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RESUMEN.

Las enmiendas de la Ley de Aire Limpio (Clean Air Act Amendments, CAAA)
de los Estados Unidos, requirieron en 1990 el uso de sustancias oxigenantes en
las gasolinas para reducir ciertas emisiones durante su combustion. En México
se sustituyd el tetraetilo de plomo por MTBE (9% en vol.) en 1993 en la
gasolina Magna SIN. Desde 1996, ¢l MTBE fue detectado en suministros de
agua potable, proporcionandole un sabor y olor desagradables. California
anunci6 el retiro gradual del uso de MTBE en gasolina para el 31 de diciembre
del 2002. México no planea eliminar el uso de MTBE en sus gasolinas, de
hecho PEMEX ha construido plantas para la produccion de oxigenantes en Tula,
Salamanca, Cadereyta y Salinacruz. El MTBE provoca enfermedades
respiratorias y neuroldgicas y se considera como un posible carcindgeno. Lo
anterior aunado a su facilmente dispersion en el aire, agua y suelo, convierten al
MTBE en una sustancia riesgosa. Existen relativamente pocos reportes de la
biotransformacion del MTBE en la naturaleza, en comparacion con los demas
compuestos de la gasolina. En consecuencia es necesario encontrar
microorganismos capaces de biodegradar este compuesto y estudiar los
mecanismos de éste fendmeno, lo cual ayudaria a plantear estrategias de
biorremediaciéon de sitios contaminados con ésta sustancia. En el presente
trabajo se reporta la obtencion de consorcios microbianos y de cepas bacterianas
capaces de degradar al MTBE mediante cometabolismo: la biodegradacion de
una sustancia en la presencia obligada de un sustrato de crecimiento. Se
realizaron estudios de degradacion aerobia a nivel de laboratorio mediante la
técnica de microcosmos (Garnier y col. 2000). Como sustratos se estudiaron la
gasolina Magna SIN (como mezcla de multiples sustratos potenciales), vy
algunos analogos estructurales a la molécula del MTBE: dietil éter, los alcoholes
isobutilico, secbutilico, isoamilico y terbutilico, éste ultimo reportado como un
intermediario metabélico del MTBE (Hardison y col. 1997, Steffan y col. 1997).
Como compuesto de referencia se empledé pentano, un hidrocarburo de f4cil
asimilacién por los microorganismos estudiados. Los resultados encontrados
muestran que ninguno de los microorganismos estudiados fue capaz de utilizar al
MTBE como unico sustrato de crecimiento; sin embargo se logré la degradacion
del oxigenante por cometabolismo. Con consorcios se obtuvo la degradacion del
MTBE presente en la gasolina Magna SIN, logrando velocidades maximas de
degradacion de MTBE de 0.02 mg /mg proteina-h y porcentajes de degradacion
superiores al 95%. Se logré ademas la degradacion cometabolica del MTBE en
presencia de pentano (velocidad méxima de 0.038 mg/ mg proteina-h con una
cepa de Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-1230 (Garnier y col. 1999), de
isobutanol (velocidad max. de 0.009 mg/ mg proteina-h) y de dietil éter (0.019
mg/ mg proteina-h) aunque sélo se logré cometabolismo de MTBE con éste
ultimo compuesto con un consorcio. No se obtuvo cometabolismo con los
alcoholes terbutilico, isoamilico y secbutilico.
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ABSTRACT.

Clean Air Act Amendments, CAAA of the United States, required in 1990 the
use of oxygenates substances in gasolines in order to reduce certain emissions
during the combustion. In Mexico lead tetraethyl was substituted by MTBE (9%
in vol.) since 1993 in the gasoline Magna SIN. California announced the gradual
retirement of the use of MTBE in gasoline for December 31 the 2002. Mexico
doesn't plan to eliminate the use of MTBE in its gasolines, in fact PEMEX has
built plants for the oxygenates production in Tula, Salamanca, Cadereyta and
Salinacruz. The MTBE causes breathing and neurological illnesses and it is
considered as a possible carcinogen. The above-mentioned facts and its easy
dispersion in the air, water and soils, become the MTBE into a risky substance.
In the literature only few reports about the biotransformation of the MTBE exist
in comparison with the other compounds of the gasoline. In consequence it is
necessary to find microorganisms capable of biodegrate this compound and to
study the mechanisms of this phenomenon, this would help to outline strategies
of biorremediation of polluted places with this substance. In the present work,
microbial consortia and bacterial strains were find to be able to degrade the
MTBE by cometabolism. The experiments were carried out in aerobic conditions
at laboratory level by the microcosms technique (Garnier et al.. 2000). As
growth substrates different substances were studied. The gasoline Magna SIN
(like mixture of multiple potential substrates), and some compounds with similar
molecules to the molecule of MTBE : diethyl ether, some alcohols: isobutyl,
secbutyl, isoamyl and terbutyl alcohols, (the last one reported as a metabolic
intermediate of the MTBE degradation). (Hardison et al. 1997, Steffan et al.
1997). As a reference compound, pentane, a hydrocarbon of easy assimilation
for the studied microorganisms was used. The results show that none of the
studied microorganisms could able to use the MTBE as the only substrate of
growth; however the degradation of the oxygenate was achieved by
cometabolism. With the consortia, the degradation of the MTBE present in the
gasoline, the maximum rates of degradation were 0.02 mg /mg protein-h and
degradation of 95%. MTBE Cometabolic degradation was achieved in the
presence of pentane (maximum rate of 0.038 mg / mg protein-h with a strain of
Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-1230 (Garnier et al. 1999), of isobutyl
alcohol (max. rate of 0.009 mg / mg protein-h) and of diethyl ether (0.019 mg /
mg protein-h) although MTBE cometabolism was only achieved with the last
one only with the consortium. Cometabolism with terbutyl, isoamyl and secbuty!
alcohols was not obtained.




INDICE

1. Introduccion

1.1 Caracteristicas del MTBE

1.2 Exposicion al MTBE

1.3 Efectos a la salud

1.4 Transformacion del MTBE
1.4.1 Biodegradacion gratuita
1.4.2 Cometabolismo

1.5 Control de la contaminacion por MTBE
1.5.1 Extraccion de vapores del suelo
1.5.2 Desorcion térmica a bajas temperaturas
1.5.3 Adsorcion con carbén activado granular
1.5.4 Arrastre con aire o venteo
1.5.5 Extraccion con aire
1.5.6 Bioventeo
1.5.7 Oxidacion con peroxido de hidrogeno
1.5.8 Biofiltracion

2. Estado del arte
2.1 Degradacion anaerobia
2.2 Degradacion aerobia

3. Objetivos

4. Materiales y métodos
4.1 Indculos
4.2 Reactivos
4.3 Cuantificacion de Biomasa
4.4 Medio de cultivo
4.5 Microcosmos
4.6 Analisis cromatografico
4.7 Curvas estandar
4.8 Analisis de regresion de los datos experimentales
4.9 Coeficiente cometabolico

5. Resultados y discusiones
5.1 Degradacion de MTBE por consorcios
5.1.1 Degradacion como unica fuente de carbono
5.1.2 Cinéticas de degradacion de MTBE por los consorcios
con gasolina
5.2 Degradacion cometabolica de MTBE por cepas puras

10
11
12
13
14
15
16
16
17
17
17
18
18

19
21
22

33

37
39
40
40
41
41
42
45
46
46

47
49
49
49

59




5.2.1 Aislamiento de las cepas puras del consorcio P
5.2.2 Cinéticas de degradacion con cepas puras
5.3 Estudios de degradacion cometabolica de MTBE
con diferentes sustratos
5.3.1 Microorganismos
5.3.2 Sustratos
5.3.3 Enriquecimiento de los cultivos
5.3.4 Cinéticas de degradacion
5.3.4.1 MTBE y los alcoholes secbutilico, ter-butilico
(TBA) e 1soamilico
5.3.4.2 Cinéticas con pentano
5.3.4.3 Cinéticas con isobutanol
5.3.4.4 Cinéticas con dietil éter
5.3.4.5 Resumen de los datos cinéticos

6. Conclusiones
6.1 Degradacion cometabdlica de MTBE por consorcios
6.2 Degradacion cometabolica de MTBE por cepas puras
6.3 Estudios de degradacion cometabolica de MTBE
con diferentes sustratos

Recomendaciones
Apéndice A
A.1 El modelo de Gompertz
A.2 Calculo de 1a velocidad maxima de consumo de sustrato
De la ecuaciéon de Gompertz
A.3 Experimentos con adiciones sucesivas de sustratos

Bibliografia

it

59
59

63
63
63
63
64

64
65
69
71
74

77
79
79

80
81
85
87

88
91




FIGURAS

Figura 1.1 Composicion de la gasolina mexicana Magna SIN
(Celestinos, 1995).

Figura 1.2 Vision general de estrategias de remediacion
(Yang y col. 1998).

Figura 2.1 Via propuesta para la degradacion cometabolica de MTBE
por Graphium sp. (Hardison y col. 1997).

Figura 2.2 Via de degradacion de MTBE por bacterias propano-
Oxidantes. (Steffany col. 1997).

Figura 4.1 Estructura molecular del MTBE y algunos analogos
utilizados en los experimentos de cometabolismo.

Figura 4.2 Microcosmos en botellas serologicas de 125 mL.

TABLAS

Tabla 1.1 Productores de MTBE de EE.UU.

Tabla 1.2 Identidad quimica y propiedades quimicas/fisicas de
oxigenantes de gasolina.

Tabla 4.1 Medio de sales minerales (MSM).

Tabla 5.1 Datos cinéticos de degradacion de gasolina Magna SIN.

Tabla 5.2 Datos cinéticos de degradacion de gasolina Magna SIN
con adicion exogena de MTBE.

Tabla 5.3 Datos cinéticos de degradacién de una mezcla de pentano
y MTBE por cepas puras.

Tabla 5.4 Velocidad maxima de consumo de sustrato .

Tabla 5.5 Velocidad maxima de degradacion cometabdlica de MTBE.

GRAFICAS

Grifica 5.1 Degradacion de gasolina Magna SIN y MTBE por
el consorcio P.

Grafica 5.2 Consumo de MTBE y gasolina por el consorcio P.
Datos transformados para su analisis por €l modelo
de Gompertz.

Grafica 5.3 Consumo de gasolina y MTBE. Datos experimentales
y ajustados.

Grifica 5.4 Datos experimentales y ajustados de la degradacion
de gasolina comercial Magna SIN y del MTBE por el
consorcio P.

15

24

26

42
43

41
56

59

62

74

75

50

51

52

53

il




Grafica 5.5 Evolucion de la concentracion de MTBE como tnico
sustrato de crecimiento para los consorcios estudiados.

Grafica 5.6 Degradacion de vapores de gasolina Magna SIN por 4
consorcios bacterianos.

Grifica 5.7 Degradacion cometabolica de MTBE con gasolina
Magna SIN por los consorcios estudiados.

Grafica 5.8 Degradacién de gasolina Magna SIN adicionada con
MTBE exogeno.

Grafica 5.9 Degradacion cometabodlica de MTBE. Efecto del
incremento de la concentracion del oxigenante.

Grifica 5.10 Cinética de degradacion cometabdlica de MTBE con
pentano por las cepas Vy IX.

Griafica 5.11 Degradacion cometabolica de MTBE con pentano con
las cepas IV y VIIL

Grafica 5.12 Degradacion de MTBE como unica fuente de carbono
y energia.

Grafica 5.13 Consumo de pentano por la cepa Ps y por el consorcio G.

Grafica 5.14 Consumo de oxigeno y formacion de bidxido de carbono
por la cepa Ps y el consorcio G.

Grifica 5.15 Microcosmos alimentados con pentano y MTBE.

Grafica 5.16 Cinéticas de consumo de pentano por las cepas
CDBB-B-999 y CDBB-B-1230.

Griafica 5.17 Cinéticas de degradacion cometabolica de MTBE y
consumo de pentano por las cepas CDBB-B-999 y
CDBB-B-1230.

Grafica 5.18 Degradacion cometabdlica de MTBE en presencia
de isobutanol.

Grafica 5.19 Experimento de degradacion de DEE.

Grafica 5.20 Cometabolismo de MTBE en presencia de DEE.

Grifica 5.21 Asimilacion de DEE en presencia de MTBE.

Grifica 5.22 Consumo de oxigeno v formacion de bioxido de
carbono durante la degradacion de DEE.

Grafica A.1 Modelo de Gompertz. Ejemplo hipotético.

Grafica A.2 Experimento de degradacion de pentano con adiciones
sucesivas de sustrato.

iv

54

55

55

57

57

60

61

64
66

66
67

68

69

70
71
72
73

73
87

92




CAPITULO 1

INTRODUCCION







1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

El desarrollo de la tecnologia ha sido decisivo para el bienestar de la
humanidad. No obstante, la bisqueda de la maximizacion de la rentabilidad de
las empresas a través de la tecnologia en un ambiente de pocas restricciones,
provocd que al mismo tiempo que se generaban satisfactores para el género
humano, se crearan condiciones que perjudicaban su habitat.

El proceso de refinacidn del petrdleo es un area primordial para el desarrollo
mundial. Sus actividades pueden contribuir a mantener la pureza del ambiente y
a restaurar sus condiciones originales en sitios contaminados. Esto se logra de
forma indirecta al suministrar combustibles cuya calidad se ajusta
periodicamente, haciéndola mas estricta para minimizar gradualmente sus
efectos perjudiciales (Celestinos, 1995).

A finales de la década de los 70’s, la Agencia de Protecciéon al Ambiente
(Environmental Protection Agency, EPA) de los EE.UU. comenzé a proteger la
salud publica mediante requerimientos de cambios en la formulacion de la
gasolina. Los aditivos con plomo usados como mejoradores de octano fueron
eliminados vy las refinerias necesitaron un reemplazo. El mas popular fue el metil
ter-butil éter mejor conocido como MTBE (API, 1998; Ballard y Landwehr,
1990; Grisham, 1999; WSPA, 1998; Yang y col., 1998).

Basicamente el MTBE fue visto como un compuesto organico muy seguro.
Su toxicidad es baja; es ligeramente carcinogénico en animales a dosis muy
altas, pero de hecho menos que otros componentes de la gasolina. Como aditivo
de gasolina tiene ciertas ventajas: un alto valor de referencia de octano y se
mezcla bien con la gasolina. Por adicion del 2% de MTBE a la gasolina, la
produccion se incrementé en un 7% comparada con gasolina del mismo octano
sin MTBE. De tal forma, en 1979, el MTBE comenzoé a usarse en alrededor de
ese nivel en la gasolina (Grisham, 1999; Hanson, 1999-a).

En 1988 el primer programa de combustibles oxigenados en época invernal
fue implantado en Denver EE.UU. usando 15% en volumen de MTBE para
reducir las emisiones vehiculares de monoxido de carbono (API, 1998).

En 1990 se crearon las Enmiendas de la Ley de Aire Limpio (Clean Air Act
Amendments CAAA) las cuales dieron lugar a dos programas de combustibles
administrados por la EPA. Estos programas requirieron el uso de oxigenantes
para incrementar el contenido de oxigeno de los combustibles y reducir por lo
tanto ciertas emisiones durante la combustién (EPA, 1994-a; WSPA, 1998;
Yangy col., 1998).
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El primer objetivo de este programa que comenzo en el otofio de 1993, fue
reducir las emisiones de mondxido de carbono en areas donde los Estandares
Nacionales de la Calidad del Aire Ambiental (National Ambient Air Quality
Standard, NAAQS) fueran rebasados (Hanson, 1999-a; Yang y col., 1998).

El segundo programa que comenzo en 1995, requirid el uso de gasolinas
reformuladas (Reformulated Gasoline RFG) conteniendo 2.0% en peso de
oxigeno. Para lograr lo anterior se necesité la adicién de aproximadamente 15%
de MTBE o 7.5% de etanol por volumen (Ballard y Landwehr, 1990; EPA,
1994-a; Hanson, 1999-a).

De acuerdo a la EPA, aproximadamente el 30% de la gasolina de los EE.UU.
contiene actualmente alguna forma de oxigenante. Los posibles oxigenantes
incluyen MTBE, etanol (EtOH), etil ter-butil éter (ETBE), ter-amil metil éter
(TAME), ter-amil etil éter (TAEE), diisopropil éter (DIPE), dimetil éter (DME)
y ter-butil alcohol (TBA). De estos compuestos el MTBE es el mas utilizado,
debido a su bajo costo, facilidad de produccion y caracteristicas favorables de
transferencia y mezclado con gasolina (EPA, 1998, Fayolle y col., 1998; Morse,
1999), Kharoune y col, 2000).

Para nuestro pais también se efectuaron cambios en la composicion de la
gasolina. En el invierno de 1993, se sustituyd el tetraetilo de plomo por MTBE
(9% en vol.) en Ia gasolina Magna Sin (Figura 1.1} y es equivalente a la
“Unleaded Regular” (gasolina regular sin plomo) de 87 de indice de octano
(Celestinos, 1995).

En 1998 EE.UU. produjo 3.1 mil millones de galones de MTBE e import6 1.2
mil millones de galones para usarlos en gasolina. Paralelamente los residentes de
varias comunidades en varios estados comenzaron a quejarse de mala salud,
mareos, nauseas y dolores de cabeza y culparon del problema al MTBE. Sin
embargo, por 1996 otro problema fue descubierto: el MTBE fue detectado en
suministros de agua potable debido a fugas en tuberias subterraneas de gasolina
y tanques de almacenamiento, provocando que el agua tuviera un sabor y olor
desagradables (Grisham, 1999; Hanson, 1999-a).

Los llamados para la prohibicion del uso del MTBE comenzaron tan pronto
como se descubrid el agua contaminada. En marzo de 1999 el Gobernador de
California, Gray Davis, anuncid el retiro gradual del uso de MTBE en gasolina
en el estado para el 31 de diciembre del 2002. California usaba el 25% de la
produccion global de MTBE en EE.UU hasta fechas anteriores al 2000 (Hanson,
1999-a; Morse, 1999; Rhodes, 1999).
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@ Saturados
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Figura 1.1 Composicién de la gasolina mexicana Magna Sin (Celestinos, 1995)

México adiciona MTBE a todas sus gasolinas y ha construido plantas para la
produccion de los aditivos oxigenantes (MTBE y ter-amil metil éter: TAME) en
las refinerias de Tula, Salamanca, Cadereyta y Salina Cruz. También realiza
importaciones de MTBE. En enero del 2000 Jaime Mario Willars Andrade,
director general de Pemex-Refinacion, afirmé que Petroleos Mexicanos no tiene
planes inmediatos para eliminar el uso de MTBE en sus gasolinas: “En las
cantidades en que se estd usando el MTBE, los estudios cientificos existentes
indican que no hay ningtin riesgo para la salud, pero si hay beneficios para la
calidad del aire. Hemos visto que Alemania y otros paises europeos no van a
quitar el MTBE. Unicamente el estado de California lo prohibe y eso se debe a
casos especificos de contaminacion de mantos fredticos en ese estado debido a
su uso en lanchas ” (Shields, 2000).

