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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las Enmiendas de la Ley de Aire Limpio (Clean Air Act Amendments
CAAA), dieron lugar a dos programas de combustibles administrados por la
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (EPA). Estos programas requieren el
uso de oxigenantes para incrementar el contenido de oxigeno de los combustibles
y reducir ciertas emisiones durante la combustion.

El primer objetivo de este programa fue reducir las emisiones de mondxido
de carbono en donde los estandares de calidad de! aire no fueran rebasados
{(Hanson1999-a Yang y col. 1998). El segundo programa, requirid del uso de
gasolinas reformuladas conteniendo el 2 % en peso de oxigeno.

Al final de la década de los 70°s, la Agencia de Proteccion del Ambiente
(EPA) de los Estados Unidos, empez6 a proteger la salud publica a través de
cambios en ta formulacion de las gasolinas, como consecuencia se eliminaron los
aditivos de plomo que se usaban como mejoradores del indice de octano y se
sustituyeron en su mayoria por metil ter-butit éter (MTBE).*23

El metil ter-butil éter (MTBE) en la gasolina

Et uso del MTBE en la gasolina fue aprobado por la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (EPA) en los 80's. En la ultima década, la
produccion y la adicibn de MTBE a la gasolina se ha incrementado
significativamente por lo que en 1990 las Enmiendas de la Ley de Aire Limpio
(Clean Air Act Amendments CAAA) autorizé el uso de gasolina reformulada y
oxigenada en ciertas regiones urbanas para reducir la contaminacién del aire
causada por los motores de los vehiculos.

Se calcula que el MTBE es actualmente el oxigenante mas comunmente
adicionado a la gasolina y se emplea en concentraciones superiores al 15 % (viv)
en mas del 30 % de la gasolina vendida en los Estados Unidos de América®S.



INTRODUCCION

El metil ter-butil éter (MTBE) en México

En México se efectuaron cambios en la composicién de la gasolina. En et
invierno de 1993, se sustituyo el tetraetilo de plomo por metil ter-butil éter (MTBE)
(9 % en volumen) en la gasolina Magna Sin y es equivalente a la gasolina regular
sin plomo con un indice de 87 octanos.

En México PEMEX ha construido plantas para la produccién de los aditivos
oxigenantes (metil ter-butii éter MTBE y ter-amil metil éter TAME) en Tula,
Salamanca, Cadereyta y Salina Cruz. Actualmente, México adiciona MTBE a
todas sus gasolinas y también realiza importaciones de MTBE.

En enero del 2000 Jaime Mariano Willars Andrade, Director General de
PEMEX- Refinacion, afirmé que Petréleos Mexicanos no tiene planes inmediatos
para eliminar el uso de MTBE en sus gasolinas: "En las cantidades que se esta
usando el MTBE, los estudios cientificos existentes indican que no hay ningtn
riesgo para la salud, pero si hay beneficios para la calidad del aire.®

Propiedades del MTBE

El MTBE (Figura 1.1) es un compuesto altamente soluble en agua (4.8x10 4
mg/L a 20 °C), es miscible en gasolina, alcohol y éter. Tiene una alta presion de
vapor (3.35 x 10 ¥ Pa a 25°C).

CH,
!
HiC - C-0O-CH,
|
CH;

Figura 1.1 Metil ter-butil éter (MTBE)

Estas propiedades fisicoquimicas le confieren al MTBE la capacidad de
dispersarse tanto en aguas superficiales como en aguas subterraneas y puede
volatilizarse y contaminar la zona vadosa, superficie del suelo y los sedimentos. 5.7



INTRODUCCION

Toxicidad

En un inicio el MTBE fue visto como un compuesto quimico muy seguro
debido a que su toxicidad es baja y es ligeramente carcinogénico a dosis muy
altas en animales de laboratorio, pero de hecho, menos que otros componentes de
la gasolina. Como aditivo de la gasolina resulta en un alto valor de referencia de
octano y es muy soluble en la gasolina.

Actualmente la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) de los Estados
Unidos de América, en lista al MTBE como un posible cancerigeno: sin embargo
los limites de toxicidad aun son objeto de debates. Desde que el MTBE se detectd
en concentraciones muy bajas (35 pg/L), la EPA ha recomendado mantener su
concentracion en agua potable por debajo de los limites de 40 pg/L. '®°

De acuerdo a los estudios de la Academia Nacional de Ciencias (National
Academy Sciences NAS), el MTBE causa enfermedades respiratorias (asma,
bronquitis) y enfermedades alérgicas. Se han reportado enfermedades
neurolégicas incluyendo dolor de cabeza, ansiedad, falta de concentracién,
insomnio y depresién. Estudios en animales mostraron que el MTBE es
probablemente un carcinégeno humano y causa diferentes tipos de cancer como
leucemia y linfoma, y 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) y el tre-
butit alcohol (TBA). EI MTBE causa cancer en animales en muchos 6rganos y
tejidos idénticos a los causados por exposicion a las mismas dosis de benceno,
cloruro de vinilo y 1,3-butadieno.

Estudios de laboratorio muestran que respirar grandes cantidades de MTBE
por periodos cortos de tiempo tiene efectos adversos en el sistema nervioso y
efectos adversos en fetos de los animales, hiperactividad e incoordinacion hasta
convulsiones e inconsciencia, en el humano causa dafios en el rindn. %1112

Aunque aun no se ha comprobado que el MTBE cause enfermedades en el
ser humano, cuando el agua contiene 40 partes por millon se aprecia un sabor y
olor fétido en el liquido, por lo que las regulaciones concernientes a la
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contaminacién con MTBE se han incrementado al igual que las investigaciones
para disminuir la contaminacion causada por dicho compuesto.

Sin embargo otros investigadores aseguran que el efecto del MTBE en la
salud de los humanos y en el ambiente depende de cuanto MTBE esta presente y
de la duracién y frecuencia de la exposicién. Los efectos también dependen de las
condiciones de salud de las personas o de las condiciones ambientales cuando la
exposicion a este compuesto ocurre. "

El metil ter-butil éter en el ambiente

Como la mayoria de los otros componentes de la gasolina, la liberacién del
MTBE al medio ambiente ocurre en sitios involucrados en su manufactura,
mezclado con fa gasolina, durante el almacenamiento o distribucién, en fugas de
tanques o derrames de gasolineras. Asi el MTBE ha sido detectado en el aire
urbano, en aguas superficiales, en aguas fiuviales y en aguas subterraneas.

Mientras que la vida media del MTBE en la atmésfera y en aguas
superficiales es relativamente corta (en el orden de dias), la vida media en
sistemas subterraneos es larga (en el orden de afos). En realidad se ha
demostrado que el MTBE permanece en mantos acuiferos y que peguefias
cantidades de MTBE se desplazan a velocidades comparables al flujo de las
aguas subterraneas.

La movilidad del MTBE en el subsuelo se debe en parte a su alta solubilidad
en agua y a su estructura quimica la cual es relativamente resistente al ataque
microbiano.

Biodegradacion

Se ha encontrado que existen varias especies capaces de biodegradar al
MTBE por cometabolismo, pero muy pocas son capaces de emplearlo como Unica
fuente de carbono y energia, asimismo, varios estudios sefialan a las condiciones
aerobias como una mejor altemativa para estudios posteriores.

De acuerdo a los estudios realizados para la biodegradacién del MTBE, se
ha concluido que esta conduce a la formacion de TBA, un intermediario que
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finaimente puede ser degradado hasta la formacién de agua y didxido de carbono
(H:0 y CO,). ¥

El propésito de este trabajo

En éste trabajo, se tiene como propésito, demostrar la biodegradacion de
MTBE por consorcios bacterianos que utilicen al MTBE como tnica fuente de
carbono y energia bajo condiciones aerdbicas, para plantear estrategias de
biorremediacion en sitios contaminados por esta sustancia.
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ANTECEDENTES

Biodegradacién significa la transformacion biolégica de un compuesto
organico a otra forma quimica. La biodegradacién también podria convertir un
compuesto quimico inocuo en un compuesto téxico, cambiar un compuesto
facilmente metabolizable en uno que es dificil de destruir, o alterar la toxicidad de
un compuesto para que este actie contra otros organismos. Sin embargo cuando
los cientificos e ingenieros establecen que un compuesto es biodegradable, por lo
general se refieren a que dicho compuesto puede ser mineralizado. La
biodegradacién primaria es comunmente utilizada para denotar una Unica
transformacion mientras que la biodegradacion parcial es considerada como un
paso entre la biodegradacion primaria y la mineralizacion.'®

Los compuestos organicos son frecuentemente clasificados como
biodegradables, persistentes o recalcitrantes. Aunque el término recalcitrante ha
sido utilizado con un sin nimero de significados, algunos investigadores lo han
definido como la resistencia inerente de un compuesto quimico a algun grado de
biodegradacién y han introducido el término persistente para significar que un
compuesto quimico no responde a la biodegradacién bajo un conjunto de
condiciones especificas. Lo importante es que un compuesto quimico puede ser
biodegradable inerentemente y todavia aun persistir en el ambiente. El reconocer
esto es el factor clave para establecer las condiciones bajo las cuales dirigir las

pruebas de biodegradacién,'1®

La clave para asegurar la eliminacion de las sustancias organicas del
ambiente es la evaluacidn real de su susceptibilidad a la mineralizacién (la
conversion a didxido de carbono, agua, y a varias formas inorganicas), lo cual por
lo general se logra como consecuencia de la actividad microbiana. Se conoce
poco, acerca de la biodegradacion del MTBE. Sin embargo, a pesar de esto
algunos investigadores han demostrado que efectivamente el MTBE puede ser
degradado en el laboratorio bajo condiciones aerébicas o anaerébicas utilizando
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cultivos de microorganismos puros o mixtos con tiempos de vida media de 0.4 a
29 dias, incluso se han desarrollado investigaciones con microcosmos en
condiciones aer6bicas y en mantos acuiferos contaminados con MTBE. 19.20

