365. ISBN 84-200-0853-2.

190 1bid., p. 305.
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microorganismos debido a que esta variable afecta directamente el crecimiento de
la poblacion.

La chaqueta consta de una entrada de alimentacién donde ingresa el agua de
calentamiento que va a suministrar la energia necesaria para alcanzar dicha
temperatura (36 °C), de igual forma tiene una salida de agua la cual debera ser
conectada a un bafio termostatado para el control de esta variable durante el
proceso.

Se opta por este sistema de calentamiento debido a que es de facil acceso y facil
control, de igual forma al tratarse de un volumen pequefio este sistema no tendra
un costo muy elevado.

5.2.2 Presion. La presion es una variable de gran importancia en el planteamiento
del biorreactor. Sin embargo, para este caso la presion dentro del biorreactor
permanece constante debido a que este no tiene entradas ni salidas que hagan que
la presion aumente o disminuya; de igual forma la generacion de gases o toxinas
por parte de los microorganismos es despreciable, por tanto, dicha variable se
mantiene en un valor equivalente a la presion atmosférica.

5.2.3 pH. La mayoria de las bacterias pueden crecer dentro del margen de pH de
su medio, conservando un pH interno 6ptimo constante; las bacterias neutréfilas
pueden modificar el pH de medio para neutralizarlo, acidificando o alcalinizando el
medio®?,

Como se muestra en el cuadro 11, el rango de pH para cada una de las cepas
presentes en el consorcio varia desde 6 hasta 8, es decir, las bacterias son
consideradas neutrdfilas. Por tal razon, al realizar la experimentacion las cepas se
desarrollaron en un medio de cultivo neutro, el cual no mostro ningin cambio
significativo de pH durante el crecimiento. Por ende, el biorreactor debe permanecer
en el rango establecido con el fin de evitar inhibicibn o muerte de los
microorganismos. De estar por encima o por debajo la concentracién de iones de
hidrogeno afectaria directamente la actividad enzimatica y por ende la velocidad de
crecimiento microbiano.

5.2.4 Presencia de Oxigeno. Los requerimientos de oxigeno de una bacteria
muestran el tipo de metabolismo productor de energia de acuerdo a la relacién con
el oxigeno'®2, Algunas bacterias no necesitan oxigeno para vivir, pueden hacerlo en
ausencia total o parcial de este.

Al realizar el aislamiento del consorcio bacteriano se realizaron pruebas bajo
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, de las cuales se pudo observar un

191 UNIVERSIDAD DE GRANADA. Op. Cit., p. 5.
192 MORENO, Erika y VANEGAS, Daniel. Op, Cit., p. 20.
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crecimiento mas rapido y con mayor biomasa en estado de aerobiosis. Con base en
el cuadro 11 y en la experimentacion realizada se puede concluir que el biorreactor
debe trabajar con suministro de oxigeno (aireacion por burbujeo) para lograr un
mejor rendimiento, el cual debe ser bombeado continuamente al cultivo para
generar una mayor solubilidad.

Con base en esto, para obtener el oxigeno necesario para el crecimiento celular es
preciso utilizar un compresor con el fin de aprovechar el oxigeno presente en el aire,
cuando este es bombeado pasa a través de una manguera que actda como vehiculo
para el paso del oxigeno, dicha manguera estara conectada a un filtro hidréfobo que
gracias al tamafio del poro impedird el ingreso de cualquier clase de contaminante
incluido el paso de cualquier otro tipo de bacteria, este Ultimo a su vez esta
conectado a una manguera de silicona que entra al biorreactor por la parte superior
gue estara unida a un difusor de burbuja finas en forma de disco, el cual desplazara
lentamente una gran cantidad de burbujas pequefias desde la base del tanque hacia
la superficie del mismo, este tipo de difusor fue escogido debido a que tiene una alta
eficiencia de aireacion y transferencia de oxigeno, requiere una menor energia para
su funcionamiento y son facilmente adaptables®3. Este sistema de aireacién hace
parte del sistema de agitacion del biorreactor.

llustracién 11. Difusor de burbujas finas para el biorreactor.

Fuente: AGUAMARKET. Difusor de burbuja fina. [Sitio WEB].
Santiago de chile. La entidad. [16, agosto, 2019]. Disponible
en: https://www.iagua.es/noticias/espana/barmatec/16/09/16/
cual-es-diferencia-uso-difusores-burbuja-fina-o-burbuja gruesa

193 JAGUA. Difusores de burbuja fina. [Sitio WEB]. Madrid, Espafia. La entidad. [16, agosto,
2019]. Disponible en: https://lwww.iagua.es/noticias/espana/barmatec/16/09/16/cual-es-
diferencia-uso-difusores-burbuja-fina-o-burbuja-gruesa
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5.2.5 Agitacion. El biorreactor planteado para el crecimiento adecuado del cultivo
bacteriano mixto requiere un sistema de agitacion que permita la dispersion del
oxigeno en la solucién de nutrientes, que favorezca la homogenizacion del medio
para igualar la temperatura, pH y la concentracibn de nutrientes en todo el
biorreactor. Sin embargo, dicha de agitacién no debe ser excesiva debido a que esto
puede causar aumento en la temperatura o rompimiento de las células®*.

Por ello, se opta por implementar un sistema de agitacion neumatica “air-lift” basado
en la inyeccién de aire por la parte inferior del biorreactor proporcionando a su vez
una fuente de aireacion para la difusion de oxigeno en el medio como se explica en
la seccion anterior 6.3.3. Este tipo de agitacion es adecuado ya que este método
cuenta con un corte de cizalla minimo, disminuyendo asi el dafio celular. De igual
forma los costos energéticos e instrumentales son menores.

A pesar de que la agitacibn neumatica no genera una velocidad excesiva, es
necesario implementar dos laminas verticales unidas a la pared del contenedor,
mejor conocidas como bafles; estas laminas se encargan de reducir los vértices que
se pueden generar en el liquido*®®.

5.2.6 Nivel. El nivel es otra variable a tener en cuenta para el desarrollo del
biorreactor debido a que este permite evaluar si existen pedidas de medio o de
biomasa en el sistema. Sin embargo, en este caso no es necesario medirla ni
controlarla ya que partiendo de las pruebas realizadas en el laboratorio se dedujo
qgue el nivel no varia durante el tiempo de residencia; lo anterior debido a que al
trabajar en un reactor batch no existen entradas ni salidas que permitan que este
varie.

5.2.7 Tiempo de residencia. El tiempo de residencia es una variable importante
debido a que de ella depende la cantidad y calidad de biomasa generada, puesto
gue en un tiempo de residencia muy amplio se envejece el cultivo, es decir, los
microorganismos pierden sus propiedades de remocién; y por el contrario un tiempo
muy corto no permite un desarrollo adecuado de las bacterias, por lo cual, la
generacion de biomasa es baja.

Con base en el principio de semejanza ya mencionado, en el tiempo de crecimiento
de cada cepa y en la experimentacion realizada en el laboratorio se determina un
tiempo de residencia equivalente a 48 horas ya que a este tiempo se presenta una
alta carga bacteriana para realizar el proceso posterior (biorremediacion).

194 |pid., p. 21.

195 SLIDESHARE. Tipos de fermentadores y sus partes. [Sitio WEB]. México. Universidad
Tecnolégica de Tecamac. [Consultado 15, julio, 2019]. Disponible en:
https://es.slideshare.net/luisbryang/tipos-de-fermentadores-y-sus-partes
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5.3 SISTEMAS DE CONTROL

Para alcanzar el correcto funcionamiento del biorreactor es necesario incorporar
sistemas de medida y control que permitan mantener las variables en el valor
deseado.

e Temperatura: el sistema implementado para la mediciéon de temperatura del
cultivo se basa en un termostato, debido a que es uno de los instrumentos mas
utilizados en la industria no solo por su alta precision, facil manejo, facil
esterilizacion sino también por su bajo costo.

Esta termostato debe estar ubicada en contacto directo con el medio para que
brinde un valor con mayor exactitud; dicho valor es enviado a un controlador de
temperatura encargado de comparar la sefial recibida con un valor ya
establecido (Consigna = 36°C) y efectuar la operacion correspondiente, es decir,
hacer que se active el sistema de calentamiento electrénico si la temperatura
esta por debajo de los 36 °C ( T < 35,9 °C) y por el contrario que se desactive si

la temperatura se encuentra por encima de los 36 °C ( T 2 36,1 °C). Este sistema
de control es conocido como On/Off.

e pH: durante la experimentacién se evidencio que el valor de pH permanece
dentro del rango 6ptimo de crecimiento de las cepas, es decir, no existe un
cambio abrupto de pH que requiera ser corregido. Sin embargo, se opta por
implementar un sensor de pH que permita monitorear que esta variable
permanezca dentro del rango adecuado.

5.4 VOLUMEN Y DIMENSIONES DEL BIORREACTOR PARA EL CULTIVO
BACTERIANO

Para la determinacion del volumen del biorreactor es importante tener en cuenta el
tamafo del sistema, el cual se estipula partiendo de un factor de escalamiento que
es principalmente una medida intuitiva, es decir, la escala es relativa al bioproceso
que se desarrolle. Por lo tanto, no se puede definir una escala como grande,
mediana o0 pequefia; sino que cada proceso se sitla en cualquiera de ellas
dependiendo el volumen relativo de produccion.

Con base en lo anterior, se establece que el volumen del liquido presente en el
biorreactor sera equivalente a 5 litros, puesto que este valor es considerado como
escala piloto segun parametros establecidos por el Tecnoparque del Sena debido a
la cantidad de aceite lubricante usado dispuesto para tratar.

Con base en el volumen del liguido se debe determinar el volumen total del

biorreactor, para ello, es necesario conocer primero la cantidad de inoculo y de
medio de dilucion; la cual se establece partiendo de la heuristica que indica que el
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volumen del inoculo corresponde al el 8% de volumen diluido; cémo se puede
observar en las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1. Volumen del in6culo.
Vinocuto = Vp * 0,08

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2._ biorreactores _
especificos

Ecuacion 2. Volumen del medio.
Vin = Vp + Vinoculo

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2._ biorreactores _
especificos

Donde, Vm: Es el volumen del medio (Liquido presente), Vpo: Es el volumen de la
dilucién y Vinocuio: ES el volumen del inoculo.

Reemplazando la ecuacion 1 en la ecuacion 2 para obtener el volumen diluido se
tiene:

Vp = Vp + (V) % 0,08)
5L =V, + (Vp *0,08)

5L = 1,08V,

v, = 5L =4,63L
b~™108 "

196 Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingenieria de Biorreactores Il. [Sitio WEB].
México: La  entidad. [Consultado el  Julio, 2019]. Disponible en:
https://issuu.com/jazinaruizhernandez/docs/unidad_2. biorreactores_especificos
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De igual forma, remplazando el valor anterior en la ecuacion 1 se obtiene el volumen
para el inoculo:

Vinocuto = 4,6 L +0,08=0,37L

Una vez se cuenta con estos valores claves para el planteamiento del biorreactor,
se calcula el volumen total del equipo.

No es favorable utilizar el 100 % de la capacidad total del biorreactor por cuestiones
de estabilidad, por tal razén, se sobre entiende que el volumen total debe ser mayor
al volumen del liquido presente. Con base en la consideracion anterior, se opta por
implementar una heuristica de trabajo la cual indica que es conveniente establecer
un volumen de seguridad equivalente al 30%*°7 del volumen del medio liquido, dicho
volumen podra ser utilizado si se requiere aumentar la capacidad produccion en
cierta medida.

Ecuacion 3. Volumen de seguridad.
Vs =Vm=x*0,3

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2._ biorreactores _
especificos
Donde Vs: Es volumen de seguridad
Vs=5L%*0,3
Vs=1,5L

Ahora bien, para calcular el volumen total del biorreactor se calcula a partir de la
siguiente expresion:

Ecuacién 4. Volumen del Biorreactor.

VBiorreactor = Vm + Vs

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2. biorreactores _
especificos

197 Universidad Abierta y a Distancia de México. Op. Cit., p 65.
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VBiorreactor =5L+ 1;5 L

VBiorreactor = 6! 51

Una vez se tiene el volumen del biorreactor es posible determinar las dimensiones
del equipo, partiendo de la primicia de que se trata de un reactor cilindrico; por lo
cual se deben considerar los siguientes parametros:

A(m?) = Area de la base del biorreactor
D(m)= Didmetro de la base del biorreactor
r(m)= Radio de la base del biorreactor
h(m)= Altura del biorreactor

Vaiorreactor(M?) = Volumen del biorreactor

Ecuacion 5. Area base del biorreactor.

A = nr?

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2. biorreactores _
especificos

Ecuacién 6. Radio del biorreactor.

r=—=

2

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2. biorreactores _
especificos

Sustituyendo la ecuacion 6 en la ecuacion 5 se obtiene:

A=)
=16)
D2
A= n—
T

El volumen del reactor se encuentra en funcion del area y de la altura como lo
representa la siguiente ecuacion:
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Ecuacién 7. Volumen del biorreactor en funciéon de
base y de altura.