No obstante, en 1998 la Academia Nacional de Ciencias de EE.UU. (National
Academy Sciences, NAS) revisé los datos disponibles sobre los efectos de los
oxigenantes de combustibles (MTBE en particular). La revision de NAS
estableci6 en parte que “Ha habido una reduccion sustancial en el ambiente de
la concentracion de CO en los pasados 20 afios... el control de las emisiones
vehiculares ha sido un factor principal en esta reduccién”. Es importante notar
que la reduccién de CO ocurri6 atin antes de que cualquier gasolina reformulada
conteniendo MTBE fuera introducida. En el mismo reporte de NAS, los
investigadores también indicaron que muchos de los datos disponibles sugieren
que se han incrementado las emisiones de 6xido nitroso (NOx) desde que se
usan oxigenantes (MTBE) de las gasolinas. Por otra parte , cualquier incremento

en las emisiones de NOx podria resultar en la formacion del dafiino ozono
(Mehlman, 1998).
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1.1 Caracteristicas del MTBE.

El metil ter-butil éter es una substancia liquida incolora, inflamable, con un
fuerte olor. No se encuentra en la naturaleza sino que es producido en muy
grandes cantidades (mas de 200,000 barriles por dia en 1999) por 27 compaiiias

en los Estados Unidos como se muestra en la Tabla 1.1 (EPA, 1994-a y EPA,
2000).

En la Tabla 1.2 se presentan varias propiedades del MTBE asi como de otros
oxigenantes de las gasolinas. Puede apreciarse que el MTBE es altamente
soluble en agua por lo que es muy movil en el subsuelo. El alto grado de
solubilidad significa que el MTBE puede moverse rapidamente en la
subsuperficie y es dificil de detectar sin analisis quimicos. EIl MTBE no se
absorbe bien a carbon o particulas del suelo (API, 1998; EPA, 1994-b; Yang y
col. 1998).

1.2 Exposicion al MTBE.

La liberacion ambiental del MTBE puede ocurrir en sitios industriales
mvolucrados en su manufactura o en el mezclado de MTBE con gasolina;
durante el almacenamiento, distribucidon y transferencia de mezclas MTBE-
gasolina; y de fugas o derrames en las gasolineras. Las emisiones industriales
anuales totales de MTBE en los Estados Unidos en 1992 fueron de 3 millones de
libras: 2.8 millones de libras al aire, 100 mil libras en aguas superficiales, 68 mil
libras a sitios de inyeccion subterranea y 288 libras a tierra (EPA, 1994-a; EPA,
1994-b).

El MTBE se evapora cuando se expone al aire. Se disuelve cuando se mezcla
con agua. La mayoria de las liberaciones ambientales del MTBE son al aire. Una
vez en el aire puede contribuir a la formacidn de smog fotoquimico cuando
reacciona con ofras substancias organicas volatiles (EPA, 1994-a). La
concentracion media de MTBE en la atmosfera en los Estados Unidos durante
1987-1988 fue estimada en <0.2 ppb. El MTBE se ha detectado en agua potable;
los intervalos de concentracién reportados van de 20 pg/L a mas de 200 mg/L.
No se espera que el MTBE persista en la atmésfera debido a su réapida reaccion
con radicales hidroxilo. El MTBE no absorbe la luz a longitudes de onda
mayores a 210 nm; por lo tanto no se espera que su fotdlisis directa por
absorcion de UV sea significativa atmosféricamente. Se ha calculado una vida
media de 3.0 dias en aire contaminado y 6.1 dias en aire no contaminado. Se
espera que MTBE se volatilice rapidamente de la superficie del suelo. La
liberacion de MTBE en el subsuelo como resultado de fisuras de tanques
subterraneos de almacenamiento puede ser persistente (EPA, 1994-b).




TABLA 1.1 PRODUCTORES DE MTBE DE EE.UU.

1. INTRODUCCION

COMPANIA LOCALIZACION DE LA PLANTA  CAPACIDAD DE LA PLANTA
(EN MILLONES DE LIBRAS)
AMOCO Whiting, IN 285
Yorktown, VA 50
ARCO CHEMICAL Channelview, TX 3610
Corpus Christi, TX 1140
ARCO PETROLEUM Carson,CA 240
ASHLAND OIL Catlettsburg, KY 305
CHAMPLIN Corpus Christi, TX 165
REFINING Co.
CHEVRON El Segundo, CA 190
Pascagoula, MS 200
CITGO Lake Charles, OK 255
CONOCO, INC. Ponca City, OK 133*
Westlake, LA 133*
CROWN CENTRAL PETROLEUM Pasadena, TX 285
DIAMOND Sunray, TX 200
SHAMROCK
ENRON LaPorte, TX 1425
EXXON CHEMICAL Baytown, TX 285
FINA OIL & CHEMICAL Big Spring, TX 48
GLOBAL OCTANES (MITSUD Deer Park, TX 1188
HILL PETROLEUM (PHIBRO) Houston, TX 130
KERR McGEE Corpus Christi, TX 171
LYONDELL PETROCHEMICAL Channelview, TX 285
MARATHON OIL Detroit, MI 133
USX) Robinson, IL 1332
MARK WEST South Shore, KY 162
MOBIL Beaumont, TX 240
OXYCHEM Chocolate Bayou, TX 190
PHILLIPS Sweeny, TX 285
STAR ENTERPRICES (TEXACO/ARAMCO) Convent, LA 190
SUN REFINING & MARKETING Co. Marcus Hook, PA 240
TEXACO Port Neches, TX 950
TEXAS PETROCHEMICALS CORP. Houston, TX 2090

VALERO REFINING Co.

Corpus Christi, TX

160

Fuente: EPA, 1994-b (EPA 749-F-94-017°)
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TABLA 1.2 IDENTIDAD QUIMICA Y PROPIEDADES QUIMICAS/FISICAS DE OXIGENANTES DE GASOLINA.

NOMBRE METIL TER-BUTIL ETIL TER-BUTIL TER-AMIL METIL DIISOPROPIL

QUIMICO ETER ETER ETER ETER
SINONIMOS MTBE; 2-Metoxi-2-metil- ETBE; ter-butil etil éter; TAME; 2-metoxi-2-metil DIPE; 2'2-oxybispropano;
COMUNES propano, ter-butil metil éter; | propano-2-etoxi-2-metil; butano; metil ter-pentil éter; | 2-isopropoxi-propano;,

meti! terciario butil éter. 1,1-dimeti] etil éter. 1,1-dimetilpropil meti] éter; | éter diisopropilico
metil ter-amil éter.
FORMULA CsHy0 CeHy40 CeHy40 CeH 140
MOLECULAR s cHia 6Hia
CH30C(CH3)3 (CH3)3COCH,CH;3 CH3CH,C(CH3),0OCH; (CH3);CHOCH(CH3);
FORMULA
ESTRUCTURAL
PESO 88. 15 102. 18 102. 18 102. 18
MOLECULAR
DENSIDAD 0.74 Q. 7495 0.77 0.7258
(g/ml. 2 20°C)
SOLUBILIDAD 5.12 1.2 1.2 0.2
(2/100 g de agua)
PUNTO - 109°C - 103°C - 86. 9°C
DE FUSION
PUNTO '
DE EBULLICION 55.2°C 72.2°C 86. 3°C 68. 2°C
(a 760 mm Hg)
PRESION DE 240 130 75 159
VAPOR
(mm Hg a 20°C)
CONSTANTE DE
LALEY DE
Y 3 3 3

(Atm-m Y@gmol) | 5.28X10%a 3x107 2.64 X 10° 1.95X 10 4.77X 10
Adimensional 2 2x%10%a 1.2% 107" 0.1 0. 081 0. 199
Log Kow* 094 a 1.16
FACTORES DE 1 ppm = 3. 605 mg/m’;
CONVERSION 1 "‘8/'“3 =0.277 ppm

Fuentes: EPA, 1994-b (EPA 749-F-94-017°), EPA, 1998 (EPA/600/R-98/048}; Dean, 1989.
® Eweis y col. (1997)
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TABLA 1.2 IDENTIDAD QUIMICA Y PROPIEDADES QUIMICAS/FISICAS DE OXIGENANTES DE GASOLINA (cont.)

NOMBRE
QUIMICO

TER-AMIL ETIL
ETER

DIMETIL
ETER

TER-BUTIL
ALCOHOL

ETANOL

SINONIMOS
COMUNES

TAEE; etil ter-amil éter;
butano-2-etoxi-2-metil.

Metano, oxibis

TBA; 2-metil-2- propanol

Alecohol etilico

FORMULA
MOLECULAR

C7H60

CaoHeO

C4H;00

C,HeO

FORMULA
ESTRUCTURAL

CH;CH,C(CH3),OCH,CHj3

CH;0CH;

(CH3);COH

CH3CH,OH

PESO
MOLECULAR

116. 20

46.07

74.12

46.07

DENSIDAD
(@/mL a 20°C)

0.75

0.661

0. 7858

0. 7894

SOLUBILIDAD
(/100 g de agua)

NA

4.7a35.3

miscible

miscible

PUNTO
DE FUSION

- 141.5°C

25.8°C

- 114°C

PUNTO ,
DE EBULLICION
(a 760 mm Hg)

102°C

-24.9°C

82.4°C

78.3°C

PRESION DE -
VAPOR
(mm Hg a 20°C)

NA

758 a 5086
(a 25°C)

41

44

CONSTANTE DE
LALEY DE
HENRY

(Atm-m>)(g-mol)

Adimensional

NA

NA

4.89X10%a9.97x 10

2.03X102a4.15X 107

1.21X10°

5.03X10™

6.91X10°

2.83X10™

FACTORES DE
CONVERSION

Fuentes: EPA, 1994-b (EPA4 749-F-94-017°); EPA, 1998 (EPA/600/R-98/048); Dean, 1989.
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La vida media por volatilizacién en corrientes, rios y lagos de el MTBE se
estima en 2.5 h, 9.5 hy 3,269 h (137 dias), respectivamente. No se espera que se

hidrolice, fotolice o sea adsorbido a los sedimentos o particulas suspendidas
(EPA, 1994-b).

De acuerdo con la EPA (1994-a), la exposicién al MTBE puede ocurrir en
lugares de trabajo o en el ambiente por liberaciones al aire, agua, tierra 0 mantos
freaticos. La exposicion puede también ocurrir cuando la gente:

s Esta en lugares donde la gasolina es bombeada a vehiculos.

* Llena equipos domésticos que trabajan con gasolina.

»  Vive cerca de gasolineras o

» Vive cerca de estaciones de servicio que pueden liberar gasolina de
contenedores de almacenamiento subterraneos.

1.3 Efectos a la Salud.

El MTBE entra al cuerpo por inhalacion de aire contaminado o cuando se
consumen alimentos o agua contaminados. También es absorbido a través de la
piel. No permanece en el cuerpo como MTBE debido a su rompimiento y
degradacion (EPA, 1994-a; EPA, 1994-b).

De acuerdo con los estudios de NAS, el MTBE causa enfermedades
respiratorias (asma, bronquitis y una gran variedad de problemas respiratorios) y
enfermedades alérgicas (problemas nasales y de irritacion de conductos
respiratorios). Se han reportado enfermedades neurologicas incluyendo dolor de
cabeza, ansiedad, falta de concentracién, insomnio y depresion. Los resultados
de estudios en animales mostraron que el MTBE es probablemente un
carcinégeno humano y causa diferentes tipos de cancer como leucemia y
linfoma, asi como tumores malignos de rifiones, testiculos e higado. Cuando es
inhalado o ingerido, el MTBE es convertido en formaldehido, (un conocido
cancerigeno humano que ha sido asociado con canceres nasofaringeos, de las
cavidades y senos nasales) y ter-butil alcohol (TBA). El metabolito de MTBE,
TBA ha causado cancer en rifiones y tiroides. El MTBE causa cancer en
animales en muchos 0rganos y tejidos idénticos a los causados por exposicion a
las mismas dosis de benceno, cloruro de vinilo y 1,3-butadieno” (EPA, 1994-b;
Mehlman, .1998).

Los efectos a la salud humana asociados con la inhalacion o el consumo de
grandes cantidades de MTBE por cortos periodos de tiempo son desconocidos.
Estudios de laboratorio muestran que la respiracion de grandes cantidades de
MTBE por cortos periodos de tiempo tienen un efecto adverso al sistema
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nervioso de animales. El rango de efectos van de hiperactividad y falta de
coordinacion a convulsiones e inconsciencia. Las consecuencias a la salud
humana debidas a la respiracién o consumo de pequefias cantidades de MTBE
por periodos prolongados de tiempo son desconocidos. Las investigaciones
sugieren que la exposicion repetida a grandes cantidades de MTBE en aire causa
dafio a rifiones y afecta el desarrollo de fetos en animales. Los estudios también
muestran que la exposicion al MTBE en aire durante el tiempo de vida causa
cancer en animales. La dosis letal 50 (LD50) oral para animales se ha reportado
de 1.6-3.9 g/Kg para roedores (EPA, 1994-a; EPA, 1994-b).

1.4 Transformacion del MTBE.

En general, los alquil éteres son una clase de compuestos muy estables en un
amplio rango de condiciones industriales y de laboratorio y existe poca
informacidon de su biodegradabilidad en suelo, agua y lodos activados
ambientales (Hardison y col., 1997).

Los procesos de transformacion incluyen una variedad de procesos quimicos,
fisicos o bioldgicos que generalmente reducen la masa, toxicidad, movilidad,
volumen o concentracion de contaminantes en suelo, agua y aire.

No obstante, la clave para evaluar el destino de los compuestos organicos en
el ambiente, es una evaluacion de su susceptibilidad de mineralizacion (la
conversion a didxido de carbono, agua y varias formas inorganicas).

Para Ia superficie del agua, los procesos potenciales de transformacion son la
biodegradacion, fotolisis e hidrolisis. En aguas subterraneas, los procesos
potenciales de transformacion incluyen la biodegradacion e hidrolisis. En aguas
superficiales la fotolisis es el proceso de transformacion mas importante para
éteres oxigenantes y la biodegradacion es el proceso mas importante para los
alcoholes. Los productos de la degradaciéon de MTBE incluyen TBA y ter-butil
formiato (TBF). Sin embargo aiin no se ha realizado la completa identificacion
de los productos de biodegradacion y no se han esclarecido las vias de reaccion
(EPA, 1998).

Mientras la fotooxidacién y otros mecanismos abidticos juegan un papel en la
transformacion de los quimicos organicos, pocos son capaces de convertirlos
totalmente en productos inorganicos en la naturaleza, en cambio, la
mineralizacion es alcanzada generalmente como una consecuencia de la
actividad microbiana (Kharoune y col., 1997, Kang y col., 1999). Los
compuestos organicos son a menudo clasificados como biodegradables,
persistentes o recalcitrantes. Biodegradacion significa la transformacion
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biologica de un compuesto quimico organico a otra forma; la extensiéon de esta
transformacion no estd implicita. Sin embargo, cuando los cientificos o
ingenieros establecen que un compuesto quimico es biodegradable, usualmente
quieren decir que puede ser mineralizado. En contraste, biodegradacion
primaria es usualmente usada para denotar una sola reaccion de transformacion
mientras que biodegradacion parcial significa cualquier cosa entre
biodegradacion primaria y mineralizacion (Grady, 1985).

Aunque el término recalcitrancia ha sido usado en un gran nimero de formas,
Bull (citado por Grady, 1985) lo ha definido como la resistencia inherente de un
compuesto quimico a cualquier grado de biodegradacion e introdujo el término
persistencia que significa que la biodegradacion de una sustancia falla bajo un
conjunto especificado de condiciones.

Las bacterias pueden hacer solamente aquellas actividades metabolicas para
las cuales tienen una capacidad genética. Mds ain, no todas las bacterias pueden
hacer todas las actividades y el ambiente es un factor importante para determinar
si una reaccién puede llevarse a cabo por un organismo genéticamente capaz de
realizarla. En consecuencia, ain para compuestos biogénicos, no existe garantia
de que la biodegradacion pueda ocurrir en un ambiente en particular. Primero un
organismo capaz de llevar a cabo la degradacion biologica debe estar presente;
segundo, debe existir una oportunidad para que las enzimas requeridas sean
sintetizadas y tercero, las condiciones ambientales deben ser suficientes para que
las reacciones catalizadas enzimaticamente procedan a una velocidad
significativa. Hay numerosos ejemplos reportados en los que compuestos
potencialmente persistentes han sido modificados por microorganismos o
completamente mineralizados por comunidades mixtas de microorganismos; por
ejemplo compuestos xenobidticos tales como los pesticidas. Estas situaciones
ponen de manifiesto la habilidad de los microorganismos de transformar
compuestos que no pueden utilizar como Unica fuente de carbono y energia
(Grady, 1985).

En vista de lo expuesto anteriormente, ;Como pueden los microorganismos
llevar a cabo la biodegradacion y ain la mineralizaciéon de xenobidticos? La
respuesta radica en el hecho de que la estereoespecificidad de las enzimas no es
exacta.

1.4.1 Biodegradaciéon Gratuita.
La mayoria de los libros de texto enfatizan la especificidad de las enzimas. Lo

que algunas veces no es claro, sin embargo, es que la principal especificidad
exhibida por las enzimas es con respecto a su funcion catalitica, i.e., el tipo de
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reaccion que median. Existe mucho menos especificidad con respecto al sustrato
al que se enlazan, aunque el grado de especificidad depende de las enzimas en
cuestion. Consecuentemente no es poco comun que las enzimas enlacen
analogos del sustrato natural. Si la estructura de estos andlogos no altera
sensiblemente la carga natural del sitio activo, entonces €s posible que la enzima
catalice una reaccidn especifica sobre el compuesto xenobiodtico. Esta
aproximacion de una enzima que presenta actividad catalitica hacia un sustrato
nuevo ha sido llamada metabolismo fortuito o gratuito. El éxito del metabolismo
gratuito depende de ciertos factores, entre los que se pueden mencionar la
capacidad del xenobidtico para inducir la sintesis de la enzima requerida y la
naturaleza de los productos resultantes. Es evidente, sin embargo, que si el
compuesto xenobidtico es incapaz de provocar la induccion de la enzima
requerida, entonces su biodegradacion solamente ocurrira en la presencia del
inductor natural. Para que organismos de una sola especie puedan continuamente
llevar a cabo metabolismo gratuito de un sustrato xenobidtico como unica fuente
de carbono y energia, deben en Gltima instancia ser capaces de extraer energia y
poder reductor de las reacciones. Si no pueden hacerlo no podran mantener su
integridad celular y eventualmente moriran. En tal situacion, la Gnica manera en
la cual puede efectuarse la biodegradacién continua del compuesto xenobidtico
es a través del uso de fuentes adicionales de carbono y energia o de la accién de
otros organismos en una comunidad microbiana mixta (Grady, 1985).

