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Resumen

La incorporación de adit ivos oxigenados como el Metil ter-Butil Éter (MTBE ), el Etil
ter-Butil Éter (ETBE) y el ter-Amil Metil Éter (TAME), como parte del Programa de
Refonnulación de la Gasolina (RFG), buscó una soluc ión parc ial al problema de
contam inación por plomo y al mismo tiempo mejorar la combustión de la gaso lina . El
MTBE es uno de los oxigenantes más utilizados en la gasolina, para hacer más eficiente
la combustión de la misma en los veh iculos automotores, sin embargo, se ha comprobado
que el uso extensivo del MTBE ha propiciado la contaminación de mantos acu íferos,
debido a la evaporación de la gasolina en estaciones de servicio, a derrames acc identales
y fugas de tanques de almacenamiento , que provocan la fuga del MTBE hac ia los cuerpos
de agua subterránea. Dado que el MTBE es altamente soluble en agua , y que ha sido
clasificado como potencialmente cancerígeno para los humanos, se hace necesario
removerlo . En la actualidad existen diversos tratam ientos para ello y la apl icación de estos
dependerá de las concentraciones de MTBE y del sitio contaminado. La biorremediación ,
como una opción de eliminación , ha demostrado ser efec tiva para eliminar compu estos de
difi cil degrad ación y en muchos casos el cometabolismo ha demostrado ser una
alternativa viable. La búsqueda y caracterización de poblaciones microbianas capaces de
degradar este tipo de compuestos constituye la base del éxito de cualquier alternativa
biológica de tratamiento. De está manera, este estudio pretende contribu ir al conocimiento
que se tiene sobre degradación cometabólica del MTBE y de otros oxigenados de la
gasolina utilizando diferentes alcanos lineales de cadena corta, media nte la
caracterización de un consorcio microbiano obtenido de sitios contaminados con gasolina
de la región sureste de México.

El consorcio obtenido y denominado MI-P estuvo compuesto por tres cepas del género
Pseudomonas aislado de suelos contaminados con gasolina y fue capaz de mineralizar
por cometabol ismo el Metil ter-bu til éter (MTBE), ter-Amil met il éter (TAME), ter-Butil
alcohol (TBA), ter-Amil alcohol (TAA), Etil ter-butil éter (ETBE) y Di-isopropil éter (DIPE),
cuando se utilizaron n-alcano s de cadena corta en un rango de C3-C7 como fuente de
carbono y energ ia. La mine ralización del MTBE para todos los n-arcano s fue completa, sin
embargo destaca la tasa de degradac ión obtenida con el pentano 76 mgMTBE/gprotei"alh, Y
es también con este alcano donde se logró la degradación de todos los oxigenantes
probados.

Los resultados indican que para el consorcio MI-P hay varios alcanos de cadena corta con
posibilidades de ser utilizados cometabólicamente para la degradación completa de
oxigenantes espec ificas .
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Introducción

1.1ntroducción

En las últimas décadas el hombre ha tenido un importante avance tecnológico, las

necesidades básicas del ser humano crecen por una pres ión constante que éste hace

sobre su entorno; asi, ha llegado a ser una necesidad elemental el uso de combustibles

para el desarrollo y supervivencia de la sociedad. Los paises en el mundo basan su

economia y desarrollo industrial en el petróleo y sus derivados. En este esquema mundial

se ubica un combustible básico : la gasolina, que ha ido de la mano con la evolución de las

sociedades contemporáneas y el desarrollo de gran parte de la tecnologia actual.

La necesidad de contar con una gasolina que cumpla con los estándares establecidos por

la industria, entre ellos una buena combustión y un alto octanaje nos han obligado a

utilizar compuestos sin saber las consecuencias futuras .

Asi , como respuesta a esta necesidad se introdujo el uso de compuestos oxigenados en

la gasolina, en particular, el Metil ter-Butil éter (MTBE) encontró una amplia aceptación ya

que mejora la combustión de la gasolina dentro del motor, bajando la emis ión de

hidrocarburos no quemados a la atmósfera, aumentando el octanaje en la gaso lina y sin

causar daños significativos a los motores que utilizan gasolina reformulada.

El creciente uso de este tipo de gasolinas en el mundo ahora, ha generado otro tipo de

problema, ya que sobre todo el MTBE por sus caracteristicas físicas y quimicas ha

causado contaminación principalmente en mantos acuiferos.

En este marco , la detección cada vez más frecuente de oxigenados de la gasol ina en

aguas subterráneas, ha causado preocupación ante el daño a uno de los recursos

hidricos más importantes para el ser humano, por lo tanto es una exigencia el buscar

alternativas para remediar este problema. En este contexto se ubica el desarrollo de este

trabajo , que pretende ser de utilidad en la búsqueda de una alternativa biológica viable ,

para la solución del problema de contaminación por oxigenados de la gasolina.

En el presente trabajo se trata de explicar brevemente el desarrollo, la importancia, la

formulación y el uso que se ha dado en la gasolina a nivel mundial , en EE.UU. y México , a

partir de la ubicación de estos datos , se pretende hacer un énfasis en la importancia del
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Introducción

uso, la producción y la demanda de los oxigenantes para la reformulación de la gasolina,

asi como de los costos ambientales y a la salud causados por la contaminación de estos

compuestos , Se tratará de enmarcar los principales estudios sobre el tema, además de

aquellos en los que el cometabolismo constituye una alternativa viable, Finalmente se

analizarán los datos obtenidos y se hará una comparación de este con algunos trabajos

importantes sobre el tema,
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Antecedentes

2. Antecedentes

2.1 Gasolina y su importancia

El creciente uso de la gasolina en el mundo tiene implicaciones en el desarrollo

económico por lo que es importante realizar una revisión en este tema, con el fin de

comprender la dinámica actual entre el uso de la gasolina y la magnitud de la

problemática que encierra la contaminación generada por los aditivos oxigenantes.

La gasolina es un producto de la ref inación del petróleo crudo y está formada por una

mezcla de hidrocarburos básicos, compuestos oxigenantes y peq ueñas cantidade s de

aditivos. La gasol ina tiene un gran número de compuestos qu imico s, los cua les pued en

agruparse en: Paraf inas. isoparafin as. olefinas. naftas y compuestos arom áticos . entre los

compuestos oxigenantes se encuentra el Metil Terbutil Éter . La fórmula general de la

gasolina es CaH17.

Los hidrocarburos que integran a la gasolin a tienen distintas volatil idades. o puntos de

ebullición. Algunos de ellos se evaporan más rápidamente que otros, así esta

comb inación asegura el func ionamiento adecuado del combustible bajo distintas

condiciones.

El octanaje en la gasolina es la medida de su calidad antidetonante, es dec ir, su habilidad

para quemarse sin causar detonación en los motores de los automóviles. Esta propi edad

se mide con dos índices : Número de Octano Investigado (RON), el cual define la calidad

de combustión de la gasol ina , y el Número de Octano en Moto r (MON) . El MON es

tomado normalmente como un indicativo de la habilidad del combustible para prev enir la

detonación en motores a altas velocidades.

Una gasolina con bajo índice de octano favorece las explos iones dentro del moto r, lo que

presen ta una disminución en la potencia y meno r rendim iento de los motores, dañando el

motor (Fayolle et al ., 2001)
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Antecedentes

2.2 Gasol inas Reformuladas (RFG)

La última década se ha caracterizado por una profunda preocupación de los gobiernos,

enfocada a reverti r los problemas del deterioro del medio ambiente; por lo que entre otras

medidas, a finales de la década de los 70's la Agencia de Protección al Ambiente

(Environmental Protection Agency, EPA) de los EE.UU. comenzó a proteger la salud

pública mediante requerimientos de cambios en la formulación de la gasolina . Los aditivos

con plomo usados hasta entonces como mejoradores de octano fueron eliminados y en su

lugar se comenzó a usar los oxigenantes como el etanol y el MTBE.

En 1990 se creó la Clean Air Act Amendments (CAAA), estableciendo un requerimiento

en la adición de oxigenan tes a la gasolina en nueve áreas metropolitanas de Estados

Unidos para reducir las concentraciones de monóxido de carbono y ozono a un nivel

mínimo en los meses de invierno, el MTBE se agregó en concentraciones entre 11 a 15 %

(vol) a gasolinas reformuladas (RFG) (Prince 2000, Fiorenza et al.,2003).

La nueva gasol ina redujo las emisiones de compuestos precursores de la formación de

ozono , de contaminantes tóxicos a la salud y permitió obtener un mejor aprovechamiento

de la energia. En su preparación se tomaron en cuenta : los costos , la salud, el impacto

ambiental y finalmente el uso eficiente de la energia . (USEPA, 1998).

Si bien existen parámetros internacionales sobre la composición de la gasolina , cada país

adecua la formulación del combustible . Dentro de los diferentes hidrocarburos que

constituyen a la gasolina algunos están sujetos a regulacíón entre ellos se encuentran el

conten ido de benceno , aromáticos y olefinas. El benceno se restringe por ser un

compuesto que ha demostrado ser cancerígeno para los seres humanos ; los aromát icos y

olefinas se controlan porque al quemarse en el automóvil dan origen a compuestos

químícos (aldehídos y cetonas) precursores de la formación del ozono en las zonas

urbanas . La gasolina también debe cumplir con especificaciones físicas de parámetros

como la volatilidad controlada a través de su presión de vapor.

El uso del MTBE en los EE.UU. se extendió dramáticamente en años posteriores debido a

su bajo costo de producción (Stocking el al ., 2000) . De tal manera que llegó a ser el 4to.

compuesto químico con mayor producción en este país (Jonhson el al , 2000).
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Antecedentes

2.3 La gasolina en México

A continuación se presenta la evolución que la gasolina ha tenido nuestro pais (PEMEX

2000) .

En 1938, al fonnarse Petróleos Mexicanos, el país consumia gasolina que cumplía con

especificaciones muy modestas, de acuerdo con los requerimientos de los motores de

aquella época los cuales se satisfacían con 57 octanos . Esta gasolina se preparaba con

3ml/Gal máximo de tetraetilo de plomo (TEP), aditivo utilizado para incrementar su

octanaje .

En 1940, apareció en el mercado la primera gasolina formulada por PEMEX a la que se le

denominó Mexolina. La calidad del combustible se mejoró al incrementar su indica de

octano a 70 minimo.

Hasta el año de 1973 se mantuvieron en el mercado cuatro grados de gasol inas para uso

en automotores . con diferentes opciones de octano para satisfacer con ampl itud los

requerimientos del parque vehicular en México, que incluian desde la Mexolina,

Supermexolina . Gasolmex y PEMEX 100, con 70. 80. 90 Y 100 octanos RON

respectivamente. todas conteniendo tetraet ilo de plomo.

Posteriormente en 1973, se introdujo el uso de dos nuevas gasolinas, la Nova con 81

octanos y 3.5 mi de TEP/Gal (tetraetilo de plomo/Galón ) máximo y la Extra con plomo de

94 octanos RON y 3.5 mi TEP/Gal máximo . En 1974 a la Extra sin plomo con 92 octanos

y 0.05 gr. Pb/Gal máximo, que sustituye ron a las cuatro anter iores. Las gasolin as sin

plomo se reportan en gramos de plomo por galón en lugar de mL.

A partir de 1982, sin sufrir cambios importantes en su composición básica , la gasol ina

Nova se refonnuló con el fin de reducir el uso de tetraet ilo de plomo. lo que permitió, sólo

en la Ciudad de México, disminuir el impacto ambiental por concepto de plomo en 3,240

toneladas por año. La disminución en el contenido de tetraetilo de plomo en la gaso lina

Nova de 2.49 a 0.78 ml/Gal se llevó a cabo en el periodo de 1981 a 1987,

respectivamente.
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En 1986 , se revisaron las especificaciones en ambos grados , lo que dio origen a las

nuevas gasolinas Nova Plus y'Extra plus, teniend o la Nova , un rango en el contenido del

tetraetilo de plomo de 0.5 y 1.0 ml/gal para el área metropolitana y la Extra , 0.05 g Pb/gal

máximo .

En 1991, se logró otra reducción del contenido de plomo en la gasolina Nova , bajando de

0.73 a 0.36 mi TEP/Gal , con la cual se redujeron las emisiones en 646 toneladas de

plomo a la atmosfera con respecto a las emitidas en 1990 . Para 1994 se bajó de 0.18 a

0.13 mL TEP/gal , llegando a reducirse en otras 98 toneladas al año. Así apareció la

gasolina Magna Sin , la palabra Sin significa que es una gasolina sin plomo ; su

especificación es de 0.01 gr. Pb/Gal máximo . y 87 octanos.

Las gasolinas que se consumen hoy día no tienen plomo y su octanaje es igual al de las

gasolinas Regular y Premium norteamericanas. éstas son la gasolina Pemex Magn a y la

Pemex Premium con un mayor índice de octano. ambas de composición similar (Schifter

et et.. 2000).

La composición de estos dos tipos de gasolina se muestra en la Tabla 2.1 donde se

presentan por análisis, PIONA (paraf inas. isoparafínas, olefinas y aromáticos) en

porcentaje en masa .

Tabla 2.1 Composición de las gasolinas Pemex magna y Pemex premium

Componentes Peme x Magna Pemex premlu~
n-parafinas 10.635 6.193
i-parafinas 39.278 51.844
Olefinas 6.280 4.301 I
l:@.~tenos 4.485 1.873 I
Aromáticos 31.508 27.256 --J
Oxigenantes 7.579 8.420 JPesados y no identificados 0.235 0.112

(Zambrano et al., 2002) .

La gasolina más usada en México, es la gasolina Magna y las diferencias de ésta con la

gasolina Premium se dan en la composición de las i-parafinas, los naftenos y los

oxigenantes.
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2.4 Consumo de gasolina en México y los EE.UU .

Como un importante antecedente vale la pena conocer algunos datos sobre el consumo

de gasolina en México, y así mismo hacer una comparación con el país más

industrializado del mundo y que más gasolina consume a nivel mundia l.

2.4.1 El consumo de gasolina en México

La ciudad de México es el centro polit ico, económico y cultural del país. Actualmente con

cerca de 16.6 millones de habitantes (aproximadamente 20% de la población total del

pais ). La Zona Metropolitana del Valle de México es uno de los centros urbanos más

grandes del mundo 18 millones de litros de gasolina son manejados diariamente para

abastecer de combustible a cerca de 2.7 millones de vehiculos registrados y se estima

que en la ciudad de México se consume aproximadamente el 25% de la gasolina del todo

el pa is (Schifter et al .. 2000a) .

Las ventas de gasolina en el 2001 por PEMEX fueron de aproximadamente 84.7 millones

de litros por día (532.7 Miles Barriles Dia (MBD)) y se produjeron tres tipos de gasolina

con un volumen total de 134.5 millones de litros diarios (846 MBD) incluyendo las

gasolinas: PEMEX Magna , No va/Base, PEMEX Premium y otras gasolinas

correspondie ndo a 51, 44, 4 Y 1 % de la producción global para cada una de ellas. Las

refinerías donde se producen son Cadereyta, Madero , l ula, Salamanca, Minatitlán y

Salina Cruz. Adicionalmente en el 2001 se importaron 21.8 millones de litros diarios (137

MBD) (PEMEX 2001) .

2.4.2 Co mparac ión del con sumo de gasol ina entre México y EE .UU .

La l abia 2.2 presenta los consum os totales a nivel país en comparación con EE.UU. En

México en 1998 se consumieron globalmente 81.4 millones de litros (512 MBD) de los

cuales 30.5 millones de litros diarios (192 MBD) correspon dieron a gaso linas oxigenadas.

En ambos paises en ese año la proporción de gasolina oxigenada usada fue de 38%, sin

embargo el consum o en EE.UU. es 16 veces mayor a México, siendo en consumo per
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capita de aproximadamente 0.8 y 4.8 Litros por persona en México y EE.UU.,

respectivamente.

EE UUM" .rdT bl 22a a .. Consumo e oasouna en exrco y en

Propiedad México EE.UU.

Area de país (miles de Km2
) 1,959 9,364

Población (millones) 94 268

Consumo de gasolina (MBD) (1998) 512 8,184

Consumo de gasolina oxígenada MBD (1998) 192 3,260
MBD=milesde barnles por día
(Schifter et al., 2001).

2 5 Uso de oxigenantes en la gasol ina

Inicialrnente los oxigenantes se mezclaron en la gasolin a para desplazar el plomo ,

aumentar la tasa de octano y posteriormente se les utilizó para disminuir los arom áticos.

Entre los compuestos que se agregan a la gasol ina se encuentran algunos alcoholes,

especialmente metanol , etanol y ter-butil alcohol (TBA), o éteres tales como el metíl ter

butil éter (MTBE), etil ter-butil éter (ETBE), y el ter-amil metil éter (TAME) . Los éteres son

generalmente preferidos a los alcoholes ya que éstos últimos pueden ser corrosivos en

algunos materiales usados en m áquinas e incluso pueden presentar problemas de

separación de fases cuando se mezclan con hidrocarburos (Vautra in, 1999) . El MTBE es

el mas usado por la industria debido a su bajo costo, a su f ácil producción por las

refinerias , a sus caracter isticas favorables para mezclarse con otros componentes de los

combustibles, y no se separa de la gasol ina en presencia de agua, en los sistemas de

distribución, de suministro, y en los propios automóv iles.

