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1. Resumen/Abstract

El refinado del petroleo es la via principal por la cual se descargan hidrocarburos a cuerpos de
agua. La presencia de los hidrocarburos en los ecosistemas tiene un impacto ambiental
negativo. En el presente trabajo, se evaluaron las variables de operacion que influyen en el
consumo de hexadecano (HXD) por un consorcio bacteriano en un biorreactor airlift. Para
evaluar el proceso se utilizaron tres diferentes velocidades de aireacion constantes (0.37, 0.6 y
2.7 cm s™). Se encontré que al consumirse el 85% de la concentracién inicial de HXD, el
consumo se estancaba (detenia), independientemente de la velocidad de aireacion utilizada.
Por esta razon el resultado fue tomado como criterio para investigar otras estrategias de
aireacion variable que permitieran reducir o eliminar el periodo de estancamiento de consumo
de HXD. También se ensayd reinocular el biorreactor antes de llegar a la etapa de
estancamiento (a las 8 h de cultivo), sin embargo, no fue posible eliminar o disminuir el
periodo de estancamiento (no consumo de HXD), y para todos los casos se encontrd que el
tiempo necesario para llegar a una concentracion dentro de la NOM-143-SEMARNAT-2003
de 40 mg L™, se encuentra en un rango de 25-46 h, por lo que el beneficio que se tiene al
aplicar la estrategia de aireacion variable, es el ahorro de energia ya que se finaliza el consumo
de HXD con una velocidad de aireacion baja. Se evalué también el coeficiente de
transferencia de oxigeno (k.a) a lo largo de la cinética para observar si durante el periodo de
estancamiento de consumo de HXD pudiera haber limitacion y se encontré un decremento en
elkiade=154h™ a=14h™,
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Abstract

Hydrocarbons are discharged into bodies of water, mainly, by the oil refining. The presence of
hydrocarbons in ecosystems has a negative environmental impact. In this study we evaluated
operation variables related to hexadecane (HXD) consumption by a bacterial consortium in an
airlift bioreactor. In order to evaluate the process, we tested three constant aeration rates (0.37,
0.6 and 2.7 cm s-1). As a result, we observed that the HXD consumption was stopped when a
removal of 85% was reached, regardless of the rate of aeration tested. Based on these results,
we evaluated other strategies of inconstant aeration rates to reduce or eliminate the stagnation
consumption phase of HXD. We also re-inoculated the bioreactor before reaching the
stagnation phase (at 8 h of culture), however we did not observe changes. In all cases, the time
required to reach a concentration within the official standard NOM-143-SEMARNAT-2003
(40 mg L-1), was observed in a range from 25 to 46 h. The main benefit of using an aeration
inconstant strategy was, energy saving, due a low aeration rate was used at the end of process.
In order to relate the stagnation consumption phase of HXD with an oxygen limitation, we
evaluated oxygen transfer coefficient (kLa) during the time culture. As a result, a decrease in
the kLa was observed (=154 h-1to ~14 h-1).
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2. Introduccion

En el presente documento se aborda, la evaluacion experimental de algunas variables de
operacion que influyen en la degradacion de HXD en medio liquido en un biorreactor airlift
operado por lotes. Con el propdsito de encontrar la etapa limitante del proceso para,
finalmente, reducir el tiempo del tratamiento. Las variables de operacion ensayados fueron los
siguientes: velocidad de aireacion constante, combinacion de las velocidades de aireacion, el
tamafio del in6culo asi como el efecto de la presencia de biosurfactantes en el consumo de
HXD. El objetivo del trabajo fue evaluar la viabilidad del proceso orientado al tratamiento de
aguas contaminadas con hidrocarburos principalmente para el caso de las aguas residuales

provenientes de las refinerias del petréleo.

Los capitulos uno y dos se refieren al resumen y la introduccion al trabajo. En el capitulo tres,
se presenta la revision bibliogréfica relacionada con el tema que se desarrolla, en donde se
expone que en los sistemas de tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos, la
formacion de biosurfactantes y/o bioemulsificantes son caracteristicas que inciden en las tasas
de consumo de los hidrocarburos y que pueden afectar negativamente, sobre todo debido a
dificultades para transferir el oxigeno necesario para los microorganismos degradadores de
petréleo en medios liquidos. En el capitulo cuatro se discute con detalle la definicion del
problema que se aborda. En el capitulo cinco, se propone la hipétesis y en el capitulo seis los
objetivos de la tesis. En el capitulo siete, se plantea la estrategia global del trabajo
experimental. En el capitulo ocho, se presentan los materiales utilizados y los métodos
seguidos a lo largo del trabajo experimental. En el capitulo nueve se presentan los resultados
obtenidos durante la etapa experimental asi como la discusion de los mismos. En el capitulo

diez se exponen las principales conclusiones del trabajo.
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3. Revision bibliografica

3.1 Contaminacion de aguas por hidrocarburos.

La contaminacion con hidrocarburos es un tema intensamente investigado debido a su
constante ocurrencia, impacto ambiental y la importancia econdomica de la industria
petroquimica (Saval, 2000). Xianling et al, en el 2005 mencionan que los hidrocarburos son
descargados a los cuerpos de agua principalmente a través del proceso del refinado del
petréleo crudo ya que las refinerias generan una gran cantidad de aguas residuales que, por la

magnitud, resultan dificiles de tratar en todo el mundo.

Especificamente PEMEX-refinacion informa para el 2009 una descarga total de aguas
residuales de 109.35 millones de m® dia® (PEMEX, 2009. Informe de Responsabilidad
Social). Para contender con la contaminacion que resulta de estas actividades se han
implementado normas internacionales estrictas para las descargas de agua de las refinerias en
muchos paises (Xianling et al, 2005). Particularmente en México el limite maximo permisible
de descarga de hidrocarburos esta regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-143-
SEMARNAT-2003 y es de 40 mg L™ de hidrocarburos totales del petréleo.

Los hidrocarburos presentes en agua son oxidados y mineralizados mediante procesos
microbianos de degradacion generando un gran interés industrial y de investigacion por el
desarrollo de tecnologias capaces de recuperar agua contaminada (Lizardi-Jiménez, 2011). En
el caso particular de las aguas residuales provenientes de las refinerias se utilizan
principalmente sistemas biologicos aerobios, que resultan muy costosos, principalmente
debido a la alimentacion constante y excesiva de aire (Droste, 1997; Atlas y Philip, 2005;

Ferrer y Seco, 2003; Gray., 2004). El suministro continuo de aire representa el mayor
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consumo de energia de este proceso y es alrededor del 70% del costo total de operacion de una
planta de tratamiento de aguas (Navarro et al, 2008).

Estas consideraciones econdmicas destacan la importancia de encontrar flujos controlados de
aire que permitan entregar sélo la cantidad necesaria para que se lleve a cabo la oxidacion total

de los contaminantes (Lizardi-Jiménez et al, 2012).

3.2 Sistemas biologicos aerobios para el tratamiento de aguas contaminadas
con hidrocarburos.

Los sistemas microbioldgicos de eliminacion de materia organica por la via aerobia son los
mas utilizados (Ferrer y Seco, 2003), ya que tienen una gran eficiencia de biodegradacion
(alrededor del 80%) (Droste, 1997; Atlas y Philip, 2005). Sin embargo estos sistemas cuentan
con una gran desventaja que es la de transferir el oxigeno de forma adecuada desde la fase gas
a la fase liquida (Atlas y Philip, 2005).