1.4.2 Cometabolismo.

Aunque el cometabolismo ha sido definido de muchas maneras, en este
trabajo se define como la transformacién de una sustancia no asimilable (el
cometabolito) en la presencia obligada de un sustrato de crecimiento u otro
compuesto transformable. Existen dos conceptos clave en esta definicion.
Primero, una sustancia no asimilable es definida como aquella que no permite la
division celular de los microorganismos. En otras palabras, es aquella que no
puede servir como la unica fuente de carbono y energia para un cultivo puro.
Segundo la transformacion ocurrird solamente en la presencia obligada de un
sustrato de crecimiento (Criddle, 1993; Grady, 1985). Dalton y Stirling (1982)
afiaden este requerimiento para hacer una distinciéon entre cometabolismo y
metabolismo gratuito.

“Considérese la situacion en la cual un sustrato xenobiético puede ser
transformado por una enzima presente dentro de una célula sin la necesidad de
energia o poder reductor para realizar la transformacion pero con la acumulacion
de un producto no metabolizable. El cultivo no creceria y la transformacion
eventualmente cesaria”. Dalton y Stirling (1982) clasificaron esto como simple
metabolismo gratuito. Por otro lado, si se requiriera energia o poder reductor
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para transportar el compuesto xenobiotico al interior de la célula o para llevar a
cabo su transformacion, entonces ésta no ocurriria cuando el compuesto se
afladiera a un cultivo porque las células no podrian extraer energia de su
metabolismo subsecuente para conducir el primer paso dependiente de energia.
Solamente cuando un sustrato de crecimiento u otro compuesto transformable
estuviera presente que pudiera producir energia para conducir la reaccion inicial,
ocurriria la transformacidn. Dalton y Stirling (1982) definen esta situacion como
cometabolismo. S1 un compuesto xenobidtico es cometabolizado por un cultivo
puro, entonces los productos metabdlicos siempre se acumularan debido a la
propia naturaleza del cometabolismo. Esto es, si los productos metabolicos
pudieran ser completamente metabolizados, eventualmente podrian proporcionar
energia que seria usada por un paso de metabolismo gratuito que requiriera
energia, permitiendo por lo tanto que el compuesto sirviera como la unica fuente
de carbono y energia para el crecimiento, lo cual por definicion no es
cometabolismo (Grady, 1985).

La produccion de metabolitos por el ataque cometabolico de un compuesto
xenobiodtico bien puede no resultar en su acumulacion dentro del medio si el
organismo que lleva a cabo el cometabolismo estd creciendo en una comunidad
microbiana mixta (consorcio microbiano). En tal caso hay una buena
oportunidad de que el cometabolito pueda ser degradado por otras especies
dentro de la comunidad. De esta manera, el ataque concertado de muchos
microbios dentro de una comunidad pueden dirigir la degradacion completa de
un compuesto xenobidtico ain cuando ningin organismo dentro de la
comunidad sea capaz de usar totalmente el sustrato. En consecuencia, las
comunidades microbianas pueden usar como fuentes de carbono y energia
compuestos que no pueden ser degradados por algun organismo solo (OECD,
1994). :

1.5 Control de la contaminacién por MTBE.

Debido a las caracteristicas Gnicas del MTBE, la seleccion de una estrategia
apropiada para la remediacion de sitios contaminados con este contaminante es
méas compleja que para otros compuestos como el benceno, tolueno, etil benceno
o xilenos. La Figura 1.2 muestra una vision global de distintas técnicas
propuestas para la remediacion de sitios contaminados con MTBE (Yang y col,,
1998) cuya seleccion depende de la evaluacién de riesgos lo cual involucra la
recepcion de muestras, caracterizacion de la extension de la contaminacion
(deteccion de impacto), caracterizacion del marco hidrogeologico y condiciones
biologicas.
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[ Contaminacién de MTBE |
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Figura 1.2 Vision general de estrategias de remediacion. Yang y col. 1998

Entre las diferentes tecnologias disponibles para la remocién de
contaminantes de suelos, mantos fredticos y agua potable, algunas han sido
propuestas para la remocion de MTBE. A continuacion se describen algunas de
ellas (reportadas en EPA, 1995 y en CPEO, 1998 excepto inciso 1.5.7 Oxidacion
con peréxido de hidrégeno):

1.5.1 Extraccion de vapores del suelo (Soil Vapor Extraction, SVE)

También conocida como venteo de suelos (soil venting) o extraccion al vacio
(vacuum extraction), es una tecnologia de remediacion in situ que reduce la
concentracion de los constituyentes volatiles de los productos del petrdleo
adsorbidos al suelo en la zona insaturada (vadosa). En esta tecnologia, una
presion negativa es aplicada a través de pozos cerca de la fuente de
contaminacion en el suelo. Los componentes voldtiles de la masa contaminante
se “evaporan” y los vapores son succionados hacia los pozos de extraccion. El
vapor extraido es entonces tratado segin sea necesario (cominmente con
adsorcion a carbon) antes de que sea liberado a la atmdsfera. Esta tecnologia es
comunmente usada para remover contaminantes de la gasolina de las zonas
insaturadas en sitios donde se produjo algin derrame. Basada en su alta presion
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de vapor y baja afinidad por carbono organico en suelos, se espera que el MTBE
sea facilmente removido del suelo por extraccion de vapor.

1.5.2 Desorcion térmica a baja temperatura (Low Temperature Thermal
Desorption, LTTD).

También conocida como volatilizacion térmica a baja temperatura (low-
temperature thermal volatilization), remocion térmica (thermal stripping) y
tostado de suelos (soil roasting) es una tecnologia de remediacion ex situ, que
usa temperaturas por debajo de los niveles de ignicion para separar
contaminantes volatiles de suelos excavados. Los desorbedores térmicos son
disefiados para calentar suelos a temperaturas suficientes para causar que los
contaminantes se volatilicen y desorban (separen fisicamente) del suelo. Aunque
no son disefiados para descomponer los constituyentes organicos, los
desorbedores térmicos pueden, dependiendo de los componentes organicos
especificos presentes y de la temperatura del sistema desorbedor, causar que
algunos de los constituyentes se descompongan completa o parcialmente. Los
contaminantes vaporizados son generalmente tratados en una unidad de
tratamiento secundaria ya sea un quemador, una camara de oxidacion catalitica,
un condensador o una unidad de adsorcién con carbdn antes de descargar a la
atmosfera. :

Debido a la alta presion de vapor del MTBE, tanto SVE como LTTD son
técnicas muy efectivas en la remocion del MTBE del suelo. Sin embargo, debido
a que el MTBE se separa de la gasolina y se disuelve rapidamente en agua, SVE
y LTTD deben ser usadas tan pronto como ocurra una liberacion; de otra forma
la mayoria del MTBE puede haber migrado ya del suelo a los mantos freaticos u
otros cuerpos de agua.

1.5.3 Adsorciéon con carbén activado granular (Granular Activated
Carbon, GAC) :

Sorcién es el término comun usado tanto para absorcidn como adsorcion.
Estos términos son a menudo confundidos. Absorcién es la incorporacion de una
sustancia en un estado a otra de un estado diferente (v.g. liquidos que son
absorbidos por un so6lido o gases que son absorbidos por agua). Adsorcion es la
adherencia fisica o enlace de iones y moléculas a una superficie de otra
molécula. La mayoria de las técnicas de sorcién actan como una esponja o
filtro. En las tecnologias de adsorcion de liquidos, los contaminantes que estan
en solucion (i.e. solutos) se adsorben a la superficie de un sorbente, el
adsorbente mas comun es el carbono activado granular (granular activated
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carbon, GAC). Debido a la capacidad limitada de adsorcién del carbon activado
para el MTBE, no se espera que la adsorcion sea generalmente usada para su
remocion en gran escala. Esto es cierto a concentraciones elevadas en el
influente que limitarian el tiempo en el que una columna GAC seria efectiva.

1.5.4. Arrastre con Aire o Venteo (Air Sparging)

El arrastre con aire es el proceso que consiste en la inyeccion directa de aire
en aguas subterraneas. El arrastre con aire remedia aguas subterraneas por
volatilizacion de los contaminantes y mejorando la biodegradacion. Conforme
las burbujas emergen, los contaminantes son removidos del agua subterranea por
contacto fisico con el aire (i.e. arrastre) y son llevadas hacia la zona insaturada
(i.e. zona vadosa del suelo). Una vez que los contaminantes se mueven hacia la
zona vadosa, un sistema de extraccidn de vapor es usualmente usado para
remover los vapores. Para compuestos organicos volatiles, el arrastre con aire es
una alternativa efectiva. Sin embargo, la constante de Henry para MTBE es muy
baja, lo cual indica una eficiencia relativamente pobre para el arrastre con aire.

1.5.5 Extraccion con aire (Air Stripping)

La extraccion con aire es una tecnologia en la cual los componentes volatiles
(VOCs) son transferidos de agua contaminada extraida del subsuelo al aire.
Tipicamente, la extraccion con aire tiene lugar en una torre empacada conocida
como extractor con aire (air stripper) o en un tanque de aireacion. El “extractor
con aire” incluye un aspersor en la tapa de la torre. Este forma un rocio con el
agua subterranea que es bombeada a la superficie y forzada a pasar a través de la
columna empacada. Conforme el agua desciende, aire ascendente es forzado a
través de la columna, extrayendo los compuestos volatiles. El uso de deflectores
dentro de la torre incrementan el area de transferencia del agua al aire,
maximizando asi la cantidad de volatilizacion.

1.5.6 Bioventeo (Bioventing)

El bioventeo es un proceso que consiste en la estimulacion de los
microorganismos que se encuentran normalmente en el suelo para que degraden
los compuestos presentes en el suelo al proporcionarles oxigeno. La velocidad
de la degradacion natural es limitada generalmente por la carencia de oxigeno y
otros aceptores de electrones (i.e. un compuesto que gana electrones durante la
biodegradaciéon) mas que por la carencia de nutrientes (i.e. donadores de
electrones). En los sistemas convencionales de bioventeo, el oxigeno es
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proporcionado por un compresor a pozos subsuperficiales. En contraste a la
extraccion de vapores del suelo, el bioventeo usa bajas velocidades de flujo de
aire para proporcionar solamente oxigeno suficiente para sostener la actividad
microbiana.

1.5.7 Oxidacion con perdéxido de hidrégeno.

eh (1995) encontré que el perdxido de hidrégeno en presencia de hierro
(reaccion de Fenton) degrada ETBE y MTBE. Por lo tanto los radicales
hidroxilo producidos en la reaccion de Fenton parecen ser un agente efectivo de
tratamiento. El ozono, ozono/UV, y ozono/perdéxido también tienen potencial
como tecnologias de tratamiento para la destruccion de oxigenantes. Debido a
que estos sistemas incrementan la biodegradabilidad de los residuos organicos
en el agua, la biofiltracion puede ser recomendada para continuar con la
oxidacion para el control de los residuos biodegradables. Esto resultaria en un
proceso efectivo de dos etapas: oxidacidn abiotica seguida por biodegradacién
aerobica del oxigenante (Kharoune y col., 1997; Kang y col., 1999).

1.5.8 Biofiltracion.

La biofiltraciéon en una tecnologia en la cual los contaminantes presentes en
una fase gaseosa, tales como los hidrocarburos, pasan a través de un lecho sélido
donde son adsorbidos y posteriormente degradados por la accion de
microorganismos. Diferentes cepas microbianas pueden ser introducidas en un
biofiltro para degradar preferencialmente compuestos especificos. La gran
ventaja del uso de-los biofiltros es que los contaminantes son destruidos y no
solo transferidos de una fase a otra. Sin embargo el crecimiento excesivo de
microorganismos puede taponar los biofiltros, requiriendo limpieza mecénica
periodica. Su efectividad depende de la biodegradabilidad de los contaminantes
y de la presencia de poblaciones microbianas adecuadas para llevar a cabo la
degradaciéon de los contaminantes asi como del mantenimiento de las
condiciones propicias para el desarrollo de dichas poblaciones.
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La degradacién de muchos compuestos de la gasolina es bien conocida, sin
embargo existe poca informaciéon del destino bioldgico de los compuestos
usados como oxigenantes de las gasolinas reformuladas. A la fecha hay
relativamente pocos estudios de degradacion microbioldgica del oxigenante
MTBE. La estructura de esta sustancia con un carbono terciario y un enlace éter
Jo convierten en un compuesto muy estable bajo un amplio rango de condiciones
ambientales. Se han realizado estudios de degradacion tanto anaerobios como
aerobios que muestran la dificultad de encontrar microorganismos capaces de
degradar al MTBE al mismo tiempo que sefialan a las condiciones aerobias
como una mejor alternativa para estudios posteriores.

2.1 Degradacién Anaerobia.

Suflita y Mormile (1993) estudiaron la biodegradacién anaerobia de
oxigenantes de la gasolina conocidos (MTBE, ETBE y TAME) y potenciales
(butil metil éter) utilizando sedimentos y agua subterrdnea obtenidos de la
porcién metanogénica de un manto acuifero anéxico contaminado con lixiviados
de rellenos sanitarios municipales. Ellos encontraron que los éteres son
moléculas relativamente persistentes que generalmente resistieron su destruccion
anaerobia. Después de 182 dias, no encontraron evidencia de la destruccion
anaerobia de los oxigenantes de la gasolina. MTBE, ETBE o TAME. Solamente
el butil metil éter, el andlogo de cadena recta de MTBE fue capaz de ser
convertido a metano en un 99% de la cantidad tedrica estimada.

Mormile y col. (1994) investigaron el destino de compuestos oxigenados bajo
condiciones anaerobias, ya que estas condiciones se desarrollan rapidamente en
mantos acuiferos contaminados con hidrocarburos. En este estudio emplearon
tanto muestras de sedimentos anaerobios como dos cultivos puros:
Acetobacterium woodii (ATCC 29683) y Eubacterium limosum (ATCC 8486)
que se sabe metabolizan una variedad de metil éteres y tienen un papel central en
vias degradativas anaerobias. En estos estudios observaron que los éteres
oxigenados fueron en general muy dificiles de degradar, ain cuando los
sedimentos tuvieran una historia previa de contaminacién. La presencia de
aceptores alternos de electrones no facilité la biodegradacion de los éteres. El
MTBE fue parcialmente transformado solo en una de varias muestras de

- sedimentos anaerobios. La transformacion de MTBE en esta muestra activa
requiri6 mas de 152 dias de incubacién, resultando en alrededor del 50% de
transformacion de MTBE y produciendo cantidades cercanamente
estequiométricas de TBA. El MTBE no fue degradado por ninguna de las dos
bacterias anaerobias 4. woodii y E. limosum que fueron capaces de degradar
varios éteres no ramificados.
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Yeh y Novak (1994), evaluaron la biodegradacion de MTBE, ETBE y TBA
en microcosmos en condiciones metanogénicas y desnitrificantes por consorcios
de muestras de tres diferentes suelos. Sus resultados indican que el TBA fue el
compuesto mas facil de biodegradar (hasta 0.15 mg/L-dia-g suelo seco), mientras
que el MTBE fue el mas recalcitrante. Esto hace pensar que el rompimiento del
enlace éter en el MTBE vy el ETBE es el paso limitante en la degradacion de
estos organicos. La degradaciéon de MTBE (0.05 mg/L-dia'g suelo seco) y ETBE
(0.15 mg/L-dia-g suelo seco) ocurrié solo en la muestra de suelo con el mas bajo
contenido de materia organica. No se observo degradacién en suelos ricos en
compuestos organicos.

2.2 Degradacion Aerobia.

Con respecto la degradacion aerobia del MTBE, se ha reportado un mayor
numero de trabajos con resultados positivos, si bien inicialmente algunos
trabajos fueron negativos.

Salanitro y col. (1994), aislaron un cultivo mixto aerobio (BC-1) desarrollado
a partir de lodos activados de plantas de biotratamiento municipales, de
refinerias y de la industria quimica. Dicho consorcio fue capaz de degradar
consistentemente MTBE (120 mg/L) a una velocidad de 34 mg/h-g de células. El
consorcio BC-1 contenia al menos cuatro o cinco microorganismos, incluyendo
coryneformes, pseudomonas y acromobacterias, sin embargo ninguno de estos
microorganismos mostré crecimiento sobre MTBE como ftnica fuente de
carbono. En experimentos de remocién de sustrato en un cultivo en lotes,
encontraron que ter-butil alcohol (TBA) se formé como un producto metabdlico
transitorio del rompimiento del MTBE. Los més altos niveles de TBA se
alcanzaron después de que el MTBE fue completamente utilizado,
posteriormente la concentracion de TBA formado decling, por lo que los autores
concluyen que sus resultados proporcionan evidencia que el consorcio BC-1
transformé MTBE a TBA como intermediario primario. :

Horan y Brown, (1995) investigaron la interaccion entre MTBE Yy la
degradacién de un hidrocarburo alcano representativo: hexadecano, el cual se
encuentra en muchos productos del petréleo incluyendo petréleo crudo y
gasolina. Estos estudios se realizaron usando protocolos respirométricos. Para
estos experimentos se tratd de seleccionar un consorcio microbiano capaz de
metabolizar MTBE usando técnicas de enriquecimiento. Sus resultados muestran
que la cantidad de hexadecano mineralizado decrece como una funcién del
MTBE afiadido. Encontraron ademas que el oxigeno fue utilizado por un
consorcio limitado en carbono cuando se afiadieron pequefias cantidades de
MTBE como tUnica fuente de carbono. Esto proporciond evidencia indirecta de
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que el MTBE puede de ser metabolizado por poblaciones microbianas, ya que el
oxigeno es el aceptor terminal de electrones en el metabolismo aerobio. Sin
embargo, no pudieron estabilizar algin consorcio con MTBE como la tnica
fuente de carbono, y de hecho encontraron que el enriquecimiento ceso de
utilizar O, cuando el MTBE alcanz6 aproximadamente 10 ppm en el envase de
cultivo. Los autores concluyen que es poco probable que el MTBE pudiera servir
como la tinica fuente de carbono para microorganismos.

Sin embargo, la degradacién de MTBE como unica fuente de carbono ha sido
reportada por Mo v col. (1995). Estos autores reportan haber aislado 15 cepas
bacterianas puras de lodos activados de plantas de biotratamiento y otras fuentes
con capacidad de degradar MTBE: el 40% de 200 ppm en 1 a 2 semanas como la
tnica fuente de carbono. Siete de las cepas aisladas se identificaron como
pertenecientes a los géneros Rhodococcus, Flavobacterium, Pseudomonas u
Oerskovia. Estas cepas también degradaron t-butanoi, butilformiato, -
isopropanol, acetona y piruvato como tUnica fuente de carbono. El uso de estos
compuestos en combinacién con MTBE mostré una reduccion en la degradacion
de MTBE. Sin embargo el precrecimiento en t-butanol seguido por una
transferencia a medio conteniendo MTBE resulté en una degradacion mayor de
MTBE.

Mo y col. (1996) desarrollaron un cultivo mixto de lodos activados que
utilizaron MTBE como tnica fuente de carbono en un biorreactor durante un .
-periodo de mas de un afio. El reactor mantuvo una actividad degradativa estable.
Comparado con. cultivos puros, el cultivo mixto mostré mayor capacidad de
-degradacion de MTBE. En cultivos por lotes, el cultivo mixto degradé 100 ppm
de MTBE después de tres dias de incubacion. La adicion de otros éteres causo
una aparente reduccion en la degradacion de MTBE.

