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ABSTRACT

This work focuses on hydrocarbons pollution evaluation in the Bitzal River, where more than
48 dead manatee bodies were found in an environmental contingency in 2018, and bioreactor
design in order to remediate the type of hydrocarbons found. The main objective of this
research is to propose a bioremedation alternative through the use of reactors. 16 compounds
belonging to different hydrocarbon fractions were identified. Pentacene (24.26 + 0.09), n.-
nonane (2.11 £ 0.96) and benzo [a] pyrene (1.39 + 0.57) were the compounds with the highest
concentration. Two culture medium: mineral medium and seawater were used. Diesel and
Mayan crude oil were used for each culture medium, with a total of four bioreactors. Diesel
as representative substrate of those light and medium fraction hydrocarbons, and Mayan
crude oil as representative substrate of heavy fraction, recalcitrant and aromatic
hydrocarbons. The maximum growth of suspended solids for diesel in mineral medium
reached 2.95 g L and diesel was completely consumed in 8 days. In seawater suspended
solids for diesel reached 2.70 g L™ and diesel was consumed in 12 days. For Mayan crude
oil in mineral medium suspended solids increased from 0.8 g L™ to 2.406 g L™ and Mayan
crude oil was completely consumed in 12 days. Using seawater, the Mayan crude oil also
degraded in 12 days and its suspended solids growth reached 2.11 g L . It was exposed that
compounds that simulate complex mixtures of hydrocarbons from light to heavy fractions
could be degraded, the use of bioreactors is an alternative to hydrocarbon pollution that

occurs in Bitzal River.



RESUMEN

Este trabajo se enfoca en los hidrocarburos como uno de los factores clave dentro de la
contingencia ambiental ocurrida en el rio Bitzal, donde fueron encontrados més de 48
cadaveres de manaties. El objetivo principal de esta investigacion fue determinar los
hidrocarburos presentes en el rio Bitzal y proponer una alternativa de biorremedacion
mediante el uso de reactores. Se identificaron 16 compuestos pertenecientes a distintas
fracciones de hidrocarburos: Pentaceno (24.2656 + 5.0911), n.-nonano (2.1184 + 0.9627) y
benzo[a]pireno (1.3978 + 0.5756) fueron los compuestos con mas alta concentracion. Se
cultivaron 4 reactores, usando como fuente de carbono, diésel como sustrato representativo
de aquellos hidrocarburos de fraccion ligera y media, y petréleo crudo maya como sustrato
representativo de hidrocarburos de fraccion pesada, recalcitrantes y aromaticos. Estos fueron
cultivados en biorreactores por columna de burbuja usando medio mineral y agua de mar.
Los sdlidos suspendidos (SS) para el diésel en medio mineral fueronde 0.8 g L2 a2.95g L
1y se logré consumir el diésel en 8 dias. En medio salino los resultados de ss fueron de 2.7
g L, la degradacion del diésel fue en 12 dias. Para el petrdleo en medio mineral los sélidos
suspendidos incrementaron de 0.8 g L™ a 2.406, el petroleo fue consumido en el dia 12.
Usando agua de mar, el petréleo también se degrado en 12 dias y sus solidos suspendidos
fueron de 2.11 g L . Se demostr6 que se pudo degradar compuestos que simulan mezclas
complejas de hidrocarburos desde fracciones ligeras hasta pesadas, el uso de biorreactores es

una alternativa ante la contaminacion de hidrocarburos que se presenta en el rio Bitzal.



1.INTRODUCCION

La actividad antropogénica ha hecho uso de diversas fuentes de energia con las cuales pueda
satisfacer sus necesidades. Estas actividades han causado impactos negativos al medio
ambiente. En los Gltimos afios se incrementd el uso y mal manejo de recursos. La
contaminacién sobre ambientes marinos y acuaticos es de interés en la actualidad. Los
contaminantes dafian el ambiente que rodea los cuerpos de agua y con ello las propiedades
naturales del entorno, uno de los principales contaminantes que se vierte sobre el agua es el
petroleo. El petr6leo es un contaminante que debido a la mala gestiobn de su uso es
comunmente vertido sobre rios, mares y lagos. Los combustibles al ser compuestos
recalcitrantes hacen que su tiempo de degradacion sea altamente nocivo y problematico para
diferentes tipos de especies.

El Golfo de México es la ruta maritima optima para el comercio y la industria petrolera. En
aguas dulces también se han presentado contingencias ambientales debido al erratico manejo
de combustibles que van desde accidentes hasta actividades ilicitas que involucran el traslado
de estos hidrocarburos, y como consecuencia de ello termina por impactar no solo la flora 'y
la fauna, sino también a comunidades que estan cerca de complejos, ductos o estaciones
petroleras. Para esta investigacion se establecid como zona de estudio el rio Bitzal, que
comunica diversas comunidades pesqueras como son Macuspana, Jonuta y Centla en el
estado de Tabasco. Dicha area esta constituida de lagos, humedales y manglares en los cuales
habitan diferentes especies animales y vegetales. Se escogié esta zona debido a la
contingencia ambiental a la cual se han sometido dichas aguas y son causa de una serie de

problemas de caracter ambiental, social y sanitario.

En esta investigacion no solo se evalGa una problematica real, sino ademas se propone una
medida de biorremediacién a través de la aplicacion de biorreactores en los cuales se
degraden los combustibles que puedan estar en el medio acuatico. El trabajo cuenta con la
metodologia necesaria para las diferentes fases de esta investigacion, asi como las diferentes

técnicas empleadas. Contiene una seccion de resultados, analisis e interpretacion de datos.



2.ANTECEDENTES

2.1. Ecosistemas acuéticos de agua dulce

Los ecosistemas acuaticos son todas aquellas aguas superficiales que se distribuyen en los
continentes. Dentro de los ecosistemas acuaticos existen, de manera general, los sistemas
I6ticos y los Iénticos (Sanchez et al., 2007). Latopografia de cada regién, y la intima relacién
entre la fuerza de gravedad de la tierra y el flujo del agua, determinan la ubicacion y limites
de las llamadas cuencas hidrolégicas superficiales (Allen y Hoekstra., 1992). La clasificacion

de los sistemas acuéticos se presenta de la siguiente forma.

Tabla 1. Clasificacion de los ecosistemas acuaticos

Tipos de ecosistemas acuaticos Ejemplo
Léticos Rio, arroyo y petén
Interiores Lénticos Lagos, lagunas y humedales.
Humedales Marisma, estero, estuario.
Costeros Sistemas de aguas Laguna costera y bahia
profundas
Marinos Arrecifes

Elaborada a partir de Cervantes Mufioz (2005).

Las zonas costeras tienen una dinamica determinada por la interfase del continente, el océano
y la atmdsfera, en la que se encuentran diversos rasgos que conforman la linea de costa, como
lagunas, estuarios, esteros, marismas, bahias, caletas, ensenadas, cenotes, aguadas y
sartenejas, entre otros (Lara et al., 2008). El agua dulce es agua en estado natural que forma
parte del ciclo del agua — lluvia, lagos, rios, agua subterranea (d'Ozouville, 2007). Los
ecosistemas lénticos son ambientes donde el agua no fluye, sino que se queda estancada, su
tamafo es variable y pueden ser lagos, estanques o charcas (agua.org.com.mx). El agua de

los ecosistemas de agua dulce puede ser de lagos, o lagunas (Sanchez, 2007). Las aguas de



los lagos pueden ser navegables (Mufioz, 2015). Los sistemas lagunares son areas de refugio,
alimentacion y reproduccion para muchas especies de gran importancia (Castafieda et
al.,2014). Los rios y arroyos de México constituyen una red hidrografica de 633 mil
kilometros de longitud (agua.org.mx). Un rio se define como una corriente natural de agua
de flujo continuo y constante, dotado de caudal y velocidad (Campoblanco y Gomero, 2000).
El agua de los rios es la base para la acuicultura, riego, recreacion, generacion eléctrica e
industrial, y parte importante del abastecimiento publico (SEMARNAT, 2015). El tema del
agua es un tema complejo y de interés colectivo, principalmente cuando las fuentes de agua,
presentan condiciones preocupantes porque son sobreexplotados, se estan contaminando y
son apropiados por intereses particulares en desventaja para poblaciones asentadas en los

territorios de interés econémico (CNDH, 2018).

2.2. Contaminacién en sistemas acuaticos

La contaminacion del agua es cualquier cambio fisico o quimico en ésta que puede afectar
adversamente a los seres vivos (Valencia et al., 2007). Los mares, rios y lagos son ser
utilizados como vertederos de diversos contaminantes (Jarquin et al., 2015) como desecho
de las actividades industriales, actividades domésticas, comerciales o agropecuarias
(CONAGUA, 2016). Existen muchos compuestos que terminan en mares o rios como los
metales pesados, los plaguicidas, los plasticos o el petroleo (Botello, 2005). La
contaminacién del agua a traves de actividades de produccion en los diferentes sistemas
acuaticos depende de la magnitud de contaminante (Landeros et al., 2012). La contaminacion
en cuerpos de agua por metales pesados plantea una de las mas severas problematicas (Reyes
etal., 2016). La acumulacion de metales pesados en las lagunas del Golfo de México, se debe
a las descargas de actividades antropicas y a procesos fisicoquimicos y ecofisiolégicos
(Lango et al., 2010). Generalmente se producen como producto de contaminacion de
efluentes industriales metales (Tejeda et al., 2014), estos son el cromo, niquel, cadmio, plomo
y mercurio (Castafieda et al., 2017). Los plaguicidas desembocan al agua por escurrimiento,
infiltracion y erosion de los suelos (Hernandez y Hansen, 2011). Las actividades que
contribuyen a contaminar las aguas subterraneas y superficiales suelen ser de caracter

agronémico (Megchun et al., 2019). La contaminacién derivada del plastico produce dafos



irreparables al planeta circunstancia que en la actualidad lejos de disminuir, se agudiza cada
dia. Se espera que para los proximos afios exista mas plastico que peces en el mar (Rojas,
2018). Las particulas de plastico son colonizadas por microorganismos, incluyendo
patdgenos, que alteran las cadenas tréficas, los ciclos de nutrientes y el equilibrio de los
ecosistemas acuéticos. En la actualidad es posible encontrar plastico en el tracto digestivo
del zooplancton y peces (Luque, 2019). El gran problema de muchos contaminantes
persistentes en agua es el grado de eliminacion o degradacion pues muchos de estos
contaminantes son altamente recalcitrantes (Ocafa et al., 2003). Uno de los contaminantes
que ocasiona constantes dafios a ecosistemas acuéticos es el petroleo (Botello, 2005), que
representan una problematica de contaminacion a nivel mundial (Olguin et al.,2007).

Cromo
Mercurio
Metales
Plomo
pesados
Plaguicidas Cadmio
Tipos de
contaminacién Plasticos Niguel

Hidrocarburos
alifaticos
Hidrocarburos

Hidrocarburos
aromaticos

Figura 1. Tipos de contaminacion del agua.

2.3. Contaminacion del agua por hidrocarburos

Los hidrocarburos son compuestos organicos que contienen carbono e hidrégeno. EI nimero
de carbonos y su estructura quimica determina su clasificacion (Hartley y Englande, 1992).
Los hidrocarburos alifaticos son de cadena lineal o ramificada y pueden ser saturados
(alcanos) o insaturados (alquenos y alquinos). Los hidrocarburos de cadenas ciclicas, pueden
ser saturados (cicloalcanos) o con uno o mas anillos bencénicos (aromaticos) (Morrison y

Boyd 1985). Los principales componentes del petréleo son los hidrocarburos (compuestos



quimicos que contienen Unicamente hidrogeno y carbono), los cuales representan el 50-98%
en relacién a la composicidn total (Botello, 1995). Los alcanos son casi totalmente insolubles
en agua debido a su baja polaridad y a su incapacidad para formar enlaces con el hidrégeno
(Olguin et al., 2007). Los hidrocarburos arométicos son liquidos o sélidos a temperatura
ambiente y sus puntos de ebullicion estan cercanos a los de los cicloalcanos correspondientes.
Al igual que los hidrocarburos descritos anteriormente, los compuestos aromaticos son poco
polares o no polares y por lo mismo, no se disuelven en agua. La union de dos anillos
bencénicos produce hidrocarburos poliaromaticos (Olguin et al., 2007). En los Gltimos afios
la industria petrolera ha crecido de forma exponencial (Valdivia, 2019). El estudio de la
contaminacién por petr6leo en los océanos mundiales y zonas costeras enfrenta dos aspectos
opuestos de las actividades humanas: primero la alteracion de los ecosistemas marinos y
segundo la innegable necesidad de preservar y proteger a los recursos marinos para nuestros
usos actuales y los de las generaciones futuras (Botello,2005). Entre los multiples factores
que afectan el ambiente estan los derramamientos, vertimientos de residuos industriales en
rios, mares y otras fuentes (Grey, 2016). Los derrames de petrdleo implican la exposicion a
una mezcla de productos quimicos, que van desde benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos a
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). En algunos derrames de petroleo, también
puede haber exposicion a otras sustancias quimicas peligrosas, como el mercurio y el vanadio
(Levy y Nasseta, 2011). Los impactos directos sobre el medio ambiente estan relacionados
con la muerte y la pérdida de las especies dentro de un ecosistema (ITOPF, 2017). Los
hidrocarburos se adhieren a las branquias de los peces, afectando su respiracion, ademas se
adhieren y destruyen las algas y el fitoplancton afectando la alimentacion y reproduccion de
la vida acuética en general (Reeves 2005); otros compuestos derivados de los combustibles
y del petroleo se adhieren a los moluscos bivalvos y algunos tipos de crustaceos (Botello,
2005). El contacto o ingesta con el agua contaminada por hidrocarburos pueden ser un riesgo
para organismos benténicos como langostas, cangrejos, estrellas de mar, u ostras (Ranjbar
Jafarabadi et al., 2017). En el caso de los HAP son altamente liposolubles y por ello son
absorbidos con rapidamente por el tracto intestinal de los mamiferos (Samanta et al., 2002).
Los estudios en animales han descrito efectos negativos sobre los pulmones, el sistema
nervioso central, el higado, los rifiones, el sistema reproductivo y el feto generalmente

después de inhalacion o ingestién de componentes de los hidrocarburos totales de petréleo



(ATSDR, 1999). Dentro del &mbito sanitario, cuando hablamos sobre la poblacion que vive
en las inmediaciones de rios, lagos o sitios contaminado de petréleo la poblacion presenta
diferentes padecimientos, en los nifios tienden a desarrollar problemas pulmonares (Salvi
2007); en los adultos que estan expuestos a estos tipos de dafios (Mastrangelo et al., 1996),
pueden generar cancer en distintos 6rganos (Boffetta et al., 1997) y problemas de tipo
psicoldgico tras exposiciones cronicas a PAH (Tormoehlen et al., 2014). El impacto de los
hidrocarburos puede permanecer durante décadas, con lo cual el riesgo de exposicién se
mantiene vigente (Olguin et al., 2009). La determinacion de hidrocarburos en agua es de
importancia para las entidades ambientales, debido a los deterioros que causan éstos al
ambiente (Castillo et al., 2013). En México se reconoce la existencia de ductos de petréleo
y tuberias de gas que atraviesan por toda la Republica Mexicana con frecuencia estos ductos
estan deteriorados y se producen derrames (Lizardi, 2011).