Para obtener adecuadas tasas de transferencia de oxigeno, los dispositivos utilizados para el
mezclado en un biorreactor, invariablemente constituyen la parte central en estos procesos
(Chisti, 1989). En los biorreactores el mezclado es un factor fundamental siempre que se
disefia y opera de modo aerobio (Navarro et al, 2008) ya que gracias a éste se previene la
sedimentacion de los microorganismos, se obtiene una adecuada mezcla de agua residual,
microorganismos y nutrientes (Droste, 1997) ademas de una adecuada transferencia de
oxigeno. En biorreactores para el tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos que
operan con tres fases: liquida, gas y organica, existe otro pardmetro determinante que es la
transferencia de los hidrocarburos de la fase orgénica a la fase acuosa que, junto con la
transferencia de oxigeno de la fase gas a la fase acuosa y la tasa de consumo de los
hidrocarburos, constituyen las tres etapas criticas para la biodegradacion (Quijano-Govantes,
2006).

Es asi como el conocimiento del efecto de los hidrocarburos en el comportamiento de la

transferencia de oxigeno permitird evaluar su impacto en la calidad del agua y el potencial de
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las tecnologias basadas en el biotratamiento de aguas contaminadas con petréleo y

combustibles aceitosos (Jajuee et al, 2006).

Una vez que los problemas generados por el transporte de masa han sido superados ocurre la
biodegradacion. La biodegradacion aerobia de los contaminantes orgénicos tiene lugar
mediante dos procesos distintos, oxidacion y biosintesis pero si el suministro de nutrientes, en
forma de materia organica, se vuelve limitante, entonces el tejido celular microbiano sera
auto-oxidado (respiracién enddgena) por los microorganismos para obtener energia (Gray,
2004).

Especificamente la ruta aerobia de degradacion de alcanos se muestra en la Figura 3.1. La ruta
comienza con la oxidacion del grupo terminal metilo del alcano hasta formar un alcohol, esto
mediado por dos tipos de enzimas: monooxigenasas y dioxigenasas; posteriormente los
alcoholes son oxidados a sus acidos grasos correspondientes que a su vez son utilizados en la

ruta catabdlica de la g-oxidacién (Van-Hamme et al, 2003).
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Figura 3.2.1. Ruta de degradacién de alcanos.

3.3. Consorcios microbianos degradadores de hidrocarburos

Se ha encontrado que la mineralizacion (transformacion hasta CO, y agua) de mezclas
complejas de hidrocarburos, por lo general requiere la coexistencia y la cooperacion efectiva
de varios microorganismos especializados conocidos como consorcios microbianos, con
especificidad por los sustratos complementarios (Zanaroli et al, 2010). Estos consorcios se
seleccionan naturalmente después de la exposicion directa con los contaminantes, como en el
caso del petrdleo, distinguiendo a los microorganismos que componen al consorcio como

aquellos con mayor capacidad degradadora dentro de una comunidad microbiana nativa
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(Roling et al, 2002). Las comunidades nativas que se seleccionan mejoran siempre la
degradacion de hidrocarburos en suelo, agua y sedimentos (Gargouri et al, 2011). Los
consorcios microbianos degradadores de hidrocarburos han sido identificados y, algunos,
aislados directamente de suelos, sedimentos, lodos asi como de las raices de algunas plantas
que proliferan en los sitios contaminados con petréleo. Particularmente en el caso de las
plantas, el microambiente que se desarrolla en la rizosfera de estas plantas promueve el
crecimiento de poblaciones microbianas que han demostrado ser eficaces degradadoras (Diaz-
Ramirez et al, 2004). Un trabajo reciente (Tzintzun-Camacho et al, 2012), cultivando un
consorcio constituido por: Xanthomonas sp, Acinetobacter bouvetii, Shewanella sp y
Defluvibacter lusatiensis enfatizan que la dindmica de poblaciones y la interrelacion entre las
cepas constituyentes confieren a los consorcios una cierta capacidad especial para degradar
hidrocarburos, como el HXD. En una de las cepas se identificd el gene que codifica para la
sintesis de la enzima alcano monooxigenasa, alk-B. Esta cepa fue capaz de degradar hasta el
46 % del HXD inicial y otra de las cepas del consorcio (Acinetobacter bouvetii) produjo un
biosurfactante que favorecio el consumo de HXD (72 %). EI HXD es un sustrato de baja
solubilidad en agua (=107 mg L™%) que puede presentarse en formas libres (gotas
macroscopicas y soluble) y/o en formas emulsificadas (microgotas) (Mehrnia et al, 2005),
siempre y cuando se encuentre en presencia de agentes surfactantes, con lo que aumenta su
concentracién en la fase acuosa (62 mg L™) (Quijano et al, 2010) y con esto su
biodisponibilidad. Una vez biodisponible, el HXD es una fuente de carbono y energia para
muchos microorganismos tanto en cultivos puros (Pepi et al, 2005) como en cultivos mixtos
como los consorcios microbianos (Medina-Moreno et al, 2005). La biodegradacion de
hidrocarburos, como el HXD, en medios liquidos usualmente requiere la cooperacién de varias
especies microbianas, con diferentes capacidades metabdlicas. Se ha demostrado (Ghazali et
al, 2004) que el uso de consorcios microbianos produce un aumento en la tasa de consumo de
los hidrocarburos con respecto a las tasas de consumo de cepas puras. En los consorcios,
algunas cepas poseerian el genotipo para degradar hidrocarburos y otras la capacidad de
producir biosurfactantes (Saravanan et al, 2009). En el presente trabajo, se utilizé al HXD

como molécula modelo de facil deteccién en el laboratorio.
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3.4. Mecanismos de consumo de hidrocarburos

Abbasnezhad et al, en el 2011 mencionan tres mecanismos de consumo de hidrocarburos:

1. Consumo de las formas solubles. En este tipo de consumo el sustrato sélo se puede
utilizar cuando se disuelve en el medio acuoso. De acuerdo con este mecanismo, si el
sustrato esta presente como una fase pura, la solubilidad de este en el agua sera el
factor mas importante que controlara la velocidad de biodegradacion. Si el sustrato es
una mezcla de hidrocarburos, la velocidad de degradacion dependera de la solubilidad

de la mezcla.

Figura 3.4.1. Consumo bacteriano de formas solubles de HXD.

2. Consumo mediado por biosurfactantes. Este mecanismo de consumo implica la
excrecién de compuestos (por ejemplo, biosurfactantes) por los microorganismos.

Los biosurfactantes son un grupo estructuralmente diverso capaces de disminuir la tension

superficial y son producidos por microorganismos. Todos son amfifilicos por lo que poseen
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dos partes: una polar (hidrofilica) y una no polar (hidrofobica) (Pacwa-Ptociniczak et al,
2011).

Debido a su estructura amfifilica, los biosurfactantes permiten incrementar la
biodisponibilidad de los compuestos hidrofobicos tales como los hidrocarburos facilitando su
biodegradacion. Los biosurfactantes se acumulan en la interfase entre dos fluidos inmiscibles,
o0 entre un liquido y un solido. Mediante la reduccién de la tension superficial (liquido-aire) y
la tension interfacial (liquido-liquido) que reducen la fuerza de repulsion entre dos fases
diferentes, permitiendo que las fases interactien con mayor facilidad (Pacwa-Ptociniczak et al,
2011). En la Figura 3.4.2 se esquematiza la ubicacion de una molécula de biosurfactante en la

interfase ya sea liquido-aire o liquido-liquido.

'

". J y i . .
IS Aire |
o o |
Parte Apolar /v | Aceite

—_—>

[=]

Parte Polar
o

Figura 3.4.2. Ubicacion de la molécula de biosurfactante en la interfase. (Riojas-Gonzélez et
al, 2010).