Mo y col. (1997) aislaron tres cultivos bacterianos puros que degradan
MTBE, a partir de lodos activados y del fruto del 4rbol del Ginko. Los géneros -
aislados son: Methylobacterium, Rhodococcus y Arthrobacter. El 4rbol del
Ginko fue seleccionado porque produce acido butirico y/o contiene grupos butil
terciarios en su fruto. Estos estudios mostraron que las cepas aisladas degradaron
60 ppm de MTBE como ftinica fuente de carbono después de 2 semanas.

Hardison y col. (1997) sefialan que se ha demostrado que el citocromo P-450s
en mamiferos puede hidroxilar n-alcanos gaseosos y puede O-dealquilar tanto
dietil éter (DEE) como MTBE. En vista de que al parecer el citocromo P-450
estd involucrado en la oxidacion de n-alcanos por Graphium sp. ellos se
interesaron en determinar si este hongo también oxida DEE y MTBE. Sus
resultados mostraron que el DEE es utilizado como un sustrato que soporta el
crecimiento (a una velocidad inicial de 90-92 nmol/h'mg peso seco) pero el
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MTBE es solo parcialmente oxidado en una reaccién co-metabédlica (a una
velocidad inicial de 0.6 nmol/h-mg peso seco). Sus resultados también sugieren
que la oxidacion inicial de DEE (ortodealquilacion a 1-etoxi-1-etanol y posterior
formacion de etanol), MTBE (a ter-butoxi metanol) y n-alcanos gaseosos son
todas catalizadas por el mismo citocromo P-450 y que la actividad de la enzima
alcohol deshidrogenasa estd involucrada en la posterior transformacion de los
productos de la oxidacion inicial de cada sustrato (etanol en acetaldehido en el
caso del DEE y terbutoxi metanol a ter-butil formiato en el caso del MTBE).

"
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Figura 2.1 Via propuesta para la degradacion cometabolica de MTBE por Graphium sp.
(Hardison y col. 1997).
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Observaron que el MTBE se cometaboliz6 cuando el hongo creci6
previamente en n-alcanos o en DEE, pero no se degradé cuando el micelio
creci6 en caldo de Papa-Dextrosa. Basandose en sus resultados, propusieron una
via de degradacion cometabélica del MTBE, que involucra ter-butilformiato y
ter-butil alcohol (Figura 2.1).

Steffan y col. (1997) trabajaron con diversas cepas de bacterias capaces de
oxidar propano y evaluaron su capacidad de metabolizar oxigenantes de la
gasolina, incluyendo el MTBE, el ETBE y el TAME. Sus resultados mostraron
que todas las cepas propanc-oxidantes probadas degradaron 20 mg/L. de MTBE
en un rango de velocidades entre 3.9 y 9.2 nmol/min-mg de proteina después de
crecer en propano sin un periodo lag significativo. La reaccién inicial result6 en
la produccion de cantidades cercanamente estequiométricas de TBA. Durante la
produccion de TBA, aproximadamente 25% del carbono afiadido del MTBE fue
liberado como CO,, presumiblemente resultado de la oxidacion completa del
grupo metoxi-metilo de MTBE. Ademas de las bacterias propano-oxidantes se
ensayé la capacidad de oxidacion de MTBE de otras bacterias. Una cepa de
Pseudomonas putida que crecid en alcanfor, la cual produce la enzima mono-
oxigenasa P-450cam degradé parcialmente MTBE, pero éste no fue degradado
cuando la misma cepa crecié previamente en medio rico. La degradacién de
MTBE por esta cepa resultd en la conversion estequiométrica del MTBE
afiadido a TBA y la concomitante produccién de CO,. El andlisis de los
productos de degradacion de MTBE mostraron la aparicion en el medio de
cultivo de formaldehido y TBA el cual fue oxidado a 2-metil-2-hidroxi-1-
propanol y este al acido 2-hidroxi isobutirico (HIBA). Ninguno de estos
productos fue un sustrato de crecimiento efectivo para las bacterias propano-
oxidantes. Los autores proponen sobre la base de sus resultados una via para la
degradacién de MTBE por las bacterias propano-oxidantes (Fig. 2.2).

Segun Steffan y col. (1997) la degradacion de HIBA puede requerir una de
tres reacciones como se aprecia en la Figura 2.2: descarboxilacién resultando en
la formacion de 2-propanol (via 2), deshidratacién resultando en la formacion de
acido metacrilico (via 4), o hidroxilacidn resultando en la formacion de acido
2,3-dihidroxi-2-metil propidnico. Las reacciones de deshidratacion (via 4) y la
de hidroxilacién (via 3) podrian potencialmente ser catalizadas por una enzima
monooxigenasa P-450.

Kharoune y col. (1997) trataron de obtener microorganismos capaces de
degradar eficientemente los oxigenantes de la gasolina: MTBE, ETBE y TAME;
¢ investigaron también la factibilidad de fotodegradacion de estos compuestos,
ya sea su destruccion parcial o total. Como ultima meta de este trabajo,
combinaron tratamientos microbiolégicos y fotoquimicos para obtener una
eliminacién mas adecuada de estos compuestos.
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El tratamiento fotoquimico consistié en tratar las muestras que contenian
oxigenantes con radiacion ultravioleta combinada con diferentes concentraciones
de peréxido de hidrogeno (H,0,). Sus resultados muestran en cultivos aerobios
por lotes una mineralizacién del ETBE a una velocidad de 4 mg/L-dia. En
mezclas con otros oxigenantes la velocidad disminuy6 a 2 mg/L-dia; en la
mezcla ETBE-MTBE el ultimo fue degradado a 1.2 mg/L-dia y en la mezcla
ETBE-TAME el TAME fue degradado a 1.8 mg/L-dia. En los experimentos de
tratamiento fotoquimico encontraron degradacion nula cuando sélo utilizaron
H,0, o UV. El tratamiento H,0,/UV tuvo una transformacién estable aunque no
se logré la completa mineralizacion. Los intermediarios de la transformacion
fotoquimica fueron mds biodegradables que los oxigenantes. A concentraciones
mas bajas de peréxido, el ETBE es transformado pero no mineralizado (los
subproductos son acidicos y no absorben en UV), sin embargo ain a la més alta
concentracion de peréxido la concentracion iniciall de ETBE no es
completamente mineralizada. El alcohol ter-butilico (TBA), el etanol vy el
metanol fueron los principales subproductos generados de la transformacion de
ETBE. Los estudios con microorganismos tanto aclimatados como no
aclimatados al ETBE degradaron mas ficilmente los intermediarios de la
transformacion fotoquimica del ETBE que a este ltimo.

Eweis y col. (1997) estudiaron la biodegradaciéon de MTBE utilizando un
cultivo microbiano mixto proveniente de un biofiltro de la Joint Water Pollution
Control Plant (JWPCP) en Carson California.. Los objetivos de su trabajo
fueron: 1) investigar la factibilidad de transferencia y mantenimiento de la
actividad del cultivo desde un medio sélido (muestras de composta del biofiltro)
a un medio liquido, el cultivo liquido seria necesario en el tratamiento bioldgico
de aguas subterrineas contaminadas y 2) determinar los requerimientos
nutricionales del cultivo, particularmente en relacién al nitrégeno. Se probaron
tres medios minerales semejantes en todo excepto en la fuente y/o concentracion
de nitrégeno: el primero con alta concentracion de sales de amonio, el segundo
con bajo contenido de amonio y una tercera solucién con nitrato de sodio. Sus
- resultados mostraron que el cultivo fue capaz de degradar MTBE tanto en una
matriz sélida como en medio liquido. Por otra parte los microorganismos
parecen ser mas estables en el medio conteniendo nitrato como fuente de
nitrégeno comparado con amonio. El pH. disminuydé como resultado de
reacciones de nitrificacién al asimilarse el amonio, lo que posiblemente
contribuyé a la pérdida de biodegradabilidad en el medio con alta concentracion
de amonio.

Eweis y col. (1998-a) investigaron el efecto de la presencia de una fuente de
carbono mas facilmente degradable sobre la degradacion del MTBE. Se
selecciond al tolueno como modelo de los compuestos del grupo BTEX dado
que es el compuesto mas facilmente biodegradable de los cuatro aromaticos.
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Para estos estudios emplearon un cultivo degradador de MTBE aislado de
composta de un biofiltro (Eweis 1997). Los resultados mostraron que el tolueno
fue degradado en un 90% en las primeras 6 horas (concentraciones iniciales de 8
y 25 ppm) y que no tuvo un efecto toxico sobre el cultivo ni tampoco tuvo un
efecto de competencia por sustrato sobre el consumo de MTBE, el cual se
degrad6 en mas del 95% en 10 semanas a concentraciones de 35 ppm.

Eweis y col. (1998-b) estudiaron la degradacion del MTBE en presencia de
otros componentes de la gasolina y de otros compuestos oxigenantes por un
cultivo mixto (Eweis 1997). Los oxigenantes considerados fueron: TAME,
ETBE y DIPE. Entre los componentes de la gasolina estudiados se
seleccionaron: al benceno (por su toxicidad) y al tolueno (por ser el mas facil de
biodegradar del grupo BTEX) como molécula modelo de los aromaticos. Otros
compuestos como ¢l n-hexano se seleccioné como modelo de los n-alcanos y al
metil ciclopentano (MCP) como un modelo de los compuestos ciclicos. La
presencia de tolueno (20 mg/L) no tuvo un efecto negativo en la degradacion del
MTBE (10 mg/L). El tolueno de degrado en 2 a 3 dias y el MTBE en 4 dias. Con
el benceno se obtuvieron resultados similares. Aunque el DIPE, ETBE, hexano y
MCP no fueron degradados, su presencia en combinacion con MTBE no afectd
la degradacion de éste Gltimo. TAME fue el tinico oxigenante ademas del MTBE
que se degradd. La velocidad de degradaciéon del TAME fue similar a la del
MTBE. '

Bradley y col. (1999) analizaron la mineralizacion de MTBE y TBA en
muestras de lechos sedimentarios contaminados con gasolina obtenidas de dos
lugares distintos. Ambos sitios contenian componentes solubles de gasolinas
reformuladas (incluyendo BTEX, MTBE y TBA). Las muestras sedimentarias
del primer sitio eran predominantemente aerobias al momento de su coleccion.
Las muestras de agua del segundo sitio fueron aerobias, sin embargo analisis de
gases liberados del lecho sedimentario indicaron que era altamente
metanogénico. Los microorganismos nativos de los lechos sedimentarios de
ambos sitios demostraron mineralizacion del MTBE a CO, (73% para el primer
sitio y 30% para el segundo) durante 105 dias. En ninguna de las muestras de
ambos sitios se observo mineralizacion significativa de MTBE bajo condiciones
estrictamente anaerobias. La velocidad de mineralizacién bajo condiciones
aerobias del segundo sitio fue significativamente menor a la del primer sitio,
posiblemente debido a su mayor contenido en materia organica, la cual soportd
una significativa actividad metanogénica ain bajo un ambiente aerobio (las
velocidades calculadas de las graficas de este trabajo fueron para el primer sitio
1.2 ug/L-dia y para el segundo sitio de 0.42 ng/L-dia). Los autores argumentan
que la baja velocidad de mineralizacion observada en estos sedimentos puede
reflejar una restriccion de la mineralizaciéon del MTBE a una delgada zona
aerdbica en la superficie de los sedimentos.
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Hanson y col. (1999-b) lograron aislar una cepa bacteriana pura (bacilo
uniflagelado gram-negativo) que denominaron PM1 de composta usada como
medio filtrante de un biofiltro. Esta cepa fue capaz de utilizar MTBE como unica
fuente de carbono y energia a concentraciones tan grandes como 500 pg de
MTBE/mL. Las velocidades lineales iniciales de degradacion que obtuvieron
fueron de 0.07, 1.17 y 3.56 pg de MTBE/mL-hr a concentraciones iniciales del
compuesto de 5, 50 y 500 pg/mL y calcularon un rendimiento de 0.18 mg de
células/mg de MTBE. Finalmente, en experimentos de degradacién de MTBE en
muestras de suelo inoculadas con la cepa PM1 y adicionadas con MTBE
encontraron que la cepa consumié facilmente 20 pg de MTBE/mL, y el
organismo permanecié activo en MTBE por 83 h después de su inoculacién. De
estos experimentos proponen su cepa como un buen candidato para usarse en
bioaumentacion de sitios contaminados con MTBE.

Acuna-Askar y col. (1999) evaluaron las cinéticas de remocién y la eficiencia
de degradacion de MTBE en estudios por lotes (concentracion inicial de MTBE
de 100 mg/L) y en un reactor de flujo continuo (concentraciones iniciales de
150.1, 118 y 143.3 mg/L para tiempos de retencién de 0.25, 0.5 y 1.0 dias
respectivamente) utilizando un cultivo mixto previamente aislado de lodos
activados de una planta de tratamiento de aguas residuales de una industria
petroquimica. Entre los microorganismos del cultivo mixto aislaron 3 cepas:
MC-1 (coco Gram-positivo), MC-2 (Acinetobacter Iwoffi), y MC3 (Bacillus sp.)
siendo MC-1 el microorganismo predominante. Para estudios por lotes
calcularon mediante un modelo de primer orden, velocidades en el rango de 6.72
x 107 a 1.82 x 10" /dia. Sus experimentos sugieren que la biodegradacion de
MTBE se inhibe cuando otras fuentes de carbono facilmente asimilables como el
extracto de levadura, estin presentes en el medio de cultivo. Los ensayos en el
reactor de flujo ascendente continuo con una biopelicula mostraron una
biodegradacién del MTBE del 70% para tiempos de retencion de 0.5y 1.0 dias y
proporcion6 velocidades de remocién mas altas que las obtenidas en estudios por
lotes (utilizando un modelo bifasico, la tasa cinética de la primera fase k1 fue de
43.272 /dia y la tasa cinética para la segunda fase k2 fue de 0.180 /dia para el
tiempo de retencion de 1 dia).

Fortin y Deshusses (1999-a) estudiaron la degradacion-aerobia del MTBE en
dos biofiltros de lecho escurrido: uno empacado con roca de lava y el otro con
anillos Pall de polipropileno utilizando como indculo un consorcio microbiano
capaz de asimilar el compuesto como unica fuente de carbono y energia. El
consorcio consisti6 de al menos seis bacterias Gram positivas y negativas,
hongos, protozoarios y rotiferos. Se observé una lenta velocidad de crecimiento
y un bajo rendimiento de biomasa y en el estado estacionario alcanzaron para
ambos reactores capacidades de eliminacion de 42 a 50 g/m*-h encontrando que
este rango es cercano al reportado para otros compuestos organicos volatiles
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(VOCs). Al variar las cargas a los reactores obtuvieron eficiencias de remocién
hasta 95% a cargas de 15 a 20 g/m*-h. No se encontraron ni en la fase gaseosa ni
en el liquido las sustancias reportadas por otros autores como intermediarios del
MTBE (TBA y formaldehido) ni tampoco otros posibles subproductos. El
cultivo fue capaz de biodegradar TBA a una velocidad similar a la del MTBE.
Ademés el analisis de la relacion de carbono recuperado como CO, y el carbono
alimentado como MTBE muestra recuperacion entre el 80 y 120% lo cual indica
que la mayor parte del MTBE fue usado para la obtencion de energia del cultivo
mas que para crecimiento.

Fortin y Deshusses (1999-b) posteriormente realizaron un anélisis para poder
determinar el paso limitante de la eliminacién del MTBE encontrando que en sus
reactores la transferencia gas-liquido fue rdpida y que la eliminacién de MTBE
fue predominantemente controlada por fenémenos en la biopelicula. Una
comparaciéon detallada de los datos de eliminacion de MTBE a diferentes
concentraciones de entrada del compuesto a los reactores pero a cargas similares
revela que la capacidad de eliminacién virtualmente no sufrié cambios por
cambios en la concentracién. Esto indica que la biodegradacion mas que la
transferencia de masa fue el paso limitante en la biopelicula, ya que tanto la
velocidad de difusion y la transferencia de masa liquido-biopelicula son
dependientes de la concentracion. La observacion de una limitacion biologica es
consistente con el contenido relativamente bajo de biomasa en los reactores y
con la relativamente lenta velocidad de biodegradacion de MTBE comparada
con otros VOC'’s (capacidades de eliminacién del MTBE desde 34.3 hasta 41.6
g/m’>-h para concentraciones de entrada desde 0.66 hasta 1.28 g/m’ y tiempos de
residencia desde 54 hasta 90 segundos).

Morales y col. (2000) estudiaron la conducta de degradacién de MTBE por un
consorcio obtenido por enriquecimiento en un filtro de lecho escurrido. Sus
experimentos se llevaron a cabo tanto en microcosmos (concentracién del
MTBE de 25 mg/L) como en columnas de vidrio (concentracion de entrada de
12 mg/L). Se realizaron experimentos en condiciones aerobias como anaerobias
y se evalué la capacidad de degradacion tanto del consorcio inoculado como de
la flora microbiana nativa de muestras de suelo y agua subterranea contaminados
con MTBE del sur de California. Sus experimentos mostraron que la
degradacion de MTBE ocurrié solamente en aquellos microcosmos incubados
bajo condiciones aerobias e inoculados con su consorcio. No hubo degradacién
por los microorganismos nativos o en condiciones anaerobias. En microcosmos
obtuvieron la completa degradacion (~100%) de 20-25 mg/L de MTBE en 10
dias. Observaron ademas que cuando debido a la actividad de microorganismos
nitrificadores se generaba nitrito, el cultivo sufria una desactivacion de la
degradacion de MTBE y suponen que se debe a una alta sensibilidad de los
organismos degradadores de MTBE a este ion. En los estudios en columnas
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obtuvieron eficiencias de remocion cercanas al 100% sobre el rango de cargas de
MTBE probadas (0.1 — 2.5 g/m’h). La degradacién efectiva de MTBE se

mantuvo por seis meses.

En el grupo de investigacion de la UAM-Iztapalapa, Garnier y col. (2000)
estudiaron el cometabolismo de MTBE con gasolina, compuestos que se
encuentran en la gasolina: aromadticos (benceno, xileno y tolueno), alcanos
ciclicos (ciclohexano), n-alcanos (pentano, hexano, heptano), y compuestos que
no se encuentran en la gasolina pero que tienen alguna semejanza estructural con
la molécula de MTBE: éteres (Dietil Eter DEE), alcohol ter-butilico,
isopropanol, 2,2-dimetil butano (2,2DMB) y 2,2 4-trimetil pentano (2,2,4TMP).
Para estos estudios se emplearon consorcios aislados de muestras de suelos
contaminados con gasolina. Sus resultados muestran que la gasolina conteniendo
aproximadamente 10% de MTBE (mezcla comercial) se mineraliz6 en un 97%
en 6 dias. Los compuestos arométicos se mineralizaron de 2 a 3 dias, pero el
MTBE no se degrad6 en las mezclas con estos compuestos. En la mezcla de
ciclohexano-MTBE no se observo degradacién de ninguno de los compuestos.
En las mezclas con los n-alcanos, el MTBE se co-metaboliza con pentano (200
pg/dia), con hexano (42 pg/dia) y con heptano (87 pg/dia). Los n-alcanos de
mineralizaron en un 100%. Se encontré ademas co-metabolismo de MTBE (83
pg/dia) con DEE (85% en 17 dias). Con TBA no se pudo determinar si hubo
degradacion. 2,2DMB y 2,2, 4TMP no se mineralizaron ni tampoco el MTBE. El
alcohol isopropilico de mineralizé en un 100% pero el MTBE practicamente no
se degradd.