El cometabolismo ha sido definido recientemente como “La transformacion
de un sustrato que no permite el crecimiento solo bajo la presencia obligada de un
sustrato de crecimiento u otro compuesto transformable.” Hay dos conceptos
claves asociados con esta definicion. Primero, un sustrato de no crecimiento es
definido como uno que no soporta la division celular. En otras palabras es uno que
no sirve como fuente tinica de carbono y energia para un cultivo puro. Segundo, la
transformaciéon aparecerd solo en la presencia obligada de un sustrato de

crecimiento.?’ %

Un sustrato de crecimiento es definido como un donador de electrones que
proporciona un poder reductor de energla para que crezcan y se mantengan las
células. Algunas enzimas cometabdlicas y cofactores son inducidos por substratos
de crecimiento, aunque los agentes metabélicos pueden ser también inducidos por
otros factores o bien pueden ser producidos constitutivamente. Aunque el término
cometabolisnio tradicionalmente ha sido aplicado a oxidaciones, muchas
reacciones reductivas también satisfacen la definicién de cometabolismo y estas
transformaciones dependen de los sustratos de energia o de crecimiento

utilizados. 182123

Mo K. y col. (1995) aislaron 15 cepas puras de bacterias de lodos
biotratados y de otras fuentes con la capacidad de degradar al MTBE cuando este
es su Unica fuente de carbono. Siete cepas fueron clasificadas como
pertenecientes a! género de Rohodococcus, Flavobacterium, Pseudomonas u
Oerskovia. Esos cultivos degradaron arriba del 40 % de 200 ppm de MTBE en 1-2
semanas de incubacién a 22-25 °C. Esas cepas también crecieron en t-butanol,
butilformato, isopropanol, acetona y piruvato como Unicas fuentes de carbono. El
uso de esos compuestos en combinacién con el MTBE , mostraron una reduccion
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en la degradacion del MTBE. Sin embargo, el precrecimiento en t-butanol
continuado en medio que contenia MTBE, dio como resultado una mayor
degradacion de MTBE. También se utiliz6 MTBE marcado con carbono catorce
para determinar la evolucién del CO, marcado con carbono catorce. En menos de
siete dias de incubacién, se desarrolié una significante radiocactividad, como
1%C0,. El crecimiento de algunos aislamientos en MTBE es muy lento, sin
embargo, en algunas instancias ocurre muy poco incremento en el numero de
células aun con la degradacién det MTBE.?*

Horan M. y Brown J. (1995) afirmaron que el destino ambiental y los
efectos biolégicos del oxigenante de la gasolina metil ter-butil éter (MTBE), es
importante debido a una gran cantidad de factores como lo es su alta solubilidad
en agua. Asi la contaminacion de agua superficial y subterranea puede ocurrir por
exposiciones accidentales y derrames. Se conoce poco acerca de la
biodegradacién y ecotoxicidad del MTBE. Estos autores encontraron que el MTBE
adicionado a consorcios microbianos limitados de carbono incrementaron su
consumo de oxigeno pero que las concentraciones cercanas a 740 mgl/lL
inhibieron el potencial de mineralizacién de otros constituyentes de la gasolina
(hexadecano) por arriba del 50 %. Esos resultados indicaron que el MTBE puede
ser metabolizado en el ambiente pero que la toxicidad puede afectar
adversamente en la biodegradacion globa! de los hidrocarburos constituyentes de
la gasolina liquida.®

Mo K, y col. (1996) reportaron ta biodegradacién de MTBE. Eios trabajaron
con un cultivo mixto que obtuvieron de lodos biol6gicos, los cuales también han
sido descubiertos en bioreactores utilizando MTBE como tnica fuente de carbono
por mas de un afio. Los reactores han mantenido una actividad estable para la
degradacién de MTBE. La velocidad de degradacion del MTBE se bha
incrementado regutarmente con el almacenamiento en un reactor, el cultivo mixto
degrad6 160 ppm de MTBE después de tres dias de incubacion en un conjunto de
experimentos. Comparado con cultivos puros, los cuitivos mixtos han mostrado
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una mayor capacidad de degradacién de MTBE. Estos cultivos mixtos también son
capaces de degradar otros oxigenantes (ETB y TAME) a temperatura ambiente.
La vision de otros éteres causa una aparente reduccion de la degradacion de
MTBE. 246

Steffan J, y col. (1997) evaluaron varias bacterias propano oxidantes en
cuanto a su capacidad de degradar alugunas sustancias oxigenantes de la
gasolina, incluyendo metil ter-butil éter (MTBE), etil ter-butil éter (ETBE) y metil ter-
amil éter (TAME). Tanto las cepas del laboratorio como los aislamientos naturales
fueron capaces de degradar cada compuesto después de crecer en propano.
Cuando la cepa ENV425 crecida en propano fue incubada con 20 mg de
("*CJMTBE marcado uniformemente por litro, la cepa convirtid mas del 60 % del
MTBE adicionado en '“CO; en menos de 30 h. La oxidacién inicial de MTBE y
ETBE dic como resuitado la oxidacion casi estequiométrica de alcohot ter-butilico
(TBA), mientras que la oxidacion inicial TAME dio como resultado la produccion de
alcohol ter-amilico. Ei grupo metil metoxi del MTBE fue oxidado a formaidehido y
finalmente a CO, el TBA fue oxidado finalmente a 2-metil-2-hidroxi propanol y
después a acido 2-hidroxi butirico; sin embargo, ninguno de esos productos de
degradacion fue un efectivo sustrato de crecimiento para los propano oxidantes. E|
analisis de las células extraidas de ENV425 y los experimentos con inhibidores
enzimaticos implicados en la oxidacian de la enzima soluble T-450 tanto de MTBE
y TBA, el MTBE fue oxidado TBA por Pseudomona putida crecidas en alcanfor
CAM, la cual produce la bien caracterizada P-450cam, pero no por Rhodococcus
rhodochrous 116, el cual produce dos enzimas P-450. La velocidad de
degradacién de MTBE con cepas propano oxidantes estuvo en un rango de 3.9 a
9.2 nmol/min/mg de proteinas celulares a 28 °C, mientras que el TBA fue oxidado
a una velocidad de soélo 1.8 a 2.4 nmol/min/mg de proteinas celulares a la misma

temperatura.>?’

Mo y col. (1997) aislaron tres cultivos puros: Methylobacterium
mesophilicum (ATCC700107), Arthrobacter ilicis (ATCC 700109) y Rhodococcus
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sp. (ATCC 700108) de muestras de lodos activados, de la fruta det drbol Gingko, y
de los suelos que rodean al arbol, los cuales utilizaron como sustrato de
enriquecimiento MTBE. El arbol Gingko desde que se encontr6 se penso que
produce grupos butil terciarios en sus frutas. Los tres cultivos mostraron una
biotransformacion del 29 % de 200 mg/L MTBE en menos de dos semanas con 8
% de MTBE mineralizado a CO: al final de la primera semana (densidades del
inoculo = 5*10° — 5*107 UFC/mL). La velocidad de degradacion del MTBE
disminuye significativamente en presencia de otras fuentes de carbono incluyendo
TBA, TBF, iso-propanol, acetona y piruvato. Se observaron velocidades ientas de
crecimiento en MTBE lo cual condujo a los investigadores a concluir que el MTBE
también es un sustrato de pobre crecimiento o que uno de sus metabolitos puede

inhibir el crecimiento del cultivo.?5-2®

Eweis y col. (1997) reportaron la eliminacién de MTBE en un biofiltro en una
planta de control de la contaminacion del agua en la ciudad de los Angeles. Esos
investigadores enriquecieron un cultivo mixto de materiat de biofiltro, compuesto
principalmente de composta comercial, que fue capaz de utilizar MTBE para
crecer. Se encontré que la actividad del consorcio esta en funcion del pH y que la
actividad disminuye mas alla de un rango de pH de 6.5 a 7.8. La velocidad de
degradacion de MTBE en cultivo liquido se increment6 de 0.031 a 0.062 mg/L/d
con un incremento en la biomasa; sin embargo, la cantidad de biomasa no fue
cuantificada en este estudio. Se demostr6 que el cultivo tambien degrada tolueno
y metanol. Bajo condiciones 6ptimas, la velocidad de degradacion de TBA fue
ligeramente mayor que la de MTBE y no se observé acumulacién de TBA durante
la biodegradacién de MTBE. Dos cultivos puros capaces de degradar MTBE
fueron aislados de este consarcio (Hanson y col. 1999). 282°

Eweis y col. (1997 y 1998) trabajaron con un biofiltro de composta de la
planta de control de la contaminacién del agua en la ciudad de los Angeles en el
distrito de sanitizacion, este biofiltro estuvo tratando sistemas de aire contaminado
con MTBE y otros hidrocarburos para la eliminacién de MTBE después de una
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fase de retraso de un afio. Concentraciones por arriba de 200 ppm de MTBE en
una fase gaseosa fueron eliminados con un promedio de eficiencia del 90 %. La
velocidad de eliminacion del MTBE fue estimada para ser de 6 a 8 g/m® volumen
del reactor/h. Cultivos mixtos y puros derivados de un material de biofiltro
crecieron en MTBE como unica fuente de carbono y energia. Un biofiltro a escala
piloto que contenia una matriz de cerdmica inerte fue secuencialmente inoculada
con el cultivo mixto y operada con una entrada de concentraciones de aire de 30 a
40 ppm de MTBE. Después de una fase de aciimatacion de 10 semanas la

eficiente eliminacion de MTBE en este reactor fue reportada de 95 %.7%%

Fortin  (1997) y Deshusses (1998, 1999a, b), en estudios que ellos
realizaron, fue enriquecido un cultivo mixto de dos degradadores de MTBE en
fitros de biotrampas. Se demostré que este consorcio degrada altas
concentraciones de MTBE y TBA (arriba de 5§50 y 800 mg/L., respectivamente) en
un grupo de reactores. Inicialmente, sustancias de turba humica (500 mg STH/kg
MTBE) fueron adicionadas para la estabilizacion de! cultivo. Esto sugiridé que los
acidos hamicos podrian formar complejos con el MTBE, por lo tanto, mejora la
velocidad de aceptacidon microbiana. A concentraciones de 50 a 800 mg/L, el
MTBE y TBA fueron degradados a una velocidad de 1 - 3 mg/L/h. La formacioén de
TBA durante la biodegradacion no dio indicios de que el TBA fuera degradado mas
rapido que el MTBE. Las velocidades de crecimiento especificas ( 0.023 — 0.026
/d) y produccion celular ( 0.09 -0.12 g células/g MTBE ) en MTBE fueron bajos

pero consistentes con valores obtenidos de otros estudios de MTBE 3!

