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Nomenclatura

AE: Actividad emulsificante.
ALB: Biorreactor Airlift

D: Diametro

HXD: Hexadecano

In: Logaritmo natural

KOH: Hidroxido de potasio
NaCl: Cloruro de sodio
NaNOs: Nitrato de sodio
NO3: Nitrato

pH: Potencial de Hidrégeno
SO4: Sulfato

SS: solidos suspendidos

R2: Coeficiente de determinacion
ti: Tiempo de inflexién

A: Fase lag

MUmax: Tasa especifica de crecimiento maxima



Abstract
The present work focuses on knowing the behavior of a hydrocarbonoclast microbial
consortium, which was extracted from a cenote in Quintana Roo, by varying the operating
temperature in an airlift biorreactor. The main objective of this research was to determine
what was the effect of the variation of the operating temperature on the degradation of
hexadecane in an airlift bioreactor. The operating temperatures selected to carry out the
research were two: at 19 ° Cto find out how the consortium worked at a lower temperature
than that used in other trials and at 26 ° C as the high temperature. Various physicochemical
parameters such as pH, density, viscosity, surface tension were measured, and the kinetics

in suspended solids, residual hydrocarbon and emulsifying activity were also evaluated.

It was evaluated that in the physicochemical parameters there is no significant variation in
the measured temperatures, showing that the consortium manages to behave similarly in
warm and temperate environments. Regarding the kinetics, in solids suspended at a
temperature of 26 ° Cit increased from 1.1 g L'*to 3.2 g L' and it was possible to consume
the hexadecane in 11 days. By varying the temperature at 19 ° C, the suspended solids
increased from 1.07 g L'* to 3.02 g L'* and the hydrocarbon was consumed only 83% at the

end.

This shows us that, although the consortium behaves similarly at both temperatures, its
hydrocarbonoclast efficiency improves at a temperature of 26 ° C, probably due to the low
presence of biosurfactants, since it is shown that at a temperature of 19 ° C the
biosurfactants had a much higher level in kinetics, which can influence the degradation of

hexadecane.



Resumen

El presente trabajo se enfoca en conocer el comportamiento de un consorcio microbiano
hidrocarbonoclasta, el cual fue extraido de un cenote de Quintana Roo, al variar la
temperatura de operacién en un biorreactor airlift. El objetivo principal de esta
investigacion fue determinar cual era el efecto de la variacion de la temperatura de
operacion en la degradacién del hexadecano en un biorreactor airlift. Las temperaturas de
operacion seleccionadas para realizar la investigacion fueron dos: a 19°C para conocer como
el consorcio trabajaba a una temperatura menor a la que se habia trabajado en otros
ensayos y a 26°C como la temperatura alta. Se midieron diversos pardmetros fisicoquimicos
como el ph, la densidad, la viscosidad, la tensidn superficial, y también se evalud la cinética

en los solidos suspendidos, el hidrocarburo residual y la actividad emulsificante.

Se evalud que en los pardmetros fisicoquimicos no existe una variacién significativa en las
temperaturas medidas, demostrando que el consorcio logra comportarse similar en
ambientes templados y calidos. En cuanto a las cinéticas, en solidos suspendidos a una
temperatura de 26°C se incrementéde 1.1 gL*a 3.2 gL'y se logré consumir el hexadecano
en 11 dias. Al variar la temperatura a 19°C los solidos suspendidos se incrementaron de de

1.07 gL'a3.02 gL'y el hidrocarburo se consumid solo al 83% al final.

Esto nos demuestra que, aunque el consorcio se comporta similar en ambas temperaturas,
su eficiencia hidrocarbonoclasta mejora a una temperatura de 26°C, probablemente por la
poca presencia de biosurfactantes, ya que se muestra que a una temperatura de 19°C los
biosurfactantes tuvieron un nivel mucho mayor en la cinética, lo cual, puede causar una

influencia en la degradacion del hexadecano.
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1. Introduccion

En la actualidad, la gran cantidad de contaminantes producidos por las actividades
antropogénicas han provocado en los ultimos afios un desgaste en los recursos naturales
que el medio ambiente nos ofrece. La contaminacién de ambientes marinos y acuaticos es
de mucho interés, siendo los hidrocarburos uno de los mayores contaminantes de esta zona
en general. La sociedad cientifica en su totalidad se ha enfocado en crear y desarrollar
mejoramientos en el tratamiento de aguas, suelos y parte de este desarrollo es la
biorremediacidn. La biorremediacion es un método que ayuda a mitigar o disminuir el
impacto causado por la presencia de contaminantes con la ayuda de organismos que tengan
la habilidad de degradarlos a diferentes condiciones ambientales y de operacién como lo es

la temperatura, pH, salinidad y concentracién de nutrientes.

En México se han realizado estudios de biorremediacién con consorcios microbianos
hidrocarbonoclastas, los cuales son un conjunto de dos o mas poblaciones microbianas
capaces de degradar hidrocarburos, y que se han presentado sobre todo en la zona de la
Riviera Maya, especificamente en los cenotes de la region de Quintana Roo dénde se ha
tenido registro de contaminacién por hidrocarburos en sus ambientes acudticos. Los
estudios se han realizado debido a que esta contaminacidn presente en los acuiferos de la
zona es una problematica por tratar, ya que los cenotes son los que proveen casi la totalidad
de agua dulce en la regidn, pues carecen de aguas superficiales. En los estudios realizados
se han obtenido consorcios microbianos de algunos cenotes de Quintana Roo contaminados
por hidrocarburos. Estos consorcios nativos de los cenotes fueron estudiados en reactores
bioldgicos o biorreactores de diferente tipo, analizando su cinética y la degradacién de los

hidrocarburos que se encontraran en la zona.

Las condiciones de operacion en los biorreactores evaltan diferentes variables dentro del
sistema como lo es el desempeiio en la capacidad hidrocarbonoclasta de un consorcio

microbiano, siendo la temperatura uno de los esenciales y la cual este trabajo se enfoca.

En el presente documento se aborda la evaluacién experimental del efecto de la

temperatura en los factores fisicoquimicos y el crecimiento microbiano que influyen en la
11



degradacion del hidrocarburo, en este caso el hexadecano en medio liquido, en un
biorreactor airlift. La temperatura no suele variar en la operacion, asi que no se tiene un
registro en el cual podamos comprobar si existe 0 no una mejora al variar este parametro
fundamental para la biodegradaciéon en un biorreactor y conocer si la degradacién de
hidrocarburos tenga una mayor eficiencia al trabajar con una temperatura diferente a la

usual.

Esta investigacion aporta un enriquecimiento al abordar y discutir como la temperatura
puede influir en poco o gran manera un proceso de biorremediacidon con un consorcio
microbiano y asi conocer como el sistema del biorreactor tendria un mejor funcionamiento

para degradar.

12



2. Antecedentes

2.1 Contaminacién de cuerpos acuaticos por hidrocarburos en México

La contaminacion con hidrocarburos es uno de los temas intensamente investigado debido
al impacto ambiental, lo constante que suele ser en toda la regidn del Golfo y Pacifico y la
importancia econdmica de la industria petroquimica en el pais (Saval, 2000). Una de las
fuentes de contaminacién en los cuerpos de agua son el proceso de refinado del petréleo
crudo, siendo las refinerias las que generan una gran cantidad de aguas residuales, que,

dado por la magnitud, son dificiles de tratar. (Xianling et al., 2005).

Los impactos directos sobre el medio ambiente estan relacionados con la muerte y la
perdida de especies dentro de un ecosistema (ITOPF, 2017). Los hidrocarburos se adhieren
a las branquias de los peces, afectando su respiracion y ademas afectan a las algas y el
fitoplancton lo cual, hace una baja en la alimentacidn y reproduccién de la vida acuatica en
general (Reeves, 2005); otros compuestos derivados de los combustibles y petréleo
también se encuentran presentes en los moluscos bivalvos y algunos tipos de crustaceos
(Botello, 2005). En el caso de los HAP son altamente liposolubles y por ello son absorbidos

rapidamente por el tracto intestinal de los mamiferos (Samanta et al., 2002)

Dentro del dambito sanitario, cuando nos referimos a la poblacién que vive en los
alrededores de rios, lagos o sitios contaminados por hidrocarburos, la poblacién presenta
diferentes padecimientos, desde los nifios que tienden a desarrollar problemas pulmonares
(Salvi, 2007) hasta adultos que estan expuestos a los dafios debido a su trabajo (pescadores)
lo cual les genera cancer en distintos drganos (Boffetta et al., 1997) entre otros problemas
de salud. El impacto de los hidrocarburos puede permanecer durante décadas, con lo cual

el riesgo de exposicidon se mantiene vigente (Olguin, 2009).

Los hidrocarburos presentes en agua son oxidados y mineralizados mediante procesos de
remediacién con consorcios microbianos hidrocarbonoclastas, generando un gran interés
industrial y de investigacion por el desarrollo de tecnologias capaces de recuperar agua

contaminada (Lizardi-Jiménez, 2011).
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2.2 Técnicas de Remediacién

Uno de los rasgos caracteristicos de la sociedad en la actualidad es la gran cantidad de

emision de contaminantes quimicos hacia los cuerpos de agua y suelos del medio ambiente.