Posteriormente Garnier y col. (1999) continuaron los estudios de degradacion
cometabdlica del MTBE bajo condiciones aerobias de cultivo en presencia de
pentano ya que con este compuesto se logré la mayor velocidad de degradacién
cometabdlica del MTBE (Garnier y col. 2000). El objetivo de este trabajo fue
aislar y caracterizar los organismos responsables de la degradacién de MTBE a
partir de un consorcio capaz de degradar gasolina completamente. Se logré aislar
un microorganismo a partir de muestras de suelos de sitios contaminados con
gasolina, el cual se identific6 por analisis de acidos grasos como P. aeruginosa y
actualmente se encuentra depositada en la Coleccién Nacional de Cultivos
Microbianos del CINVESTAV, México, con la clave CDBB-1230. El organismo
aislado tiene la habilidad de degradar cometabolicamente MTBE en presencia de
pentano, pero no se observo degradacién en ausencia del mismo. A partir de
datos cinéticos calcularon una velocidad méxima de crecimiento en pentano de
0.19 h™' ademas determinaron las constantes de saturacion real (K=29 ug/) e
inhibitoria (Ki= 3.5 mg/l) para el pentano. La relacion entre K, para el MTBE
(185 mg/l) y el K para el pentano (2.9 pg/L) fue calculada en 64,000, y
consideran por lo tanto que las enzimas involucradas en el proceso tienen una
mucho mas alta afinidad por el pentano que por el MTBE. En otros estudios
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cinéticos observaron inhibicion competitiva entre MTBE y Pentano. Finalmente,
no se observé un efecto inhibitorio significativo sobre P. aeruginosa con una
concentracion de MTBE de hasta 900 mg/1.

También en el grupo de investigacion de la UAM, Dupasquier y col. (1999)
llevaron a cabo estudios de degradacion de vapores de MTBE por
cometabolismo con pentano usando la cepa de P. aeruginosa CDBB-1230
aislada por Garnier y col (1999-b). Los experimentos se realizaron en un
biofiltro de 2.4 litros empacado con un soporte mineral (vermiculita). Sus
resultados comprueban la degradacion cometabolica del MTBE en presencia de
pentano observada por Garmer La capacidad de eliminacién experimental del
pentano fue de 7 g'm>h' a un tlempo de residencia de 1.1 horas y una
concentracién de entrada de 18 g'm” mlentras que para ¢l MTBE la capacidad
de ehmmacwn fue entre 0.3 vy 0.7 g m 3-h! a concentraciones de entrada entre 1
y 11 g'm>. Para ambos productos, encontraron una relacién lineal entre la
concentracmn y la altura del biofiltro y concluyen que esta conducta indica que
las velocidades de degradacion de MTBE y pentano estuvieron limitadas por la
reaccion biologica. E! modelo matematico que utilizaron, predijo
satisfactoriamente los perfiles de concentracion de pentano y MTBE con la
altura del biofiltro. Por otra parte, se observd que la eficiencia de remocion del
pentano decrece con incrementos en la concentracién de entrada de MTBE y
explican este fendmeno como una inhibicién de la degradacion de pentano por
MTBE.

En los trabajos anteriores podemos apreciar que los estudios en condiciones
aerobias proporcionan mejores resultados de degradacion del MTBE que los
anaerobios. Por otra parte, si bien el aislar cepas puras o consorcios capaces de
utilizar al oxigenante como tnica fuente de carbono y energia es de gran interés
dada la enorme dificultad de degradacion de este compuesto en la naturaleza, la
degradacion cometabdlica también resulta ser una buena alternativa para el
control del MTBE en sitios contaminados. El poder entender el fenémeno de co-
metabolismo de un compuesto como el MTBE nos ayudaria a plantear
estrategias de biorremediacion de esta sustancia y otras relacionadas como el
ETBE y el TAME entre otras.

En el presente trabajo se reportan la obtencién de consorcios y el aislamiento
de cepas bacterianas puras capaces de blodegradar en condiciones aerobias, por
co-metabolismo, al MTBE en presencia de gasolina y de pentano
respectivamente. Ademds, se muestran experimentos en los que se utilizaron
algunos compuestos con una estructura molecular anéloga a la del oxigenante
con el fin de investigar si los microorganismos estudiados podian emplearlos
como sustratos de crecimiento y en tal caso si permitian la degradacién
cometabolica del MTBE.
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3. OBJETIVOS.

GENERAL

Contribuir al estudio de la biodegradacion aerobia del compuesto oxigenante

de la gasolina metil fer-butil éter (MTBE) utilizando cultivos bacterianos puros y
consorcios, ya sea por cometabolismo o como tunica fuente de carbono y energia
a mivel de microcosmos.

I

PARTICULARES

. Obtener por enriquecimiento consorcios bacterianos capaces de metabolizar

o de co-metabolizar MTBE en un cultivo aerobio liquido.

Aislar y caracterizar cepas bacterianas puras en base a su capacidad para
asimilar al MTBE como tnica fuente de carbono y energia o de degradar la
molécula por co-metabolismo en presencia de analogos de esta sustancia que
sirvan como sustratos de crecimiento.

Estudiar la cinética de degradacion co-metabdlica de MTBE en un medio
aerobio liquido (microcosmos) con consorcios bacterianos y cepas puras,
utilizando como sustratos de crecimiento compuestos con semejanza
estructural a la molécula de MTBE tales como dietil éter y los alcoholes
1sobutilico, secbutilico, terbutilico (TBA) € i1soamilico.

Obtener parametros cinéticos que describan el co-metabolismo de MTBE con
los sustratos antes mencionados y que permitan comparar las capacidades de
biodegradacion de los cultivos asi como los sustratos ensayados en funcion
de la degradacion del MTBE.
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4. MATERIALES Y METODOS

4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Inéculos

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron obtenidos de las
siguientes fuentes:

e De un biofiltro alimentado con pentano y MTBE de la Planta Piloto
(PPU4) del grupo de tratamiento de Emisiones Gaseosas (Departamento de
Ingenieria de Procesos e Hidraulica) de la UAM-I (Dupasquier, 1999), se
obtuvo un consorcio (P), que se mantuvo en medio de sales minerales
(MSM) con pentano como Unica fuente de carbono y energia. De este
consorcio se aislaron varias cepas puras inoculando 1 mL del caldo de
cultivo en placas Petri con medio MSM con agar purificado, incubadas a
30°C dentro de un desecador con atmdsfera de pentano. La cepa que
mostré la mayor velocidad de degradacién de pentano, fue identificada por
tincion de Gram y por andlisis de acidos grasos (FAME) por Analitical
Services Inc. (Williston, Vt., USA) como Pseudomonas aeruginosa y
depositada en la Coleccibn Nacional de Cultivos Microbianos,
(CINVESTAYV, México) bajo el nimero CDBB-B-1230 (Garnier 1999).

e Una cepa de Pseudomonas aeruginosa (CDBB-B-999) adquirida en la
Coleccion Nacional de Cultivos Microbianos, (CINVESTAV, México)

o Una cepa de Pseudomonas sp. (Ps) con capacidad de crecer en
hidrocarburos de cadena larga (cepa Ps) aislada de una muestra se suelo en
la Escuela de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional (IPN,
México).

e Dos consorcios (denominados respectivamente consorcios T1 y T2)
obtenidos en el laboratorio de emisiones gaseosas (UAM) en 1997 por
enriquecimiento con gasolina de sendas muestras de suelo contaminado
con el mismo combustible. Las muestras de suelo fueron proporcionadas
por el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP, México).

¢ Un cultivo mixto (consorcio M) obtenido al mezclar cuatro cepas puras sin
identificar, aisladas de diferentes biofiltros de la Planta Piloto PPU4 del
grupo de tratamiento de Emisiones Gaseosas (Departamento de Ingenieria
de Procesos e Hidrdulica, IPH) de la UAM-I en diferentes épocas,
alimentados con distintos hidrocarburos. Este consorcio se enriquecié en
medio MSM con gasolina con recambio semanal de medio.
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Antes de ser utilizados como inoculos de los sistemas experimentales, los
diferentes grupos microbianos fueron enriquecidos en matraces Erlenmeyer de
250 mL con tapén roscado conteniendo 100 mL de MSM (ver Tabla 4.1) con los
distintos compuestos a ensayar como la tinica fuente de carbono y energia.

Una vez que los cultivos alcanzaron una densidad éptica minima de 0.4 (a
540 nm), la biomasa se concentrd por centrifugacion a 10,000 r.p.m. a 10°C; se
desechd el sobrenadante y se resuspendié en medio fresco o solucion salina
estéril (0.85% de NaCl), se centrifugd nuevamente y se desecho el sobrenadante.
El proceso se repitié dos veces con el fin de “lavar” las células. La biomasa
resultante se resuspendi6 en medio fresco hasta lograr una densidad éptica de 0.2
tal como se explica en la seccion de microcosmos.

4.2 Reactivos.

Metil #-butil éter (98%, p= 0.740 g/cm’), pentano (99%, p = 0.626 g/em’),
alcohol isoamilico (3-metil-1-butanol, 99%, p = 0.809 g/cm’) y #-butil alcohol
(99%, p = 0.77 g/cm’) fueron de Aldrich Chemicals (Milwaukee, Wis. EE.UU.);
dietil éter (99.9%, p = 0.713 g/cm®) de J.T. Baker (Xalostoc, México), alcohol
sec-butilico (2-butanol, 99.5%, p = 0.81 g/cm’) y alcohol isobutilico (isobutanol,
99%, p = 0.80 g/cm’) de Merck (Darmstadt, Alemania). La gasolina fue Magna
SIN (de PEMEX, adquirida en México D.F. p = 0.7425 glem® a 20 °C
determinada con un picnémetro)

4.3 Cuantificacién de la biomasa

La biomasa se determiné indirectamente mediante la medicion de densidad
optica a una longitud de onda de 540 nm (DOs4) (Duetz y col., 1994; Steffan y
col., 1997) en un espectrémetro Spectronic 20D (Milton Roy Company, U.S.A.)
en celdas de vidrio de 10 cm de longitud. Como blanco se utilizé medio de
cultivo (Seccion 4.4)

Posteriormente se realizaron mediciones de proteina por el método de Lowry
(Lowry, 1951) a muestras de los cultivos con densidades 6pticas conocidas con
el fin de determinar la equivalencia entre DOsy y contenido de proteina. En
consecuencia la biomasa en este trabajo se reporta indirectamente como
contenido de proteina.
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4.4 Medio de cultivo.

Se utilizé un medio de cultivo de sales minerales (MSM, Acuifia y col. 1999)
modificado (Tabla 4.1). La fuente de hierro fue sustituida por cloruro férrico que
es mas soluble (Dean, 1989) y ademas se adicionaron elementos traza cuya
formulacion se modificé de Meynell y col. (1970). Se omitié la fuente de cobre
para prevenir una inhibicién potencial de enzimas de tipo monooxigenasas
(Phelps y col. 1992), posibles responsables de la degradacion de MTBE
(Hardison y col., 1997; Steffan y col., 1997).

TABLA 4.1 MEDIO DE SALES MINERALES (MSM) MODIFICADO DE ACUNA Y COL., 1999; ELEMENTOS
TRAZA MODIFICADO DE MEYNELL Y COL.., 1970)

COMPUESTO CONCENTRACION SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA
gt COMPUESTO CONCENTRACION g/L
(NH.4);S04 3.00 FeCl36H,0 0.2000
MgSO,7H,O 1.50 ZnS04-7H,0 1.4400
KH,PO, 0.60 MnSO,-H,0 0.8411
K;HPO, 2.40 CoCl-6Hz0 0.2621
CaS0, 015 H3BOs 0.0620
Solucién Elementos Traza SmL NiCl,-6H,0 0.0900
pH 6.8-7.0 NaMoO42H,0 0.4900

4.5 Microcosmos.

Los estudios cinéticos de descomposicién de MTBE se realizaron por el
método de microcosmos utilizado por Garier y col. (1999), usando botellas
serologicas de 125 mL conteniendo 20 mL de MSM (Figura 4.1) inoculado con
el (los) microorganismo(s) a ensayar hasta alcanzar una DOQOs4 de 0.2. Las
botellas fueron selladas con valvulas de teflon Minninert®.

Se investigd la degradacion del MTBE como unica fuente de carbono y por
cometabolismo con gasolina ya que es en este combustible donde se encuentra el

MTBE; ademas se estudié el cometabolismo con sustancias analogas a la
molécula de MTBE.

En la Figura 4.1 se muestran las féormulas del MTBE, y de los analogos
estudiados: TBA, Isobutanol, secbutanol, alcohol isoamilico y dietil éter.
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Figura 4.1 Estructura molecular del MTBE y algunos analogos utilizados en los
experimentos de cometabolismo. Los carbonos en rojo indican un carbono terciario
y en verde un carbono secundario

En estos ultimos experimentos, se utilizd como sustrato de referencia al
pentano, por ser un compuesto de facil asimilacion para los microorganismos
estudiados y que permite la degradacion cometabodlica del MTBE.

Cada experimento consisti¢ de las siguientes unidades experimentales:

Una botella adicionada con 5 pL. de MTBE, agregados mediante una jeringa
Hamilton® (Reno, Nevada. EE.UU.) de 10 pL de capacidad.

En el caso de los estudios de cometabolismo una segunda botella con 5 pl.
de MTBE mas 5 ul. del sustrato a probar (mencionados arriba) como fuente
de carbono y energia.

Una tercer botella con 5 pL del sustrato.

Y una cuarta botella sin ninguna fuente de carbono para determinar la
respiracion endogena del cultivo.

Cada experimento se hizo por duplicado. Las botellas se incubaron a 30 °C
con agitacion rotatoria (150 rpm).

4.6 Analisis cromatografico

Las mediciones del consumo de los sustratos, del consumo de oxigeno y

formacion de bioxido de carbono se realizaron tomando periddicamente
(aproximadamente cada 24 horas) muestras de 100 pL de la fase gaseosa de cada
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Figura 4.2 Microcosmos en botellas serologicas de 125 mL conteniendo 20 mL de
medio de sales minerales e inoculadas con el microorganismo a estudiar hasta alcanzar
una densidad optica a 540 nm de 0.2 de absorbancia. Las botellas fueron cerradas
herméticamente con valvulas de teflon Minninert®.
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frasco (headspace) con una jeringa para gases (Precision sampling®, Rouger,
Lousiana) de 0.5 mL de capacidad y analizadas por cromatografia de gases FID
y TCD. En el caso de los compuestos poco volatiles como el isobutanol fue
necesario inyectar una mayor cantidad de muestra (0.5-1.0 mL) para poder
detectarlos.

Cada medicién se hizo por duplicado. La lectura proporcionada por el
cromatografo (4rea bajo la curva) se convirtid a volumen (microlitros) de
compuesto mediante curvas estandar (ver Seccion 4.7).

La concentracion del MTBE y de los diferentes sustratos ensayados se
determind en un cromatografo de gases (Hewlett Packard, U.S.A.), modelo 5890
serie II con un detector de ionizacion de flama (FID). La columna utilizada fue
de metil silicon de 30 m de longitud, diametro interno de 0.32 mm y pelicula de
0.25 pm (Quadrex Corporation, U.S.A.). Como gas acarreador se uso6 nitrogeno
(Praxair, México) a una velocidad de flujo de 1.6 mL/min. Las temperaturas de
trabajo fueron: inyector 180°C, columna 50°C, detector 210°C.

En el caso de la mediciéon de gasolina la temperatura de la columna se
mantuvo a 40°C durante 2.5 minutos y después se hizo una rampa hasta 120°C
(70°C/min).

Para la determinacién de la concentracién de O, y de CO, se utilizé6 un
cromatdgrafo de gases GOW MAC (serie 550 con un detector de conductividad
térmica, con una columna concéntrica CTR-1, Alltech, USA) con helio (Praxair,
México) como gas acarreador a una velocidad de flujo de 65 mL/min. Las
temperaturas de operacion fueron: inyector 30 °C, detector 70 'C y columna 30
C. ‘

4.7 Curvas estandar

Para cuantificar el MTBE y los demas sustratos probados se hicieron curvas
estandar:

En 10 botellas conteniendo cada una 20 mL de MSM (similares a las
utilizadas en los experimentos pero sin inocular) se adicionaron cantidades
conocidas crecientes del compuesto a cuantificar, y se analizaron por
cromatografia de la misma forma que las unidades experimentales. Los datos de
area bajo la curva determinados en el cromatdgrafo y el volumen del compuesto
afiadido a cada frasco siguieron una relacién lineal pudiéndose por lo tanto
ajustar por medio de analisis de minimos cuadrados. Los coeficientes de
regresion fueron en general superiores a 0.990.
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El volumen de cada compuesto estudiado asi calculado, se transformé
mediante su densidad a masa (mg), que es en la forma en la que se reporté en
este trabajo.

4.8 Analisis de regresiéon de los datos experimentales

Los datos cinéticos de la degradacién de los compuestos se ajustaron
mediante el modelo de Gompertz (Acufia y col., 1999), una funcién matematica
con una doble exponencial explicada con mayor detalle en el Apéndice A:

Y =aexp (- Bexp™) 4.1

La velocidad maxima V5, (la maxima razén de cambio de la variable Y con
respecto a la variable x), puede ser calculada de los parametros del modelo como
Vmix = 0.368ax (ver Apéndice A). En este trabajo la velocidad maxima de
degradacion se expresa en mg de sustrato/unidad experimental-h. Al conocer el
contenido de proteina en cada unidad experimental (ver Cuantificacion de
biomasa, Seccion 4.3), podemos expresar Vp; en términos de mg de
compuesto/mg prot.-h. Para poder realizar el ajuste de los datos experimentales
con el modelo de Gompertz, se utilizé el programa de computo KaleidaGraph™
version 3.08 de Synergy Software.

4.9 Coeficiente cometabdlico

Para cuantificar el cometabolismo del MTBE en presencia de un sustrato, en
éste trabajo se define un coeficiente cometabdlico “CC” como la masa de MTBE
cometabolizado por unidad de masa de sustrato degradado, calculado en las
fases asintdticas de degradacion, ya que en estas fases se obtiene la degradacion
maxima de cada compuesto. Este coeficiente puede calcularse con los

parametros de ajuste o del modelo de Gompertz (Apéndice A) para el MTBE y

para el sustrato empleado segun el experimento: ya que o (mg de sustancia/
unidad experimental) es la méxima cantidad de sustancia degradada:

cc = OMTBE [ mg MTBE] (42)

Olsustrato mg sustrato
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

A la fecha existen pocos reportes de microorganismos capaces de utilizar al
metil ter-butil éter (MTBE) como tnica fuente de carbono y energia. A pesar de
la dificultad de encontrar microbios con tal habilidad y precisamente debido a
ello, se realizaron esfuerzos con el afan de encontrar algin consorcio o alguna
cepa bacteriana pura capaz de metabolizar a este importante aditivo oxigenante
de las gasolinas usadas actualmente. Quizas de mayor importancia en la
naturaleza, existe una forma alterna de biodegradaciéon del MTBE: Ia
degradaciéon cometabolica, objeto principal de estudio del presente trabajo para lo
cual se investigd la capacidad de los microorganismos estudiados de utilizar
como sustratos de crecimiento varios compuestos con semejanza estructural a la
molécula de MTBE asi como su potencial para inducir la degradacion
cometabolica del MTBE.