2.4. Contaminacion por hidrocarburos en el Golfo de México

En Mexico, cada afio desde el 2000 se han presentado en promedio 524 emergencias
ambientales, dentro de los cuales los mas comunes son el petréleo y sus derivados
(PROFEPA, 2014). En Meéxico se producen 1,674.9 miles de barriles diario, de estos el 82
% es producido en mar y 18 % en tierra (CNH, 2019). Tabasco, Veracruz y Tamaulipas son
los estados con mayor produccion de hidrocarburos en el pais solo siendo superados por la
extraccion de hidrocarburos en aguas territoriales (PEMEX, 2018). En la década pasada la
mayor produccion de petroleo se realizd en las aguas del Golfo de México debido a su
geoposicionamiento y por sus ventajas maritimas comerciales (Botello, 2005). El derrame de
hidrocarburos mas conocido en el Mar Caribe fue el ocurrido en el pozo de petroleo IXTOC
I (1979) en el Banco de Campeche. La explosion del pozo ocasiond la fuga de 30 mil barriles
diarios de petrdleo crudo ligero durante diez meses para un total de 475,000 toneladas
métricas (CONAGUA, 2014). Es el Golfo de México donde se han presentado la mayoria
de las contingencias ambientales, una de ellas ocurri6 el 20 de abril de 2010 en la plataforma
petrolera Deepwater Horizon operada por British Petroleum (BP) que provocd un incendio,
explosion y hundimiento de la plataforma (Lubchenco et al., 2011). EI 20 de abril del 2016
afio ocurrieron dos fuertes explosiones en la Planta Clorados Il del complejo Pajaritos, con

sede en Coatzacoalcos, Veracruz, que dejaron un saldo de 32 muertos, cientos de heridos, asi



como la expulsién al entorno de sustancias toxicas (Ciencia y Luz, 2016). Meses mas tarde,
el dia 24 de septiembre el buque tanque Burgos que transportaba poco méas de 160 mil barriles
de gasolina y diésel proveniente de Pajaritos (PEMEX, 2016). El buque Burgos, el cual
transportaba 167 mil barriles de combustible, explotd y derramé gran parte de su cargamento
en el mar, ocasionando dafios al parque arrecifal Veracruzano (EIl Universal, 2016). EI 27 de
octubre se constatd presencia de hidrocarburos en el Ejido Aquiles Serdan Segunda Seccion
Panga Nueva, municipio de Huimanguillo, Tabasco, por lo que se afecté un area de
aproximada 14.49 hectareas de manglar (PROFEPA, 2017). Es en Tabasco donde a partir del
afio 2018 el rio Bitzal y comunidades aledafias se han visto afectados por contingencias
ambientales no escarificadas a la fecha. Para este trabajo se hara abordard sobre los

hidrocarburos que puedan estar afectando la zona.

2.5. Contingencia en las aguas del rio Bitzal

Por los rios de Tabasco corre el 33% del total del agua nacional hacia el Golfo de México
(Borbolla et al., 2005). El agua de superficie es un recurso abundante en Tabasco, de hecho,
constituye una fuente de abastecimiento convencional (Ramos et al., 2012). El mes de mayo
del 2018 sobre el rio Bitzal se presentd una contingencia sobre sus aguas (PROFEPA, 2018),
entre el 18 de mayo y 26 de octubre de 2018, se encontraron 48 cadaveres de manaties en
Tabasco (SEMARNAT, 2018). El rio Bitzal atraviesa las localidades de Macuspana, Jonuta
y Centla, formando la subregion pantanos, esta se localiza en la parte centro-noroeste del
estado, y como su nombre lo indica, esta zona es donde se unen los rios Grijalva y
Usumacinta. La ciudad mas importante de esta sub region es la ciudad de Macuspana, a su
vez esta subregion pertenece a la region Usumacinta (Portal Tabasco). La actividad
productiva de la subregion de pantanos en Tabasco se dedica a la pesca, la agricultura y la
ganaderia. El nivel de educacion de la poblacion es basico y predominio de pobreza (INEGI,
2014). La muerte de manaties no es el Unico problema que acarrea el rio Bitzal en Tabasco.
Al menos 8 mil 500 personas de 27 comunidades de Macuspana, Centla y Jonuta se
encuentran en riesgo de enfermarse e incluso morir si no se hace nada para detener la grave
contaminacién que existe en el agua, asi lo advirtieron ambientalistas y lideres pesqueros
(Excélsior, 2018). Desde hace dos meses los habitantes de la region padecen problemas en la

piel y gastroenteritis. Los afectados comenzaron con pequefios granos que se convirtieron en



llagas. La tragedia que se conocio tras la muerte de manaties en la zona no es solo ambiental
y sanitaria (Televisa, 2018).

A los problemas ambientales y sanitarios que afectan a las comunidades aledafias a la zona
del rio Bitzal, los pobladores de las diferentes cooperativas se enfrentan a la crisis en la pesca
y acuacultura, causando un declive en la economia de los lugarefios pues estas son las
actividades econdmicas que sustentan sus familias (Excélsior, 2018). A la fecha no se ha
esclarecido la contingencia que sucede en el Bitzal sin embargo se debe prever formas de
remediar los diferentes contaminantes que puedan existir en la zona del rio Bitzal. La zona
de Macuspana y Jonuta colindan con Ciudad Pemex, un complejo petroquimico que
transporta, produce y almacena hidrocarburos. Debido a la posible presencia de
hidrocarburos en el agua del rio Bitzal es necesario determinar si estos pueden estar en
concentraciones altas y si es el caso proponer medidas de remediacidn de hidrocarburos.

Figura 2. Manaties muertos en aguas del rio Bitzal, Tabasco. (Foto propia).

2.6. Tecnologias para la remediacion de la contaminacion.

El término tecnologia de tratamiento implica cualquier operacion unitaria o serie de
operaciones unitarias que altera la composicion de una sustancia peligrosa o contaminante a
través de acciones quimicas, fisicas o bioldgicas de manera que reduzcan la toxicidad,
movilidad o volumen del material contaminado (EPA, 2001; INECC, 2007). Es importante

encontrar formas de mitigar o restaurar la contaminacion causada por hidrocarburos presentes
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en cuerpos de aguas de la zona de Bitzal. En la actualidad la tecnologia y la ciencia nos ofrece
una gama de posibilidades que permitan restaurar el dafio ocasionado a los ecosistemas
acuaticos. En este contexto se debe recalcar el valor de desarrollar tecnologias de
biorremediacién como alternativas para la recuperacion de ecosistemas y agroecosistemas
impactados (Adams, Dominguez y Garcia, 1999). Pueden considerarse tres estrategias
generales; contencion y recuperacion, quema in situ y aplicacién de dispersante. Las
tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, con base en los
siguientes principios: (i) estrategia de remediacion; (ii) lugar en que se realiza el proceso de
remediacion, y (iii) tipo de tratamiento (\VVolke y Velasco, 2002). A continuacidn, se describen
con mas detalle las clasificaciones anteriores (Van Deuren et al., 1997; EPA 2001).

Tabla 2. Clasificacion de las técnicas de remediacion.

Clasificacion de las Técnicas de remediacion

Destruccion de los contaminantes
Estrategias de remediacion Extraccion o separacion

Asilamiento del contaminante

Lugar de realizacion del In situ
proceso de remediacion

Ex situ
Tratamiento térmico

Tipo de tratamiento Tratamiento fisicoquimico

Tratamiento biolégico

Elaborado a partir de Volke & Velasco, 2002

2.7. Tipos de remediacion de contaminacion

Las técnicas de remediacion térmicas ofrecen tiempos muy rapidos de limpieza y se basan
en la implementacion de temperatura para incrementar la volatilidad (separacion), quemado,
descomposicién (destruccion) o fundicion de los contaminantes (inmovilizacion).
(EPA/540/S-97/505). Las técnicas de remediacion fisico-quimicas son generalmente
accesibles, de costo moderado y escaso periodo de tratamiento. El fundamento radica en las

propiedades de los contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o contener
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la afectacion (Sellers, 1999). Las técnicas de remediacion fisicoquimicas se pueden dividir
a su vez en fisicas y quimicas, tales como la excavacion y relleno sanitario, aspersion de aire,
dispersidn sobre el terreno, lavado de suelos, extraccion con solventes, incineracion, entre
otros (Summersgill, 2006). La mayoria de estos tratamientos solo transfieren los
contaminantes de un lugar a otro, en vez de eliminarlos (Lizardi, 2016).

La biorremediacion es una opcién que ofrece la posibilidad de destruir diversos
contaminantes mediante la actividad biol6gica. Como tal, utiliza técnicas de bajo costo y baja
tecnologia, que generalmente tienen una alta aceptacion publica y a menudo se pueden llevar
a cabo en el sitio contaminado (Vidali,2009). La biorremediacion o saneamiento biolégico
es una tecnologia basada en procesos naturales que utiliza la capacidad de algunos
microorganismos, tales como bacterias y hongos, para transformar compuestos quimicos con
la finalidad de disminuir o eliminar su condicion de peligrosidad (Araujo, 2006; Mueller et
al., 1996). Debido al interés social, ambiental y econémico para remediar los dafos
ocasionados por derrames, vertimientos o contingencias ambientales asociadas a
hidrocarburos se han empleado diferentes técnicas de remediacion. Muchos de estos
tratamientos no eliminan los compuestos contaminantes solo los transfieren de una fase a
otra (Lizardi et al., 2015).

— Temperatura

— Volatilizacion

— Térmico —

— Desorcién

— Inyeccién

—i Quimica

— Fisicoguimicos —

— Fisica

Tipos de Tratamiento para la
remediacion
|

— Plantas

— Bioldgicos — 1 Hongos

— Bacterias

Figura 3. Tipos de tratamientos de remediacion de contaminacion. Modificado de Volke & Velasco, 2002.
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El tratamiento biotecnoldgico, se consume o transforma el hidrocarburo a otra forma menos
toxica, al ser empleado como sustrato por seres vivos, ya sea planta, hongo o bacteria. Estos
organismos pueden emplearse in-situ o ex-situ, en condiciones aerobias 0 anaerobias e
incluso pueden ser del propio sitio contaminado (Volke y Velasco, 2002). Los procesos
bidticos incluyen los procesos de ingestion y transformacion llevados a cabo por seres vivos
a los que se les puede llamar biorremediadores (Hassanshahian y Cappello, 2013). Las
técnicas de biorremediacion son rentables, ambientalmente sostenibles y pueden lograr un
contaminante completo (Fuentes et al., 2014). La degradacién microbiana ha sido el proceso
principal del suelo (Supaphol et al., 2006). Varias cepas puras y consorcios microbianos
capaces de degradar los hidrocarburos han sido aislados de sitios contaminados para su
utilizacion como indculos para fines de biorremediacion del suelo (Kavitha et al. 2014). El
proceso de biorremediacion, definido como el uso de microorganismos para desintoxicar o
eliminar contaminantes debido a sus diversas capacidades metabdlicas son un método en
evolucion para la eliminacion y degradacion de productos de la industria petrolera (Medina
et al., 2005). La biodegradacién de hidrocarburos es un proceso complejo, eso depende de la
naturaleza y concentracion de hidrocarburos presentes (Das y Chandran, 2011). Se ha
demostrado la importancia de utilizar un consorcio microbiano para mejorar la degradacion
del petroleo para fines ambientales en lugar de cepas simples puras (Lizardi-Jiménez et al.,
2014). El uso de consorcios microbianos para la degradacion de hidrocarburos sirve como

una alternativa con mas ventajas para la remediacion de sitios contaminados.

2.8. Consorcios microbianos

Un Consorcio Microbiano es una asociacion 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 demés. La asociacion refleja
estilos de vida sinérgicos o sin troficos en el que el crecimiento y el flujo ciclico de nutrientes
se conduce mas efectiva y eficientemente que en poblaciones individuales (L6pez, 2007). La
biodegradacion de hidrocarburos usualmente requiere la cooperacion de varias especies
microbianas, con diferentes capacidades metabdlicas, dado que el uso de consorcios
microbianos produce un aumento en la tasa de consumo de los hidrocarburos (Ghazali, 2004).

El uso de consorcios microbianos en biorreactores puede ser una alternativa eficiente en la
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degradacion de hidrocarburos (Hernandez et al., 2018), las ventajas sobre otros procesos de

biorremediacidn pueden ser mejor aprovechados.

2.9. Biorreactor

Un biorreactor (BR) es un recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente
activo. En algunos casos, un biorreactor 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 y Gajanan,2004). Los reactores bioquimicos son ampliamente
usados sistemas de tratamiento de aguas y en algunos procesos biomédicos. (Montoya y
Bermuldez, 2003). Los biorreactores por columna de burbuja es un tipo de reactor utilizado
para el tratamiento del petrdleo y derrames, incluidos los biorreactores, que reducen los
problemas como suministro de oxigeno, variaciones de temperatura y pH, asi como
requerimientos nutricionales (Cappello et al., 2016). Los biorreactores de columna de
burbujas (BCB) se usan para evaluar la degradacion de compuestos recalcitrantes como
combustibles (Tzintzun et al., 2014). Un biorreactor por columna de burbuja contiene un
difusor de gas en la parte superior (Kantarci et al., 2005), este gas o aire es suministrado en
forma de burbujas hacia la fase liquida. (Hernandez et al., 2018). Un biorreactor usado para
la degradacion de hidrocarburos esta constituido por un sustrato el cual sera la fuente de
carbono que se pretenda consumir. Por medio de parametros como son el consumo de fuente

de carbono, el crecimiento microbiano y la emulsificacion (Lizardi et al., 2015).

Figura 4. Estructura basica de un biorreactor por columna de burbuja. 1) flujo de aire, 2) difusor de aire, 3) gotas de
hidrocarburo, 4) burbujas de aire.
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3. JUSTIFICACION

Debido a la contaminacién en el agua que se presenta en diferentes sistemas hidrologicos, a
lo largo del pais donde existen contingencias ambientales asociadas al mal manejo de
combustibles, es necesario realizar analisis que determinen la cantidad de concentracion de
hidrocarburos. Lo anterior con el fin de evaluarlas medidas de restauracion de los ecosistemas
acuaticos que puedan resultar perjudicados y de esta forma proteger el desarrollo de la cadena
tréfica. La probleméatica que se ha presentado en los alrededores del rio Bitzal en la
comunidad de Macuspana, Tabasco ha sido punto de atencion para diversos sectores del pais
debido a las diversas anomalias ocurridas dentro del entorno ambiental —social como son
mortandad de especies, aumento de enfermedad es entre otros. Las diversas actividades que
se realizan como son la pesca, la ganaderia y la agricultura entre otras puede ser una agente
clave en el origen de esta problematica. De igual forma se tiene registros de los problemas

causados por fugas de ductos de petréleo y gas natural en los Gltimos afios.

Es importante realizar un estudio no solo para determinar los hidrocarburos en el agua sino
ademas establecer una remediacién que contribuya de manera eficaz a la degradacion de
estos contaminantes que son recalcitrantes. Es por ello que en este trabajo se evaluara la
degradacion de un consorcio microbiano que sea capaz de degradar derrames en ambientes
acuaticos. He aqui la necesidad de realizar los analisis que muestren la efectividad degradante
de un consorcio microbiano. La biotecnoldgica nos ofrece la opcion de utilizar consorcios
microbianos sin causar dafios considerables al entorno acuifero comparado con otras
tecnologias mas agresivas. La implementacion de biorreactores para la degradacion de
hidrocarburos en esta zona no ha sido probada, la falta de investigacion sobre este tipo de
biorremediacion da pauta a nuevas investigaciones que comprueben la degradacion de

combustibles sobre las aguas de la zona contaminada.
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4.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la concentracion de hidrocarburos en el rio Bitzal, en Tabasco?
¢Cual serd la capacidad hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano a partir de la
identificacion de hidrocarburos determinados en el rio Bitzal de Tabaco usando un

modelo experimental?
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5.HIPOTESIS

e Existe presencia de hidrocarburos en el rio Bitzal, Tabasco.
e El uso de biorreactores degrada de manera efectiva los hidrocarburos encontrados en

el rio Bitzal.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las concentraciones de hidrocarburos en agua del rio Bitzal, Tabasco y disefiar

biorreactores como alternativa de remediacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar los hidrocarburos presentes en agua del rio Bitzal en Tabasco.

e Establecer el condicionamiento de un biorreactor por columna de burbuja para los
hidrocarburos identificados.

e Evaluar la capacidad hidrocarbonoclasta de un consorcio halotolerante para

remediacion en un biorreactor por columna de burbujas.
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7.MATERIALES Y METODOS

La estrategia experimental de trabajo se divide en 3 fases experimentales cada una descrita a
continuacion.