El MTBE se obtiene principalmente al hacer reaccionar isobutileno con metanol en

presencia de un catalizador ácido por un rompimiento cata lítico o una dehidrogenación de

butano , a nivel industrial se utilíza columnas de destilación catalíticas, en donde se lleva a

cabo la reacción y separación de los productos. El TAME es producido por una reacció n

de metanol en isoamileno ; el ETBE es usado en España y en Francia y es formado por

una reacción de isobutileno con etanol , permitiendo el uso indirecto de etanol de origen

agrícola (Torck, 1999). El metanol es producido principalmente a través de la síntesis de
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una mezcla de carbono e hidrógeno. La reserva de alimentación principal para la

producción de metanol es gas natural , a pesar de que otros destilados del petróleo y

carbón pueden usarse.

2.5.1 Producción y demanda mundial de oxigenantes

El uso mundial de oxigenantes, en particular de metil ter-butil éter (MTBE) , como

compuestos de la gasol ina ha crecido sustancialmente desde princip ios de la década

pasada . Este crecimiento se ha dado como respuesta a los requerimientos de reducción

de emisiones de la combustión en automotores para atenuar el problema de

contaminación atmosférica en las ciudades. Actualmente, se estima que la demanda

mundial de oxigenantes es de 657 MBD (miles de barri les por dia l , de los cua les el 72%

son éteres como el MTBE, Ter-ami! rnet il éter (TAME) y el Etil Ter-butil éter (ETB E) que

provienen del petróleo y el resto es etanol anhidro que proviene de fuen tes renovables

Fig 2.1 (González 2001)

En varios paises los oxigenantes se han producido en volúmenes crecientes desd e los

años setenta . El MTBE figura actualmente entre los 50 productos quimicos de mayor

producción en volumen a nivel mundia l (Reich 1994).

l AME
(27 MBPD)

4%

ElBE
(7 MBPD)

1 %

Figura 2.1 Con sumo a nivel mundial de los diferentes ox igenantes. (González 2001 )
(MBD) miles de barriles por día
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2.5.2 Producción y demanda de oxigenantes en EE.UU.

Estados Unidos es el mayor consumidor de MTBE en el mundo debido a su demanda de

gasolina y a la implantación de programas de reformulación y oxigenación de las mismas.

Es el consumidor de aproximadamente el61 % de la demanda mundial pero también es el

mayor productor ya que produce el 44 % del total (Fayolle et al . 2001).

Para 1993 el consumo de MTBE excedió los 24 millones de toneladas haciéndolo el

segundo producto quimico en los EE.UU. (Reich 1994).

A partir de 1994 y hasta 1999, el 30% de las gasolinas utilizadas en EE.UU. estaban

oxigenadas, ya para el 2001 el MTBE se utilizó en el 80% de los combustibles oxigenados

en EE.UU. Figura 2.2 (Faulk et al. , 2001) .

TAME.DIPE,ETBE ,TBA
Etanol 5%

15 %

Figura 2.2. Oxigenantes utilizados en las gasolinas de EE.UU . Bauman (1999).

25.3 Oxigenantes en México

En nuestro pais para el invierno de 1993 se sustituyó, de manera extensiva, el tetraet ilo

de plomo por MTBE (9% peso) en la gasolina Magna y es equivalente a la "Unleaded

Regular" (gasolina regular sin plomo) de EE. UU. con 87 de índice de Octano (PEMEX

2000) .

Dos compuestos oxigenantes se elaboran en México, el TAME y el MTBE. En la Fig. 2.3

se presentan los datos de producción de estos compuestos por PEMEX en los periodos

de 1999 a 2001 .
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México adiciona MTBE a todas sus gasolinas y ha construido plantas para la prod ucción

de los aditivos oxigenantes (MTBE y TAME) en las refinerías de Tula , Salamanca,

Cadereyta y Salina Cruz . (Favela 2000) .

Figura 2.3. Producción de MTBE y TAME por PEMEX (Anuario estadísti co petroqu im ica 2001,
Secretar ia de Energia).

La producción en promed io es de 2 3 y 1.8 MBD (Fig. 23) para el MTB E y TAME,

respectivamente . Si se cons idera que en la ciudad de México se consumen 18 millones de

litros diarios de gaso lina y considerando que el MTBE se encuentra en una proporción de

aproximadamente 9% se necesi tarian aproximada mente 10 MBD, de esta manera , la

producción del pais no es suficiente y el resto se importa principalm ente de EUA. (Favela

2000).

2 .6 Distribución en e l ambiente y principales fuentes de emisión

Las fuentes de liberación al ambiente son: fugas de los tanques de almacenamiento

subterr áneos, por derrames y evaporación durante la obtención y transporte de

oxigenantes o gasolina reformu lada con estos, también por accidentes durante el

transporte a través de tuberias subterráneas.

Por estos vectores, y por su alta solubilidad en agua, se hace evid ente que el MTBE

princ ipalmente se encuentra contaminando acuíferos subterráneos . Aunque en menor

proporción también se encuentra en aguas superficiales, en este caso ocurre por

liberación directa , precip itación pluvial, por desca rgas de agua subterrá nea contamin ada,
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o por emisiones de vehículos acuáticos. siendo éste el principal vector contaminante en

lagos . grandes ríos. presas . y pequeñas bah ias .

La volatilización de la fase agua-aire, es el princ ipal mecanismo de p érdida del MTBE , en

lagos y grandes reservoríos de agua superficial. La pérdida de MTBE sigue un

decaimiento exponencial con más del 80% que se volat iliza en dos o tres semanas. esto

se debe a la alta volatilidad del compuesto. Si el MTBE es transportado a aguas más

profundas la tasa a la cual se pierde es mucho más lenta .

2 .7 Características de los oxigenantes que influyen en el problema de la

co ntam inación

El rnetil te r-butrl éter (MTBE) es un compuesto orgánico sintético estable incoloro, con

olor fuerte y flamable por su contenido de oxígeno En la Tabla 2.3 se presen tan varias

propiedades de los oxiqenantes.

El MTBE es un compuesto altamente soluble con una baja constante de la ley de Henry (

ver Tabla 2.3) . se disuelve rápida mente en agua. por lo que la porción disuelta en agua

es mayor que la que se encuentra disuelta en el aire. Su solubilidad en agua es de

aproximadam ente 50.000 mg/L (Squillace el al . 1997)

Una constante de Henry adimensional de 0.05 o mayor indica que es un compuesto

químico volátil. y como se observa en la Tabla 2.3. a excepción del TBA y el TAA los

éteres son volátiles siendo el MTBE el más volátil. Por esta caracteristica estos pueden

fácilmente migrar (volatilizarse) a la atmósfera desde su estado líquido . en el aire el MTBE

tiene una vida media de tres días antes de reacc ionar con otros compuestos en la

atmósfera . en la superf icie del agua tiene una vida media de 9 h. antes de volatilizarse.

pero su vida media se amplia al encontrarse disuelto en cuerpos de agua estancadas o

subterráneas (Fiorenza et al.. 2003).

Una KOG tan baja como la del MTBE nos indica una capacidad limitada para ser abso rbido.

el coeficiente de absorción es una habilidad química para sorber o unirse a partículas del

suelo. Con estas caracteristicas físico-quími cas la presencia del MTBE es frecuente en

sitios contaminados con gasol ina. encabezando la migración de los componentes de esta .

Lo anterior se debe a su alta movilidad y a que durante el transporte de dichos
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compuestos , el MTBE no es biodegrad ado, por esta razón se dice que es un compuesto

recalcitrante .

Tabla 2 3 Caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de los diferentes oxigenantes

. !
TAME: 2.metoxr- I

2·mel ll butano. ETB E; ter-bull l etll
mettl ter-pentJl 1 éter ; propano-2-

éter: 1.1· ¡ etoxi-2-metJl: 1.1-
dimetilpropil " dimetil etil éter
metit éter.
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químico

Sinónimos
com unes

Mel ll ler-bulll
éter

MT BE : 2
Metox.-2-melll 
propano. ter

bull l ment éter:
meti l terciario

but il éter.

I
Ter-amil metil

eter
Etil ter-butil eter

Diisopr opu
éter

DIP E; 2-2
axybispropano
; 2- isopropoxi 
propano; eter
diisop ropi lico

Ter-butil !
alcoh ol I

TBA ;
2-metJl-2
propanol.

Ter- arml ,

alcohol I

08084

,AII;¡m pn tF:

soluble en
d gUd

i2 r...,l)'r 1~J a 20
C

L.__.. J
! 1! '
¡--- ----- -

L__- J

, 4 12

25 3

68 ?

- 869

102 18

- 103

1021S

C"H"O--- - ----

55 ?

· 109

Ll ic ion - o f - ' -
I,:> C a l a tnn I,

Presión
de vapor 240 75 130 159 41

(mmHg a 25'C , -
Densidad

0 7404 I 0 77 0,495 07258 07858
JKg L a 20 e: - -! -- -

Solubilidad
'. (g/ loog de .18 12 1 2 02 MIscIble
~ agua) . - --- ---~- ~. - .... - --- ~ - - - -
i C o ñslante dela-

¡
Ley de Henry 55X l0' a 3

X l0 195 X lO ! 264 X 10 4 77 X l 0 ' 1 2 1 X 10
(Atm·m ·)/(g .

mol)¡
2 2 Xl 0 'a 0 081 0 11 0 199 503 X 10 '

Adirnensional 1 2X l 0 I I
~- --- -- -"--

Lag K.x O55 a O9 1 NA ¡ NA 11 3 1.57
- - - - - - - - - -_.- -- -- - ------- ¡- - -- - - - ------ .. ----

Log Kc .• 094 a 1 30 NA
i

NA 152 0.35
i

Fórmu la
_~molec~~a~ º~~:~ C,H ,~ _

Formula CH -,CH.C(CH . l.
, est ructural CH OCIC H j . OCH:

¡ -Pe so ~;o¡¡'cula~ l' -. 88 15 - - 10; -; 8
~. (g_r~oI I J

Pun to de tusion
( Cl

Punt o de
Eb 11

Adaptada de (Fayolle et al., 2001) Y EPA 1998(EPAl 600/R-98/048)

La densidad de las sustancias es otra forma de indicar la capa cidad que tienen de

disolverse o no, si tienen una densidad más alta que el agua se "hunden" mientras si

tienen densidad menor "flotan", como se puede observar en la Tabla 2.3, tanto los éteres

como los alcoholes tienen una densidad entre 0.72 y 0.78 asi que una vez que la

saturación en el agua ocurre estos compuestos tienden a flotar en la superficie del aqua.
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El umbral para el sabor y el olor del MTBE en agua para beber se da en concentraciones

de alrededor de 2.5 partes por mil millones ' para el olor y de 2.0 para el sabor (USEPA

2000). El MTBE huele como a terpeno o turpenteno, algunas personas reportan un sabor

medicinal , cítrico, o como menta (Jacobs el al., 2001 ).

2.8 Problema de contam inación generado por los oxigenantes

El uso de los oxigenantes en la gasolina fue implementado en áreas de los EE.UU. que no

cumplian con el estándar de la calidad del aire . Como ya se mencionó anter iormen te esta

medida se adop tó en nueve zonas metropolitanas, y efectivamente se logró dism inuir las

emis iones de monó xido de carbono en estas áreas sobre todo en época invernal Asi. la

CAAA ordenó simultáneamente la entrada al programa de gasolinas reformuladas con

oxiqenan tes. a otras zonas con problemas de contaminación amb iental El oxiqe nante

más cornunmente utilizado en las gasolin as reformu ladas fue el MTBE .

El área de comerc ializació n más importante del MTBE en los EE. UU. es Californ ia. La

calidad del aire en este estado mejoró debido al uso del MTBE en la gaso lina. Sin

embargo. el caso más notorio de contaminación debido al uso del MTBE, se presentó en

la ciudad de Santa Mónica, esta ciudad utiliza agua subterránea de dos pozos el Arcadia y

el Charnock, para abastecer alrededor del 50% del agua para beber de la ciudad . En

agosto de 1995 en el pozo Charnock se detectó MTBE, y para abril de 1996 la

concentración habia aumentado a 610 ¡lg/L, por lo que los cinco puntos de este pozo en

la ciudad fueron cerrados, el resultado de la investigación sobre este caso determinó que

la contaminación fue el resultado de fugas en 25 tanques de almacena miento subterráneo

de gasol ina, mientra s que el pozo Arcadia fue contaminado por una estación de servicio

(USEPA 2000).

Como consecuencia de éste y otros casos de aguas contaminad as en marzo de 1999,

California y Maine determinaron eliminar el uso del MTBE de la gaso lina. El gobernad or

de Califo rnia ordenó la remoción total del MTBE en el estado para el 2003. En julio de

1999 en New Hampshire la ley redujo el uso del MTBE , y requirió a la USEPA un

. En la fuente el autor usa las unidades partes por billón (ppb). En Europa y Latinoamérica se lee
como partes por mil millones.
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seguimiento del problema de contaminación de aguas subterráneas con este oxigenante

hasta el año 2002 , con el propósito de establecer nuevos requerimientos en las RFG. En

los estados de Arizona , Kansas , Missouri , Nueva York, y el sur de Dakota se propuso

limitar el uso del MTBE (USEPA 2000 ).

Hacia 2001 en los Estados Unidos se encontraron aguas subterráneas contaminadas en

alrededor de 250 ,000 sitios examinados (Jacobs et al ., 2001) .

La National Water Quality Assessment Program (NAWQA) de EE.UU . encontró que el

MTBE fue detectado en este pais con una frecuencia de 16.9% en pozos de aguas

urban as y 3.4% en pozos de agua rurales (Fiorenza et al., 2003 ).

Debido a que el ETBE y el TAME son menos utilizados en procesos que provocan

contaminación. estos se han encontrado en menor proporción en aguas subterr áneas .

A pesar de las propiedades atractivas de el MTBE. el uso continuo de este oxiqena nte en

la gaso lina es ahora muy controversial (Fayolle et al.. 2001).

Hay pocos reportes en México acerca de la aparición del MTBE en el ambiente. entre

estos se encuentra el de Reyna et al . 2001, que encon tró este oxigenante en

concentraciones de 11 5 ppb en el aire. estas muestras monitoreadas en una estación de

servicio. Manzanares et al , 2001 monitoreo emisiones de vehiculos en movim iento y

encontró al oxigena nte en 4.4 ppb. Otros trabajos reportan haber encontrado

concentraciones de MTBE de entre 100-1500 mg/kgsuelo . en suelos de distribuidoras de

gaso lina y estaciones de servicio (lturbe et al ., 2003). En aguas subterráneas cerca nas a

las estaciones de gasolina los reportes ubican concentraciones de el rango de 4-87 mglL

de MTBE . Afortu nadam ente, el MTBE no fue detectado en cerca de los 33 pozos de agua

para beber que fueron monitoreados por Buenrostro y Doval i 2000 .

2.9 Efectos en la salud

La forma en la cual un compuesto que causa efectos nocivos a la salud entra a cualquier

organismo, influye en el tipo de daño que se manifiesta , en el caso de los oxigenados es,

posiblemente la ingestión de agua contaminada el principal mecanismo de exposición. El
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riesgo para la salud que representan los oxigenados ha sido estudiado ampliamente a

partir del conocimiento que se tiene de los numerosos casos de cont aminación de agua

utilizada para el consumo humano y de manera esp ecia l se enfa tizan las investigaciones

en el MTBE por su uso tan extens ivo .

El MTBE entra al cuerpo por inhalación de aire contaminado, adsorbido por la piel o por el

consumo de alimentos o agua contaminados. La ingestión de agua de pozos

contaminados con MTBE , puede ocurrir de manera casual o frecuente , es menos

probable la expos ición al contacto con la piel , ésta sólo se da en caso de bañarse o lavar

con aguas contaminadas, y con gente que trabaje en esta ciones de serv icio o mecá nicos.

La informac ión cren ti fica sobre la valoración del MTBE como cancerigeno para los

humanos viene de Investigacione s en animales (Jacobs e l al., 2001 )

Resultados de estudios de exposición crónica de ratas y ratones al MTB E suqiere n que

éste es cancerigen o, y causa diferentes trpos de cáncer corno leucemia y untorna asi

corno tumores en hígado. riñones y testiculos. en riñón por ejemplo el cáncer puede ser

causado por la estimulación de una o más prote inas únicas en ratas macho (Jacobs el al .

2001).

Sin embargo , su cañficativo como cancerigeno en humanos no es definitivo porque los

mecanismos de carcinog énesis pueden ser diferen tes a los que tien en lugar en los

roedores. Los otros efec tos tóxicos para los humanos son menos importantes (Fayolle e l

al ., 2001) .

A pesa r de ello, existen otros estudios donde se señala el riesgo de desarrollar cáncer en

humanos por una exposición al MTBE (Jacobs el al., 2001).

Al MTBE se le ha asociado con enfermedades respiratorias y alérgicas, incluyendo dolor

de cabeza, ansiedad. falta de concentración, y náus eas entre otras (Jacobs et al.. 20 01) .