En la primera secciéon de este capitulo se reportan los resultados de los
estudios con consorcios: cinéticas de degradacion cometabdlica del MTBE
utilizando como sustratos los compuestos volatiles de la gasolina. En la segunda
seccion se muestran los resultados de los trabajos con algunas cepas puras
obtenidas de uno de los consorcios: aislamiento y cinéticas de cometabolismo.
Finalmente, en la tercera seccion se hace referencia a los estudios de degradacion
cometabdlica con los diferentes sustratos propuestos, utilizando los cultivos
seleccionados en los estudios anteriores.

5.1 Degradacion de MTBE por consorcios.
5.1.1 Degradacion como unica fuente de carbono.

Tal como se menciond en el capitulo de Materiales y métodos, se contd con
cuatro consorcios: P, M, T1 y T2 que fueron evaluados en cuanto a su capacidad
de crecer en MTBE como unica fuente de carbono y energia. Después de
aproximadamente un mes de cultivo en MSM con MTBE (25 uL/100 mL de
medio), el crecimiento en los cuatro consorcios, monitoreado por D.O.s4 fue
nulo. Asi mismo, la cinética de degradacién en microcosmos no mostr6é la
desaparicion del compuesto (datos no mostrados), por lo que se decidid continuar
los estudios por via cometabolica.

5.1.2 Cinéticas de degradacion de MTBE por los consorcios con gasolina.

Como compuesto inicial para estos analisis se usé gasolina ya que tres de los
cuatro consorcios se habian enriquecido en este combustible y el MTBE liberado
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al ambiente normalmente se encuentra asociado a éste. También el consorcio P
(hasta el momento enriquecido en pentano) se enriquecié en gasolina
previamente a los experimentos de cometabolismo.

Una vez que se obtuvieron los datos experimentales de degradacion, se
analizaron mediante el modelo de Gompertz descrito en el apéndice A. La forma
en la que se utiliz6 el modelo en este trabajo se ilustra con un ejemplo de
degradacion de gasolina usando como indculo al consorcio P (Gréafica 5.1).
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Grifica 5.1. Degradacion de gasolina Magna SIN y MTBE por el consorcio P durante
100 horas de cultivo.

Antes de poder utilizar el modelo de Gompertz para modelar los datos
experimentales, es necesario transformarlos: estimar para cada punto
experimental la cantidad de sustrato consumido mediante el siguiente calculo:

Sc=(Se—-9S) (5.1)

Donde:

Sc es la cantidad de sustrato consumido
S, es la cantidad inicial de sustrato en cada unidad experimental

S es la cantidad de sustrato presente al momento de la medicion.

En la Grafica 5.2 se muestran los datos transformados:
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Grifica 5.2. Consumo de MTBE y gasolina por el consorcio P. Datos transformados
para su analisis por el modelo de Gompertz.

Después de aplicar el andlisis de regresion con el modelo de Gompertz, se
obtuvieron los siguientes coeficientes:

para la gasolina:

o =3.4471
b =3.2565
k =0.0940

Con un coeficiente de determinacién r” = 0.9901

para el MTBE:
o =0.4633
b=17.321
k =0.1281

Con un coeficiente de determinacién r> = 0.9948

En la Grifica 5.3, se muestran los datos experimentales de degradacion de
MTBE y gasolina, con los respectivos ajustes obtenidos por el modelo de

Gompertz.

€) N oW
229990
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Grifica 5.3. Consumo de gasolina y MTBE. Los puntos representan los datos experimentales
y las lineas los ajustados por el modelo de Gompertz.

A continuacion, haciendo uso nuevamente de la relacion Sc = (S; — S), se

calculé para cada momento, la cantidad estimada (ajustada) de los sustratos

presentes. Las cantidades experimentales y las ajustadas se muestran en la
Grafica 5.4.

Los modelos ajustados quedan

para la gasolina:

Sc =3.4471 exp (- 3.2565 exp”®™*"™) (5.2)

para el MTBE:

Sc =0.4633 exp (17.321 exp”'**'™) (5.3)

Y las velocidades maximas:

Vmix = 0.1150 mg de gasolina/unidad experimental-h
Vimax = 0.0218 mg de MTBE/unidad experimental-h

De las mediciones realizadas para correlacionar la densidad optica y proteina
se encontré que para una D.O. igual a 0.2, el contenido de proteina fue de 1115

ug. En consecuencia los datos de velocidades maximas de consumo se reportan
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en este trabajo como miligramos de sustrato consumido por hora por miligramos
de proteina.

Vs = 0.103 mg de gasolina/mg de Proteina-h
Viax = 0.020 mg de MTBE/mg de Proteina-h
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Grifica 5.4. Datos experimentales y ajustados de la degradacion de gasolina comercial
Magna SIN y del MTBE por el consorcio P.

La Grafica 5.5 muestra que ninguno de los cuatro consorcios estudiados
fueron capaces de utilizar al MTBE como sustrato de crecimiento. Durante un
periodo de 100 horas de cultivo, la concentracion del oxigenante permanecid
practicamente sin cambio. Este resultado coincide con varios reportes que
sefialan la dificultad de degradacion del MTBE: Salanitro y col (1994), Horan y
Brown (1995), Hardison y col. (1997), Garnier y col. (1999, 2000).

En consecuencia se estudio la degradacion cometabdlica del oxigenante con
gasolina Magna SIN.
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Grifica 5.5, Evolucion de la concentracién de MTBE como tinico sustrato de crecimiento
para los cuatro consorcios bacterianos estudiados.

La grafica 5.6 muestra las cinéticas ajustadas para la degradacién de gasolina
por los cuatro consorcios estudiados. Puede apreciarse que desde las 50 horas de
cultivo tres de los cuatro consorcios degradaron mas del 90% de la concentracion
inicial de la gasolina (5 pL/botella) sin embargo después de 100 horas de cultivo
los cuatro consorcios lograron una degradacion semejante (alrededor de 95%).
En la Gréfica 5.7 se muestra que el comportamiento de degradacion del MTBE
contenido en la gasolina (aproximadamente 0.6 pL/botella) fue muy similar al de
la gasolina: tres consorcios lograron degradar mas del 90% del MTBE alrededor
de las 40 horas de cultivo y los cuatro lo degradan alrededor del 99% a las 100
horas.

Los resultados anteriores indican que la degradacion del MTBE es por via
cometabdlica con alguno o algunos de los compuestos de la gasolina.

Estos datos estan de acuerdo con los reportados por Garnier y col. (2000), que
encontraron la degradacion total de gasolina y la degradacion cometabdlica del
MTBE; pero cuando probaron compuestos especificos de la gasolina, no
obtuvieron cometabolismo del MTBE con aromaticos (BTEX), solamente con
hidrocarburos alifaticos como pentano, hexano y heptano. Sin embargo los
consorcios enriquecidos en este trabajo fueron mas rapidos que el consorcio de
Garnier y col. Que degradaron el 97% de la gasolina hasta los 6 dias (144 horas)
de cultivo.
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Griéfica 5.6. Degradacion de vapores de gasolina Magna SIN por 4 consorcios bacterianos.
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Grifica 5.7. Degradacion cometabélica de MTBE con gasolina Magna SIN por los consorcios
bacterianos estudiados.

En la Tabla 5.1 se resumen las velocidades méaximas de degradacién de los
compuestos volatiles (30°C) de la gasolina comercial Magna SIN y del MTBE
contenido en ese tipo de gasolina calculadas con el procedimiento antes
explicado (Gompertz). También se muestran los porcentajes de degradacion
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determinados a las 100 horas de cultivo y el coeficiente cometabolico CC
(seccion 4.9, capitulo Materiales y métodos) que indica la cantidad de MTBE

degradado por unidad de sustrato consumido.

Tabla 5.1 Datos cinéticos de degradacién de gasolina Magna SIN después de 100 horas de cultivo.

Vmax
. Gasolina MTBE
Microorganismo mgimg proth mg/mg proth % degradacion % degradacion mg M?rgE/mg
(R’ del ajuste}]  (R?del ajuste) Gasolina MTBE gasolina

Consorcio P 0.103£0.020  0.0200.006 94.9 99.8 0.134
(0.990) (0.995)

Consorcio M 0.18220.034 0.02320.002 97.5 99.7 0.131
(0.996) (0.999)

Consorcio T1 0.07420.012  0.00920.001 93.4 97.7 0.136
(0.993) (0.999)

Consorcio T2 0.144:0.011  0.021:0.001 96.6 99.2 0.132
(0.998) (0.999)

Intervalos de confianza del 95% para Vmax.

En esta Tabla se observa que tres de los cuatro consorcios: P, M y T2
mostraron velocidades maximas de degradacion de MTBE alrededor de 0.02
mg/h-mg proteina, porcentajes de degradacion de MTBE superiores al 99% vy
porcentajes de degradacion de gasolina alrededor del 95%. Los consorcios M y
T2 fueron los mas rapidos para degradar gasolina y el consorcio T1 fue el mas
lento para degradar tanto gasolina como MTBE. Sin embargo, al final de 100
horas de cultivo degrad6 cantidades de gasolina y MTBE cercanas a los otros tres
consorcios. Al analizar el coeficiente cometabdlico puede observarse que en
estos experimentos los cuatro consorcios fueron bastante similares degradando
alrededor de 0.13 mg de MTBE/mg de gasolina consumida. Puede verse, por lo
tanto, que aunque los cuatro consorcios estudiados provienen de fuentes
diferentes, tras un periodo de enriquecimiento en gasolina, todos pudieron
consumir el combustible y degradar cometabdlicamente al MTBE de forma muy
parecida.

Se evalué el posible efecto inhibitorio del MTBE sobre la degradacion de los
compuestos volatiles de la gasolina incrementando la cantidad de MTBE
mediante la adicién externa del oxigenante (a un microcosmos con 5 pL de
gasolina Magna SIN se agregaron 5 pL de MTBE puro).

La Grafica 5.8 muestra las cinéticas ajustadas para la degradacion de gasolina

adicionada con MTBE exégeno por los cuatro consorcios estudiados y la Grafica
5.9 la degradacion cometabdlica del MTBE total presente en cada microcosmos.
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Grifica 5.8. Degradacion de la gasolina comercial Magna SIN adicionada con MTBE exégeno.
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Grifica 5.9 Degradacion cometabolica de MTBE. Efecto del incremento de la concentracion
del oxigenante en la Gasolina Magna SIN.

Al comparar las cinéticas de degradacion del MTBE cuando se incrementa la
cantidad del oxigenante en una gasolina comercial (Grafica 5.9) contra la
degradacion del mismo en la gasolina intacta (Grafica 5.6), observamos que en
condiciones similares de cultivo, los microcosmos alimentados con gasolina sin
adicion de MTBE pudieron degradar por completo a este ultimo compuesto
mientras que en los microcosmos con adicion extra de MTBE no se logré la
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degradacion total del oxigenante. Lo anterior puede ser explicado debido a que
alrededor de las 50 horas de cultivo, la degradacién de la gasolina habia cesado
para tres de los cuatro consorcios estudiados y como recordaremos de la
definicién de cometabolismo, la degradacién del cometabolito, en este caso el
MTBE solo se presenta cuando existe degradacion de un sustrato de crecimiento
(gasolina). Cuando cesa el consumo de los compuestos de la gasolina, también se
detiene la degradacion del MTBE.

En la Tabla 5.2 se observan que si hubo diferencias en la degradacion de las
sustancias probadas por la adicion de MTBE ex6geno, es decir, se encontré un
efecto significativo de inhibicion en la degradacion de los compuestos de la
gasolina al incrementar la concentracion de MTBE. Aunque se observa un menor
porcentaje de degradacion de MTBE en los experimentos con adicion exdgena, la
cantidad degradada del oxigenante fue mayor ya que las unidades experimentales
contenian alrededor de nueve veces mas MTBE (5.6 pl/botella) que en los
microcosmos sin adicion. La cantidad de gasolina en los experimentos sin
adicioén y con adicién, si era similar, y puede verse que la velocidad maxima de
consumo de gasolina disminuy6 con el incremento de MTBE, mientras que la
velocidad méxima de consumo de este ultimo aument6. Deeb y col. (2001) con
un cultivo puro PM1 capaz de utilizar MTBE como Gnica fuente de carbono
obtuvieron resultados diferentes. Se encontré que la presencia de MTBE en
mezclas con cada uno de los compuestos BTEX, no parece inhibir la
biodegradacion de BTEX, de hecho su degradacién fue estimulada en presencia
de MTBE. Sin embargo el etil-benceno y los xilenos inhibieron severamente la
biodegradacion del MTBE mientras que el tolueno y -benceno fueron utilizados
preferencialmente . sobre el MTBE. Los investigadores sugieren que el benceno
fue degradado por una via independiente de la via de degradacion del MTBE. En
el presente trabajo no se observé inhibicion en el consumo del MTBE, de hecho
se observa que los coeficientes cometabdlicos aumentan en los experimentos con
adicién, lo que indica que al incrementar el MTBE los consorcios incrementan la
degradacion del mismo a costa de la degradacion de la gasolina. Posiblemente la
ruta de degradacién de MTBE con el cultivo PMI es diferente a la ruta de
degradacién utilizada por los consorcios estudiados en este trabajo. Los
resultados del presente trabajo concuerdan con los obtenidos por Garnier y col.
(1999) quienes observaron un efecto inhibitorio entre pentano y MTRE en
microcosmos conteniendo una cepa de P. aeruginosa capaz de consumir el
hidrocarburo y de cometabolizar al oxigenante. También coinciden parcialmente
con los reportados por Eweis y col. (1998-b), quienes encontraron que la
presencia de algunos compuestos representativos de la gasolina como hexano,
tolueno y benceno no inhibieron el consumo de MTBE por sus cultivos sin
embargo el MTBE no inhibid el consumo de estos compuestos.
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Tabla 5.2 Datos cinéticos de degradacion de la gasolina Magna SIN con adicion exégena de MTBE.

Vmax
i . ) cc
Microorganismo m;;zog::t_h mg /“:;E:ﬁot_h % %egra?aaén % deh%aBdéuén mg MTBE/mg
(R®del ajuste)  (R? del ajuste) asolina gasolina
Consorcio P 0.085:0.011  0.082+0.033 875 692 . 0.891
(0.996) (0.986)
Consorcio M 0.165:0.053  0.112£0.020 " 882 73.7 0.945
(0.988) (0.994)
ConsorcioT1 ~ 0.044:0.009  0.04720.010 84.6 73.1 1.090
(0.983) (0.986)
Consorcio T2 0.125:0.009  0.147:0.021 93.4 92,0 1.111
(0.998) (0.996)

Intervalos de confianza del 95% para Vméx.

De estos experimentos observamos que los compuestos de la gasolina (al
menos los volatiles) permitieron la degradacion cometabolica del MTBE y que
los cuatro consorcios estudiados mostraron esta capacidad. En consecuencia, para
estudios posteriores se decidi6 mezclar los cuatro consorcios y mantenerlos en
gasolina, formando un nuevo consorcio, el consorcio G.

5.2 Degradacién cometabélica de MTBE por cepas puras.
5.2.1 Aislamiento de cepas a partir del consorcio P.

En forma paralela a los experimentos con consorcios, del consorcio P
alimentado con pentano se aislaron varias cepas puras con el objeto de obtener al
menos una capaz de metabolizar o cometabolizar al MTBE. Inicialmente se
aislaron 10 cepas puras en agar nutritivo. Posteriormente se evalu su capacidad
de crecer en pentano mediante su cultivo en un desecador con atmdsfera de
pentano. Las cepas se sembraron en MSM solidificado con agar bacterioldgico.
De aqui se aislaron 4 cepas puras (designadas como cepas IV, V, VIII y IX) que
se emplearon para los experimentos de degradacién de MTBE. Al principio se
consider6 que las cepas V y IX eran diferentes puesto que la morfologia de las
colonias: color y bordes, parecian distintas pero al cabo de varias resiembras, de
los resultados mostrados mas adelante y de su posterior clasificacién resultaron
ser la misma cepa.

5.2.2 Cinéticas de degradacion con cepas puras.

Las cinéticas de degradacion cometabolica de MTBE en presencia de pentano
por las cepas V y IX se muestran en la Grafica 5.10.
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Grifica 5.10 Cinética de degradacion cometabdlica de MTBE con pentano por las cepas
V y IX con adiciones sucesivas de pentano.

Al evaluar la capacidad de cometabolismo de las cepas puras V y IX se
observé que ambas cepas tuvieron un comportamiento similar y
aproximadamente a las 45 horas de cultivo el pentano se agot6 al mismo tiempo
que la desaparicion del MTBE practicamente cesé (Grafica 5.10). Alrededor de
las 95 horas, se adiciono pentano por segunda ocasion al microcosmos de la cepa
V y la degradacién del MTBE se reanudd. Cuando se agoté el pentano por
segunda ocasion se hizo una tercera adicion, lo que permitié que la degradacion
del MTBE sea ininterrumpida desde las 95 horas hasta el final del experimento a
las 165 horas. En cuanto a la cepa IX también se pudo observar que la
degradacion del MTBE ces6 en cuanto se agoto el sustrato de crecimiento. En
este caso la segunda adicion de pentano se hizo a las 120 horas, lo que nos
permiti6 ver que la degradacion de MTBE no se reanud$ inmediatamente
después de esta adicion sino que el cultivo requirié de un periodo de readaptacion
de alrededor de 20 horas antes de continuar con la degradacion del MTBE.
Nuevamente, todos estos datos indican que la desaparicion del MTBE es por
cometabolismo.