1. Fase de Muestreo y determinacion de hidrocarburos: En esta fase se implementaron
las estaciones de muestreo y posteriormente de su correspondiente traslado y
preparacion para ser analizadas.

2. Fase del acondicionamiento del Biorreactor por columna de burbuja: en esta fase se
realizaran los célculos correspondientes para implementar las condiciones de
operacion del Biorreactor. En esta fase también se estabiliza el consorcio microbiano.

3. Fase de Cinéticas: En esta fase se inocula en el Biorreactor y se llevan a cabo los
analisis pertinentes.

Actividades realizadas durante cada fase del trabajo experimental:

Fase de muestreo y determinacion de hidrocarburos.

Al. Recopilacion de informacion de la zona de estudio para conocer el tipo de ambiente, el
ecosistema y las especies predominantes, de igual forma conocer las actividades econdmicas
alrededor de la zona a estudiar.

A2. Viaje de prospeccion en el cual se seleccionaran las estaciones de muestreo de igual
forma estos puntos se establecen con respecto a las fuentes de descarga, viviendas o zonas
habitadas, zonas de pesca, bifurcaciones con otros cuerpos de agua, pozos petroleros y zonas
con mortandad de especies.

A3. Recoleccion de muestras y geoposicionamiento (NMX —AA-014-1980)

A4. Traslado y etiquetado de muestras (PROY-NMX-AA-121/1-SCFI-2008)

A5. Conservacion y fijacion de muestras (NOM —143 —-SEMARNAT -2003).

A6. Andlisis de los parametros basicos del agua, pH, temperatura, salinidad.

A7. Determinacion de hidrocarburos por medio de cromatografia de gases.

A8. Identificacion de picos

Fase del acondicionamiento del Biorreactor por columna de burbuja:
Al. Revision Bibliografica.

A2. Establecer el material del BR.

A3. Calculos de inoculacion

A4. Adecuacion del inoculo

Ab5. Cultivo de microorganismos

Fase de cinéticas

Al. Tomas de muestras de los biorreactores.
A2. Aplicacién de Técnicas

A3. Modelamiento matematico

A4. Andlisis e interpretacion de datos.

A5. Modelamiento matematico
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7.1.  Fase de muestreo y determinacion de hidrocarburos

7.1.1. Area de Estudio

El rio Bitzal cubre un area que abarca las comunidades de Macuspana, Jonuta y Centla. Este
alimenta varios cuerpos de agua que conectan a los diferentes pantanos y humedales. (INEGI,
2009). Es parte fundamental del sustento econémico de la zona, pues de este rio muchos
pescadores obtienen sus ingresos, las actividades econdmicas de las poblaciones aledafias al
rio Bitzal son la pesca, la acuacultura y la agricultura (Portal Tabasco).
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Figura 5. Mapa que muestra la localizacion del rio Bitzal en Tabasco. Extraido de Google Maps

7.1.2. Seleccidén de los puntos de muestreo y geoposicionamiento.

El criterio para la seleccidn de los puntos de muestreo se baso en las siguientes caracteristicas:
La localizacion de las tomas de muestras, estas fueron recolectadas en los pozos de
perforacion o las comunidades cercanas a la zona. La profundidad de las aguas, se tomaron
en la corriente del rio y bifurcaciones con otros cuerpos de agua. Se presentan las estaciones
de muestreo en la imagen 1. En ella se muestran los puntos que fueron seleccionados para el
muestreo. Las coordenadas de las muestras fueron tomadas con un gps eTrex 32x con un
margen de error de 10 m. Se muestreo en los siguientes puntos: Bifurcacion Laguna El viento
(18°13'48.98"N, 92°40'06.03"W), Laguna EIl Viento (18°13'27.97"N, 92°39'26.73"W),
Laguna ElI campo (18°12'29.01"N, 92°39'34.78"0), Tintalillo (18°09'06.16"N,

18



92°38'14.10"W), Laguna Concepcion (18°08'09.50"N, 92°36'33.47"W), La Mixteca
(18°06'16.29"N, 92°34'59.76"W), Laguna Mixtequilla (18° 04'23.03"N, 92°32'31.02"W),
Bitzal séptima seccion (18°04°29.14”N, 92°31'29.50"W), Bitzal sexta seccion
(18°03'40.31"N, 92°28'27.11"W), Pastal (18°03'01.39"N, 92°27'17.65"W), Bitzal quinta
seccion (18°03'33.79"N, 92°25'07.15"W) y La Boca del Bitzal (18°02'00.95"N,
92°23'56.60"W).
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Figura 6. Estaciones de muestreo en el area de estudio del rio Bitzal, Tabasco.

7.1.3. Recoleccion de las muestras

Se realizaron tres tomas de muestras sobre cada estacion para identificar las diferentes
fracciones de hidrocarburos, ligera, media y pesada(NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012),
estas fueron tomadas a 30 cm sobre la superficie teniendo cuidado de no tomar aire dentro
de las botellas, fueron recolectadas en frascos color ambar, estos fueron etiquetados,
transportados y refrigeradas a 4 + 2°C (NMX-AA-014-1980), posteriormente se fijaron con
HCI para obtener un pH< 2 para su lectura (NMX-AA-117-SCFI-2001). Fueron
almacenadas y etiquetas en base a la normativa correspondiente (PROY-NMX-AA-121/1-
SCFI-2008).
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Tabla 3. Puntos de muestreo con sus respectivas coordenadas.

Estacién

Referencia

Coordenadas

rxXe—TITOTMMOUOm>

Bifurcacion Laguna El viento
Laguna El Viento
Laguna El campo

Tintalillo

Laguna Concepcion

La Mixteca

Laguna Mixtequilla
Bitzal septima seccién
Bitzal sexta seccién

Pastal

Bitzal quinta seccion

Boca del Bitzal

18°13'48.98"N
18°1327.97"N
18°12'29.01"N
18°09'06.16"N
18°08'09.50"N
18°06'16.29"N
18° 04'23.03"N
18°04°29.14"N
18°03'40.31"N
18°03'01.39"N
18°03'33.79"N
18°02'00.95"N

92°40'06.03"0
92°39'26.73"0
92°39'34.78"0
92°38'14.10"0
92°36'33.47"0
92°34'59.76"0
92°32'31.02"0
92°31'29.50"0
92°28'27.11"0
92°27'17.65"0
92°25'07.15"0
92°23'56.60"0

7.1.4. Andlisis de los parametros béasicos del agua, pH, temperatura, salinidad.

Para la medicion del pH se vertio una porcion de % de la muestra sobre un vaso de precipitado
y se analizara con un potencidmetro Consor C6010. La medicion de temperatura se realizo
con un termometro de mercurio a temperatura ambiente. La salinidad se midié con un
refractometro 1824 BGS y se usa agua destilada como blanco de calibracion.

7.1.5. Tratamiento y determinacion de hidrocarburos

Se toma 1 ml de la muestra de agua, la cual se coloca en un embudo de separacion de 50 mL,
a la muestra se agrega 1 mL de solvente, hexano grado reactivo, en relacion 1:1. Se agita el
embudo durante un minuto, posteriormente se desecha el agua y se procede a extraer el
hexano con una micropipeta 1000 pL. La muestra tratada se vacia en un vial de 1 mL la cual se
inyectara posteriormente en el cromatégrafo de gases. La determinacion cuantitativa y
cualitativa de la presencia de los hidrocarburos se realizé en un cromatdgrafo de gases
Thermo Scientific 3000 con detector FID (300 °C) y una columna capilar para detectar
hidrocarburos TR-5 (30 m x 0.25mm) usando helio como gas acarreador (Ledn-Borges y
Lizardi-Jiménez, 2017). Previo al andlisis de las muestras se elaboraron curvas a diferentes
concentraciones conocidas con estandares de hidrocarburos (benceno, tolueno, decano,
hexano, hexadecano, benzo(a) pireno, fenantreno, naftaleno, eicosano, octano, pireno (Fisher
Scientific). El analisis cuantitativo se basa en la correlacion con la curva estandar del area

de los picos.
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7.2.  Fase del acondicionamiento del Biorreactor por columna de burbuja

7.2.1. Revision Bibliogréfica.

Se realizé una basqueda bibliogréfica de los tipos de biorreactor, asi como los parametros
que seran los mas éptimos para evaluar la degradacion de hidrocarburos. La bibliografia
también se us6 para conocer el funcionamiento y las caracteristicas del biorreactor con el fin

de mejorar las caracteristicas el mismo

7.2.2. Evaluacion del disefio.

Para la seleccion del material del biorreactor se selecciond de acuerdo con los tipos de
microorganismos ya que estos pueden degradar el material o por otro lado el material puede
reaccionar negativamente con la fuente de carbono provocando que el medio se adhiera a las
paredes y provoque perdidas. En este apartado también se comparan las dimensiones del
biorreactor con el fin de mejorar la degradacion de hidrocarburos, asi como de las

condiciones de operacion.

7.2.3. Consorcio microbiano

Las muestras de sedimentos se obtuvieron durante una camparia en el 2012 a bordo del buque
oceanogréafico llamado "Justo Sierra”, estas muestras de sedimentos fueron tratadas por
Garcia et al.,2018 con el fin de caracterizar las cepas existentes. El area de muestreo se ubico
en la peninsula de Yucatan, entre la longitud 90°57'30.121 " O y 86°2922.2 " O, y latitud
23°43'42.2 " N. Se obtuvieron un total de 35 muestras. El consorcio microbiano exhibid
abundancias relativamente de: Phylum Proteobacteria (79.12%), Planctomycetes (7.36%),
Actinobacteria (4.66%), Bacteroidetes (4.23%), Firmicutes (2.54%) y Acidobacteria
(1.67%). A nivel de género, Marinobacter fue el mas abundante (41,98%), seguido de
Alcanivorax (13,34%) (Garcia et al., 2019). Estas bacterias han sido reconocidas como
degradadores de hidrocarburos obligados (Yakimov et al., 2007), y se informaron
previamente en la degradacidén de compuestos y mezclas de hidrocarburos, incluido el diésel.

7.2.4. Seleccion de la fuente de carbono

Por medio de la determinacién de hidrocarburos identificados en las muestras recolectadas

en la fase de muestreo y determinacion (fase 1, apartado 7.1.5), se seleccionara un sustrato
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que sea representativo de los hidrocarburos identificados en la fuente de carbono. Este
hidrocarburo debe estar constituido por los hidrocarburos similares a los hidrocarburos
identificados, ademas de ser considerados como uno de los posibles contaminantes de la zona

de contaminada.

7.2.5. Célculos

En este apartado se realizaron los calculos correspondientes de inoculacion.
7.2.5. Inoculacion

Se utilizaron cuatro biorreactores por columna de burbuja (BCB) con una relacién de H/D =
4. A los biorreactores se les implemento un difusor en forma de L con 7 orificios de 1 mm
(Angeles et al., 2017). Los biorreactores fueron operados a una temperatura promedio de 25
°C, durante un periodo de 15 dias, inoculados con 0.8 g L™* (p/p) del consorcio microbiano
y 13 g L * de fuente de carbono (Denis et al., 2017). Al Biorreactor se le implentd un
termometro de mercurio y se tomé la temperatura, se tomé el valor de pH con un
potenciémetro Consor C6010,a un pH de 7. Se utilizaron dos medios, un medio mineral
preparando una solucion 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, et

al., 2005)., y un medio salino usando agua de mar.

7.3. Fase de evaluacion de cinéticas
7.3.1. Tomas de muestras de los biorreactores

Se tomaron muestras de 10 mL de la superficie, zona media y del fondo del biorreactor los
dias 0,2,4,6,8,10 y 14. Estas fueron recolectadas por medio de una micropipeta con puntas

previamente esterilizadas y depositadas en tubos falcon de 50 mL.

7.3.2. Técnicas y analisis de biorreactores

Las muestras como se menciond anteriormente en la seccion 7.3.1 se tomaron los dias pares
a partir del dia 0, estas muestras a analizar son los 10 mL que se toman de los BCB. Todos
los andlisis se hicieron por triplicado. Estas técnicas se describen a continuacion.

7.3.2.1. Centrifugacion
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Las muestras del BCB en tubos falcon, 10 mL descritos anteriormente en la seccién 7.3.2 d
se colocan en 3 tubos falcon con muestras del mismo BCB (Triplicados) y una solucion
isotonica (NaCl al 0.9 %) estas muestras son centrifugadas en una centrifuga con
enfriamiento modelo Hermle Z323K, durante 30 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.

7.3.2.2. Fase solida

El precipitado obtenido de la centrifugacion (apartado 7.3.2.1) fue lavado en solucion
isotdnica (NaCl 0.9 %) se analiz6 por densidad dptica (Nufiez-Reyes, 2012) y por gravimetria
(Lizardi-Jiménez et al., 2012). Estos se explican a continuacion.

7.3.2.3. Densidad optica

Se empled espectrofotometria uv- visible para medir los solidos suspendidos a 600 nm, se
empleo un espectrofotometro RayLeigh. Con la absorbancia registrada se calculo la cantidad
de SS. Para realizar el célculo se construyd una curva de calibracion con 5 distintas

concentraciones y solucion fisiolégica (NaCl 0.9 %) como blanco (Nufiez-Reyes, 2012).
7.3.2.4. Gravimetria

El precipitado lavado con solucion isotdnica, se coloco en una capsula de porcelana a peso
constante y se calentd en un horno de secado a 60 °C por 48 h. Se tomd el peso final de las
capsulas y las capsulas con las muestras asi mismo del peso de la solucion isotonica que se

empleo para el lavado para calcular el peso de los solidos (Lizardi-Jiménez et al., 2012).
7.3.2.5. Fase acuosa

La fase acuosa resultante de la centrifugacion (apartado 7.3.2.1), se utiliz6 para diferentes
tipos de analisis dependiendo el analisis se sometid a diferentes tratamientos. Esta fase sirvio

para cuantificar la actividad emulsificante y el diésel residual por densidad Optica.
7.3.2.6. Actividad emulsificante

Muestras de los sobrenadantes provenientes del biorreactor se mezclaron con diésel y

petréleo en una relacion 1:6 y se agitaron por medio de un vortex Genie 2-T Scientific
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Industries, durante dos minutos para promover la formacion de emulsiones posteriormente
se dejaron reposar las muestras tratadas durante 24 h a una temperatura ambiente. Estas
muestras se leyeron en un espectrofotometro uv-vis RayLeigh a una longitud de onda de 400
nm, como blanco se usaron medio mineral y agua de mar para los diferentes medios en los

que fueron inoculados (Garcia et al., 2019).

7.3.2.7. Hidrocarburo Residual

Previamente se realizaron barridos para determinar la longitud de onda a la cual era
detectable el diésel y el petroleo. Una vez que se establecieron intervalos de longitud de onda
mas acertados este intervalo se fue reduciendo (Evdokimov & Losev, 2007). Las lecturas
para finalmente se realizaron a 220 nm para el diésel, y a 650 nm para el petroleo en un
espectrofotometro uv-vis RaylLeigh, como blanco se usé hexano, se realizaron curvas de
calibracion para cada caso con 5 patrones o estandares preparados a diferentes

concentraciones.
7.3.3. Analisis matematico

El modelamiento matematico del crecimiento microbiano se ha utilizado para estimar
parametros (tasa de crecimiento especifica, tiempo de retraso entre otros) requerido para
estudiar el crecimiento bajo diferentes condiciones fisicas y quimicas (LOpez, et al., 2004).
Se determinaron parametros cinéticos de los microorganismos ajustando los modelos
matematicos de crecimiento microbiano Gompertz, Von Bertalanffy y Logistico (Valdivia-

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

y = anp(— exp b—ct) (1)
a
y= [1+ exp®—ct)] 2)

y = [a1/? — exp®=e0] (3)



y=1 (%) @)

Ng
ac (5)
Umax = —
1= b—1
= 6)
g
C

Siendo y la variable dependiente, se define como la variacion del logaritmo entre la poblacion
en un tiempo t (N) y la poblacién inicial (N,) (eg.4). Con lo cual se pueden tener parametros
que son bioldégicamente significativos, la tasa maxima de crecimiento (pmax), fase lag (A) y

tiempo de inflexion (Ti) en funcion del tiempo (eq. 5-7).
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8. RESULTADOSY DISCUSION

8.1. Fase de muestreo e identificacion de hidrocarburos.
8.1.1. Determinacion de parametros fisicoquimicos

Se analizaron muestras de agua para evaluar los parametros fisicoquimicos del agua. Se
puede observar que la temperatura promedio registrada es de 32.5 °C, temperatura normal
para cuerpos acuaticos de agua dulce. La mayor temperatura registrada es de 35 °C en la
Mixteca y la boca del Bitzal. EIl pH registrado promedio es de 7.5, pH de caracteristico de un
cuerpo acuatico de agua dulce. La salinidad mas alta registrada fue de 3 ppt y el promedio de
salinidad fue de 2 ppt. La mayor densidad fue de 1.005 g/L. Los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos obtenidos en las muestras de agua recolectadas del rio Bitzal, Tabasco.

