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Resumen

La incorporacion de aditivos oxigenados como el Metil ter-Butil Eter (MTBE), el Etil
ter-Butil Eter (ETBE) y el ter-Amil Metil Eter (TAME), como parte del Programa de
Reformulacion de la Gasolina (RFG), buscé una soluciéon parcial al problema de
contaminacion por plomo y al mismo tiempo mejorar la combustion de la gasolina. El
MTBE es uno de los oxigenantes mas utilizados en la gasolina, para hacer mas eficiente
la combustion de la misma en los vehiculos automotores, sin embargo, se ha comprobado
que el uso extensivo del MTBE ha propiciado la contaminacion de mantos acuiferos,
debido a la evaporacién de la gasolina en estaciones de servicio, a derrames accidentales
y fugas de tanques de almacenamiento, que provocan la fuga del MTBE hacia los cuerpos
de agua subterranea. Dado que el MTBE es altamente soluble en agua, y que ha sido
clasificado como potencialmente cancerigeno para los humanos, se hace necesario
removerlo. En la actualidad existen diversos tratamientos para ello y la aplicacion de estos
dependera de las concentraciones de MTBE y del sitio contaminado. La biorremediacion,
como una opcion de eliminacion, ha demostrado ser efectiva para eliminar compuestos de
dificil degradacion y en muchos casos el cometabolismo ha demostrado ser una
alternativa viable. La busqueda y caracterizacion de poblaciones microbianas capaces de
degradar este tipo de compuestos constituye la base del exito de cualquier alternativa
biologica de tratamiento. De esta manera, este estudio pretende contribuir al conocimiento
que se tiene sobre degradacion cometabolica del MTBE y de otros oxigenados de la
gasolina utilizando diferentes alcanos lineales de cadena corta, mediante la
caracterizacion de un consorcio microbiano obtenido de sitios contaminados con gasolina
de la region 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 cometabolismo el Metil ter-butil éter (MTBE), ter-Amil metil éter (TAME), ter-Butil
alcohol (TBA), ter-Amil alcohol (TAA), Etil ter-butil éter (ETBE) y Di-isopropil éter (DIPE),
cuando se utilizaron n-alcanos de cadena corta en un rango de C3-C7 como fuente de
carbono y energia. La mineralizacion del MTBE para todos los n-alcanos fue completa, sin
embargo destaca la tasa de degradacion obtenida con el pentano 76 mgurse/Gproteina/, Y
es también con este alcano donde se logro la degradacion 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 cometabolicamente para la degradaciéon completa de
oxigenantes especificos.
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Introduccion

1.Introduccioén

En las dltimas décadas el hombre ha tenido un importante avance tecnolégico, las
necesidades basicas del ser humano crecen por una presion 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 petréleo y sus derivados. En este esquema mundial
se ubica un combustible basico: la gasolina, que ha ido de la mano con la evolucién de las
sociedades contemporaneas y el desarrollo de gran parte de la tecnologia actual.

La necesidad de contar con una gasolina que cumpla con los estandares establecidos por
la industria, entre ellos una buena combustion 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) encontré una amplia aceptacion ya
que mejora la combustion de la gasolina dentro del motor, bajando la emision de
hidrocarburos no quemados a la atmésfera, aumentando el octanaje en la gasolina y sin

causar danos 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 fisicas y quimicas ha

causado contaminacion principalmente en mantos acuiferos.

En este marco, la deteccion cada vez mas frecuente de oxigenados de la gasolina en
aguas subterraneas, ha causado preocupacion ante el dafo a uno de los recursos
hidricos mas 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 busqueda de una alternativa biolégica viable,
para la solucion del problema de contaminacién por oxigenados de la gasolina.

En el presente trabajo se trata de explicar brevemente el desarrollo, la importancia, la
formulacién y el uso que se ha dado en la gasolina a nivel mundial, en EE.UU. y México, a

partir de la ubicacion de estos datos, se pretende hacer un énfasis en la importancia del
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uso, la produccion y la demanda de los oxigenantes para la reformulacion de la gasolina,
asi como de los costos ambientales y a la salud causados por la contaminacion de estos
compuestos. Se tratard de enmarcar los principales estudios sobre el tema, ademas de
aquellos en los que el cometabolismo constituye una alternativa viable. Finalmente se
analizaran los datos obtenidos y se hara una comparacion de este con algunos trabajos

importantes sobre el tema.
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2. Antecedentes

2.1 Gasolina y su importancia

El creciente uso de la gasolina en el mundo tiene implicaciones en el desarrollo
econdémico por lo que es importante realizar una revision en este tema, con el fin de
comprender la dinamica actual entre el uso de la gasolina y la magnitud de la
problematica que encierra la contaminacion generada por los aditivos oxigenantes.