Los biosurfactantes se clasifican de acuerdo a su composicién quimica, peso molecular,
propiedades fisico-quimicas, modo de accion y origen bacteriano. Basado en el peso molecular
se dividen en biosurfactantes de bajo peso molecular y pueden ser glicolipidos, fosfolipidos y
lipopéptidos; y en biosurfactantes / bioemulsificantes de alto peso molecular y pueden
contener polisacaridos, proteinas anfipaticas, lipopolisacaridos o mezclas complejas de estos

biopolimeros (Martinez-Checa et al, 2007).
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El uso de biosurfactantes puede mejorar la eficacia de la biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos mediante dos mecanismos. El primero incluye el aumento de
la biodisponibilidad del sustrato para los microorganismos mientras que el otro consiste en la
interaccion con la superficie celular que aumentando su hidrofobicidad permite que los
sustratos hidrofébicos se asocien mas facilmente con las células bacterianas (Pacwa-
Ptociniczak et al, 2011).

Se espera que los biosurfactantes ademas de disminuir la tension interfacial contribuyan a
mejorar la biodegradacion de los hidrocarburos facilitando la movilizacién, solubilizacion o
emulsion (Pacwa-Plociniczak et al, 2011; Asgharpour et al, 2010). Sin embargo Painmanakul
et al en el 2005 encontraron que la presencia de biosurfactantes puede interferir en la
degradacion de hidrocarburos afectando la generacion de burbujas en biorreactores de
columna de burbujas y los diferentes parametros de transferencia de masa, como el coeficiente
volumétrico de transferencia de masa (kia). Asi se debe considerar la utilizacion de un
biorreactor que permita tener altas tasas de transferencia de oxigeno para los procesos de
tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos u otros sustratos aceitosos en los que se
producen biosurfactantes un biorreactor con estas caracteristicas son los biorreactores airlift.

Figura 3.4.3. Consumo bacteriano de HXD mediado por biosurfactantes.

3. Consumo por contacto directo. Este mecanismo implica que las células sean capaces

de adherirse a los compuestos organicos.
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En la mayoria de los organismos capaces de degradar hidrocarburos, las enzimas implicadas
son intracelulares. Por lo que la biodegradacion requiere la difusion del sustrato desde una fase

organica a una fase liquida y posteriormente a través de la pared y membrana celular.

La adhesion de las células a la interfase aceite-agua puede reducir al minimo la distancia de
difusion y de este modo facilitar la difusion de sustratos hidrofébicos en las células. Multiples
factores estan implicados en la adhesion, incluidos los factores fisicoquimicos, tales como la
carga de superficie de la fase de hidrocarburos, las especies microbianas que dependen de
factores como la composicién de la superficie celular. La adhesion puede estar afectada
también por la presencia de algunas especies quimicas en la membrana celular que le
confieren un caracter hidrofébico, ademas por la presencia de biopolimeros adjuntos que
pueden dar adherencia incluso cuando la fuerza electrostatica es repulsiva. En el exterior de
las células con capacidad para adherirse a compuestos hidrofébicos se han encontrado lipidos,
proteinas y/o oligosacaridos. Otras estructuras extracelulares pueden incluir lipopolisacaridos

de membrana externa y proteinas, capas de exopolisacaridos y fimbrias.

Figura 3.4.4. Consumo bacteriano de HXD por contacto directo

Para promover los mecanismos de consumo, se debe considerar la utilizacion de un
biorreactor que permita tener altas tasas de transferencia de masa facilitando los procesos
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de tratamiento de aguas contaminadas con hidrocarburos u otros sustratos aceitosos, un

biorreactor con estas caracteristicas es el airlift.

3.5. Biorreactores airlift

En recientes décadas el reactor airlift (BAL) ha recibido una mayor atencién por parte de las
industrias quimicas y biotecnoldgicas. Estos muestran ventajas tales como una construccion
simple y bajo consumo de energia asociado con una elevada proporcion de transferencia de
masa, momento y calor (Chisti, 1989; Jin et al, 2001).

Este biorreactor estd provisto de una adecuada capacidad de mezclado logrando una
distribucion homogénea del oxigeno transferido (y otros nutrientes) en el fluido lo que
previene la formacion de zonas muertas, en donde puede haber estados andxicos (Chisti, 1989;
Jinetal, 2001).

El reactor airlift esta constituido por un cilindro dividido en dos zonas distintas de las cuales
s6lo una es usualmente alimentada con gas. Las diferencias en la capacidad de retencion de la
fase gaseosa (eg) continua entre las zonas aireadas y las no aireadas dan como resultado
diferentes densidades en estas regiones lo que causa la circulacion del fluido en el reactor por
la accion del ascenso del gas. La parte del reactor donde se lleva a cabo el ascenso del flujo
gas-liquido se denomina “riser” y la regiéon donde se encuentra el descenso del flujo es
conocida como “downcomer”. Las aplicaciones de los biorreactores airlift dependen de la
habilidad para lograr las proporciones requeridas de transferencia de momento, masa y calor
con costos de operacion aceptables. La viabilidad técnica y econémica para el uso de reactores
airlift se ha establecido concluyentemente para varios procesos y estos reactores se encuentran
en creciente uso en cultivos aerobios, tratamiento de aguas contaminadas y procesos similares.
La simplicidad de su disefio y construccion, los modelos de flujo bien definidos y los
requerimientos de energia comparativamente bajos para las proporciones requeridas de
transporte lo hacen muy atractivo (Chisti, 1989) en relacion con los reactores agitados

mecanicamente.
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Una dimension muy importante considerada en estos biorreactores es la relacion
altura/diametro (H/D) la cual es tipicamente mayor a 6, pero se presentan relaciones superiores
en operaciones de tratamiento de agua en donde se tiene una presion hidrostatica alta en el
fondo de la columna para reforzar el traslado de oxigeno (Camacho et al, 2001). Con la
finalidad de obtener una adecuada concentracion de oxigeno disuelto y un adecuado

coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k.a).

¢ Separacion gas-liquido

Ascenso

Descenso

Fondo

Figura 3.5.1. Biorreactor airlift.

3.6. Coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k_a) y concentracion
de oxigeno disuelto

En los procesos aerobios de tratamiento de aguas la aireacién es una operacion importante,
debido a la baja solubilidad del oxigeno. Este hecho marca pues el tipo de operacion ya que el
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oxigeno debe ser suministrado continuamente al cultivo si se desea mantener una poblacion
activa, este oxigeno debe transferirse desde la fase gas a la fase liquida, donde puede ser
utilizada por los microorganismos. El coeficiente que expresa la capacidad de transferencia de
un biorreactor es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, representado como
ki a. Ladeterminacion del valor del coeficiente serd pues esencial para evaluar la eficiencia de
aireacion y cuantificar los efectos que las variables de operacion tienen sobre el transporte de
oxigeno (Godia-Casablancas y Lopez-Santin, 1998).

En bioprocesos con alcanos como sustrato, la dificultad de suministrar una cantidad adecuada
de oxigeno se ve agravada por la deficiencia de oxigeno en la estructura molecular del
sustrato. Esto significa que el requerimiento de oxigeno se ha de cumplir exclusivamente
mediante transferencia al cultivo. Este requisito elevado de transferencia de oxigeno en
procesos donde se utilizan alcanos en relacion con los procesos donde se utilizan
carbohidratos, es una caracteristica comun del metabolismo de los alcanos independiente de la

longitud de la cadena (Clarke y Correia, 2008).
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4, Definicion del problema

Debido a que las industrias petroleras generan una gran cantidad de aguas residuales que
contienen hidrocarburos y estas aguas llegan a rios, lagos y océanos, deteriorando los
ecosistemas, es necesario contar con sistemas de tratamiento de aguas que permitan eliminar

los contaminantes hasta su mineralizacion de forma rapida, eficiente y bajo costo.