En ratones se ha observado que después de inhalado o ingerido el MTBE se dist ribuye al

cerebro , higado y riñón. El TBA (metabolito de MTB E) ha caus ado daño en riñones y
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tiroides . Las consecuenc ias a la salud humana deb ida a la respirac ión o consumo de

pequeñas cant idades de MTBE por per iodos prolongados de tiempo son desconocidos .

En 1997, la EPA clas ificó al MTBE como un compuesto potencialmente cancerígeno en

altas concentraciones, pero en concentraciones de entre 20 y 40 IJg/L la probabilidad de

causar efectos adversos en la salud es baja . Sín embargo, en 1998 la EPA en California

propuso 14 IJg/L como la concentración a la cual se incrementa el riesgo de desarrollar

cáncer, este riesgo es de uno en un millón cuando la exposición al contaminante es oral.

(USEPA 2000, Keller el a/200 1).

En 1999. el Departamento de Servicios de Salud de Ca lifornia (DHS) pro pus o en 13 IJg/L

el nivel má ximo del con taminan te MTB E en suministro s de agu a. esta concentrac ión no se

debia exceder en los suministros de aguas p úblicas del es tado.

Para otros oxigena ntes de la gasolina hay muy pocos datos dispon ibles ace rca de su

toxicidad.

2 10 T ra tamiento de llV1TBE y oxigenante s

2.10.1 Trat amientos trsicoquimicos

Las caracterist icas fisico-quimicas del MTBE y de otros oxigenantes han incrementado la

magnitud de l problema en la contami nación . el tratamiento para la limpieza de aguas,

superficies y materiales subterráneos contaminados dependen en parte de éstas.

En aguas subterráneas , el transporte de MTBE está con trolado po r el tipo de flujo de

agua, la cant idad de contaminante, y la dispersión. El transporte del MTBE se ve poco

afectado por la adsorción de las particulas del suel o y por la biodegradación debido a la

alta movilidad de l oxigenante.

Los diferentes procesos disponibles para la remoción de contaminantes de suelo s,

mantos freát icos y agua potab le, se basan en las caracter isticas físico-químicas de cada

contamin ante. Asi basado en la alta presió n de vap or del MTBE y su baja af inidad po r

carbono orgá nico en suelos, se propuso la extracción de vapo res del suelo (SVE), un
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proceso de remediación in situ, y otros proced imientos ex situ como la desorción térmica

donde se aprovecha la volatilidad del MTBE (USEPA 1995).

En aguas contaminadas , los éteres pueden removerse aprovechando la volat iliza ción de

la interfase aire-agua, este mecanismo es eficiente para la rem oción de MTBE de las

aguas superficiales simplemente arras trando aire , sin embargo, en ag uas más profundas

la baja constante de Hen ry del MTBE lo hace muy soluble, y entonces el arrastre con aire

es pobre. Dos de los procedimientos más atractivos para la remoción del MTBE de estas

aguas son la extracción con aire y la adsorción con carbón act ivado granular (GAG) en el

primer caso los componentes volátiles son transferidos del agua extra ida de l subsuelo al

aire , pasando por una columna de empaque capaz de atrapar al MTBE. en el segundo

cas o. los contaminantes que está n en soluc ión se adsorben a la superficie de un

sorb ent e. y éste puede ser el GAC Para el pnmer caso la volatilización del MTBE es dif icil

po r su alta solubilidad ademas en el agua contaminada por MTBE normalmente tam bien

se detec tan hierro . calcio y maqnesro Estos compuestos se deposita n en el material dp.

empaque de la columna. y entonces se requiere de un periodo de limpieza de la columna

con una solución acrea . o el ree mplazo del matenal de empaque Por ésta y otras

limitaciones técn icas este proceso es altamente cos toso , ya que el tratamiento de un

efluente contam inado con MTBE es de 50 a 150 veces más caro que trata r un ef luente

contaminado con bence no con el mismo tratamiento (Keller e t al.. 2001 ). Una consta nte

de Henry similar para el ETBE y el TAME sugieren costos parecidos para el tratamiento

con extracción de aire , asi mismo se cons ide ra un método no adecuado para el

tra tamiento del TBA del TAA El GAC tiene la desventaja enorme de que en los efluentes

contaminados también se presenta mat eria orgánica y otro s qu imicos orgá nicos disueltos,

que tienen una afinidad más grande al carbón que el MTBE, estos lo desplazan de los

sitios de absorción , reduciendo enormemente la efic iencia de remoción del contaminante ,

e incrementa ndo la tasa del uso del ca rbón, el costo de tratamiento por este método osc ila

entre 110 y 560 % más caro, que el tratamien to de aguas con benceno (Ke ller e t al.,

2001 )

Debido a la capa cidad limitada de ads orción del carbón activado para el MTBE, no se

considera ade cu ada para su remoción en gran escala.
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Las características de los oxigenantes, además de influir notab lemen te en los

tratamientos físico-qu ímicos de la gasolina, también influyen de mane ra nota ble en los

tratamientos biológicos

2 .10 .2 T ratamientos bio lógicos

En suelos y acuíferos la atenuación natural de un conta minante está esencialmente

cont rolada por la migrac ión del contaminante y su biodegradación. En estos ambientes ,

sólo la biodegradación puede contempl ar la remoción definitiva del contamina nte (Prince

2000)

En el ambiente existe una amplia gama de rrucroorqanismos , los cuales regulan una gran

cantidad de procesos nsicos quinucos y biológicos . estos microorganismos se

encuen tran en cas i todos los ambientes. y son capaces de degradar una gran cantidad

de comp ues tos y materia orqanica. Estas transformaciones han sido causa de estudios

extensivos , sobre todo aquéllas en que los microorgan ismos son capaces de degradar

compuestos recalcitrantes en la naturaleza . utilizándolos como fuente de carbono y

energía. para producir CO: agua y biomasa La presencia de estos microorganismos en

suelos yaguas subterráneas es respon sable de la atenuación de la contaminación.

Los compuestos que contienen enlaces éter en sus estructuras son comunes en el

amb iente, ya que sue len ser muy estables . Por ejemplo la lignin a es el segundo polímero

más abundante en la naturaleza, formado por mon órneros unidos por puentes de éter, y

es resistente a la biodegradación. La existencia de compuestos natura les con uniones

éteres son importantes para exp licar la presenc ia de microorganismos capaces de

deg rada r uniones éteres recalc itrantes (Fayolle. et a/2001) .

Por lo anterior los tratamie ntos biológico s ofrecen una alternat iva atractiva para la limpieza

de sitios contam inados con oxigenados de la gaso lina , esta afirmación se basa en

alguno s estudios realizados con compues tos presentes en la naturaleza con enlace éter,

donde se ha observado la existenc ia de meca nismos bioquímicos en microorgan ismos,

capaces de convertir estos enlaces éter estables , en un hemiacetal inestable que es más

1')
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sencillo de degradar, esta reacción es llevada a cabo por oxigena sas que hidroxilan a los

grupos carbono -CH2 o CH3 adyacentes al enlace éter (Fayolle et al ., 2001).

Actualmente existen tratam ientos biológicos que se aplican a sitios contaminados, pero en

todos ellos el factor que determina su buen funci onamiento es la presencia de

microorganismos adecuados para la degradación.

2 .11 Degradación de MTBE

Con el reconocimiento de la contaminación por el MTBE , hay un crec iente interés en la

biodegradación de éste y de otros oxigena ntes , las estructuras químicas de estos

compuestos sugieren resistencia a la biodeg radación. asi pues la estruc tura . presen te en

el grupo butil-terciario del MTBE y el ETBE . y TAME los hace mas estables y menos

susceptibles a la degradación

La biodegradación del MTBE se aborda desde diferentes aspectos pero todos confluyen

en el mismo punto . esto es. lograr una remoción total del oxiqen ante. De esta manera

existen reportes sobre degradación aerob ra enfocados . en la degradación heterotrófica

(metabolismo directo) y en la degradación cametabó lica

Las investigaciones durante los últimos 20 años han cambiado la opinión acerca de la

biodegradabilidad de los oxigenantes. Los primeros reporte s en biolodos. sedimentos y

agua subterránea pusieron en evidencia al MTBE como un compuesto recalcitrante,

Fujiwara et al. , 1984 trabajo donde no se observó degradación aerobia de MTB E en lodos,

Suflita y Mormile 1994, determi naron que oxigenantes con atamos de carb ono terciarios y

cuaternarios eran mas reca lcitrantes que algunos químicos ramificados relacionados. Sin

embargo, como se mostrara a continuación reportes recientes dem uestran la

biodeg radabilidad del MTBE como única fuente de carbono y energía. por come tabo lismo ,

o anaerob ia.

2.12 . Degradación heterotrófica

La degradación heterotrófica se refiere al metabolismo donde el MTBE se usa como única

fuente de carbono y energia.
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El primer reporte de biodegradación aeróbica de MTBE fue de Sala nitro et al ., (1994) , el

crecim iento de microorganismos fue lento , con un rendimiento ent re 0.21 a 0.28 g célu las

peso sec olg MTBE usado. Se detectó TBA como metaboli to en la degradación .

El cultivo utilizado por Cowan y Park (1996) , fue probado con cinco compuestos como

única fuente de carbón y energia, estos fuer on MTBE , ETBE, TAME , TBA , Y TAA fue ron

degradados a 30°C. El TBA se dete ctó como intermediario de la degradación de MTBE, y

ETBE , pero el TAA no fue observado como un intermediario de la degradación de l TAME,

esto pos iblemente se debió a que la cinética de degradación del TAM E fue muy rápida . La

tasa máxima de crec imiento especifico (I' m,,,) . para todos los compues tos fue baja, ent re

0.017 a 0.057 h. para el MTBE fue de 0.036 h.

A partir de este trabajo el n úmero de reportes de microorganismos que degradan el rv1TBE

se ha increme ntado asi hay cepas aisladas de los género s Rhcdococcus (Salanltro et

al , 1994). Hydrogen oplJaga flava F55 (Hatzmqer e l al . 200 1), Rubtivivex qete tinos us PM1

(Hanson et al . 1999 y Deeb el al . 2001). Mycobaclerium eustroetticenum (Franco is et al..

2002), además de cultivos mixtos que han sido estudiados en bioreactores (Fortín y

Deshusses 1999 . Cowan y Park 1996). Otros cultivos mixtos han sido ais lados de agua

contaminada (Kane et al , 2001 ), o de suelos contaminados con derrame s de gasolina

(Kharoune et al . 2002) e inclusive cultivos mixtos que han Sido adaptados creciéndolos

en presencia de MTBE (Sedran e l al . 2002 y Wilson e l al . 200 2)

En la mayoría de los trabajos sobre degradación heterotrófica de oxigenantes , las tasas

de degradación del MTBE norma lmente están entre 18-110.9 mgMTBE/gprotell1) h (Fayo lle et

al., 2001) aunque existe un reporte con un valor de 454 mgMTBE/gpooterr,.,lh (Hatzinger et al.,

2001). El rendim iento celular en la mayoría de los reportes oscila entre 0.1- 0.2

gproteinalgMTBE (Hanson et al , 1999 , Salanitro et al ., 1994), en últimos trabajos se ha tenido

un mejor rendim iento al degr adar MTBE en alrededo r de 0.44 gprotern" IgMTBE(Francois et

al , 2002)

En general la degradación de los oxigenados de la gasolina (éteres y alcoholes) , presenta

una tasa especifica de consumo alta. Sin embargo se debe esperar un largo periodo para

la adaptación y proliferacion celular de los microorganismos , de tal manera que puedan
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ser capaces de degradar exitosamente a los oxigenados cuando se usan como única

fuente de carbono y energia.

2 .13 Degradación cometabólica

El cometabolismo es la transformación metabólica de una sustancia cuando una segunda

sustancia sirve como fuente de carbono o energ ía primaria . Es el mecanismo de

transformación de un compuesto orgánico usado por un microorganismo que es incapaz

de utilizarlo , como única fuente de carbono y energía . Bajo estas cond iciones la adición

de otra fuente le permite utilizar el compuesto cometabolizado como energía disponible

para el microorganismo. pero no es incorpora do a la célula para su biosíntesis.

Este proceso Involucra !a producción de una enzima o grupo de enzimas que camb ian el

compuesto orgánico a un subproducto que es posterio rment e transformado por otras

enzima s para que el microorganismo lo Incorpore a su metabolismo

El mecanismo de biodegradac ión cometabólica del MTBE ha recibido una atención

especial deb ido a que este mecanismo puede jugar un papel importa nte en el proceso de

ace lerar la atenuación natural.

2 14 Estud ios de degradación cometabólica

La degradaci ón cometabólica del MTBE ha sido reportada por un gran número de

estudios , en ellos se ha encontrado que la degrada ción del MTBE es pos ible con alcanos

de cadena corta , con algunos compuestos aromáticos , e inclusive con algunos alcoholes.

En la tabla 24 se presenta un resumen de los trabajos más importantes sobre la

degradación cometabólica del MTBE y algunos oxigenantes relacionados .
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Tabla 2 4 Resumen de los estudios más relevantes sobre cometabolismo

Investigador Microorganismo I
o Consorcio I Sustrato

Oxigenante
Com etabolizado

MTBE

Tasa de remoci ón
(m~ Ign,ole,n.lh)

TBA ETBE TAME DIPE
Steff an et
al , 1997
Steffan et
al ., 1997

Nocardia sp.
ENV425

Noca rdia sp.
ENV421 ¡

propano

propano

MTBE, ETBE ,
TBAvTAME

MTBE , TBA ,
ETBE

24 ,9

48 ,6

7.104 + nd

10.65 + nd

+ nd

nd

nd

nd

Steff an 1997 Mycobacterium :~
vaccae JOB5 propano

MTBE, TBA ,
ETBE + nd + nd + nd nd nd

Steffan 1997

Pseudomo nas I
put ida CAM I

ATCC 17453 alcanfor MTBE 2,1 nd nd nd nd

nd

nd

nd I

nd ;

nd

nd

nd

nd I

1.4

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd _ n~L

nd

nd

nd

9.2

275.9

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

1.9

: nd

i

I nd

i
I

nd

nd

nd

nd

nd

nd

-nd

+nd

+ nd

1 1.026.4

35.8

74.0

20.6 I 4,257

24.3

79.2

78.7

82.4

0.88

I
121.4 i nd

I 110.9

I
i

!

21 1 !
¡

... I~~J nd

MTBE

MTBE

MTBE

MTBE

MTBE

MTBE. T-=B.:...cA'--t-=c:.=..::-+_~,+"':':'::_+-":'=---+-"':':'::-j

Butano

2·Metll·
butano

Hexano

2-Melll·
pentano

Pr opano

: Propano,
butano
2-Metil-
~ano MTBE

pent;~~1MTBE -

:" ca.llgenes
eutiopnus

!\ /('a1Iy enes
,::u t:Cp/ lUS

Graph ium sp

Alyr:ctactefll un
vaceae JOB 5

Mycobaclerium
vaccae JOB5
Pseudomonas

aeluglllosa

I
Hardison et
al ., 1997

IHym an el
¡al .. 1998
¡Garniere¡-
al , 1999

; HYll 1an &
O'Re"ly
1999

. HYl11 an &
O'Rellly
1999
HYl11 an &
O'Reilly
1999

: Hvrnan &

!O'Reilly I ~~::(:;~~~:~~a
11999

-
, HYl11 an el r Rncoococcus
, a/..2000 I sp CT2
: Hvman'el Rnocococc us
, I : Pentano

a/ ..2000 sp CT?_ . ._. _._ _ _, MTBE _
Hyrn an-el- - - R hodococcus ' I b t
al ,,2000 s CT2 ¡ so u ano MTBE

'P¡ve¡eaueT-~~nl¡;I-e-rr-ae , - - - -- - - .....:.:.c:....::C= I--==--=--+-""':':'=-_I' ''''':':'='''_

al 2000 IFP 2001__._ Etanol i--:-. _~c;;T:-:B~E~_-j_='-'-~ r-,nd
Corcho el . Cultivo , MTBE, TBA ,

I
al , 2000 ciclohexano- Ciclohexano ETBE. DIPE,

OXidante TAME-LlLi el aC - ,- _. - --- i'- --- o __o - ---- +---- - ---
i 2001 ' A/1hrobacler , Butano MTBE y TBA

I~ern an~e~. I Gordon;a · I;,~a--;-----· ----,---t---+--+--+---+·...::~

l1~~~z '". ,i IFP 2007 :, EtanO;=I~MTBE, TAME nd I
iSmith et al ., r MYCObacteflum ¡ J
r 2 vaccae I l' I! 003 JOB5 ¡ Propano MTBE, TBA 68.75 1 ~.~2..~~ nd
+ ;]éi'TSiseobservó degradacfó rlpero~No se determi'-n...,ó7"),·- -- .L.-- - -'-- - - - -'-
- nd ( Si se probó pero. no se observó degradación),

nd. no determinado
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2.14.1 Cometabolismo con alcanos

Hardis on et al . (1997 ) reportó la degradación cometaból ica del MTBE por un hongo del

género Graphium crec ido en dietil éter (DEE ) o n-butano. En este trabajo hacen una

comparación entre el buen crecim iento demostrado por el hongo crecido con DEE , y el

nulo crecim iento demostrado en otros compuestos como 2-etoxieta nol, n-propil éter y

MTBE , cuando es utilizado como única fuente de carbono y energía. Sin embargo junto

con n-butano el micelio que creció fue capaz de degradar MTBE .