Salanitro y col (1998) han reportado estudios de microcosmos para la
biodegradacion de MTBE en suelo y/o muestras de aguas subterraneas obtenidas
de sitios contaminados con MTBE. En los estudios que utilizaron muestras de
agua subterranea de dos pozos de una terminal de Nevada, las concentraciones
de MTBE es § a 80 mg/L fue degradada siguiendo un periodo de retrasode 2a 3
semanas a una velocidad de 0.1 a 0.32/d. En muestras de suelos y aguas
subterraneas de un lugar de New Jersey, el MTBE fue degradado en una
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velocidad de 0.28 mg/l/d con una vida media de 21 dias. Una observacién
conducida a evaluar la presencia de la velocidad de degradacion del MTBE que
ocurre de manera natural en 10 sitios contaminados con gasolina localizados a las
orillas de los Estados Unidos indicaron que las poblaciones de microorganismos
que degradan MTBE fueron bajas en los ambientes de la superficie con
concentraciones que fueron tipicamente por abajo de 10%g de suelo o 100/L
aguas subterraneas.?

Hanson R, y col. (1999), trabajaron con una cepa bacteriana PM1; Ila cual
es capaz de utilizar MTBE como unica fuente de carbono y energia, fue aislada de
un consorcio mixto microbiano en un biofiltro de composta capaz de degradar
MTBE. La velocidad de degradacién lineal de MTBE por 2*10°8 células mL" fueron
0.07, 1.17 y 3.56 pg mL'h"" para concentraciones iniciales de 5,50 y 500 pg MTBE
mL™, respectivamente. Cuando se incubaron con 20 pg ['“C] MTBE mL™, la cepa
PM1 convirtié 46 % de "“CO, y 19 % de células marcadas- *C en menos de 120 h.
Este rendimiento es consistente con la medida de la acumulacion de proteinas a
diferentes concentraciones de MTBE de las cuales se estimé un rendimiento de
biomasa de 0.18 mg de células mg MTBE™'. La cepa PM1 fue inoculada dentro del
corazén del material del sedimento obtenido de aguas subterraneas de Port
Hueneme, California, en la cual no hubo evidencia de degradacién de MTBE. La
cepa PM1 rapidamente degradé 20 ug de MTBE mL" adicionado al material de
corazén. La velocidad de remover MTBE se incremento con la entrada adicional
de 20 ug de MTBE mL"". Esos resultados sugieren que PM1 tiene el potencial para
ser utilizado en la remediacion de ambientes contaminados con MTBE.273

Acuna-Askar y col. (1999) realizaron experimentos en los que el MTBE fue
biodegradado efectivamente bajo condiciones ambientales de oxidacion en
presencia de un cultivo mixto aclimatado, aislado de un biotratador petroquimico.
MC-1 (coccus gram positivo), MC-2 (Acinetobacter Iwoffiy y MC-3 (Bacillus sp.)
estuvieron presentes en el medio de cultivo, con MC-1 siendo el microorganismo
predominante. La presencia de otras fuentes de carbono facilmente asimilables en
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el medio de cultivo influenciaron la biodegradacion de MTBE. En un grupo de
estudios 62-73 % de MTBE fue biodegradado en 144 -192 horas en una
concentracion inicial de 100 ppm como unica fuente de carbono, con el ORP un
rango de 191-274 mv, y a una temperatura de 29 °C . La constante K global de la
velocidad y la constante especifica de la velocidad fueron evaluadas con una
ecuacién de la velocidad de primer orden. El promedio de los valores
determinados fueron 1.79*10'dia’ y 1.66*10%dia'/(mg/L masa celular),
respectivamente. Estudios de flujo continuo en una biocapa fijada de un reactor
fueron desarroliados a tiempos de retencién de 025, 05 y 1 dia a una
concentracion inicial de MTBE de 150 ppm. Los resultados indicaron que
aproximadamente el 53 % de MTBE fue degradado por un tiempo de retencién de
0.25-dila y 70 % tanto para ambos tiempos de retencién 0.5 y 1.0-dia. Se
evaluaron tres modelos de cinéticas para todos los tiempos de retencion
experimentales. Esos incluyeron: modelo 1 (Eckenfelder); modelo 2 (Arvin) y
modelo 3 (bifasico de primer orden). Los resultados indicaron que el modelo 3 tuvo
un rendimiento de los mas alto y mas consistentes coeficientes de correlacion de
todos los tiempos de retencién evaluados.®

Morales M. y col. (2000), llevaron a cabo experimentos de microcosmos y
de columna utilizando sueios y aguas subterraneas de sitios contaminados con
MTBE, empleando agua destilada complementada con sales minerales. La
degradacién de MTBE en microcosmos fue probada bajo condiciones aerobias y
anaerobias con una concentracion inicial de MTBE de 25 mg/L el agua de! suelo
tuvo un rango en los experimentos de microcosmos de 1:2 por masa y el tamafio
de! inoculo fue de 0.3 g de peso de biomasa/50 ml liquido. No se observé
degradacién de MTBE en microcosmos incubados, s6lo con una poblacién
microbiana enddgena o bajo condiciones anaerobicas. La degradacion de MTBE
fue observada unicamente en microcosmos bajo condiciones aerbbicas e
inoculadas con el consorcio degradador de MTBE . En esos microcosmos, la
degradacion completa de MTBE fue observada aproximadamente en 10 dias. Un
decremento en la velocidad de degradacion de MTBE fue observado comparado a
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experimentos previos desarrollados a 30 °C en un agitador y sin tierra. También se
observé un decremento en la velocidad de biodegradacion de MTBE con un
tiempo, el cual fue probabiemente debido a ia acumulacién de nitrito y al pH bajo
resultado de la nitrificacion de amonio. Subsecuentemente, una columna de 0.7 L
fue rellenada con el mismo suelo y aguas subterranea sintética con una
concentracion de MTBE de 13 ppm que fue inyectada a través de la columna
mientras se mantenian las condiciones aerdbicas. La columna de suelo fue
operada por mas de seis meses a una carga variable de MTBE que se remueve
eficientemente hasta permanecer cerca del 100 %. Se llevaron acabo
experimentos utilizando MTBE radiomarcado. En la columna de suelo, se liberd
una carga rapida de *CO, que fue observada en menos de 24 h después de la
inyeccion de  'C-MTBE. El *CO, fue recuperado aproximadamente el 10 % de
la radioactividad inyectada. Finalmente una respuesta rapida del sistema fue
encontrada cuando el MTBE suministrado es cerrado y abierto otra vez. Los
resultados son muy prometedores para futuras aplicaciones en ia biorremediacién
de MTBE 2

Deeb A. y col. (2000) realizaron una revision de la bibliografia actual de la
biodegradacion aerdbia del MTBE la cual revela que un gran niumero de cultivos
de diversos ambientes pueden degradar parcial o0 completamente a! MTBE hasta
mineralizarlo. EI MTBE también es utilizado como unica fuente de carbono y
energia y puede ser degradado cometabdlicamente por cuitivos que crecen en
alcanos. El rango reportado de las velocidades de degradacion es de 0.3 a 50 mg
de MTBE/g de células/h mientras que la velocidad de crecimiento es de 0.01 —
0.05g MTBE/g células/d y la produccion celular es 0.1- 0.2g de células/g MTBE los
cuales son generalmente bajos. Estudios en los mecanismos de degradacion de
MTBE Indican que tas enzimas monooxigenasas rompen los enlaces de éteres
formando alcohol ter-butilico (TBA) y formaldehido como los principales
intermediarios detectables. EI| TBA es posteriormente degradado a 2-metil-2-
hidroxi-1-propanol, acido 2,2-hidroxiisobutirico, 2-propanol, acetona,
hidroxiacetona y eventualmente diéxido de carbono. La mayoria de estos
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intermediarios también son comunes en el metabolismo de los mamiferos.
Estudios de laboratorio acerca de la degradacién de MTBE en presencia de
compuestos aromaticos de |a gasolina por lo general no son inhibidos por el
MTBE, la degradacion del MTBE podria ser inhibida por la presencia de
compuestos mas faciles de degradar. Basados en los estudios revisados, es
probable que las estrategias de biorremediacion involucran e! metabolismo directo,
cometabolismo o alguna combinacién de ellos, con ello podria ser aplicado de
manera factible y con un costo-beneficio un método para el tratamiento de la
contaminacién con MTBE, 283