Entre estos los sistemas requeridos para el tratamiento de aguas se distinguen los métodos
bioldgicos aerobios que resultan ser, en comparacion con los sistemas anaerobios, mas
eficientes en términos de la energia recuperada por la biomasa por unidad de sustrato
procesado; esto genera una cantidad relativamente grande de produccion de biomasa o lodo
(Droste, 1997), éstas dos importantes caracteristicas ubican al tratamiento aerobio como el
maés adecuado para cumplir con los objetivos principales de este trabajo que son, por un lado,
la biodegradacion eficiente y rapida de los hidrocarburos y por otro, producir una cantidad
importante de biomasa, en la modalidad de un consorcio microbiano degradador de
hidrocarburos, como un valor agregado al tratamiento del agua contaminada. EIl consorcio
microbiano producido puede ser utilizado para la biorremediacién de suelos contaminados con
hidrocarburos (Diaz-Ramirez et al, 2004; Medina-Moreno, 2006; Lizardi-Jiménez, 2011).
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5. Hipotesis

Aplicar una estrategia de velocidades de aireacion variable hace eficiente la depuracion de
agua contaminada con HXD en un biorreactor del tipo airlift (BAL) en comparacion con la

velocidad de aireacién constante.

5.1. Hipotesis particular.

Reinocular el cultivo disminuye el tiempo de tratamiento.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar las variables de operacion que influyen en el consumo de HXD por un consorcio

bacteriano en un biorreactor airlift.

6.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la influencia de la velocidad de aireacién sobre el consumo de HXD vy

produccidn de sélidos suspendidos.

2. Evaluar el efecto de una reinoculacion en el consumo de HXD y produccion de sélidos

suspendidos.

3. Evaluar el efecto de la disminucion de la tension superficial del medio en el consumo

de HXD vy la transferencia de oxigeno.

4. Identificar el mecanismo principal de consumo de HXD.
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/. Estrategia de trabajo experimental

La estrategia de trabajo experimental se muestra esquematicamente en la Figura 7.1. Cada una
de las etapas se desarroll6 como sigue:

1. Se evalud el efecto de la velocidad de aireacion (Ug) en el consumo de HXD para esto
se probaron tres Ug: 2.7, 0.6 y 0.37 cm s, de manera independiente y manteniendo Ug

constante en cada experimento.

2. Se propuso una estrategia de velocidad de aireacion variable combinando las 3

velocidades de aireacion ensayadas antes.

3. Serealizé una reinoculacion del consorcio bacteriano a las 8 horas de tratamiento.

4. Se evalud la presencia de los surfactantes y la transferencia de oxigeno de la fase gas a
la fase liquida.
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Evaluacion de la influencia de la
- - velocidad de aireacion constante

sobre el consumo de HXD .

Evaluacion de la estrategia de
velocidad de aireacion variable

4

Evaluacion del efecto de la
reinoculacién durante la
aplicacion de la estrategia de
velocidad de aireacion variable.

Evaluacion de la presencia de
biosurfactantes sobre el consumo
de HXD vy transferencia de
oxigeno

Escritura

de la

Figura 7.1.1. Sintesis de la estrategia experimental
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8. Materiales y metodos

8.1. Consorcio microbiano biodegradador de hidrocarburos

El consorcio microbiano utilizado fue aislado en el laboratorio a partir de la rizésfera de
Cyperus laxus, planta nativa de pantanos del sureste mexicano, capaz de crecer en suelos
contaminados con petroleo (Diaz-Ramirez et al, 2004). La identificacion del consorcio se
llevd a cabo mediante el andlisis y amplificacion del gene ribosomal 16s (Tzintzun-Camacho
et al, 2012), el consorcio lo constituyen cuatro cepas bacterianas: Xanthomonas sp.,
Acinetobacter bouvetii, Shewanella sp., Defluvibacter lusatiensis. Para su mantenimiento las
cepas fueron resembradas cada 30 dias en cajas y tubos con agar soya tripticaseina, y fueron
almacenadas a 4 °C.

El in6culo fue preparado utilizando las cuatro cepas que constituyen el consorcio, en una
proporcion 1:1:1:1. Cada cepa se crecié en caldo nutritivo (Bioxon) en un agitador de
matraces durante 48 h a 30° C y 200 rpm, pasado este tiempo se leyo la absorbancia para cada
una de las cepas para conocer la concentracion en UFC mL™ correlacionando con una curva
patron previamente realizada y de esta manera tomar el volumen necesario de cada una para
ajustar una concentracién de inoculo final de 1.0X10° UFC mL™ dentro del biorreactor.

Para el experimento de reinoculacion se modifico la proporcion de las 4 cepas como sigue:
1:50:50:50 para Acinetobacter bouvetii, Xanthomonas sp., Shewanella sp. y Defluvibacter
lusatiensis, respectivamente hasta ajustar una concentracion de inoculo final 1.0X10° UFC
mL™ dentro del biorreactor. La modificacion de las proporciones se realizé con la finalidad de
disminuir la concentracion de Acinetobacter bouvetii, cepa que produce el biosurfactante y
aumentar la concentracion de las tres cepas restantes, que sospechamos, son las que podrian
consumir el biosurfactante y de esta manera dejarian al HXD libre para ser consumido

nuevamente por contacto directo.
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8.2. Medio de cultivo

Se utilizé6 medio mineral (Lizardi-Jiménez, 2011) con la siguiente composicién (g L™): 0.675
NaNO3 (Aldrich, 99.9% de pureza), 0.215 K2 HPO4 (J. T. Baker 99.3%), 0.113 KCI (J. T.
Baker 99.9%) y 0.054 MgSO4. (J. T. Baker 100.1%). A este medio se le adicionaron 1300
ppm de HXD (Sigma Aldrich, 99.9%). El pH fue ajustado a 6.5 con HCI 1N. Para todas las
cinéticas se utilizd 1L de medio mineral con 1300 ppm de HXD (Plaza et al, 2008).

8.3. Sistema de biorreactores

El conjunto de biorreactores y los equipos que se emplearon en este estudio se muestran en la
Figura 8.3.1.

Figura 8.3.1. Sistema de biorreactores.

En donde:

1.- Entrada de aire comprimido para la alimentacion a los biorreactores.
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2.- Filtro de aire de cobre relleno de fibra de vidrio y algodon.

3.- Vélvula reguladora de presion de entrada de aire, provista de un mandmetro, la presion se
mantuvo constante (1.6 kg cm™).

4.- Distribuidor general para las lineas de alimentacion de aire a los biorreactores, este
distribuidor cuenta con un mandmetro para registrar la presion de alimentacion a los

biorreactores (1.6 kg cm™).

5.- Rotametro, que controla el flujo de aire al biorreactor en particular para cada uno de los

ellos.
6.- Distribuidor de aire particular para un biorreactor.
7.- Biorreactor airlift de 1L.

8.- Sistema de control de temperatura provisto de un sensor que activa o desactiva una

resistencia y un pequefio ventilador para homogeneizar el calor en la vitrina.

9.- Termometro.