Estacién  Referencia Temperatura (°C) pH Salinidad (ppt) ([;G/'\E;idad
A Bifurcacion Laguna El viento 33 7.5 3 1.003
B Laguna EI Viento 32 7.6 2 1.002
C Laguna EI campo 31 7.56 2 1.002
D Tintalillo 31 7.5 3 1.004
E Laguna Concepcion 33 7.6 2 1.002
F La Mixteca 35 7.62 2 1.002
G Laguna Mixtequilla 33 7.55 2 1.002
H Bitzal séptima seccién 33 7.54 3 1.004
I Bitzal sexta seccion 32 7.71 3 1.004
J Pastal 31 6.95 2 1.005
K Bitzal quinta seccion 31 7.49 3 1.005
L Boca del Bitzal 35 7.43 2 1.003
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8.1.2. Determinacién de hidrocarburos

Como primer objetivo se determind de forma cuantitativa y cualitativa los hidrocarburos
presentes en agua del rio Bitzal. Como se describié anteriormente en la metodologia esta
determinacion se hizo de acuerdo a una serie muestras de agua. Con el fin de conocer el
impacto de los hidrocarburos en la contingencia presentada en el rio Bitzal en la tabla 1, se
presentan los hidrocarburos determinados con mayor concentracién para cada estacion de
muestreo, asi como sus respectivas coordenadas. Se observa que los hidrocarburos mas
abundantes en las estaciones de muestreo son pentaceno,y n-nonano. El pentaceno es un
hidrocarburo de cinco anillos aromaticos perteneciente a los HPAs. No existe informacion
oficial sobre los efectos toxicoldgicos que el pentaceno pueda generar sobre los ecosistemas
acuaticos sin embargo existe evidencia que los HPAs en medios acuaticos pueden generar
dafio en la cadena trofica de los ecosistemas (Olguin et al., 2007) provocando la perdida de
distintas especies (ITOPF, 2017) ya que estos tienden a bioacumularse en distintos tipos de
organismos marinos como son los peces y los moluscos bivalvos (Botello, 2005). En
mamiferos marinos los tejidos mamarios y otros tejidos grasos pueden ser importantes
depdsitos de almacenamiento para PAHs (Wetzel et al., 2008). El n-nonano (C-9) pertenece
a los hidrocarburos alifaticos de fraccion ligera al igual que otros hidrocarburos este puede
generar bioacumulacion (Botello, 2005), la exposicion prolongada con este hidrocarburo
puede generar lesiones en la piel cuando se expone en un tiempo prolongado e irritacion de
los ojos cuando se es expuesto de forma constante (Ficha de datos de seguridad Roth, 2016).
Dentro de los hidrocarburos que también se lograr identificar esta el benzo[a]pireno, el cual
es uno de los hidrocarburos dentro del grupo de los 16 hidrocarburos aromaticos
potencialmente peligrosos y preocupantes por su persistencia, prevalecen en ecosistemas
(lgwo-Ezikpe et al., 2010), la pricipal razon de alarma se debe a que es un hidrocarburo
considerado carcinogénico (EPA, 2005). Se observa en la tabla 5 de lado derecho las
concentraciones totales por fracciones encontradas en esta investigacion, recordando que las
muestras fueron separadas para determinar los tres tipos de fracciones. Se observa que en la
mayoria de las estaciones de muestreo existe una mayor presencia de hidrocarburos de
fraccion media (hidrocarburos con carbonos de Cio a Czg), los puntos que mayor
concentracion de HFM presentan son: Laguna el Viento, laguna el Campo, laguna

Concepcidn, Laguna Mixtequilla, Bitzal sexta seccion, Pastal, Bitzal quinta seccion y la boca
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del Bitzal. Los hidrocarburos de fraccidén media son caracteristicos del diésel, combustible

considerado de fraccién media (Karlapudic et al., 2018). La zona del Bitzal es una zona

pesquera donde la principal actividad que realizan los pescadores es la pesca, como medio

de transporte usan generalmente lanchas, y la formacion de agua de sentina en el rio puede

ser un factor que puede estar contribuyendo al incremento de los niveles de hidrocarburos en

el rio Bitzal.

Tabla 5. Concentraciones mas altas por fraccion para cada estacion de muestreo. En el lado izquierdo se muestran las
concentraciones mas altas para las fracciones de hidrocarburos. (HFL= hidrocarburos fraccion ligera, HFM= hidrocarburos
de fraccion media, HFP= hidrocarburos fraccion pesada).

| e SO Feione - Conenein o
n-Nonano 131+ 1.20 HFL 2.49+0.05
A n-Nonano 1.75+1.59 HEM 3.60 +0.02
Pentaceno 554+ 2338 HFP 57.0 +0.00
Pentaceno 63.2+555 HFL 64.4 +0.15
B Pentaceno 57.6 + 56.4 HEM 60.1 +0.01
Pentaceno 26.8 + 20.8 HFP 30.1+0.00
n-Nonano 1.06 +0.00 HFL 1.02 +0.00
¢ Pentaceno 37.7+310 HFM 41.0+0.09
Pentaceno 25.9+20.18 HEP 29.9 + 0.02
n-Nonano 157+155 HEL 4.03 +0.05
D n-Nonano 1.86 +1.62 HEM 328 +0.01
n-Nonano 1.40 + 0.25 HEP 284 +0.03
n-Nonano 1.78+0.18 HFL 211+0.01
E Pentaceno 29.1£242 HFM 34.8+0.07
n-Eicosano 1.50 + 0.10 HEP 1.78 +0.01
n-Nonano 5.04+2.48 HFL 236+ 001
F Benzo[a]pireno 1.33 £ 0.71 HFM 1.86+0.00
n-Heneicosano 150 £ 0.10 HFP 220 +001
n-Nonano 1.73 + 1.50 HFEL 3.84 +0.00
G Pentaceno 63.9 + 37.2 HEM 66.7 +0.01
Pentaceno 8.07 + 4.99 HFP 10.1+0.01
n-Nonano 1.81 +1.20 HFEL 3.50 +0.02
H Pentaceno 49.6 + 47.2 HFM 53.8+0.01
Pentaceno 1.03 + 0.09 HEP 1.99 + 0.02
n-Nonano 1.89 + 0.23 HFL 3.58 +0.09
I Pentaceno 38.0+ 36.3 HFM 41.1+0.05
n-Hexacosano 165 + 148 HFP 226 +0.02
Pentaceno 20.5 £ 13.0 HFL 21.1 + 0.07
J Pentaceno 72.3 + 60.2 HFM 76.8 +0.01
Pentaceno 8.26 + 5.05 HEP 831 +0.01
n-Nonano 0.18 + 0.08 HFL 0.38 +0.00
K Pentaceno 705 £59.8 HEM 73.4 +0.07
n-Nonano 148 +1.26 HEP 268 +0.01
n-Nonano 192 + 1.62 HFL 248 +0.00
L Pentaceno 41.3+37.9 HFM 46.0 +0.00
Benzo[a]pireno 1.26 + 0.52 HFP 121+ 0.01
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La Tabla 6 muestra los hidrocarburos que se encontraron en el area de muestreo expuestos
con su concentracion promedio. Los hidrocarburos producen varios efectos sobre la salud de
la poblacidn, su exposicion prolongada puede generar dafio neuroldgico prenatal , problemas
de salud reproductiva masculina y femenina, enfermedades renales, dafio de la piel entre
otros (Ramesh et al., 2012) La presencia de enfermedades, el fallecimiento de especies, la
poca ayuda y atencion que reciben los habitantes de las regiones cercanas al rio Bitzal es una
violacion de los derechos de un medio ambiente saludable, que debe abordarse de inmediato
aqui porque es necesario implementar la biorremediacién medidas. Los puntos de muestra
estan contaminados por mezclas complejas de fracciones de hidrocarburos, por lo que se
propone para la segunda fase de este proyecto trabajar con dos fuentes de carbono como
sustrato para que puedan simular las fracciones de hidrocarburos determinadas, estos

sustratos son diésel y petroleo crudo maya.

Tabla 6. Concentraciones promedios de los hidrocarburos encontrados.

Hidrocarburos

. Concentracién Promedio
Hidrocarburo

(mg L)
Fraccién Ligera
n-Nonano 2.11 £0.96
Fraccion Media
n-Tetradecano 0.08 +£0.00
n-Pentadecano 0.03 +0.02
n-Hexadecano 0.19+0.14
n-Heptadecano 0.01£0.00
n-Octadecano 0.19 £ 0.07
Fraccion Pesada
n-Eicosano 2.82 £0.15
n-Heneicosano 0.01 +0.05
n-Docosano 0.11+£0.04
n-Tetracosano 0.16 £0.04
n - Hexacosano 0.29+£0.25
HPA’s
Pentaceno 24.26x 5.09
Carbazol 0.25+0.11
Pireno 0.26 +0.01
Criseno 0.10 +£0.08
Benzopireno 1.39 £ 0.57
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Se ha realizado estudios sobre la toxicidad del carbazol: En ratones puede generar mutaciones
y malformaciones en la cabeza de espermatozoides (Wu et al., 2016), ademas se ha observado
irritacion dérmica que vario de gravedad leve a moderada en el sitio de tratamiento de ratones.
Los puntos de muestra estan contaminados por mezclas complejas de fracciones de
hidrocarburos, por lo que se propone para la segunda fase de este proyecto trabajar con dos
fuentes de carbono como sustrato para que puedan simular las fracciones de hidrocarburos
determinadas, estos sustratos son diésel como representativo de compuestos de fraccion

media y petroleo crudo maya como combustible representativo de compuestos aromaticos.

8.2.  Acondicionamiento del Biorreactor por columna de burbuja

8.2.1. Recopilacion bibliografica

En la revision y recopilacion bibliografica se compararon las dimensiones, el volumen, el pH
y la temperatura de operacion. La bibliografia también fue indispensable para conocer las
técnicas y la metodologia empleada en la evaluacion de los pardmetros cinéticos. Se
compraron los trabajos realizados por Garcia et al., 2018 y Hernandez et al., 2018. Dichas
investigaciones hacen uso de biorreactores por columna de burbuja logrando resultados
trabajando con consorcios microbianos. En el caso del trabajo realizado por Garcia et al en
2018 logran degradar mas del 90 % del sustrato utilizado como fuente de carbono superando
a trabajos donde solo se usa un mismo tipo de cepa. Hernandez et al., 2018 también logra
degradar el sustrato en un 93%. Esta informacién fue de gran utilidad a la hora de cambiar

las dimensiones del biorreactor, pues para esta investigacion se usa un volumen mayor.

8.2.2. Seleccion del material del Biorreactor

Debido a las caracteristicas recalcitrantes de la fuente de carbono y las caracteristicas
degenerativas del consorcio microbiano se usan biorreactores de vidrio, ya que el vidrio a

diferencia de otros materiales es mas resistente a los compuestos aromaticos.

Se usaron 4 biorreactores de 50 cm de alto x 10 cm de ancho x 2 mm de grosor y un volumen
total de 3.9 L. Los biorreactores se operaron a 3.1 L, este volumen de trabajo fue obtenido
por medio de la relacién H/D = 4. Los difusores fueron de mangueras de silicon las cuales se

sostuvieron por medio de varillas de vidrio (Figura 7).
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h=50cm
r=5cm
Grosor =2 mm
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Figura 7. Dimensiones del biorreactor por columna de burbuja empleado en la degradacién de hidrocarburos

8.2.3. Caracteristicas del Consorcio Microbiano

El consorcio microbiano descrito con anterioridad en la metodologia fue cultivado en los
cuatro biorreactores. El consorcio se adaptd de forma positiva tanto en medio mineral como
en agua de mar. Tanto el diésel como el petroleo fueron degradados exitosamente, estos se

describen como mayor detalle en la fase de cinéticas.

8.2.4. Seleccion de la fuente de carbono

Se eligieron al diésel y al petroleo crudo maya como sustrato que simula las mezclas de
hidrocarburos determinados, el primero por ser considerado un combustible de lanchas que
fungen como medio de trabajo y de transporte en la zona del rio Bitzal, el diésel esta
constituido por hidrocarburos con fracciones de Cg a C»1, es considerado un combustible de
fraccion media, gran parte de los hidrocarburos identificados en el muestreo entre ellos el n-
nonano, uno de los hidrocarburos con mayor concentracion que fue encontrado. Por otra
parte, el petrdleo crudo maya fue seleccionado debido a que es un combustible conformado

por una gran cantidad de hidrocarburos, que van de Cq a C7o, es considerado un hidrocarburo

31



de fraccidn pesada, debido a que se encontraron hidrocarburos como pentaceno vy
benzo[a]pireno, se escogio este hidrocarburo como representativo de mezclas mas
recalcitrantes (ALS Life Scientific, 2014).

8.2.5. Inoculacién

Se inoculo el consorcio microbiano en los cuatro reactores por columna de burbuja junto con
13 g L de la fuente de carbono. Se usaron dos fuentes de carbono diésel y petréleo crudo
maya, como se describié anteriormente. Se realizaron 3 lotes de cada uno por lo que se
evaluaron 12 biorreactores esto con el fin de conocer la variacién que puede existir en la

degradacion con respecto a las condiciones de operacion ya mencionadas.

Para cada parametro cinético se presentan los siguientes datos: solidos suspendidos; fuente
de carbono residual y actividad emulsificante. Se presentan barras de error, evidenciando que
cada experimento se hizo por triplicado. Los parametros mencionados ayudaran en la

interpretacion de

Sumado a lo anterior se presenta un modelo matematico que describe comportamiento del
experimento, este modelo fue seleccionado por medio del coeficiente de determinacion (R?),
se aplicaron tres modelos diferentes, Gompertz, Logistico y Van Bertalanffy (Valdivia et al.,
2019), el ajuste que més se acercara a un coeficiente de determinacion 1, fue el seleccionado.
Con estos modelos se obtuvieron los valores del tiempo de retencién o fase lag (1), el tiempo
de inflexion (Ti) y la tasa maxima especifica para cada tipo de cinética (umax). Se realizaron
tres lotes diferentes denominados A, B y C para cada analisis, tres para cada medio y cada

sustrato, dando un total de evaluaciones.

8.3. FASE DE EVALUACION DE CINETICAS

8.3.1. Evaluacidn de los parametros hidrocarbonoclasta usando diésel como fuente de
carbono. LOTE A.

En esta seccibn se muestran los resultados en la evaluacion de la capacidad
hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano. Se evalué este comportamiento en dos
medios distintos: medio mineral acondicionado de forma artificial con fuente de nitrégeno y

un medio salino, agua de mar, en el cual no se agreg6 fuente de nitrégeno esto con el fin de
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conocer el desemperio y limitaciones del consorcio en el cultivo. Los resultados obtenidos se

muestran a continuacién:

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacién del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Valores de R2 del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo usando
diésel como fuente de carbono en medio mineral. El simbolo — indica un valor de R? menor a 0.5.