Viiorreactor = A* h

Fuente: Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingeni
eria de Biorreactores Il. [Sitio WEB]. México: La entidad.
[Consultado el Julio, 2019]. Disponible en: https://issuu.com/
jazina ruizhernandez/docs / unidadad_2._ biorreactores _
especificos

Ahora se reemplaza la ecuacion 6 en la ecuacion 7 y se obtiene:

DZ
VBiorreactor = T[T *h

Existen un criterio que habla acerca de la proporcionalidad entre la altura y el
diametro del biorreactor, la cual es (D: h) es (2:1), entonces:

h =2D

i 2
VBiorreactor = ZD *2D
VBiorreactor

T
= —D3
2

Despejando el diametro de la expresion anterior se tiene:

3 2VBiorreozctor

D=
T
312 % 0,0065m3
D= |—————
s
D= 0,161m

Calculando el resto de los parametros que se deben considerar se tiene:

o h=2(0,161m)
h =0,322m
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0,161m?2

e A=Tm .
A= 0,0203 m?
0,161 m
e T = >
r =0,0805

Partiendo de lo anterior, se obtiene la altura del liquido por medio de la siguiente
expresion:

U

h, =
L r2u g

0,005

hy=———  =0,246
L= 0,0805)2 x 7 m

A continuacion, se muestra la tabla resumen de las dimensiones del biorreactor:

Tabla 12. Dimensiones del Biorreactor.

Abreviatura Dimensiones Valores Unidades
A Area de la base del biorreactor 0,0203 m?
D Diametro de la base del biorreactor 0,161 m
r Radio del biorreactor 0,0805
h Altura del biorreactor 0,322
h; Altura del liquido 0,246 m
VBiorreactor Volumen del biorreactor 0,0065 m?3

Fuente: elaboracién propia.
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llustracion 12. Biorreactor con sus dimensiones.

r=10,0805m

< >
h=0332m Tt
v =0,0065m
hy =0,246m
1 D=0161m

Fuente: elaboracion propia.

llustracién 13. Plano Biorreactor.
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L] '
| —H
0.161m

Fuente: elaboracion propia.
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5.5 PROPORCION DE REACTIVOS.

Como ya se mencion0 anteriormente, gracias al principio de semejanza que indica
similitud de comportamiento se opta por guardar las proporciones trabajadas a
escala laboratorio de cada uno de los reactivos y cepas.

e Medio de cultivo: para obtener la nueva cantidad de caldo nutritivo que es
necesario proporcionar al medio, se multiplica el volumen de dilucion por la
proporcién de este que es de 8g/I'%,

8
Proporcién de caldo nutritivo = 4,63 L * Tga

Proporcion de caldo nutritivo = 37,04g

e Inoculo: De igual manera se obtiene la cantidad de caldo nutritivo para el
inoculo.

8
Proporcioén de caldo nutritivo = 0,37 L * Tg

Proporcion de caldo nutritivo =3 g
Se inoculan las cuatro cepas en una cantidad exacta de medio, es decir, en 0,0925
L de medio nutritivo para cada una. La concentracién celular del inoculo es
considerada una propiedad intrinseca por lo cual no varia respecto a la determinada
en el laboratorio, se mantendra en un valor de 24 x 10° N° bacterias/mL.

Entonces, para obtener la carga bacteriana presente en el biorreactor, se hace uso
de la siguiente expresion:

Carga bacteriana = Concentracion celular * Vi, ocuio
Carga bacteriana = 24 = 10° N° bacterias/mL * 370 mL

Carga bacteriana = 88,8 * 108 N° bacteria

198 | ABORATORIOS BRITANIA, S. A. Caldo nutritivo. [Sitio WEB]. Argentina: La entidad.
[Consultado 15, Julio, 2019]. Disponible en:
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_5a2844b49b1c6.pdf
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5.6 MATERIALES DEL BIORREACTOR PARA EL CULTIVO BACTERIANO

En la seleccion del material adecuado para el biorreactor planteado, se tienen en
cuenta varios aspectos para cumplir con los requerimientos necesarios que
permiten el correcto funcionamiento del equipo. Para la revision de los posibles
materiales a utilizar, se consultaron referentes bibliograficos que brindan
informacion sobre que materiales mas usados actualmente en la construccion de
biorreactores.

Cada una de las alternativas preseleccionadas con base en la literatura se describen
en el cuadro 14 y se evalian mediante una serie de criterios de seleccion que se
consideraron, investigaron, compararon y calificaron por medio de una matriz de
seleccion.

Cuadro 14. Caracteristicas de los materiales preseleccionados.
Material Descripcion
El acero es una aleacion (mezcla) de hierro (Fe) y carbono
(C) siempre que el porcentaje de carbono sea inferior al 2%, por
tanto, el acero es considerado un metal ferroso. El hierro
presente en este material al entrar en contacto con el oxigeno
del aire forma éxidos de hierro que deterioran el acero, para
evitar este fendmeno se aflade una proporcién de cromo ya que
el cromo tiene gran afinidad con el oxigeno y reacciona con él.
El acero inoxidable tiene grandes propiedades como, por
Acero ejemplo: resistencia a la corrosion y la oxidacion, resistencia al
Inoxidable | calor, reciclable, facil fabricacion y limpieza, bajo coste,
biolbgicamente neutro y buena estética'®®.

Vidrio El vidrio es un material cerdmico amorfo, completamente
Borosilicato | inorganico, duro y fragil a la vez. Generalmente es transparente,
aunque la tonalidad puede variar dependiendo la composicion
guimica con la que haya sido fundido®®. El vidrio de Borosilicato,
es un vidrio tratado para resistir altas temperaturas y de igual
forma adquiere ciertas propiedades como: altamente resistente

a la corrosién, sin poros, transparente, suave, sin efecto
catalitico, anti inflamable y sustentable®°?,

199 AREA TECNOLOGICA. Acero inoxidable. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 15, junio,
2019]. Disponible en: https://www.areatecnologia.com/materiales/acero-inoxidable.html

200 ECOADMIN. Vidrio. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el Jun, 2019]. Disponible en:
https://www.ecologiahoy.com/vidrio

201 DE DIETRICH. Las propiedades del vidrio de borosilicato. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 15 junio, 2019]. Disponible en: https://www.dedietrich.com/es/soluciones-y-
productos/esmalte-vidrio-de-borosilicato/las-propiedades-del-vidrio-de-borosilicato
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Cuadro 14. (Continuacion)

Material Descripcion
El PVC es un material termoplastico que inicia su proceso de
ablandamiento por encima de los 95 °C y cuenta con las
siguientes caracteristicas?°?;
e Es compatible con otros aditivos que pueden
proporcionar claridad o color al PVC, rigidez o
flexibilidad, etc.
e Excelente aislante eléctrico.
Policloruro e Fuerza contra impactos y resistencia a malas
de Vinilo condiciones climaticas (No se corroe y es muy
(PVC) duradero).

e EIPVC es quimicamente estable.

e Apropiado para ser usado como un material de
construccion.

e Resistente a grasas, aceites y productos quimicos.

Polipropileno
(PP)

El polipropileno es un polimero perteneciente al grupo de
termoplasticos muy duro y resistente, que se conoce con las
siglas PP. Es un material opaco y con gran resistencia al calor,
pues empieza su proceso de ablandamiento a temperaturas
superiores a los 150 °C. De igual forma es un plastico muy
resistente a los golpes y a la corrosion?%3.

Adicional es esto, el polipropileno es un material de bajo costo,
altamente utilizado en la industria de alimentos (inodoro y no
toxico), es resistente a la flexion y a la fatiga, quimicamente
inerte, esterilizable y reciclable?4.

Fuente: elaboracién propia.

5.6.1 Matriz de seleccidon. Para llevar a cabo la seleccion del material apropiado
gue cumpla con los requerimientos del sistema para el caso planteado, se evaluaron
las alternativas revisadas a través del tipo de matriz de seleccién de Pugh, la cual
es una técnica cuantitativa utilizada para evaluar y optar por una de las posibles

202 | ENNTECH. Cloruro de Polivinilo (PVC). [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el Jul,

2019].

203 QUIMINET. Polipropileno. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 15, julio, 2019].
Disponible en: https://www.quiminet.com/articulos/todo-acerca-del-polipropileno-4455.htm
204 Canal Construccion. Polipropileno usos y caracteristicas. [Sitio WEB]. La entidad.

[Consultado 15, julio, 2019]. Disponible en: http://canalconstruccion.com/polipropileno-

usos-y-caracteristicas.html
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opciones?%®, Los criterios mas relevantes para tomar la decisién son explicados a
continuacion, y se analizaron para cada una de las alternativas preseleccionadas.

5.6.2 Criterios de seleccidn. Para determinar criterios de seleccion confiables que
permitan escoger el material adecuado para el biorreactor es indispensable realizar
una busqueda bibliografica exhaustiva, por medio de la cual es posible identificar
cudles son los aspectos de mayor importancia para cumplir con los requerimientos
establecidos para el equipo. Los criterios escogidos para evaluar las alternativas se
explican a continuacion.

5.6.2.1 Resistencia a procesos de esterilizacion. La esterilidad es uno de los
parametros mas importantes a la hora de trabajar con microorganismos, por tal
razon es importante que el material dispuesto para la construccion del biorreactor
planteado sea resistente a temperaturas elevadas ya que el proceso de
esterilizacion se lleva a cabo a una temperatura aproximada de 122°C.

5.6.2.2 Resistencia a la corrosién. Este criterio resulta importante a la hora de
evaluar el material adecuado para el biorreactor, debido a que de esto depende la
durabilidad del equipo, que tan reiterativo debe ser el mantenimiento y que exista
algun tipo de contaminacion en el medio a causa de dicha corrosion.

5.6.2.3 Resistencia a los golpes. Esta propiedad es trascendente ya que los
biorreactores generalmente estan expuestos a ciertos peligros a la hora de su
alimentacion, mantenimiento y limpieza, entre otros. Ademas de ello dichos
accidentes pueden afectar directamente en la seguridad de quien lo manipule.

5.6.2.4 Material inerte. Este pardmetro hace referencia a la importancia de contar
con un material inerte, con el fin de evitar reacciones indeseables dentro del
biorreactor que causen la inhibiciébn o muerte de los microorganismos.

5.6.2.5 Transparencia. Esta caracteristica no es imprescindible a la hora de evaluar
los requerimientos del material. Sin embargo, resulta importante debido a que, si el
recipiente usado es traslucido permitir el seguimiento del cultivo a simple vista, lo
cual facilita su estudio.

5.6.2.6 Costo. Es uno de los criterios mas importantes a tener en cuenta para la
eleccion del material 6ptimo para el desarrollo del biorreactor planteado, ya que al
tratarse de un proceso de biorremediacién se busca generar una alternativa viable
y de menor coste que los tratamientos convencionales.

205 pyB, Addison-Wesley. Stuart Pugh. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 15, julio, 2019].
Disponible en:
https://pdfs.semanticscholar.org/3322/f6fbf0e06c7f993887a00ee6001e7e6811ff.pdf
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5.6.3 Resultado de la matriz de seleccion. Cada uno de los criterios descritos
anteriormente fue calificado mediante tres puntajes iniciales: O para el parametro
gue no es trascendente en comparacion con los otros, -1 si es un criterio
desfavorable con respecto a los demés materiales y +1 si predomina entre las
alternativas preseleccionadas.

Para cada criterio es establecida una ponderacion segun el orden de importancia,
las opciones fueron puntadas y multiplicadas por su respectivo peso, posteriormente
se lleva a cabo la sumatoria para obtener un total para cada material propuesto. En
el cuadro 15 presentada a continuacion se ensefian los resultados de la matriz de
seleccion Pugh.

Cuadro 15. Matriz de seleccién para el material del biorreactor.

Material
Criterio Ponderacién Acero inoxidable Vidrio | Policloruro de Vinilo | Polipropileno (PP)
Borosilicato (PVC)
Resistenciaala
Esterilizacion 3 +1 +1 -1 +
Resistenciaala
Corrosion 2 +1 + + +
Resistencia a los golpes
2 + -1 H +1
Material Inerte 2 + +1 +1 +1
Transparencia 1 -1 +1 -1
Costo 3 -1 -1 0 +
Total 5 3 2 12

Fuente: elaboracion propia.

La matriz de seleccion dio como resultado que el material mas adecuado para el
desarrollo del biorreactor es el Polipropileno (PP), debido a que cumple con cada
uno de los criterios estipulados. El PP se clasifica segun la configuracion espacial
de su estructura molecular, puede ser: isotactico, atactico o sindiotactico?°®. Lo
anterior condiciona el comportamiento del material y le otorga caracteristicas fisicas
particulares, por su resistencia, rigidez y transparencia se usa Polipropileno
isotactico.

Sin embargo, si no se cuenta con este material, se encuentra como segunda opcion
segun la matriz realizada el acero inoxidable, siendo este un material bastante
completo para la construccion del biorector teniendo como Unica desventaja el costo
respecto al polipropileno.

206 UNIVERSIDAD DE BARCELONA. Polipropileno. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado
15, julio, 2019]. Disponible en: http://www.ub.edu/cmematerials/es/content/polipropileno
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En la ilustracion 14 se presenta la configuracion final del biorreactor para el
crecimiento bacteriano determinado a partir de las especificaciones técnicas
establecidas anteriormente.

llustraciéon 14. Biorreactor para el cultivo bacteriano.

Fuente: elaboracién propia.

123



6. CONCLUSIONES

Partiendo de la caracterizacion fisicoquimica inicial realizada se concluy6 que
los niveles de Bifenilos Policlorados y Halogenos Totales presentes en el aceite
lubricante usado sobrepasaban los limites maximos permitidos para ser
reutilizado, con una concentracioén de 32,3 ppm y 598,5 ppm respectivamente,
dando lugar a la investigacion.