8.4. Biorreactor utilizado

El biorreactor utilizado fue un airlift (BAL) cilindrico construido en vidrio Pyrex con un tubo
conceéntrico y un volumen de 1L de operacién. EI BAL fue operado en lotes a 30°C siguiendo
dos estrategias de aireacion diferentes: (i) tres velocidades constantes de aireacion (2.7, 0.6 y
0.37 cm s™) y (ii) la combinacion de las mismas como sigue: se aplicé la velocidad de 2.7 cm
s durante 5 h, posteriormente se redujo la velocidad de aireacién a 0.6 cm s y se mantuvo
durante 5h mas, finalmente se aplicé la velocidad de 0.37 cm s™ hasta el final de la cinética,
esto en lotes de 46 h; inoculados con las cuatro cepas que conforman el consorcio guardando
una proporcion de 1:1:1:1, excepto en el caso de la aplicacion de la reinoculacion que fue de

1:50:50:50 para Acinetobacter bouvetii, Xanthomonas sp., Shewanella sp. y Defluvibacter
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lusatiensis, respectivamente, pero siempre a una concentracion inicial de inoculo total de 1.0
X 10° UFC mL™,

8.5. Evaluacion del consumo de HXD

Para la determinaciéon de la concentracion residual de HXD en el medio de cultivo y para cada
tiempo se llevd a cabo una extraccion liquido-liquido (1:1 v/v) con una mezcla hexano
acetona (1:1 v/v). La fase organica se analizd por cromatografia de gases previa correlacion
con una curva estandar, utilizando un cromatografo Modelo 3900, Varian, USA empleando un
detector FID a 300 °C, columna DB-Petro narrow bore, J & W Scientific de 30 m x 0.25 mm
y helio como gas acarreador. La temperatura del inyector y detector permanecieron constantes
a 290° y 300 °C, respectivamente. El programa de temperatura fue disefiado como sigue: 120
(1 min), 10 °C min™ hasta 150 °C (2 min), 15 °C min™ hasta 170 °C (1.5 min).

8.6 Sélidos suspendidos

La cuantificacion de sélidos suspendidos (SS), que contienen al consorcio microbiano
degradador de petroleo y los surfactantes, se realiz6 por gravimetria como sigue: al final de la
cinética se tomaron 200 mL de muestra por triplicado, se centrifugaron a 2000 rpm 4°C
durante 30 min, se desechd el sobrenadante, y el precipitado se colocd en recipientes de
aluminio previamente puestos a peso constante y se pusieron a secar en estufa a 60°C hasta

obtener peso constante.

8.7 Tension superficial

La tension superficial en la fase liquida durante la cinética se determiné utilizando un
tensiometro (Fisher Manual Surface Tensiometer Model 20, Fisher Scientific International,

Wisconsin, USA). Para esta medicion se utilizaron 7 mL de muestra sin tratamiento previo.
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8.8 Micrografias

Se tomaron micrografias de los tiempos més relevantes del cultivo (al inicio en que se
presenta la zona de estancamiento) alrededor de las 8 h de tratamiento, al finalizar la zona de
estancamiento (alrededor de las 20 h de tratamiento) y al final del tratamiento. Estas imagenes
se obtuvieron a partir de 1 mL de muestra adicionado con 1pL de rodofila, carotenoide
hidrofobico que tifie al HXD, posteriormente se adicionaron 5 pL de azul de metileno con la
finalidad de tefiir las células; de esta mezcla se colocd una gota en un porta-objetos y se
observo al microscopio; las fotografias se tomaron con el objetivo de inmersion en aceite
(100X).

8.9 Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno

Se llevo a cabo la evaluacion de ki a por la técnica dinamica (Fujio et al, 1973), utilizando un

electrodo de oxigeno disuelto (Aplisens, USA).

8.10 Analisis estadistico.

Durante las cinéticas se tomaron muestras por triplicado, 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 las cinéticas se utilizdé un programa estadistico (SPSS) ajustando un
modelo polinomial de orden 5 en donde los coeficientes obtenidos para cada una de las
cinéticas a comparar se les realizd una prueba t de student para determinar, con un 95% de

confianza, si eran iguales o diferentes.
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9. Resultados y discusion

9.1. Cinéticas de consumo de HXD a velocidades de aireacidon constante

Este experimento se realizé para conocer la influencia de la velocidad de aireacion (Ug)
constante sobre el consumo de HXD y encontrar la velocidad de aireacion a la cual se alcanza
la concentracion de HXD que establece la norma de 40 mg L™ de hidrocarburos totales de
petroleo (NOM-143-SEMARNAT-2003) en el menor tiempo de operacion. En la Figura 9.1.1

se muestran las cinéticas realizadas con las tres Ug ensayadas (2.7, 0.6 y 0.37 cm s™).

== Ug = 0.37 cm/s

HXD (g L)

Ug=0.6cm/s

== Ug = 2.7 cm/s

0 10 20 30 40 50
tiempo (h)

Figura 9.1.1 Cinéticas de consumo de HXD a diferentes velocidades de aireacion
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En la Figura 9.1.1 se observa, para todas las cinéticas, tres etapas caracteristicas del cultivo,
una de consumo répido de HXD seguida de una segunda etapa de estancamiento en el
consumo Yy finalmente una tercera en donde se observa la restitucion del consumo de HXD. Se
observa también que a velocidades de aireacion mayor la biodegradacion de HXD es mas
répida, principalmente durante las primeras horas de cultivo. Sin embargo, en la primera etapa
no se puede asegurar que el consumo sea directamente proporcional al aumento de velocidad
de aireacion, como se esperaba, ya que para las cinéticas con Ug de 0.6 y 0.37 cm s no fue
posible analizar muestras para las primeras horas ya que en cinéticas preliminares se observo
una dispersion grande en los datos de consumo de HXD, posiblemente debido a la baja
solubilidad del HXD que se encuentra en el orden de 107 mg L™, de tal manera que durante
las primeras horas del cultivo no se observaria una buena dispersion de la fase organica
(HXD) en la fase acuosa del medio de cultivo sino hasta la aparicion de biosurfactantes.
Bouchez-Naitali y Vandecasteele en el 2008 mencionan que los biosurfactantes pueden
dispersar los hidrocarburos en el medio e incluso modificar la superficie celular haciéndolas
mas hidrofdébicas con lo que adquieren capacidad para interactuar con el HXD, incrementando
su biodisponibilidad. Asi, no se puede asegurar que con la aplicacién de Ug de 2.7 cm s se
obtenga una degradacion de HXD mas répida que con las velocidades de 0.6 y 0.37 cm s™
pero se puede inferir, de acuerdo a los resultados obtenidos por Lizardi-Jiménez et al, (2012),
que la biodegradacion se favorece conforme aumenta la velocidad de aireacion ya que ellos
encuentran que a mayores velocidades de aireacion se favorece la transferencia de HXD por
un aumento en el area especifica de transferencia, y se favorece también la transferencia de
oxigeno. Nuestros resultados sugieren que a la mas alta velocidad de aireacion (2.7 cm s™) la
tasa de consumo es también mayor, al menos, durante las primeras 10 h de cultivo, con
respecto a las otras velocidades de aireacion ensayadas.

En la Figura 9.1.1; también se observa que con una velocidad de aireacion constante de 0.6
cm s se llega a la concentracién de HXD dentro de normas de 40 mg L™ (alrededor de las 25
h) més rapidamente que con la Ug de 2.7 cm s™(alrededor de las 35 h). Con la velocidad de
aireacion mayor (2.7 cm s™) se esperaba una reduccién de HXD mas rapida ya que de acuerdo
a lo reportado velocidades de aireacion mayores favorecen la transferencia de masa; sin

embargo, en otros trabajos con sistemas similares (Ochieng, et al, 2002; Ochieng et al, 2003)
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se prueba que al aumentar la velocidad de aireacion la biodegradacion disminuye debido a la
presencia de un efecto de coalescencia de las burbujas de aire que reduce la transferencia de
masa.