Debido a esto, se han creado estrategias para minimizar la contaminacion, disminuyendo la
reactividad y peligrosidad de los contaminantes y de forma simultanea, reducir el
vertimiento al medio ambiente. En la actualidad la tecnologia y la ciencia nos ofrece una gama
de posibilidades que permitan restaurar el daifio ocasionado a los ecosistemas acuaticos. En
este contexto se debe desarrollar técnicas de remediacion como alternativas para la
recuperacion de ecosistemas y agroecosistemas impactados (Adams, Dominguez y Garcia,
1999). Las técnicas de remediacidn pueden clasificarse de diferentes maneras, con base a los
siguientes principios: estrategia de remediacidén, lugar en que se realiza el proceso de
remediacion, y tipo de tratamiento (Volke y Velasco, 2002). A continuacion, se describen con

mas detalle las clasificaciones anteriores:

Estrategias de remediacion Destruccidn de los contaminantes
Extraccion o separacién

Asilamiento del contaminante

Lugar de realizacion del | In situ

tratamiento de remediacion .
Ex situ

Tipo de tratamiento Bioldgico
Fisicogquimico

Térmico

Tabla 1.Técnicas de remediacion (Volke y Velazco, 2002)
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Las técnicas de remediacion fisicoquimicas son de costo moderado, accesibles y con un
corto periodo en cada tratamiento. Se basa principalmente en las propiedades de los
contaminantes para destruir, separar o contener alguna afectacién (Sellers, 1999). Las
técnicas de remediacion fisicoquimicas se pueden dividir en fisicas y quimicas como la
aspersion de aire, dispersidon del terreno, lavado de suelos, incineracién, entre otros

(Summersgill, 2006).

Las técnicas de remediacién térmicas tienen tiempos muy rapidos de limpieza y se
fundamentan en la implementacién de temperatura para incrementar la
separacion/volatilidad, guemado y descomposicion o la fundicion de los contaminantes.
(EPA/540/5-97/505). La mayoria de estos tratamientos solo transfieren los contaminantes

de un lugar otro, en lugar de eliminarlos del todo. (Lizardi-Jiménez, et al., 2016)

2.2 La biorremediacion

La biorremediacién es una opcién que ofrece la posibilidad de destruir diversos
contaminantes mediante la actividad bioldgica. Utiliza técnicas de bajo costo y baja
tecnologia, teniendo una alta aceptacion publica y a menudo se puede llevar a cabo en el
sitio contaminado (Vivaldi, 2009) pero también se pueden efectuar en reactores biolégicos
fuera del ambiente donde existe la contaminacidon y lograr una eficiencia esperada

(Hernandez, et al., 2018).

El término biorremediacion, el cual fue establecido a principios de la década de los ‘80,
proviene del concepto de remediacidén, correspondiendo a la aplicaciéon de estrategias
fisicoquimicas para evitar el dafio y contaminacion del ambiente (Di Paola, 2010). Su
objetivo es minimizar lo mas que se pueda las consecuencias que un derrame pudiera
ocasionar. Este proceso es llevado a cabo por microorganismos o consorcios microbianos
nativos de la zona de impacto o por microorganismos adicionados. Ambos procesos
consiguen una biotransformacion de sustancias peligrosas en sustancias menos téxicas o

inocuas. La seleccion de una determinada tecnologia de biorremediacién estd condicionada
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por multiples factores, como, por ejemplo, el tipo de microorganismos presentes en el
medio, las condiciones del compartimiento contaminado (temperatura, oxigeno, energia,
etc.), la concentracién y la toxicidad de los contaminantes entre otros (Van Hamme et al.,
2003). La biorremediacion es una técnica que son rentables y son ambientalmente

sostenibles (Fuentes et al., 2014).
Existen varios procedimientos en la biorremediacion:

Fitorremediacién: Este proceso se basa en el uso de plantas para limpiar ambientes
contaminados y constituye una estrategia muy interesante, debido a la capacidad que
tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular y/o tolerar altas concentraciones
de contaminantes como metales pesados, compuestos orgdnicos y radioactivos, etc. Las
ventajas que ofrece la fitorremediacidn son el bajo costo y la rapidez con que se puede

llevar a cabo algunos procesos que ayuden a degradar los contaminantes (Di Paola, 2010).

Degradaciéon enzimatica: Este tipo de degradacidn consiste en el empleo de enzimas en el
sitio contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se obtienen
en cantidades industriales a partir de bacterias que las producen naturalmente, o por
bacterias modificadas genéticamente que son comercializadas por las empresas
biotecnoldgicas. La degradacion se logra gracias a la capacidad natural de los organismos
antes mencionados de transformar moléculas orgdnicas en sustancias mas pequefas, que

resultan menos toxicas (Salleh et al., 2003)

Remediacién microbiana: Se refiere al uso de microorganismos directamente en el foco de
la contaminacién. Estos microorganismos pueden existir en ese sitio o provenir de otros
ecosistemas, en cuyo caso deben ser inoculados en el sitio contaminado. Cuando no es
necesaria la inoculacion de microorganismos, suelen administrarse nutrientes, como
nitréogeno, con el fin de acelerar el proceso de degradacién. Hay bacterias y hongos que
pueden degradar con relativa facilidad petréleo y sus derivados, benceno, tolueno,
hidrocarburos de cadena larga, pesticidas, entre otros. Los metales pesados no son
biodegradables pero las bacterias pueden concentrarlos de tal manera de aislarlos para que

sean eliminados mas facilmente (Di Paola, 2010).
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La biodegradacién de hidrocarburos es un proceso complejo, ya que depende de la
concentraciéon y la naturaleza de éstos en el ambiente (Das y Chandran, 2011). En diferentes
investigaciones y trabajos se ha demostrado que es mas factible trabajar con consorcios
microbianos que con cepas puras ya que existe un mejor rendimiento en la degradacion de
hidrocarburos y es una alternativa con mds ventaja para remediacién del ambiente

contaminado (Lizardi — Jiménez et al., 2014).
2.3 Consorcio microbiano

Un consorcio microbiano es una asociacién natural de dos o mas poblaciones microbianas,
de diferentes especies, que actlan conjuntamente como una comunidad en un sistema
complejo, donde todos se benefician de las actividades de los demas. La asociacion refleja
estilos de vida sinérgicos o sin tréficos en el que el crecimiento y el flujo de nutrientes se
conduce de manera mas efectiva y eficiente que en poblaciones puras (Lépez, 2007). Como
se comentd anteriormente, la biodegradacién de hidrocarburos requiere la cooperacién de
varias especies bacterianas, con diferentes capacidades metabélicas, dado que el uso de
consorcios microbianos produce un aumento en la tasa de consumo de los hidrocarburos

(Ghazali, 2004).

Los consorcios microbianos hidrocarbonoclastas han sido identificados y, algunos aislados
directamente de sedimentos, suelos o cuerpos de agua contaminados con petrdleo o
derivados de este. Particularmente algunas cepas de estos consorcios encontrados tienen
cierta capacidad especial para degradar hidrocarburos como el hexadecano (HXD). El HXD
es un sustrato de baja solubilidad en agua (~10-7 mg L-1) que puede presentarse en formas
libres como gotas macroscdpicas y soluble y/o en formas emulsificadas (microgotas)
(Mehrnia et al, 2005), siendo que se encuentre en presencia de agentes surfactantes, con
lo que aumenta su concentracion en la fase acuosa y con esto su biodisponibilidad (Quijano
et al, 2010). Una vez siendo biodisponible, el HXD es una fuente de carbono y energia para
muchos microorganismos tanto en cepas puras (Pepi et al., 2005) como en cultivos mixtos
como los consorcios microbianos (Medina-Moreno et al., 2005). La biodegradacién de este

tipo de hidrocarburos como el HXD, en medio liquidos se requiere la participacién de varias
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especies bacterianas, teniendo capacidades metabdlicas distintas para una mejor
degradacion. Se ha demostrado que al usar consorcios microbianos aumenta la tase de
consumo de hidrocarburos con respecto a las tasas de consumo de cepas puras (Ghazali et
al., 2004). En los consorcios existirdn cepas que tengan el genotipo para degradar
hidrocarburos y otras tengan la capacidad de producir biosurfactantes (Saravanan et al.,
2009). El uso de consorcios microbianos en reactores bioldgicos puede ser una alternativa
eficiente en la degradacién de hidrocarburos, siendo una ventaja sobre las técnicas de

biorremediacién mencionadas. (Hernandez et al., 2018).
2.4Biorreactores

Un Biorreactor es un equipo donde se realiza el proceso de cultivo (también comUnmente
denominado “fermentador”), sea en estado sdlido o liquido. Su diseno debe ser tal que
asegure homogeneidad entre los componentes del sistema y condiciones dptimas para el
crecimiento microbiano y la obtencion del producto deseado. En algunos casos, es un
recipiente en el que se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o
sustancias bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos (Doble, Kumar vy

Gajanan,2004).

Los biorreactores se emplean en la manufactura de productos comerciales como
metabolitos primarios (alcoholes, acidos organicos, aminoacidos, etc.) y metabolitos
secundarios (antibidticos); enzimas industriales, cultivos de células y tratamientos de agua

residuales (Lépez-Gémez 2007).

Los biorreactores con condiciones homogéneas, debido a su agitacién constante, se pueden
dividir dependiendo de su modo de operacién en tres diferentes tipos: Biorreactores
discontinuos los cuales son sencillos de operar e industrialmente se utilizan cuando se han
de tratar pequefias cantidades de sustancias. No tienen entrada o salida de nutrientes y
biomasa. Normalmente son implementados para la puesta en marcha, crecimiento y
desmontaje. Los biorreactores continuos son ideales para fines industriales cuando han de
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
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alimentacion debe ser consistente con la cantidad de nutrientes que son usados y a la vez
extraidos del biorreactor. Estos sistemas no tienen sedimentacion. Y los biorreactores
semicontinuos, sistemas mas flexibles, pero de mas dificil andlisis y operacidon que los
anteriores; estos consisten en remover al “final” de la operacién un 80 o 90% de la
produccién de biomasa y es restituida con una cantidad equivalente de medio de cultivo.
Este proceso permite un “reinicio” con un inoculo de gran tamafio y elimina la fase de
adaptacion del microorganismo al medio, lo que favorece la velocidad de crecimiento, la

cual puede controlarse con estrategias de suministro de nutrientes (Lépez, et al., 2009).