El consorcio bacteriano aislado del aceite lubricante de motor usado esta
compuesto por 4 cepas que fueron identificadas como Bacillus Licheniformis,
Bacillus Lentus, Bacillus Circulans y Streptococcus Uberis, gracias a esto se
lograron establecer las condiciones Optimas para el crecimiento bacteriano del
cultivo mixto, a una temperatura de 36 °C, un pH neutro y en condicion de
aerobiosis

El tratamiento biol6gico desarrollado permitié la remocién de Bifenilos
Policlorados y Halégenos Totales siendo la alternativa 2 la que presento un
mejor comportamiento al ser la Unica que cumplia con la concentracion de los
dos contaminantes por debajo de la norma. Puntualmente Bifenilos Policlorados
con una concentracion final de <5 ppm y un porcentaje de remocion del 86,54%
y Halégenos Totales con una concentracién de 19,9 ppm y un porcentaje de
remocion de 96,68%.

Durante el tratamiento microbiol6gico se observé un comportamiento particular
correspondiente al aumento de la densidad del aceite debido al crecimiento
poblacional, lo cual a su vez genera una disminucién en la viscosidad ya que
existe una mayor degradacion de los contamiantes.

Se determinaron las especificaciones técnicas para el disefio del biorreactor
para el crecimiento del cultivo bacteriano, estableciendo parametros de gran
importancia que son la base para el disefio, tales como el modo de operacion
tipo Batch, el volumen total con un valor equivalente a 6,5 L, condiciones de
operacion, sistemas de control, dimensiones donde prima la altura del reactor y
el diametro del biorreactor con un valor de 0,322m y 0,161m respectivamente,
proporciones los reactivos y material de construccion siendo el mas adecuado el
polipropileno (PP isotactico).

El material determinado para la construccion del biorreactor unicamente podra
ser utilizado para el crecimiento de la poblacion bacteriana debido a que si este
material entra en contacto con compuestos diferentes este podria podria verse
afectado.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el tratamiento microbioldgico planteado para el aceite
lubricante usado cada cepa por separado y evaluar todos los pardmetros
establecidos por la norma NTC 5995 y la resolucion 1446 de 2005 del ministerio
de ambiente para que el aceite pueda ser categorizado como base lubricante re-
refinada y posterior a esto pueda ser reutilizado.

Se recomienda realizar el acoplamiento de diferentes tecnologias que permitan
la remocion de contaminantes presentes en el aceite lubricante usado con el fin
de obtener un aceite re-refinado y un mayor rendimiento del proceso.

Es preciso realizar un nuevo estudio a una proporcion intermedia entre la
alternativa 1 (25% Medio/ 75% ALU) y la alternativa 2 (50% Medio/ 50% ALU),
con el fin de evaluar una nueva alternativa que permita realizar la remocion de
contaminantes y cumplir con la norma, pero que al mismo tiempo sea posible
tratar una mayor cantidad de aceite con menos cantidad de medio inoculado.

Debido a que no se cuenta con la cinética de cada una de las cepas aisladas e
identificadas ni la interaccion entre ellas, se recomienda estudiar dicha cinética
con el fin de tener bases robustas para elaborar el disefio de un biorreactor para
desarrollar el proceso a gran escala.

Una vez se tiene la cinética de las cepas presentes en el consorcio, es
conveniente evaluar el flujo de oxigeno que se debe suministrar para la agitacion
y aireacion del biorreactor y con base en este elegir el compresor adecuado para
dicha proporcion.

Se recomienda realizar un estudio de factibilidad para este proyecto, con el fin
de evaluar la rentabilidad del tratamiento bioldgico para los aceite lubricantes
usados de motor a escala industrial.

Debido a que actualmente los aceites lubricantes de desecho son almacenados
sin ningun tipo de clasificacion, es decir, son despositados todos en un mismo
contenedor, es aconsejable realizar una invetigacion enfocada a la remocion de
contaminantes en este tipo de mezclas.

Es preciso realizar el tratamiento microbiologico con las bacterias aisladas y
purificadas en otras referencias de bases lubricantes con el fin de evaluar el
comportamiento de los microorganismos Yy la remocion de contaminantes en
dichas referencias.

Se recomienda realizar una comparacion entre los aceites tratados y los

bioaceites con respecto a su concentracion de Bifenilos Policlorados y
Halogenos Totales.
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o« Se aconseja realizar la caracterizacion fisicoquimica general al final del
tratamiento del aceite lubricante usado, con el fin de determinar si existe
degradacion de otro tipo de contaminantes.

126



BIBILOGRAFIA

ae Adam. Balanzas Analiticas Nimbus. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.adamequipment.com/es/balanzas-analiticas-nimbus

AGUDELO LOPEZ, Sebastian y HERNANDEZ BAENA, Diego Andrés. Sistema de
recoleccion de aceites residuales para estaciones de servicio y servitecas,
contribuyendo con el cuidado y la preservacion del medio ambiente. Universidad
EAFIT, 2006. p. 24-29.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard Test Method for
Acid and Base Number by Color-Indicator Titration. Estados Unidos: ASTM, 2004.
1-2 p.

. Standard Test Method for Conradson Carbon Residue of Petroleum

Products. Estados Unidos: ASTM, 2014. 1 p.

_______ Chlorine in New and Used Petroleum Products (High
Pressure Decomposition Device Method). Estados Unidos: ASTM, 2016. 1 p.

_ _ _ _ _ _ _ Standard Test Method for
Low-Temperature Viscosity of Automatic Transmission
Fluids, Hydraulic Fluids, and Lubricants using a Rotational
Viscometer. Estados Unidos: ASTM, 2017a. 1 p.

_______ . Standard Test Method for Determination of Wear Metals and

Contaminants in Used Lubricating Oils or Used Hydraulic Fluids by Rotating Disc
Electrode Atomic Emission Spectrometry. Estados Unidos: ASTM, 2017b. 1-2 p.

_______ . Standard Practice for Condition Monitoring of In-Service Lubricants
by Trend Analysis Using Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spectrometry. Estados
Unidos: ASTM, 2018a. 1 p.

_______ . Standard Test Method for Analysis of Polychlorinated Biphenyls in
Insulating Liquids by Gas Chromatography. Estados Unidos: ASTM, 2018b. 1 p.

_______ . Standard Test Method for Initial pH (i-pH)-Value of Petroleum
Products.&nbsp; Estados Unidos: ASTM, 2014. 1 p.

Anonimo. Bacillus Circulans&nbsp; [Consultado el Mayo,2019]. Disponible en:
http://www.tgw1916.net/Bacillus/circulans.html

_______ . Bacillus lentus. [Consultado el Mayo,2019]. Disponible en:
http://www.tgw1916.net/Bacillus/lentus.htmi

127


https://www.adamequipment.com/es/balanzas-analiticas-nimbus
http://www.tgw1916.net/Bacillus/circulans.html
http://www.tgw1916.net/Bacillus/lentus.html

Anonimo. Bacillus licheniformis. [Consultado el Abril,2019]. Disponible en:
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bacillus_licheniformis

AREA TECNOLOGICA. ACERO INOXIDABLE&nbsp; [Consultado el Jun,2019].
Disponible en: https://www.areatecnologia.com/materiales/acero-inoxidable.html

Blamis. Frasco Tapa Rosca Azul. [Consultado el Ju,2019]. Disponible en:
https://www.blamis.com.co/product/frasco-tapa-rosca-azul

BUCHELLI,Luis and GARCIA,Vicente. Deteccion temprana de fallas en motores
de combustion interna a diésel mediante
la técnica de analisis de aceite. En: UNEMI. Septiembre 15,.vol. 8, no. 15, p. 84-95

Canal Construccion. Polipropileno usos y caracteristicas&nbsp; [Consultado el
Jul,2019]. Disponible en: http://canalconstruccion.com/polipropileno-usos-y-
caracteristicas.html

Castro, Fredy, Morales, Cortazar, Trujillo. Investigacién Centro de Tecnologias de
Transporte&nbsp;(CTT). Bogota D,C: 2016. 12

Comtitronic. INCUBADORAS LINEA KRYOVEN. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: http://www.dies.com.co/wp-content/uploads/2017/12/Incubadoras-
Kryoven.pdf

REPUBLICA DE COLOMBIA. CONVENIO DE BASILEA SOBRE EL
CONTROL DE LOS MOVIMIENTOS TRANSFRONTERIZOS DE LOS
DESECHOS PELIGROSOS Y SU ELIMINACION". 1996.

DE DIETRICH. LAS PROPIEDADES DEL VIDRIO DE BOROSILICATO.
[Consultado el Jun,2019]. Disponible en: https://www.dedietrich.com/es/soluciones-
y-productos/esmalte-vidrio-de-borosilicato/las-propiedades-del-vidrio-de-
borosilicato

DICORLAB. Tubo de ensayo en vidrio tapa rosca en teflon. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: http://dicorlab.com/tubo-ensayo-vidrio-tapa-rosca-teflon/

DISTRIBUIDORA COMERCIAL ZOGBI. FILTROS DE CELULOSA&nbsp;
[Consultado el Jul,2019]. Disponible en: http://www.dczogbi.com/filtros.html

ECOADMIN. Vidrio&nbsp; Enero 1,. [Consultado el Jun,2019]. Disponible en:
https://www.ecologiahoy.com/vidrio

ENCICLOPEDIA DE SALUD Y SEGURIDAD EN EL TRABAJO. PROPIEDADES DE
LOS HALOGENOS Y SUS COMPUESTOS. [Consultado el Marzo,2019]. Disponible

128


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bacillus_licheniformis
https://www.areatecnologia.com/materiales/acero-inoxidable.html
https://www.blamis.com.co/product/frasco-tapa-rosca-azul
http://canalconstruccion.com/polipropileno-usos-y-caracteristicas.html
http://canalconstruccion.com/polipropileno-usos-y-caracteristicas.html
http://www.dies.com.co/wp-content/uploads/2017/12/Incubadoras-Kryoven.pdf
http://www.dies.com.co/wp-content/uploads/2017/12/Incubadoras-Kryoven.pdf
https://www.dedietrich.com/es/soluciones-y-productos/esmalte-vidrio-de-borosilicato/las-propiedades-del-vidrio-de-borosilicato
https://www.dedietrich.com/es/soluciones-y-productos/esmalte-vidrio-de-borosilicato/las-propiedades-del-vidrio-de-borosilicato
https://www.dedietrich.com/es/soluciones-y-productos/esmalte-vidrio-de-borosilicato/las-propiedades-del-vidrio-de-borosilicato
http://dicorlab.com/tubo-ensayo-vidrio-tapa-rosca-teflon/
http://www.dczogbi.com/filtros.html
https://www.ecologiahoy.com/vidrio

en:
http://www.mitramiss.gob.es/es/publica/pub_electronicas/destacadas/enciclo/gener
al/contenido/tomo4/104-07.pdf

ESCO. Cabina Flujo laminar vertical Streamline - Esco. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: http://www.labbrands.com/vertical/975-cabina-flujo-laminar-vertical-
streamline-esco.html#data_sheet

Fisher Scientific. Tubos cénicos para centrifuga Falcon. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: https://www.fishersci.es/shop/products/falcon-15ml-conical-
centrifuge-tubes-5/p-193301

FONG,Waldyr; QUINONEZ,Edgar and TEJADA,Candelaria. Physical-chemical
caracterization of spent engine oils for its recycling. En: SCIELO. Jul-Dic,.vol. 15, no.
2, p. 135-144

France. Pipeteador&nbsp; [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
http://www.labbrands.com/auxiliares-manuales-de-cremallera/631-pipeteador-de-
cremallera-alla-france.html

GONZALEZ,Maria; ANGITA,Maria and TORRICO,Gertrudis. MEDIOS DE CULTIVO
EN UN LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. 2012. 42 p.

GUILERA, JAVIER. DISENO DE UN BIORREACTOR
PARA LA OBTENCION DE
QUITOSAN&Nbsp; ESPANA.: ETSEIB, 2016. p. 31-49.

Gulf Oil Internacional. MANUAL TECNICO GULF. Buenos Aires, Argentina.
[Consultado el 09/09/2018]. Disponible en: http://remex.com.ar/descargas_web/1-
1%20Gulf%20-%20Manual%20Tecnico%20de%?20Lubricantes.pdf

GUTIERREZ, David and PEREZ, Johana. EVALUACION DEL TRATAMIENTO
BIOLOGICO PARA LA DISMINUCION
DE AZUFRE Y METALES PESADOS EN ACEITES LUBRICANTES USADOS DE
MOTOR DIESEL, COMO POSIBLE ALTERNATIVA PARA LA INDUSTRIA
AUTOMOTRIZ&nbsp; Bogota D,C.: Fundacion Universidad de América, 2019. p.
24-36.