Los resultados sugieren que la oxidación inicial de MTBE , y n-alc anos gaseosos es

catali zada por la misma enzima, el citocromo P-450 monooxigenas a. Ellos dem ost raron

que la degradación de MTBE ocurre con producción de ter-bu til forrn iato (TBF) que se

hidroliza poste riormen te para produ cir TBA.

La m áxima lasa de degra dación del MTBE por cometabohsmo con n-butano fue

apro ximadamente de 0.88 mgr.1T6 E/g" ,¡, ,, ,,,/h (Tabla 2 4)

Steffan et al. (1997) probó vanas bactenas propano-oxidan tes por su habilidad para

degradar MTBE . ETBE . Y TAME. especialmente Myco bacterium vaccae JOB5 y dos

nuevas cepas aislada s de bacterias nocardiotorrnes. ENV42 1 y ENV425.

La cepa ENV425 degradó MTBE a una tasa de 24 .9 mgMTBE/gp,olc,,,)h y la cepa ENV421 lo

degradó a una tasa de 48 .58 mgMTBE/g'"ll'e,,,)h. En el caso del TBA la cepa ENV425 lo

degradó a una tasa de 7.1 mgMTBE/gpoo"""alh Y la cepa ENV4 21 a una tasa de 10.7

mgMTBE/g'>Ill'e,,,) h (Tabla 2.4).

Finalmente, es importan te recalcar que, para ambas cepa s en una segunda fase

mineralizó el TBA hasta CO 2

Todas estas bacterias fueron capaces de degradar los tres éteres y TBA después de

crecer en varios sustratos sin embargo la tasa de degradación dependió del sustrato

utilizado .

La cepa ENV425 crecida en ácido propionico degradó el 100% del TAME. Así mism o la

cepa JOB5 que creció en 1-propanol, etanol, o acetona , deg radó el 100 % de TAME.
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Todas las cepas que crec ieron en propano lograron deg radar altas tasas de MTBE, ETBE

Y TBA. El análisis indica que el MTBE y ETBE fueron inicialmente convertidos a TBA y el

TAME lo fue a ter-amil alcohol (TAA) .

Los resultados de este estudio sugieren que al menos una enzima está involucrada en la

degradación de los oxigenantes de la gasol ina y que ésta probablemente es una enzima

P-450 soluble y que probablemente es una propano monooxigenasa (PMO). Sugieren que

esta enzima no se produce cuando los organismos crec en en medios ricos. Este trabajo

tamb ién demuestra que hay una disminución significativa de la degradación de MTBE y

TBA cuando se adiciona al medio un inhibidor (monóxido de carbono o 1-amino

benzotnazole (ABT) de la enzima P-450 sug enda.

En otros estudios de la degr adación cometab óhca del MTB E. como el realizado por

Hyman el al. (1998 ) se describe el pape l de una rn onooxiqen asa Inducida después de

crece r en propa no con dos cepas la M. vaccae JOB5 y en una Xe nttiobecter Con trario a

otro s estudios en éste. la oxidación del MTBE por los microorganismos sugiere que el

MTB E es inicialmente oxidado a Ter-butil formato (TBF) en una can tidad mayo r que a

TBA. la oxidación en este estudio fue inhibida por acetileno, pero no por etileno, eso

ind icó a los autores que el citocromo P-450 tipo monooxigenasa , que en otros repo rtes

inicia la oxidación de propano y MTBE en este caso no se involucró. Se observó que el

TBF fue el primer intermediario en la degradación de MTBE después se produjo TBA que

posteriormente fue deg radado por el mismo proceso cometab ólico (Tabla 2.4).

Hyman y O'Rel1ly (1999) estudia ron en varios microo rganismos que utilizan las

oxigenasas en sus rutas metabólicas para degradar MTBE . Ellos no observaron una

degradación significativa de MTB E en oxidacione s de metano , tolueno, amonio y

prop ileno. Solo se obs ervó degradación de MTBE en microorganismos que tienen la

capacidad de crecer en alcano s e isoalcano s gaseosos tal es el caso de M. vaccae JOB5.

Estos resultado s sugie ren que la capacidad de crecer en alcanos e isoalcanos es buena

para predecir la habilidad de los microorganismos de degradar el MTB E (Fayolle el al.

2001 ). Esta observación es consistente con los resultados de Hardison el al. (1997) el

cua l menciona que Grap hium sp. fue capaz de crecer en isobutano, propano y n-buta no.
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Una cepa de Pseudomonas aeruginosa, que fue aislada por Garnier et al ., (1999 ) de un

suelo contaminado, mostró capacidad para crecer en alcanos más largos como pentano,

hexano, heptano como única fuente de carbono y energia. Esta cepa fue capaz de

degradar MTBE por cometabolismo, el sustrato más eficiente para la biodegradación de

MTBE fue el pentano. Esta cepa mostró acumulación de TBA, sin que fuera

posteriormente degradado. Sus resultados también indican una inhibición competitiva

entre el pentano y el MTBE, esto sugiere un solo sitio enzimático para los dos

compuestos. Pero según sus datos las enzimas involucradas en el proceso de

degradación tienen mucha más afinidad por el pentano que por el MTBE (Tabla 2.4). La

tasa de remoción de Pseudomonas aeruginosa para MTBE fue de 20.6 mgMTBE/gproleinalh, y

para TBA de 4.25 mgMTBE/g"role,,,,.Jh. La tasa de crecimiento de la bacteria, fue baja en

presencia de MTBE y sin pentano .

Hyman el al . (2000 ) sugineron que la presencia de alcanos e isoalcanos en acuiferos

contaminados con gasol ina puede soportar el crecimiento de microorganismos capaces

de degradar el MTBE, aunque en sitios contaminados la degradación estaría limitada por

el abastecimiento de 0 1 En la evalua ción que hacen de una cepa de Rhodococcus sp.

CT2 con capacidad de crecer en propano . pentano e isobutano les arrojó una tasa de

remocíón del MTBE más alta con pentan o 96.6 mgMTBE/g"role,,,.Jh, segu ida de propano e

isobutano (Tabla 2.4)

Corcho et al., (2000), evalua ron la habi lidad de un cultivo que crece en ciclohexano para

metobolizar oxigenantes de la gasolina incluyendo MTBE , TBA , ETBE , DIPE, TAME y

compuestos como benceno y tolueno . Este estud io sugiere que la oxidación de MTBE es

inducida por una citocromo P-450 monooxigena sa, probablemente una ciclohexano

monoo xigenasa (CMO). Las tasa de remoción para cada compuesto se presentan en la

Tabla 2.4, como se observa la tasa de remoción más alta fue en TAME 9.2 mgTAME/g

pole llw /h.

La degradación cometaból ica evaluada por Liu et al ., (2001) , de una cepa de Arthrobacter

(ATCC 27778) con butano como fuente de carbono , fue de alrededor del 90% de 600 ¡lg/L

de MTBE que fue degradado en 30 min con una producción simultánea de TBA, bala nces

de masa indican que el TBA se acumuló en una pequeña cantidad.
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La mineralización de MTBE fue confirmada utilizando 14C en ensayos de degradación, en

estos todavia se identificó un remanente del 21% de TBA, el cual fue mineralizado

después de que todo el MTBE fue degradado.

El reporte menciona la inhibición realizada por acetileno y el prop io butano en la

degradación de MTBE y TBA , lo cual sugiere que una enzima butano-oxidante es la

responsable de la degradación de MTBE y TBA .

En ensayos del efecto de TBA sobre la degradación de MTBE , incrementando la

degradación de TBA provocó la inhibición en la degradación de MTBE confirmando la idea

de que la misma enzima fue la responsable de la degradación de ambos compuestos con

cepas de Arthrobacter. La tasa de remoción del MTBE fue de 35.8 mgMTBE/gprolein. /h ,

asumiendo que el total de la proteina es el 50% de biomasa (Tabla 2.4 )

Smi th et al .. 2003 . reportaron que con una cepa de Mycobacterium vaccae JOB5 y con

propano como fuen te de carbono yenergía la m áxima tasa de deg rada ción obtenida para

MTBE fue 129 mgr,HBE/g"" 'I"",./h y para TBA 46.3 mgTBA/g,,<o'e,n.Jh, en este mismo trabajo se

hizo la evaluación de las reacciones iniciale s en la oxidació n cometabólica del MTBE.

En este repo rte se hace mención a la inhibic ión de que fue objeto, la oxidación de MTBE y

la de TBA por el ace tileno el cual es reconoc ido como un inhibidor de la alcano -cadena

corta monooxigenasa en Mycobac terium vaccae JOB5 . Ad emá s del acetileno, también el

prop ano inhibió dicha oxidación . Por lo que se dedujo que los primeros pasos en la

oxidación del MTBE y TBA con esta bacteria . involucran dos reaccione s catalizadas por la

misma monooxigenasa

En estos estudios, el rango de degradación del MTBE estuvo entre 0.88 mgMTBE/gpro,ein. /h

(Hardison et al., 1997), y 129 mgMTBE/gpro,eon. /h (Smith et al., 2003) .

2.14.2 Cometabol ismo con aromáticos

Existen poco s estudios sobre la degradac ión cometabólica del MTBE o algún otro

oxigenante con compuestos arom áticos. uno de ellos fue el real izado por Deeb y Alvarez

Cohe n (2000), donde no se observó degradación de MTBE con dos cepas de

Rhodococcus sp. que crecieron en tolueno (Fayolle et al . 200 1)

Independientemente de los estudi os de cometa boli smo , la presenc ia de compuestos

arom áticos tiene un efecto negativo sobre la capacida d de los microorga nismos para

degradar MTBE (Fiorenza et al., 2003) .
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2.14 .3 Cometa bol ismo con alcoho les

Un cult ivo de G. terrae , IFP 2001 con etano l como sustrato, mineralizó completam ente el

MTBE con una tasa de deg radación de 82.4 mgMTBE/gproleina/h (Piveteau 2000).

Con la bacteria IFP 2007 Y con etano l como fuente de carbono y energía Hernandez

Perez et al ., 2001 , logró una tasa máxima de degradación para MTBE de 74

mgMTBE/gproleinalh , Y para TAME de 276 mgTAME/gprOleinJh. La adición de etanol se deb ió a

que se detuvo la degradación cuando estos compuestos se probaron solo como fuente de

carbono y energía, al adicionar el alcohol se observó el cometabolismo de esta bacteria

en la degradación del MTBE y TAME. La mineral ización de estos compuestos no fue

completa, pues se observó acumulación de TBA y TAA, sin que se degradara

posteriormente. La enzima responsable de la deg radación de estos compuestos fue una

citocro mo P450 monoo xigenasa, Sin embargo esta bac teria fue incapa z de crecer en

alcanos de cadena corta . como butano o propano.
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3. Justificación y Objetivos

3.1 Justificación

La revisión hecha anteriormente perm itió establecer la problemática ambiental oca sionada

por los compuestos oxigenantes de la gaso lina. Sin embargo, en México , como en la

mayoría de los pa íses subdesarrollados no existe legislación respecto a las emisiones y

concentraciones limite del MTBE en aguas subterráneas, que constituye una fuente

importante de obtención de agua potable. Tampoco existen estudios que tengan por

objetivo evaluar la contaminación de este compuesto. Aunado a lo anterior, en este

mom ento no existe una alternativa económicamente factible que permita la sust itución del

MTBE, sin que esta medida tenga un impacto en el precio de l combustib le. La perspectiva

de sus titución de este compuesto en la gasolina no parece viable al menos en el corto

plazo As i la b úsqueda de alternativas para el tratamiento de la contaminación cons tituye

mo tivo de invesllgación. cuyos resultados debe rán estar en focados a rem ediar el

prob lema de contaminación ocas ionada por la liberación de este comp uesto al ambiente

La biorremediación, como una opción de eliminación de este compuesto , ha demostrado

ser efectiva para su eliminación La revisión biblicqr áñca hecha . muestra que la

degradación cometabólica del MTBE es una alternativa viable para la eliminación de dich o

compuesto La búsqueda y carac tenzaci ón de poblaciones microbianas capaces de

deg rada r este tipo de compuestos cons tituye la base del éxito de cua lquie r alternativa

bio lóg ica de tratamiento. De esta manera, este estudio pretende contribuir al conocim ient o

que se tiene sobre degradación cometabó lica de l MTBE y de otros oxigenados de la

gaso lina, medi ante la caracterización de un consorcio microbiano obtenido de sitios

contaminados con gaso lina de la región sure ste de México .

3.2 Objetivos

3.2. 1 Gener a l

Estudia r la biodegradación por cometa bolismo de los éteres oxigenados de la gasolina y

algunos intermediarios de su degradación por un consorci o bacte riano obte nido de

muestras de sue lo contaminadas con gas olina.
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3.2 .2 Particulares

Caracterización cinética de MTBE , ETBE, TAME, DIPE , TBA Y TAA con n-propano, n

butano, n-pentano, n-hexano y n-heptano, para una cierta cantidad del oxigenante

var iando las concentraciones de los alcanos lineales para :

1. Determinar la máxima tasa de consumo de los alcanos y establecer el o los

alcanos más adecuados como sustrato, para el consorcio utilizado en este

trabajo .

2. Establecer la influencia en la degradación de los alcanos en presencia de los

compue stos oxigenantes .

3. Determina r las tasas de consumo de los oxigenantes , para establecer la Influencia

en la degrad ación de cada oxigenante con cada uno de los alcan os y sus

concentraciones. y señalar la máxima tasa de degradación de cada un o de los

oxiqenantes .

4. Determinar los coeficientes cometabóli cos para establecer la relación de

come tabo tisrno de los alcanos y los oxigenant es.

5. Obtener los bala nces de carbono para determinar:

Los rendim ientos de biomasa de los alcanos solos y de los alca nos más los

oxigenantes. Y la mine ralización de los oxigenantes que permita comparar la

capacidad de biodegradación del consorcio con los diferentes oxigenantes .
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4. Materiales y Métodos

A cont inuación se describen los materiales y los méto dos utiliz ados en este trabaj o.

El sistema experimental en este trabajo está compuesto por:

4 .1 Microorganismos (consorcio MI-P)

Los microorganismos utilizad os en este estudio form an parte de microorganismos

obtenidos de suelos contaminados con gasolina .

A continuación se presenta la tab la que resume las caracteristicas de Identificación de los

mic roorg an ismos utilizados en este trabajo. la iden tificac ión se hizo por secuenciaci ón

16S ·rONA

99IMp ·P3

IMp·Pl

Tabla 4.1. Ident ificación por 16S -rDNA del consorcio MI·P. Moral es el a /., 2004 ,

Cep as r - id en t if icac ión -~ Identidad - l Pares de base s
id entifi cadas por (%) ,

secuenciación i

- PSelldornol Jas - . -9-9' _J--_--_
aeruginosa 1402
AF 193514 !

- Pseuaotnones sP.- :¡ ·- : -- -- -

IMP·P2 Cepa no cult ivable 99 1036/1037
clona:OSIL· 17 ¡
Pseuaomones

aeruginosa
Y16139

Como puede apreciarse en la Tabla 4.1 el consorcio se compone de tres cepas del

género Pseudomonas. dos especies de aeruginosa. y una Pseudomonas sp.
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4.2 Medio Minera l (MM)

Fue un medio mineral simple, conteniendo los elementos básicos , N, P, Mg y elementos

traza. La compos ición se muest ra en la Tabla 4.2 .

Tabla 4.2 Composición del medio mineral Fortin y Deshusses (1999).

Elementos traza
Compuesto Concentración Compuesto ! Concentrac ió n

(gIL) (gIL)
K2HPO~ 2 HCI 6.76 mL
KH2P04 1 FeCI2 1.59

~CaCI2 0.018 H3803 0.06
NH4CI 0.75 MnCI2AH:0 0.1

f MgSO , . 0.5 COC lc'6H,,0 , 0.121 __ .. _ _~_ . --- --- - - ~-~_. - ----- ,
LElelll.e..r,l tos traza

t .
1 (m l/L) zncr, 0.07

~
. - -- - -- --_.~-- ; --

, P tl 7.0 NiCI,2H:0 0.025, _ . . - - - - -
CuCI:·2H.0 0 .015
NaMoO.¡2H O 0025
EDTA (Na.:CH O)., 5.2

I
H O nidestilada Para disolver y aforar
NaOH Necesario
Ph 4.2 1

""'=:_~ - . ~ ,

4.3 Propagación de Microorganismos

Antes de ser utilizados como inóculos del sistema experimental, los

microorganismos fueron propagados en un reactor de procultivo (con apro ximadamente 2

litros de capacidad), adicionando un litro de Medio Minera l (Tabla 4.2), 400 uL de pen tano

y 200 uL de MTBE, dos veces por semana y cambiando el MM una vez por semana, para

ello la biomasa se centrifugó en tubos Falcón® de 50 mL de capa cidad , por 30 minoa

10,000 RPM Y tempe ratura de 20°C, para posteriormente re-suspender la biomasa en

medio fresco, y preparar nuevamente el pre-inóculo. Al menos una vez al mes se retiró la

mitad de la biomasa para renovar la edad del cultivo.