Los biorreactores son clasificados segun su configuracién y disefio, entre ellos se pueden
encontrar: el biorreactor tubular siendo su fabricaciéon con plastico o cristal, en forma
tubular ya sea horizontal, vertical, serpentin o cdnico; normalmente estos operan al aire
libre debido a la escala de trabajo y por tanto requerimiento de espacio. La transferencia
de 020 CO2 se suele hacer a partir de la inyeccion de aire, la cual también permite su
agitacion. El biorreactor tipo panel tiene una gran relacion superficie: volumen, esto
favorece el drea superficial y asi la captacidn de luz, por esta razén este tipo de sistema es
especialmente utilizado para organismos fotoautdtrofos (Ruiz, et al, 2007). El
Fotobiorreactor (FBR) es un biorreactor que incorpora algun tipo de fuente de luz. Los FBRs
son por lo tanto sistemas especializados para el cultivo de microorganismos fotoautétrofos.
Son principalmente empleados en el cultivo de microalgas, los FBRs introducen CO2 para
mejorar el crecimiento en presencia de luz, agua y nutrientes (Merchuk, et al., 2003). El
biorreactor airlift consiste en un sistema de agitacion neumatica constituido por una
columna dentro del contenedor, que facilita el intercambio de materia gas-liquido por

medio de la entrada inferior de CO2 a través de una cavidad (Vunjak-novakovic et al., 2005).

Con el transcurso del tiempo se han disefiado diferentes tipos de reactores como el tanque
agitado tanto mecanica como neumaticamente, los reactores de lecho fijo y fluidizado y los
que combinan ambos tipos de disefios como los reactores airlift (Chisti y Jauregui-Hazza,

2002).
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2.5Biorreactor Airlift

En la actualidad el biorreactor airlift (BAL) ha recibido una mayor atencion por parte de la
industria quimica y biotecnolégica, ya que muestran ciertas ventajas como una construccién
simple y bajo consumo de energia, aunado a una elevada proporcion de transferencia de

masa, momento y calor (Jin et al., 2001).

Los biorreactores airlift son dispositivos de contacto gas-liquido de importancia creciente
en la industria biotecnolégica y de manera general consisten en un recipiente de liquido
dividido verticalmente en dos zonas conectadas en la parte superior e inferior. En unas de
estas zonas (riser) se inyecta aire, en la otra se produce el descenso de liquido de la zona no
aireada, estableciéndose una circulacion axial. La retencion del gas en la zona aireada,
origina una diferencia en la densidad de la mezcla gas-liquido, lo que induce justamente la
circulacion del fluido dentro del reactor (Chisti et al., 1988). En la figura 1 se aprecia como
esta estructurado generalmente un BAL mds especificamente, el cual consta de 3 regiones
como se mencionaba anteriormente: zona de ascenso de aire, zona de descenso y zona de
rompimiento. Las burbujas son rociadas dentro de la zona de ascenso de aire, la cual puede
encontrarse dentro o fuera del tubo difusor. Las burbujas en la zona de ascenso de aire
causan que el liquido fluya verticalmente. Para contrarrestar estas fuerzas ascendentes, el
liquido fluye hacia abajo en la zona de descenso. Esto lleva a una circulacion de liquido y
mejores eficiencias de mezclado que en las columnas de burbujeo (Mahmood K.H. AL-

Mashhadani et al., 2015)

La circulacion mejorada de liquido también causa que las burbujas se muevan en una
direccion uniforme a una velocidad relativamente uniforme. Ese patrén del flujo de las
burbujas reduce la coalescencia de burbujas, resultando en valores mayores de KlLa (el
coeficiente volumétrico de masa) que en reactores de columna de burbujeo (Stanbury, Hall,

etal, 2017).
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Figura 1. Diagrama esquematico de un biorreactor airlift. (Mahmood
K.H. AL-Mashhadani et. al., 2015)

El gas es separado del liquido en los BAL que tienen un bucle externo y una conexién
horizontal entre el area de ascenso y de descenso en la parte superior de la columna.
Usualmente, las células que crecen en un BAL tienen mayores productividades que aquellas
gue crecen en tanques agitados. La zona de desconexidn puede agregar volumen al reactor,
reduciendo la formacién de espuma para minimizar la recirculacién de burbujas a través de
la zona de descenso. El ensanchamiento repentino en la parte superior del reactor reduce
la velocidad de las burbujas vy, por lo tanto, las separa del flujo de liquido. Esto evita que
entren burbujas ricas en CO2. La velocidad reducida de las burbujas en la zona de
desacoplamiento también conduce a una reduccién de la pérdida de medio debido a la

formacién de aerosoles (Stanbury, Hall, et al., 2017).
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2.6Parametros fisicoquimicos que influyen en la degradacion de
hidrocarburos en un biorreactor

En la mayoria de los estudios donde se trabajan con biorreactores se registran la evaluacién
de las diferentes variables de operaciéon o parametros fisicoquimicos como son: la
viscosidad, la densidad, su tensidn superficial, el tiempo de mezclado, entre otras, los cuales
influyen en la eficiencia de los procesos que se llevan durante la operacion (Pérez y Torres,

2008; Giacoman et al., 2006).

La viscosidad y la densidad se han medido como indicadores en algunos trabajos existentes,
en un caso particular la viscosidad es medida para comprobar la eficiencia del agitador en

un tanque agitado (Naranjo-Gémez, 2014).

La viscosidad, la tension superficial y la densidad también son pardmetros que aportan en
conocer mejor la hidrodindmica de un biorreactor, sobre todo para medir el nUmero de
Reynolds. En algunos casos se analizan para conocer mejor el mecanismo de absorcién de
hidrocarburos como el petrdleo, el diésel y otros sustratos no miscibles, ya que este
mecanismo es fundamental porque estd directamente relacionado con la transferencia de
masa y la hidrodinamica en los biorreactores y, por lo tanto, es un criterio importante para

su operacion exitosa (Angeles, et al., 2017).

La tension superficial va de la mano con la produccidon de biosurfactantes, éstos son
importantes para identificar qué tipo de consumo de hidrocarburos realiza el consorcio
microbiano como se menciond en el parrafo anterior. Cuando la tension superficial es
medida, se puede relacionar con la cantidad de hidrocarburos degradados, si la tensién
superficial es baja significa que los hidrocarburos degradados permiten reducir la interface
entre éstos y la solucidon acuosa, dando lugar a una emulsificacién y aumento en la

accesibilidad de compuestos insolubles (Jiménez, 2018).

El oxigeno disuelto (OD) también forma parte de los parametros para conocer mejor el
funcionamiento del biorreactor, sobre todo en los sistemas aerobios. En los procesos

aerobios de tratamiento de aguas es importante la aeracidn, debido a la baja solubilidad el
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oxigeno. Debido a esto el oxigeno debe ser suministrado continuamente al cultivo si se
desea mantener una poblacidn activa, este oxigeno debe transferirse desde la fase gas a la

fase liquida para que pueda ser utilizado por los microorganismos (Sillas-Moreno, 2012).
2.7 Variacion en la temperatura de operacion

La temperatura es un parametro de operacién crucial dentro de un estudio de consorcios
microbianos en biorreactores. Ya que este factor influye tanto en la operacion del
biorreactor como en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos. Al ser un
pardmetro importante, se llevé a cabo esta investigacidn para tener un mejor estudio sobre

los efectos que produce al variar la temperatura.

La temperatura se ha mantenido constante en la mayoria de los estudios donde se han
manejado BAL para degradar hidrocarburos con un consorcio microbiano ya sea puro o
mixto, siendo una temperatura de 28°C y 30°C las mas comunes. Las variables que mas se
han cambiado para observar si existe algin cambio en la operacién suele ser en la aeracién

del BAL (Sillas Moreno, 2012).

Es de extrafarse que al hacer estudios de consorcios microbianos degradadores de
hidrocarburos no presenten una variaciéon en su temperatura, ya que los microorganismos
tienden a trabajar diferente en distintos ambientes, dependiendo de sus caracteristicas.
Algunos microorganismos como la Pseudomona tienden a tener un mejor crecimiento a la
temperatura de 28°C, pero también se ha visto ciertas bacterias del mismo grupo que
trabajan mejor a una temperatura baja, llegando a crecer a temperaturas de 4°C. Por el
contrario, también existen bacterias que a temperaturas altas tienen un mejor metabolismo

(Garrity-Brenner et al., 2005).

Los cenotes de Quintana Roo, de donde son extraidos algunos de los consorcios
microbianos hidrocarbonoclastas, han llegado a registrar temperaturas minimas de 20°Cy
una media de 26°C en el afio (Ordofiez et al., 2010). Con este registro de temperaturas nos
da pie para determinar las temperaturas para llevar a cabo la investigacién para evaluar las
variables de operacion en el biorreactor y la capacidad del consorcio para degradar el

hidrocarburo.
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3. Justificacioén

La remediacién de cuerpos de agua contaminados por hidrocarburos es de interés en
México. Principalmente porque los acuiferos de agua dulce son importantes fuentes de
agua potable para las ciudades aledaias, siendo también habitats de organismos y fauna
marina. Sabiendo lo importante que es preservar este tipo de acuiferos, la biorremediacién

surge como una alternativa viable aceptada a nivel nacional y mundial.

Existen estudios de consorcios microbianos nativos en algunas zonas de Quintana
Roo, especificamente en los cenotes, que se han estudiado a detalle y trabajado en
biorreactores para la degradacion de hidrocarburos que contaminan los mantos acuiferos.
En la mayoria de estas investigaciones se centran en la evaluacion de los parametros y
variables de operacién a una temperatura constante. Los estudios realizados con consorcios
microbianos extraidos de cenotes usan temperaturas que estan por encima de los 28°C,
siendo la temperatura natural de un cenote varia entre los 20 a 26°C y algunas cepas que
conforman los consorcios microbianos pueden habitar en ambientes templados/frios
mejorando su capacidad hidrocarbonoclasta. Es necesario realizar estudios acerca del
efecto de la variaciéon de temperatura en la operacidon de un biorreactor en el cual se
encuentra cultivado un consorcio microbiano hidrocarbonoclasta, ya que se conoce poco el

comportamiento ante esta variable.