En la primera etapa el rapido consumo de HXD podria ser provocado por el aumento de la
poblacion inicial de bacterias ya que de acuerdo a Tzintzun-Camacho et al 2012 en donde
evallan el crecimiento de las bacterias que conforman el consorcio utilizado en este trabajo
consumiendo HXD con una concentracion inicial 10 veces mayor que la utilizada para nuestro
caso encuentran un rapido crecimiento de bacterias para los primeros dias de cultivo, con estos
antecedentes se puede sugerir el aumento de la poblacion de bacterias durante las primeras
horas y en consecuencia se presentaria un consumo rapido de sustrato (HXD), estos resultados
son comparables con los obtenidos por Ochieng et al, 2003 en donde evaluaron la degradacién
de materia organica (DQO) de agua proveniente de una refineria, de una cerveceria y de la
mezcla de ambas aguas encontrando para todos los casos una etapa de consumo rapido de
materia organica debido al aumento de biomasa. En el trabajo de Ochieng et al, 2003 al
periodo de répida reduccion de la DQO le sigue una tercera etapa en la cual la tasa de
consumo disminuye de manera analoga a la que se muestra en la Figura 9.1.1 estos autores
atribuyen la presencia de esta zona al agotamiento de los nutrientes y mencionan que también
puede deberse a la formacion de DQO inerte como resultado de la actividad metabodlica de los
microorganismos. En el presente trabajo no se analizd la DQO, sin embargo, es posible
suponer la aparicion de productos derivados del metabolismo. Estos metabolitos no se espera
gue sean inertes pero si se espera que tengan algun efecto en el consumo de HXD durante un
periodo de entre 6 y 10 h, coincidiendo con la zona de no consumo de HXD o zona de
estancamiento en el consumo de HXD. Estos posibles metabolitos podrian corresponder a los
biosurfactantes que, se sabe (Tzintzun-Camacho et al 2012), producen al menos una de las
cepas del consorcio (Acinetobacter bouvetii). Los biosurfactantes podrian estar formando
emulsiones estables dificultando la transferencia de masa e incluso podrian constituir una
fuente de carbono preferencial para las bacterias del consorcio, de tal manera que el HXD
pasaria ser, al menos durante esta etapa del cultivo, una fuente de carbono alterna. Los sélidos
suspendidos (SS), que incluyen a la biomasa y exopolimeros, se midieron al final del cultivo

(46 h) y no antes debido a que la baja concentracion de estos en los primeros tiempos medidos
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en la cinética no permitieron llevar a cabo mediciones por gravimetria. Los resultados
que se muestran en la Tabla 9.1.1 incluyen la desviacion estandar de 3 repeticiones en donde

no se observan diferencias significativas.

Tabla 9.1.1. Produccién de solidos suspendidos (SS) a las 46 h
de cultivo para las cinéticas de aireacion constantes.

Ug (cms™) Produccion de SS (g L ™)
2.7 0.22 £ 0.013
0.6 0.20 + 0.009
0.37 0.19 £ 0.018

Estos resultados pueden deberse a que con las 3 velocidades ensayadas se logré la misma
concentracion final de HXD (medido a las 46 h), con los mismos rendimientos finales (base
sustrato consumido) independientemente de la velocidad de aireacion constante, aunque para
la velocidad de aireacion de 0.37 cm s™ se necesité mas tiempo probablemente debido a que
una velocidad de aireacion baja provoca una deficiente dispersion de los hidrocarburos (Vinod
y Reddy, 2006).

Estos resultados son diferentes a los obtenidos por Lizardi-Jiménez et al, 2012 ya que ellos
encuentran que la produccion de SS es proporcional al aumento de velocidad de aireacion, en
un biorreactor airlift, una concentracién inicial de HXD de 13 g L™ y las velocidades
ensayadas fueron 2.7 esta discrepancia puede explicarse debido a que estos autores encuentran
también una relacion entre la velocidad de aireacion y el consumo de HXD durante las
cinéticas, sin embargo para este trabajo la relacion entre el consumo de HXD vy la velocidad de

aireacion solo se observa para las primeras 10-12 horas.
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A partir de estos resultados se planted la hipotesis de que una estrategia de velocidades de
aireacion variable incidiria en el consumo de HXD eliminando o minimizando la etapa de

estancamiento.

9.2. Cinéticas de consumo de HXD a velocidad de aireacion variable

Con la finalidad de probar la hipétesis de que la combinacién de velocidades de aireacion
resultaba mejor, en términos de eficiencia, que la estrategia de aireacién constante y con la
expectativa de eliminar o disminuir la zona de estancamiento de consumo de HXD, se aplico
una estrategia de Ug variable como sigue: el cultivo se inici6 aplicando 2.7 cm s durante las
primeras 5 horas permitiendo con esto tener un medio mas homogéneo al inicio,
posteriormente 0.6 cm s™ durante 5 horas mas, considerando que en este tiempo el medio es
méas homogéneo por la posible presencia de los biosurfactantes y que no se requeriria una
elevada velocidad de aireacion; finalmente, después de 10 horas de iniciado el cultivo, se
aplicé una velocidad de 0.37 cm s™ hasta el final del tratamiento. En la Fig. 9.2.1 se muestra la
comparacion de la cinética realizada con velocidad de aireacion variable y la cinética realizada
con velocidad de aireacion constante de 2.7 cm s™. Se observa un comportamiento semejante
en ambas cinéticas: una zona de consumo rapido de HXD que va decreciendo a partir de las
tres horas de tratamiento hasta llegar a una zona de estancamiento de consumo que se
prolonga alrededor de diez horas. Posteriormente, se identifica otra zona en la que el HXD es
consumido hasta que se agota. Para las condiciones ensayadas se observa que las velocidades
de aireacion no tienen efecto sobre el consumo de HXD, esto representa un beneficio practico
para el proceso (ahorro de energia y costos) ya que aplicando bajas velocidades de aireacion se
obtienen los mismos resultados que aplicando una alta velocidad constante de 2.7 cm s™.

Nuestros resultados no coinciden con lo reportado por Lizardi-Jiménez et al, 2012 en donde
ellos encuentran que el cambio de velocidad de aireacion si tiene efecto sobre el consumo de
HXD, realizan un experimento en un biorreactor de 1 L con medio mineral y HXD como
fuente de carbono, a una concentracion de 13 g L™ utilizando un consorcio bacteriano

constituido por cuatro cepas, la cinética comienza con una velocidad de aireacion de 0.61 cm
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s™ a los 3 dias de cultivo se aplica una aireacion de 2.7 cm s esta cinética es comparada con
una cinética realizada a velocidad constante de 0.61 cm s y encuentran que aplicando la
estrategia de velocidad de aireacion variable el consumo de HXD es mas rapido a partir del

tercer dia.
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Figura 9.2.1. Cinéticas de consumo de HXD con Ug constante 2.7 cm s y con velocidad de
aireacion variable (2.7 cms™, 5 h; 0.6 cm s™, 5 h: 0.37 cm s, 15 h).

La discrepancia podria explicarse por la diferencia de concentraciones iniciales de HXD. En
nuestro caso en el momento que ocurre el cambio de aireacion la concentracion de HXD es ya
muy baja (alrededor de 0.2 g L™) con respecto a la inicial (1.3 g L™) por lo que el cambio en la
velocidad de aireacion ya no tiene efecto. Se midieron los sélidos suspendidos (SS) a las 46 h
para saber si la estrategia de velocidad de aireacion variable tenia efecto sobre la produccion
en comparacion con los tratamientos de aireacion constante para lo cual no se encontraron

diferencias ya que la produccién fue de 0.19 +0.02 gL ™.
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Finalmente, analizando los resultados se observa que a partir de alrededor de las 10 horas de
tratamiento el consumo de HXD es independiente de la velocidad de aireacion esto mismo se
corrobora al observar las tasas de consumo de HXD calculadas para las cinéticas a Ug
constantes y Ug variable que se muestran en la Figura 9.2.2. Las tasas de consumo se
calcularon como el cociente de las diferencias de HXD consumido entre las diferencias de

tiempo en que ocurre el consumo.
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Figura 9.2.2. Tasas de consumo de HXD para cada tiempo a Ug constantes y variable.