43.1 Inóculo

Cuando las condiciones del pre-inóculo eran las adecuadas se preparaba el inóculo , para

monta r los microcosmos.

Se tomó la población microbia na directamente del reactor de procultivo, se lavaron las

células, se resuspendieron en Medio mineral (Tabla 4.2) fresco , se cua ntificó la prote ína
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por el método de Coomassie (Ver apéndice B), para posteriormente inocular los

microcosmos.

4.4 Microcosmos

Los anál isis cinéticos de degradación de los oxigenados utilizados fuero n realizados , en

microcosmos, usando botellas serológicas de 125 mL, con 20 mL de MM e inoculando en

cada botella 20 mg/L de proteína .

En el caso de las cinéticas con n-pentano, n-hexano y n-heptano como sustrato, las

botellas fueron selladas con válvulas Mininert" de teflón , en aquéllas en las que se utilizó

como sustrato a n-butano y n-propano se sellaron con tapones de vitón engargolados con

aros de aluminio.

Las cinéticas realizada s se dividieron en unidades experimentales. cuatro unidades por

cinética. cada una con las siguientes condiciones:

Ejemplo de unidad experimental

N-alcano
adicionado

Oxig enanteMicrocosmos '
(repeticiones)

Oxigenante
adicionado

i _ _(~g~~~__
3 : MTBE _·~ t· 1 -_.-. - - 11

2 --¡--ET~ ·1---- -- .- -- n
3 ---;-----TAME---i·--- -- 1 - -- --1 n----r --e- ~~ ¡:- -=--:f =+= :- 1

____2 ¡ n-a lcano ¡- - - -O~ n I
Donde: n = 0.5, 1, 2 Y 4 mg de n-alcano por cada una de las cuatro unidades experimentales.

Para las unidades sólo se variaba la concentración del n-alcano adicionado, es decir se

tenían cuatro unidades experimentales con una concentración constante de 1 mg

aproximadam ente del oxigenante , y una conc entración variable de 0.5, 1, 2 Y 4 mg (ver

columna n-alcano como ejemplo) del n-alcano en turno .

Los oxigenantes, así como los n-alcanos liqu idas fueron adicionados con una jeringa

(Aqilent" ) con capaci dad de 10 pl. .

Los n-alcanos gaseosos se adicionaron con jeringas Plast ipakMR de 1 y 3 mL.
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4.5 Reactivos

Metil ter-butil éter (98%, p=O.740 g/mL) , Etil ter-But il éter (99%, p=O.742 g/mL ), ter-Am il

Metil éter (97%, p=O.770 g/mL) , di-Isopropil éter(99% p=O.718 g/mL) , ter-Butil alcohol

(99%, p=O.77 g/mL), ter-Amil alcohol (99%, p=O.805 g/mL) , todos de Aldrich® Chemicals.

Pentano (99%, p=O.626 g/mL) , Hexano (99%, p=), Heptano ( 99%, p=O.68), todos de J.T.

Baker.

n-Propano (99%), n-Butano(99%) ambos de Matheson tri-gas , Alltech associates .

Albumina bovina (96%) Sigma .

4.6 Análisis

4 .6 .1 Cromatográficos

Fase gas

Hidrocarburos

El anális is de concentraciones de los compuestos en fase gas, se realizó en

cromatografia de gases FID (flame ionization detector), en un cromatógrafo Hewlett

Packard HP 6890 , con columna capi lar, de Metil Sillicón de 30m y diám etro de 320 urn, y

pelicula de 0.25 urn, con un flujo constante de 1.5 mLlmin , con presión de 7.22 psi y

velocidad de 26 cm/seg , las condic iones de trabajo fueron temperatura de la columna

40"C, temperatura del detector 250°C, tempe ratura del inyector 180°C, flujo de hidrógeno

de 30 mLlmin , flujo de aire de 300 mLlm in, y el gas aca rreador de la mue stra fue helio.

Este análisis se realizó tomando periódi camente (dependiendo de la velocidad de la

degradación) muestras de 100¡lL de la fase gaseosa del frasco (head space) con una

jeringa para gases (Pressure-Lok®, Baton Rouge , Luisiana) de 0.250 mL de capaci dad.

Bióxido de carbono , oxigeno

El oxigeno y bióxido de carbono, se analizaro n en un cromat ógrafo de gases Gow Mac

(serie 580), con una columna Alltech CTR1 (concéntrica de 6' X 1/4" exterior y 6' X 118"

interior) y detector de conductividad térmica, el gas utilizado para acarrear la mue stra fue

el Helio , con un flujo de 60mLlmin. Las condiciones de operación fuero n: columna 40°C ,
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detector 115°C, inyector 50°C y el detector de corriente 125 mA. Este análisis se realizó

tomando muestras de 500 ~L cada 24 horas con una jeringa estér il Plastipack® de 1 mL.

Fase líquida

Oxigenados

El análisis de concentraciones de los compuestos en fase líquida , se real izó en un

cromatógrafo Hewlett Packard HP 6890, con columna capilar, modelo Alltech AT1000 de

60m y diámetro de 250 11m, y película de 0.25 um, especial para analizar muestras

acuosas con un flujo constante de 1.0 mUmin, con presión de 24.01 psi y velocidad de 22

cm/seg, las condiciones de trabajo fueron temperatura de la columna 110°C, temperatura

del detector 275°C, temperatura del inyector 180°C flujo de hidrógeno de 30 mUm in, flujo

de aire de 300 mUmin, y el gas acarreador de la muestra fue helio 25 mLlmin . El

monitoreo se realizó tomando periódicamente (cada 24 h.) muestras con una jerin ga

estéril de 1 mL PlastipakMR
, 200~l L de la fase liquida. La muestra fue colocada en un vial

de 1.5 mL conteniendo en su interior un inserto de vidrio de 200~ l L , para posteriormente

colocarlos en el automuestreador y analizarlo s por cromatografia de gases FID,

Curvas estándar

Los estándares para cuant ificar la concentración de los compuestos tanto en fase gas

como en líquida se realizaron mediante la adición de cantidades conocidas y crecien tes

de todos los oxigenantes y alcanos en un volumen conoc ido, estos se analizaron por

cromatografía. Los datos del área bajo la curva integrada por el cromatógrafo y la

concentración del compuesto añadido siguieron una relación lineal , realizando una curva

estándar por medio de una regresión lineal , transformado de volumen adicionado a

concentración del compuesto (Ver apéndice A).

4.6.2 Proteína

La proteína fue medida como un estimado de masa celular, además de estandarizar la

biomasa inicial de todos los experimentos. En este trabajo se utilizaron dos técnicas: 1).

Coomass ie (Sedmark el al ., 1977) y 2). Lowry (Lowry el al., 1951), para la cuantif icación

de prote ína inicial y final respectivamente, Coomassie fue sustituida en la cuantificación

final , por Lowry. Los dos métodos se describe n detalladamente en el Apéndice B.

35Neevia docConverter 5.1



Materiales y Métodos

4.7 Cálculos realizados

4.7.1 Tasas de consumo

Los datos de degradación de los compuestos se ajustaron mediante el modelo de

Gompertz. Este modelo fue desarrollado por Benjamín Gompertz en 1825 , se basa en una

función matemática con una doble exponencial.

Y= aexp (_pexp'kx)

Donde : Y es la cantidad de sustrato consumido, u. representa la máxima cantidad de

sustrato consumida (mg de sustrato / microcosmos), [l es el incremento en el consumo del

sustrato cuando el tiempo se incrementa , k es la velocidad de consumo del sustrato,

relacionada con x que es el tiempo

A partir de la ecuación de Gomp ertz se determina el valor de la veloc idad m áxima (V 'H,"),

considerada la velocidad m áxima de consu mo de sustrato, ésta se calcula derivando la

cantidad de sustrat o consumido (Y), con respecto del tiempo (x). Así el valor resultante es

una constante Vrna,= O.368u.k

La velocidad m áxima de consumo de sustrato se expresa en este trabajo en mg de

sustrato consumido/g de proteína/h. En este trabajo se hace la relación por 9 de proteina

pues se determinó experimentalmente la proteína en los microcosmos.

• Antes de usar el modelo de Gompertz para modelar los datos exper imental es , es

necesario estimar en cada tiempo experimental la cantidad de sustrato consumido

(SC) mediante el calculo :

SC =(Si-Se)

Donde :

SC, Sustrato consumido

Sí, Cantidad inicial del sustrato en cada microcosmos

Se, Cantidad de sustrato, en un tiempo definido.
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Para poder realizar este ajuste de los datos experimentales con el modelo de Gompertz,

se utilizó el programa Kaleida Graph TM , versión 3.08 de Sinergy Software.

4.7.2 Coeficiente cometaból ico

El coeficiente cometabólico (CC) se def ine como la masa del compuesto cometaboli zado

por unidad de masa de sustrato degradado, en este trabajo es utilizado para cuant ificar el

cometabolismo de los compuestos utilizados en presencia de un sust rato .

La máxima cantidad de degradación de cada compuesto puede calcu larse con el

parámetro de ajuste a del modelo de Gompertz.

CC =[u (O) /u (C)] [mg (0)/ mg (C)]

Donde:

O, oxigenante

C, n-arcano

4.7.3 . Balances de carbono

Para establecer el destino de las difere ntes fuentes de carbon o se analiza ron muestras en

fase gas y en fase líquida, para cuantificar la concentración de los alcanos y oxigenantes

asi como los intermediarios TBA y TAA.

Adicionalmente se cuantificaron el CO2 y la producción de biomasa (CH18, No2, 0 0 5)

determinada indirectamente por proteína.

Para la determinación de biomasa generada para cada uno de los sustratos se estableció

la relación entre el resultado experimental en la cuantificación de la prote ina y la cantid ad

de compuesto consum ido (mg de carbono), considerando que aproximada mente el 50%

es producción de biomasa.
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En todos los casos el balance se hizo considerando el carbono consumido , tanto del

alcano como del oxigenante tomando en cuenta solo la fracción de carbono presente en

las moléculas . La fórmula general utilizada fue:

CnH2n+2 + oxigenante consumido => CO2 + H20 + intermediario + biomasa
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5. Resultados

El consorcio MI-P utilizado en este trabajo constituido de microorganismos identificados

como tres especies del género Pseudomonas, fue probado con n-alcanos de cadena corta

(C3-C7) además de los oxigenantes como los éteres MTBE, TAME, ETBE, DIPE Y los

alcoholes TBA y TM. El análisis obtenido a partir de los resultados experimentales se

presenta a continuación.

El orden de este capítulo está estructurado para analizar en primer lugar el desarrollo

completo de la cínética de pentano y MTBE, mostrando a manera de ejemplo la evolución

del consumo de pentano, MTBE, y producción de CO2 para una de las condiciones

ensayadas . Posteriormente se presentan los resultados de la degradación de todos los

oxigenantes probados con pentano en todas las condiciones ensayadas , analizando

además , el CO2 producido, oxigeno consumido y biomasa producida.

Por último se presenta el análisis de los resultados obtenidos de la degradación de todos

los n-alcanos probados como fuente de carbono y energía, seguida del análisis de todos

los oxigenantes con los alcanos restantes y finalmente los balances de carbono para cada

una de las diferentes condiciones.

5.1 Cinét ica de pentano

A continuación se muestran los resultados de esta cinética con todas las condiciones

ensayadas con este atcano, se presentan primero por ser el punto de partída de la fase

experimental pues fueron las condiciones iniciales a las que se tenía adaptado el

consorc io MI-P (pentano y MTBE).

5.1.1 Desarrollo de la cinética de Pentano y MTBE

Para este experimento se agregaron 2 mg C provenientes del pentano y 1 mg C del

MTBE.

En la Fig. 5.1 se presenta la serie de gráficas del desarrollo de esta cinética, ésta es la

representación gráfica del comportamiento general mostrado por el consorcio MI-P.

39
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La gráfica 5.1a. muestra la evolución en la cantidad de pentano a lo largo de la cinética.

Se observa que éste se empezó a degradar de forma inmediata y la remoción completa

se observó en un periodo de 30 h.

En la gráfica 5.1b. se aprecia la remoción de MTBE 1 mg e, y se observa que la

degradación del oxigenante se inicia inmediatamente, así mismo se muestra que

aproximadamente a las 30 h, cuando el pentano ya había sido completamente consumido

por el consorcio, el oxigenante fue degradado en un 50% alcanzándose su completa

degradación a las 100 h. Es importante señalar la aparición de TBA como producto

intermediario de la degradación del MTBE (gráfica 5.1e),

La tercera de esta serie es la gráfica 5.1d. donde se presenta la producción de CO2 como

resultado de la degradación completa de MTBE y pentano . Se observa que la generación

de CO2 fue constante aún después de que se degradó completamente el alcano y los

oxigenantes (MTBE y TBA intermediario) la generación poster ior de CO2• puede ser un

indicativo de la lisis celular o de una incorporación lenta del carbono por parte del

consorcio MI-P.
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Figura 5.1 Desarrollo cinético de pentano y MTBE, a. Consumo de pentano, b. Consumo de
pentano más MTBE, c. Producción y consumo de TBA intermediario, d. Producción de CO2

Poste riormente se hizo una comparación de las tasas de consumo donde la cantidad de

penta no se varió entre 0.5 y 5 mg de C y con una cantidad fija de MTBE (1 mg C),

haciendo paralelamente un experimento sólo con pentano. Este experimento se real izó

con el fin de establecer si la presencia de MTBE originaba algún tipo de retraso en la

degradación del pentano.

5.1.2 Tasas de degradación del pentano en presencia de MTBE

En la Fig. 5.2 se pueden observar las tasas de degradación obtenidas para el pentano en

los experimentos donde se ensayó pentano solo y mezclas con diferentes cant idades de

pentano (0.5 y 5 mg C) y MTBE (1 mg C).

En el rango de 0.5 a 3 mg C de pentano no se observa una diferencia entre las tasas de

degradación.

Con esta cons ideración al analizar todos los resultados obtenidos en la degradación del

pentano se observó que , para todos los casos, no hubo diferencia significativa entre las

tasas de consumo del pentano solo y de pentano más MTBE , y cuando a este alcano
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además se le adicionó cualquiera de los otros oxigenantes. Esto sugiere que las enzimas

responsables de la degradación no compiten por un mismo sustrato, y probablemente

esto se deba a sitios enzimáticos diferentes para cada compuesto.

700
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o ./': . _ . _ ~_ -> _ I •.••• .J ••• _'-_ ........ L.....~~ "-_ l _ . ---'---- _ .

o 1 2 3 4 5

Pentano (mg carbo no)

Figura 5.2 Tasas de degradación de pentano solo y de pentano más MTBE.

Previamente se han presentado los resultados obten idos para pentano y MTBE , una serie

de la cinética de pentano , estos resultados pretenden ilustrar como fue el desarrollo de la

cinética de pentano , mientras que, los microorganismos consum ían el alcano y el MTBE.

Además de hacer notar cuál fue el efecto observado en el consumo de pentano solo y en

presencia de MTBE.

Hasta aquí se han presentado los resultados obtenidos de la degradación de MTBE con

pentano. A continuación se presentan los resultados obtenidos para evaluar la capacidad

del consorcio de degradar los demás oxigenantes. Además de analizar la influencia de los

alcanos en la degradación de los oxigenantes, y determ inar la concentración más

adecuada de alcano para su completa minera lización,

5.1 .3 Tasas de degradación de los ox igenantes en la se rie de cinéticas con
pentano

En la Fig. 5.3 se presentan las velocidades de consumo de cada uno de los oxigenantes

en presencia de concentraciones variables de pentano y se muestra la hab ilidad del

consorcio MI-P para degradar oxigenantes en presencia de este alcano. Esta gráfica es el

resultado del análisis cuando la cant idad de pentano adicionada se varió entre 0.5 y 5 mg

e y 1 mg e de cada uno de los oxigenantes, y se presenta en func ión de los mg e del
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alcano y las tasas máximas de consumo de los oxigenantes, las tasas se reportan en mg

oxigenanteconsumidc1g proteinJh.

Todos los oxigenantes probados pudieron degradarse por el consorcio y requirieron por

arriba de 1 mg e de pentano para degradar 2 mg de e provenientes de los diferentes

oxigenantes. Las tasas máximas de degradación obtenidas bajo estas condiciones fueron

76, 72, 86, Y 33 mg oxigenanlJg prolelnJh de MTBE, TAME, ETBE Y DIPE, respectivamente y

104 Y 57 mg oxigenanlJg prolelnJh para TAA YTBA, respectivamente .

De acuerdo a las tasas de degradación de los oxigenantes que en esta serie de cinéticas

fueron totalmente mineralizados, se observó que el MTBE, el ETBE y el TAME tuvieron

una tasa mayor que el DIPE, esto sugiere una especialización por parte del consorcio MI

P para degradar el enlace éter En el caso de TBA y TAA la capacidad de este consorcio

para mineralizar ambos oxigenantes fue probada con éxito obteniendo una tasa de

degradación alta para TAA.