Este estudio tiene como finalidad realizar una evaluaciéon de la variacién de
temperatura en la operacion de un BAL, tomando la temperatura de 19°C como la
temperatura baja ya que es la temperatura minima con la que podemos trabajar puesto
gue el punto de fusién del hexadecano son 18°C y como temperatura alta la de 26°C siendo
la temperatura ambiente durante la experimentacién. Llevando a cabo este trabajo, se
puede llegar a conocer cédmo influye en la capacidad del consorcio microbiano para
degradar hidrocarburos y tener un mejor conocimiento de la temperatura ideal para la

degradacion en un BAL.
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4. Pregunta de Investigacion

¢Cudl es el efecto de la variacién de la temperatura de operacién durante la degradaciéon de
hexadecano y la cinética microbiana de un consorcio hidrocarbonoclasta en un biorreactor
airlift (BAL) ?

5. Hipotesis

La variacion en la temperatura de operacidon en un BAL afecta significativamente en el

crecimiento microbiano del consorcio y la degradacién del hexadecano.

6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar el efecto de la variacidn de la temperatura de operacién en la degradacién de
hexadecano y la cinética microbiana por un consorcio degradador de hidrocarburos en un

BAL.

6.2 Objetivo Particulares
1. Establecer las condiciones de operacion para el acondicionamiento del BAL.

2. Evaluar la cinética de crecimiento del consorcio microbiano y los parametros
fisicoquimicos de operacién por cada lote de BALs a las temperaturas de

operacion seleccionadas.

3. Evaluarla degradacién del hidrocarburo en un BAL por un consorcio microbiano

a las temperaturas de operacién seleccionadas.
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7. Materiales y Métodos

La estrategia experimental se presenta en el esquema 7.1 y 7.2 donde las actividades se

clasificaron en dos fases:

Acondicionamiento del biorreactor.

Inicio

Revision Bibliogréafica

Establecer el material para
la elaboracion del BR

\.

Calculos de dimensiones
del BAL

Caélculos para la
inoculacion

Cultivo del consorcio
microbiano

Figura 2. Sintesis de la Fase 1 de la estrategia experimental
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Fase de Andlisis y Evaluacién de cinéticas

Toma de muestras
n= 3 p/cada uno

}

Aplicacion de técnicas

A 4

Evaluacidn de parametros
fisicoquimicos
Densidad
Viscosidad
Tension superficial
Oxigeno Disuelto

Evaluacién de cinéticas
Centrifugacién
Gravimetria
Densidad Optica
Cromatografia de gases

l

Andlisis estadistico/ Modelo matematico e interpretacién de

datos

|

Presentacion de resultados y conclusiones

- Escritura de Tesis

Figura 3. Sintesis de la fase 2 de la estrategia experimental
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7.1 Area de trabajo

El Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio es una distinguida comunidad, de ensefanza y
aprendizaje, preparando jovenes profesionistas que se incorporan al sector privado y
publico. Como parte de su infraestructura de investigacion, se encuentra el Laboratorio de
Investigacion de Recursos Acudticos (LIRA) que integra a las areas de Microbiologia
Acudtica, Biologia Molecular, Toxicologia Acuatica, histologia, cromatografia vy

espectrometria, espectrofotometria de adsorcién.

LIRA es el drea donde se realizé la investigacion y se instalé el lote de BALs; se localiza en el
municipio de Boca del Rio, Veracruz en el Instituto Tecnolégico de Boca del Rio con las
siguientes coordenadas 19° 05' 50"N 96° 06' 28''W. Colinda al norte y al oeste con el Rio

Jamapa, al este con el Golfo de México, y al sur con la carretera Veracruz-Cérdoba.

7.2 Acondicionamiento del reactor bioldgico.

7.2.1 Revision bibliogréafica

Se realizé una busqueda bibliografica de las caracteristicas del BAL, asi como los parametros
Optimos que se ocupan para evaluar la degradacién de hidrocarburos. La revisidon también
ayudd a conocer el funcionamiento del biorreactor hidrodinamicamente con el fin de

mejorar sus caracteristicas y optimizarlo.
7.2.2 Evaluacion del disefio del reactor

Se propuso un biorreactor tipo Airlift (BAL) junto con el consorcio de Playa del Carmen, Xca-
Ha descrito en el siguiente punto para realiza la investigacidn. La capacidad del BAL sera de
3.2 L siendo de material acrilico, seleccionando este material ya que algunos
microorganismos pueden degradar ciertos materiales o de igual manera la fuente de
carbono puede llegar a reaccionar provocando pérdidas o problemas en los analisis. Se
realizdé una comparacion de las dimensiones de los biorreactores usados anteriormente en

la literatura para que exista una mejora en la degradacion y el procedimiento sea éptimo.
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En la figura 4 se muestra un diagrama de las dimensiones que se escogié para que el
biorreactor fuera disefado. Las dimensiones fueron las siguientes: 60 cm de largo para el
tubo externo y 36cm para el tubo interior, de didmetro externo tiene 9.8 cm mientras que
el diametro del tubo interior es de 5.65 cm, en la parte inferior lleva el difusor de aire que
va a una salida para conectar la manguera para suministrarlo. El biorreactor va colocado en

una base de metal para evitar caidas.

Figura 4. Diagrama esquematico de las dimensiones del BAL que se us6 en la investigacion.

7.2.3 Consorcio Microbiano

El consorcio microbiano usado para la investigacion es obtenido del punto ubicado en la
zona urbana de Playa del Carmen, en el cenote Xca-Ha, cultivado en licor enriquecido con
diésel a 37 2Cy luego se aisléd mediante una placa cruzada. La identificacidn del cultivo mixto

se realizé6 mediante prueba bioquimica. (Medina-Moreno, 2014)
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Los cultivos puros aislados se identificaron como pertenecientes a los géneros
Pseudomonas, Vibrio, Diplococcus. Otros trabajos encontraron los géneros Pseudomonas
(Chayabutra y Ju, 2000) y la cultura mixta (Martinez-Trujillo y Garcia-Rivero, 2012; Tanase

et al., 2012) trabajando con suelos contaminados con petréleo.

7.2.4 Medio de cultivo

El consorcio nativo fue cultivado en el medio mineral (Medina-Moreno, Huerta-Ochoa, &
Gutiérrez-Rojas, 2005) el cual estd constituido por una solucién de 6.75, NaNO3 (J. T. Baker,
100.1%); 2.15, K2 HPO4 (Reasol, 99.9%); 1.13, KCI (Alyt, 99.9%) y 0.54, MgS04°5 H20 (J. T. Baker,
100.0 %) (Medina-Moreno, et al., 2005). El pH fue ajustado a 6.5 con 1.0 M HCI, se adicionan
13 g L'! de hexadecano (Sigma—Aldrich, 99.7%) como fuente de carbono y energia. (Lizardi-

Jiménez et. al, 2012)

7.2.5 Inoculacion

Se tomaron muestras después de 12 dias de adaptacidn en el medio de cultivo. Se
centrifugaran a 4306 xg por 35 minutos y lavados 2 veces con una solucién isotdnica (0.9%
NaCl m/V) para remover el hexadecano residual. Se inoculd el 20% del volumen del reactor
como la biomasa inicial, este procedimiento se repetird para cada ensayo (Brecht et. al.,

2017)

7.2.6 Operacion del reactor a diferentes temperaturas

El BAL se operara primeramente en un lote por 12 dias a 19°C, siendo la primera variacion
de temperatura, con HXD como unica fuente de carbono siendo inoculado previamente
como lo descrito en la seccidn anterior. Posteriormente, los lotes de BAL se inocularan cada
12 dias con biomasa (20% del volumen del reactor) tomada del lote anterior del medio de
cultivo con las mismas condiciones de operacidon establecidas. (Lizardi et al., 2012) Se

realizara el mismo procedimiento para los lotes a la temperatura de 26°C.
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7.2 Fase de evaluacién hidrodinamicay cinéticas.

7.3.1 Toma de muestra

Las muestras fueron tomadas de 10 ml del BAL en los dias 0, 1, 2, 3, 5, ,7,9, 11y 12. Estas
fueron recolectadas por medio de una pipeta volumétrica previamente esterilizada y

depositadas en tubos falcon de 40 ml.
7.3.2 Técnicas y analisis de los parametros fisicoquimicos del BAL.

Teniendo en consideraciéon que el consorcio a tratar ha sido poco estudiado tanto
microbioldgicamente como trabajado en un biorreactor, fue necesario conocer algunos de
los parametros fisicoquimicos de la operacidn mas relevantes, tales como la viscosidad, la
densidad, la tension superficial y medir el oxigeno disuelto en el biorreactor, ya que se tiene
poca informacidon sobre éstos. Se planted el requerimiento de realizar pruebas de

laboratorio para determinar a las temperaturas indicadas.
7.3.2.1 Densidad

Para calcular la densidad, se utilizé un densimetro de vidrio, se sumergié en el mismo
biorreactor, apagando la aeracion por un momento para que el densimetro no tuviera

movimiento y se pudiera tomar una mejor lectura.

Se realizé para ambos biorreactores a sus temperaturas los dias en que se tomaban

muestras.
7.3.2.2 Viscosidad

Se tomo 5 ml de muestra para medir la viscosidad con un viscosimetro capilar de Ostwald.
Se calibré el viscosimetro con agua a las temperaturas correspondientes y una vez calibrado
se calculd el tiempo en que la muestra recorrié los niveles. Teniendo el registro de los
tiempos de los dos fluidos se calculd la viscosidad con la siguiente ecuacion (eq. 1). Se realizé

un triplicado de cada muestra por dia.
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_ Hu20 PF F (Eq. 1)
Pu20 TH20

Tomando las densidades del fluido y del agua, la viscosidad del agua que ya se tiene
registrada y los tiempos de ambos fluidos que se tomaron previamente se puede calcular la

viscosidad de la muestra.