Fortin Y, Moraies M, y col. (2001) estudiaron las caracteristicas de un
consorcio que degrada MTBE en un medio de cultivo liquido. La velocidad de
degradacion de MTBE fue rapida y seguida por una cinética de orden cero donde
se adicionaron 100 mg L. La concentracion residual de MTBE en un grupo de
experimentos de degradacion estuvieron en un rango por debajo del limite de
deteccion (1 ug L") a 50 ug L. La actividad especifica del consorcio estuvo en
un rango de 7 a 18 mgwmree Guw 'h'. Experimentos con radioisotopos mostraron
que 79 % de carbono-MTBE fue convertido a carbono-diéxido de carbono. El
consorcio fue capaz de degradar una variedad de hidrocarburos incluyendo
alcohol ter-butilico (TBA), metil ter-amil éter (TAME) y constituyentes de la
gasolina tales como benceno, tolueno, etil benceno y xileno (BTEX) el consorcio
también fue caracterizado con una velocidad de crecimiento muy tenta (0.1 d"), un
rendimiento de biomasa global (0.11 gaw g 'mree). UNa alta afinidad por el MTBE y
una baja afinidad por oxigeno, lo cual quiza sea una razon para la baja o ausente
biodegradacion de MTBE in situ.®®

Hasta la fecha se han reportado varias investigaciones de cultivos puros y
mixtos, degradadores de oxigenantes capaces de crecer y de utilizarlos como
unica fuente de carbono y energia, los cuales son resumidos en la tabla 2.1.
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De acuerdo a los estudios realizados para la biodegradaciéon del MTBE, se
ha concluido que esta conduce a la formacion de TBA, un intermediario que
finaimente puede ser degradado hasta la formacién de agua y di6bxido de carbono
(H20 y COy), en la tabla 2.2 se muestra un resumen comparativo de la
degradacion de MTBE y TBA. En la figura 2.1 se muestran las rutas de
biodegradacién del MTBE.22¥
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TABLA 2.1 Velocidad de degradacién de oxigenantes por cultivos de microorganismos puros y mixtos. Nd no determinado

Microorganismo o Fuente de carbono Velocidad de Velocidad de Velocidad de Referencia
consorcio degradacién de MTBE  degradacion de TBA  degradacién de ETBE

in’ ! 3 in’ nmoles.min”.mg protein™)
Cultivo BC-1 MTBE 13 6.3" Nd Salanitro y col.
Graphium sp Butano 0.35° +(Nd) Nd Haardison y col.
P. putida CAM Alcanfor 04 Nd Nd Steffan y col.
M. vaccae JOBS Propano +(Nd) +(Nd) +(Nd) Steffan ¥ col.
Cepa ENV 425 Propano 46" 1.8a +(Nd) Steffan y col.
Cepa ENV 421 Propano 9.2 2.4a +(Nd) Steffan y col.
P. aeruginosa Pentano 39 0.95a Nd Gamier y col.
M. vaccae JOBS Hexano 21.0° Nd Nd Hyman y O’Reilly (1999)
M. vaccae JOBS 2-metilpentano 7.1 Nd Nd Hyman y O'Reilly (1999)
A. eutrophus Butano 15.0° Nd Nd Hyman y O"Reilly (1999)
A. eutrophus 2-Metilbutano 149 Nd Nd Hyman y O'Reilly (1999)
P. mendocina 2-Metilpentano 4.0 Nd Nd Hymany O'Reilly (1999)
Ciclohexano - utilizando ~ Ciclohexano 24 046 062 Corcho y col. (2000)
cultivo
Rubrivirex sp. PM-1 MTBE 19° +(Nd) Nd Deeb y col (2000)
G. terrae IFP 2001 ETBE 14 No degradacién 59° Hemandez-Perez y col.

(2001)

G. terrae IFP 2007 Etanol 156" No degradacién Nd Piveteau y col. (2000)
B. cepacia IFP 2003 TBA No degradacion 16" No degradacion Piveteau y col. (2001)
Rhodococcus sp CT2 Propano nr Nd Nd Hyman y col. (2000)
Rhodococcus sp CT2 Pentano 183* Nd Nd Hyman y col. (2000)
Rhodococcus sp CT2 Isobutano 46 Nd Nd Hyman v col. (2000)
Hydrogenophaga flava  MTBE 46 +(Nd) Nd Steffan y col. (2000b)
ENV 735
* Valor dado en Ja referencia
* Calculado de datos publicados por ¢ 6 iderando el ido de proteinas en las células del 50%

¢ Complementado con 100 mg 1" de extracto de levaduras

FUENTE: Fayolle F, y col (2000)
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TABLA 2.2. Resumen comparativo de la velocidad de degradacion de MTBE y TBA por cultivos obtenidos de fuentes ambientales

Referencia Notas Velocidad de degradacién de Velocidad de degradacién de
MTBE TBA

Salanitro y col.. 1994 Cultivo mixto (BC-1) 34 mg/g células/h 14 mg/g células/h
MTBE fue utilizado para el crecimiento
TBA no fue titil como sustrato de crecimiento
TBA fue acumulado durante la degradacién de MTBE

Park y Cowan 1997 ab  Cultivo mixto (BC-1) MTBE>TBA TBA <MTBE
MTBE y TBA fueron utilizados para el crecimiento NR' NR*
TBA fue acumulado durante Ja degradacién de MTBE

Fortin y col., 1997 MTBE y TBA fueron utilizados para el crecimiento 1.1-2.6 mglLA® 1.8-2.8 mg/L®
TBA no fue acumulado durante la degradacion de MTBE

Church y col., 2000 Cultivo puro (PM1) 2.16x 10°mM/A® 2,96 x 10° mMA®

Deeb y col., 2000 a,b
Hanson y col., 1999
Hyman y col., 1998

Stefffan y col., 1997

Garnier y col., 1999

MTBE y TBA fueron utilizados eficazmente para el
crecimiento

TBA no fue acumulado durante la degradacién de MTBE
Cuitivo puro (Xanthobaacter sp.)

MTBE y TBA fueron degradados cometabdlicamente

Cultivos puros (ENV425 y ENV 421)
MTBE y TBA fueron degradados cometabdlicamente

Cultivo puro (Pseudomona aeuroginosa)
MTBE y TBA fueron degradados cometabélicamente

5.9-15 nmol/min/mg proteinas

2.1-9.2 nmol/min/mg proteinas

3.9 nmol/min/mg proteinas

3.1 nmol/min/mg proteinas

1.3-2.4 nmol/min/mg proteinas

0.95 nmol/min/mg proteinas

Bradley y col., 1999 Cama de sedimento de sitios contaminados con gasoli 30-70 % mineralizado en 105 d 70 % mineralizado en 27 d
MTBE y TBA fueron mineralizados

Salanitro y col., 1998 Aguas subterraneas contaminadas ND* Vidamedia=16d

Fayolle y col.,1999 Cultivo puro (Pscudomona sp. IFP 2003) ND* 18 mg/g célulasth
cometabolico

Zenker y col., 1999 Suelo de sitios dos con gasolina ND* 3 mg/L MTBE en200d

“NR = No reportado, ° Densidad de inoculacion no reportada y * ND = No degradado

FUENTE: Fayolle F, y col (2000)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta la fecha, se han conducido muy pocos estudios de manera ordenada
para encontrar microorganismos capaces de degradar el MTBE y los cuales
puedan utilizarse en tratamientos biolégicos.

Las velocidades de degradacion del MTBE citadas en la literatura con
frecuencia ofrecen dificultades para compararlas entre si debido a las diferentes
metodologias de determinacion utilizadas,

En el laboratorio de emisiones gaseosas W-107 de la Universidad
Auténoma Metropolitana — Iztapalapa se cuenta con cuatro consorcios y se
propone evaluar su capacidad para degradar al MTBE tomando como referencia a
un consorcio de la Universidad de Davis, California, con el fin de poblar un
biofiltro.

20



OBJETIVOS

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar cuatro consorcios para evaluar si degradan o no al MTBE como
Unica fuente de carbono y energia en el menor tiempo y en la mayor cantidad
posible tomando como referencia al consorcio obtenido de la Universidad de

Davis.

OBJETIVOS PARTICULARES
* Obtener consorcios a partir del material de soporte de biofiltros que utilizan
gasofina sintética, para evaluar su capacidad de biodegradacion de MTBE
como Unica fuente de energia

e Evaluar la capacidad de biodegradar MTBE por medio de las cinéticas de
consumo de los cuatro consorcios (obtenidos en el laboratorio de
emisiones gasesosas W-107), comparando sus actividades con la del
consorcio de la Universidad de Davis de California.

21



HIPOTESIS

HIPOTESIS

Se espera que los consorcios obtenidos a partir de materiales de soporte
(composta y vermiculita) de biofiltros que operan con gasolina sintéticas (hexano,
tolueno, ciclohexano y MTBE), se puedan obtener consorcios de microorganismos
que tengan una alta capacidad de biodegradar e! MTBE como Unica fuente de

energia.

”



TIPO DE ESTUDIO, POBLACION Y CRITERIOS

TIPO DE ESTUDIO

El tipo de estudio fue experimental

POBLACION

La poblacién de estudio fueron cinco: consorcios, un consorcio de la
Universidad de Davis, California, para utilizarse como referencia, otro de la
Universidad Autdnoma Metropolitana-lztapalapa y tres provenientes de soportes
de dos biofiltros (dos de copostas y uno de vermiculita).

CRITERIOS DE:

e INCLUSION
Microorganismos que tengan la capacidad de biodegradar et MTBE, pH
de 7, temperatura de 30 °C y medio de sales minerales.

e EXCLUSION
Aquellos medios enriquecidos, pH mayores omenores de 7 y
temperaturas mayores o menores.

e ELIMINACION

Aquellos consorcios microbianos que no tengan la capacidad de
biodegradar al MTBE.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS

e Microorganismos utilizados

Se conté con un consorcio bacteriano de la Universidad de Davis,
California, para utilizarse como referencia y otro de la Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa.
También se conté con tres consorcios provenientes de soportes (dos de
composta: parte media y parte superior y uno de vermiculita) de dos biofiltros que
utilizaban gasolina sintética, proporcionados por la Planta Piloto (PPU4) del grupo
de Tratamientos de Emisiones Gaseosas de la Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa, se intent6 separar 3 consorcios de su material de
soporte y que estos utilizaran al MTBE como unica fuente de energia.