Diesel Medio Mineral A |

Modelos matematicos

Variable Gompertz | Logistico | Van Bertalanffy

Solidos suspendidos (R?) 097 0.99 .

Consumo de hidrocarburos (R?) 0.99 0.98 0.88
. - 2

Actividad Emulsificante (R°) 0.97 0.99 0.84

a) Medio Mineral

En la figura 8 se observa el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion del
BCB este crecimiento fue determinado por medio solidos suspendidos, entendido esto como
generacion de biomasa microbiana y metabolitos extracelulares (Hernandez et al., 2019). Los
sdlidos suspendidos aumentaron de 0.80 g L™ a 2.95 + 0.15 g L™ al finalizar el periodo de
trabajo. La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 2.07 g L™. Se ajust6 el modelo
logistico debido a que su coeficiente de determinacion fue el mas préximo a 1, con un valor
de 0.99. Se observa un incremento en los sélidos suspendidos a partir del sexto dia de
operacion esto debido al paso por la fase de adaptacion del consorcio durante los primeros
dias del cultivo. En comparacion con otro estudio (Garcia et al., 2019) donde se utiliza el
mismo consorcio microbiano podemos observar que el incremento de biomasa sucede en la
misma cantidad de dias. Se generd menos cantidad de solidos esto quizas se deba al cambio
en el volumen del reactor y tiempo que se tarda en homogeneizar es mas tardado para este
BCB. Por medio del ajuste del modelo logistico se obtuvo el valor de fase lag (1) de 0.66 d,

un tiempo de inflexion (Ti) de 2.66 d y una tasa de crecimiento maximo (pmax) de 0.31, valor

33



muy cercano a la tasa de crecimiento maximo reportado por Garcia, et al en el 2019 al usar
al hexano como fuente de carbono. Se observa que incluso después de que el diésel es
consumido existe una ligera generacion de biomasa puede interpretarse a la presencia de
microorganismos por los que esta constituido el consorcio, marinobacterias y alcanivorax
por mencionar algunos (Maneerat, 2005). producen lipidos, glucosa y (Ron & Rosenberg,
2002) lipopolisacaridos entre otros bioemulsificantes que contribuyen a la degradacion de
hidrocarburos (Sakpute et al., 2010).La degradacion del diésel a lo largo del periodo de
operacion del reactor, se inoculo inicialmente con una concentracion de 13.0 g L™ de diésel,
durante un periodo de 15 dias (figura 8), la concentracion al final del periodo de operacion
es de 0.00 gr L, como se puede observar en la gréfica los microorganismos degradan el
diésel en 8 dias, este tiempo de degradacion también fue observado en otra investigacion
donde se uso el mismo consorcio microbiano (Garcia et al., 2019). Para el octavo dia el
consorcio habria logrado degradar méas del 95 % del diésel inoculado, en este trabajo se
degrado totalmente en 8 dias. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 3.20 gr L. Para
el consumo de diesel se uso el modelo de Gompertz, este modelo matematico fue el que mas
se ajusto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacion (R?) de 0.99. El valor
del tiempo Lag (L) fue de 0.96 d tiempo en el que comienza la degradacion del diésel, el
tiempo de inflexidn (Ti) tiene un valor de 2.60 d, mientras que el valor de Qmax fue de 4.69
d1. El consorcio microbiano se adaptd en 23 h después de ser cultivado Se observa una tasa
de crecimiento mayor (Garcia et al., 2019) que en otra investigacion con el mismo consorcio
microbiano cuya pmax fue de 1.47 d. Sin embargo, sus valores A y Ti fueron mas altos siendo
4 y 5 respectivamente (Garcia et al., 2019). Para el sexto dia de operacion Garcia, et al, habian
degradado el 74.6 % del diésel, en este trabajo al sexto dia se logré degradar el 90 % de la
fuente de carbono. También se observa una mayor degradacion que otro estudio donde se
realizaron cinéticas en un BCB donde se buscd degradar crudo maya donde las cinéticas
obtenidas fueron 1=0.48 d y Qmax=0.44 d, en ese trabajo no se elimind completamente la
fuente de carbono (Hernandez et al., 2019). Se puede observar que el crecimiento de solidos
suspendidos es inversamente proporcional a la degradacion del diésel, a medida que el diésel
se degrada el aumenta el crecimiento de la biomasa, se observa que esto ocurre alrededor del
segundo dia. La degradacion del diésel a lo largo del periodo de operacion del reactor, se

inoculo inicialmente con una concentracion de 13.0 g L™ de diésel, durante un periodo de 15
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dias, la concentracion al final del periodo de operacion es de 0.00 gr L™, como se puede
observar en la gréfica los microorganismos degradan el diésel en 8 dias, este tiempo de
degradacion también fue observado en otra investigacién donde se usé el mismo consorcio
microbiano (Garcia et al., 2019). Para el octavo dia el consorcio habria logrado degradar méas
del 95 % del diésel inoculado. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 3.20 gr L. Para
el consumo de diésel se uso el modelo de Gompertz, este modelo matematico fue el que mas
se ajusté al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacion (R?) de 0.99. El valor
del tiempo Lag (A) fue de 0.96 d tiempo en el que comienza la degradacion del diésel, el
tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de 2.60 d, mientras que el valor de Qwmax fue de 4.69
d. El consorcio microbiano se adaptd en 23 h después de ser cultivado Se observa una tasa
de crecimiento mayor. que en otra investigacion con el mismo consorcio microbiano cuya
Umax fue de 1.47 d?. Sin embargo, sus valores A y Ti fueron més altos siendo 4 y 5
respectivamente (Garcia et al., 2019). Para el sexto dia de operacion Garcia, et al, habian
degradado el 74.6 % del diésel, en este trabajo al sexto dia se logré degradar el 90 % de la
fuente de carbono. También se observa una mayor degradacion que otro estudio donde se
realizaron cinéticas en un BCB donde se buscé degradar crudo maya donde las cinéticas
obtenidas fueron 1=0.48 d y Qmax=0.44 d, en ese trabajo no se elimind completamente la
fuente de carbono, esto quizas se deba porque en ese estudio se trabajo con medio salino y
se degrado crudo maya el cual es mas recalcitrante que el diésel (Hernandez et al., 2019). Se
puede observar que el crecimiento de solidos suspendidos es inversamente proporcional a la
degradacion del diésel, a medida que el diésel se degrada el aumenta el crecimiento de la

biomasa, se observa que esto ocurre alrededor del segundo dia.
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Figura 8. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo residual total y actividad emulsificante. 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 hidrocarburos. En la ordenada de la derecha se muestra la actividad emulsificante.

Tabla 8. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y medio mineral.

‘ Diésel Medio Mineral A

Parametro Sélidos suspendidos
A(d) 0.67
Mwviax (d ) 0.32
Ti (d) 2.67
Parametro Consumo de hidrocarburos
A(d) 0.96
Quax (d) 1.93
Ti (d) 2.61
Parametro Actividad emulsificante
A (d) 8.83
AEnax (d7) 6.18
Ti (d) 10.5

b) Agua de mar

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos

obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos
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matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los pardmetros biolégicos. Estos se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de R? del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo
usando diésel como fuente de carbono en agua de mar. El simbolo — indica un valor de R2 menor a 0.5.

‘ Diésel Agua de mar A

Variable Modelos matemadticos
Gompertz | Logistico | Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R%) 0.90 0.91 -
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.98 0.98 0.84
Actividad
Emulsificante (R?) 0.94 0.97 0.72

El cultivo de la biomasa se observa en términos de solidos suspendidos, estos fueron
evaluados a lo largo del periodo de operacion del BCB, 15 dias (figura 9). Los solidos
suspendidos aumentaron de 0.80 g L™ a 2.70 + 0.10 g L™ al finalizar el periodo de trabajo.
La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 2.02 g L. Se observa un incremento en los
solidos suspendidos a partir del octavo dia de operacion. En comparacion con otro estudio
(Garcia et al., 2019) donde se utiliza el mismo consorcio microbiano podemos observar que
el incremento de biomasa sucede dos dias después, de igual forma se generé menos de solidos
suspendidos en nuestro trabajo, podemos suponer que se debe al volumen del BCB, puesto
que el BCB que usamos es 3 veces mas grande que el usado por Garcia, et al, y por ende el
cultivo demoro en homogeneizarse. Por medio de un ajuste de un modelo matematico, se
obtuvieron las cinéticas, para los SS se usé el modelo logistico pues se obtuvo un coeficiente
de determinacion (R?) mas cercano a 1, con un valor de 0.910. Se obtuvo el valor de fase lag
(A) de 0.08 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 3.50 d y una tasa de crecimiento maximo (pimax)
de 0.24, mientras que Garcia et al., obtuvo un pmaxde 0.35 Se observa que en agua de mar la
fase de retencidn es mas corta que en el medio mineral, en contraste la velocidad maxima se
alcanza un dia después que en el experimento con medio mineral, en cuando a la tasa de
crecimiento maximo presenta valores menores que en el caso con medio mineral, esto se debe
a que el consorcio ha sido reportado con mejores resultados en un ambiente con fuente de
nitrégeno (Lizardi et al., 2016). Al igual que en el BCB con medio mineral se observo que la

generacion de biomasa microbiana siguié aumentando ligeramente aun cuando el diésel
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habia sido degrado esto se debe a como se explico anteriormente a la capacidad que tienen
los microorganismos presentes en el consorcio microbiano producen bioestimulantes que
contribuyen a la degradacion de hidrocarburos. Se presenta la degradacion del diésel a lo
largo del periodo de operacion del reactor usando agua de mar en un BCB, se inoculo
inicialmente con una concentracion de 13 g L™ de diésel, durante un periodo de 15 dias, la
concentracion al final del periodo de operacion es de 0.07 gr L, como se puede observar en
la gréfica los microorganismos degradan el diésel en 12 dias. Para el décimo dia el consorcio
habria logrado degradar méas del 93 % del diésel inoculado. Se obtuvo una tasa de consumo
promedio de 4.49 gr L. Para el consumo de diésel se usé el modelo de Gompertz, se realiz6
un ajuste con respecto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacion (R?) de
0.98. El valor del tiempo de retencion o tiempo Lag (A) fue de 2.52 d tiempo en el que
comienza la degradacion del diesel, el tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de 3.35 d,
mientras que el valor de Qwmax fue de 1.35 d™*. El consorcio microbiano se adapté en un tiempo
aproximado de 2 dias. Se observa una tasa de crecimiento menor que la reportada en otra
investigacion que uso diésel con agua de mar cuya pvax fue de 1.47 d* (Garcia et al., 2019),
se observan unas cinéticas mas lentas en comparacion con las cinéticas elaboradas en medio
mineral. También se observa una mayor degradacion que otro estudio donde se realizaron
cinéticas en un BCB donde se buscé degradar crudo maya donde no se elimind
completamente la fuente de carbono (Hernandez et al., 2019). La actividad emulsificante
fue evaluada durante un periodo de operacion de 15 dias en un BCB, se observé que a medida
que el diesel se degrado la actividad emulsificante iba aumentando considerablemente, el
valor de la tasa promedio de la actividad emulsificante a lo largo del periodo de operacion
del reactor fue de 10.0 g L. La actividad emulsificante durante los primeros 6 dias fue
relativamente baja, no fue hasta el octavo dia que presenta un incremento. Se uso el modelo
logistico para predecir el comportamiento experimental de la actividad emulsificante, su
coeficiente de determinacion (R?) es de 0.97. El tiempo Lag (A) tuvo un valor de 8.90 d, valor
que comprueba el tiempo que tarda la actividad emulsificante en incrementar, el tiempo de
inflexion (Ti) tuvo un valor de 11.7 d* y el valor de AEwmax fue de 5.07 d. Por medio de los
parametros obtenidos y el modelo matematico se evalia la cronologia del consorcio
microbiano cultivado en el BCB, en este se puede describir de la siguiente manera: cerca de

las 2 h aproximadamente de ser cultivado el consorcio microbiano comienza el crecimiento
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bacteriano y la produccion de biomasa (SS), 2 dias después de esto comienza la degradacion
de la fuente de carbono, en este caso el diésel. A los 3 dias y 8 h aproximadamente se
alcanzan la velocidad maxima de crecimiento y la velocidad méaxima de consumo. A los 9
dias comienza el incremento de la actividad emulsificante, a los 10 dias se comienza a
estabilizar el crecimiento de biomasa a los 11 dias se alcanza la velocidad méxima de
actividad emulsificante y en el mismo dia la degradacion del diésel es consumido. Se observa
que entre el tercer y cuarto dia posterior al cultivo comienzan a incrementar las cinéticas del
BCB. Se observa que las cinéticas en medio mineral presentan mejor rendimiento que las

cinéticas llevadas en agua de mar, sin embargo, la diferencia entre ambas es minima.
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Figura 9. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando agua de mar y diésel
como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por triplicado.
En la ordenada derecha se muestra la actividad emulsificante.
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Tabla 10. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y medio agua de mar.

‘ Diésel Medio Salino A

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.08
Hwmiax (d ) 0.24
Ti (d) 3.50
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 2.53
Quax (d™) 1.35
Ti (d) 3.35
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 8.91
AEwax (d7) 5.07
Ti (d) 11.2

8.3.2. Evaluacion de los parametros usando petroleo crudo maya como fuente de
carbono. LOTE A.

En esta seccibn se muestran los resultados en la evaluacion de la capacidad
hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano con dos diferentes medios: Medio mineral y
agua de mar. Usando petréleo crudo maya como fuente de carbono. Se evaluo el crecimiento

microbiano, el consumo de hidrocarburos y la actividad emulsificante.
a) Medio mineral

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB Los modelos con el mejor

ajuste para cada conjunto de datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos.

Tabla 11. Valores de RZ del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo
usando petréleo crudo maya como fuente de carbono en medio mineral. El simbolo —indica un valor de R menor a 0.5.