Siempre que fue posible, los datos experimentales fueron ajustados mediante
el modelo de Gompertz, sin embargo en varios experimentos como en el caso de
los expetimentos mostrados en la Gréfica 5.10 fue necesario hacer adiciones
sucesivas de sustrato debido a que la velocidad de consumo del MTBE era
comparativamente menor que la de degradacion del sustrato, es decir, éste Gltimo
se-¢onsumié en muy poco tiempo y no se observaba una disminucion apreciable
del MTBE. Después de varias adiciones sucesivas de la fuente de carbono y
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energia, si se logré en algunos casos observar una degradacién cometabdlica
apreciable del MTBE. Esto impidi6é que los datos pudieran modelarse de acuerdo
con la ecuacion de Gompertz ya que solo pudieron obtenerse dos o tres puntos
experimentales entre la adicién y el agotamiento del sustrato, en consecuencia se
usaron aproximaciones lineales para estimar la velocidad méaxima de consumo en
el intervalo de tiempo de experimentacion (en el apéndice A se describe con
mayor detalle la aproximacién lineal en experimentos con adiciones sucesivas).
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Grifica 5.11 Degradacion cometabolica de MTBE con pentano por las cepas puras
1V y VIIL

En la grafica 5.11 se presentan las cinéticas con las cepas IV y VIII. Ambas
pudieron cometabolizar al MTBE pero maés lentamente y en menor grado que las
cepas V y IX, la cepa VIII tard6 alrededor de 80 horas antes de comenzar la
desaparicion del oxigenante; por lo que respecta al consumo de pentano también
fue menor, no logrando agotar el sustrato durante el tiempo de experimentacion.
En vista de lo anterior, para trabajos posteriores se eligieron las cepas V y IX,
que como se indicé anteriormente se sospechd que se trataba de la misma cepa.

La Tabla 5.3 muestra un resumen de los datos cinéticos de los experimentos
con cepas puras creciendo en microcosmos conteniendo una mezcla de S
pL/botella de pentano y 5 pl/botella de MTBE por botella.
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Tabla 5.3 Datos cinéticos de degradacién de una mezcla de pentano y MTBE por

cepas puras.
Vmax
Pentano MTBE
Cepa % degradacion CC
mg/mg prot-h mg/mg prot-h
(Rdel ajuste) (R del ajuste) MTBE mg MTBE/mg pent
Vs 0.01740.003 0.008+0.010 31.9 0.525
(0.957) {0.843)
v 0.130+0.050 0.020£0.010 52.4 0.210
NA NA
Vil 0.010:0.002  0.010:0.004 7.30 0.272
(0.895) (0.855)
1X 0.08010.010 0.020+0.010 46.3 0.238
NA NA

NA: No aplica, en estos casos no se hizo ajuste, se sigui6 el procedimiento indicado en el apéndice A.
Intervalos de confianza del 95% para Vmax.

En esta Tabla puede constatarse que las velocidades maximas de degradacion
de pentano por las cepas V y IX son muy semejantes, de hecho el intervalo de
confianza de la cepa IX esta contenido en el intervalo de la cepa V. En cuanto al
MTBE las velocidades de degradacion del MTBE son practicamente las mismas
para ambas cepas. Los coeficientes cometabdlicos también son muy parecidos.
Lo anterior fortalece la hipdtesis de que ambas cepas son una misma en adiciéon a
su apariencia macro y microscopica. Posteriormente se mandé a identificar una
mezcla de las dos cepas a la compaiiia Analitical Services Inc. (Williston, Vt.,
USA) quién dictaminé que se trataba efectivamente de una cepa pura de
Pseudomonas aeruginosa la cual fue depositada en la Colecciéon Nacional de
Cultivos Microbianos, (CINVESTAV, México, D.F.) bajo el nimero CDBB-B-
1230 (Garnier 1999-b).

Por lo que respecta a las cepas IV y VIII, se obtuvieron velocidades de
consumo de sustrato aproximadamente un orden de magnitud menores a las
cepas V y IX. Ademas la degradacién del MTBE también fue menor tanto en
velocidad de degradacion como en porcentaje degradado. Las cepas IV y VIII
fueron por lo tanto descartadas debido a su bajo potencial para biodegradar
MTBE.

Al igual que con los consorcios, se evaluo la capacidad de cada una de las

cepas puras de utilizar al MTBE como sustrato de crecimiento obteniendo en
todos los casos resultados negativos (datos no mostrados).
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5.3 Estudios de degradacién cometabolica de MTBE con diferentes
sustratos.

5.3.1 Microorganismos.

Para los estudios subsecuentes se utilizé un consorcio: el consorcio G y tres
cepas puras: P. aeruginosa CDBB-B-1230, P. aeruginosa: CDBB-B-999 (ATCC
25619) y una cepa de Pseudomonas sp. denominada Cepa “Ps”.

5.3.2 Sustratos.

Para los experimentos de degradacion cometabolica del MTBE se utilizaron
como sustratos de crecimiento los compuestos TBA, isobutanol, secbutanol,
alcohol isoamilico y dietil éter, con una estructura molecular andloga a la del
oxigenante. Como sustrato de referencia se empled pentano.

5.3.3 Enriquecimiento de los cultivos.

Previamente a los estudios cinéticos con las sustancias propuestas, se llevd a
cabo el enriquecimiento de los cultivos con dichas substancias para asegurar que
sirvieran como sustratos de crecimiento (fuentes de carbono y energia) y poder
realizar la potencial degradacion cometabolica el MTBE. El enriquecimiento de
los cuatro cultivos durd aproximadamente cuatro meses con cambios semanales
tanto del MSM como del sustrato en cuestion.

De los sustratos propuestos, no se logr6 mediante el enriquecimiento de los
cultivos, el crecimiento en los alcoholes secbutilico, terbutilico (TBA) e
isoamilico ni tampoco en MTBE. Al aumentar el tiempo de cultivo, la DOs4g
inicial de cada cultivo se redujo de 0.2 a casi cero. Asimismo las muestras al
microscopio evidenciaron la disminucion del nimero de células en todos estos
casos. En cuanto a los otros sustratos probados: dietil éter, pentano y alcohol
isobutilico los resultados fueron positivos desde las primeras semanas del
enriquecimiento mostrando un notable incremento en la densidad 6ptica (en un
orden de magnitud). Cada uno de estos compuestos se estudié6 mediante ensayos
cinéticos para evaluar su potencial de induccidon cometabdlica del MTBE.

De los sustratos que no dieron resultados observables en el enriquecimiento,
también se estudiaron cinéticas de degradacion para su comprobacion
cuantitativa.
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5.3.4 Cinéticas de degradacion.

5.3.4.1 MTBE y los alcoholes secbutilico, terbutilico (TBA) e isoamilico.

Se llevaron a cabo cinéticas en microcosmos con los compuestos que dieron
resultados negativos en los enriquecimientos de los cultivos: los alcoholes
secbutilico, ter-butilico ¢ isoamilico asi como el MTBE con el fin de corroborar
de un modo mias contundente la ausencia de degradacién con los
microorganismos ensayados. En el caso de los alcoholes, debido a su
relativamente baja volatilidad, fue necesario inyectar una mayor cantidad de la
fase gaseosa (0.5 mL) de cada microcosmos para poder detectarlos, a diferencia
del MTBE que basto6 con (0.1 mL).

En ninguno de los microcosmos con los microorganismos mencionados arriba

se¢ observd la degradacion del MTBE como unica fuente de carbono y energia
(Grafica 5.12).
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Grifica 5.12 Degradacién de MTBE como tinica fuente de carbono y energia durante
120 horas.

Tampoco se observo asimilacion de los alcoholes como sustratos de
crecimiento (datos no mostrados). Es particularmente interesante el caso del
alcohol terbutilico (TBA), ya que se ha planteado que este compuesto es un
intermediario en la ruta de degradacion del MTBE (Church, 1997; EPA, 1994-b;
Hanson, 1999; Hardison, 1997; Salanitro, 1994; Steffan, 1997), es decir, el paso
limitante en la mineralizacion de este Gltimo por estos cultivos podria ser en
principio la ruptura del enlace éter o la degradacion del alcohol resultante.
Kharoune y Lebeault (2000) encontraron en sus estudios de degradacion por lotes
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de mezclas de ETBE, MTBE y TAME que los dos Gltimos oxigenantes son mas
resistentes a la biodegradacion y argumentan que esto puede deberse a un
impedimento estérico al ataque enzimatico. De hecho la accesibilidad del
carbono metoxi de CH;0-MTBE o CH;0-TAME es quizas mas dificil de romper
que el carbono etoxi CH;CH,O-ETBE debido probablemente a la proximidad del
enlace éter. Ademas sus intermediarios metabdlicos: TBA, TBF y TAA fueron
degradados mucho mas facilmente que ETBE, MTBE y TAME. Esto sugiere que
el paso limitante principal para la degradacion de oxigenantes es probablemente
la accesibilidad y el rompimiento del enlace éter y no la asimilacién de
intermediarios. En el presente caso ninguna de las dos reacciones pudo ser
realizada por los microorganismos estudiados ya que no utilizaron como tnica
fuente de carbono ni al MTBE ni al TBA. Por lo que respecta al MTBE, como
parte de las cinéticas de degradacién cometabdlica del oxigenante con otros
sustratos, se utiliz6 como control una botella de microcosmos conteniendo
Gnicamente MTBE sin el sustrato de crecimiento.

5.3.4.2 Cinéticas con pentano.

Las primeras cinéticas llevadas a cabo con pentano fueron con el consorcio G
y con la cepa pura Ps. Los resultados de estos experimentos mostraron que
ambos cultivos asimilaron rapidamente el hidrocarburo por lo que se hicieron
adiciones sucesivas del sustrato en ambos microcosmos: 6 adiciones al consorcio
Gy 5 adiciones a la cepa Ps (Grafica 5.13). La velocidad maxima de consumo de
sustrato fue calculada en 0.152 mg/h-mg proteina para la cepa Ps y en 0.694
mg/h-mg proteina para el consorcio, lo que muestra la superioridad degradativa
de éste consorcio sobre la cepa pura.

Debido a la cantidad de pentano degradado, alrededor de las 75 horas de
cultivo, la cantidad de oxigeno disminuyé de tal forma que el consumo de
pentano se inhibi6 en el caso del consorcio G (Grafica 5.14), lo que indica que
las bacterias responsables de la degradacion cometabdlica del MTBE en este
consorcio eran aerobias y que en este caso no se observo degradacion del MTBE
bajo condiciones andxicas, lo cual concuerda con lo observado por Salanitro y
- col. (2000) y Church y col. (1999); fue necesario en consecuencia abrir la botella
de microcosmos en condiciones asépticas para airearlo (96 horas) y que la
degradacion del sustrato prosiguiera.
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Grifica §.13 Consumo de pentano por la cepa Ps y el consorcio G. Se adicioné sustrato
periddicamente y hubo necesidad de airear las botellas cuando el oxigeno
casi se agoto.

En el caso de la cepa Ps no se observé la inhibicion en el consumo del sustrato
pero debido a que el oxigeno también era bajo y el biéxido de carbono alto en
este microcosmos, también se decidio abrirlo y airearlo para evitar una limitacién
potencial (Grafica 5.13). Como puede observarse, la velocidad de consumo de
pentano después de la aireacién fue muy similar para ambos cultivos.
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Grifica 5.14 Consumo de oxigeno y formacién de bioxido de carbono en los microcosmos
de la cepa Ps y el consorcio G alimentados solo con pentano.
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Los datos de degradacion de pentano en presencia de MTBE en los
experimentos de cometabolismo son idénticos a los del experimento sin MTBE:
obteniéndose una velocidad maxima de degradacion de 0.161 mg/h-mg proteina
para la cepa Ps y 0.720 mg/h-mg proteina para el consorcio. Este resultado
muestra que la presencia del oxigenante no inhibe la degradacion del
hidrocarburo (Gréafica 5.15).

12 4
11
10 F Alireacion (ver explicacion en el texto)
9 3
s ® 5
8 7| oPentano CepaPs g
g g | & Pentano Consorcio G 2 g
§ 5| * MTBE Cepa Ps i
ga 4| ™ MTBE Consorcio G E
3 le 1
2|
1
0 ‘ ‘ 5 0
0 25 50 125 150 175

Tiempo (horas)

Grifica 5.15 Microcosmos alimentados con pentano y MTBE.

Al igual que en el experimento anterior, llegé un momento que el oxigeno de
los microcosmos disminuyé notablemente (datos no mostrados), lo que ocasiond
que se inhibiera durante algunas horas el consumo de pentano por el consorcio G.
En las 97 horas de la cinética las botellas de ambos cultivos se airearon lo que
permitio la reanudacion en la desaparicion del sustrato. No se observo inhibicién
en el consumo del MTBE. Cuando se airearon las botellas, naturalmente se
volatiliz6 parte del MTBE, el cual se cuantifico y pudo reponerse.

Los siguientes experimentos fueron con las cepas CDBB-B-999 y CDBB-B-
1230.

Para evitar el problema de adicionar periddicamente mas sustrato a los
microcosmos, en esta ocasién se decidié comenzar con una mayor cantidad
inicial de pentano: 20 pL en vez de 5 (Grafica 5.16).

Ambas cepas mostraron una capacidad degradativa mas o menos parecida,
siendo no obstante superior la cepa 1230 que logré una Vmax de 0.391 mg/h-mg
proteina contra 0.294 mg/h-mg proteina de la cepa 999. Ademss la cepa 1230
logré agotar el sustrato alrededor de las 60 horas de cultivo mientras que con la
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cepa 999 se detuvo la degradacion lograndose un maximo de 85% de consumo a
las 60 horas.

14
¢ Cepa CDBB-B-1230
12 m Cepa CDBB-B-999
1G
S8
QDO
58
L
>
Ee
4
2
0 1\\ - &
0 20 40 60 80 100
Tierrpo (horas)

Grafica 5.16 Cinéticas de consumo de pentano por las cepas P. aeruginosa
CDBB-B-999 y CDBB-B-1230.

Los experimentos de degradacion cometabdlica de MTBE en presencia de
pentano se muestran en la Grafica 5.17.

Al examinar el consumo de pentano en presencia y en ausencia de MTBE,
puede verse nuevamente que la presencia del oxigenante no inhibe la
degradacion del sustrato. La cepa 1230 logré una velocidad maxima de 0.396

mg/h-mg proteina y la cepa 999 0.297 mg/h-mg proteina para el consumo de
pentano en presencia de MTBE.

En cuanto a la degradacion del MTBE se calcularon velocidades maximas de
0.038 y 0.023 mg/h-mg proteina para la cepa 1230 y 999 respectivamente. Es
interesante observar que el coeficiente cometabolico calculado para ambas cepas
fue el mismo: 0.158 mg de MTBE/mg de pentano, esto es, ambas cepas degradan
cometabdlicamente al oxigenante en la misma proporcion con respecto al
sustrato.

Una vez que el sustrato de crecimiento se agota o deja de consumirse como en
el caso de la cepa 999 que degrada un maximo de 93% y cesa la degradacion a
las 80 horas de cultivo, 1a biodegradacion del MTBE cesa también, nuevamente
una clara indicacion de cometabolismo.
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Griafica 5.17 Cinéticas de degradacién cometabodlica de MTBE y consumo de pentano
por las cepas puras de P. aeruginosa CDBB-B-999 y CDBB-B-1230.

5.3.4.3 Cinéticas con isobutanol.

No todos los cultivos microbianos estudiados pudieron asimilar el isobutanol.
Desde la fase de enriquecimiento se observé la incapacidad de crecer en este
compuesto de la cepa Ps y del consorcio G. Lo anterior es extrafio con respecto al
consorcio ya que en principio deberia incluir a la cepa CDBB-B-1230 que si
pudo crecer en este sustrato. Posiblemente la cepa 1230 desapareci6 del
consorcio durante las resiembras en el periodo de enriquecimiento o su
interaccion con las demds bacterias inhibieron su capacidad de asimilar al
alcohol.

Las cinéticas de degradacion cometabdlica de MTBE con isobutanol se muestran
en la Grafica 5.18. Solamente las cepas CDBB-B-999 y CDBB-B-1230 pudieron
utilizar al alcohol como sustrato de crecimiento. La desaparicion del sustrato en
estos casos fue muy rapida (Vmax de 0.630 y 0.844 mg/h'mg proteina para las
cepas 1230 y 999 respectivamente) por lo que se realizaron como en algunos de
los experimentos con pentano, adiciones sucesivas, ademas de que se incrementd
la cantidad adicionada de 5 pL en las primeras dos adiciones hasta 25 uL en las
adiciones subsecuentes. También en este caso la concentracion de oxigeno en la

fase gaseosa “headspace” disminuyé de modo que fue necesario airear las
botellas de microcosmos a las 74 horas de cultivo.
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Grafica 5.18 Degradacion cometabdlica de MTBE en presencia de isobutanol.

En las rutas metabdlicas que han sido propuestas para la degradacion de MTBE,
observamos que uno de los primeros pasos es la formacion de ter-butil alcohol
(TBA), lo que implica la ruptura del enlace éter. Por lo tanto, para poder
mineralizar la molécula de MTBE es menester poder degradar también la
molécula de TBA.

Los experimentos con isobutanol, que es una sustancia con parecido
estructural al TBA muestran la gran capacidad de mineralizacion de este
compuesto con dos de los microorganismos estudiados; asimismo se aprecia una
pobre capacidad de cometabolizar al MTBE (Vs de 0.008 mg/h-mg proteina y
coeficientes cometabdlicos de 0.027 y 0.024 mg MTBE/ mg de isobutanol para la
cepa 1230 y 999 respectivamente). Como ya se menciond anteriormente, las
mismas cepas fueron incapaces de degradar TBA. La composicion estructural
influye al velocidad de biotransformacion de xenobidticos como las cadenas
ramificadas. (Acuna-Askar, y col. 1999).. La molécula de TBA posee un
carbono terciario unido directamente a un grupo hidroxilo; el isobutanol también
tiene un carbono terciario pero el grupo hidroxilo esta unido a la molécula a un
carbono primario por lo que los problemas de ruptura enzimética debidas a
impedimento estérico entre el oxigeno y los grupos metilo unidos al carbono
terciario deben ser menores en el isobutanol lo que lo hacen mas asimilable. Los
carbonos terciarios, tales como los de grupo terbutilo en el MTBE y ETBE, son
invariablemente muy resistentes a la biodegradacién (Prince, 2000) que los
carbonos primarios y secundarios. No obstante, lo anterior no explica porqué
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ningtn cultivo pudo metabolizar al alcohol isoamilico que es un homdlogo del
isobutanol con un 4tomo mas de carbono.

En los experimentos con isobutanol en forma similar a lo observado en las
cinéticas con pentano tampoco se observo que la presencia del MTBE inhibiera
el consumo del sustrato de crecimiento (datos no mostrados).

5.3.4.4 Cinéticas con dietil éter.

Los experimentos con dietil éter mostraron que este compuesto sirve como
fuente de carbono y energia para los cultivos estudiados, salvo la cepa Ps
(Grafica 5.19).
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Griafica 5.19 Experimento de degradacion de DEE; tres de los cuatro cultivos estudiados
pudieron crecer en éter.

Las velocidades maximas de degradacion de DEE calculadas fueron: 0.027
mg/h'mg proteina para la cepa 1230; 0.025 y 0.093 mg/h-mg proteina para la
cepa 999 y el consorcio G respectivamente

S6lo uno de los microcosmos, el del consorcio G, mostré la capacidad de
degradar cometabdlicamente la molécula de MTBE obteniéndose una velocidad
maxima de degradacion de 0.019 mg/h-mg proteina y un coeficiente
cometabolico de 0.220 mg MTBE/mg DEE. Tres de los cultivos pudieron romper
el enlace éter del dietil éter puesto que pudieron utilizarlo como fuente de
carbono y energia (Grafica 5.19), quizas por una via semejante a la propuesta por
Hardison y col. (1997), pero fueron incapaces de romper el mismo enlace en el
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MTBE ya que no pudieron cometabolizarlo (Grafica 5.20). Nuevamente el
impedimento estérico del carbono terciario unido a un atomo de oxigeno en este
compuesto parece jugar un papel determinante en su degradacion (Kharoune y
Lebeault, 2000). Ademas, por si mismos, los enlaces éter tienden a ser muy
resistentes a su biodegradacion (Prince, 2000).
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Grifica 5.20 Cometabolismo de MTBE en presencia de DEE.