7.3.2.3 Tensidn superficial
Se calculd la tensién superficial tomando muestra de 10 ml de cada biorreactor, usando el

método de la barra de equilibrio con la siguiente ecuacién (Eq 2).

_ F (Ea. 2)

Donde:

F es la fuerza que se calcula en Newtons.

d es el largo del dispositivo para medir, en metros.
7.3.2.4 Oxigeno Disuelto

El oxigeno disuelto fue medido con una sonda de oxigeno tipo galvanica marca YSI (mod
PRO20). Primeramente, se debia calibrarla colocando una solucidn salina en la membrana
y una vez calibrada se sumergia al biorreactor sin desconectar la aeracién. Las mediciones
fueron solamente los dias 0, 6 y 12 para evaluar la variacion del oxigeno en las dos

temperaturas.
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7.2.3 Técnicasy analisis para las cinéticas de crecimiento e hidrocarburo residual

Las muestras se toman los dias impares a partir del dia 3, como se menciond en la seccién
anterior, siendo de 10 ml. Los analisis se hicieron por triplicado y a continuacién se

describen las técnicas y analisis usados.
7.3.3.1 Centrifugacion

Para centrifugar, se colocan en 3 tubos falcon con muestras del mismo BAL (triplicados) y
una solucidn isoténica (NaCl al 0.9 %) estas muestras son centrifugadas en una centrifuga
con enfriamiento modelo Hermle Z323K, durante 45 minutos a 4000 rpm y 4°C (Lizardi,
2011). De este procedimiento se obtienen dos fases una fase precipitada o sélida y una fase

liquida acuosa o liquido remanente.
7.3.3.2 Fase sdlida

El precipitado que se obtiene de la centrifugaciéon es lavado en solucién isoténica (NaCl
0.9%) siendo analizada por gravimetria (Lizardi-Jliménez et al.,, 2012) explicdndose a

continuacion.
7.3.3.3 Gravimetria

Al tener el precipitado lavado con solucidn isoténica, se colocé en un crisol de porcelana a
peso constante y se calentd en un horno de secado a 120°C por 24h. De ahi se tomé el peso
final de los crisoles y con las muestras asi mismo del peso de la solucién isotdnica que se

uso6 en el lavado para calcular el peso de los sélidos. (Lizardi — Jiménez et al., 2012)
7.3.3.4 Fase Acuosa

La fase acuosa resultante de la centrifugacidon se utilizd para el andlisis de actividad
emulsificante por densidad oéptica y la evaluacién de hidrocarburo residual, siendo el

procedimiento para cuantificar el hexadecano por medio de cromatografia de gases.
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7.3.3.5 Actividad Emulsificante

Una vez teniendo el sobrenadante proveniente de la centrifugacion. Se mezclé hexadecano con
la muestra en una relacién 1:5 y se agitaron por medio de un vortex Genie 2-T Scientific 24
industries, durante dos minutes para promover la formacidon de emulsiones. Posteriormente se
dejo reposar durante 24h a temperatura ambiente. Las muestras se leyeron en un
espectrofotdmetro uv-vis RaylLeigh a una longitud de onda de 600 nm, se usé como blanco

medio mineral ya que fue como se inoculd en un inicio. (Garcia et al., 2019)

7.3.3.6 Hidrocarburo Residual

El hexadecano obtenido de la fase acuosa se medird por cromatografia de gases (Thermo
Scientific) a 300°C con detector de flama ionizante, una columna capilar para detectar
Hidrocarburos tr-5 (30 m x 0.25mm, palo alto, USA) y un tanque de gas nitrégeno. Las
temperaturas del inyector y del detector seran constantes a 290°C y 300°C,
respectivamente. El programa de temperaturas serd: 120°C durante 1 min; aumentar en
10°C min- 1 hasta 150°C (2 min); luego por 15°C min-1 hasta 170°C (1.5 min). El limite de
deteccidn para el método de determinacion de HXD serd de 3 mg L* (Medina Moreno et

al., 2014).
7.2.4 Andélisis Estadistico

Durante las cinéticas se tomaron muestras por triplicado para realizar las diferentes
técnicas y asi obtener los pardmetros hidrodinamicos; los valores graficados corresponden
al promedio de las tres lecturas en donde las barras de error representan el error estandar.
Para hacer una comparacion de los resultados obtenidos se utilizé el programa estadistico
(Minitab18) para realizar a cada variable por temperatura un ANOVA y asi comparar y

determinar, con un 95% de confianza, si eran iguales o diferentes.
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7.2.5 Modelo Matematico

El modelamiento matemadtico del crecimiento microbiano se ha utilizado para evaluar
parametros (tasa de crecimiento especifica, tiempo de retraso entre otros) requeridos para

estudiar el crecimiento bajo diferentes condiciones fisicas y quimicas (Lopez, et al., 2004).

Se determinaron parametros cinéticos de los microorganismos ajustando los modelos
matemadticos de crecimiento microbiano Gompertz (Eq. 4) y Logistico (Eqg. 5) (Valdivia-Rivera, et

al., 2019). Las ecuaciones de los modelos son los siguientes:

y = aexp~*"" (Eq. 4)
(Eq.5)
a
e [1+ exp®—cD)]
(Eq. 6)
N
v = in()
(Eg. 7)
b—1
1=
c
(Eq.8)
b
Ti = —
c
(Ea.9)
ac
ey

Siendo y la variable dependiente, se define como la variacidon del logaritmo entre la
poblacion en un tiempo t(N) y la poblacién inicial (No) (Eg.6 ). Con las ecuaciones 3y 4 que
son los modelos matematicos, se pueden calcular los parametros que son bioldgicamente
significativos como la tasa maxima de crecimiento, el tiempo de inflexion y la fase lag (Eq 7-

9).
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8. Resultados y Discusion

8.1 Fase de Acondicionamiento del biorreactor Airlift

8.1.1 Revision Bibliografica

En la revisién bibliografica se realizd una comparacion en las dimensiones, condiciones de
operacion como el pH, temperatura, aireacion. La literatura revisada también nos ayudo a
conocer las técnicas y la metodologia empleada para evaluar las cinéticas. Se tomd la
comparacion principalmente de los trabajos realizados por Medina-Moreno et al, 2014 y
Lizardi-Jimenez et al.,, 2016. Dichas investigaciones hicieron uso de biorreactores airlift
logrando resultados al trabajar con consorcios microbianos. En el caso de la investigacién
de Medina-Moreno et al., 2014 trabajaron con el consorcio del cenote Xca-Ha en un
biorreactor airlift logrando degradar en su totalidad la fuente de carbono que usaron
(diesel) siendo un punto que tomar para este trabajo. En los trabajos de Lizardi-Jiménez
donde realiza los procedimientos con BALs utiliza las mismas dimensiones y sus
investigaciones fueron de gran utilidad para el disefio del reactor ya que nos basamos en

sus medidas, al igual de las técnicas que utiliza para las cinéticas.
8.1.2 Evaluacion y Disefio del biorreactor airlift

Una vez obtenida la informacién necesaria para evaluar el disefio del reactor con el que se
trabajaria. Se eligid el material de acrilico para su elaboracién ya que era resistente a las
caracteristicas degenerativas del consorcio microbiano y la fuente de carbono. Se usaron 3
biorreactores con un volumen de 3.2L, en la tabla 2 nos presenta las dimensiones del BAL,
el cual mide 60cm de alto x 9.8cm de ancho, un volumen total de 4.53 L y un volumen de
operacion de 3.2 L. La figura 5 se muestra el resultado final del disefio del biorreactor airlift

usado para la investigacion.
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Dimensiones
De(cm) 9.8
Le(cm) 50

Le + 20%(cm) 60

Di(cm) 5.65
Li(cm) 38
Vop(L) 3.2
Viotal(L) 3.77
Viotal + 200(L) 4,53

Figura 5. Biorreactor Airlift utilizado

Tabla 2. Dimensiones del BAL utilizado

8.1.3 Caracteristica del consorcio microbiano

El consorcio microbiano descrito con anterioridad en el apartado de metodologia fue
cultivado en los 2 biorreactores, alimentandose con medio mineral y como fuente de
carbono el hexadecano. Los resultados obtenidos de la degradacion del hidrocarburo se

describen con mayor detalle en la fase de cinéticas.
8.1.4 Inoculacion

Para inocular el consorcio microbiano en los 3 BAL, se le agregaron 13 g L-1 de la fuente de
carbono seleccionada, hexadecano. Se realizé un lote por cada temperatura, por lo que se
evaluaron 6 biorreactores, esto con el fin de conocer la variacién que puede existir en la
degradacidn con respecto a las condiciones de operacion. Para cada pardmetro cinético se
presentan los siguientes andlisis: solidos suspendidos, hidrocarburo residual y actividad

emulsificante. Para los parametros hidrodinamicos se realizaron: viscosidad, densidad,
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tensién superficial y medicién del oxigeno disuelto. Se presentan barras de error,

evidenciando que cada experimento se realizé por triplicado.
8.1.5 Operacion del reactor a diferentes temperaturas.

Los biorreactores airlift operaron a las siguientes temperaturas: 26°C y 19°C . Para la
temperatura de 26 °C el biorreactor permanecié en un drea donde se mantenia a una
temperatura ambiente que variaba entre + 1° de diferencia. Se colocé el biorreactor en una
base metalica disefiada especialmente para sostenerlo, contenia un orificio en la parte baja
para la salida de la manguera que alimentaba el aire del biorreactor y asi no existiera
inconvenientes. En la figura 6 se puede mostrar como el biorreactor airlift se encontraba
trabajando durante el ciclo del experimento. La base en donde se encontraba era metalica

y era sostenido para evitar derrames o caidas.