International Energy Agency. WORLD ENERGY OUTLOOK 2015. [Consultado el

11/09/2018]. Disponible en: Disponible en:
https://www.iea.org/publications/freepublications/publication/WEO2015.pdf

129


http://www.mitramiss.gob.es/es/publica/pub_electronicas/destacadas/enciclo/general/contenido/tomo4/104-07.pdf
http://www.mitramiss.gob.es/es/publica/pub_electronicas/destacadas/enciclo/general/contenido/tomo4/104-07.pdf
http://www.labbrands.com/vertical/975-cabina-flujo-laminar-vertical-streamline-esco.html#data_sheet
http://www.labbrands.com/vertical/975-cabina-flujo-laminar-vertical-streamline-esco.html#data_sheet
https://www.fishersci.es/shop/products/falcon-15ml-conical-centrifuge-tubes-5/p-193301
https://www.fishersci.es/shop/products/falcon-15ml-conical-centrifuge-tubes-5/p-193301
http://www.labbrands.com/auxiliares-manuales-de-cremallera/631-pipeteador-de-cremallera-alla-france.html
http://www.labbrands.com/auxiliares-manuales-de-cremallera/631-pipeteador-de-cremallera-alla-france.html
http://remex.com.ar/descargas_web/1-1%20Gulf%20-%20Manual%20Tecnico%20de%20Lubricantes.pdf
http://remex.com.ar/descargas_web/1-1%20Gulf%20-%20Manual%20Tecnico%20de%20Lubricantes.pdf
https://www.iea.org/publications/freepublications/publication/WEO2015.pdf

Lab Scient. Bacto-Incinerador Resistencia A Temperatura: 825°Cx 50°C.
[Consultado el Jul,2019]. Disponible en: https://instrumentalia.com.co/laboratorio-
quimico/349-bacto-incinerador-resistencia-a-temperatura-825-50.html

Laboratorio Clinico. Vidrio de Reloj. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.ecured.cu/Vidrio_de_Reloj

Laboratorio Quimico. Picndmetro&nbsp; [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.ecured.cu/Picn%C3%B3metro

LABORATORIOS BRITANIA,S. A. Caldo nutritivo&nbsp; [Consultado el Jul,2019].
Disponible en:
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_5a2844b49b1c6.pdf

LENNTECH. &nbsp;Cloruro de Polivinilo (PVC). [Consultado el Jul,2019].

Lubrication Management. ¢Qué efectos tiene la oxidacion en el aceite lubricante?
Mayo 11,. [Consultado el Marzo2019]. Disponible en: http://lubrication-
management.com/2017/05/11/que-efectos-tiene-la-oxidacion-en-el-aceite-
lubricante/

MATINS,Marcelo. Verdades y falacias sobre el andlisis de sulfatacion ¢Puede
reemplazar al TBN?&nbsp; [Consultado el Marzo,2019]. Disponible en:
https://es.scribd.com/document/236996000/Consejo-128-Sulfatacion

Microkit. Medios de Cultivo. Feb 19,. [Consultado el Abril,2019]. Disponible en:
http://www.medioscultivo.com/dextrosa-glucosa-anhidra-para-microbiologia/

REPUBLICA DE COLOMBIA. Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible.
MANUAL TECNICO PARA EL MANEJO DE ACEITES
LUBRICANTES USADOS DE ORIGEN AUTOMOTOR E INDUSTRIAL. Bogota D.C:
2014. 85 p. ISBN 978-958-8491-87-5

REPUBLICA DE COLOMBIA. Ministerio de Ambiente. LEGISLATIVO.
RESOLUCION 1446 DE 2005&nbsp; (Oct 09,). Bogota D,C.,2015.

REPLUBLICA DE COLOMBIA. Ministerio de Minas y Energia. PROYECCION DE
DEMANDA COMBUSTIBLES LIQUIDOSEN COLOMBIA. [Consultado el
10/09/2018]. Disponible en:
http://www1.upme.gov.co/DemandaEnergetica/Proyeccio%CC%81nDemandal%C
3%ADquidos-Rev2016.pdf.p.7

Mobil Industrial. Lubricantes industriales por aplicacién&nbsp; 2019]. Disponible en:
https://www.mobil.com.mx/es-mx/industrial/lubricants/applications

130


https://instrumentalia.com.co/laboratorio-quimico/349-bacto-incinerador-resistencia-a-temperatura-825-50.html
https://instrumentalia.com.co/laboratorio-quimico/349-bacto-incinerador-resistencia-a-temperatura-825-50.html
https://www.ecured.cu/Vidrio_de_Reloj
https://www.ecured.cu/Picn%C3%B3metro
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_5a2844b49b1c6.pdf
http://lubrication-management.com/2017/05/11/que-efectos-tiene-la-oxidacion-en-el-aceite-lubricante/
http://lubrication-management.com/2017/05/11/que-efectos-tiene-la-oxidacion-en-el-aceite-lubricante/
http://lubrication-management.com/2017/05/11/que-efectos-tiene-la-oxidacion-en-el-aceite-lubricante/
https://es.scribd.com/document/236996000/Consejo-128-Sulfatacion
http://www.medioscultivo.com/dextrosa-glucosa-anhidra-para-microbiologia/
http://www1.upme.gov.co/DemandaEnergetica/Proyeccio%CC%81nDemandaL%C3%ADquidos-Rev2016.pdf.p.7
http://www1.upme.gov.co/DemandaEnergetica/Proyeccio%CC%81nDemandaL%C3%ADquidos-Rev2016.pdf.p.7
https://www.mobil.com.mx/es-mx/industrial/lubricants/applications

MORENO, ERIKA and VANEGAS, DANIEL. DISENO Y CONSTRUCCION DE UN
BIORREACTOR ESTERILIZABLE Y DE
BAJO COSTO PARA EL ESTUDIO DE  CRECIMIENTO DE
MICROORGANISMOS. Bogota D,C.: UNIVERSIDAD DISTRITAL FRANCISCO
JOSE DE CALDAS FACULTAD DE CIENCIAS Y EDUCACION, 2017. p. 13-19.

Munna, Bhattacharya. Dipa, Biswas. Santanu, Sana. Sriparna, Datta.
Biodegradation of waste lubricants by a newly isolated Ochrobactrum sp. C1.
03/03/.p. 7

INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACJON. Petrdleo
y sus derivados. bases lubricantes re-refinadas. NTC 5995."PETROLEO Y SUS
DERIVADOS. BASES LUBRICANTES RE-REFINADAS". (Mayo 15,). 2013.

Oxoid. Sistemas Generadores de Atmosfera. [Consultado el Jul,2019]. Disponible
en: http://www.analisisavanzados.com/index.php/anaerobiosis

PADILLA, Noel. ANALISIS DE ACEITE PARA DETECCION TEMPRANA
DE FALLAS EN MOTORES CATERPILLAR. UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE
GUATEMALA, 2013. p. 100.

PUB, Addison-Wesley. Stuart Pugh&nbsp; Feb,. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en:
https://pdfs.semanticscholar.org/3322/f6fbf0e06c7f993887a00ee6001e7e6811ff.pd
f

QUIMINET. POLIPROPILENO&nbsp; Enero 12,. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: https://www.quiminet.com/articulos/todo-acerca-del-polipropileno-
4455.htm

QUIOS, SAS. JARRA DE ANAEROBIOSIS. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
http://www.quios.com.co/producto/jarra-de-anaerobiosis/

ROJAS TRIVINO, Alberto. Conceptos y practicas de Microbiologia general&nbsp;
Palmira. [Consultado el 28/03/2019]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/4999/1/albertorojastrivino.2011.pdf

SERNA,Marylin and BARRERA,Isabel. TRABAJO DE GRADO GERENCIA DE
VENTAS&nbsp; [Consultado el Marzo,2019]. Disponible en:
https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-spa-2017-

Plan_y estructura_de_Ventas_Global 0O%C3%ADI_aceites_y _lubricantes.pdf

Technical Data. Bushnell Haas Agar. [Consultado el Abril,2019]. Disponible en:
http://himedialabs.com/TD/M349.pdf

131


http://www.analisisavanzados.com/index.php/anaerobiosis
https://www.quiminet.com/articulos/todo-acerca-del-polipropileno-4455.htm
https://www.quiminet.com/articulos/todo-acerca-del-polipropileno-4455.htm
http://www.quios.com.co/producto/jarra-de-anaerobiosis/
http://www.bdigital.unal.edu.co/4999/1/albertorojastrivino.2011.pdf
https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-spa-2017-Plan_y_estructura_de_Ventas_Global_O%C3%ADl_aceites_y_lubricantes.pdf
https://bdigital.uexternado.edu.co/bitstream/001/411/1/AEA-spa-2017-Plan_y_estructura_de_Ventas_Global_O%C3%ADl_aceites_y_lubricantes.pdf
http://himedialabs.com/TD/M349.pdf

Tp.Laboratorio Quimico. Probeta. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/probeta-4.html

_______ . Embudo Buchner. [Consultado el Julio,2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-buchner.html

_______ . Embudo de Decantacion o Balén de Decantacion. [Consultado el
Jul,2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-de-
decantacion-o-balon-de-decantacion.html

_. Espétula. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https JIWww ., tplaboratorloqwmlco com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/espatula-3.html

_. Gradilla. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https Iwww. tplaboratorlqu|m|co com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/gradilla-3.htmi

_______ . Matraz de Aforo o Matraz Aforado. [Consultado el Jul,2019]. Disponible
en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-de-aforo-o-matraz-aforado.html

_______ . Matraz Erlenmeyer. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-erlenmeyer.html

. Pipeta. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https [ tplaboratorloqwmlco com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/pipeta.html

_______ Placa de Petri. [Consultado el Jul,2019]. Disponible
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/placa-de-petri.html

0]

n:

_______ Porta Objetos. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/portaobjetos.html

_______ . Vaso Precipitado. [Consultado el Jul,2019]. Disponible en:

https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/vaso-precipitado.html

132


https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/probeta-4.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/probeta-4.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-buchner.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-buchner.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-de-decantacion-o-balon-de-decantacion.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-de-decantacion-o-balon-de-decantacion.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-de-decantacion-o-balon-de-decantacion.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/espatula-3.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/espatula-3.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/gradilla-3.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/gradilla-3.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-de-aforo-o-matraz-aforado.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-de-aforo-o-matraz-aforado.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-erlenmeyer.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-erlenmeyer.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/pipeta.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/pipeta.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/placa-de-petri.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/placa-de-petri.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/portaobjetos.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/portaobjetos.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/vaso-precipitado.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/vaso-precipitado.html

Tuttnauer. Autoclaves automaticos y Semiautomaticos. [Consultado el Jul,2019].
Disponible en: https://tutthauer.com/sites/default/files/tta-predegi-sp-autoclave-
tuttnauer_0.pdf

Universidad Abierta y a Distancia de México. Ingenieria de Biorreactores Il
Abril 18,. [Consultado el Julio,2019]. Disponible en:
https://issuu.com/jazinaruizhernandez/docs/unidad_2._biorreactores_especificos

UNIVERSIDAD DE BARCELONA. POLIPROPILENO&nbsp; [Consultado el
Jul,2019]. Disponible en: http://www.ub.edu/cmematerials/es/content/polipropileno

UNIVERSIDAD DE GRANADA. Efectos de agentes fisicos &nbsp; [Consultado el
Jun,2019]. Disponible en:
https://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/l3agfisicos.htm# Toc59451619

Universidad Tecnologica Nacional. Catedra Nanotecnologia. p. 1-8

133


https://tuttnauer.com/sites/default/files/tta-predegi-sp-autoclave-tuttnauer_0.pdf
https://tuttnauer.com/sites/default/files/tta-predegi-sp-autoclave-tuttnauer_0.pdf
https://issuu.com/jazinaruizhernandez/docs/unidad_2._biorreactores_especificos
http://www.ub.edu/cmematerials/es/content/polipropileno
https://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/13agfisicos.htm#_Toc59451619

ANEXOS

134



ANEXO A.
INSTRUMENTOS DE LABORATORIO UTILIZADOS DURANTE LA
EXPERIMENTACION

Cuadro 16. Instrumentos utilizadodos durante la experimentacion.
Instrumento Descripcién llustracién

Frasco de Fabricado en vidrio soda-calcio-hidrolitica
vidrio ambar | de clase lll, con capacidad de 1000 ml. Se
para muestra | utilizé para contener la muestra del aceite
de ALU con | lubricante usado de motor.

tapdn
El embudo es fabricado normalmente en
Embudo porcelana sin embargo también existen de
Blchner plastico y de vidrio, este instrumento ayudo

para la filtracién del ALU junto con la bomba
de vacio y el filtro de celulosa?®’.

Son fabricadas de algodén de alta calidad
Papel filtro de | para un contenido alto de celulosa al 98%.

celulosa Generalmente se retienen particulas tan
bajas como 2.5 um?2%,

207 Tp-Laboratorio Quimico. Embudo Buchner. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 15,
Julio, 2019]. Disponible  en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
gquimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/embudo-buchner.html

208 DISTRIBUIDORA COMERCIAL ZOGBI. Filtros de celulosa. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 15, julio, 2019]. Disponible en: http://www.dczogbi.com/filtros.html
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Cuadro 16. (Continuacion)

Instrumento Descripcién llustracién
El Erlenmeyer es un recipiente de vidrio que o
tiene forma de cono y tiene un cuello by b
Matraz cilindrico, es plano por la base. Se utilizé

Erlenmeyer |para la esterilizacion del aceite, la
esterilizacion y preparacion del medio y
para el contacto directo entre el aceite
usado y el medio?®.

Son recipientes redondos, que pueden ser
en vidrio o plastico, el diAmetro no siempre
es el mismo para todas las placas, pero la
Placas de Petri | cubierta tiene un mayor didmetro para
asegurar por encima y poder cerrar el
recipiente?. Se utilizé6 para la siembra,
pases y aislamiento de las colonias
bacterianas.