Adicionalmente se puede observar en la Fig. 5.3 que las tasas de degradación dei TBA

fueron menores que para el MTBE y el ETBE lo que explica por que en las cinéticas se

observó la acumulac ión temporal de TBA. Por el contrario el TAA intermediario en la

degradación del TAME tuvo una tasa de degradación más alta a la de éste último, y no se

observó acumulación .
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Figura 5.3. Tasas de degradación de los oxigenantes en presencia de pentano.

Con el propósito de establecer el grado de mineralización de los oxigenantes se

cuantificaron las principales fuentes de carbono , así a continuación se presentan los

resultados obtenidos de la producción de CO2, el consumo de O2 y la producción de

biomasa.

5 .1.4 Producción de C02 en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

La finalidad de este análisis fue comprobar la existencia de diferencias en los niveles de

CO2 producidos en los diferentes experimentos con pentano solo y en series con este

alcano más el oxigenante en tumo, la diferencia marcará el grado de mineralización del

oxigenante .

En todas las gráficas de la Fig. 5.4 se observa que la producción de CO2 siempre fue

mayor en los experimentos con los oxigenantes. Así mismo, en esta serie de gráficas se

observa la producción de CO2 del pentano más el oxigenante, en concentraciones

variables del alcano y 1 mg C del oxigenante , en MTBE la máxima cantidad de CO2

producida fue de 2.7 (gráfica a), TAME 3.7 (gráfica b), ETBE Y DIPE 3 (gráfica e y d

respectivamente) , TBA 2.9 (gráfica e), y TAA 2.2 (gráfica f). todos en mg de C de CO2•

La diferencia en mg de C de CO2 producido con pentano solo y de pentano más el

oxigenante es variable (MTBE 0.55, TAME 1.6, ETBE 0.91, TBA 0.76 , TAA 0.12 Y DIPE

0.99). mg de carbono de CO2, esta diferencia señala la mineralización del oxigenante.
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Figura 5.4. Producción de COz de las cinéticas de pentano con diferentes oxigenantes.

Neevia docConverter 5.1



Resuffados

5.1.5 Consumo de 02 en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

Asociado a la degradación de las diferentes fuentes de carbono hay consumo de O2. En la

Fig. 5.5 se muestran los resultados del consumo de O2 con pentano solo y los del

consumo de O2 del pentano más el oxigenante . Como se observa , hay una diferencia

evidente entre ambos lo cual indica una mayor actividad celular en los resultados donde

los oxigenantes estuvieron presentes, resaltando un mayor consumo de este gas para

TAMEyTAA.

En la serie de cinéticas de pentano más oxigenante la máxima cantidad de O2 consumido

fue 11 mg en MTBE (gráfica a), 13 mg TAME y ETBE (gráficas b, yc respectivamente),

9.7 mg DIPE (gráfica d), 11.4 mg TBA (gráfica e), y 9 mg TAA (gráfica f). Asi mismo para

ETBE y DIPE se observó que a concentraciones menores del alcano el consumo de

oxigeno por parte del consorcio es muy similar al observado cuando se adicionó solo

pentano. Se observa claramente que la diferencia en el consumo de O2 se debió a la

degradación de los oxigenantes .
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5.1.6 Producción de biomasa en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

Por último en la Fig. 5.6 se presentan los resultados de la producción de biomasa de los

diferentes experimentos , como se puede observar no existen diferencias, con lo que se

demuestra que los oxigenantes no intervienen en la formación de biomasa, es decir que

no son utilizadas por los microorganismos como fuente de carbono para sus procesos

anabólicos. La producción de biomasa es la misma cuando se adicionó pentano solo que

cuando se adicionó pentano más oxigenante.

En resumen el consorcio MI-P fue capaz de degradar todos los éteres y alcoholes,

además de demostrar la mineralización completa de los mismos, ningún oxigenante

mostró tener algún efecto en la degradación del pentano o en la producción de biomasa.
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Figura 5.6 Producción de biomasa en las cinéticas de pentano con oxigenantes.
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5.2 Otros alcanos

5.2.1 Parámetros cinéticos y distribución de la fuente de carbono en las
cinéticas de degradación de los n-alcanos.

La capacidad del consorcio MI-P de degradar n-alcanos como fuente de carbono y

energía se muestra en la Fig. 5.7 donde se aprecian las tasas de degradación de los cinco

n-alcanos probados, cada uno de estos en una concentración inicial entre (0.5, 1, 2, Y 4

mg de carbono por microcosmos). La utilización fue completa con cada uno de los

alcanos por parte de este consorcio MI-P, la tasa de degradación más alta se observó en

hexano (896 mg/g proteínalh) , seguido de heptano (849.2 mg/g proteina/h), pentano

(508.7 mg/g proteína/h), propano (388.6 mg/g proteina/h), y butano (289.1 mg/g

proteína/h).

En los balances de carbono (Apéndice O) la recuperación de carbono como CO2 en

promedio fue más elevado en heptano, hexano y butano (88, 72 Y 75 % carbono ), le

siguieron propano y pentano (52 y 45 % carbono). El rendimiento de biomasa en

promedio fue menor en heptano y hexano (alrededor del 30%) aproximadamente el 50%

para propano y los rendimientos más altos se presentaron en butano y pentano arriba de

67% (Apéndice O).
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Figura 5.7 Tasas de degradación de los n-alcanos probados
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5.2.2 Tasas de degradación de los diferentes oxigenantes en presencia de
propano, butano, hexano y heptano.

En Fig. 5.8 se resumen las velocidades de consumo de cada uno de los oxigenantes en

presencia de concentraciones variables de propano, butano, hexano, y heptano. Estas

cinéticas muestran la máxima tasa de degradación de cada uno de los oxigenantes con

los alcanos antes mencionados, comparando en las gráficas las tasas de degradación se

observa claramente como se comportó el consorcio MI-P con cada uno de los alcanos

para llegar a la degradación completa de los éteres y alcoholes.

En el caso del MTBE, TAME, ETBE YDIPE la máxima tasa de degradación se observó en

la cinética de hexano (gráfica e) con una degradación de 71.5 mg MTBE/g proteina/h de MTBE ,

TAME de 59.5 mg TAME/g proleinalh, ETBE 37 mg ETBE/g proteinalh, DIPE 28 mg olPE/g proleina/h,

haciendo notar que en el caso de las cinéticas de ETBE y DIPE estos no fueron

totalmente consumidos. Por otro lado en el caso de los alcoholes las máximas tasas de

degradación se observaron en la cinética de propano para el TBA 88 mg TBA/g proteina/h

(gráfica a), y en la cinética de butano para el TAA 97.5 mg TAAlg proleinalh. (gráfica b).
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Figura 5.8 Tasas de degradación de los oxigenantes en presencia de alcanos especificos: a.
Propano, b. Butano, c. Hexano, d. Heptano. (con excepción de DIPE en heptano por no
disponer de datos)

5.3 Aná lisis general de la distribución de la fuente de Carbono.

En esta sección se presenta los balances de balance de carbono de los alcanos y los

oxigenantes utilizados en este trabajo (el análisis de los balances completos se presenta

en el Apéndice D). En este análisis se corroboró la incorporación de carbono de los n

alcanos y los oxigenantes por parte de los microorganismos del consorcio MI-P a su

metabolismo, ya sea para mineralizarlos completamente hasta CO2 o para utilizarlos

directamente en su crecimiento y reproducción (formación de biomasa) ; determinando el

grado de mineralización de los oxigenantes , y el rendimiento hacia biomasa .

En la Tabla 5.1 se encuentran resumidos los datos que indican como fue la distribución de

carbono en cada cinética. Se presentan los datos en promedio de la recuperación de

carbono tanto del CO2, como de la biomasa (los datos de los balances completos se

presentan en el apéndice D).

Es importante señalar que se logró evaluar casi todas las fuentes de carbono y que como

puede observarse en la Tabla 5.1 y en el Apéndice D, estos balances de carbono en

recuperación global cerraron en su mayoría por arriba del 90%.

El análisis se realizó por oxigenante del balance hecho para la cinética con MTBE (Tabla

5.1 y Apéndice D) se observa que la mayor recuperación de carbono en forma de CO2 se

obtuvo para la realizada con hexano seguida de heptano, y estas cinéticas fueron de
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forma consistente también las que tuvieron un menor rendimiento de biomasa. Cuando se

compararon las fuentes de carbono para TAME (Tabla 5.1, Apéndice O) se observó esta

misma tendencia de comportamiento en hexano y heptano.

En las cinéticas de propano y butano, en promedio la recuperación de carbono como CO2

fue menor que en las cinéticas de hexano y heptano, sobre todo en MTBE y TAME, pero

el rendimiento de biomasa fue menor en las segundas (Tabla 5.1). Con la cinética de

pentano la diferencia observada en recuperación de carbono fue menos evidente en

ambos oxigenantes, ya que la recuperación de carbono en forma de CO2 y biomasa fue

cercana a 50% en cada caso.

La cantidad de alcano necesaria para la degradación completa de MTBE (1 mg C) varió

según el alcano desde 2.75 mg de carbono de propano a 1.06 mg C de pentano o

hexano, y sin embargo de entre estos dos alcanos la eficiencia cometabólica fue mayor en

pentano (Tabla 5.1). Por otro lado para degradar la misma cantidad de TAME, la cantidad

de alcano necesaria fue menor en casi todos los casos, pero el más eficiente fue el

pentano por ser éste el que en menor proporción se necesitó ( 0.98 mg C de pentano)

para degradar 1 mg C de TAME Y se corroboró al tener un coeficiente metabólico alto

(1.31). Por estos resultados se consideró al pentano el alcano más eficiente para el

cometabolismo de estos dos oxigenantes.

En el análisis de los éteres DIPE y ETBE la cantidad de carbono recuperado como CO2 en

promedio fue de arriba de un 50%, en los datos de rendimiento de biomasa se presentó

un menor rendimiento en hexano y heptano alrededor del 19% aumentando hasta

aproximadamente el 40% para propano y butano, en pentano este rendimiento fue de

alrededor del 30% (Tabla 5.1). Por otro lado el conjunto de datos mostró una capacidad

limitada por parte del consorcio MI-P para degradar alrededor de 1 mg C de estos

oxigenantes en presencia de los alcanos probados, sólo para pentano se observó la

degradación completa cuando se agregó 2.1 y 3.9 mg C de pentano para ETBE y DIPE

respectivamente (Tabla 5.1 y Apéndice D). En ambos casos el coeficiente cometabólico

es bajo (ETBE 0.53 YDIPE 0.34) en comparación con observados en la Tabla 5.1 para los

demás oxigenantes .
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Comparando los datos del TBA y TAA en presencia de los n-alcanos se obtuvo una

recuperación de carbono como CO2 arriba del 50% (Tabla 5.1 y Apéndice O). Al igual que

en los éteres el mayor rendimiento se observó en hexano y heptano . En ambos alcoholes

el rendimiento de biomasa fue mayor en pentano, y siguiendo con la tendencia de los

éteres, menor para hexano y heptano . Por otro lado, la menor cantidad de alcano

necesaria para degradar TBA, se observó en hexano, heptano y propano (0.51, 0.66, Y

0.66 mg C, respectivamente) y para degradar 1 mg C de TAA la menor cantidad se

observó en butano y hexano (0.42 y 0.51 mg C), y sin embargo el coeficiente

cometabólico más elevado resultó ser el del propano para TBA (1.93) Y el butano (2.79)

para TAA.

Cabe hacer la aclaración que el consorcio MI-P fue capaz de mineralizar completamente

el MTBE, TAME, TBA, Y TAA, cuando 2 mg C de cualquier alcano fue adicionado. Con

excepción de TAME y TAA con heptano , donde la degradación de ambos no fue

completa. Así mismo el consorcio fue capaz de mineralizar completamente el ETBE y el

DIPE solo con pentano y cuando este estuvo presente en 2 y 4 mg C respect ivamente

(Apéndice D).
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Tabla 5.1 Balance de carbono para los diferentes experimentos con alcanos y oxigenantes.

Recuperación Cantidad de
Recuperación global de alcano Coe ficiente

Alcano Recuperación de carbono carbono necesaria para Cometabólico
de carbono como biomasa CO 2 y biomasa la degradación (mg de
como co, (oxigenante completa del oxigenante/mg

+alcano) oxigenante de alcano)
tmo carbono)

MTBE
Propano 0.65 0.33 0.98 2.75 0.380

Butano 0.64 0.39 1.0 1.65 0.399

Pentano 0.57 0.41 0.98 1.06 1.162

Hexano 0.8 0.2 1.0 1.06 1.092

HeDtano 0.79 0.16 0.95 2.25 0.476
TAME
Propano 0.65 0.33 0.98 1.37 1.02

Butano 0.65 0.28 0.93 1.01 1.56

Pentano 0.53 0.39 0.92 0.98 1.31

Hexano 0.85 0.15 1.0 2.13 0.57

Heptano 0.85 0.17 1.0 1.21** 0.51
TBA

Propano 0.63 0.32 0.95 0.66 1.93

Butano 0.71 0.25 0.96 0.99 1.29

Pentano 0.61 0.44 1.0 1.05 1.22

Hexano 0.76 0.16 0.92 0.51 1.40

Heptano 0.80 0.15 0.95 0.66 1.82
TAA

Propano 0.61 0.33 0.94 0.70 2.24

Butano 0.62 0.38 1.0 0.42 2.79

Pentano 0.63 0.41 1.0 1.24 0.92

Hexano 0.78 0.20 0.98 0.51 2.74

Heptano 0.77 0.18 0.95 1.06 ** 1.61
ETBE
Propano 0.45 0.44 0.89 * *

Butano 0.69 0.39 0.98 4.17** 0.18

Pentano 0.59 0.33 0.92 2.09 0.53

Hexano 0.79 0.20 0.99 4.38** *

Heptano 0.79 0.17 0.96 * *
OIPE

no degrada
**no degrada completamente, valor más cercano

Propano 0.52 0.42 0.94 * *

Butano 0.48 0.42 0.90 * *

Pentano 0.59 0.41 1.0 3.88 0.34

Hexano 0.74 0.22 0.96 * *

Heptano 0.71 0.20 0.91 * *
*
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6. Discusión

La degradación de oxigenantes por cometabolismo mediante el uso de alcanos de cadena

corta ha sido reportada en algunos trabajos. la mayor parte enfocados a MTBE, sin

embargo en la mayoría de estos la degradación de los oxigenantes es incompleta o

limitada.

En trabajos donde el género Pseudomonas fue utilizada para degradar éteres se reportan

los siguientes resultados: Steffan et al., 1997, reportó a Pseudomonas sp. CAM capaz de

crecer en alcanfor la cual degradó 2.1 mgMTBE/gproleina/hde MTBE, Garnier et al., 1999. con

P. aeruginosa creciendo en pentano, reporta una tasa de degradación de 20.6

mgMTBE/gproteinJh de MTBE. Otro trabajo de cometabo lismo con 2-metil pentano es el

reportado por Hyman et al., 1999, con la cepa P. Mendocina, la cual degradó 21.1

mgMTBE/gproleina/h de MTBE, en este trabajo como en los anteriores hubo acumulación de

TBA, sin que posteriormente este alcohol se degradara. Con el consorcio MI-P en MTBE

se obtuvo una tasa de degradac ión de 76 mgMTBE/gproleina/h Yuna mineralización completa

del oxigenante con pentano (Fig.5.2), de todos los alcanos probados en este trabajo es

también con pentano con el que se observó el mejor coeficiente cometabólico .

El TAME es otro de los éteres donde el cometabolismo ha sido probado de manera

restringida, entre los pocos trabajos encontrados resalta uno donde la bacteria

involucrada es Gordonia terree IFP 2007, por su alta tasa de remoción, este trabajo fue el

realizado por Hernandez-Perez et al., 2001 (Tabla 5). En el presente trabajo la tasa de

remoción más alta se observó en pentano (Fig. 5.2) además de una mineralización

completa con este alcano y con casi todos los demás probados. Sin embargo el mejor

coeficiente cometaból ico se registró con butano (Tabla 5), convirtiendo a este alcano en

una opción muy buena para la degradación cometaból ica del TAME

La capacidad del consorcio para degradar ETBE y DIPE se mostró limitada, ya que en

casi todos los alcanos probados estos éteres no se consumieron o solo se consumieron

parcialmente . Con una tasa de degradación buena el ETBE en la cinética de pentano (Fig.

5) se mostró como la linea más prometedora, así mismo sucedió con el DIPE con una

tasa de degradación más baja pero también prometedora. Los estudios de degradación

cometabólica de estos dos éteres son reducidos , los avances para la degradación de
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ETBE se reportan en algunos trabajos como el de Steffan el al., 1997, que con las

bacterias Nocardia sp. ENV425, Nocardia sp. ENV421, y Mycobaclerium vaccae JOB5, se

reportó degradación cometabólica positiva con propano, sin embargo no se determinó la

cantidad o la velocidad del éter degradado . Un nuevo trabajo realizado por Corcho el al.,

2000 con un cultivo de bacterias ciclohexano-oxidantes determinó una tasa de

degradación para el ETBE de 1.91 mgETBE/gprotelm,lh Ypara DIPE de 1.36 mgolPE/gproleinalh.