* Reactivos

Metil ter-butil &ter (98%, p = 0.740 g/cm?), fueron de Aldrich Chemicals. Sulfato de
amonio ((NH4)>S0O,) , sulfato de magnesio hepta hidratado (MgSQ, -7H,0), fosfato
de potasio monobdsico (KH2PO,), fosfato de potasio dibasico (K:HPO,), cloruro de
calcio (CaCly), hidroxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI).

o Medios de cultivo

Preparacion de medio de sales minerales liquido modificado. (Acufia 1999;
Elementos traza modificado de Meynell 1970):

Se pesaron 3 g de sulfato de amonio ((NH4)2SO.); 1.5 g de sulfato de
magnesio hepta hidratado (MgSO4 -7H;0) y se disolvieron en 130 mL de agua
destilada y se ajusto el pH a 7 con soluciones de NaOH al 0.1 N y/o HCl al 0.1 N,
utilizando un potenciometro previamente calibrado. El fosfato de potasio
monobasico (KH2PO4) 0.6 g; fosfato de potasio dibasico (K:HPO,) 2.4 g; cloruro
de calcio (CaCl;) 0.15 g se disolvieron en 240 mL de agua destilada y se les
adicionaron 5 mL de elementos trazas y se ajust6 a pH 7 con soluciones de
NaOH al 0.1 N y/o HCI al 0.1 N utilizando un potencibmetro previamente calibrado,
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se ajusté el pH a 7 cuanto basté para un litro de agua destilada con soluciones de
NaOH al 0.1 N y/o HCl al 0.1 N utilizando un potenciémetro previamente calibrado.

Se esterilizaron por separado a 121 °C a 15 Ib por 15 min. Ya esterilizados
las soluciones, se dejaron enfriar a una temperatura de unos 50 °C

aproximadamente y se mezclaron.

MEDIO DE SALES MINERALES *SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA
COMPUESTO | CONCENTRACION (g/L) | COMPUESTO _CONCENTRACION (g/L.
(NH4)2S04 3.0 FeCl,.6H,0 0.2
MgS0Q4.7H,0 1.5 ZnS04.7H,0 1.44
KH,PO, 0.6 MgSO.4.H0 0.8411
K;HPO, 24 CaCl,.6H;0 0.2621
CaSQ, 6 CaClk 0.15 HiB0; 0.0620
*Sol. E. Traza 5 mL NiCl,.6H,0 0.09
pH 6.8-7 NaMoO,.2H,0 0.49

Preparacion de medio de sales minerales sélido.

Se pesaron 3 g de sulfato de amonio ((NH4);SOs4); 1.5 g sulfato de
magnesio hepta hidratado (MgSO4 -7H20) y se disolvieron en 130 mL de agua
destilada y se ajusté el pH a 7 con soluciones de NaOH al 0.1 N y/o HClal 0.1 N
utilizando un potenciémetro previamente calibrado. ElI fosfato de potasio
monobasico (KH2PO4) 0.6 g, fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) 2.4 g; cioruro
de calcio (CaCl;) 0.15 g se disolvieron en 240 mL de agua destilada y se
adicionaron 5 mL de elementos trazas y se ajusté a pH 7 con soluciones de
NaOH al 0.1 N y/o HCl al 0.1 N utilizando un potenciémetro previamente calibrado.
Se disolvieron 15 g de agar Noble cuanto bast6 para un litro de agua destilada, se
ajusto el pH a 7 con soluciones de NaOH al 0.1 N y/o HCi al 0.1 N utilizando un
potenciometro previamente calibrado.

Se esterilizaron por separado a 121 °C a 15 b por 15 min. Ya esterilizadas
las soluciones y el agar, se dejaron enfriar a una temperatura de unos 50 °C y se
mezclaron los tres y se realizé el vaciado en las cajas Petri en una campana de

flujo laminar.
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s Conservacién y enriquecimiento de microorganismos

Para la conservaciéon de los consorcios, se utilizaron matraces Erlenmeyer
de 250 mL con tapdn de rosca, se les cambid el medio de sales minerales cada
15 dias y se ajustd a pH 7 con soluciones de NaOH 0.1 N y/o HCI 0.1 N
utilizando un potencidmetro (Conductronic pH 20) previamente calibrado.
Posteriormente se les adiciondé 50 uL MTBE cada semana y antes de cada adicion
de MTBE se dejaron aireando durante 2 h, con una agitacién a 150 rpm y se
dejaron durante cinco meses.

De dos biofiltros alimentados con gasolina sintética de la planta piloto del
grupo de emisiones gaseosas de la Universidad Autonoma Metropolitana -
lztapalapa se obtuvieron dos soportes de biofiltros (dos compostas y uno de
vermiculita).

Para el enriquecimiento de los consorcios de las dos compostas se pesaron
20 g y se diluyeron en 200 mL de medio de sales minerales (10% p/v) y se
utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapén de rosca, y se ajusté a pH 7
con soluciones de NaOH al 0.1 N y/o HCt al 0.1 N, utilizando un potenciémetro
previamente calibrado y posteriormente se les adicion6 10 ul. MTBE cada
semana y antes de cada adicion de MTBE se dejaron aireando durante 2 h, con
una agitacion a 150 rpm y se dejaron durante seis meses.

Para el enriquecimiento de los consorcios de vermiculita se pesaron 5 g y
se diluyeron en 100 mL de medio de sales minerales (5 % p/v) en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. con tapdn de rosca, y se ajusté a pH 7 con soluciones de
NaOH 0.1 Ny/o HCI 0.1 N utilizando un potenciémetro previamente calibrado. y
posteriormente se les adiciono 4 nl. MTBE cada semana y antes de cada adicion
de MTBE se dejo aireando durante 2 h, con una agitacion a 150 rpm y se dejaron
durante seis meses.

Para saber si en los consorcios (compostas y vermicuiita) habla crecimiento
después de los seis, los consorcios en medio de sales minerales liquido, se
sembraron en medio de sales minerales (MSM) sélido en cajas Petri a un pH de
7 y se dejaron incubando a 30 °C con una atmoésfera de MTBE durante cuatro
semanas para su crecimiento y diferenciacion .
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s Cuantificacion de la biomasa

Los consorcios obtenidos se centrifugaron a 10,000 rpm/10 min., se eliminé
el sobrenadante y se obtuvo la biomasa himeda (pellets humedos),
posteriormente se pesé una muestra de peliets himedos de cada consorcio de
aproximadamente 50 mg y se realizo la cuantificacion de proteinas por el método
de Lowry (Lowry, 1951) a una longitud de onda de 5§90 nm (Asgo), utilizando un
Espectrofotémetro (Spectronic 20D) y utilizando celdas de vidrio de 10 mL. Las
proteinas son una medida indirecta de la biomasa que se expresan en mg/L. Ver

Anexo 1.

o Estudios en Microcosmos

Los estudios de descomposicion de MTBE se realizaron por el método de
microcosmos (Garnier y col. 1999) Los consorcios obtenidos se centrifugaron a
10,000 rpm/10 min., se eliminé el sobrenadante y se obtuvo la biomasa humeda
(pellets himedos), posteriormente se pesaron para cada microcosmos
aproximadamente de 290 a 300 mg peliets humedos para realizar sus cinéticas de
consumo, usando frascos serolégicos de 125 mL para cada uno de los consorcios
con 20 mL de medio de sales minerales (MSM) liquido para cada frasco y se
taparon con los septos y se engargolaron con su crimp.

Cada experimento se hizo por duplicado, las botellas se incubaron a 30 °C
con agitacion rotatoria (150 rpm). Las mediciones de consumo de oxigeno y
formacién de diéxido de carbono, asi como las de consumo de MTBE se
realizaron periédicamente cada 24 horas aproximadamente, por analisis de
headspace.

e Andlisis cromatogrifico

Se tomaron muestras de 100 pl. de la fase gaseosa de cada frasco
serolégico (headspace) con una jeringa para gases (Precision sampling, Rouger,
Lousiana) de 0.5 mL de capacidad y analizadas por cromatografia de gases FID y
TDC.
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La concentracién de MTBE se determindé en un cromatégrafo de gases
(Hewlett Packard, U.S.A.), modelo 5890 serie il con un detector de ionizacién de
flama (FID). La columna utilizada fue de metil silicon de 30 m de longitud, diametro
interno de 0.32 mm y espesor de pelicula de 0.25 um (Quadrex Corporation,
U.S.A.). Como gas acarreador se us6 nitrogeno (Praxair, México) a una velocidad
de flujo de 1.6 mL/min. Las temperaturas de trabajo fueron: inyector 180 °C,
detector 210 °C y la columna 45 °C.

Para la determinacion de la concentracion de O, y de CO; se utilizé un
cromatégrafo de gases GOW MAC (serie 550 con un detector de conductividad
térmica, con una columna concéntrica CTR-1, Alltech, U.S.A.) con helio (Praxair,
México) como gas acarreador a una velocidad de flujo de 65 mlL/min. Las
temperaturas de operacion fueron: inyector 30 °C, detector 70 °C y la columna 30
°C.

Cada medicion se hizo por duplicado en el cromatégrafo Hewlett Packard
modelo 5890 serie Il y las lecturas proporcionadas (area bajo la curva) se convirtié
a volumen (ul.) de compuesto mediante curvas estandar. Las mediciones en el
cromatoégrafo de gases GOW-MAC se hicieron una sola vez.

e Curvas estandar

Para cuantificar el MTBE, se usaron 10 frascos serolégicos con 20 mL de
medio de sales minerales (MSM) sin el inoculo. Se les adicionaron cantidades
conocidas crecientes (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 ul) de MTBE, y se
analizaron por cromatografia de headspace, de la misma forma que los
microcosmos. Los datos del area bajo la curva determinados en el cromatografo y
el volumen del compuesto afiadido a cada frasco siguieron una relacion lineal por
lo que se pudo realizar el ajuste de dicha curva por medio de un analisis de
minimos cuadrados (Dupasquier D. y col. 1999). Las mediciones de los
estandares se hicieron cada vez que se midieron los microcosmos, el resultado de
la curva estandar fue de m= 1134.8, b=50.089 y una r’= 0.9989.
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MATERIAL Y METODOS

El volumen del compuesto estudiado se calcul6, mediante la transformacion
de su densidad a masa (mg) y pureza, que es en la forma en la que se reporté en
este trabajo.