Petréleo Crudo Maya Medio Mineral A

Modelos matemadticos

Variable
Gompertz |Logistico |Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R%) 0.94 0.94 -
Consumo de

hidrocarburos (R?) 0.97 0.97 0.59

Actividad
Emulsificante (R?) 0.98 0.94 0.74
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A continuacidn, se presenta el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion
del BCB (figura 10) este crecimiento fue determinado por medio solidos suspendidos. Estas
cinéticas aumentaron de 0.8 g L™ al inicio de la operacion a 2.40 + 0.31 g L™ al finalizar el
periodo de trabajo. La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 1.82 g L. Se ajusto el
modelo logistico debido a que su coeficiente de determinacion fue 0.94. En este caso hay un
incremento de SS en el cuarto dia del cultivo, tiempo que tardo el consorcio microbiano en
adaptarse en el cultivo. Por medio del ajuste del modelo logistico se obtuvo el valor del
tiempo lag (1) de 0.37 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 0.87 d y una tasa de crecimiento
maximo (umax) de 0.61. Se observa que al igual que en los BCB que utilizaron diésel como
fuente de carbono el incremento de solidos suspendidos continuo después de los 12 dias en
los cuales el petrdleo fuel ya habia sido degrado, lo anterior se explica anteriormente como
la capacidad que tienen los microorganismos de producir bioemulsificantes. Los resultados
obtenidos en otro trabajo elaborado por Hernandez, et al. En el 2019 reportan las cinéticas
para la degradacion de crudo maya en un BCB, se reportd una remediacion de un 70 %, se
hace mencién que no se pudo eliminar el crudo en su totalidad, en comparacion con este
trabajo, los pardmetros obtenidos fueron de un tiempo lag (A) de 2.1 d y un umaxde 0.76 d*,
esto puede deberse a la diferencia que existe entre las fuentes de carbono empleadas. En la
evaluacion de la degradacion del petrdleo fuel, se inoculo inicialmente con una concentracion
de 13.0 g L de diésel, durante un periodo de 15 dias, la concentracion al final del periodo
de operacion es de 0.03 gr L, como se puede observar en la grafica los microorganismos
degradaron casi por completo el petroleo en el doceavo dia de cultivo. Se obtuvo una tasa de
consumo promedio de 4.07 gr L y degrado el 94% para el décimo dia de operacion. Para el
consumo de diésel se utilizo el modelo de Gompertz, al cual se realiz6 un ajuste con respecto
al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacion (R?) de 0.97. El valor del tiempo
de retencion o tiempo Lag (A) fue de 0.74 d tiempo en el que comienza la degradacion del
diésel, el tiempo de inflexién (Ti) tiene un valor de 1.91 d, mientras que el valor de la tasa de
consumo maximo (Qwmax) fue de 2.63 d. El consorcio microbiano se adaptd en un tiempo
aproximado de 17 h. Se comparan los resultados con el trabajo de Hernandez, et al., en donde
se obtuvo una tasa de consumo méaximo de 0.44 d* y un tiempo lag (1) 0.48 d, el consorcio

que usaron para la degradacién tardo 34 h en comenzar a degradar la fuente de carbono, en
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nuestra investigacion se observa que el consorcio microbiano utilizado comienza la
degradacion en 17 h. La degradacion de petrdleo comenz6 a acelerarse en el octavo dia para
finalmente lograrlo en el doceavo. Se evaluo la actividad emulsificante durante un periodo
de operacion de 15 dias teniendo como sustrato el petroleo crudo maya y usando medio
mineral (figura 10), a medida que el petrdleo se degrado la actividad emulsificante iba
aumentando considerablemente. La actividad emulsificante durante los primeros 4 dias fue
relativamente baja posteriormente a este dia se observaron sobre la fase acuosa y la oleosa
pequefias emulsiones suspendidas inmiscibles y la coloracién del cultivo se torné mas claro.
Los hidrocarburos cuando estan presentes en un cultivo tienden a aumentar la eficiencia de
eliminacion y la biosintesis de biosurfactantes (Martinez et al., 2015). Los bioemulsionantes
pueden emulsionar hidrocarburos mejorando su solubilidad en agua (Satpute et al., 2009). El
valor de la tasa promedio de la actividad emulsificante a lo largo del periodo de operacion
del reactor fue de 9.08 g L. Para evaluar los parametros cinéticos de la actividad
emulsificante se usé el modelo logistico con el fin de predecir el comportamiento
experimental de la actividad emulsificante, se usé este modelo matematico debido a que el
coeficiente de determinacion (R?) que mas se ajusto tuvo un valor de 0.98. El tiempo Lag (1)
tuvo un valor de 6.82 d, el tiempo de inflexion (Ti) tuvo un valor de 13.7 d* y el valor de
AEwax fue de 4.04 d. El tiempo en que la actividad emulsificante comienza es tardado
similar al del medio mineral. Por medio de los parametros cinéticos obtenidos con el modelo
matematico, se evalla la cronologia del consorcio microbiano cultivado en el BCB usando
petréleo crudo maya como fuente de carbono y medio mineral, se describen de la siguiente
manera: cerca de las 9 h aproximadamente de ser cultivado el consorcio microbiano comienza
el crecimiento bacteriano y la generacion de biomasa (SS), 6 h después de lo anterior el
consorcio comienza la degradacion de petréleo crudo maya, a las 17 h de ser cultivado. A
las 21 h aproximadamente se alcanzan la velocidad méaxima de crecimiento de biomasa, en
45 h alcanza la velocidad méaxima de consumo. Aproximadamente el dia 5 se comienza a
estabilizar el crecimiento microbiano, es a los 6 dias comienza el incremento de la actividad
emulsificante, en el décimo dia se ha degradado en mas del 90 % el petrdleo, 3 dias después
se alcanza la velocidad méaxima de actividad emulsificante y en el mismo dia la degradacion
del diésel es completamente consumido. Los parametros evaluados con diésel como fuente

de carbono muestran que los resultados de solidos suspendidos fueron mas altos en
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comparacion con los resultados donde se us6 petroleo crudo maya como fuente de carbono.
Los parametros para el petréleo se llevaron en tiempos similares, por ejemplo, el tiempo lag
de los sélidos suspendidos usando diésel como fuente de carbono fue 0.08 d y en el petréleo
de 0.37 d, ambos casos fueron inferiores a un dia de operacion, en el caso del petr6leo
podemos suponer que se debe a que este es una mezcla mas compleja con relacion al diésel.
Sin embargo, el tiempo de inflexion para el diésel fue de 2.66 d mientras que el tiempo de
inflexion para el petréleo fue 0.87 d. En términos de consumo podemos observar que el
tiempo lag del diésel fue de 0.96 mientras que para el petréleo fue de 0.74 d, en este punto
se puede entender que el sustrato en el petr6leo a pesar de ser mas recalcitrante genero un
esfuerzo en la capacidad hidrocarbonoclasta del consorcio que termino por acelerar el
periodo de adaptacion en comparacién con el diésel. En términos de actividad emulsificante
el tiempo en que demoro en incrementar fue menor en el petroleo crudo maya con respecto
al diésel, el modelamiento matematico nos dejé conocer los parametros en los cuales
podemos observar que el diésel obtuvo un valor en su tiempo lag de 8.80 d y el petréleo crudo
maya un tiempo lag de 6.82 d.
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Figura 10. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
petroleo crudo maya como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se
realizaron por triplicado. En la ordenada derecha se observan el consumo de hidrocarburos y el crecimiento microbiano y
en la ordenada izquierda se observa la actividad emulsificante.
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Tabla 12. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petrdleo
crudo maya como fuente de carbono y medio mineral.

‘ Petréleo Medio Mineral A

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.38
Hwmiax (d ) 0.62
Ti (d) 0.88
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.74
Quax (d™) 2.63
Ti (d) 1.91
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 6.83
AEwax (d7) 4.05
Ti (d) 13.7

b) Agua de mar.
Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 13.

Tabla 13. Valores de R? del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo usando
petréleo crudo maya como fuente de carbono en agua de mar. El simbolo — indica un valor de R? menor a 0.5.

Petréleo Crudo Maya Medio Salino A

, Modelos matemadticos
Variable —
Gompertz | Logistico Van Bertalanffy
Solidos
suspendidos (R?) 0.97 0.97 0.73
Consumo de

hidrocarburos (R?) 0.99 0.99 0.75

Actividad
Emulsificante (R?) 0.98 0.97 -

En la figura 11 se presenta el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion del
BCB. Los resultados en las cinéticas van del inicio del cultivo con 0.80 g L?a2.11 +0.01 g
L1 al finalizar el periodo de operacion. La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 1.82
g L. Se aplicd modelamiento matemético siendo el modelo logistico el ajustado ya que su

coeficiente de determinacién fue el mas proximo a 1, con un valor de 0.94. En este caso hay
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un incremento de SS en el cuarto dia del cultivo. Por medio del ajuste del modelo logistico
se obtuvo el valor de fase lag (1) de 0.18 d, un tiempo de inflexién (Ti) de 1.24 d y una tasa
de crecimiento maximo (umax) de 0.51. En la figura 14 se observa la evaluacion de la
degradacion del petréleo crudo maya a lo largo del periodo de operacion del BCB usando
agua de mar, se inoculo inicialmente con una concentracion de 13.0 g L de diésel, durante
un periodo de 15 dias, la concentracion al final del periodo de operacion es de 0.02 gr L™,
como se puede observar en la gréafica los microorganismos degradaron casi por completo el
petréleo en el doceavo dia de cultivo. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 3.59 gr
L* y degrado el 98 % para el décimo dia de operacion. Para el consumo de diésel se utilizd
el modelo de Gompertz, al cual se realizé un ajuste con respecto al experimento, obteniendo
un coeficiente de determinacion (R?) de 0.97. El valor del tiempo de retencion o tiempo Lag
() fue de 0.96 d tiempo en el que comienza la degradacion del diésel, el tiempo de inflexion
(Ti) tiene un valor de 2.60 d, mientras que el valor de Qwmax fue de 2.05 d. El consorcio
microbiano se adaptd en un tiempo aproximado de 23 h. Se evaluo la actividad emulsificante
durante un periodo de operacion de 15 dias teniendo como sustrato el petroleo crudo maya y
usando agua de mar como medio (figura 11), a medida que el petrdleo se degrado la actividad
emulsificante iba aumentando considerablemente, el valor de la tasa promedio de la actividad
emulsificante a lo largo del periodo de operacion del reactor fue de 9.08 g L™. Se observa
que a medida que el petroleo se consumia la actividad emulsificante se incremento, para
evaluar los parametros cinéticos de la actividad emulsificante se usé el modelo logistico para
predecir el comportamiento experimental, se uso este modelo matematico debido a que el
coeficiente de determinacion (R?) que mas se ajusto tuvo un valor de 0.98. El tiempo Lag (1)
tuvo un valor de 3.36 d, el tiempo de inflexion (Ti) tuvo un valor de 8.71 d* y el valor de
AEwsx fue de 3.02 d. El tiempo en que la actividad emulsificante tarda en incrementar
también es largo sin embargo el consorcio microbiano logra que el tiempo de retencion sea
menor que en el que se uso diésel como fuente de carbono. Con los parametros obtenidos
por el modelo matematico, se evalta la cronologia del consorcio microbiano cultivado en el
BCB usando petréleo como fuente de carbono y agua de mar como medio, lo anterior se
describe de la siguiente manera: cerca de las 4 h aproximadamente de ser cultivado el
consorcio microbiano comienza la generacién de biomasa (SS), a las 23 del cultivo el

consorcio microbiano comienza la degradacion del petréleo crudo maya. Un dia y 5 h
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después se alcanzan la velocidad maxima de crecimiento de biomasa, en dos dias y 15 h se
alcanza la velocidad de consumo. Después del octavo dia se comienza a estabilizar el
crecimiento microbiano, en ese mismo dia se ve un incremento en la degradacion, eliminando
en un 90% al petroleo crudo maya, también en el octavo dia se alcanza la velocidad méaxima
de actividad emulsificante y dos dias después el diésel es completamente consumido. Existe
similitud entre los resultados evaluados en agua de mar y usando dos fuentes de carbono
distintas, diésel y petrdleo crudo maya. Los parametros obtenidos con diésel como fuente de
carbono muestran que los resultados de solidos suspendidos fueron més altos en comparacion
con los resultados donde se uso petréleo crudo maya como fuente de carbono. Las cinéticas
para el petrdleo se llevaron en tiempos similares, por ejemplo, el tiempo lag de los s6lidos
suspendidos usando diésel como fuente de carbono fue 0.08 d y en el petr6leo de 0.18 d,
ambos casos fueron inferiores a un dia de operacion tan solo separados por 3 horas, en el
caso del petréleo podemos suponer que se debe a que este es una mezcla mas compleja con
relacion al diésel. Sin embargo, el tiempo de inflexion para el diésel fue de 3.5 d mientras
que el tiempo de inflexion para el petroleo fue 1.14 d. En términos de consumo podemos
observar que el tiempo lag del diésel fue de 2.52 mientras que para el petrdleo fue de 0.96 d,
podemos observar que existe una similitud entre los resultados registrados con medio
mineral, en este punto se puede entender que el sustrato en el petroleo a pesar de ser mas
recalcitrante genero un esfuerzo en la capacidad hidrocarbonoclasta del consorcio que
termino por acelerar el periodo de adaptacion en comparacion con el diésel, sustrato con el
cual las bacterias ya habian estado familiarizadas en otra investigacion anterior (Garcia, et
al., 2019). En la actividad emulsificante el tiempo en que demoro en incrementar fue menor
en el petréleo crudo maya con respecto al diésel, el modelamiento matematico nos dejo
conocer los parametros en las cuales podemos observar, el diésel obtuvo un valor en su
tiempo lag de 8.91 d y el petréleo crudo maya un tiempo lag de 3.36 d. En ambos casos
podemos ver una ligera variacion de tiempo, sin embargo, el tiempo que tarda en incrementar
la actividad emulsificante se la relaciona con el tiempo que tarda en degradar la fuente de
carbono. Con respecto a la comparacion que existe entre los dos medios usando como sustrato
petréleo crudo maya se observa que los resultados en los sélidos suspendidos fueron

ligeramente superiores en agua de mar, la degradacion de petroleo se logro de igual forma
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para ambos medios con una variacion final de 0.02 + 0.01 g L. La actividad emulsificante

tiene un valor que va de 25.5 + 24.2 para medio mineral y agua de mar respectivamente.
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Figura 11. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando agua de mar y
petréleo crudo mayal como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se
realizaron por triplicado. En la ordenada derecha se observan el consumo de hidrocarburos y el crecimiento microbiano, en
la ordenada izquierda se observa la actividad emulsificante.

Tabla 14. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y agua de mar.

Petroleo Medio Salino A

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.19
uMax (d?) 0.51
Ti (d) 1.24
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.96
QMax (d?) 2.06
Ti (d) 2.61
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 3.37
AEMax (d?) 3.03
Ti (d) 8.72
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8.3.4. Evaluacion de los parametros hidrocarbonoclasta usando diésel como fuente de
carbono. LOTE B.

En esta secciobn se muestran los resultados en la evaluacion de la capacidad
hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano con dos diferentes medios: Medio mineral y
agua de mar. Usando diésel crudo maya como fuente de carbono. Se evallo el crecimiento

microbiano, el consumo de hidrocarburos y la actividad emulsificante.

a) Medio mineral
Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacién del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 15.

Tabla 15. Valores de R? del ajuste de modelos mateméaticos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo
usando diésel como fuente de carbono en medio mineral. El simbolo — indica un valor de R>menor a 0.5.

Diésel Medio Mineral B ‘

Modelos matemadticos

Variable —
Gompertz | Logistico |Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R?) 0.84 0.96 0.77
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.99 0.99 0.65
Actividad Emulsificante
(R?) 0.96 0.98 0.78

La Figura 12 muestra el crecimiento microbiano evaluado en sélidos en suspension. Los
sdlidos suspendidos aumentaron de 0.80 g L™ a 2.90 g L™. La tasa promedio de solidos en
suspension fue 2.41 g L™. Se utilizd el modelo logistico con un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.96. Se observa un comportamiento estable a partir del segundo dia de operacion.
Mediante el ajuste del modelo logistico, se obtuvo el valor de la fase de retraso (A) de 0.13 d,
un tiempo de inflexion (Ti) de 1.13 d y una tasa de crecimiento maxima (pmax) de 0.85 d.
Se observa que incluso después de consumir diesel hay una ligera generacién de biomasa.
Los géneros para los que esta constituido el consorcio marinobacter y alcanivorax producen
lipidos de glucosa y lipopolisacaridos entre otros bioemulsionantes que estimulan el

crecimiento microbiano. Se degrado una concentracion de 13.0 g L de diésel a una
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concentracion final de 0.00 gr L. Diésel degradado en 8 dias, mismo periodo que el lote A.
Se obtuvo una tasa promedio de consumo de 2.86 g L. EI modelo Gompertz se utilizd para
el consumo de diesel, con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.99. El valor de tiempo
Lag () fue 0.94 d tiempo en el que comienza la degradacion del diésel, el tiempo de inflexién
(Ti) tiene un valor de 2.19 d y la tasa de consumo maximo (Qwmax) de 1.85 d. El consorcio
microbiano se adaptd dentro de las 22 h posteriores al cultivo. La actividad emulsionante
resulté con valores de 0.05 a 20.9. La tasa promedio de actividad emulsionante durante el
periodo de operacion del reactor fue de 8.66 g L*. La actividad emulsionante fue
incrementando a lo largo del periodo de operacién. Al igual que en el lote A se observaron
pequefias emulsiones suspendidas en la fase acuosa y la oleosa, esto se debe a que los
microorganismos que producen biosurfactantes crean su propio microambiente y promueven
la emulsificacion. ElI modelo logistico se utilizo para predecir el comportamiento
experimental de la actividad emulsionante, el coeficiente de determinacion (R?) fue de 0.98.
El tiempo de retraso (1) fue de 8.41 d, el tiempo de inflexion (Ti) fue de 10.0 d, y AEwmax fue
de 6.49 d. Los parametros anteriores permiten conocer el comportamiento del cultivo a lo
largo del periodo de operacion: en 3 h después del cultivo, el consorcio microbiano comienza
con el crecimiento microbiano, 22 h después de que comienza la degradacion del diésel. Al
siguiente dia del cultivo se alcanza la tasa maxima de crecimiento. 2 dias y 4 h después surge
la velocidad méaxima de consumo. A los 7 dias y 18 h comienza el aumento de la actividad
emulsificante. En 10 dias se alcanza la velocidad maxima de la actividad emulsionante y en

el mismo dia se consume el diésel.
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Figura 12. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
diésel como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada derecha se observa el consumo de hidrocarburo y el crecimiento microbiano, en la ordenada
izquierda se muestra la actividad emulsificante.