Fabricados en vidrio con tapa negra con

Tubos de rosca?!?, utilizados para realizar siembra
ensayo con | en medio liquido, realizar escala de Mc
tapa Farland y realizar recuento en placa.

209 Tp-Laboratorio Quimico. Matraz Erlenmeyer. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20,
Julio, 2019]. Disponible  en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/matraz-erlenmeyer.html

210 Tp-Laboratorio Quimico. Placa de Petri. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20 julio,
2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-
e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/placa-de-petri.html

211 DICORLAB. Tubo de ensayo en vidrio tapa rosca en teflén. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado el Jul, 2019]. Disponible en: http://dicorlab.com/tubo-ensayo-vidrio-tapa-rosca-
teflon/
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

La micropipeta es automatica con volumen
variable y alta precision, completamente
Micropipeta | autoclavable.  Utilizada para tomar
cantidades de inoculo pequeiias y exacta

Las pipetas estan fabricadas en vidrio, se
utilizan para transferir volumenes menores
Pipeta a 20 ml de un recipiente a otro?'?, se utiliz6
en la investigacion para pasar cantidad de
inoculo exacto para cada medio liquido.

Aspiradores de pipetas, ayuda a evitar los
riesgos con los liquidos tdéxicos o
Pipeteador corrosivos, se puede adaptar a cualquier
tipo de pipeta, se rellena de una forma
precisa girando la rueda hacia arriba?!2.

212 Tp-Laboratorio Quimico. Pipeta. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el Jul, 2019].
Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-
instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/pipeta.html

213 France. Pipeteador. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el Jul, 2019]. Disponible en:
http://www.labbrands.com/auxiliares-manuales-de-cremallera/631-pipeteador-de-
cremallera-alla-france.html
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

Es un recipiente idéneo para realizar
incubaciones en un ambiente de
anaerobiosis, tiene soporte en acero
Jarra para inoxidable para instalar bolsas de
anaerobiosis | generacibn de atmosfera libre de || =
oxigeno?!4, fue utilizada para realizar unas ’ -
siembras iniciales de los microrganismos
del ALU. —

Fabricada de platino, acero, aluminio que
termina en un arito de 5 mm o en punta. Se

Asa manipulo para aislamiento de colonias,
bacteriolégica | para siembra en medio solido y medio
liquido.

Tubo fabricado en cristal o vidrio alargado y
cerrado por la parte inferior, se utiliza para

Probeta medir volumen de diferentes liquidos?!®. Se
graduada utilizé para medir los volimenes del LU,
agua destilada para el medio y el mismo
medio de cultivo.

214 QUIOS, SAS. Jarra de anaerobiosis. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20, julio,
2019]. Disponible en: http://www.quios.com.co/producto/jarra-de-anaerobiosis/
215TP.LABORATORIO QUIMICO. Probeta. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20 julio,
2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-
e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/probeta-4.html
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

El vidrio de reloj es una lamina de forma
circular concava-convexa elaborada en
Vidrio de reloj | vidrio?!®, Se utilizé para medir con exactitud
los reactivos para la realizacion de los
medios de cultivos.

Es una lamina plana y angosta, con un
mando hecho en plastico?!’, utilizado para
Espatula de |tomar las cantidades necesarias de los
laboratorio reactivos para el medio de cultivo, escala
de Mc Farland y demas.

Laminas de vidrio transparente de forma
rectangular utilizadas para almacenar
muestras, con el fin de poder observar en el
Portaobjetos | microscopio?*®, fueron utilizadas para la
fijacion de las muestras de las colonias
sembradas en la tincion de Gram.

Son fabricadas en plastico y son
Pipetas desechables, fueron utilizadas para tomar
Pasteur gotas de reactivos que son utilizadas en la
tincion de Gram.

215 ABORATORIO CLINICO. Vidrio de Reloj. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20, julio,
2019] . Disponible en: https://www.ecured.cu/Vidrio_de_Reloj

217 TP-LABORATORIO QUIMICO. Espéatula. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20, julio,
2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-
e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/espatula-3.html

218TP-LABORATORIO QUIMICO. Porta Objetos. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20,
julio, 2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
guimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/portaobjetos.html
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

Puntas estériles desechables fabricadas en
polipropileno, para micropipetas
Puntas automaticas.  Utilizadas para tomar
voliumenes pequefos y exactos evitando
gue exista algun tipo de contaminacion.

Es un recipiente hecho en aluminio el cual
contiene una mecha que al agregar alcohol
o etanol y encenderlo permite generar una
Mechero de | zona de asepsia, también utilizado para

alcohol guemar el asa bacterioldgica, fijar muestras
en el portaobjetos y la boca de los tubos de
ensayo con el fin de evitar contaminacion
con lo que se esté trabajando.

Recipiente de vidrio con de fondo plano,
tiene un cuello estrecho y alargado que
tiene una marcacion para indicar el
Matraz aforado | volumen con exactitud y precision?!®, Estos
fueron utilizados para la realizacion de la
escala de Mc Farland con el fin de saber la
concentracion de microorganismos en
determinado tiempo.

Es un recipiente de vidrio con forma de
cono invertido y en la punta con presenta un
desagiie, sirve para separar liquidos
Embudo de | inmiscibles y no solubles??°. Fue utilizado
decantacion | para separar la muestra del ALU y el medio
inoculado en el desarrollo experimental el
cual puso en contacto directo estos dos.

29TP-LABORATORIO QUIMICO. Matraz de Aforo o Matraz Aforado. [Sitio WEB]. La
entidad. [Consultado 20, julio, 2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-
un-laboratorio-quimico/matraz-de-aforo-o-matraz-aforado.html

20TP-LABORATORIO QUIMICO. Embudo de Decantacion o Balén de Decantacion. [Sitio
WERB]. La entidad. [Consultado 20, julio, 2019]. Disponible en:
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Cuadro 16. (Continuacion)

Instrumento

Descripcion

llustracion

Termoémetro
de mercurio

Es un instrumento de vidrio que por dentro
contiene mercurio el cual a medida que
aumenta la temperatura se dilata y marca la
temperatura a la cual esta lo que se esté
midiendo. Este se utiliz6 para la
evaporacion del agua en la muestra que fue
puesta en contacto directo, para enviar a
laboratorio.

Placa
dispersora de
calor

La placa es fabricada en vitroceramica, y
puede llegar a soportar temperaturas
superiores de 700 hasta 750°C. Utilizada
para disipar de manera uniforme el calor
generado por la plancha de calentamiento.

Tubos tipo
falcon

Los tubos tipo falcon son elaborados en
polipropileno probados para resistir las
centrifugaciones necesarias??t. Utilizados
para centrifugar los microorganismos del
medio liquido para obtencion de mayor
biomasa.

Picndmetro

Es un instrumento de medicion de vidrio
gue puede ser de diferentes volimenes???,
utilizados para mediar la densidad del ALU
antes del tratamiento y después del
tratamiento.

https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-
un-laboratorio-quimico/embudo-de-decantacion-o-balon-de-decantacion.html

2Z21IFISHER SCIENTIFIC. Tubos conicos para centrifuga Falcon. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 20, julio, 2019]. Disponible en: https://www.fishersci.es/shop/products/falcon-
15ml-conical-centrifuge-tubes-5/p-193301
222 | ABORATORIO QUIMICO. Picnémetro. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 20, julio,
2019]. Disponible en: https://www.ecured.cu/Picn%C3%B3metro
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

Vaso de vidrio de forma cilindrica y fondo

Vaso de plano de diferentes capacidades??s. Se
precipitado utilizé para la adecuacion de la muestra
para enviar al laboratorio y para la medicién
de la viscosidad junto al viscosimetro.

Frasco de vidrio transparente o &mbar con
rosca y tapa azul, diferentes capacidades y
Frasco tapa | autoclavables??4, utilizados para contener
rosca azul medio de cultivo, agua destilada vy
diferentes tipos de reactivos necesarios
para el desarrollo de la investigacion.

Los sobres de generacion de anaerobiosis
al ser puesto en las jarras de anaerobiosis
Sobre de absorben rapidamente en oxigeno que
anaerobiosis | haya presente en ella, simultdneamente va
generando diéxido de carbono??®,

223TP-LABORATORIO QUIMICO. Vaso Precipitado. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el
20, julio, 2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-
quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/vaso-precipitado.htmi
224BLLAMIS. Frasco Tapa Rosca Azul. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado el 21, julio,
2019]. Disponible en: https://www.blamis.com.co/product/frasco-tapa-rosca-azul
2250X0ID. Sistemas Generadores de Atmoésfera. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 21,
julio, 2019]. Disponible en: http://www.analisisavanzados.com/index.php/anaerobiosis
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Cuadro 16. (Continuacion)
Instrumento Descripcién llustracién

Es un utensilio utilizado para dar soporte a
los tubos de ensayos o tubos de
Gradilla muestras??6, fue utilizado para sostener y
almacenar los tubos de todas las muestras.

Fuente: elaboracién propia.

226 TP-LABORATORIO QUIMICO. Gradilla. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 21, julio,
2019]. Disponible en: https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-
e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/gradilla-3.html
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ANEXO B.

EQUIPOS UTILIZADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION

Cuadro 17. Equipos utilizados durante la experimentacion.

Equipo

Descripcion

llustracion

Refrigerador

El refrigerador fue utilizado para guardar y
mantener las muestras a una temperatura
de 4 °C con el fin de inactivar el ciclo
metabdlico de los microorganismos en el
desarrollo de la investigacion.

Autoclave

La autoclave es un equipo el cual permite
la esterilizacion de materiales de
laboratorio y reactivos, esta tiene la
capacidad de tener ciclos rapidos, facil

sistema de control, monitoreo constante y |

mejorado y faciles de mantener. Marca
Tuttnauer, modelo 3850 EA. Cuenta con
una camara en acero inoxidable tipo 316,
capacidad de 64 L y un filtro de aire 0.2 um
HEPA que garantiza aire estéril en cada
ciclo??’.

Incubadora
estandar

Se le llama incubadora estandar debido a
su rango de operacion que va desde 10 °C
hasta 100 °C??8, estar tienen la funcién de
mantener condiciones de temperatura y
oscuridad necesaria para el crecimiento de
la poblacion bacteriana. MARCA DiEs.

ZITUTTNAUER. Autoclaves automaticas y Semiautomaticas. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 21, julio, 2019]. Disponible en: https://tutthauer.com/sites/default/files/tta-
predegi-sp-autoclave-tuttnauer_0.pdf
22COMTITRONIC. Incubadoras linea Kryoven. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 21,
julio, 2019]. Disponible en: http://www.dies.com.co/wp-
content/uploads/2017/12/Incubadoras-Kryoven.pdf
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Cuadro 17. (Continuacion)

Equipo Descripcion llustracién

La balanza analitica permite el pesaje
optmo 'y exacto de cantidades
Balanza necesariamente estrictas tiene legibilidad
analitica de 0.0001g, hecho con puerta corrediza de
vidrio para evitar interferencia de aire y
plato de acero inoxidable, con calibracion
externa en el teclado??®, marca Nimbus®

La cabina de flujo laminar ayudar a
mantener un ambiente de asepsia dentro
de esta para evitar cualquier tipo de
contaminacion. La cabina cuenta con una
Cabinade | frecuencia de 60 Hz, voltaje de 110-130 y
flujo laminar | filtro HEPA con mini pliegues sin

vertical separadores, lampara UV que ayuda a
eliminar posibles microrganismos que
pudieran quedar encima del area de
trabajo?3°, marca ESCO

Equipo que utilizado para esterilizar
mediante calor e infrarrojo instrumentos de
laboratorio la temperatura va de 50 °C
Bactoincinera | hasta 825 °C, poder de110 V / 50 Hz?3!,

dor en este caso asa bacteriologica que se
utiiza para aislar, sembrar cultivos
bacteriol6gicos, marca LABSCIENT,
modelo HY800.

229AE ADAM. Balanzas Analiticas Nimbus. [Sitio WEB]. La entidad. [Consultado 21, julio,
2019]. Disponible en: https://www.adamequipment.com/es/balanzas-analiticas-nimbus
ZOESCO. Cabina Flujo laminar vertical Streamline - Esco. [Sitio WEB]. La entidad.
[Consultado 21, julio, 2019]. Disponible en: http://www.labbrands.com/vertical/975-cabina-
flujo-laminar-vertical-streamline-esco.html#data_sheet

Z1AB SCIENT. Bactoincinerador Resistencia A Temperatura: 825°C+ 50°C. [Sitio WEB]. La
entidad. [Consultado 21, julio, 2019]. Disponible en:
https://instrumentalia.com.co/laboratorio-quimico/349-bacto-incinerador-resistencia-a-
temperatura-825-50.html
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Cuadro 17. (Continuacion)

Equipo

Descripcion

llustracion

Plancha de
calentamiento
con agitacion

magnética

La plancha de calor permite aumentar la
temperatura gradualmente debido a su
pantalla que es de facil configuracion
ademas cuenta con agitacion magnética lo
cual permite que haya una mejor
dispersion de calor en todas las muestras.
Esta esta fabricada con un plato de
ceramica con recubrimiento en aluminio,
velocidad de agitacion y temperatura hasta
380 °C Y 1500 rpm respectivamente,
Marca Daihan Scientific — WISD.

Incubadora de
agitacion
precisa

Este tipo de incubadoras proporcionan
condiciones exactas de temperatura, y
agitacion durante el tratamiento bioldgico
de los aceites usados. Marca Daihan
Scientific - WISD, modelo thermostable IS-
20R.