Estos valores demuestran que la tasa de degradación y el grado de mineralización

obtenidos en este trabajo con pentano y ambos éteres son buenos , a pesar de que, los

trabajos anteriormente referidos no se realizaron con bacterias del género Pseudomonas.

En este trabajo con el consorcio MI-P, las mejores tasas de degradación, y los

coeficientes cometabólicos de los éteres se obtuvieron con pentano (Fig.5).

Hay pocos trabajos con reportes de degradac ión por cometabo lismo de TBA y TAA

utilizando bacterias del género Pseudomonas, sin embargo uno importante es el realizado

por Garnier et al., 1999 que reporta una tasa de degradación para TBA con pentano de

4.25 mgTEwgproleinJh.

Cuando el consorcio MI-P se probó con TBA y TAA las mejores tasas de degradación

fueron obtenidas con propano 88.1 mgTEwgproteinJh (Fig. 5.7, gráfica a), para el primero, y

para el segundo con butano 97.5 mgTANgpro,eina/h (Fig. 5.7, gráfica b), ambas obtenidas

con menos de 0.70 mg de carbono de alcano, por lo que sus coeficientes cometabólicos

son altos (Tabla 5.1). Así mismo es importante señalar que en presencia todos los n

alcanos probados el consorcio MI-P fue capaz de degradar ambos alcoholes y la

mineralización fue completa también en ambos.

Los mejores resultados de tasas de degradac ión y coeficiente cometabólico se registraron

con propano para TBA y con butano para TAA, haciendo de estos alcanos los más

prometedores para trabajos de cometabolismo con estos oxigenantes.

Finalmente en este trabajo se lograron cuantificar casi todas las fuentes de carbono. En

general el rendimiento de biomasa fue menor en las cinéticas de hexano y heptano con

los oxigenantes, sin embargo la diferencia observada en el rendimiento con los otros

alcanos no es excesiva, el mejor rendimiento de biomasa está determinado en pentano,
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este rendimiento se refleja en las cinéticas conjuntas de pentano con MTBE, TAME, TBA,

Y TM, lo que es razonable si se toma en cuenta que el consorcio MI-P fue adaptado a

crecer en pentano más MTBE por un período prolongado .

En las cinéticas de degradación de oxigenantes en presencia de los n-alcanos la

remoción completa o parcial de los oxigenantes hacen evidente , que para este consorcio

MI-P hay varios alcanos con posibilidades de ser utilizados cometabólicamente (como

fuente alterna de carbono y energía) para la degradación completa de oxigenantes

específicos .

En la mayoría de los trabajos consultados se hace referencia a la capacidad enzimática

expresada por los microorganismos para degradar los oxigenantes, pero en pocos se

hacen conclusiones respecto a la enzima responsable.

De acuerdo a los resultados se podria pensar en la actividad de una monooxigenasa por

los trabajos que anteceden a éste, en cometabol ismo con alcanos. Muchas observaciones

sugieren que la enzima responsable de la primera reacción que lleva a la oxidación del

MTBE es una alcano-monoo xigenasa, la cual también inicia con la oxidación del alcano

(Garnier el a/.,1999 , Hyman el al. , 2000, Liu el al., 2001, Smith el al., 2003), a estas

observaciones se suman las que se hicieron en este trabajo como son:

La inmediata actividad de oxidación de los alcanos probados y de los oxigenantes, en

todos los casos no se observó diferencia significativa entre las tasas de consumo de los n

alcanos solos y las tasas de consumo de los n-alcanos con cada uno de los oxigenantes

indicando que la o las enzimas no compiten por el sustrato.

Hubo además diferencias en la actividad de oxidación, entre cada uno de los éteres, esto

se hizo más evidente cuando los resultados indicaron un limitado consumo de ETBE y

DIPE, lo cual sugirió que el ataque principal de la alcano-monooxigenasa de los

microorganismos que componen el consorcio MI-P es la unión metil-oxígeno común en el

MTBE y el TAME, pero no presente en el ETBE y DIPE.

En todos los trabajos donde se detectó acumulación de TBA, se sugiere que el paso

Iimitante para la completa mineralización del MTBE es el carbón terciario. En este trabajo
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se observó que para este consorcio los alcoholes no fueron problema . Asi se sugiere que

para el consorcio MI-P la enzima responsable de la degradación de TBA y MTBE además

de los n-alcanos fue la misma. En este sentido hay resultados indicando que la oxidación

del TBA se llevó a cabo por parte de la enzima que también es responsable de la

oxidación del MTBE y del alcano en cuestión (Smith el al., 2003) , ya en trabajos

anteriores daban cabida a esta posibilidad (Steffan el al. , 1997, Gamier el al., 1999, Liu et

al., 2001).
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7.Conclusiones

A lo largo de las dos últimas décadas se han desarrollado numerosos estudios, que

sugieren viabilidad en la biodegradación de los oxigenantes, los que contrariamente en

reportes iniciales se consideraban recalcitrantes. Sin embargo cultivos puros y mixtos de

bacterias y hongos han demostrado capacidad para degradar parcial o totalmente a estos

sobre todo al MTBE, ya sea como única fuente de carbono y energía o

cometabólicamente por cultivos que crecieron en alguna fuente de carbono alterna.

Los resultados de los trabajos revisados, reiteradamente han abordado la relevancia del

estudio y desarrollo de estrategias en biorremediación como la mejor opción con

aplicación en el tratamiento de acuíferos contaminados con oxigenantes . Es entonces

que. el conocimiento recabado a través del tiempo en estos trabajos, brinda la información

necesaria acerca de la identificación de las limitaciones que pueden impedir la aplicación

exitosa de bioprocesos de remoción de oxigenantes del ambiente. Algunas de estas

imitaciones son: la capacidad reducida por parte de los microorganismos para mineral izar

completamente los oxigenantes , además de necesidad de contar con un inóculo grande

que se pudiese aplicar en campo.

Asi, los microorganismos que degradan compuestos oxigenantes y que lo utilizan como

única fuente de carbono y energía, a pesar de tener tasas específicas de consumo alta,

tienen una tasa de crecimiento baja con un largo periodo de proliferación celular (en

ocasiones de meses) lo cual constituye la principal limitante para ser utilizados

exitosamente en la biorremediación.

Los resultados obtenidos en este estudio dejan ver las ventajas del uso de un alcano de

cadena corta como fuente de carbono alterna para reducir tal limitación y que pueda

impedir el éxito de la remoción completa y efectiva de contaminantes tales como MTBE,

TAME, ETBE, DIPE, TAA YTBA.

De acuerdo a estos resultados el cometabolismo constituye una alternativa viable para la

eliminación de los compuestos oxigenantes , ya que los microorganismos se reproducen

rápidamente , además de tasas específicas de consumo altas para los oxigenantes, y la

mineralización completa de MTBE, TAME, TBA, TAA, ETBE Y limitadamente DIPE.
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Concordantemente las tasas de degradación obtenidas en este trabajo con bacterias

Pseudomonas son más altas del rango que se reportan en la literatura, sobre todo para

MTBE, TAME Y sus intermediarios TBA y TAA. Y por tanto los resultados de este trabajo

respaldan el potencial mostrado por este consorcio como una alternativa exitosa en

biorremediación.

En estudios futuros existe la posibilidad de considerar la oxidación por parte del consorcio

MI-P de otros compuestos con uniones éter, considerados recalcitrantes. Por lo que se

proponen estudios más detallados por oxigenante que permitan tener una visión más

amplia del desarrollo de los procesos cometabólicos entre oxigenantes y alcanos de

cadena corta. Además, de un estudio del tratamiento en laboratorio de aguas

contaminadas con oxigenantes, seguido de una prueba piloto en campo que pueda

proveer de los datos necesarios para crear un sistema exitoso de remoción completa de

los oxigenantes in situ .

En la actualidad los compuestos que son utilizados en procesos de producc ión son

introducidos al ambiente, sin hacer estudios o tener en cuenta los efectos, y daños

posteriores que estos puedan causar, es importante señalar que este tipo de estudios no

son prioridad para ningún país, independientemente del desarrollo económ ico. Un ejemplo

de este error se hace evidente en los oxigenantes, ya que aunque la atención se ha

enfocado en el MTBE, la NAWQA de EE. UU. enfatiza que este oxigenante es sólo un

químico de muchos otros detectados en aguas subterráneas, y que muchos de estos

químicos son igualo más riesgosos que el MTBE para la salud humana y el ambiente . Por

lo tanto se propone en la medida de lo posible un estudio más detallado de los quimicos

que son utilizados o que están por utilizarse en los procesos indust riales en México, así

como de sus posibles implicaciones a la salud y al ambiente .
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Apéndice A. Curvas Estándar

A.1 Elaboración de curvas

Los estándares para transformar el volumen de compuesto adicionado (gas o líquido) , a

concentraciones de mg/l se realizaron como sigue:

Se adicionaron los
oxigenantes y alcanos (CS-
C?) en concentraciones
crecientes de 1, 2, 4, 6 Y 8
mi en microcosmos con
capac idad de 125 mi .

Se relacionó el volumen de
cada compuesto por su
densidad' para obtener los
mgll que se adicion aron en
125 mi (ca pacidad
microcosmos)

Posteriormente se tomaron
muestras liquidas y
gaseosas, analizándose en
cromatografia.

Se prepararon micro
cosmos con 20 mi de agua
destilada (sust ituyendo el
MM) y bajo las mismas
condiciones de la fase
experimental.

Los datos del área bajo la
curva integrada por el
cromatógrafo y la con
centración del compuesto
añadido se ajustaron
mediante una regresión
lineal, asi se elaboraron las
curvas patrón.

La curva estándar para calcular la cantidad de CO2 producido se calculó en base a una

mezcla de gases, la cual se inyectó en cromatografia en cantidades conoc idas y

crecientes (1, 2, 3, 4, 5, 10 Y 20 mi de mezcla), de donde posterionnente se separó el

porcentaje de CO2 correspondiente , utilizando la ley general de los gases para calcular los

mg de CO2 en cada punto.

La cantidad de O2 consumida se calculó en base al porcentaje obtenido de cada muestra

de aire después de analizarse en cromatograf ía, utilizando la ecuación general de los

gases, y extrapolando posteriormente para determinar el consumo de oxígeno de cada

microcosmos.

A continuación se presentan las curvas estándar en fase gas y en fase líquida de todos

los compuestos utilizados en este trabajo.

• En el caso de propano y butano la conversión de volumen adicionado a mgJI, se realizó primero
calculando la molaridad del alcano, y después su concentración (mg), para finalmente obtener la
concentración adicionada en 125 mI (capacidad del microcosmos) en mgJI.
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La serie anterior indica la cantidad de cada uno de los oxigenantes, cantidad relac ionada

en cada uno de los casos con el área correspond iente del anál isis cromatográfico en fase

gaseosa .
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Apéndice B. Proteína
8.1 Método Coomassie

Modificado de Sedmark el al., (1977). Este ensayo se basa en la interaccíón entre el

colorante y el grupo amino de las proteínas, esta interacción está en funci ón de la

concentración de H+. En este trabajo Coomassíe fue utilizado para cuantificar la prote ína

ínicial en cada microcosmos, por ser un método que puede detectar cantidades de

proteína tan bajas de hasta 11lgde proteína.

Reactivo de Coomassie, preparado con:

Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma), y ácido perclórico (APC).

Se diluyó un 0.06 % de colorante en 3% de APC (peso/volumen, 0.3M), mezclando por

alrededor de una hora, para posteriormente filtrar en papel Wh atman núm. 1.

B.1.2 Cuantificación de proteína por el método de Coomassie

De la muestra de prote ína (células), se tomó 100 ~I L Y se colocó en tubos Eppendorf®.

Al tubo con prote ína se le adicionó solución salina (NaCI) 400 IlL al 0.85% agitando muy

bien , posteriormente también se le adicionó 500 IlL (0.1 N) de hidróxido de sodio (NaOH),

agitando nuevamente.

A cont inuación se colocó a baño María en agua hirviendo, durante una hora (hidrólisis) .

Una vez que la hidrólisis fue completa , se tomaron 500 IlL del hidrolizado y se adicionó

500 IlL del reactivo de Coomass ie y se determ inó indirectamente la cantidad de proteína

en la muestra por medío de espectrofotometría, leyendo a una longitud de onda (A) de 620

nm. Lo anterior se resume en la siguiente tabla :

Proteína IlL NaClllL NaOH IlL Hidrólisis Reactivo de Leer A 620
Coomassie ul, nm

100 400 500 500
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8.1.3 Curva de proteína .

Se realizó una curva estándar de proteína en mg/l para conocer la cantidad exacta de

células a inocular.

Para realizar esta curva se colocaron cantidades conocidas y crecientes de proteína

(soluciones patrón de 5,10, 20, 40, Y 60 mg/l de albúmina bovina ), el procesamiento de

las muestras fue el mismo que el detallado anteriormente para las muestras

experimentales.

Por ser un método altamente sensible la curva estándar se realizó en bajas

concentraciones de albúmina, asegurando la curva lineal, pues a altas concentraciones

ésta no se ajusta a una curva lineal.

La siguiente es la curva estándar de proteina (método Coomass ie) utilizada en este

trabajo.

60

50

40
y = 65 .74x

R2= 0.9928

0.8

ro
e
a;
o
ñ:

/

30 . /'

20

1 / /
10 . /"

O /' ,
O 0.2 0.4 0.6

Absorbancia (620nm)

Figura 8- 1Curva estándar de proteína por el método de Coomassie.

8 .2 Método de Lowry

Modificado de Lowry el a/1951 , este es un ensayo colorimétrico el cual se basa en una

reacción entre la proteina y el cobre en un medio alcalino, con una reducción poste rior

con el reactivo de Folin fenol, esta reacción es posible principalmente por los aminoácidos

tirosina y triptofano.
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Este ensayo fue bastante estable y pudo ser analizado aún después de una hora, lo que

fue de mucha utilidad para el análisis masivo de las numerosas muestras. En este trabajo

se utilizó el método de Lowry para la cuantificación de proteína final debido a que tiene un

rango de sensibilidad más alta que el método de Coomassie, este rango es de 5-10 ¡.tg de

proteína.

Reactivo de Lowry preparado con:

CuS04·5H20 al 1% en H20 Reactivo A, Tartrato doble de Na y K al 2% Reactivo B,

NaC03 al 2% en NaOH al 0.1N Reactivo C, Una parte de A + una parte de B Reactivo D *

Una parte de D + cincuenta partes de C Reactivo E *, Reactivo de Folin 1:1 con agua ", y

NaOH 1N para hidrolizar.

"estos reactivos se preparan al momento de usarse.

B.2.2 Cuant if icación de prote ína por el método de Lowry

De la muestra de proteína (células) se tomó una alícuota de 2 mi, se colocó en un tubo de

ensaye y se adicionó 0.5 mi de hidróxido de sodio (NaOH) 1N agitando muy bien, a

continuación se colocó a baño María en agua hirviendo, durante 30 m. (hidrólisis).

Posteriormente se tomó una muestra de 0.5 mi del hidrolizado y se llevó a un volumen de

1 mi (con agua), posteriormente se agregaron 5 mi del reactivo E, y se agitó

vigorosamente, se dejó reposar 10 m. Posteriormente se agregaron 5ml del reactivo de

Folin dejandose nuevamente reposar por 30 m. Después de transcurrido ese tiempo la

muestra pudo ser determinada indirectamente por medio de espectrofotometría a una

longitud de onda (A.) de 590 nm. Lo anterior se resume en el siguiente cuadro:

Proteína NaOH Hidrólisis Proteína Dilución Reactivo Reactivo Leer A.
(mi) (mi) por 30 m. hidrolizada con E (mi) Folin 590 nm

(mi) agua Reposar (mi)
10 m. Reposar

30 m.
2 0.5 0.5 5 0.5
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8.2.3 Curva de proteína.

Se realizó una curva estándar de proteína (figura BII) en mg/l para conocer la cantidad

final de células en cada microcosmos.

Para realizar esta curva se colocaron cantidades conocidas y crecientes de proteína

(soluciones patrón de albúmína bovina ), el procesamiento de las muestras es el mismo

que el detallado anteriormente para las muestras experimentales.

En este caso el método permitió que las concentraciones de albúmina fuesen más altas

para garantizar la curva lineal, y que los datos experimentales en concentraciones altas se

ajustaran a la curva.

A continuación se presenta la curva estándar de proteína con el método de Lowry.
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Figura 8 -11 Curva estándar de proteína por el método de Lowry .
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APÉNDICE C. Producción de CO2• consumo de O2 y producción de biomasa

Las series de gráficas que a continuación se presentan enfatizan como la producción de

COz. el consumo de Oz y la producción de biomasa (indirectamente determinada por

cuantificación de proteina) corroboran de manera experimental la capacidad del consorcio

MI-P de degradar y mineralizar completamente los oxiqenantes, utilizando como fuente de

carbono altema alcanos de cadena corta.

Las series de graficas C-I a C-IV muestran la producción de COz cuando el consorcio

consumió la totalidad de los n-alcanos y los oxigenantes probados, el anális is general de

estas gráficas muestra que la producción de este gas es mayor cuando se adicionaron

juntos el alcano y el oxigenante, a diferencia de cuando se adicionó el alcano solo.