La gasolina es un producto de la refinacion del petroleo crudo y esta formada por una
mezcla de hidrocarburos basicos, compuestos oxigenantes y pequenas cantidades de
aditivos. La gasolina tiene un gran numero de compuestos quimicos, los cuales pueden
agruparse en: Parafinas, isoparafinas, olefinas. naftas y compuestos aromaticos, entre los
compuestos oxigenantes se encuentra el Metil Terbutil Eter. La formula general de la

gasolina es CgH,;

Los hidrocarburos que integran a la gasolina tienen distintas volatilidades, o puntos de
ebullicion. Algunos de ellos se evaporan mas rapidamente que otros, asi esta
combinacion asegura el funcionamiento adecuado del combustible bajo distintas

condiciones.

El octanaje en la gasolina es la medida de su calidad antidetonante, es decir, su habilidad
para quemarse sin causar detonacion en los motores de los automoviles. Esta propiedad
se mide con dos indices: Numero de Octano Investigado (RON), el cual define la calidad
de combustion de la gasolina, y el Numero de Octano en Motor (MON). El MON es
tomado normalmente como un indicativo de la habilidad del combustible para prevenir la
detonacion en motores a altas velocidades.

Una gasoiina con bajo indice de octano favorece las explosiones dentro del motor, lo que
presenta una disminucion en la potencia y menor rendimiento de los motores, dafando el
motor (Fayolle et al., 2001)

-4
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2.2 Gasolinas Reformuladas (RFG)

La ultima década se ha caracterizado por una profunda preocupacion de los gobiernos,
enfocada a revertir 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 Proteccion al Ambiente
(Environmental Protection Agency, EPA) de los EE.UU. comenzé a proteger la salud
publica mediante requerimientos de cambios en la formulacién de la gasolina. Los aditivos
con plomo usados hasta entonces como mejoradores de octano fueron eliminados y en su
lugar se comenzo a usar los oxigenantes como el etanol y el MTBE.

En 1990 se creo la Clean Air Act Amendments (CAAA), estableciendo un requerimiento
en la adicion de oxigenantes a la gasolina en nueve areas metropolitanas de Estados
Unidos para reducir las concentraciones de monoxido de carbono y ozono a un nivel
minimo en los meses de invierno, el MTBE se agrego en concentraciones entre 11 a 15 %
(vol) a gasolinas reformuladas (RFG) (Prince 2000, Fiorenza et al ,2003)

La nueva gasolina redujo las emisiones de compuestos precursores de la formacion de
ozono, de contaminantes toxicos a la salud y permitio obtener un mejor aprovechamiento
de la energia. En su preparacion se tomaron en cuenta: los costos, la salud, el impacto

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

Si bien existen parametros internacionales sobre la composicion de la gasolina, cada pais
adecua la formulacion del combustible. Dentro de los diferentes hidrocarburos que
constituyen a la gasolina algunos estan sujetos a regulacion entre ellos se encuentran el
contenido de benceno, aromaticos y olefinas. El benceno se restringe por ser un
compuesto que ha demostrado ser cancerigeno para los seres humanos; los aromaticos y
olefinas se controlan porque al quemarse en el automovil dan origen a compuestos
quimicos (aldehidos y cetonas) precursores de la formacion del ozono en las zonas
urbanas. La gasolina también debe cumplir con especificaciones fisicas de parametros

como la volatilidad controlada a traves de su presion de vapor.

El uso del MTBE en los EE.UU. se extendio dramaticamente en anos posteriores debido a
su bajo costo de produccion (Stocking et al., 2000). De tal manera que llego a ser el 4to.

compuesto quimico con mayor produccion en este pais (Jonhson et al, 2000).
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2.3 La gasolina en México

A continuacion se presenta la evolucion que la gasolina ha tenido nuestro pais (PEMEX
2000).

En 1938, al formarse Petroleos Mexicanos, el pais consumia gasolina que cumplia con
especificaciones muy modestas, de acuerdo con los requerimientos de los motores de
aquella época los cuales se satisfacian con 57 octanos. Esta gasolina se preparaba con
3ml/Gal maximo de tetraetilo de plomo (TEP), aditivo utilizado para incrementar su
octanaje.