Centrifuga

Equipo utilizado para separar contenidos
de constituyen una sustancia mediante
movimientos de rotacion.

Bomba de
vacio

Fue utilizada junto con el embudo Bichner,
el filtro de celulosa y la manguera
industrial, para realizar la filtracion al vacio
de los contaminantes de mayor tamafo
presentes en el aceite usado. Cuenta con
un manémetro de que permite verificar la
generacion del vacio en el matraz de
Erlenmeyer.
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Cuadro 17. (Continuacion)

la morfologia de las bacterias aisladas.

Equipo Descripcion llustracién
Microscopio binocular con iluminacién
LED, posee lentes con aumentos de 4x,
10x, 40x y 100x. Marca ZEISS, modelo
Microscopio | Primo Star. Fue utilizado para determinar

Viscosimetro

Utilizado para medir la viscosidad dinamica
del aceite lubricante antes, durante y
después del tratamiento. Contiene cuatro
husillos diferentes que se utilizan para
diferentes viscosidades

pHi metro

Utilizado para medir el pH de cualquier
muestra consta de un instrumento de
medicién y un electrodo.

Fuente: elaboracion propia.

147




ANEXO C.

REACTIVOS UTILIZADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION.

Cuadro 18. Reactivos utiliados durante la experimentacion.

Reactivo

Descripcion

Sulfato de Magnesio

Utilizada en la realizacion del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Cloruro de calcio

Utilizada en la realizacion del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Fosfato Mono-Potasico

Utilizada en la realizacion del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Fosfato Di-potasico

Utilizada en la realizacion del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Nitrato de Amonio

Utilizada en la realizacién del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Cloruro Férrico

Utilizada en la realizacion del medio de
cultivo Bushnell Haas.

Agua destilada

Utilizada como disolvente en medio de
cultivo liquidos y sélidos y en soluciones
para la experimentacion

Peptona

Utilizada para realizar diluciones

Agar- Agar (Granulado)

Solidifica el medio de cultivo

Caldo nutritivo

Medio de cultivo liquido

Agar nutritivo

Solidifica el medio con nutrientes

Agar granulado

Es el agente solidificante del medio de
cultivo.

Glucosa

Utilizado como fuente de carbono para las
cepas.

Cristal violeta

Colorante que es utilizado en la tincion de
Gram.

Lugol de Gram

Fijador de microorganismos en la
coloracion de Gram.

Alcohol — acetona

Decolorante en la tinciéon de Gram.

Fucsina de Gram

Colorante de contraste utilizado en la
tincién de Gram.

Cloruro de Bario

Escala de Mc Farland

Acido Sulfarico

Escala de Mc Farland

Aceite de inmersion

Aumento la resolucion del objetivo en el
microscopio optico.

Etanol 98% v/v

Utilizado para limpiar y mantener la
asepsia del lugar del trabajo.

Hipoclorito de sodio 4.5% p/v

Utilizado para limpiador y esterilizar
material de trabajo.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO D.
CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE LUBRICANTE USADO DE
MOTOR

llustracién 15. Caracterizacion fisicoquimica inicial.

SGS Colombia

Avenida Crisanto Luque # 44B-26
PBX:+ 57 566909 10
Cartagena - Bolivar

Usuario de web : SENA 8
Cédigo de Muestra: C0O108085 El cédigo adjunto es indi: enlas
Aceite Lubricante: MOBIL DELVAC MX 15W40 Componente:
Equipo : NO REPORTADO Capacidad:
Cliente : CENTRO DE TECNOLOGIA DE Relleno (L): 0
Modeclo/ Serie: CTT-BIO-02 NO REPORTADO
CONTACTOS
Diagnosticador: Migucl Antonio Iernandez. Pagina web: http://vernolab-tech.fr.sgs.com/
Contacto : Miguel Antonio IHernandez Email : miguel. hernandezRsgs.com
COMENTARIOS

SE ADJUNTA RESULTADOS DE INFRARROJO ASTM E2412. TAN O NUMERO ACIDO ASTM D664, TBN O RESERVA ALCALINA ASTM D2896. CONTENIDO
DE METALES ASTM D6595 Y CARBON CONRADSON ASTM D189.

RESULTADOS
Muestra N? (‘0108}08.5 ; CO102783 Propiedades del aceite
Nombre Aceite Lubricante ’”"’””‘,'22\‘;1‘0*‘ MX| pELVAC MX 15W40 7 25
Fecha de toma de muestra 17/09/2018 01/08/2018 5 4 -
Equipo (km/h) 0 4] 5
Acecite (km/h) 0 0 4 15
Relleno (L) 0 0 =
Cambio de Aceile (S / N) N | N | )
Aspecto = 05
Apariencia OSCURA OSCURA i a—a
Viscosidad ASTM D7279 o omezuie | 7mezote
Viscosidad 100°C cSt(mr 62 | P AT T B BN REG, el i
FT-IR (Infra-Red) E 2412
Oxidacion A/0.1 mm 0.70 0.31
Nitracion A/0. 1 mm 0.09 0.15 o Desgaste
Hollin A/0.1 mm 0.23 | 0.12 -
Sulfatacion A/0.1 mm 0.09 0.00 o0
Glicol % 0.00 | 0.35 | &
Agua % | 0.00 4.98 | 40
Fuel % 4.63 2.40 30
vEspectrometria ASTM D&595 20
Calcio (Ca) ppm 1154 MP 10
Magnesio (Mg) ppm 552 IMP . ] P . : o
Molibdeno (Mo) ppm 29 IMP " —m— Hierro (Fe). pom —e— Plomo (Pb), ppm O1MSI20 Kuminid TAARIBERP
F‘»"Sf“'r" (P) ppm 785 IMP Cobre (Cu), pom —— Cromo (Cr), ppm
Zinc (Zn) ppm 821 IMP
Boro (B) ppm 4 IMP
Silicio (S1) ppm 52 T™MP i Contaminacion
Sodio (Na) ppm 95 | IMP 90 4 *
Aluminio (Al) ppm 19 IMP 80 -
Cromo (Cr) ppm 3 ™MP ;g 1
Cobre (Cu) ppm 18 IMP 50 =)
ITierro (I'e) ppm 62 MP 40 4
Plomo (Pb) ppm 2 IMP ig ]
Manganeso (Mn) ppm 1 MP 10 4
Niquel (N1) ppm 1 IMP © ocemote | 17merots
Plata (Ag) ppm 0 MP
Estafio (Sn) ppm 0 IMD —m— Siliclo (Si). ppm —e— Sodio (Na). ppm Contenido de agua %
Titanio (T1) ppm 1 IMP
Vanadio (V) ppm 0 ™P This document is issued by the Company under its General Conditions of Services
Bario (Ba) ppm 0 IMDP :tcr:.fmhlc at hitp v ww sgs com Aerms and conditions. htm A“IC- Client’s attention is
awn to the limitation of liability. indemnification and jurisdiction issues defined therein
TA"{_‘;\;" M Ds(e:I i i% i5oiD | Any other holder of this document is advised that information contained hereon reflects
mgKC x .15 the Company’s findings at the time of its intervention only and within the limits of Client’s
TBN ASTM E‘Eggs £ | m.«lrucmins_'n' any The Company’s sole responsibility 1131.\ its Client and document does
TBN nngOH /g 6.0 IMP not exonerate parties to a transaction from exercising all their rights de oblngauon_s under
the transaction documents. Any unauthorized alteration, forgery or falsification of the
Carbon Conradson content or appearance of this document is unlawful and offenders may be prosecuted to the
_Residuo de Carbon Conrz 1.38 1.32 fullest extent of the law
Comentarios
Muestra N7 CO108085 CO102783

Fuente: SGS Laboratorio.
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ANEXO E.
PREPARACION MEDIO DE CULTIVO BUSHNELL HAAS

llustracion 16. Medio de cultivo Bushnell Haas.

MEDIO DE CULTIVO BUSHNELL HAAS

Tomar fraso tapa azul de 1000 ml

Afiadir componentes

Sulfato de Magnesio  0.2g
Cloruro de Calcio 0.02g
Fosfato Mono-potasico 1.0g

< Fosfato Di-potasico  1.0g
Nitrato de Amonio 1.0g
Cloruro Férrico 0.05¢

Diluir en 1 litro de agua destilada

Mezclar manualmente hasta homogenizar

Llevar al autoclave y esterilizar

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXO F.

PROCEDIMIENTO TINCION DE GRAM

llustracion 17. Tincion de Gram.

TINCION DE GRAM

Tomar muestra de microorganismos

Frotis en lamina de vidrio

Fijar muestra mediante calor

Colorante Cristal Violeta ( 1 minuto)

"~

Fijador Lugol ( 1 minuto)

v

Decolarante Alcohol Cetona (15s)

"~

Colorante de contraste Fuscina ( 30s)

e

~

Secar con mechero

Observar en microscopio optico

Lavado con agua destilada

Lavado con agua destilada

Lavado con agua destilada

Lavado con agua destilada

Fuente: elaboracién propia.
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ANEXO G.
CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE USADO

llustracién 18. Caracterizacion inicial de Bifenilos policlorados y Halégenos
Totales.

Analysis Certificate CALLE 15N° 3330, BARRIO PUENTE ARANDA
COMGO FOSTAL 111811, BOGOTA D C COLOM B,

TEL: (+57) 1 T45-6485
TEL: (+57) 5 6710860

CEL: {350) 619 - 8084

PROJECT CLIENT: EENA JD TOL - REPORT: 2048
CONTACT ADDRESS: Hagonzalez@sena edu.co PURCHASE ORDER NO: NE
TEL EPHONE NUME ER: 17 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2014
REQUESTED BY: ng Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26 2018]
l SAMPLE INFORMATION

AMPLING DATE: NE AMPLE ID: a1

PE OF CONTAINER: Plastic 500 mL AMPLE CODE: CTT{HBF}-01
|[GENERAL CONDITIONS: Withoul any anomaly TY: 100mL
1.
SAMPLING NE
2,
SUMMARY | Photographic report

The sample was received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
sample was not dehydrated due to it had a waler content of

0.14%.
1
Oty Managemen! System Cened 10 IS0 9001: 2015, 1S0 140012015 and IS0 180012007
Thess analysss. oEnom o iMmspretelos. &e based on mawenal sLppbed by ths chiert 1o whom_ Snd for whoss siusive and —
enrlicermal Use $is repar S made Fesults related arly 1o e terns tested Tenss O8Tech Labamiorien L P energy
o its cfcors assume No respo reikNity and Make no waraty ke proper aperasans of ary petraleum. ol gas or any other maenal in
EEFTSCBan With wihich Lhis mpart s ueed o reed an THis repcn may fat b e reprod uced

T A TROMAL et in ful Withals pror wasen spproval by Tems O Teoh Laboraanies. L P
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Analysis Certificate

Desde 1985

CALLE 18 N' X3-30. BARRIO PUENTE ARANDA

CODGO POSTAL 111611, BOGOTAD € COLOMBIA

Calldan controlada mtrinves de analicls

TEL: (+5T) 1 Ta5-6485
TEL: (+5T) & 6710860

CEL: (350) 619 - B084

PROJECT CLIENT: NA D TOL - REPORT: 2048
iC ONTACT ADDRESS: gonzalezsena edu.co PURCHASE ORDER NO: NE
TELEPHONE NUMBER: 17 3621515 RECEPTION DATE: July 10, 2018
|REQUESTED BY: g Daniel Gonzales REPORT DATE: July 24,2018 |
3. TEST RESULTS
| Pacometer Units Result |
Chlorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure ppm 568,5
Decomposition Device Method (HPDDM), ASTM D 808
Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceites Alslantes por
ICromatograiia de Gas ASTM D 4059 ppm 323

Ouaity Management System Cerdbed 1o 150 9001:2015, 150 140012015 and 150 18001:2007

2

These anames. cpnom o imepratstorn o based on materia suppbed by the cient 1o whom, and for whose e lusive and ”mqm

rideral use $1 mport S made. Fesuit ralsed only b T teme tested Teum (4 Tech Labombres. LP

ol it afcars msUme o FespaFRibIy BRd MSke o werrerty |of proper apereton of any pevnlaum. ol gal of Sy oher maleral in

Earm achan with wieh EFE mpart is used o ralied an This repar may not be reproduces

exap in ful withau paor walen saproval by Tems i Tech Labormories. L P

INTERNATIOMAL
Fuente: Oil Texas laboratorio.
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ANEXO H.
PRUEBAS BIOQUIMICA API

llustraciéon 19. Pruebas
Bioquimicas api.

Gruchas bioguimicas A@

W
A partir de una colonia bien
aislada, realizar una
suspencian en 5 ml de
solucidn salina al 1% de
MaCl

W
Lbanar bos pocilkos de la tira
de la prueba con la
suspencion bacteriana
evitando formaciones de
burbajas,

h 4
Agregar agua en los
ahlvéolos de la camara [ara
proporcionar una
atmosfera humeda durante
la incubacion

h 4

Llevar a incubar a una
temperatura de 35 a 37 °C
durarte 24 horas

W
Tras la incubaciin se
registran los resultados
COMD POSvOS O NEgatvos
sequn el cambio en su
coloracian

W
Ingreso di 1os resullados
en el software y oblencidn
de resultados de la
identificacion

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXO I.
IDENTIFICACION API DE LA CEPA A

llustracion 20. Identificacion api Cepa A.