En las gráficas de DIPE y ETBE para heptano, butano y propano la diferencia en

producción de COz se observó significativamente inestable, lo que corrobora un consumo

nulo por parte del consorcio de estos éteres . Para estos mismos éteres en hexano se

observa para las concentraciones más altas de este alcano un consumo limitado y para

las más pequeñas un consumo nulo.

Las siguientes series de gráficas C-V a C-VIII, consumo de O2 corroboran los resultados

de las series anteriores con respecto al DIPE y el ETBE.

Con respecto al análisis de producción de biomasa en todas las series de graficas (C-IX a

CXII) se muestra que no hay diferencia en la producción de el alcano solo y del alcano

con el oxigenante en turno , esto corrobora que no hay asimilación de los oxigenantes por

parte de los microorganismos para sus procesos vitales .

Finalmente es importante señalar que las diferencias que se puedan observar en las

gráficas con respecto a lo dicho anter iormente, no se deben a los procesos propios del

metabolismo del consorcio o su comportamiento, sino a errores de manipulación al

momento de adicionar los compuestos.
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CO2 y O2 de alcanos y alcanos + oxigenantes
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Figura C-1. Producción de CO2 de hexano con los oxigenantes probados .
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Figura C-I/!. Producción de CO2 de butano con los oxigenantes oles probados .
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Figura C-IV . Producción de CO2 de propano con los oxigenantes probados.
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Figura C-VI. Consumo de O2 de heptano con los oxigenantes probados.
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Apéndices

Apéndice O. Balances de carbono de las cinéticas

Resumen global de carbono en alcanos

La siguiente tabla nos muestra el resumen global de carbono del CO2 de cada uno de los alcanos con cada una de las condiciones

ensayadas en este trabajo .

I Propano I Butano I Pentano I Hexano I Heptano
React ivos

carbono del alcano I 0.53 ! 1.1 I 3.11 I 6.79 I 0.37 I 0.83 I 2.04 I 4.60 I 0.65 11.08 I 2.04 14.09 I 0.49 10.941 2.181 4.3710.51 11.07 I 2.01 l 4.88
carbono de CO2 I 0.33 I0.60 11.62 I 2.86 I 0.39 I0.70 I 1.24 I 2.58 I 0.26 I 0.45 I 1.00 12.10 I 0.36 10.801 1.421 2.8510.59 11.08 11.79 13.16

Productos

~:r~u:n~~~i~~~02 10.63 10.54 10.52 10.42 11 .0 I0.85 10.61 10.56 10.40 I0.41 I0.49 10.51 I0.73 10.85 10.65 10.6511 .0 1 1.0 10.89 10.65
Tabla O-l. Resumen global de la fuente de carbono en CO2 de cada uno de los alcanos utilizados en este trabajo.

En la siguiente tabla se muestra el resumen total de carbono en forma de biomasa de cada uno de los alcanos con cada una de las

condiciones de este trabajo .

carbono del alcano
carbono como
biomasa

91
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Apéndices

A continuación se presentan los resúmenes globales de la fu ente de carbono de cada uno de los éteres y alcoholes prob ados en
este trabajo .

Resumen global de carbono en MTBE

Propano Butano Pentano Hexano Heptano
Rea ctivos

Carbono del alcano 0.52 1.46 2.75 6.24 0.50 0.90 1.65 3.77 0.56 1.06 2.38 4.33 0.51 1.06 2.15 4.39 0.76 1.37 2.25 4.24
Carbono del MTBE
consumido 0.61 0.94 1.00 1.04 0.77 0.90 1.03 1.06 0.61 1.00 1.02 1.06 0.97 0.98 1.01 1.01 0.81 0.78 1.04 1.04
Total 1.14 2.39 3.75 7.28 1.27 1.80 2.68 4.83 1.16 2.06 3.39 5.38 1.48 2.05 3.16 5.41 1.56 2.15 3.29 5.28

Productos
Carbono del MTBE
no consumido 0.34 0.08 0.00 0.00 0.39 0.02 0.00 0.00 0.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.20 0.00 0.00
Carbono como TBA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Carbono de CO2 0.90 1.64 2.24 3.81 0.68 1.19 1.82 3.25 0.74 1.22 1.94 2.65 1.29 1.77 2.70 4.14 1.24 1.72 2.47 4.29
Carbono de
biomasa 0.35 0.74 1.28 2.73 0.52 0.69 1.03 1.96 0.53 0.75 1.35 2.23 0.26 0.41 0.69 1.28 0.26 0.36 0.51 0.84
Total 1.58 2.45 3.52 6.54 1.58 1.89 2.84 5.21 1.97 1.97 3.29 4.87 1.55 2.17 3.39 5.42 1.70 2.28 2.98 5.13

Recuperac ión Global
Recuperación de
carbono 1.0 0.99 0.94 0.90 0.94 1.0 1.0 1,0 1.0 0.95 0.97 0.91 1.0 1.0 1.0 1.00 1.0 1.0 0.90 0.97
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.30 0.31 0.34 0.38 0.41 0.38 0.38 0.41 0.46 0.36 0.40 0.41 0.18 0.20 0.22 0.24 0.17 0.17 0.15 0.16
Recuperación de
carbono como C02 0.79 0.68 0.60 0.52 0.54 0.66 0.68 0.67 0.63 0.59 0.57 0.49 0.87 0.86 0.85 0.76 0.79 0.80 0.75 0.81

Tabla D-1I1. Resumen global de las fuentes de carbono del MTBE y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de ca rbono de l TAME

Apéndices

Prop ano Butan o Pentano Hexano Heptano
Reactivos

Carbono del alcano 0.70 1.37 2.79 5.84 0.42 1.01 2.27 4.54 0.63 0.98 2.20 4.31 0.48 1.10 2.13 4.28 0.62 1.21 2.47 4.57
Carbono del TAME
consumido 0.69 0.97 0.98 1.00 0.70 0.88 0.76 0.76 0.73 1.09 1 09 1.09 0.93 1.05 1.08 1.09 0.51 0.73 0.61 0.75
Total 1.39 2.34 3.76 6.84 1.12 1.89 3.03 5.30 1.37 2.06 3.29 5.41 1.42 2.15 3.21 5.37 1.13 1.94 3.08 5.32

Produc tos
Carbono del TAME
no consumido 0.36 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00 0.35 0.00 0.00 0.00 0.15 0.04 0.00 0.00 0.33 0.18 0.60 0.75
Carbono como TAA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.48 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.16
Carbono de CO2 1.08 1.53 2.30 3.87 0.97 1.17 1.79 2.82 0.64 1.18 2.25 3.69 1.39 1.75 2.56 4.21 0.97 1.59 '2.71 4.40
Carbono de
biomasa 0.42 0.70 1.29 2.56 0.18 0.44 1.00 2.00 0.56 0.72 1.27 2.22 0.13 0.29 0.56 1.12 0.24 0.34 0.55 0.90
Total 1.49 2.23 3.59 6.43 1.33 1.61 2.79 4.82 1.68 1.90 3.52 5.91 1.52 2.04 3.12 5.34 1.21 1.92 3.29 5.45

Recuperación Global
Recuperación de
carbono 1.0 0.95 0.95 0.94 1.0 0.85 0.92 0.91 1.2" 0.92 1.07 1.0 1.0 0.95 0.97 0.99 1.0 0.99 1.0 1.0
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.30 0.30 0.34 0.38 0.17 0.24 0.33 0.38 0.41 0.35 0.39 0.41 0.09 0.13 0.17 0.21 0.21 0.17 0.18 0.17
Recuperación de
carbono como CO2 0.78 0.65 0.61 0.57 0.87 0.62 0.59 0.53 0.47 0.57 0.69 0.68 0.98 0.82 0.80 0.78 0.86 0.82 0.88 0.83

Tabla D-IV. Resumen global de las fuentes de carbono del TAME y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de carbono del TBA

Apéndices

Propano Butano Pentan o Hexano Heptano
Reactivos

Carbono del arcano 0.66 1.34 2.92 6.40 0.40 0.99 2.10 5.18 0.59 1.05 2.24 3.93 0.51 0.96 2.10 4.42 0.66 1.04 2.18 4.76
Carbono del TBA
consumido 0.82 1.02 1.06 0.83 0.99 1.02 1.08 1.07 0.35 1.01 1.02 1.03 0.85 0.85 0.85 0.85 0.93 1.05 0.97 0.96
Total 1.47 2.35 3.97 7.23 1.39 2.01 3.19 6.25 0.95 2.07 3.25 4.96 1.35 1.81 2.95 5.28 1.59 2.10 3.15 5.71

Productos
Carbono del TBA no
consumido 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00
Carbono de CO2 1.30 1.33 2.23 3.74 0.97 1.85 2.06 3.48 0.53 1.42 2.02 2.86 1.03 1.48 2.23 3.74 1.39 1.71 2.37 4.23
Carbono de
biomasa 0.40 0.69 1.34 2.80 0.18 0.43 0.93 2.28 0.55 0.76 1.30 2.08 0.13 0.25 0.55 1.16 0.24 0.31 0.50 0.93
Total 1.70 2.01 3.57 6.54 1.15 2.29 2.99 5.76 1.08 2.18 3.32 4.94 1.16 1.73 2.78 4.90 1.63 2.02 2.86 5.15

Recup eración G lob al
Recuperación de
carbono 1.0 0.85 0.90 0.90 0.82 1.0 0.94 0.92 1.0 1.0 1.0 1.00 0.86 0.95 0.94 0.93 1.0 0.96 0.91 0.90
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.27 0.29 0.34 0.39 0.13 0.22 0.29 0.36 0.58 0.37 0.40 0.42 0.10 0.14 0.19 0.22 0.15 0.15 0.16 0.16
Recuperación de
carbono como CO2 0.88 0.56 0.56 0.52 0.70 0.92 0.65 0.56 0.56 0.69 0.62 0.58 0.76 0.81 0.75 0.71 0.87 0.82 0.75 0.74

Tabla O-V. Resumen global de las fuentes de carbono del TBA y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de carbono del TAA

Apéndices

Propano Butano Pentano Hexano Heptano
Reactivos

Carbono del alcano 0.70 1.63 5.37 7.07 0.42 1.03 2.03 4.74 0.56 1.24 1.94 4.27 0.51 0.93 2.29 4.38 0.61 1.07 2.47 5.31
Carbono del TM
consumido 0.99 1.05 1.01 1.02 0.94 1.02 0.98 1.30 0.49 0.92 1.21 1.10 1.09 1.10 1.10 1.09 0.58 0.78 0.57 0.54
Total 1.69 2.68 6.38 8.09 1.36 2.06 3.02 6.03 1.05 2.16 3.14 5.37 1.61 2.03 3.39 5.48 1.19 1.85 3.03 5.85

Productos
Carbono del TM no
consumido 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.38 0.52 0.57
Carbono de CO2 1.28 1.63 3.09 4.76 0.91 1.31 1.86 3.24 0.54 1.54 2.22 NO 1.24 1.80 2.52 3.93 0.97 1.43 2.34 4.09
Carbono de
biomasa 0.42 0.81 2.37 3.08 0.48 0.75 1.19 2.38 0.53 0.84 1.15 2.20 0.26 0.37 0.73 1.28 0.23 0.31 0.54 1.02
Total 1.70 2.44 5.46 7.84 1.39 2.06 3.05 5.62 1.07 2.38 3.37 NO 1.50 2.18 3.25 5.21 1.20 1.74 2.88 2:37

Recuperac ión Global
Recuperación de
carbono 1.0 0.91 0.86 0.97 1.0 1.0 1.0 0.93 1.0 1.0 1.0 NO 0.94 1.0 0.96 0.95 1.0 0.94 0.95 0.87
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.25 0.30 0.37 0.38 0.35 0.37 0.40 0.39 0.50 0.39 0.37 0.41 0.16 0.18 0.22 0.23 0.20 0.17 0.18 0.17
Recuperación de
carbono como C02 0.76 0.61 0.48 0.59 0.67 0.64 0.62 0.54 0.51 0.71 0.71 NO 0.77 0.89 0.75 0.72 0.82 0.77 0.77 0.70

Tabla O-VI, Resumen global de las fuentes de carbono del TAA y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de carbono del ETBE

Apéndices

I Propa no Butano Pentano Hexano Heotano
Reactivos

Carbono del alcano 0.98 1.59 3.79 8.16 0.50 1.03 2.78 4.18 0.70 0.87 2.09 4.11 0.52 0.97 2.23 4.38 0.71 1.17 2.53 4.17
Carbono del ETBE
consumido 0.07 0.20 0.36 0.42 0.00 0.30 0.39 0.48 0.34 0.84 1.12 1.22 0.25 0.48 0.49 0.77 0.23 0.30 0.30 0.41
Total 1.05 1.79 4.15 8.58 0.50 1.33 3.17 4.66 1.03 1.71 3.21 5.34 0.78 1.45 2.72 5.15 0.94 1.48 2.83 4.58

Productos
Carbono del ETBE
no consumido 0.56 0.57 0.85 0.25 0.62 0.34 0.20 0.04 0.59 0.21 0.00 0.00 0.70 0.45 0.46 0.22 0.92 0.89 0.82 0.71
Carbono como TBA 0.0 O O 0.00 0.0 O O 0.00 0.08 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.04 0.00 0.00
Carbono de CO2 0.55 0.75 1.53 4.16 0.43 0.82 1.97 3.08 0.59 0.76 2.12 3.01 0.57 1.43 1.96 3.67 0.58 1.48 2.19 3.48
Carbono de
biomasa 0.54 0.79 1.71 3.53 0.22 0.45 1.22 1.84 0.35 0.44 1.05 2.06 0.14 0.26 0.59 1.15 0.14 0.23 0.51 0.83
Total 1.09 1.54 3.24 7.69 1.27 1.61 3.40 4.95 1.02 1.30 3.17 5.07 0.71 1.68 2.55 4.82 0.75 1.76 2.70 7:27

Recuperación Global
Recuperación de
carbono 1.0 0.86 0.78 0.90 2.5" 1.0 1.0 1.06 0.99 0.76 0.99 0.95 0.91 1.0 0.94 0.93 0.80 1.0 0.95 0.94
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.51 0.44 0.41 0.41 0.44 0.34 0.39 0.39 0.34 0.25 0.33 0.39 0.18 0.18 0.22 0.22 0.15 0.16 0.18 0.18
Recuperación de
carbono como CO2 0.53 0.42 0.37 0.48 0.85 0.62 0.62 0.66 0.57 0.44 0.66 0.56 0.73 0.98 0.72 0.71 0.61 1.00 0.77 0.76

Tabla O-VII. Resumen global de las fuentes de carbono del ETBE y cada uno de los alcanos probados
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Resumen globa l de carbono del DIPE

Apéndices

Propano Butano Pentano Hexano Heptano
Reactivos

Carbono del alcano 0.67 1.44 3.96 6.00 0.73 1.07 2.78 4.73 0.59 1.05 2.08 3.89 0.73 1.13 2.47 4.71 0.64 1.08 2.40 3.99
Carbono del OIPE
consumido 0.19 0.27 0.45 0.70 0.14 0.17 0.15 0.30 0.32 0.33 0.58 0.92 0.20 0.37 0.41 0.38 0.30 0.23 0.18 0.24
Total 0.87 1.72 4.41 6.71 0.87 1.24 2.93 5.03 0.90 1.38 2.65 4.80 0.93 1.49 2.87 5.10 0.94 1.31 2.58 4.23

Productos
Carbono del ETBE
no consumido 0.75 0.73 0.51 0.30 0.56 0.49 0.09 0.38 0.69 0.52 0.36 0.02 0.82 0.65 0.61 0.63 0.69 0.70 0.78 0.54
Carbono de CO2 0.42 1.06 2.05 3.52 0.34 0.54 1.29 3.24 0.51 0.88 1.44 3.09 0.69 1.16 2.05 3.70 0.66 0.98 1.69 3.11
Carbono de
biomasa 0.41 0.73 1.78 2.63 0.32 0.47 1.22 2.08 0.29 0.53 1.04 1.94 0.19 0.30 0.65 1.24 0.13 0.22 0.48 0.80

21:4
Total 0.83 1.79 3.83 6.16 1.21 1.50 2.60 5.70 0.81 1.41 2.48 5.04 0.88 1.46 2.69 4.94 0.79 1.19 2.17 2

Recuperación Global
Recuperación de
carbono 0.95 1.0 0.87 0.92 1.4" 1.21 0.89 1.0 0.89 1.0 0.93 1.0 0.95 0.98 0.94 0.97 0.84 0.91 0.84 0.92
Recuperación de
carbono como
biomasa 0.47 0.43 0.40 0.39 0.37 0.38 0.42 0.41 0.50 0.38 0.39 0.40 0.21 0.20 0.23 0.24 0.14 0.16 0.19 0.19
Recuperación de
carbono como CO2 0.48 0.62 0.46 0.53 0.39 0.43 0.44 0.64 0.57 0.64 0.54 0.64 0.74 0.78 0.71 0.73 0.71 0.75 0.65 0.73

Tabla O-VIII. Resumen global de las fuentes de carbono del OIPE y cada uno de los arcanos probados

• La cuantificación de biomasa y CO2 no se realizaron al mism o tiempo.
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