En 1940, aparecio en el mercado la primera gasolina formulada por PEMEX a la que se le
denomind Mexolina. La calidad del combustible se mejoro al incrementar su indice de

octano a 70 minimo.

Hasta el ano de 1973 se mantuvieron en el mercado cuatro grados de gasolinas para uso
en automotores, con diferentes opciones de octano para satisfacer con amplitud los
requerimientos del parque vehicular en Mexico, que incluian desde la Mexolina,
Supermexolina, Gasolmex y PEMEX 100, con 70, 80, 90 y 100 octanos RON

respectivamente, todas conteniendo tetraetilo de plomo

Posteriormente en 1973, se introdujo el uso de dos nuevas gasolinas, la Nova con 81
octanos y 3.5 ml de TEP/Gal (tetraetilo de plomo/Galon) maximo y la Extra con plomo de
94 octanos RON y 3.5 ml TEP/Gal maximo. En 1974 a la Extra sin plomo con 92 octanos
y 0.05 gr. Pb/Gal maximo, que sustituyeron a las cuatro anteriores. Las gasolinas sin

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

A partir de 1982, sin sufrir cambios importantes en su composicion basica, la gasolina
Nova se reformuld con el fin de reducir el uso de tetraetilo de plomo, lo que permitid, solo
en la Ciudad de México, disminuir el impacto ambiental por concepto de plomo en 3,240
toneladas por ano. La disminucion en el contenido de tetraetilo de plomo en la gasolina
Nova de 249 a 0.78 ml/Gal se llevé 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, teniendo la Nova, un rango en el contenido del
tetraetilo de plomo de 0.5 y 1.0 ml/gal para el area metropolitana y la Extra, 0.05 g Pb/gal

maximo.

En 1991, se logro otra reduccion del contenido de plomo en la gasolina Nova, bajando de
0.73 a 0.36 ml 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 bajo de 0.18 a
0.13 mL TEP/gal, llegando a reducirse en otras 98 toneladas al afo. Asi aparecio la
gasolina Magna Sin, la palabra Sin significa que es una gasolina sin plomo; su
especificacion es de 0.01 gr. Pb/Gal maximo, y 87 octanos.

Las gasolinas que se consumen hoy dia no tienen plomo y su octanaje es igual al de las
gasolinas Regular y Premium norteamericanas, estas son la gasolina Pemex Magna y la
Pemex Premium con un mayor indice de octano, ambas de composicion similar (Schifter
et al., 2000).

La composicion de estos dos tipos de gasolina se muestra en la Tabla 2.1 donde se
presentan por analisis. PIONA (parafinas, isoparafinas, olefinas y aromaticos) en

porcentaje en masa.

Tabla 2.1 Composicion de las gasolinas Pemex magnay Pemex premium

| Componentes | Pemex Magna [ Pemex Premium
n-parafinas 10635 | 6193
i-parafinas 39.278 | 51844
Olefinas | 6280 | 4301
 Naftenos 4485 1873
Aromaticos 31.508 - 27.256
Oxigenantes 7579 [ 840
Pesados y no identificados 0235 | 0112

(Zambrano ef al., 2002).

La gasolina mas usada en México, es la gasolina Magna y las diferencias de ésta con la
gasolina Premium se dan en la composicion 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 Meéxico, y asi mismo hacer una comparacion con el pais mas
industrializado del mundo y que mas gasolina consume a nivel mundial.

2.4.1 El consumo de gasolina en México

La ciudad de México es el centro politico, economico y cultural del pais. Actualmente con
cerca de 16.6 millones de habitantes (aproximadamente 20% de la poblacion total del
pais) La Zona Metropolitana del Valle de Mexico es uno de los centros urbanos mas
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 pais (Schifter et al., 2000a).

Las ventas de gasolina en el 2001 por PEMEX fueron de aproximadamente 84.7 millones
de litros por dia (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, Nova/Base, PEMEX Premium y otras gasolinas
correspondiendo a 51, 44, 4 y 1 % de la produccion global para cada una de ellas. Las
refinerias donde se producen son Cadereyta, Madero, Tula, Salamanca, Minatitlan y
Salina Cruz. Adicionalmente en el 2001 se importaron 21.8 millones de litros diarios (137
MBD) (PEMEX 2001).