Para todas las cinéticas se observa una mayor tasa de consumo durante las primeras horas; se
observa también que a menor Ug se tienen menores tasas de consumo durante las primeras
horas. Las tasas de menor consumo de HXD corresponden, en todas las cinéticas al momento

en que se llega a una concentracion de alrededor de 0.2 g L™ (ver Figura 9.2.1), i.e., la etapa

42



de estancamiento de HXD. Esto sugiere que: (i) a esa concentracion se presentan problemas
con la transferencia de masa ya sea del oxigeno, de los hidrocarburos o de ambos; (ii) que
durante esta etapa se consumen preferentemente intermediarios oxidados del HXD que
podrian ser biosurfactantes y (iii) que al agotarse la fuente de carbono preferencial se restituye
el consumo del HXD lo cual explicaria el aumento de la tasa de consumo después de ser

practicamente cero.

Nuestros resultados sugieren que la tasa de consumo de HXD no depende de la velocidad de

aireacion pero si podria depender de al menos uno de los siguientes factores:

i. La falta de un nimero importante de células que consuman HXD ademas de otra
posible fuente de carbono preferencial, es decir, una limitacién biolégica.

ii. La biodisponibidad del HXD en el medio, i.e. estd presente pero en forma
emulsificada y no biodisponible para el consorcio por el efecto de los
biosurfactantes producidos por las bacterias del consorcio.

iii.  Lapresencia de biosurfactantes provoca una baja transferencia de oxigeno disuelto,
es decir, existe una limitacion de oxigeno.

iv.  La presencia de otra fuente de carbono preferencial parcialmente oxidada, derivada

del HXD, como por ejemplo los biosurfactantes.

Las primeras 3 posibles causas de la presencia de la zona de estancamiento se probaron en este
trabajo. La ultima posibilidad que se refiere al consumo preferencial de otra fuente de carbono
derivada del HXD como los biosurfactantes no se ensayd en este trabajo, sin embargo en
trabajos previos realizados en el laboratorio (Tzintzun-Camacho et al, 2012) se observaron
indicios claros del consumo de los biosurfactantes cuando se utilizaron como Unica fuente de
carbono y energia en cultivos agitados de las 4 cepas que conforman el consorcio:
Acinetobacter bouvetii y Defluvibacter lusatiensis fueron capaces de crecer a expensas de los

biosurfactantes.
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9.3. Efecto del aumento de células: reinoculacion.

Para corroborar si el reactor se encontraba limitado biolégicamente se realizd una nueva
cinética con reinoculacion a las ocho horas de cultivo, al inicio de la etapa de estancamiento

de consumo, en la Figura 9.3.1 se muestra el efecto de la reinoculacion.
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Figura 9.3.1. Cinéticas de consumo de HXD aplicando velocidad variable de aireacion y
velocidad variable mas reinoculacion a las 8 h de iniciado el cultivo.

En la Figura 9.3.1 se observa que al reinocular no se elimina ni se reduce la etapa de
estancamiento de consumo de HXD. Las dos cinéticas mostradas no son significativamente
diferentes con una confianza del 95%. Se pueden distinguir las mismas tres etapas
caracteristicas detalladas antes. Esta inesperada respuesta podria deberse a que la

reinoculacion se realiza justo cuando inicia la etapa de estancamiento que pudiera
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corresponder con la maxima concentracion de biosurfactantes en el medio asi las bacterias
reinoculadas consumirian también esta fuente de carbono; sin embargo, se esperaria que al
haber una mayor poblacién de bacterias que consuman los biosurfactantes estos se agotarian
mas rapidamente disminuyendo asi la etapa de estancamiento de consumo; esto no sucede.
Estas observaciones permiten suponer que los biosurfactantes o intermediarios de la
degradacion de HXD constituyen una importante fuente de almacenamiento de sustrato.
Recientemente, (Lin et al, 2010) se reportd en bacterias el efecto de la concentracion del
indculo inicial sobre la degradacion de naftaleno encontrando un aumento significativo en la
degradacion correspondiente al aumento de la concentracion de in6culo. En nuestro trabajo,
aungue la proporcion de las poblaciones del reinoculo se modificé con la intencién de
incrementar a las poblaciones que consumen biosurfactantes y disminuir a la que los produce,
se demostrd que la concentracion del indculo y la variante ensayada no tuvo ningun efecto en
la degradacion de HXD. Estos resultados se corroboraron al comparar las tasas de consumo de
HXD mostradas en la Figura 9.3.2.
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Figura 9.3.2. Comparacion de las tasas de consumo a Ug variable con y sin reinoculacion
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Nuestros resultados sugieren que la reinoculacion no tiene el efecto esperado ya que las dos
cinéticas de tasas de consumo no son significativamente diferentes. La produccion de solidos
suspendidos (SS), al final del cultivo con reinoculacién fue de 0.18 + 0.022 g L™, igual a los
producidos en las cinéticas con Ug constantes, ya que aunque se aumento el inoculo y se

modifico la aireacion, la concentracion de sustrato fue la misma.

Con la hipdtesis de que los biosurfactantes producidos por el consorcio se acumulan durante la
etapa de estancamiento y que el consumo de los biosurfactantes podria estar limitado por la
transferencia de oxigeno o bien que los biosurfactantes acumulados podrian constituir una
barrera difusional que limitara la transferencia de oxigeno a las células (Asgharpour et al
2010), se realizé la medicion de la tension superficial para corroborar su presencia.

9.4. Efecto de la presencia de biosurfactantes.

Para probar la hipdtesis de que la presencia de biosurfactantes podria estar afectando el
consumo de HXD se midi6 la tension superficial en una nueva cinética especialmente durante
la etapa de estancamiento del consumo de HXD. En la Figura 9.4.1 se muestra la variacion de
la concentracion de HXD y la tensién superficial expresada en Din cm™ con respecto al

tiempo, para una estrategia de Ug variable (2.7 cms™, 5 h; 0.6 cm s, 5 h; 0.37 cm s™, 26 h)
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Figura 9.4.1. Tension superficial obtenida durante la cinética a Ug variable.

En la Figura 9.4.1 se aprecia una primera etapa en donde la tensién superficial disminuye
coincidiendo con el consumo rédpido de HXD. Posiblemente debido a que el HXD se
transforma rapidamente en biosurfactantes y por eso no se detecta. El valor mas bajo para la
tension superficial se mantiene constante a lo largo de la etapa de estancamiento. Este
resultado sugiere que la formacion de emulsiones estables podria impedir el acceso de las
bacterias al HXD. A partir de las 25 h se presenta un aumento en la tension superficial
asociado a una nueva y muy clara disminucion en la concentracion de HXD esto sugiere que a
partir de este momento las emulsiones producidas pierden la estabilidad debido al consumo de
los biosurfactantes dejando asi al hidrocarburo libre haciendo suponer que el consumo
cuantitativamente mas importante del HXD se realiza a través de las formas libres, insolubles
y parcialmente dispersas en el medio de cultivo. Zhao et al en el 2011 mencionan que en

presencia de surfactantes quimicos como el Tween 80 se inhibe la biodegradacion de
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fenantreno por parte de dos cepas bacterianas, Bacillus subtilis y Pseudomona aeruginosa,
debido al secuestro de los hidrocarburos en micelas que provocan una baja biodisponibilidad,
mencionan, ademas, que los surfactantes pueden ser consumidos preferentemente o pueden

Ilegar a ser toxicos para los microorganismos.