« Anilisis de regresion de los datos experimentales

Los datos de las cinéticas de degradacion de MTBE se ajustaron mediante
el modeio de Gompertz (Acufia y col. 1999).

La velocidad maxima de consumo (Vmax) se calculé a partir de los
parametros del modelo de Gompertz, que se expresaron en este estudio como mg
MTBE/mg proteina*h y que estos a su vez se transformaron en nmo! MTBE/mg
proteina*min. Para que se pudieran comparar con estudios reportados por otros
autores. Al realizar el ajuste de los datos experimentales del modelo de Gomperiz
se utilizdé el programa de computo Kaleida Graph version 3.08 de Synergy
Software. Ver anexo 2

Antes de utilizar el modelo de Gompertz para el ajuste de los datos
experimentales fue necesario transformarios para cada punto experimental la
cantidad de MTBE consumido.

¢ Foérmulas

< Formulas para la obtencién de resultados de respirometria en microcosmos
(cromatografo GOW MAC)

> Para la obtencion del factor de respuesta (es una constante para otros
resultados)

ABC de O2 + ABC N2

Factor =
ABC Aire

» Parala obtencién del porcentaje de didxido de carbono (CO53)
70.29 x ABC de CO2 x Factor
% de CO2 =

ABC N2
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> Parala obtenciéon dei porcentaje de oxigeno (O3)

79 x ABC O2

% de Oz =
0.9953 x ABC N2

Para la obtencion de di6xido de carbono (COz2) formado

Y

%de COzF x K

COz2 formado = = mmol

100
> Para la obtencién del porcentaje de oxigeno (O2) consumido

%deO2¢c=I[-F

> Para la obtencién de Oz consumido

% de O2c x K

O = = mmol
100
» Para la obtencién de O: teérico mineralizado
MTBEF (mg) x 7.5
O2 tedrico mineralizado = = mmol

88
> Para la obtencién de O: tedrico parciaimente mineralizado

MTBEF (mg) x 1.5

O2 tedrico CH20 = = mmol

a8

s Férmulas para la obtencion de resultados de consumo de MTBE en
microcosmos (cromatografo Hewlett Packard, modelo 5890 serie Il)

» Curva estandar de MTBE para la obtencion de ul de MTBE
y=mx+b

x =pl. de MTBE

pulL de MTBE = ABC-b

m

30



MATERIAL Y METODOS

> Para la obtencién de miligramos de MTBE

mg de MTBE = uL de MTBE x p MTBE x Pureza del MTBE

> Para la obtencién del MTBE alimentado

MTBEA = MTBE: = (mg)

> Para la obtencion del MTBE consumido

MTBEc = MTBE (mg) - MTBEF (mg)

> Para la obtencion del porcentaje del MTBE consumido

MTBEc x 100
% de MTBEc =

MTBE

» Curva estandar de Proteinas

y=mx+b
x = mg de proteinas
Abs-b
mg de proteinas = ==
m

3 Para la obtencion de miligramos de proteina por microcosmos

mg de proteinas mg de protelna problema mg de consorcio

- A
microcosmos mg de consorcio problema microcosmos

» Para la transformacion de los datos experimentales para cada punto del

modelo de Gompertz
MTBECc
Modelo de Gompertz =
mg proteina

» Ajustar los datos experimentales para cada punto
MTBEc = MTBE-MTBER

¥ Para la obtencion del grafico por el modelo de Gompertz
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Y = a*exp(-b*exp™)

¥ Para la obtencion de la velocidad maxima (Vmax) siendo la doble derivada del
modelo de Gompertz
VMAX = a*k

ABC = 4rea bajo la curva

b = ordenada al origen

m = pendiente

A = alimentado

¢ = consumido

1 = inicial

F = final

p = presente al momento de la medicion

K = 3.25 mmol Aire Headspace (constante obtenida de la ley de los gases ideales
a una presion de 585 mm Hg, a una temperatura de 25 °C y un volumen de 105
mi.)

a = es un parametro del modelo de Gompertz siendo el valor maximo de la
variable dependiente

B = es un parametro del modelo de Gompertz siendo este cualquier valor
agregado de la variable independiente

k = es un parametro del modelo de Gompertz siendo este la razén de los cambios
especificos de |a variable dependiente con respecto a la variable independiente.
Abs = Absorbancia

pMTBE = 0.74 g/L. (densidad del MTBE)

Pureza del MTBE = 99.8 %

Peso molecular del MTBE = 88

Numero de carbonos del MTBE = §

Constante empleada para obtener el porcentaje de diéxido de carbono = 70.29
Constante empleada para obtener el porcentaje de oxigeno = 79 y 0.9953
Constante empleada para obtener el oxigeno teérico mineralizado y parciaimente
mineralizado =7.5y 1.5
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RESULTADOS

RESULTADOS

En este estudio se utilizaron cuatro consorcios y uno de referencia: dos
consorcios provenientes de compostas (parte media y de la parte superior) de un
biofiltro y uno de vermiculita (proporcionados por la Planta Piloto (PPU4) det grupo
de tratamientos de Emisiones Gaseosas de ia UAM — |ztapalapa) y otro consorcio
de la UAM - iztapalapa (proporcionado del Lab. W-107) y el consorcio de
referencia de la universidad de Davis, California.

En lo que se refiere a los tres consorcios provenientes de soportes
(composta y vermiculita) no hubo crecimiento.

E! consorcios de la UAM — |ztapalapa (proporcionado del Lab. W-107) fue
identificado como consorcio niumero 2 y fue evaluado en cuanto a su capacidad de
consumir al MTBE como unica fuente de carbono y energia, con respecto al
consorcio de referencia de la Universidad de Davis, California, fue identificado
como consorcio namero 1.

En la tabla 9.1 se hace la comparacién de resultados entre los consorcios 1
y2.

En las tablas 9.2 y 9.3 se reportaron los resultados de degradaciéon o
consumo de MTBE de los consorcio 1y 2. En las tablas 9.4 y 9.5 se reportan los
resultados de consumo de oxigeno y de la formacion de diéxido de carbono (O2 y
CO_) de los consorcio 1y 2. Veranexo 3

En la Grafica 9.1 muestra la cantidad de mg de MTBE/mg de proteinas
presente del consorcio 1 cada 24 horas (aproximadamente) y ia curva del modelo
de Gompertz ajustada (una > de 0.98267) y un consumo de 9.11 mg 6 0.103
mmol que representa el 88.4 % del total de MTBE alimentado y con un peso en
mg de proteinas/microcosmos de 1.51 y con una Vuax experimental de 0.031 mg
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MTBE/mg de prot.*h 6 5.84 nmol MTBE/mg de prot.*min. y la Vuax tedrico es de
0.0705 mg MTBE/mg de prot.*h 6 13.35 nmol MTBE/mg de prot.”min

En la Gréafica 9.2 muestra la cantidad de mg de MTBE/mg de proteinas
presente del consorcio 2 cada 24 horas (aproximadamente) y la curva del modelo
de Gompertz ajustada (una > de 0.99426) y un consumo de 10.51 mg 6 0.119
mmol que representa el 99.62 % del total de MTBE alimentado. con un peso en
mg de proteinas/microcosmos de 1.33 y con una Vuax experimental de 0.0405 mg
MTBE/mg de prot.*h 6 7.65 nmol MTBE/mg de prot.*min. y la Vuax tetrico es de
0.0723 mg MTBE/mg de prot.*h 6 13.69 nmol MTBE/mg de prot.*min.

En la Graficas 9.3 se hace la comparaciéon de mg de MTBE/mg de proteinas
presente de los consorcios 1 y 2 y comparados con sus modelos de Gompertz
ajustados para cada consorcio.

En la Grafica 9.4 el consorcio 1 muestra el consumo de oxigeno (Oy) de
0.572 mmol (17.6 %) y la formacion de diéxido de carbono (CO,) es de 0.313
mmol (9.63 %) del headspace del microcosmos.

En la Gréfica 9.5 el consorcio 2 muestra el consumo de oxigeno (O) de

0.584 mmol (17.98 %) y la formacion de didxido de carbono (CO;) es de 0.312
mmot (9.60 %) del headspace del microcosmos.