La presencia del MTBE no tuvo una influencia apreciable en la degradacion
del dietil éter como se puede ver al comparar las Gréficas 5.19 y 5.21. En la
Tabla 5.4 se observa que en base a los intervalos de confianza para las
velocidades maximas de degradacion de DEE por el consorcio G en ausencia y
en presencia de MTBE, las velocidades méximas son practicamente las mismas:
0.093+0.017 y 0.086+0.013 mg/h-mg proteina.

La cepa CDBB-B-999 no logr6 agotar el sustrato en el tiempo que durd la
cinética, mientras que el microcosmos que no contenia MTBE si logro
consumirlo totalmente alrededor de las 360 horas de cultivo. La ligera inhibicién
en el consumo del sustrato pudo deberse a problemas de oxigenacion; el oxigeno
disminuy6 de un 21% a 12.8% a las 360 horas de cultivo en la fase gaseosa del

microcosmos con MTBE, (Grafica 5.22).
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Grifica 5.21 Asimilacion de DEE en presencia de MTBE. Las curvas de degradacion
del MTBE se muestran en la Grafica 5.20.
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Grafica 5.22 Consumo de oxigeno y formacion de bi6xido de carbono durante la degradacion
de DEE por la cepa CDBB-B-999.
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5.3.4.5 Resumen de los datos cinéticos.

En la Tabla 5.4 vemos las velocidades de degradacion de los sustratos
metabolizados por los cultivos ensayados; como ya se indico, no todos los
compuestos sirvieron como sustratos de crecimiento. Las mayores velocidades se

observan con pentano (consorcio G) y con isobutanol (cepas 999 y 1230) y las
menores con dietil éter.

Tabla 5.4 Velocidad méxima de consumo de sustrato {mg/h-mg proteina)
En ausencia de MTBE En presencia de MTBE

Cepa/sustrato  Pentano  Dietil Eter  Isobutanol  Pentano  Dietil Eter  Isobutanol

CDBB-B-1230  0-39120.112 0.027£0.010 0.623£0.033 0.396£0.149 0.023:0.009 0.6300.100

(0.998) (0.965) NA (0.991) (0.943) NA
CDBB-.B-99g  0-29410.060 0.025:0.010 0.972+0.051 0.297+0.106 0.024:0.006 0.844£0.153
(0.992) (0.963) NA  (0.984) (0.961) NA
Cepa Ps 0.152£0.041  NC NC  0.161:0.050  NC NC
NA NA
Consorcio G 0.694#0.071 0.093:0.017  NC  0.720:0.080 0.086:0.013  NC
NA (0.988) NA (0.979)

NC: No consumido
NA: No aplica, en estos casos no se hizo ajuste, se siguié el procedimiento indicado en el apéndice A
Intervalos de confianza del 95% para Vméx.

Puede apreciarse de acuerdo a los intervalos de confianza, que los resultados
de consumo de los sustratos en presencia de MTBE son muy similares a los de
consumo de sustratos sin MTBE, es decir, no vemos que el oxigenante inhiba el
consumo de los sustratos. Las pequefias difefencias pueden deberse en parte a
error experimental.

En la Tabla 5.5-se reportan los datos cinéticos de degradacion de MTBE en
presencia de los sustratos que mostraron actividad cometabdlica positiva. En este
caso, la mayor velocidad méaxima de degradacion del MTBE se obtiene con
pentano (cepa 1230). Con respecto al isobutanol, a pesar de ser un buen sustrato
de crecimiento (de hecho el mejor para la cepa 999), este sustrato permitié una
muy pobre degradacion cometabdlica del MTBE (0.008 mg/h-mg proteina). En la
misma tabla se resumen los coeficientes cometaboélicos, pudiendo observar que
en este caso el valor mas alto fue obtenido por el consorcio G (0.232 mg
MTBE/mg pentano) cuando cometaboliz6 el oxigenante durante el consumo de
pentano. Un valor muy semejante se obtuvo con el mismo consorcio al degradar
MTBE en presencia de DEE (0.220 mg MTBE/mg DEE). Este tltimo dato
podria indicar que quizas las enzimas responsables de la ruptura del dietil éter y
que permiten el cometabolismo del MTBE son mas afines al oxigenante que las
enzimas que degradan al isobutanol y que también rompen (aunque muy
pobremente) cometabdlicamente la molécula de MTBE.
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Tabla 5.5 Velocidad méxima de degradacién cometabdlica de MTBE en presencia de los sustratos indicados y
coeficientes cometabolicos

Vmax (mg/h-mg proteina) CC (mg MTBE/-mg Sustrato)
Cepal/sustrato Pentano DEE Isobutanol Pentano DEE {sobutanol

CDBB-B-1230 0.038+0.009 NC 0.009+0.005 0.158 NC 0.027
(0.981) NA

CDBB-B-999 0.023+0.007 NC 0.00810.006 0.159 NC 0.024
(0.944) (NA)

Cepa Ps 0.01710.006 NC NC 0.110 NC NC
(0.877)

Consorcio G 0.017+£0.004  0.019+0.005 NC 0.232 0.220 NC
(0.941) (0.947)

NC: No Cometabolizado
NA: No aplica, en estos casos no se hizo ajuste, se sigui6 el procedimiento indicado en el apéndice A
Intervalos de confianza del 95% para Vmax.
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6. CONCLUSIONES.

6.1 Degradacion cometabélica de MTBE con gasolina por consorcios.

1) Se obtuvieron cuatro consorcios bacterianos capaces de degradar los
compuestos volatiles (30°C) de la gasolina Magna SIN. La mayor
velocidad maxima de degradacion se obtuvo con el consorcio M con 0.182
mg de gasolina degradada por hora por miligramo de proteina. La menor
velocidad fue para el consorcio T1 (0.074 mg/h-mg proteina).

2) Ninguno de los consorcios fue capaz de asimilar al MTBE como unica
fuente de carbono y energia.

3) Los cuatro consorcios mostraron la capacidad de cometabolizar al MTBE
presente en la gasolina comercial Magna SIN.

4) La adicion de MTBE exo6geno inhibi6 la degradacion de los compuestos
volatiles de la gasolina por los consorcios ensayados, ain cuando la
cantidad del oxigenante presente normalmente en la gasolina casi se
triphco.

5) La mayor velocidad maxima de degradacion de gasolina adicionada con
MTBE exogeno se obtuvo con el consorcio T2: 0.2 mg de gasolina/mg
prot-h. Los resultados sugieren que los consorcios estudiados pueden
aplicarse para la biorremediacion de sitios contaminados con gasolina, y
pueden favorecer la degradacién cometabdlica del MTBE.

6.2 Degradacion cometabdélica de MTBE por cepas puras.

6) Se aislaron tres cepas capaces de cometabolizar al MTBE en presencia de
pentano. La cepa que mostr6 la mayor velocidad maxima de consumo de
MTBE (0.02 mg/mg prot.-h) fue Pseudomonas aeruginosa CDBB-B-
1230.

7) Ninguna de las cepas aisladas mostré capacidad para degradar al MTBE
como unica fuente de carbono y energia.
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6.3 Estudios de degradacién cometabélica de MTBE con diferentes
sustratos.

8) Ninguno de los microorganismos estudiados crecié a partir de alcohol
terbutilico, alcohol secbutilico o alcohol isoamilico como sustratos de
crecimiento.

9) El pentano, el isobutanol y el dietil éter permitieron la degradacion
cometabolica del MTBE. El compuesto que mostrd una mayor velocidad
méaxima de consumo de sustrato (0.8 mg/mg prot-h en presencia de
MTBE) fue el isobutanol por la cepa de Pseudomonas aeruginosa CDBB-
B-999, sin embargo sdlo dos de los cuatro cultivos estudiados pudieron
asimilar este compuesto.

10)El pentano fue la Unica sustancia estudiada que pudo ser utilizada como
sustrato de crecimiento por todos los cultivos estudiados.

11)El consorcio G mostrd la mayor velocidad maxima de crecimiento con
respecto a los cultivos puros tanto en pentano como en dietil éter.

Si bien a nivel de laboratorio es mas sencillo mantener cepas puras, para
estudios de biofiltracion a nivel de planta piloto el uso de consorcios como el
que se obtuvo en el presente trabajo puede ser una alternativa mejor que las
cepas puras. Por lo tanto, aunque no se logro la degradacion del MTBE como
unica fuente de carbono y energia, los resultados positivos de degradacion
cometabodlica con consorcios microbianos puede ser una opcion interesante para
la biorremediacion de sitios contaminados con MTBE, principalmente cuando se
encuentra junto con otros compuestos como en la gasolina, Prince (2000).
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RECOMENDACIONES.

Es conveniente realizar los enriquecimientos de los cultivos en presencia de
MTBE por un tiempo mas prolongado del considerado en este trabajo ya que
existen reportes como el de Fortin y col. (1999-a) en donde sefialan la obtencion
de cultivos que degradan MTBE después de un periodo de enriquecimiento de
varios meses.

En cuanto a los experimentos de cometabolismo en microcosmos, sobre todo
aquellos en los que el sustrato se consume a una velocidad mucho mayor que el
MTBE, se sugiere ya sea emplear frascos mas grandes a los utilizados (125 mL)
o bien disminuir la cantidad de liquido de cultivo (20 mL) para evitar problemas
de limitacion de oxigeno. Otra alternativa seria usar aire enriquecido en oxigeno.

Por otra parte el estudio de los intermediarios de la degradacion del MTBE
permitiria saber si los cultivos de Pseudomonas empleados en este trabajo existe
una sola ruta de biodegradacion cometabolica del oxigenante o si existen varias
dependiendo del sustrato empleado, y si esta ruta coincide con las reportadas en
otros trabajos para otros microorganismos. Por lo tanto es necesario establecer
con mayor precision las condiciones de medicion de los posibles subproductos y
evaluar técnicas analiticas alternas a la cromatografia de gases ya que algunas de
estas sustancias son muy poco volatiles como es el caso del TBA. También seria
interesante el estudio con reactivos marcados con carbono 14 lo que facilitaria
los balances de masa.

La identificacion de las enzimas responsables de la degradacion cometabdlica

del MTBE es también interesante para poder determinar sus condiciones Optimas
de actividad asi como para evitar las condiciones que inhiban dicha actividad.
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ANALISIS DE REGRESION DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

A.1 El Modelo de Gompertz

Como se menciond en el capitulo de Materiales y Métodos los datos
experimentales se modelaron mediante regresion usando el modelo de
Gompertz, una funcién asintotica propuesta por Benjamin Gompertz en 1825 la
cual ha sido utilizada para modelar el crecimiento tanto de plantas (Hunt, 1982),
como de bacterias (Zwietering et. al. 1990). Esta funcién tiene tres parametros
arreglados como una doble exponencial:

Y =acexp(-Bexp™) (A1)

Donde Y = es la variable aleatoria a estimar; o (las unidades seran las mismas
que Y) es la maxima cantidad de Y y «x (en unidades de x 1) es la razén de
cambio especifico de la variable dependiente con respecto a la variable
independiente. x es la variable independiente.

La forma de esta funcidn se muestra en la grafica A-1 usando un ejemplo
hipotético en el que . = 0.8, =30y xk =0.1.

1.0
0.8 |
* —»
06 |
>
04
4 Zona de Vaux
< Punto de Inflexién asimétrico
0.2 | con respectoa Y
0.0 ¢
0 20 40 60 80 100 120
X
Grafica A-

1 Modelo de Gompertz. Ejemplo hipotéticoenel que o =1, =30y k = 0.1
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Puede verse en ésta grafica que la funcién permite modelar fendmenos con
una forma sigmoidal como es el caso de muchos fenémenos bioldgicos.

El punto de inflexion en el modelo de Gompertz ocurre en x = (In B)/k al
igual que el modelo logistico: Y = o/(1 + B exp™), sin embargo a diferencia de
éste ultimo que es simétrico con respecto al punto de inflexién en la variable Y
en a/2, el modelo de Gompertz es asimétrico en la dimensién Y con un punto de

inflexion en o/e (Grafica A-1). Esta caracteristica le da mayor flexibilidad al
modelo de Gompertz sobre el logistico (Hunt, 1982).

En el caso de los experimentos resefiados en este trabajo, el modelo de
Gompertz quedara de la siguiente forma general:

Sc=a exp (- B exp™) (A.2)

Donde Sc = (Sy — S), es la cantidad de sustrato consumido (en mg) en el
tiempo t (en horas); o (mg de sustrato/ unidad experimental) es la maxima
cantidad de sustrato consumida y « (h™") es la velocidad especifica de consumo
del sustrato.

A.2 Calculo de la velocidad maxima de consumo de sustrato de la
ecuacion de Gompertz

Para calcular la velocidad maxima de consumo de sustrato Vmax a partir de la
ecuacion de Gompertz se deriva Sc con respecto a t:

dSc - a-d [exp(- B exp-(kt))] (A.3)

dt dt ,

d [exp(- B exp(-xt))] -exp(- Bexp(-xt)) d [- Bexp(-k)]  (A.4)
—dt dt

d [-Bexp(-xt)] - -PB-d_[exp(-xt)] (A.5)
dt dt
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it

d [exp(-kt)] - exp(-kt): d (-xt) (A.6)
dt dt

d_[exp(-kt)] - -« exp(-xt) (A.7)
dt

f

Substituyendo (A.7) en (A.5):

d_[-Bexp(-kt)] - B exp(-xt) (A.8)
dt

Substituyendo (A.8) en (A.4):

d [exp(- B exp(-xt))] - Bk exp(- B exp(-xt))- exp(-kt) (A.9)
dt

Substituyendo (A.9) en (A.3):

Ve - dSc - a-Bkexp(- B exp(-kt)) exp(-t) (A.10)
dt

La ecuacidon (A.10) representa la velocidad de consumo Vc como funcion del
tiempo.

Para obtener la velocidad maxima, se deriva la ecuacion (A.10) y se iguala a
0, ya que cuando f '(¢) = 0, la gréfica tiene una recta tangente horizontal en el
punto donde t = ¢; y la ecuacion (A.10) tiene un valor maximo o minimo en
dicho punto. Para saber si el punto es maximo o minimo se aplica la prueba de la

segunda derivada: si f"'(c) < O entonces f tiene un maximo en c (Leithold,
1982).
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Derivando la ecuacién (A.10):

dVe - d [oBkexp(- B exp(-kt)) exp(-kt)] (A.11)
dt dt

d Ve - a-Bxexp(-xt)-d [exp(- B exp(-kt))] -

dt dt
exp(- B exp(-xt))- d [o-Bk exp(-xt)] (A.12)
dt
_d [oBxexp(-xt)] - ok d [exp(-xt)] (A.13)
dt d

Substituyendo la ecuacion (A.7) en (A.13):

_d [oBx exp(xt)] - -a-Bric? exp(-ikt) (A.14)
dt

Substituyendo las ecuaciones (A.9) y (A.14) en (A.12) y reordenando los

términos:
d Ve - exp(- B exp(-kt)) [oe-B-k exp(-xt)( B-k exp(-xt) - k)]  (A.15)
dt
Igualando a cero la funcién (A.16): f(c) =0y despejando c:

c_in(1/B) (A.16)

-K

En consecuencia se obtiene un minimo o un maximo cuando la ecuacion
(A.11) sea evaluada en el punto c:

Ve (¢) - akexp(-1) (A.17)
dt
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Se puede demostrar que el valor de Vc/dt valuado en el punto c es un mMAaximo
ya que f'"'(c) < 0 (datos no mostrados), por lo que la ecuacion (A.18) expresa el
valor de la velocidad maxima de consumo Vmax:

V.4 - 0.3680K (A.18)

La méaxima velocidad de consumo de sustrato en cada unidad experimental,
V,.i, S€ expresa en este trabajo en mg de sustrato/unidad experimental-h. Si se
conoce el contenido de proteina en cada unidad experimental, se puede expresar
la velocidad méaxima en términos de mg de sustrato/mg prot.-h.

Una de las ventajas que podemos mencionar del uso del modelo de Gompertz
es que nos permite calcular de forma insesgada la velocidad maxima.

A.3 Experimentos con adiciones sucesivas de sustratos.

Siempre que sea posible modelar los datos experimentales con la ecuacion de
Gompertz, se hara siguiendo el proceso indicado anteriormente.

En varios experimentos fue necesario hacer adiciones sucesivas de sustrato
debido a que la velocidad de consumo del MTBE era comparativamente mucho
menor que la de degradacién del sustrato, es decir, éste liltimo se consumia en
muy poco tiempo y no se observaba una disminucién apreciable del MTBE.
Después de varias adiciones sucesivas de la fuente de carbono y energia, si se
logré en algunos casos observar una degradacion cometabdlica apreciable del
MTBE. Sin embargo esto impidié que la cantidad de sustrato consumido pudiera
modelarse de acuerdo con la ecuacidon de Gompertz.

En la Grafica A-6 se ilustra un experimento con adiciones sucesivas de
pentano. El tiempo de consumo del hidrocarburo era muy corto bajo las
condiciones de andlisis (aproximadamente un dia) por lo que en el tiempo
transcurrido entre una adicién de sustrato y su agotamiento se pudieron realizar
como maximo dos determinaciones. Para poder calcular las velocidades de
degradacion se hizo la suposicidén de que la degradacién del sustrato en este
periodo seguia aproximadamente una linea recta. La pendiente de dicha recta
nos indico la velocidad de desaparicion de sustrato (pendiente negativa). La
velocidad de consumo de sustrato para este intervalo de tiempo sera de la misma
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magnitud pero con signo positivo. Las unidades de esta velocidad se expresaron
como mg de sustrato consumido por hora por mg de proteina.

- s
- N

La disminucién de sustrato en este punto se debe a la
apertura del frasco para aireacién y no a degradacion
biologica.

-
(o]

mg de Pentano
N W R O O N WO
<4+
<«
S -
<+
<+

-
[

o
-

0 25 50 75 100 125 150 175
Tiempo (horas)

Grafica A-2 Experimento de degradacién de pentano con adiciones sucesivas del sustrato.
El in6culo fue un consorcio bacteriano. Las flechas indican los intervalos donde
se determinaron las velocidades de desaparicién de sustrato. En estas zonas
se considerd que la degradacion sigui6 aproximadamente una linea recta.

Siguiendo el procedimiento anterior para el presente ejemplo, se lograron
calcular seis velocidades de consumo de sustrato, de la cuales se selecciono la
mayor y se reporta como la velocidad maxima.

En aquellos experimentos en los que se realizaron adiciones sucesivas de
sustrato la velocidad maxima se estimé siguiendo el procedimiento anterior.
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