AP 50 CHB v4.1 .

J44d444dd¢

JJdddddddd

00000

00000

4449939999
J99)999/999

CONPG ADH LOC | ODC CIT H 38 | URE TDA IND

~o—o o

JUU

W GEL MIT

REFERENCIA FECHA

cepa A 2006/19
COMENTARIO
proyecio SENA -CTT
o O 3
Galeria AP1 50 CHE V4,1
L L T T L ok o T T e T T T T T
Nots
Taxdn significative %o | T Prusbas en contra
Bacillus kcheniformis 990 | o037 [oxyLerw|ouL 1% [mz 1% | GurG ey
Taxdn siguients %0 | T Pruebas en contra
Baciitus lentus 09 036 |DUL 17% [SOR 17% |INU 25% | RAF 75%
TAG 10% [GNT 1%

Fuente: APIWEB™
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ANEXO J.
IDENTIFICACION API DE LA CEPA B

llustracion 21. Identificacion api Cepa B.

i

B T

Biomerieux - Bogota "Srerememmas

J9933399
4393999998
9933493393
3999933999
3939999993
433935905953

owcwuwc ODC CIT H;S |URE TOA IND | VP GEL NIT

APIWEB™

———0—°0

REFERENCIA FECHA
cepa B 2000619
COMENTARIO
proyaclo aceiles CCT y SENA
MUY BUENA IDENTIFICACION  comrmsrmsusthumestmssi s st i e s St S
Galeria API 50 CHB V4.1
Perfil B e e e b b T SE S I S 2 T T S S
Nota
Taxén significativo % 10 T Pruebas &n contra
Bacillus ntus 800 | o082 [INu_ 25% | { |
Taxén siguiente %0 | T Pruebas en contra
Bacillus megaterium 038 045 | DXYL 76% | MAN 97% | MEL 20% | GLYG 95%
GEN 81%

Fuente: APIWEB™
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ANEXO K.

IDENTIFICACION API DE LA CEPA C

llustracion 22. Identificacién api Cepa C.

Blomerieux - Bogota

AP 50 CHB V4.1

J49399JJd

JJJddddds

4949944994

3439999953

4999999993

el 818l 1l o1519

URE TDA IND | VP GEL NIT

ONPG ADH LDC

[ |

0OC CIT M8

o

o

REFERENCIA FECHA
CEPAC 2006119
COMENTARIO
PROYECTO ACEITES SENA Y CTT
- »
Galeria AP1 50 CHB V4.1
Perfil | e e e T T T T T e 4.
Nota
Taxon significativo %0 | T Pruebas en contra
Baclllus circulans 885 | 067 |MEL 92% | GLYG 92% | 2KG  11% |
Taxo6n sigulente %0 | T Pruebas en contra
Paenibacillus lautus 0.7 0.33 | MEL 100% | GLYG 93% [2kG 0% |

Fuente: APIWEB™
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ANEXO L.
IDENTIFICACION API DE LA CEPA D

llustracion 23. Identificacion api Cepa D.

W Biomerieux - Bogota

~ APIWEB™

JIIIIIIIIY
JdJdddddJd

0000000000

JJ39J99J44

13999939993

J IS IIIIIIY

ONPG ADH LDC | OOC CIT M S | URE TOA nD | VP

REFERENCWIA FECHA
CEPAD 20006119
COMENTARIO

PROYECTO ACEITES SENA Y CTT

Galeria AP 80 CHB V-
Parctil i e T T N T R L L T .
Nota POSIBILIDAD DE Paenixscbus pabuli
Taxén significative % 1D T Pruebas en contra
Pasnibacillus butus 429 0.97
P. stlus g tyts 30.8 0.95
P ibacifus yloly 129 084 | MDX 93%
Paenibacillus polymyxa 10.7 024 | MDX 83% | MLZ 22%
| Taxén sigulente . % 1D T Prusbas en contra
|_Bacillus circulans 13 0.94 1 | |
Pry P rias(s) GELATINASA VP
Paenibacillus pofymyxa 70% 56%
Paenibacilus pabull T0% S6%
Paenibacilius amylolyticus 2% 30%
P. ibacillus gl lyts 12% 2%
Paenibacilius lautus 2% B4%

Fuente: APIWEB™
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ANEXO M.
ADECUACION DE LAS MUESTRAS

llustracion 24. Adecuacion de las muestras.

Adecuaciéon de las muestras

v

Separar la muestra
mediante un decantador

v

Filtrar el aceite con filtro de
celulosa

v

Agregar el aceite en un vaso
de precipitado y calentarlo
hasta una temperatura de

134 °C

v

Dejar enfriar y envasar en
frasco de 500 ml con tapon

v

Roturlar la muestra

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXO N.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE
25% MEDIO / 75% ALU

llustraciéon 25. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Halégenos Totales
para la alternativa 1 (25%MEDIO / 75% ALU)

Analysis Certificate CALLE 15N" 33-30. BARRIO PUENTE ARANDA

CODNGO POSTAL 111011, BOGOTA D € COLOMBIA

TEL: (+57) 1 TaAS-6a85
TEL: (+57) 5 671-0860

CEL: (350) 619 - 83084

PROJECT CLIENT: BENA Io TOL - REPORT: 204

CONTACT ADDRESS: Hagonzalez@sena edu.co URCHASE ORDER NO: NE

TEL EPHONE NUMB ER: 317 3821515 CEPTION DATE: July 10. 2019|

REQUESTED BY: ng Danie! Gonzales REPORT DATE: July 26 2019

SAMPLE INFORMAT ION

Emum DATE: NE AMPLE 1D: 02
PE OF CONTAINER: Plastic 500 mL EMLE CODE: CTT{HBF)02-1

EEDERAI. CONDITIONS : Without any anomaly UANTITY: 200mi

NE

2.

SUMMARY | Photographic report

The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were not dehydrated due to they had a water
content of 0.08% and 0.02%.

Quasty Management System Certfied 1o ISO S001:2015, 1ISO 140012015 and ISO 180012007
Them ansyses CEEINONS OF TEO Dt e Damed 0N Mmater.y wEeted Dy he chert 10 Wwham _ and for Whose e =Susve and ener ey
conficaraal une S¥s mport ks made R suts related ony 10 e Sems testod. Tesas OfTech Lobomres. LP § 9
I 3 MCers IRTUME NS FEIRONLGIItY AN MaRe NO wETaty {Or IropET ODOr BN of ATy DOTOLAIM . Gl gas o any afwr MR eral e
l carmectan wiih wisch thes mport s uned or refed on Thes FOpOR Mgy Nt De repraduced.
exapt n il ot pacr waten approva by Tems O ech Labaratoses. L P
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CALLE 15 N' 3020, BARRIO PUENTE ARANDA

Analysis Certificate
90029&57& 111611 !m‘AgS Sm

Desde 1985
Calidan controlada atraves de analisis
TEL: (+57) 1 7456485
TEL: (+57) § 6710860

CEL: (350) 619 - b084

ROJECT CLIENT: ENA JD TOL - REPORT: 2048
ONTACT ADDRESS: gonzalez@sena edu.co URCHASE ORDER NO: NE
LEPHONE NUMBER: P17 3821515 CEPTION DATE: Julv 10, 2019
Y: il Gonzale DATE: July 26,2019 |
3. TEST RESULTS
Parameter Units Result
iChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure ppm 4964
iDecomposition Device Method (HPDDM), ASTM D 808
Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceltes Aislantes por ppm
[Cromatografia de Gas ASTM D 4059 279

4

Quaity Management System Certfed 10 1ISO 9001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 18001:2007
Tres YSes opnon or e based on materia suppied by the cliert o whom , and for whose e xciusive and -
corddernal use s mport s made . Resuts related anly 10 e iteens tested Texas Ol Tech Latomsres, LFP energy,

avd it cfcers assume NO respormitiity and make o warrarty for proper operations of any pesoieun . ol gas or any aher matenal In
cormecton with whch this report 18 Wsed or refied on. Thes repont may not be reproduced

oxcapt in ful without pror witen approval by Tems Of Tech Laboratories L P

-_a!n-u.
Fuente: Oil Texal laboratorio.
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ANEXO O.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE
25% MEDIO / 75% ALU REPLICA

llustracién 26. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Halogenos Totales
para la réplica de la alternativa 1 (25%MEDIO / 75% ALU).

Analysis Certificate CALLE 15 N° 3330, BARRIO PUENTE ARANDA

COMIGO POSTAL 111611, BOGOTA D C_ COLOMBIA

TEL: (#57) 1 7456485
TEL: (#57) S 6710880

CEL: (350) 619 - 85084

PROJECT CLIENT: BENA D TOL - REPORT: 204
CONTACT ADDRESS: Hagonzabe zgbsena edu.co URCHASE ORDER NO: NE
TELEPHONE NUMBER: 317 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2019|

REQUESTED BY: ng Danie! Gonzaes REPORT DATE: July 26 2019]

| SAMPLE INFORMAT ION

AMPLING DATE: EMLE 1D: 02
PE OF CONTAINER: Plastic 500 mbL AMPLE CODE: CTT-(HBF)02-2
2000

IGENERAL CONDITIONS: hout any anomaly RUANTITY:

SUMMARY I Photographic report

The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were not dehydrated due to they had a water
content of 0.08% and 0.02%.

5

CQuasty Management System Certfed 1 ISO S001:2015, 1SO 140012015 and ISO 18001:2007
Thewm andyies cEINGM o FrEeDet By W Damd 0n Matenal wepbed Dy the cirert 10 wham and {or whaome o Kiumrve and cmane =
confidersal use vs mport ks made . Resuts related anly 10 e dems tested. Texas OfTech Latomonies, L P e ""

and s oficers assume NO responutsity and make No warranty for groper operatons of any petrcieun . ol gas or any aher matesal n
camecion wih wihich this report s used or refed on. This repost may not be reproduced.
INTERNATIONAL exopt n ful without pacr witon approval by Toms OfTech Labaratonies L P
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Analysis Certificate CALLE 16 N 33,30, BARRIO PUENTE ARANDA
CO0KGO POSTAL 111611, BOGOTAD C_ COL OMBMA

Desdo 1985
Calidad controlada atraves de analisls
TEL: (+57) 17456485
TEL: (+57) § 6710860

CEL: (350) 619 - 8084

ROJECT CLIENT: Eem D TOL - REPORT : 2048
ONTACT ADDRESS: agonzalez@sena. edu.co URCHASE ORDER NO: NE
LEPHONE NUMBER: 17 3821515 CEPTION DATE: July 10, 2019
Y 0! s REPORT DATE: July 26,2019
3. TEST RESULTS

| Berameter
IChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure
Decomposition Device Method (HPDDM), ASTM D 808

503,2

23,2

m— L
ppm
ppm

Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceites Aislantes por

Cromatografia de Gas ASTM D 4059

6

O\‘ym Sysem Cortded © 1SO 9001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 18001:2007
Thes n aw based on material suppied by the cliert 0 whom, and for whose exciusive and ner -
oumwmnmnmm Rosuits related only 1o $w tems tested Texas OfTech Labomyres LP energy
ad (s ofcers assume No respormtiity and make no werrarty for proper operasons of any petoleun . ol gas or any ather materalin
comecton with which ths report is used o rdded on. This repod may nat be reproduced
excopt in ful withos pror watien approval by Temas Qi Tech Laiboratonies L P

INTERNATIONAL
Fuente: Oil Texal laboratorio.
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ANEXO P.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE

50% MEDIO / 50% ALU

llustracién 27. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Halbgenos Totales

para la alternativa 2 (50%MEDIO / 50% ALU).

Analysis Certificate CALLE 158" 33.30, BARRIO PUENTE ARANDA

Desde 1985 _COOGO POSTAL 111611, BOGOTA D C. COLOMBA

Calidad controlada atraves de analisls
TEL: (+57) 1 745-6485

TEL: (+57) 56710880

CEL: (350) 619 - 8084

TOL - REPORT:

204

PROJECT CLIENT:
CONTACT ADDRESS:

Hagonzalez@Rsena. edu.co URCHASE ORDER NO:

NE

TELEPHONE NUMBER:

317 3821515 CEPTION DATE:

July 10, 2019]

REQUESTED BY:

ng Daniel Gonzales PORT DATE:

July 26 2019]

|

SAMPLE INFORMATION

03

[EARELING DATE:
PE OF CONTAINER:

CTT(HBF)}03-1

|GENERAL CONDITIONS:

AMPLE 1D:
lastic 500 mL AMPLE CODE:

200mL

hout any anomaly UANTITY

NE

2

SUMMARY Photographic report

The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were dehydrated by Centrifugation getting a water
content of 0.08% and 0.03%, respectively.