4



St

Tabla 9.1 Comparacién del resultado del consorcios 2 con el consorcio 1 de referencia

RESULTADOS CONSORCIO 1 CONSORCIO 2

MTBE inicial 10.31mg 10.55mg

MTBE consumido 9.11 mg 6 0.103 mmol 10.51 mg 6 0.119 mmol

% de MTBE consumido: 88.40 % en 194.73 h 99.62 % en 194.95 h
CO:2 formado: 0.313 mmol 0.312 mmot}

% CO2 formado: 9.63% 9.60 %

02 consumido: 0.572 mmol 0.584 mmol

%02 consumido: 17.60% 17.98 %

02 tetrico parcial (CH20 y TBA): 0.155 mmol 0.179 mmol

02 tedrico mineralizado(CO; y

H.0): 0.773 mmol 0.893 mmol

Peso de los pellets himedos en

mg {consorcios): 297.5mg 298.5

mg de proteina/ mg de pellets

himedos: 50810 4.46*10°

mg de proteinas / microcosmos 1.61 1.33

Vmax experimental 0.031 mg MTBE/mg prot.*h 0.0405 mg MTBE/mg prot.*h
Vmax experimental 5.84 nmol MTBE/ mg prot. * min 7.65 nmol MTBE/ mg prot. * min
Modelo de Gompertz:

a 5.9649 8.1728

b 8.1966 4.863

k 0.032106 0.024056

r 0.98267 0.99426

Vmax teérica 0.0705 mg MTBE/mg prot.*h 0.0723 mg MTBE/mg prot.*h
Vmax tedrica 13.35 nmol MTBE/ mg prot. * min. 13.69 nmo!l MTBE/ mg prot. * min.
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Grafica 9.3 MTBE presente/mg de proteina de los
consorcio 1y 2
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DISCUSION

DISCUSION

Como se mencioné en los resultados los tres consorcios provenientes de
soportes (composta y vermiculita) de biofiltros que estuvieron inicialmente en
cultivos (liquidos) de crecimiento en matraces Erlenmeyer con tap6n de rosca en
medio de sales minerales fueron sembrados en medio de agar noble sélido bajo
una atmosfera de MTéE, sin embargo no se obtuvo crecimiento de
microorganismos.

La falta de crecimiento de los consorcios provenientes de los soportes
pudo deberse a que los microorganismos existentes estaban adaptados a una
gasolina sintética, dicha gasolina tiene una menor cantidad de MTBE que la
cantidad empleada en el crecimiento de los consorcios, los microorganismos no
fueron capaces de asimilar al MTBE como Unica fuente de carbono y energia. Se
considera que estos microorganismos presentes en los soportes hayan estado
consumiendo MTBE por la via cometabdlica y por ello no hubo crecimiento en
medio de sales minerales tanto sélido como liquido.

En las graficas 9.4 y 9.5 se hizo una comparacién del consumo de
oxigeno (O;) y de la formacién de didxido de carbono (CO;) de los consorcios 1y
2 y no se observa gran diferencia entre ellos ya que casi consumieron la misma
cantidad de O, para el consorcio 1 fue de 0.572 mmol (17.6 %) del headspace y
para el consorcio 2 de 0.584 mmol (17.98 %) del headspace; la formacion de CO,
del consorcio 1 fue de 0.313 mmol (9.63 %) del headspace y del consorcio 2 de
0.312 mmol (9.60 %) del headspace.

En el consorcio 1 el consumo de O; fue de 0.572 mmo! siendo
estequiométricamente 3.7 veces mayor que el consumo de O, tedrico a
formaldehido vy ter-butil alcohol (CH,O y TBA) 0.155 mmol pero
estequiomeétricamente fue 0.26 veces menor que el tedrico mineralizado a dioxido
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de carbono y agua (COz y H20) 0.773 mmol, y el consorcio 2 fue de 0.584 mmol
siendo estequiométricamente 3.26 veces mayor que el consumo de O: tebrico
CHZ0 y TBA 0.179 mmol pero estequiométricamente fue 0.35 veces menor que el
te6rico mineralizado a CO; y HO 0.893 mmol. Como se suspendieron las
mediciones de MTBE en el cromatografo Hewlett Packard el cual podia también
haber detectado los ofros compuestos organicos volatiles como alcohol ter-
butilico, acetona y 2-propanol; ademas al mismo tiempo se suspendieron las
mediciones de CO; y Oz al mismo tiempo, no es posible saber hasta que grado se
llevo la degradacién de! MTBE.

Los resultados obtenidos de la degradacién de MTBE por los consorcios
1 y 2 ya existentes se modelaron mediante una funcién de regresién no lineal
propuesta por B. Gompertz la cual ha sido utilizada para modelar el crecimiento de

bacterias entre otros microorganismos.

Después de aplicar el analisis del modelo de Gompertz se obtuvieron los
siguientes coeficientes con los que se calculé la velocidad maxima (Vuax) tedrica
de degradacién del MTBE siendo mayor la del consorcio 2 y estas a su vez se
compararon con las experimentales siendo mas bajas que las te6ricas como se
muestra en la siguiente tabla 10.1.

Tabla 10.1 Comparacion de los resultados teoricos con los experimentales.

Coeficientes y Resultados Consorcio 1 Consorcio 2
o 5.9649 8.1728
b 8.1966 4.863
k 0.032106 0.024056
[ 0.98267 0.99426
Vmax Teorica (mg MTBE/mg prot*h) 0.0705 0.0723
Vmax Teodrica (nmol MTBE/mg prot*min.) 13.35 13.69
Vmax Experimental (mg MTBE/mg prot*h) 0.031 0.0405
Vmax Experimental (nmol MTBE/mg prot*min.) 5.84 7.65
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El consorcio 2 fue capaz de degradar un 23.66 % mas rapido al MTBE en
comparacion con el consorcio 1.

En lo que se refiere a la comparacién del consorcio 2 con otros estudios
ya existentes esta se ve dificuitada debido a la diferencia de unidades (en su
mayoria biomasa) empleadas por otros autores. Sin embargo, de acuerdo a lo
reportado en la tabla 2.1 por Salanitro y col.,, Deeb y col. (2000), Steffan, col.
(2000b) son mayores a las reportadas en este estudio. En la comparacién dei
consorcio 2 con lo reportado en la tabla 2.2 no entra en el rango de la velocidad de
degradacion reportado por Hymay y col. (1998), sin embargo en los estudios
reportados por Steffan y col.(1997) y Garnier y col. (1999) la velocidad de
degradacion del MTBE obtenida entra en los rango reportados, estan por arriba
del limite inferior.

Como se observa en los resultados el consorcio 1 y el consorcio 2
presentan similitud en las Vuax de degradacion, en el consumo de O;, formacion
de CO,, en la mineralizacién parcial (CH,O y TBA) y en la mineralizaci6n total (CO;
y H20).

No se logré desarrollar una comparacién con otros estudios debido a la
diferencia de unidades sobretodo en biomasa entre este experimento y otros.
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CONCLUSIONES

A partir de los materiales de soporte (compostas y vermiculita) provenientes
de biofiltros con gasolina sintética, no se obtuvieron consorcios microbianos
que utilizaran como Gnica fuente de carbono y energia al MTBE por lo que no
se evalud su capacidad de biodegradacion.

Se demostré la biodegradaciéon del MTBE por los consorcios 1 y 2 que
utilizaron este compuesto como Unica fuente de carbono y energia bajo
condiciones aerébias.

En cuanto a la capacidad del consorcio 2 de degradar al MTBE se observé que
este tuvo una velocidad maxima de degradacion ligeramente mayor que la del

consorcio 1 utilizado como referencia.

El consorcio 2 e incluso el consorcio 1 cumplen con {as caracteristicas para
poder plantear estrategias de biorremediacion en biorreactores.
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ANEXO 1

Determinacién de proteinas por Lowry

Reactivos:

Solucion patrén de albumina bovina 100 pg/mL .

Reactivo A : CuSO45H,0 al 1 % en H;0

Reactivo B: tartrato doble de Nay K al 2 %

Reactivo C: Na,COs al 2 % en NaOH al 0.1 N

Reactivo D: A + B preparar cuando se va a utilizar

Reactivo E: 1D + 50C preparar cuando se va a utilizar
Reactivo de Folin 1:1 con H,O preparar cuando se va a utilizar

Preparacion de la muestra problema:

Se tomé 1 mL de la muestra se afor6 a 10 mL, se tomd 0.5 mL de la
solucion problema y se adicioné 0.5 mL de NaOH al 2 N y se coloc6 en bafio
Maria por § minutos.

Procedimiento:

1. Tomar una alicuota de1 mL de la muestra problema, colocaria en un tubo de
ensaye

. Agregar 5 mL de reactivo E, agitar vigorosamente y reposar 10 minutos

. Agregar 0.5 mL del reactivo de Folin (1:1 con H,0) agitar vigorosamente

Reposar 30 minutos

Leer a 590 nm

m oA e N

Curva estandar de proteinas:
Solucion patrén de alblimina bovina 25 mg de albumina bovina, aforar a 50
mL NaOH.



ANEXO 1

Vol. de la sol. ul de | Vol.total | Concentracién Absorbancias
Patron (ul) H20 mL mg/L
0 500 1 0 (blanco) 8]
100 400 1 50 0.115
200 300 1 100 0.230
300 200 1 150 0.325
400 100 1 200 0.426
500 4] 1 250 0.499
Problema Corsorcio 1 49 mg Dil. 1:10 0.064
Problema Consorcio 2 52 mg Dil. 1:10 0.0606

Biomasa de consorcios por microcosmos
Consorcio 1

49 mg de pellets himedos y centrifugados equivalentes a 0.249 mg de proteina.

0.249mg de proteinas , 297.5 mq de pellets del consorcio = 1.51 mg de proteina
49 mg de pellets prob. microcosmos microcosmos

Consorcio 2.

52 mg de pellets humedos y centrifugados equivalente a 0.249 mg de proteina.

0.232mg de proteinas , 298.5 mg de pellets del consorcio = 1.33 mg de proteina
52 mg de pellets prob. microcosmos microcosmos
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ANEXO 2

MODELO DE GOMPERTZ

El modelo de Gompertz es una funcién asintética la cual ha sido utilizada
para modelar el crecimiento tanto de plantas como de bacterias esta funcion tiene
tres parametros arreglados como una doble exponencial :

Y = a exp (-Bexp™)

donde Y = a la variable aleatoria a estimar ; a es la maxima cantidad de Y (tendra
las mismas unidades que Y) y k es la raz6n de cambio especifico de la variable
dependiente con respecto a la variable independiente (se expresa en unidades de
XY, B es un valor agregado de X y X es la variable independiente.