2.4.2 Comparacion del consumo de gasolina entre México y EE.UU.

La Tabla 2.2 presenta los consumos totales a nivel pais en comparacion 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) correspondieron a gasolinas oxigenadas.
En ambos paises en ese ano la proporcion de gasolina oxigenada usada fue de 38%, sin

embargo el consumo 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.

Tabla 2.2. Consumo de gasolina en México y en EE.UU.

Propiedad Meéxico EE.UU.
Area de pais (miles de Km?) 1,959 9,364
Poblacion (millones) 94 268
Consumo de gasolina (MBD) (1998) 512 8,184
Consumo de gasolina oxigenada MBD (1998) 192 3,260

MBD= miles de barriles por dia
(Schifter et al., 2001).

2.5 Uso de oxigenantes en la gasolina

Inicialmente los oxigenantes se mezclaron en la gasolina para desplazar el plomo,

aumentar |a tasa de octano y posteriormente se les utilizo para disminuir los aromaticos.

Entre los compuestos que se agregan a la gasolina se encuentran algunos alcoholes,
especialmente metanol, etanol y ter-butil alcohol (TBA), o éteres tales como el metil ter-
butil eéter (MTBE), etil ter-butil éter (ETBE), y el ter-amil metil éter (TAME). Los éteres son
generalmente preferidos a los alcoholes ya que éstos ultimos pueden ser corrosivos en
algunos materiales usados en maquinas e incluso pueden presentar problemas de
separacion de fases cuando se mezclan con hidrocarburos (Vautrain, 1999). EI MTBE es
el mas usado por la industria debido a su bajo costo, a su facil produccion por las
refinerias, a sus caracteristicas favorables para mezclarse con otros componentes de los
combustibles, y no se separa de la gasolina en presencia de agua, en los sistemas de

distribucion, de suministro, y en los propios automoviles.

El MTBE se obtiene principalmente al hacer reaccionar isobutileno con metanol en
presencia de un catalizador acido por un rompimiento catalitico o una dehidrogenacion de
butano, a nivel industrial se utiliza columnas de destilacion cataliticas, en donde se lleva a
cabo la reaccion y separacion de los productos. El TAME es producido por una reaccién
de metanol en isoamileno; el ETBE es usado en Espana y en Francia y es formado por
una reaccion de isobutileno con etanol, permitiendo el uso indirecto de etanol de origen
agricola (Torck, 1999). El metanol es producido principalmente a través de la sintesis de
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una mezcla de carbono e hidrogeno. La reserva de alimentacion principal para la
produccién de metanol es gas natural, a pesar de que otros destilados del petréleo y

carb6n pueden usarse.

2.5.1 Produccion y demanda mundial de oxigenantes

El uso mundial de oxigenantes, en particular de metil ter-butil eter (MTBE), como
compuestos de la gasolina ha crecido sustancialmente desde principios de la década
pasada. Este crecimiento se ha dado como respuesta a los requerimientos de reduccion
de emisiones de la combustion en automotores para atenuar el problema de
contaminacion atmosférica en las ciudades. Actualmente, se estima que la demanda
mundial de oxigenantes es de 657 MBD (miles de barriles por dia), de los cuales el 72%
son eteres como el MTBE, Ter-amil metil éter (TAME) y el Etil Ter-butil eter (ETBE) que
provienen del petroleo y el resto es etanol anhidro que proviene de fuentes renovables
Fig. 2.1 (Gonzalez 2001).

En varios paises los oxigenantes se han producido en volumenes crecientes desde los
anos setenta. El MTBE figura actualmente entre los 50 productos quimicos de mayor

produccion en volumen a nivel mundial (Reich 1994).

TAME
(27 MBPD)
4%

ETBE
{7 MBFD)
1%

(120 g'lBB;D) B | ree
(456 MBPD)

67 %

Figura 2.1 Consumo a nivel mundial de los diferentes oxigenantes. (Gonzalez 2001 )
(MBD) miles de barriles por dia
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2.5.2 Produccion 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 implantacion de programas de reformulacion y oxigenacion de las mismas.
Es el consumidor de aproximadamente el 61 % 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 excedié 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 utilizo en el 80% de los combustibles oxigenados
en EE.UU. Figura 2.2 (Faulk et al., 2001).

TAME, DIPE ETBE TBA
Etanol 5%

|
|
i

_— . B

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

2.5.3 Oxigenantes en México

En nuestro pais para el invierno de 1993 se sustituyo, de manera extensiva, el tetraetilo
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 indice 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 produccion de estos compuestos por PEMEX en los periodos
de 1999 a 2001.