Figura 6. Biorreactor airlift a temperatura
ambiente (26°C)

38



Para la temperatura de 19°C se utilizdé un equipo de enfriamiento llamado NeoCooler
Circulator CF300. Este equipo junto con un recipiente de un volumen de aproximadamente
15L servia como una chaqueta de enfriamiento al colocar el biorreactor dentro del
recipiente con una solucion de etanol al 40% para que la temperatura bajara y lograramos
mantenerla a 19°C. El biorreactor fue sostenido por un soporte universal y asi se mantuvo
estable durante todo el procedimiento. El proceso fue repetido por 3 veces, para tener un
rango mayor de resultados en las variaciones de los parametros medidos. La figura 7

muestra como operaba el reactor a la temperatura de 19°C.

Figura 7. Biorreactor Airlift trabajado a temperatura 19°C
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8.2 Fase de Evaluacién hidrodinamica y cinéticas.

8.2.1 Técnicasy analisis para la evaluacion hidrodinamica del BAL.

En esta seccidn se muestra los resultados de los analisis que se realizaron al evaluar los
pardmetros fisicoquimicos del BAL para conocer su comportamiento al degradar
hexadecano a las temperaturas seleccionadas. El analisis fisicoquimico de las propiedades
de la fase liquida (densidad, pH, entre otras) son relevantes y juegan un papel importante
en los fendmenos de hidrodinamica y transferencia de masa (Gémez-Diaz y Navaza, 2003),
que afectan el crecimiento de los consorcios microbianos y finalmente su capacidad de
degradar hidrocarburos en un biorreactor. En la figura 8 y 9 se muestran los resultados
obtenidos al medir el pH y la densidad, los cuales se realizaron en los mismos dias en los

gue se tomaban las muestras.

Al inicio de la corrida del primer BAL a la temperatura de 26°C con el consorcio inoculado,
se realizd un ajuste de pH en cada reactor con un valor de 6.9 para cada temperatura y
como se muestra en la figura fue ascendiendo gradualmente hasta registrar un valor de 8.6
para la temperatura de 26°C y de 8.75 para la de 19°C, lo que se interpreta es que la
temperatura influye muy poco en el pH del consorcio y sigue siendo un valor optimo en el
que las bacterias pueden realizar la degradacién de hidrocarburos, comparando los
resultados con los trabajos que se han registrado anteriormente como Medina-Moreno et.
al, 2014 donde se trabajé con el mismo consorcio, los valores fueron parecidos, siendo asi
valores permisibles para que el consorcio funcionara en su totalidad para la degradacion

del hexadecano.

La densidad fue el Unico parametro que se registré diferencias significativas en el modelo
estadistico (ANOVA), entre las dos temperaturas, el cual se puede observar en la tabla 3. La
densidad es uno de los pardmetros fisicoquimicos que se llegan a medir cuando se necesita
conocer la hidrodindmica del BAL. En la figura 8 se muestra que a la temperatura de 26° C
se mantiene una densidad de 1008 g L -1 lo contrario a la figura 9 que muestra como la

densidad esta de 10015 g L-1 y tiene dias que baja o sube uno a la temperatura de 19°C. Se
40



puede registrar en el trabajo de Angeles, et. al, 2017 algunos resultados al medir la densidad
con el mismo consorcio. En su trabajo, manejé una ug de 2.4 y una temperatura de 28°C
donde registré una densidad de 970 g L'?, esto puede indicar que la temperatura si afecta

en la densidad, siendo a una menor temperatura una mayor densidad del fluido.
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Figura 8. Pardmetros analizados a la temperatura de 26°C con sus respectivos
errores estandar.
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Figura 9. Pardmetros analizados a la temperatura 19°C con sus respectivos
errores estandar
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Tension superficial, viscosidad y oxigeno disuelto

En esta seccidn se registrd los pardmetros de tensidn superficial, viscosidad y oxigeno
disuelto. La tension superficial se midié con un tensiémetro digital y realizando los célculos

pertinentes.

En la figura 10 se muestra los valores registrados de la tensidon superficial a las dos
temperaturas (26°C y 19°C) se puede observar como la tensiéon superficial disminuyé en el
dia 3 en ambas temperaturas, pero a partir de ahi tienen un comportamiento diferente. En
la temperatura de 19°C volvié a aumentar un poco en los dias 5y 7 y para el dia 9 disminuyd
nuevamente para terminar en 60.34 dinas cm™. Para la temperatura de 26°C disminuyd aun
mas en los dias 5y 7 pero al dia 9 se elevé su valor nuevamente para terminar en el dia con
77.58 dinas cm™L. En los trabajos registrados por Jiménez et al., 2018, realizaron analisis de
un consorcio hidrocarbonoclasta, tomando en cuenta la tension superficial. En este trabajo
en especifico, la tensidon superficial bajaba gradualmente debido a la presencia de
biosurfactantes, mismos que se pueden relacionar con la cantidad de hidrocarburos
degradados permitiendo reducir la interface entre los hidrocarburos y la solucién acuosa
dando lugar a una emulsificacion y aumento en la accesibilidad de compuestos insolubles.
Para el consorcio que estamos usando el comportamiento de la tension superficial es
diferente al del trabajo mencionado, aunque el motivo de que la tensién disminuyera es el
mismo, por la presencia de biosurfactantes, ya que los dias en que disminuye fue cuando la

actividad emulsificante se elevaba. Estos resultados se pueden observar en la figura

En comparacién a otro estudio donde tomaron como fuente de carbono el hexadecano
(Sillas Moreno, 2012) el consorcio estudiado tiene un comportamiento parecido, al tener
dias en donde la tensidn superficial disminuye y se eleva y esto es, por el hexadecano que
posiblemente se convierta en biosurfactantes. Cuando la tension superficial vuelve a
aumentar puede sugerir que el hexadecano disminuyd en concentracién y con esto, que las
emulsiones producidas pierden la estabilidad debido al consumo de los biosurfactantes

dejando asi al hidrocarburo libre.
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En el trabajo presentado, los biosurfactantes producidos aparentemente si tienen un efecto
en la tension superficial. Khopade et. al., (2012) indica que los biosurfactantes mas eficaces
son capaces de reducir la tensién superficial del agua de 72 Din cm-1 a un rango entre 25-
30 din cm -1; los valores registrados en la temperatura 26°C fue de 107 a 43 dincm-1y en

la temperatura de 19°C fue de 81.9 a 30.1 din cm-1.
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Figura 10. Resultados obtenidos de la tension superficial a las
temperaturas de 26°C y 19°C con sus respectivos errores estandar.

La viscosidad se midié con un viscosimetro de Ostwald, realizando los cédlculos pertinentes
y por triplicado para tener sus errores estandar y realizar el ANOVA, el cual no se registraron
diferencias significativas entre ambas temperaturas como se pueden observar en la tabla 4.
En algunos trabajos donde se analizan bacterias en biorreactores se ha tomado la viscosidad
como punto de referencia para saber las caracteristicas del flujo y asi ayudar a la ingenieria
del biorreactor (Naranjo, 2014). En este caso se registro la viscosidad para conocer como la
temperatura llega a influir en este parametro y asi contribuir en una mejoria para la
degradacion de hidrocarburo en el BAL. En la figura 10 se muestra los resultados de las dos
temperaturas, observando que existe un comportamiento parecido entre las dos
temperaturas, siendo la temperatura de 19°C registrada con un valor mas alto. Los valores

gue se registraron para la temperatura de 26°C fueron de 1.4 cP como el valor minimo en
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el primer dia y de 1.7 cP como el valor mdximo, para la temperatura de 19°C fue el valor
minimo de 1.5 cP y 1.9 cP como el mdximo en el dia ultimo de toma de muestra. En el trabajo
de Angeles et. al, 2017, reportd una viscosidad de 1.1 cP pero con condiciones de operacidn
diferentes (temperatura de 28°Cy 2 ug) y un ALB con una capacidad de 1.2 L, al igual que la
fuente de carbono era diésel. Pero podemos comparar que los datos registrados en nuestro
trabajo entran en el rango de viscosidad en el que un ALB trabaja para lograr una

degradacion exitosa.
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Figura 11. Resultados obtenidos del analisis de viscosidad a las temperaturas de 19°C y 26°C, con sus
respectivos errores estandar.

El siguiente pardmetro que se midié durante la cinética fue el oxigeno disuelto. Este fue
medido con una sonda de oxigeno tipo galvanica marca YSI (mod PRO20). Se midieron los

dias 0, 5y 11 ya que se contaba con un numero limitado de membranas para la medicion.

Los resultados fueron registrados en porcentaje y mg L-1 como se pueden observar en las
figuras 11y 12. El oxigeno disuelto ha sido un parametro que se ha medido en trabajos de
tratamientos de agua, usando BAL. En el estudio de Chen, S. L et. al., 2005, se utilizd un
sistema de adquisicion online para medir el OD de las aguas residuales en el BAL. Durante
el trabajo se observé que el sistema fue influenciado por diversos parametros, como la Ug
y la temperatura. Se concluyé que el OD fue alto lo cual significaria que el proceso de
biodegradacion fue promovido. También se demostré que al incrementar el Ug no

significaba que el proceso de biodegradacion incrementaria ya que no existid ningln
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cambié en el OD dentro del biorreactor. En nuestro trabajo el Ug se manejé constante, no

hubo cambio alguno, y se observé como el OD fue disminuyendo conforme a los dias como

se muestra en la figura 11, donde el ultimo dia obtuvo 1.12 mg L-1 a la temperatura de 26°C

y 4.01 mg L-1 a la temperatura de 19°C, lo cual como demuestran en los trabajos anteriores

el proceso de biodegradacion se realizd en los primeros dias de la cinética, donde el OD

tenia un nivel alto.
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Figura 12. Resultados obtenidos al medir el oxigeno disuelto a las dos temperaturas. Con sus respectivos
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Figura 13. Porcentaje del Oxigeno disuelto a las dos temperaturas registradas. Se
realizé por triplicado, con sus respectivos errores estandar.