7

Quatity Management System Certed ©© ISO S001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 18001.2007
=

These anahyses, conom o iepeataton aw bamd on materal suppied by the cllert % whom, and for whose e xciusive and enero
ridertal use Tes report s made . Resuits related anly 10 T Sems ested Texas OfTech Labomxres, LP e
and s oficers assume NO respOrmtiity and make NO wrTarty for proper operasans of any petoleun. ol gas o any oher meteral n '
COMEcton with wivch this seport is used o refied on. This repos may Not be reproduced

T ERNATIONAL axcopt n iUl wilhout paor watien apgroval by Tems OfTech Laboratones L P
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Analysis Certificate
Desdo 1985

Calidad controlada atraves de analisis

CALLE 15 N’ 3330, BARRIO PUENTE ARANDA
CODIGO POSTAL 111611, BOGOTAD C_ COLOMBA

TEL: (+57) 1 74586485
TEL: (+57) 5 6710860

© CEL: (350) 619 - 8084
[PROJECT CLIENT: NA ID TOL - REPORT: 2048 |
ICONTACT ADDRESS: onzae. na.edu.co URCHASE ORDER NO: NE |
TELEPHONE NUMBER: 17 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2019

[REQUESTED BY: Im Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26 2019

3. TEST RESULTS
Parameter Units Result

IChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure ppm 199
|Decomposition Device Method (HPDDM), ASTM D 808

Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceites Aislantes por ppm <5
ICromatografia de Gas ASTM D 4059

8
Quasty M-w System Certfed © 1SO 9001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 18001:2007
Thew cpar

e based on matena suppbed by the cliert 10 wham , ard for whose sxchisive and
oﬁam‘wmnw‘um-ﬁ Resuits related only 0 $w lems tested Texas OfTech Labomries LP

energy, -
ard it cMcers assume no respormibilty and make o warrarty for proper operatons of any petoleun. ol gas or any otwr matenal in
cormecton with which this report s used or refied on. Ths
INTERNATIONAL

" may et be regroduced
excopt inful withol pace watien spproval by Texas Of Tech cratories. L P

Fuente: Oil Texal laboratorio.
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ANEXO Q.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE
50% MEDIO / 50% ALU REPLICA

llustracién 28. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Halégenos Totales
para la réplica de la alternativa 2 (50%MEDIO / 50% ALU).

Analysis Certificate CALLE 15" 33-30, BARRIO PUENTE ARANDA
Desde 1985 S ) COMGO POSTAL 111611, BOGOTA O C. COLOMBIA
Calldad controlada atraes dAe analisls
TEL: (+57) 1 745-6485

TEL: (+57) 5 67100860
CEL: (350) 619 - 8084

PROJECT CLIENT: BENA JD TOL - REPORT: 2019’
CONTACT ADDRESS: pagonzale zsena edu co PURCHASE ORDER NO: NE
TEL EPHONE NUMB ER: 317 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2019]
REQUESTED BY: ng Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26 2019|
| SAMPLE INFORMAT ION
LING DATE: NE AMPLE ID: 03
PE OF CONTAINER: Plastic 500 mbL LE CODE: CTT-(HBF)}03-2
EED!RAL CONDITIONS : Without any anomaly H 200mL
1. BPLAN AND METHOD OF SAMPLING
NE
2. RECEIPT. INSPECTION AND STORAGE OF SAMPLE
SUMMARY | Photographic report
The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were dehydrated by Centrifugation getting a water
content of 0.08% and 0.03%, respectively.
9

axd s oficers ausume NO resormtsity and make NO wrTaty for proper oparasans of any potoloun Gl gas o any oher matesal n
COMEcton with which this mport is used or refind on. This repost may not be regroduced
excapt in full whout pace waten approval by Tems OfTech Labormories. L P

Quaiity Managemant System Cenfed © ISO S001:2015, 1SO 140012015 and SO 18001:2007
These anayses. oo o Fepetaton am bawmd on matr sepbed Dy the clhert 1 whom , and for whone exclisve and e,
nidental use Tes mport ks made . Results related anly 10 T Sems tested Texas OfTech Labomitres, L9 energy
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Analysis Certificate CALLE 16 N 33,30, BARRIO PUENTE ARANDA
Desdo 1985 TAL 111611 1
Calldad controlada atraves de analisis

TEL: (+57) 1 74586485
TEL: (+57) S 6710800
CEL: (350) 619 - 8084

ROJECT CLIENT: NA D TOL - REPORT: 2048]
ONTACT ADDRESS: qonzalez@sena.edu.co URCHASE ORDER NO: NE |
[TELEPHONE NUMBER: P17 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2019
[REQUESTED BY: )ng Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26,2019
3. TEST RESULTS
Parameter Units L Resut |
IChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure ppm 273
n 8
Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceites Aislantes por ppm <5
Cromatografia de Gas ASTM D 4059

10

Myw System Ceortled © 1SO 9001:2015,1S0 140012015 and 1SO 18001:2007
Thes ysos. cgn v based on material suppbed by the chert 1o whom, and for whase oxciusive and 'nug)"-ﬂ

e“ﬂwmnmumd Rosuts related anly %0 e tems tested Texas OfTech Laboratories L P
and i oficers assume no respormtiity and make no warrarty for proper operatons of any petoleum . ol gas or any oher metenal in
carmection with which this mport s used or relied on. This repont may not be regroduced,

INTERNATIONAL @xcopt in il without pace wien spproval by Tesas Of Tech Laboraories. L P

Fuente: Oil Texal laboratorio.
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ANEXO R.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE
75% MEDIO / 25% ALU

llustraciéon 29. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Haldégenos Totales
para la alternativa 3 (75%MEDIO / 25% ALU).

CALLE 15N 3330 BARRIO PUENTE ARANDA
COOGO POSTAL 11 1011 _BOGOTAD €. COL OMMA

TEL: (#57) 1 745685
TEL: (#57) S€71-0080

CEL: (350) 619 - 8084

PROJECT CLIENT: BENA D TOL - REPORT: 204
CONTACT ADDRESS: pagonzalez@sena edu co URCHASE ORDER NO: NE
TELEPHONE NUMBER: 317 3821515 ]ECEPI'ION DATE: July 10.2019]
REQUESTED BY: ng Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26 2019]
| SAMPLE INFORMAT ION
LING DATE: NE AMPLE |D: 04
PE OF CONTAINER: lastic 500 mL AMPLE CODE: CTT-(HBF)04-1
EE'ERAI. CONDITIONS: Without any anomaly UANTITY: 200mL
1. PLAN AND METHOD OF SAMPLING
NE
2. RECEIPT.INSPECTION AND STORAGE OF SAMPLE
SUMMARY Photographic report
The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were nol dehydrated due to they had a water
content of 0.02% and 0.01%, respectively
1
Ouatity Management System Cenfed 1 ISO S001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 180012007
These analyses. cpnone o rtepetatans aw based on matrs supphed by the cllert % whom . and for whose oxciusive and .-
corfidormal use Tes mport s made  Resuts related anly 5 T dems tested Texas OfTech Laborasonies. L P energy
and s oficers assume NO reSpO NIty and Mmake NO wrTaty for proper operasans of any potolasm ol gas or anvy oher metenal n '
camecton wiih wiich this seport /s used or refled on This repos may not be regroduced
et in iUl wihols pacr wasen apgroval by Tems O Tech Laboratonies, L P
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Analysis Certificate CALLE 15 N 33.30, BARRIO PUENTE ARANDA
Desde 1985 CO0KG0 POSTAL 111611, 80GOTAD C COLOMBIA
- TEL: (+57) 1 7456485
TEL: (+57) 5 6710860
CEL: (350) 619 - 8084
€
|PROJECT CLIENT: NA - REPORT: 2048
ICONTACT ADDRESS: qonzaezfsena. edu.co URCHASE ORDER NO: NE
TELEPHONE NUMBER: B17 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2019
|IREQUESTED BY: Im Daniel Gonzales R_E_PORT DATE: July 26 . 2019
3. TEST RESULTS
| Earameter Ynity Result
iChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Oils, High Pressure ppm <5,0
Decomposition Device Method (HPDDM), ASTM D 808
Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceites Aislantes por ppm 173
[Cromatografia de Gas ASTM D 4059
12

Quaity Management System Certfed © 1ISO 9001:2015, 1SO 140012015 and 1SO 18001:2007

Theme andyses. cpnoms o Moprtsons ae based on materiad sippied bythe ciert % wham, and kr whose exdusve and f""gy’-ﬂ

corfdernal use Tvs report s made. Resuits related anly 0 T items tested Texas OfTech Labomres LP

o (s oMcers assume no respormitilly and make no warrarty for proper operasons of any petoleum, ol gas of any ofwr materal in

not be regroduced,

carmecton with which thes report is used o refed on 'Duérlm
excopt in Ul without pacr witten spproval by Tesas och Laborsones L P

INTERNATIONAL
Fuente: Oil Texal laboratorio.
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ANEXO S.

CARACTERIZACION DE BIFENILOS POLICLORADOS Y HALOGENOS
TOTALES DEL ACEITE LUBRICANTE TRATADO EN UNA PROPORCION DE
75% MEDIO / 25% ALU REPLICA

llustracién 30. Concentracion final de Bifenilos Policlorados y Halbgenos Totales
para la réplica de la alternativa 3 (75%MEDIO / 25% ALU).

Ana'y3is Certificate CALLE 15N" 3330 BARRIO PUENTE ARANDA
» CONGO POSTAL 111611, BOGOTA D C_ COLOMBIA

Dosde 1985

Catidad controlada atraes de anatisis
TEL: (+57) 1 745-6485
TEL: (+57) 5 6710860

CEL: (350) 619 - 3084

PROJECT CLIENT: ENA D TOL - REPORT: 204
CONTACT ADDRESS: pagonzale zg@sena edu co URCHASE ORDER NO: NE
TEL EPHONE NUMBER: B17 3821515 CEPTION DATE: July 10, 2019]
REQUESTED BY: ng Daniel Gonzales REPORT DATE: July 26 2019]
l SAMPLE INFORMAT ION
AMPLING DATE: INE AMPLE I1D: 04
PE OF CONTAINER: Plastic 500 mL AMPLE CODE: CTT-{HBF)04-2
EE'ERAL CONDITIONS: Without any anomaly UANTITY: 200mL
1. BLANAND METHOR OF SAMPLING
NE
2. RECEIPT INSPECTION ANR STORAGE OF SAMPLE
SUMMARY Photographic report
The samples were received on July 10th and it was classified
as apt for analysis due none anomaly was identified. The
samples were not dehydrated due to they had a water
content of 0.02% and 0.01%, respectively
13
Quasty Management System Certed © SO S001:2015, 1SO 140012015 ana ISO 18001:2007
Thess anahmes coNoOns o rtepeatstions aw based on matrial suppled Dy the ciert 1o whom and r shose exclisve and =
corddental use Tvs mport s made  Resuts related anly 10 T Bems stod Texas OfTech Labomres LP energy ﬂ
ad M Gfcers assumme NO respontiity and make no warrarty for groper operatons of any petoleun o gas or any e meteraln ’
u l cormecsan wiih which 1hs mport 18 used or refled on. This repo may Nat De repgroduced
oxopt in ful wihout pacr watien apgroval iy Tems OfTech Laboraoses L P
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Analysis Certificate CALLE 18 N' 3330, BARRIO PUENTE ARANDA
Desde 1985 CODIGO POSTAL 111611, BOGOTA D C_ COLOMBIA

Calidad controlade mtraves de analicls
TEL: (+57) 1 T45-6485
TEL: (+57) § 671.0860

CEL: (350) 819 - 8084

PROJECT CLIENT: [ JD TOL - REPORT: 2048
ICONTACT ADDRESS: qonzakez@senn. edu.co PURCHASE ORDER NO: NE
TELEPHONE NUMBER: P17 3821515 RECEPTION DATE: July 10, 2018
|REQUESTED BY: )ng Danisl Gonzales REPORT DATE: July 24,2018
3. TEST RESULTS
Parametor Units Result |

IChiorine (Total Halogens) in New and UsedB Qils, High Pressure ppm <50
Decomposition Device Mathod (HPDDM), ASTM D 808

Bifenilos Policlorados (PCBs) en Aceiles Aislantes por ppm 146
ICromatografia de Gas ASTM D 4059

Respectiully,
For Texas QilTech Labomatories, L.P.

Jair Siva H.
Laboratory Coordinator - Colombia

14

Cuality Management Sysem Cended 1o 150 8001:2015, 150 140012015 and 150 18001 2007
Thase snalyses. cpinom o inteprtlsorn. e bassd on material suppled by the chiert 5 whom . and for whose e eiusive and ne -
mridernal use $vs report is made  Mesuits relsted oniy o $w items tested Tenss (iTech Labomires L P rqy
v its ofloers sssume no respormiblity and make ro werraty o proper operasons of any petoleum. ol gas o any oher matera| in
crractan with wiich s mport s used o relimd on. Tres repor may not be reprod uced
INTERMATIONAL exept in iUl without pacr waBen spproval by Tems O Tech Labormories. L P

Fuente: Oil Texal laboratorio.

171



ANEXO T.

EVIDENCIA EXPERIMENTACION

Cuadro 19. Evidencia de la investigacion.

Descripcion

Imagen

Medio de cultivo Bushnell Haas

Incubacién de microorganismos

Precipitado de inoculo en el
tratamiento del contacto directo
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Cuadro 19. (Continuacion)

Descripcion

Pases de las bacterias

Caldo nutritivo

Filtracion del aceite lubricante
usado

Puesta en contacto entre el
consorcio y el inéculo
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Cuadro 19. (Continuacion)

Descripcion

Prueba bioquimica api para
cepaD.

Identificacion api Cepa B.

Puesta en contacto entre el
indculo y el aceite lubricante

Pruebas bioquimicas api para
cepas Ay C
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Cuadro 19. (Continuacion)

Descripcion

Cepas A, B,C,YDysus
respectivo indculos.

Muestras adecuadas del
tratamiento

Fuente: elaboracion propia.
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