10
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México adiciona MTBE a todas sus gasolinas y ha construido plantas para la produccion
de los aditivos oxigenantes (MTBE y TAME) en las refinerias de Tula, Salamanca,
Cadereyta y Salina Cruz. (Favela 2000).

Figura A3. Produccion de MTBE y TAME por PEMEX (Anuario estadltico ptroquamlc 2001,
Secretaria de Energia).

La produccion en promedio es de 23 y 1.8 MBD (Fig. 2.3) para el MTBE y TAME,
respectivamente Si se considera que en la ciudad de México se consumen 18 miliones de
litros diaros de gasolina y considerando que el MTBE se encuentra en una proporcion de
aproximadamente 9% se necesitarian aproximadamente 10 MBD, de esta manera, la
produccion del pais no es suficiente y el resto se importa principalmente de EUA. (Favela
2000)

2.6 Distribucion en el ambiente y principales fuentes de emision

Las fuentes de liberacion al ambiente son: fugas de los tanques de almacenamiento
subterraneos, por derrames y evaporacion durante la obtencion y transporte de
oxigenantes o gasolina reformulada con estos, tambien por accidentes durante el

transporte a traves de tuberias subterraneas.

Por estos vectores, y por su alta solubilidad en agua, se hace evidente que el MTBE
principalmente se encuentra contaminando acuiferos subterraneos. Aungque en menor
proporcion también se encuentra en aguas superficiales, en este caso ocurre por

liberacion directa, precipitacion pluvial, por descargas de agua subterranea contaminada,
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o por emisiones de vehiculos acuaticos, siendo éste el principal vector contaminante en
lagos, grandes rios, presas, y pequenas bahias,

La volatilizacion de la fase agua-aire, es el principal mecanismo de pérdida del MTBE, en
lagos y grandes reservorios de agua superficial. La pérdida de MTBE sigue un
decaimiento exponencial con mas del 80% que se volatiliza en dos o tres semanas, esto
se debe a la alta volatilidad del compuesto. Si el MTBE es transportado a aguas mas
profundas la tasa a la cual se pierde es mucho mas lenta.

2.7 Caracteristicas de los oxigenantes que influyen en el problema de la

contaminacion

El metil ter-butil eter (MTBE) es un compuesto organico sintetico estable incolero, con
clor fuerte y flamable por su contenido de oxigeno En la Tabla 2 3 se presentan vainas

propiedades de los oxigenantes

El MTBE es un compuesto altamente soluble con una baja constante de la ley de Henry {
ver Tabla 2 3) . se disuelve rapidamente en agua, por lo que la porcion disuelta en agua
es mayor que la que se encuentra disuelta en el aire. Su solubilidad en agua es de
aproximadamente 50,000 mg/L (Squillace et al., 1997)

Una constante de Henry adimensional de 0.05 o mayor indica que es un compuesto
quimico volatil, y como se observa en la Tahla 2.3, a excepcion del TBA y el TAA los
eteres son volatiles siendo el MTBE el mas volatil. Por esta caracteristica estos pueden
facilmente migrar (volatilizarse) a la atmosfera desde su estado liquido, en el aire el MTBE
tiene una vida media de tres dias antes de reaccionar con otros compuestos en la
atmosfera, en la superficie 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
subterraneas (Fiorenza et al, 2003).

Una K, tan baja como la del MTBE nos indica una capacidad limitada para ser absorbido,
el coeficiente de absorcion es una habilidad quimica para sorber o unirse a particulas del
suelo. Con estas caracteristicas fisico-quimicas la presencia del MTBE es frecuente en
sitios contaminados con gasolina, encabezando la migracion 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 biodegradado, por esta razén se dice gue es un compuesto

recalcitrante.

Tabla 2.3. Caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de los diferentes oxigenantes

|

Ter-amil
alcohol
| TAA. Ter-pentil
alcohol, 2-
Metil-2-
. butanol dimetil
. etl carbinol. etil
dimetil
carbinol, ter-