El punto de inflexién en el modelo de Gompertz ocurre en X = (Inp)/k al igual
que el modelo logistico : Y = a/(1+pexp™), sin embargo a diferencia de este tiltimo
que es simétrico con respecto al punto de inflexiéon en la variable Y en o/2, en el
modelo de Gompertz es asimétrico en la dimencién Y con un punto de inflexién en
a/e. Esta caracteristica la da mayor flexibilidad al modelo de Gompertz sobre el
logistico.

En este trabajo, el modelo de Gompertz quedara de la siguente forma.
Sc = o exp (B exp™®)
donde Sc = Sp —~ S, siendo el sustrato consumido (mg) en el tiempo (h), a es la
maxima cantidad de sustrato consumido (mg de sustrato/unidad experimental y k
es la velocidad especifica de consumo de sustrato (h'). Las unidades de la

velocidad de consumo se expresan como mg de sustrato consumido/hora/mg de
proteina.
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Tabla 2.2 Resultados de degradacidn de MTBE del consorcio 1

Promedio Promedio | Promedio de | Promedio de
Tiempo Microlitros | mgde | deMTBE | Consumo | deMTBE | MTBE pres. | MTBE consum.
Consorcios | Tiempo de|promedio de| deMTBE | MTBE | presente | de MTIBE {consumido | enmg/mgde| enmg/mgde
Tyi1" |auttivo(h)] cultivo (h) ABC _|ahmentado| Presente mg mg mg Proteinas Proteinas
1 1.04 16266 1429 10.55 1073 0.24 042 6.83 0.00
16813 14.77 10.91 -0.60
1" 1.08 15203 13.35 9.86 989 0.45 0.42
15296 1343 9.92 0.38
1 27.03 27.09 16181 14.21 10.50 10.57 0.19 0.25 7.10 0.27
16389 14.40 1063 0.32
1" 27.15 16715 14.69 10.85 10.88 -0.53 -0.57
16814 1477 10.91 -0.60
1 50.77 §0.81 13044 11.45 8.486 848 1.86 1.83 5.49 133
13131 11.53 8.51 1.80
1" 50.85 12428 10.91 8.06 811 226 220
12591 11.05 8.16 2.15
1 72.85 72.89 9090 797 5.88 594 4.43 437 399 284
9280 813 6.01 4.30
1" 7293 9420 8.26 6.10 611 4.21 4.21
9443 8.28 6.11 4.20
=1 1 9747 97.52 6350 5.55 4.10 410 6.21 6.21 275 4.08
E 6354 5.56 4.10 6.21
1" 97.57 6473 5.66 4.18 420 6.13 6.11
= = 6542 | 572 | 422 5.09
o 1 1226 122.15 4265 37 274 275 7.57 7.56 1.85 4.98
| 4287 | 373 276 7.55
= 1" 121.7 4235 3.78 279 282 7.52 749
o Q 4444 3.87 2.66 7.45
= O T 14277 | 14281 4004 348 2.57 258 7.74 7.74 144 539
s = 2013 | 349 258 773
=3 1" 142.85 2732 2.36 1.75 177 8.57 8.54
z 2808 243 1.72 8.52
1" 170.5 170.55 3541 3.08 227 228 8.04 8.03 1.07 576
3566 3.10 2.29 8.02
1" 1706 1508 1.28 0.95 096 9.36 9.35
1545 1.32 0.87 9.34
N v 194.68 19473 2856 247 1.83 1.86 849 8.45 0.80 6.76
~ 2957 256 1.89 8.42
1" 194.78 839 0.70 0.51 055 9.80 9.76
942 0.79 0.58 9.73

ABC. Area Bajo la Curva

€ OXANY
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Tabla 9.3 Resultados de degradacion de MTBE del consorcio 2

14

Promedio Promedio | Promediode { Promedio de
Tiempo Microlitros | mg de de MTBE | Consumo | de MTBE | MTBE pres. | MYBE consum.
Consercios | Tiempo delpromedio de} ABC de MTBE MTBE presente | de MTBE |consumido | enmg/mgds| enmg/mgde
2y2" {cultivo (h)| cultivo (h) almentado] Presente mg mg mg Proteinas Proteinas
2 1.13 1.16 16008 14.06 10.39 10.61 0.16 -0.06 7.93 0.00
16698 1467 10.83 -0.28
2" 1.18 16005 14.06 10.38 10.49 0.17 0.06
16334 14.35 10.60 -0.05
2 27.18 27.21 15477 13.59 10.04 10.08 0.51 0.47 7.60 033
15609 1371 10.13 0.42
2 27.23 15587 1368 10.11 10.13 0.44 042
15653 13.75 10.15 0.40
2 509 50.92 11616 10.19 7.53 758 3.02 297 581 212
11776 10.33 7.63 292
ra 50.93 12145 10.66 7.87 7.88 2568 2.67
12174 10.68 7.89 2.66
72.97 73.00 8143 713 527 529 528 526 4.22 N
8202 7.18 5.31 524
Pl 73.02 9133 8.00 5.91 595 464 4.60
9256 8.1 5.99 4.56
97.6 97.63 5330 465 344 345 7.11 7.10 282 5.12
5378 470 347 7.08
2" 97.65 6257 5.47 404 404 6.51 6.51
6262 5.47 4.04 6.51
2 121.73 121.76 3628 3.15 233 235 8.22 8.20 1.91 6.03
3683 3.20 236 8.19
2" 121.78 4220 367 271 272 7.84 7.83
4250 3.70 273 7.82
2! 1429 14293 1761 1.51 1.11 112 9.44 9.43 0.94 7.00
1789 1.53 1.13 9.42
2" 142.95 2139 1.84 1.36 1.36 9.19 9.18
2156 1.86 1.37 9.18
2 170.65 170.68 530 0.42 0.31 032 10.24 10.23 0.34 7.59
542 043 0.32 10.23
2" 170.7 946 0.79 0.58 0.58 9.97 9.97
945 0.79 0.58 9.97
2 194.92 194.95 61 0.01 0.01 0.01 10.54 10.54 0.03 7.90
55 0.00 0.00 10.55
2" 194.97 147 0.09 0.06 007 10.49 10.48
170 0.11 0.08 10.47

ABC. Area Bajo la Curva

£ OX3aNY
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Tabla 9. 4 Resultados de consumo de Oz y formacién de COz2del consorcio 1

Tiempo
Tiempo de | promedio ABC ABC ABC ABC Promedio Promedio
Consorcio | cultvo (h1 jde cultivo (h]  Aire CO2 02 N2 Factor | %CO2 %CO2 %02 %02

T 0.98 1.025 57816 0 38694 146220 32 0 0 21 20.85
1" 1.07 62315 0 38706 148420 3 0 20.7

1 27 27.065 90155 1334 32036 135400 1.86 1.29 1.22 18.78 18.875
1" 27.13 60336 799 36477 152640 3.13 1.15 18.97

1 50.75 50.79 59733 2012 31987 170380 3.39 2.81 2.74 14.9 15.12
1" 50.83 75526 2406 30670 158680 2.51 267 15.34

1 72.82 72.86 54643 3191 24033 172600 36 4.68 4.55 11.05 | 11.455
1 72.9 71611 3919 22786 152550 2.45 4.42 11.86

1 97.45 97.49 61554 4894 18115 166480 3 6.2 6.15 8.64 8715
1" 97.53 84278 6586 14911 134570 1.77 6.1 8.79

1 121.57 1216 77245 7407 13859 167900 235 7.3 7.27 6.55 6.66
1" 121.63 71860 6841 14587 171010 2.58 7.25 6.77

1 142.75 14279 59399 6447 11599 180550 3.23 812 8.26 51 5.185
1" 142.83 75976 8516 11111 167460 2.35 84 5.27

1 170.48 170.53 63473 7533 9376 187670 3.1 8.76 9.025 3.97 3.775
1" 170.58 86216 10904 8241 182820 222 9.2 3.58

1 19467 194.71 59217 7109 7854 163370 28 8.84 9.24 3.82 3.255
1" 194.75 54861 7270 5844 172430 3.25 9.63 269

ABC, Area Bajo la Curva

£ OX3INV
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Tabla 9.5 Resultados de consumo de Oz y formacién de COz del consorcio 2

Tiempo
Tiempo de | promedio ABC ABC ABC ABC Promedio Promedio

Consorcio | cuitivo (h)_|de cultivo (] Aire C02 02 N2 Factor | %CO2 %C02 %02 %02

2 1.13 1.155 55302 39752 152540 348 0 0 2068 | 20.72

2 1.18 52817 40825 156070 373 0 20.76

2 27.18 27.205 80029 1413 30732 136210 2.08 1.52 1.425 17.91 18.36

2 27.23 57965 887 36488 153950 3.29 1.33 18.81

z 50.9 50915 85039 3297 26009 148150 2.05 3.2 3.025 13.93 14.465

2 50.93 62238 2122 30514 161450 3.08 2.85 15

2 72.97 72.995 64751 3880 22240 159910 2.81 48 4.58 11.04 11.275

2" 73.02 62427 3384 22832 157500 2.89 4.36 11.51

2 97.6 97.625 55300 4565 17731 169340 3.38 6.41 6.19 8.31 8.285

z 97.65 68492 5269 16475 158400 2.55 5.97 8.26

Fi 121.73 121.755 | 63014 5980 13172 182790 31 7.15 7.005 572 6.015

2 121.78 63983 5785 14115 177680 3 6.86 6.31

2 142.9 142.925 63152 7094 10011 178280 2.98 8.34 8.2 4.46 4.55

2" 142.95 64537 6992 10217 174920 2.87 8.06 464

2 170.65 170.675 66294 8419 9366 193590 3.07 9.38 9.285 4.05 3.71

2 1707 90484 11354 7046 166090 1.91 9.19 337

2 194.92 194.945 | 64825 8612 5825 161580 258 9.67 9.595 2.86 2.745

2 194.97 64015 8392 5491 165880 2.68 9.52 263

ABC, Area Bajo la Curva

€ OX3NV
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