Tabla 16. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como

fuente de carbono y medio mineral.

Diésel Medio Mineral B

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.13
Mwviax (d ) 0.85
Ti (d) 1.13
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.94
Quiax (d) 1.85
Ti (d) 2.19
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 8.41
AEnax (d7) 6.49
Ti (d) 10.00

b) Agua de mar

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos

obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos

50



matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los pardmetros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 17.

Tabla 17. Valores de R%del ajuste de modelos matematicos a los datos experimentales durante el periodo de trabajo
usando diésel como fuente de carbono en agua de mar. El simbolo — indica un valor de R? menor a 0.5.

‘ Agua de mar B

Variable Modelos matemadticos
Gompertz | Logistico | Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R%) 0.9636 0.982 0.7595
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.9885| 0.9805 0.8609
Actividad
Emulsificante (R?) 0.9606 0.9919 | -

Los sdlidos suspendidos (SS) incrementaron de 0.80 g L a 2.78 g L durante el periodo de
operacion del biorreactor (figura 13). La tasa promedio que se presentd para los sélidos en
suspension fue de 1.94 g L. EI modelo logistico se utilizd para describir el comportamiento
de los SS con un valor de R? de 0.98. Se obtuvo el tiempo de retraso (A) de 0.59 d, un tiempo
de inflexion (Ti) de 3.33 d y una tasa de crecimiento maxima (umax) de 0.26 d. Los
resultados obtenidos en la evaluacion del consumo del diésel incrementaron de 13.0gL* a
0.07 g L%, el consumo de diésel se logré en 14 dias (figura 13). Para el décimo dia, el
consorcio habria logrado degradar mas del 93.3 % del diésel. Se obtuvo una tasa de consumo
promedio de 4.36 g L. Se utiliz6 el modelo logistico con un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.98 para describir el comportamiento del experimento. El tiempo lag () fue de 1.74
d, el tiempo de inflexion (Ti) de 3.53d, y la tasa maxima de consumo de hidrocarburos (Qmax)
fue de 1.35 d!. Los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad emulsificante
fueron: Se alcanzé un valor de 19.86. La tasa promedio de actividad emulsificante fue de
8.48. La actividad emulsionante durante los primeros 4 dias fue baja, al sexto dia presenté
un aumento. ElI modelo logistico se utilizo para predecir el comportamiento experimental de
la actividad emulsionante, su coeficiente de determinacion (R?) es 0.99. El tiempo de retraso
(M) tuvo un valor de 7.79 d, el tiempo de inflexion (Ti) un valor de 9.27 d?, y la tasa maxima
de actividad emulsionante (AEwmax) fue 6.70 d. Los parametros anteriores permiten conocer
el comportamiento del cultivo en el tiempo: en 17 h después del cultivo, el consorcio

microbiano comienza con el crecimiento microbiano, 42 h después de que comienza la
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degradacion del diésel. A los 3 dias y 7 h se alcanza la tasa maxima de crecimiento y 5 h
después de lo anterior surge la velocidad maxima de consumo. A los 7 dias comienza el
aumento de la actividad emulsificante, a los 8 dias se estabiliza el crecimiento de la biomasa,
en 9 dias se alcanza la velocidad maxima de la actividad emulsionante y en 14 dias se

consume el diésel totalmente.
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Figura 13. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio agua de mar
y diésel como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada derecha se muestran el consumo de hidrocarburos y el crecimiento microbiano, en la ordenada
izquierda la actividad emulsificante.

Tabla 18. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y agua de mar.

Diésel Medio Salino B

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.59
Hmax (d7?) 0.26
Ti (d) 3.33
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 1.74
Quiax (d7) 1.35
Ti (d) 3.53
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 7.79
AEnax (d7) 6.70
Ti (d) 9.27
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3.3.4. Evaluacion de los parametros hidrocarbonoclasta usando petréleo crudo maya
como fuente de carbono. LOTE B.

En esta seccion se muestran los resultados en la evaluacién de la capacidad
hidrocarbonoclasta de un consorcio microbiano con dos diferentes medios: Medio mineral y

agua de mar. Usando diésel crudo maya como fuente de carbono. Se evallo el crecimiento

microbiano, el consumo de hidrocarburos y la actividad emulsificante.

a) Medio Mineral
Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacién del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 19.

Tabla 19. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y medio mineral.

Petroleo Crudo Maya Medio Mineral B

Variable Modelos matematicos
Gompertz | Logistico |Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R) 0.974| 0.9237 ;
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.8366|  0.9607 0.5585
Actividad
Emulsificante (R?) 0.9825|  0.9245 0.7131

Los sdlidos suspendidos (SS) incrementaron de 0.80 g L™ a 2.45 g L™ durante el periodo de
operacion del biorreactor. La tasa promedio que se presento para los solidos en suspension
fue de 1.90 g L. Se observa un aumento constante a lo largo del periodo que se opero el
biorreactor, los solidos suspendidos incrementaron ligeramente a partir del cuarto dia. El
modelo Gompertz se utilizé para describir el comportamiento de los SS con un valor de R?
de 0.97. Se obtuvo el tiempo de retraso (1) de 0.75 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 1.75d y
una tasa de crecimiento maxima (pmax) de 0.36 d*. EI consumo de petréleo maximo que se
logro en el biorreactor fue de una concentracion 13 g L a una concentracion de 0.01 g L,
los microorganismos degradaron el sustrato en el décimo dia de cultivo. Se obtuvo una tasa
de consumo promedio de 4.07 gr L™ y se degrado el 94% para el décimo dia de operacion.

Se utilizé el modelo logistico con R? de 0.96. El tiempo Lag (1) de 0.75 d, el tiempo de
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inflexion (Ti) un valor de 1.91 d, mientras que el valor de la tasa de consumo maximo (Qmax)
fue de 2.63 d. El consorcio microbiano se adapté en un tiempo de 17 h. El valor maximo
alcanzado por la actividad emulsificante fue de 25.5. La tasa promedio de la actividad
emulsificante fue de 9.24 g L. Se us6 el modelo Gompertz con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.98. El tiempo Lag (1) fue de 3.20 d, el tiempo de inflexion (Ti) un
valor de 8.20 d!' y la tasa de actividad emulsificante maxima (AEmax) fue de 1.99 d. Se
evalla la cronologia del consorcio microbiano cultivado en el BCB usando petrdleo como
fuente de carbono y medio mineral: a las 18 h aproximadamente de ser cultivado el consorcio
microbiano comienza el crecimiento bacteriano y la generacion de biomasa (SS) y en el
mismo tiempo el consorcio comienza la degradacion de petréleo crudo maya. Undiay 18 h
se alcanzan la velocidad maxima de crecimiento de biomasa. Un dia y 23 h después el
consorcio alcanza la velocidad méaxima de consumo. Tres dias después comienza a
emulsionar. En el octavo dia se alcanza la velocidad maxima de la actividad y diez dias

después el petréleo crudo maya fue consumido.
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Figura 14. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
petroleo crudo maya como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se
realizaron por triplicado. En la ordenada derecha se muestran petrdleo crudo maya, ordenada izquierda de actividad
emulsificante.
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Tabla 20. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como

fuente de carbono y medio mineral.

‘ Petréleo Medio Mineral B

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.75
Hwmiax (d ) 0.36
Ti (d) 1.75
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.93
Quviax (d™) 2.92
Ti (d) 1.73
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 3.20
AEwax (d7) 1.99
Ti (d) 8.20

b) Agua de mar
Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 21.

Tabla 21. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y agua de mar. El simbolo “~“indica el un valor de R? menor a 0.5.

Petréleo Crudo Maya Medio Salino B

, Modelos matemadticos
Variable
Gompertz |Logistico | Van Bertalanffy

Solidos suspendidos

(R?) 0.9859 | 0.9884 0.5043

Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.9928 | 0.9925 0.6972
Actividad

Emulsificante (R?) 0.9859 0.9653 B}

El crecimiento maximo de solidos suspendidos (SS) alcanzado fue de 2.72 g L. La tasa
promedio de solidos suspendidos fue de 1.21 g L. Se aplicé el modelo logistico cuyo
coeficiente de determinacion fue 0.98. En este caso hay un incremento de SS en el cuarto dia
del cultivo. Eltiempo lag (1) de 0.45 d, un tiempo de inflexién (Ti) de 1.37 d y una tasa de

crecimiento maximo (umax) de 0.51. EI consumo de petréleo crudo maya fue de 0.01 g L™,
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los microorganismos degradaron el sustrato en el duodécimo dia de cultivo. Se obtuvo una
tasa de consumo promedio de 3.72 gr L%, Se utiliz6 el modelo Gompertz con R? de 0.99. El
tiempo de retraso (A) de 0.71 d, el tiempo de inflexion (Ti) un valor de 2.86 d, mientras que
el valor de la tasa de consumo méaximo (Qwax) fue 2.06 d. El consorcio microbiano se adapté
en un tiempo de 17 h. La actividad emulsionante resulté con un valor maximo de 21.5. La
tasa promedio de actividad emulsionante durante el periodo de operacion del reactor fue de
8.77 g L. La actividad emulsionante durante los cuatro dias fue baja, en el sexto dia aumenta
el tiempo en que se degrada el diésel. EI modelo logistico se utilizd para predecir el
comportamiento experimental de la actividad emulsionante, el coeficiente de determinacion
(R?) fue de 0.99. El tiempo de retraso (A) fue de 7.19 d, el tiempo de inflexion (Ti) fue de
9.27 d, y AEwmax fue de 4.91 d*. Los parametros evaluados muestran la cronologia del cultivo:
a las 10 h del cultivo, el consorcio comienza el crecimiento bacteriano (SS). En 17 h comienza
la degradacion del diésel. A los 8 dias comienza el aumento de la actividad emulsionante. Un
dia 8 h se observa la velocidad méaxima alcanzada de los olidos suspendidos. En 2 y 21 se
alcanza la velocidad maxima alcanzada en el consumo de diesel. A los siete dias comienza

la emulsificacion, en el décimo dia se degrada el diéesel.
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Figura 15. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando agua de mar y
petroleo crudo maya como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se
realizaron por triplicado. En las ordenadas de la derecha se observan el consumo de hidrocarburos y el crecimiento
microbiana. En las ordenadas de la izquierda se observa la unidad emulsificante.
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Tabla 22. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petrdleo
crudo maya como fuente de carbono y agua de mar.

Petréleo Medio Salino B

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.45
Hwmiax (d ) 0.51
Ti (d) 1.37
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.71
Quax (d™) 2.06
Ti (d) 2.86
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 3.20
AEwax (d7) 1.99
Ti (d) 8.20

3.3.5. Evaluacion de los parametros hidrocarbonoclasta usando diésel como fuente de

carbono. LOTE C.

a) Medio mineral

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos

obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos

matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 23.

Tabla 23. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como

fuente de carbono y medio mineral. El simbolo *“- “indica el un valor de R? menor a 0.5.

Diésel Medio Mineral C

, Modelos matemadticos
Variable
Gompertz | Logistico | Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R%) 0.96 0.95 0.78
Consumo de

hidrocarburos (R?) 0.97 0.99 0.58

Actividad
Emulsificante (R?) 0.98 0.99 0.61

Se observan los sélidos suspendidos (SS) en un BCB donde se us6 diésel como fuente de

carbono y medio durante un periodo de 15 dias. La produccion inicial de la suspensién fue
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de 0.80 g L, esta biomasa incremento durante los siguientes dias hasta el fin de la operacion
con un valor de 2.94 g L. Se present6 una tasa promedio de 2.38 g L, el crecimiento de
solidos suspendidos se mantiene constante a lo largo del periodo de operacidn, esto no parece
limitarse incluso al final de la operacion debido a la produccién de bioemulsificantes por
parte de los microorganismos. Se usdé el modelo de Gompertz para predecir el
comportamiento de los sélidos suspendidos teniendo un coeficiente de relacion (R?) de 0.96.
El tiempo Lag (A) fue de 0.56 dias en ese tiempo los microrganismos inician su fase de
crecimiento. Mientras el tiempo de inflexién (Ti) fue de 0.71 dias, por su parte pmax fue de
0.77 d*. El consumo del diésel a lo largo del periodo de operacion del reactor, se inoculo
inicialmente con una concentracion de 13.0 g L™ de diésel, durante un periodo de 15 dias, la
concentracion al final del periodo de operacion es de 0.00 gr L, de hecho como se puede
observar en la grafica los microorganismos degradan el diésel en 8 dias, justo como los lotes
Ay B. Para el octavo dia el consorcio habria logrado degradar mas del 95 % del diésel
inoculado. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 2.80 gr L*. Para el consumo de diésel
se usé el modelo Logistico pues fue el que mas se ajusté al experimento, obteniendo un
coeficiente de determinacion (R?) de 0.99. El valor del tiempo Lag (1) fue de 0.76 d tiempo
en el que comienza la degradacion del diésel, el tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de
1.24 d, mientras que el valor de Qwmax fue de 3.86 d™. Se evalué la actividad emulsificante
cuyo mayor valor registrado fue de 21.5. El valor de la tasa promedio de la actividad
emulsificante a lo largo del periodo de operacion del reactor fue de 8.77 g L. La actividad
emulsificante durante los primeros 4 dias fue relativamente baja, no fue hasta el sexto dia
que esta tiene un incremento. Se usé el modelo logistico para predecir el comportamiento
experimental de la actividad emulsificante, el coficiente de determinacion (R?) que mas se
ajusto tuvo un valor de 0.99. El tiempo Lag (A) tuvo un valor de 10.2 d, valor que comprueba
el tiempo que tarda la actividad emulsificante en incrementar, el tiempo de inflexion (Ti)
tuvo un valor de 13.4 d?, y el valor de AEwmax fue de 6.11 d* segln los valores obtenidos por
medio del modelo logistico. Por medio de los parametros cinéticos obtenidos y el modelo
matematico se evalla la cronologia del consorcio microbiano cultivado en el BCB, en este
se puede describir de la siguiente manera: cerca de las 13 h aproximadamente de ser cultivado
el consorcio microbiano comienza el crecimiento bacteriano y la produccion de biomasa

(SS), 4 h después alcanza la velocidad, maxima de crecimiento. En 18 h dias comienza la

58



degradacion de la fuente de carbono, en este caso el diésel. Al diay 5 h alcanza la velocidad
méaxima de consumo. En 6 dias y 2 h comienza el incremento de la actividad emulsificante,

a los 8 dias se degrada el diésel.
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Figura 16. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
diésel como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada de la derecha se observan el diésel y el crecimiento microbiano. En la ordenada de la izquierda

se observa la actividad emulsificante.

Tabla 24. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y medio mineral.

Diésel Medio Mineral C ‘

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.56

Hmax (d7) 0.77

Ti (d) 0.71
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.76

Quviax (d™) 3.86

Ti (d) 1.24
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 10.23

AEnax (d7) 6.11

Ti (d) 13.5

b) Agua de mar
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Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacién del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los pardmetros biolégicos. Estos se describen en la tabla 25.

Tabla 25. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y agua de mar.. El simbolo “- “indica el un valor de R? menor a 0.5.