PARAMETRO FO PC COMPARACION DECISION

PH 0.31529134 4.75 FO<PC NO SIGNIFICATIVO
Densidad 175.682927 4.75 FO>PC SIGNIFICATIVO
Viscosidad 4.09490125 4.75 FO<PC NO SIGNIFICATIVO
Tension superficial | 2.82404298 4.75 FO<PC NO SIGNIFICATIVO

Tabla 3. Resultados del analisis estadistico ANOVA de los parametros medidos
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8.2.2 Evaluacion de los parametros hidrocarbonoclastas. Cinética microbiana e
hidrocarburo residual.

En esta seccidn se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad
hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano. Se evaludé el comportamiento a dos

temperaturas.

Para conocer los parametros que describan el comportamiento del experimento y los
resultados obtenidos por medio de la operacion del BAL, se aplican los modelos
matemadticos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada uno se
emplearon para los pardmetros bioldgicos: cantidad de biomasa (sélidos suspendidos),
actividad emulsificante y consumo de hidrocarburo. En la tabla 4 se describen los modelos

seleccionados para la temperatura de 26°C.

Variable Modelo matemético

Gompertz Logistico
Solidos Suspendidos | 0.92 0.95
(R?)
Actividad 0.96 0.92
Emulsificante (R?)
Consumo de | 0.96 0.90
hidrocarburo (R?)

Tabla 4. Valores de R2 del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de
trabajo usando hexadecano como fuente de carbono en medio mineral a la temperatura de 26°C

Temperatura 26°C

En la figura 13 se observa el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacién del
BAL, este crecimiento fue determinado por medio de solidos suspendidos, los cuales son la
generacién de biomasa microbiana y metabolitos extracelulares (Hernandez et al., 2019).
Los sdlidos suspendidos aumentaronde 1.1 gL'a3.2 gL' +0.16 g L' al finalizar el periodo
del experimento. La tasa promedio de sélidos suspendidos fue de 1.88 g L. Se ajusto el
modelo logistico debido a que su coeficiente de determinacidn fue el mas préximo a 1, con
un valor de 0.95. Se observa como el incremento de los sélidos comienza a partir del quinto

dia de operacion debido a la fase de adaptacion del consorcio durante los primeros dias del
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cultivo. Comparando con otro estudio (Medina-Moreno et al, 2014) donde se utiliza el
mismo consorcio microbiano se observa que el incremento sucede en los mismos dias,
aunque se generd menos cantidad de sdlidos, esto quizas se deba al cambio de las
dimensiones del reactor y el tiempo que se tarda en homogeneizar, ademas que la fuente
de carbono varia, siendo diésel y hexadecano. Por medio del modelo logistico se obtuvo el
valor de fase lag (1) de 1.7 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 6.7 d y una tasa de crecimiento
maximo (umax) de 0.66. Se observa que aun cuando el hidrocarburo ya se encuentra
practicamente agotado, existe un minimo aumento en la biomasa en los ultimos dias, esto
puede deberse por un posible uso de moléculas bioemulsificantes, probablemente
proteinas, lipoproteinas o polisacdridos (Ron y Rosenberg, 2002) y otros bioemulsificantes
que contribuyen a la degradacién de hidrocarburos (Sakpute, et al, 2010). Los
bioemulsificantes probablemente fueron producidos a lo largo de la cinética por una de las

cepas del consorcio microbiano (Angeles, et al., 2017).

La degradacion de HXD a lo largo del periodo de operacién del biorreactor se inoculd
inicialmente con una concentracion de 13.0 g L%, durante un periodo de 12 dias como se
observa en la figura 13. La concentracion final del periodo de operacién es de 0.00 gr L-1,
siendo el dia 11 el dia en donde se degrado por completo. En el trabajo de Medina -Moreno,
et al 2014, el hidrocarburo se degradd en 7 dias en la misma concentracién, donde en el
cuarto dia se habia degradado ya un 95% del hidrocarburo y para el dia séptimo se habia
degradado por completo; aunque como se menciond anteriormente, en este trabajo se usd
diésel y las dimensiones del biorreactor eran distintas, teniendo 1L de capacidad. En otro
estudio realizado con el mismo consorcio se degradd el diésel hasta pasado el dia 15 solo
un 86% (Dennis et al, 2017), también las dimensiones del biorreactor eran distintas,
teniendo una capacidad de 7Ly su ug era de 1 cms™, la cual le agregaron 20 gL de diésel.
Para el consumo de HXD se utilizé el modelo matematico Gompertz ya que fue el que mas
se ajusto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacién (R2) de 0.96. El valor
de fase Lag fue de (A) 0.98 d, tiempo en el que comienza la degradacion del hexadecano, el

tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de 6.2 d, mientras que el valor de umvaxfue de 5.4 d.
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El consorcio microbiano se adaptd en 24h después de ser cultivado. La actividad
emulsificante fue evaluada durante un periodo de operacion de 12 dias en un ALB. Se puede
observar que los primeros dos dias de cultivo no se detecté actividad emulsificante;
comparando con la gréfica de tensidn superficial se puede entender que todavia no habia
presencia de biosurfactantes ni bioemulsificantes. Por tanto, se considera que dentro de los
dos primeros dias el consumo solo se explica por captacién interfacial directa (Angeles, et,
al., 2017). Del tercer dia al séptimo dia se not6 un incremento de la actividad emulsificante,
la tension superficial descendié considerablemente, lo cual se entenderia que la remocién
del hidrocarburo fue mediada por la producciéon de biosurfactantes (Tzinzun, 2012). Se
utilizé el modelo logistico para predecir el comportamiento experimental de la actividad
emulsificante, su coeficiente de determinacién (R2) es de 0.96. El tiempo Lag (A) tuvo un
valor de 2.9 d, valor que comprueba el tiempo que tarda la actividad emulsificante en
aumentar, el tiempo de inflexién (Ti) de 5.2 d*%, y el valor de AEmax fue de 3.2 d'! Por medio
de los parametros obtenidos y el modelo matematico se evalua la cronologia del consorcio
microbiano cultivado en el ALB a la temperatura de 26°C, la cual se puede describir de la
siguiente manera: Cerca de las 24h de ser cultivado el consorcio microbiano comienza el
crecimiento y la produccion de biomasa (SS), 2 dias después de esto comienza la
degradacion de la fuente de carbono, es decir, el hexadecano. A los 6 dias
aproximadamente se alcanza la velocidad maxima de crecimiento y la maxima de consumo.
La actividad emulsificante por otra parte comienza su incremento desde el tercer dia; el
crecimiento de biomasa se comienza a estabilizar a los 11 dias al igual que la degradacién
de hexadecano es consumida. Se puede observar que a medida que el hexadecano va
consumiéndose, el crecimiento de biomasa se va incrementando, ocurriendo a partir del

tercer dia.
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Figura 14. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo residual total y actividad emulsificante
a 26°C. Las barras de error indican que todos los andlisis se realizaron por triplicado. En la
ordenada de la izquierda se indica el crecimiento microbiano y el consumo y en la derecha la

actividad emulsificante.

Temperatura 26°C
Pardmetro Solidos Suspendidos
Fase lag A (d) 1.7
Tiempo de inflexion Ti (d) 6.7
Tasa de crecimiento mdximo pmax d 0.66

Pardmetro Consumo de hidrocarburo
Fase lag A (d) 0.98

Tiempo de inflexion Ti (d) 6.2

Tasa de crecimiento mdximo pmax d* 5.4

Pardmetro Actividad Emulsificante
Fase lag A (d) 2.9
Tiempo de inflexion Ti (d) 52
Aemadx d-1 3.2

Tabla 5. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando
hexadecano como fuente de carbono en el ALB a 26°C.
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a) Temperatura 19 °C

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los
datos obtenidos por medio del ALB a la temperatura de 19°C, se aplican los modelos
matemadticos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto

de datos se emplearon para obtener los pardmetros bioldgicos, los cuales se describen en

la tabla 6.
Variable Modelo matematico

Gompertz Logistico
Solidos Suspendidos | 0.98 0.93
(R?)
Actividad 0.96 0.90
Emulsificante (R?)
Consumo de | 0.97 0.94
hidrocarburo (R?)

Tabla 6. Valores de R2 del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de
trabajo usando hexadecano como fuente de carbono en medio mineral a la temperatura de 19°C.