En nuestro trabajo, los biosurfactantes producidos aparentemente no tienen mucho efecto
sobre la tension superficial ya que s6lo desciende de 73.1 a 65 Din cm™, mientras que
Khopade et al en el 2012 indican que los biosurfactantes més eficaces son capaces de reducir
la tensién superficial del agua de 72 Din cm™ a un rango entre 25-30 Din cm™.

Finalmente, la presencia de biosurfactantes tiene un claro efecto en el consumo de HXD ya sea
limitando la transferencia de oxigeno o que estos sean consumidos en lugar del HXD residual.
En la etapa de estancamiento del consumo, todo el HXD residual estaria emulsificado
(suponemos que nuestra técnica de separacion liquido-liquido rompe la emulsidn y por eso es
posible detectar HXD en el cromatdgrafo de gases) por lo que las bacterias no lo consumirian,
esto explicaria la observacion de que al restituirse la tension superficial el HXD quede
nuevamente libre y debido a esto se reanude el consumo. Para tratar de explicar,
microscopicamente, lo que ocurre durante la cinética se tomaron imagenes a 100X de muestras
a las que se les afiadio rodofila para tefiir al HXD y azul de metileno para tefiir las bacterias.
En la Figura 9.4.2 se muestran las imagenes para los diferentes tiempos de la cinética en
donde se observan las gotas de HXD en color anaranjado y las bacterias en color azul. Al
inicio de la cinética (ver Figura 9.4.2. a 'y b) claramente se distinguen las gotas de HXD vy las
células; posteriormente se muestran gotas de HXD (ver Figura 9.4.2 ¢ y d) rodeadas de
células que aparentemente estan adheridas al hidrocarburo sugiriendo que hay un consumo por
contacto directo; las micelas de HXD-biosurfactante, desafortunadamente, no se pueden
apreciar en nuestras iméagenes; sin embargo, en las muestras finales (ver Figura 9.4.2 e y f)
tampoco el HXD se resuelve con claridad. Nuestros resultados sugieren que hay un consumo
directo del HXD en las etapas iniciales del consumo, que prevalece al principio de la etapa de
estancamiento de nuestro estudio. Si fuera cierto que las células se encuentran adheridas a las
gotas de hidrocarburo esto concordaria con los resultados obtenidos por Dorobantu et al, 2004
en donde a través de microscopia de barrido de una emulsion estable aceite en agua (agua y
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HXD) observan claramente células bacterianas de Rhodococcus erythropolis adheridas en la

superficie de gotas de HXD.

Figura 9.4.2. Imagenes microscopicas obtenidas para diferentes tiempos: a. Inicio de la
cinética (t0). b. Después de 3.33 h de cultivo (t2). c. 5 h de cultivo (t3). d. 8.33 h de cultivo
(t5). e. 26.66 h de cultivo (t9) f. 46 h de cultivo (t12).
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Durante toda la experimentacion anterior solo se puede deducir que los biosurfactantes
intervienen en la presencia de esta etapa de estancamiento pero se desconoce si es porque son
consumidos preferentemente o porque limitan la transferencia de masa ya sea el transporte de
oxigeno, de la fase gas a la fase liquida o de la fase liquida a las células. Por lo que se decidid
evaluar los coeficientes volumétricos de transferencia de oxigeno, de la fase gas a la fase

liquida durante el cultivo

9.5. Variacion de k, a

Un factor importante que pudiera estar relacionado con la utilizacion del HXD como Unica
fuente de carbono y energia es la transferencia de oxigeno, en donde la presencia de
biosurfactantes podria ser un factor limitante. Para demostrar esto se midi6 el k.a a lo largo de
una cinética con velocidad de aireacion de 2.7 cm s™, y el resultado se muestra en la Figura
9.5.1 que muestra la correspondencia de la variacion de ki a con la degradacion de HXD a lo
largo de la cinética. Se observa que los valores mas bajos para k a se presentan durante la
etapa de estancamiento sugiriendo que los biosurfactantes que provocan un ligero descenso en
la tension superficial de acuerdo con lo discutido antes (ver Figura 9.4.1) interfieren también
con la transferencia de oxigeno, ya que el k a se restablece significativamente al finalizar el
estancamiento coincidiendo con el momento en el que la tensidn superficial se restablece (ver
Figura 9.4.1). Asgharpour et al en el 2010 observan, para un experimento realizado con agua
y surfactante, que la presencia del surfactante provoca un aumento en el diametro de las
burbujas y que este efecto se incrementa a Ug altas, en concordancia con los resultados de
nuestro trabajo, sugiriendo que los surfactantes limitan la transferencia de oxigeno debido a la
coalescencia de las burbujas. Ademas, si se considera que a Ug altas se favorece la
coalescencia, esto explicarfa por qué con la Ug de 2.7 cm s™ el tiempo de tratamiento se

incrementa comparado con la Ug de 0.6 cm s™.
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Figura 9.5.1 Variacion del k,a y consumo de HXD con Ug de 2.7 cm s™.

Los valores obtenidos de kia son similares a los publicados por Lizardi-Jiménez et al en el
2012 medidos en un BAL de 10 L utilizando el mismo medio mineral con una concentracion
diez veces mayor y 1.3 g L™ de HXD. Estos autores obtienen para un rango de Ug de 0.15 a
2.7 cm s valores de kia en un rango de 26.17 a 45.65 h™ analogo con lo obtenido en este
trabajo para un rango de Ug de 0.37 a 3.20 cm s™ con los que se obtuvieron valores de k.a de
3.5a535h?
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10. Conclusiones

No se puede asegurar una relacion directa entre el consumo de HXD vy el aumento de
Ug durante las primeras horas debido a la dificultad de obtener datos al inicio de las
cinéticas. EI consumo de HXD fue proporcional al aumento de Ug durante las primeras
10-12 horas; para las siguientes 34 horas, el consumo de HXD fue independiente de la

Ug. El rendimiento final de SS (base sustrato consumido) fue independiente de la Ug.

Reinocular no modificé el patron de consumo de HXD. La produccion final de SS fue

independiente de la concentracion celular en el medio.
Durante la etapa de estancamiento la tension superficial disminuyd, probablemente
debido a la presencia de biosurfactantes que podrian limitar el consumo de HXD y

disminuir k;a.

Los resultados sugieren que el mecanismo principal de consumo de HXD fue por
contacto directo de las células con el hidrocarburo.
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11. Recomendaciones

Para evitar la zona de estancamiento y llegar a la concentracién de 40 mg L™ serfa
necesario utilizar otro tratamiento justo antes de llegar a la zona de estancamiento tal

como un humedal que es un biorreactor de bajo costo.
Analizar si el HXD es mineralizado y los intermediarios que se forman son toxicos.

Para eliminar o disminuir la zona de estancamiento se puede probar Ila

desestabilizacion de las emulsiones.

Es necesario determinar con mas claridad los factores fisioldgicos, bioquimicos que
influyen en la presencia de la zona de estancamiento con la finalidad de entender el
proceso mas a fondo y de esta manera determinar si esta zona puede ser prescindida y

como.

Identificar los intermediarios producidos durante la biodegradacion de HXD vy
experimentalmente determinar si dichos compuestos inhiben la degradaciéon del

hidrocarburo o son consumidos preferentemente.
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