Diésel Medio Salino C

Variable Modelos matemadticos
Gompertz | Logistico | Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R?) 0.92 0.91 0.79
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.98 0.98 0.54
Actividad
Emulsificante (R?) 0.97 0.98 -

A continuacion, se presenta el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion
del BCB este crecimiento fue determinado por medio solidos suspendidos. El crecimiento
microbiano registrado fue de 2.64 g L. Se ajusté el modelo de Gompertz debido a que su
coeficiente de determinacion fue 0.92. la tasa promedio de crecimiento microbiano fue de
1.68 g L%, Por medio del ajuste del modelo de Gompertz se obtuvo el valor de la fase lag (1)
de 0.59 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 0.26 d y una tasa de crecimiento maximo (umax) de
3.33 d. En la evaluacion diesél, se inoculo inicialmente con una concentracion de 13 g L
de diésel, durante un periodo de 15 dias, la concentracion al final del periodo de operacion
es de 0.00 gr L. Como se puede observar en la grafica los microorganismos degradaron mas
del 95 % de la fuente de carbono en 8 dias. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 2.94
gr L. Para el consumo de diésel se utilizé el modelo logistico, obteniendo un coeficiente de
determinacion (R?) de 0.98. El valor del tiempo de retencion o tiempo Lag () fue de 0.14, el
tiempo de inflexién (Ti) tiene un valor de 1.30 d, mientras que el valor de la tasa de consumo
maximo (Qwmax) fue de 2.63 d*. La actividad emulsificante alcanzo un valor maximo de 21.5.
La actividad emulsificante durante los primeros 4 dias fue relativamente baja posteriormente
a este dia se observaron sobre la fase acuosa y la oleosa pequefias emulsiones suspendidas
inmiscibles y la coloracion del cultivo se torn6 mas claro. Los bioemulsionantes pueden

emulsionar hidrocarburos mejorando su solubilidad en agua. El valor de la tasa promedio de
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la actividad emulsificante a lo largo del periodo de operacion del reactor fue de 8.28 g L.
Para evaluar los pardmetros de la actividad emulsificante se usd el modelo logistico ,el
coeficiente de determinacion (R?) que mas se ajusto tuvo un valor de 0.98. El tiempo Lag (X)
tuvo un valor de 7.19 d, el tiempo de inflexion (Ti) tuvo un valor de 9.27 d* y el valor de
AEwax fue de 4.91 d .
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Figura 17. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
diésel como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada de la derecha se muestra el consumo de hidrocarburos y el crecimiento microbiano. En la ordenada
de la izquierda se observa la actividad emulsificante.

Tabla 26. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando diésel como
fuente de carbono y agua de mar.

Diésel Medio Salino C

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.59
uMax (d-1) 3.33
Ti (d) 0.26
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.14
uMax (d-1) 4.54
Ti (d) 1.30
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 7.19
uMax (d-1) 491
Ti (d) 9.27
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3.3.6. Evaluacion de los pardmetros hidrocarbonoclasta usando petroleo crudo maya
como fuente de carbono. LOTE C.

a) Medio mineral

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos
obtenidos por medios de estos por medio de la operacién del BCB, se aplican los modelos
matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los parametros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 27.

Tabla 27. Pardmetros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y medio mineral. El simbolo “- “indica el un valor de R? menor a 0.5.

Petroleo Crudo Maya Medio Mineral C ‘

Modelos matemadticos

Variable
Gompertz |Logistico |Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R?) 0.95 0.95 -
Consumo de

hidrocarburos (R?) 0.96 0.96 0.73

Actividad
Emulsificante (R?) 0.99 0.99 .

A continuacion, se presenta el crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion
del BCB este crecimiento fue determinado por medio solidos suspendidos. Los sélidos
suspendidos aumentaron de 0.80 g L al inicio de la operacion a 2.74 g L al finalizar el
periodo de trabajo. La tasa promedio de solidos suspendidos fue de 1.99 g L. Se ajustd el
modelo logistico debido a que su coeficiente de determinacion fue 0.95. Al igual que en lotes
anteriores donde se empled diésel como fuente de carbono se observo que los sélidos
suspendidos aumentaron a partir de cuarto dia Por medio del ajuste del modelo logistico se
obtuvo el valor del tiempo lag (1) de 0.38 d, un tiempo de inflexion (Ti) de 3.25 d y una tasa
de crecimiento maximo (pumax) de 0.29. En la evaluacion de la degradacion del petroleo fuel,
se inoculo inicialmente con una concentracion de 13 g L™ de diésel, durante un periodo de
15 dias, la concentracion al final del periodo de operacion es de 0.01 gr L™, como se puede
observar en la grafica los microorganismos degradaron mas del 93 % del sustrato en el
décimo dia y eliminandolo completamente en 14 dias. Se obtuvo una tasa de consumo

promedio de 4.08 gr L. Para el consumo de diésel se utilizd el modelo logistico, al cual se
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realiz6 un ajuste con respecto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacién
(R?) de 0.96. El valor del tiempo de retencion o tiempo Lag (1) fue de 0.28 d tiempo en el
que comienza la degradacion del diésel, el tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de 2.50 d,
mientras que el valor de la tasa de consumo maximo (Qwax) fue de 2.33 d*. El consorcio
microbiano se adapt6 en un tiempo aproximado de 6 h. Al igual que en los lotes donde se usé
petréleo crudo maya como fuente de carbono se observa que el tiempo donde el diésel
comienza a degradarse en méas del 90% es posterior al octavo dia. Se evalud la actividad
emulsificante y se obtuvo un valor maximo de 18.76. La actividad emulsificante durante los
primeros 4 dias fue baja. El valor de la tasa promedio de la actividad emulsificante a lo largo
del periodo de operacion del reactor fue de 8.51 g L. Para evaluar los parametros de la
actividad emulsificante se us6 el modelo de Gompertz con el fin de predecir el
comportamiento experimental de la actividad emulsificante, se uso este modelo matematico
debido a que el coeficiente de determinacion (R?) que mas se ajusto tuvo un valor de 0.99.
El tiempo Lag (A) tuvo un valor de 3.10 d, el tiempo de inflexion (Ti) tuvo un valor de 8.10
d' vy el valor de AEmax fue de 2.13 d. Los parametros obtenidos con el modelamiento
matematico, se evalto la cronologia del consorcio microbiano usando petroleo como fuente
de carbono y medio mineral, se describen de la siguiente manera: cerca de las 6 h de ser
cultivado el consorcio comienza a degradar hidrocarburo y tres horas mas tarde comienza la
produccién de biomasa. En 2 diasy 12 h aproximadamente se alcanzan la velocidad maxima
de consumo de biomasa. En tres dias y 6 h alcanza la velocidad maxima de crecimiento. En
tres dias también comienza la actividad emulsificante y al octavo dia esta alcanza su

velocidad maxima. Catorce dias después se degrado el diésel.
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Figura 18. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando medio mineral y
diésel como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada de la derecha se presentan el consumo de hidrocarburo y el crecimiento microbiano. En el eje de
las ordenadas izquierda se muestra la actividad emulsificante.

Tabla 28.Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo |
como fuente de carbono y medio mineral.

Petroleo Medio Mineral C

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.38
uMax (d?) 0.29
Ti (d) 3.25
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.28
uMax (d?) 2.33
Ti (d) 2.50
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 3.10
uMax (d?) 2.13
Ti (d) 8.10

b) Agua de mar

Para conocer los parametros que describan el comportamiento de los experimentos y los datos

obtenidos por medios de estos por medio de la operacion del BCB, se aplican los modelos
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matematicos descritos anteriormente. Los modelos con el mejor ajuste para cada conjunto de

datos se emplearon para obtener los pardmetros bioldgicos. Estos se describen en la tabla 29.

Tabla 29. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y medio mineral. El simbolo “- “i

indica el un valor de R2 menor a 0.5.
Petrédleo Crudo Maya Medio Salino C ‘

Variable Modelos matemadticos
Gompertz |Llogistico |Van Bertalanffy
Solidos suspendidos
(R%) 0.97 0.96 0.76
Consumo de
hidrocarburos (R?) 0.98 0.98 0.80
Actividad
Emulsificante (R?) 0.96 0.96 ;

El crecimiento microbiano a lo largo del periodo de operacion del BCB fue de 0.80 g L™ a
2.27 g L al finalizar el periodo de operacion. La tasa promedio de solidos suspendidos fue
de 1.57 g L. Se aplicé modelamiento matematico siendo el modelo logistico el ajustado ya
que su coeficiente de determinacion fue el mas proximo a 1, con un valor de 0.97. Por medio
del ajuste del modelo de Gompertz se obtuvo el valor de fase lag (1) de 0.92 d, un tiempo de
inflexion (Ti) de 3.08 d y una tasa de crecimiento maximo (umax) de 0.23 d*. Se observa la
evaluacion de la degradacion del petroleo crudo maya a lo largo del periodo de operacion del
BCB usando agua de mar, se inoculo inicialmente con una concentracion de 13 g L*, la
concentracion al final del periodo de operacion es de 0.01 gr L, como se puede observar en
la grafica los microorganismos degradaron casi por completo el petroleo en el doceavo dia
de cultivo. Se obtuvo una tasa de consumo promedio de 3.76 gr L™ y degrado el 98 % para
el décimo dia de operacién. Para el consumo de diésel se utilizé el modelo logistico, al cual
se realiz un ajuste con respecto al experimento, obteniendo un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.98. El valor del tiempo de retencién o tiempo Lag ()) fue de 0.70 d tiempo en el
gue comienza la degradacion del diésel, el tiempo de inflexion (Ti) tiene un valor de 1.63 d,
mientras que el valor de Qwmax fue de 3.11 dX. Se evalug la actividad emulsificante durante un
periodo de operacién de 15 dias teniendo como sustrato el petréleo crudo maya y usando
agua de mar como medio a medida que el petréleo se degrado la actividad emulsificante iba
aumentando considerablemente. El valor de la actividad emulsificante maximo registrado fue

18.7. El valor de la tasa promedio de la actividad emulsificante a lo largo del periodo de
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operacion del reactor fue de 8.51 g L. Para evaluar los parametros de la actividad
emulsificante se usé el modelo logistico para predecir el comportamiento experimental, se
uso este modelo matematico de Gompertz debido a que el coeficiente de determinacion (R?)
que mas se ajusto tuvo un valor de 0.96. El tiempo Lag () tuvo un valor de 3.10 d, el tiempo
de inflexion (Ti) tuvo un valor de 8.10 d™ y el valor de AEwax fue de 2.13 d. Con los
parametros obtenidos por el modelo matematico, se evalla la cronologia del consorcio
microbiano cultivado en el BCB usando petréleo como fuente de carbono y agua de mar
como medio, lo anterior se describe de la siguiente manera: cerca de las 16 h
aproximadamente de ser cultivado el consorcio microbiano comienza la degradacion, a las
22 h comienza la generacién de biomasa. Un dia y 15 h después se alcanzan la velocidad
maxima de crecimiento de biomasa. En tres dias se alcanza la velocidad de crecimiento de
biomasa. EI mismo dia se incrementa la actividad emulsificante. La actividad maxima de la

actividad emulsificante es en 8 dias. En 12 dias se consume el petrdleo crudo maya.
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Figura 19. Resultados obtenidos para SS, hidrocarburo total residual y actividad emulsificante usando agua de mar y
petréleo como fuente de carbono en un BCB. Se muestran barras de error para cada experimento, que se realizaron por
triplicado. En la ordenada de la ordenada de la derecha se muestran el consumo de hidrocarburos y el crecimiento de
biomasa. En la ordenada de la izquierda se muestra la actividad emulsificante.
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Tabla 30. Parametros obtenidos del ajuste de los modelos matematicos durante el periodo de trabajo usando petréleo
crudo maya como fuente de carbono y agua de mar.

‘ Petréleo Medio Salino C

Parametro Sélidos suspendidos
Lag (d) 0.92
uMax (d-1) 0.23
Ti (d) 3.08
Parametro Consumo de hidrocarburos
Lag (d) 0.70
uMax (d-1) 3.11
Ti (d) 1.63
Parametro Actividad emulsificante
Lag (d) 3.10
uMax (d-1) 2.13

Ti (d) 8.10




9. CONCLUSIONES

FASE 1.

Se determinaron 16 hidrocarburos diferentes en las muestras tomadas del agua del rio Bitzal.
Se observan predominancia de hidrocarburos de fraccion media (66.7 + 0.01 g L?), sin
embargo, los hidrocarburos aromaticos presentan las mayores concentraciones en todos los
puntos (76.8 + 0.01 g L?). De lo anterior podemos suponer que las presencias de
hidrocarburos de fraccion media indican el grado de afectacion que el trafico constante de
lanchas sobre el rio bitzal esta provocando, uno de estos combustibles que se caracteriza por
ser muy comun en uso de lanchas es el diésel, ademas de que el mismo esta constituido por
hidrocarburos de fraccion media. Sin embargo, el debemos recordar que sobre los municipios
pesqueros que conforman el rio Bitzal existen pozos y estaciones petréleo. Lo anterior podria
indicar que los hidrocarburos aromaticos como el pentaceno (24.2 + 0.09 g L), carbazol
(0.25 + 0.11 g L) y benzo[a]pireno (1.39 + 0.57 g L) podrian deberse a fugas o malos
manejos en los ductos que atraviesan las aguas de la zona pesquera del rio Bitzal. Esta

determinacion fue indispensable para la fase de acondicionamiento del biorreactor.

FASE 2.

Con base en los resultados encontrados en las diferentes muestras se seleccionaron dos
diferentes fuentes de carbono como sustratos representativos para evaluar la eficiencia del
consorcio microbiano en los biorreactores usando medio mineral y agua de mar para cada
sustrato. El diésel sirvio como muestra representativa de los hidrocarburos de fraccion media
y ligera y el petroleo crudo maya como sustrato representativo de mezclas masa complejas y

de fraccion pesada. Los resultados se observan en la fase de evaluacion de cinéticas.

FASE 3.

El consorcio microbiano logro degradar con éxito tanto sustrato representativo de mezclas
de fraccion media y fraccion ligera, el diésel, tanto en medio mineral como agua de mar. Se
cultivaron 3 lotes para cada medio diferente. En medio mineral se obtuvo una degradacion
del diésel de 13.020.00 g L™ para el lote A, de 13.0 a0.01 g L para el lote B, de 13.0 a 0.00
g L7, se logro una degradacion muy similar en agua de mar y sin fuente de nitrégeno. Se

comprobd que el consorcio microbiano puede ser eficiente en la degradacion de
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hidrocarburos en sitios como Tintalillo donde hubo alta concentracién n-nonano (1.86 + 0.62
mg L™). En agua de mar usando petréleo crudo maya también se logré una excelente
degradacion, de 13 a0.02 gr L (LOTE A), de 13a0.01 g L*(LOTE B),de 13a0.01 gr L
(LOTE C), como se puede observar el petroleo crudo maya fue degrado en su totalidad. Este
tipo de experimento nos muestra que puede ser eficiente en casos como Pastal con alta

contraccion de pentaceno (70.5 +0.80 mg L™?).

Debido a las altas concentraciones en el rio Bitzal de mezclas complejas de hidrocarburos se
proponen el uso de biorreactores usando consorcios microbianos y sustratos representativos.
Se comprobo la eficiencia al degradar compuestos como diésel y petrdleo crudo maya donde

se comprobd que la degradacidn de forma ex situ es altamente eficiente.

Los hidrocarburos determinados en el sitio de muestreo sin lugar a duda forman parte clave
dentro de la contingencia ambiental que se sufre en el rio Bitzal, muchos de los hidrocarburos
encontrados pueden provocar padecimientos muy similares a las enfermedades y
padecimientos que se presentan en las zonas cercanas al rio Bitzal, los hidrocarburos no
generan dafios riesgosos siempre y cuando estos no sean expuestos por un tiempo prolongado
sobre algun ser vivo. Sin embargo, las poblaciones pesqueras asi como la flora y la fauna
estdn expuestos a los hidrocarburos constantemente y esto a largo plazo genera

bioacumulacion provocando dafios que pueden ser irreversibles.

La pronta accion para remediar este problema es de vital importancia y entre las maltiples
acciones de remediar se puede optar por la remediacion usando biorreactores. Estos son
economicos accesibles y han demostrado ser eficaces al degradar compuestos altamente

recalcitrantes.
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