A continuacidn, se presenta el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacién
del ALB (Figura 14). Este crecimiento fue determinado por medio de solidos suspendidos;
las cinéticas aumentaron de 1.07 g L-1 al inicio de la operacion a 3.02 £ 0.52 g L-1 al finalizar
el periodo del experimento. La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 2.20 g L-1. Se
ajusté el modelo Gompertz debido a que su coeficiente de determinacién fue de 0.98. En
este caso existe un incremento en el tercer dia, tiempo que tardé el consorcio microbiano
en adaptarse en el cultivo. Por medio del ajuste del modelo Gompertz se obtuvo el valor de
lafase lag (A) de 1.3 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 2.9 d y una tasa de crecimiento maximo
(umax) de 0.17. Se observa que el incremento de solidos suspendidos se nota desde dias
antes, a comparacion del ALB con la temperatura de 26°C, aunque a los 12 dias medidos la
biomasa fue mayor con la anterior temperatura. En comparacidn con otros trabajos donde
se utilizé el mismo consorcio (Angeles, et al., 2017) se puede observar que el incremento
de biomasa sucede a las 24h, mientras que en este caso se observa casi a las 48h; de igual

forma se generdé mas sélidos suspendidos en nuestro trabajo, lo cual podemos suponer que
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se debe al volumen y capacidad del ALB utilizado en el trabajo de Angeles, et al., y por ende
el cultivo pudo tener un mayor incremento. En la figura 14 se puede observar la evaluacion
del consumo de HXD durante la operacion del ALB a la temperatura de 19°C. Se inoculd
inicialmente con una concentracion de 13.0 g L-1, durante un periodo de 12 dias, la
concentracion al final del periodo de operacién fue de 2.03 g L-1, pudiéndose observar que
a la temperatura de 19°C el consorcio degradé casi por completo el HXD en el doceavo dia
de cultivo, pero fue una degradacidn menor que en el experimento anterior. Se obtuvo una
tasa de consumo promedio de 3.9 gr L-1 y degradd 83.9 % en el onceavo y ultimo dia de
operacion. Para el consumo de HXD se usé el modelo Gompertz, al cual se realizé un ajusto
con respecto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacién (R2) de 0.97. El
valor del tiempo de retencién o tiempo lag (A) fue de 1.02d tiempo en el que comienza la
degradacion, el tiempo de inflexién (Ti) tiene un valor de 2.66d mientras que el valor de
QMax fue de 1.90d. El consorcio microbiano se adapté en un tiempo aproximado de 24h.
Se evalud la actividad emulsificante durante un periodo de 12 dias teniendo como sustrato
hexadecano y usando el medio mineral como medio (Figura 14), los primeros 2 dias de
operacion no existié un incremento de actividad emulsificante, suponiendo que el consumo
de HXD fue realizado por contacto directo. Los dias consiguientes la actividad emulsificante
aumenté significativamente a medida que el hexadecano se degradd. La produccién de
emulsificantes comenzo desde el dia 1 y alcanzo sus niveles mds altos el dia 5 (31 UE gL-1)
para asi ir descendiendo hasta el dia 11. Esto sugiere la presencia de moléculas con
propiedades tensoactivas, pero con una mayor importancia en las propiedades
emulsificantes. Estas moléculas se pueden llamar bioemulsificantes, a pesar de su nombre
tradicional: biosurfactantes (Angeles, et al., 2017). Estas moléculas tienen altos pesos
moleculares y pueden estar compuestas por polisacdridos, proteinas, lipoproteinas o
mezclas complejas de estos biopolimeros. (Ron y Rosenbarg, 2002). El valor de la tasa
promedio de la actividad emulsificante a lo largo del periodo de operacién del reactor fue
de 15.96 g L-1. Para evaluar los parametros cinéticos de la actividad emulsificante se uso el
modelo Gompertz para predecir el comportamiento experimental, se usé este modelo

matematico debido a que el coeficiente de determinacidon (R2) que mas se ajusto tuvo un
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valor de 0.96. El tiempo lag (A) tuvo un valor de 3.2d, el tiempo de inflexién (Ti) de 6.4 d y
el valor de AEmax fue de 3.06d. Con los parametros obtenidos por el modelo matematico,
se evalua la cinética del consorcio microbiano cultivado en el ALB usando HXD como fuente
de carbono y medio mineral, lo anterior se describe de la siguiente manera: cerca de las 25h
aproximadamente de ser cultivado el consorcio microbiano comienza la generacién de
biomasa (SS), a las 23 del cultivo el consorcio microbiano comienza la degradacién del
hexadecano. En aproximadamente 3 dias y 9 horas se alcanza la velocidad maxima de
crecimiento y la velocidad maxima de consumo. Se puede observar que a 19°C la velocidad
maxima fue alcanzada en menor tiempo que a la temperatura de 26°C. Por lo contrario, se
necesita mas de 11 dias para degradar por completo el HXD a la temperatura de 19°C, esto
puede deberse por las caracteristicas de los microorganismos que conforman el consorcio
ya que una gran parte (Pseudomonas y Vibrio) crecen a temperaturas mas altas que 19°C
(Murray, 2009). A los 3 dias comienza el aumento de la actividad emulsificante, a los 7 dias

se estabiliza el crecimiento de la biomasa y en 11 dias el hexadecano se ha degradado casi

un 90%.
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Figura 15. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo residual total y actividad emulsificante a 19°C.
Las barras de error indican que todos los andlisis se realizaron por triplicado. En la ordenada de la
izquierda se indica el crecimiento microbiano y el consumo de hidrocarburo y en la derecha la actividad
emulsificante.
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Temperatura 19°C

Pardmetro Solidos Suspendidos
Fase lag A (d) 1.3

Tiempo de inflexion Ti (d) 2.9

Tasa de crecimiento mdximo pméax d* 0.17

Pardmetro Consumo de hidrocarburo
Fase lag A (d) 1.02
Tiempo de inflexion Ti (d) 2.66
Tasa de crecimiento mdximo pmax d! 1.90

Pardmetro Actividad Emulsificante
Fase lag A (d) 3.2

Tiempo de inflexion Ti (d) 6.4

Aemdx d-1 3.06

Tabla 7. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando

hexadecano como fuente de carbono en el ALB a 19°C.

53



9. Conclusiones

Fase 1l

Al inicio de la investigacidn, se decidié disefiar un biorreactor airlift para poder realizar el
experimento. El disefio del ALB fue a partir de la literatura investigada, basandonos en los
trabajos de Medina-Moreno et al., 2014 y Lizardi Jiménez et al., 2016. Se utilizé medio
minimo de sales y como fuente de carbono se utilizd el hexadecano como muestra de
hidrocarburo de cadena larga que suele haber en las zonas donde existe contaminacion de
hidrocarburos. Se llegé a acondicionar el ALB para realizar las cinéticas del consorcio y
analizar los diferentes pardmetros que nos ayudaron a conocer mejor el comportamiento
del consorcio a dos temperaturas. Las temperaturas seleccionadas se basaron tanto en las
condiciones en que el consorcio se encontraba en su habitat natural como en las
condiciones en las que se podian trabajar en el laboratorio. Los resultados de la evaluacion

se pueden observar en la fase de cinéticas.
Fase 2
Al analizar los diferentes parametros a las dos temperaturas se puede concluir que:

- El pHy la viscosidad no tienen una diferencia significativa en ambas temperaturas.
El consorcio se comporta casi de la misma manera con una temperatura de 26°C que
con una temperatura de 19°C. Al observar la grafica se comprueba que la viscosidad
tiene una diferencia minima, la cual puede significar que no existe una variacion en
sus temperaturas y el biorreactor no tiene un efecto en su operacion. La densidad
por otra parte muestra una diferencia tanto en la grafica como en el andlisis
estadistico. Esto puede deberse por la misma variacién de temperatura ya que a
menor temperatura, el fluido es mas denso. La tensién superficial llego a tener datos
interesantes. En ambas temperaturas tuvo un comportamiento donde en los
primeros dias no hubo un deceso, lo cual significaba que no existia presencia de
biosurfactantes y eso puede igualmente comprobarse con la actividad
emulsificante, pero en los siguientes dias comenz6é a descender. La tension
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superficial en la temperatura de 19°C tuvo un registro de datos mas bajos que con
la temperatura de 26°C, esto quiere decir que hubo mds presencias de
biosurfactantes y a su vez que los microorganismos comenzaron a consumir éstos
en lugar que el hidrocarburo, es por eso que a la temperatura de 19°C no hubo una
degradacion al 100 en los 12 dias de operacion y se necesita mas dias para que exista
una degradacidn total. El oxigeno disuelto no se pudo medir con tanta precisién por
la falta de membranas, lo Unico que se pudo comprobar es que en ambas
temperaturas la degradacién comenzd en los primeros dias de las cinéticas y existio

una minima diferencia de porcentajes en cada una de ellas.

En general los pardmetros medidos nos pudieron demostrar que a pesar de que
hubo minimas diferencias entre las dos temperaturas, si puede existir un efecto al
variar este importante factor en la operacidn del biorreactor para poder degradar

hidrocarburos.

Al analizar las cinéticas en cada temperatura se pudo comprobar que el crecimiento
microbiano no tiene una diferencia significativa en ambos biorreactores. Esto quiere
decir que las bacterias pueden crecer a una temperatura baja como a un alta, ya que
el conjunto de microorganismos que conforman el consorcio tiene caracteristicas
gue demuestran que pueden vivir en diferentes ambientes, aunque existié un
crecimiento menor en la temperatura baja. Por otra parte, la degradacion del
hexadecano fue un poco diferente; a una temperatura de 26°C se pudo comprobar
gue hay una mejor degradacién, y esto en parte es por la presencia de
biosurfactantes. Como se explicd en el parrafo anterior, diversos parametros como
lo es la tensidn superficial, la viscosidad y la actividad emulsificante nos demuestran
gue existe presencia de biosurfactantes, los cuales influye en la degradacion de
hidrocarburos, en este caso del hexadecano. Esto quiere decir que a la temperatura
de 19°C pudo haber existido una mayor cantidad de biosurfactantes teniendo un
claro efecto en el consumo de hexadecano, siendo éstos consumidos en lugar del

hidrocarburo. Sin embargo, la actividad emulsificante en los ultimos dias ya
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comenzaba a descender y esto puede indicar que bastaban un par de dias mas para
ser consumido por completo, aunque concluyendo que a una temperatura baja el
hexadecano tarda mas en degradarse y que en la temperatura de 26°C hubo mas

consumo por contacto directo que en la de 19°C.

Los biorreactores airlift siempre han sido una de las principales alternativas para la
remediacidn, ya que son econdmicos, accesibles y han demostrado ser eficaces al
degradar compuestos altamente recalcitrantes como son los hidrocarburos. Al estudiar
como un factor tan importante como es la temperatura se varia en la operacion del
biorreactor, se puede aportar como la degradacién puede ser mejor y mas eficiente.
Teniendo en cuenta y analizando los parametros fisicoquimicos, la temperatura ideal
para operar un biorreactor airlift es a partir de los 26°C, donde demuestra que existe

una degradacién total y un crecimiento que no altera en la operacién.
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