|
|
|
|

__pentanol |

C«H- O
(CH.) COH

CH. CH

ae 1F

12 mmnng a 20

0 8084

Altamente
soluble en
agua

|
MNombre : :
quimico Meul;::rr bl Ter-aér::lrn'lenl Etil ter-butil eter Dns:t:npil Lmln
1}
MTBE. 2- TAME; 2-metoxi- DIPE: 2-2
Metox-2-metil- | 2-metil butano; ETBE. ter-butil etil axybﬁp.ropano TBA
Sinorimos prRpanC: Jar metil ter-pentl ster; propanc-2- . 2-1S0propoxi- 2-mef.lll-2-
o butil metil éter; eter: 1,1- etarlQ-me_I.lI_ 1.1- propano; éter propanol
metil terciario dimetipropil dimetil etil eter diisopropilico
butil éter metil éter.
1 - T — e —-
Formula
molecular CH-0 |  CeHiO C:Hu0 _ C:H.0 C:Hy0
3 \ Tod
: F’esor'rmlef:urar | 8815 I 102 18 10218 10218 7412
] {gmol ') | |
. Punto de fusion i 103 oty =8
e 109 103
Funto de
Ebulbcion 552 863 722 682 4
t"Calam |
Presion | : i
| de vapor | 240 | 75 130 | 159 41
. immHg a 25°C) | : | |
-: IK;"L"‘-‘:";{;’C.’ | 07404 | 077 07495 | omse | o785
Solubildad | | |
(@/100gde | 48 | 12 12 ! 02 | Miscible
| agua) | |
| Constante de la | - |
Ley de Henry 55X10°a 3 |
X10 195X 10 264X 10 | 477 X10 121 X10
(Atm-m Ji(g- J
mal) :
| 22X10°a 0081 ! o1 1 0199 503x 10"
| Adimensional | 12x10' EEI | . |
Log Ku 055a09 NA | NA 113 157
— T — -
Log K., 094a130 NA NA 152 035

Adaptada de (Fayolle ef al., 2001) y EPA 1998(EPA/600/R-98/048)

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

disolverse o no, si tienen una densidad mas 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

saturacion en el agua ocurre estos compuestos tienden a flotar en la superficie del agua

| S —
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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, citrico, o como menta (Jacobs et al., 2001).

2.8 Problema de contaminacidn generado por los oxigenantes

El uso de los oxigenantes en la gasolina fue implementado en areas de los EE.UU. que no
cumplian con el estandar de la calidad del aire. Como ya se menciono anteriormente esta
medida se adopto en nueve zonas metropolitanas, y efectivamente se logro disminuir las
emisiones de monoxido de carbono en estas areas sobre todo en época invernal. Asi. la
CAAA ordeno simultaneamente la entrada al programa de gasolinas reformuladas con
oxigenantes. a otras zonas con problemas de contaminacion ambiental El oxigenante

mas comunmente utilizado en las gasolinas reformuladas fue el MTBE

El| area de comercializacion mas importante del MTBE en los EE. UU. es California. La
calidad del aire en este estado mejoro debido al uso del MTBE en la gasolina. Sin
embargo. el caso mas notorio de contaminacion debido al uso del MTBE. se presento en
la ciudad de Santa Monica, esta ciudad utiliza agua subterranea 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 Chamock se detecto MTBE, y para abril de 1996 la
concentracion habia aumentado a 610 ug/L, por lo que los cinco puntos de este pozo en
la ciudad fueron cerrados, el resultado de la investigacion sobre este caso determino que
la contaminacion fue el resultado de fugas en 25 tanques de almacenamiento subterraneo
de gasolina, mientras que el pozo Arcadia fue contaminado por una estacion de servicio
(USEPA 2000).

Como consecuencia de éste y otros casos de aguas contaminadas en marzo de 1999,
California y Maine determinaron eliminar el uso del MTBE de la gasolina. El gobernador
de California ordeno la remocion total del MTBE en el estado para el 2003. En julio de
1999 en New Hampshire la ley redujo el uso del MTBE, y requirio a la USEPA un

" En la fuente el autor usa las unidades partes por billon (ppb). En Europa y Latinoameérica se lee
como partes por mil millones.
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seguimiento del problema de contaminacion de aguas subterraneas con este oxigenante
hasta el afio 2002, con el proposito 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 subterraneas contaminadas en
alrededor de 250,000 sitios examinados (Jacobs et al., 2001).

La National Water Quality Assessment Program (NAWQA) de EE.UU. encontré que el
MTBE fue detectado en este pais con una frecuencia de 16.9% en pozos de aguas
urbanas y 3.4% en pozos de agua rurales (Fiorenza et al., 2003).

Debido 2 que el ETBE y e TAME son menos utilizados en procesos que provocan

contaminacion, estos se han encontrado en menor Qroporcn:hn en aguas subterraneas

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

la gasolina es ahora muy controversial (Fayolle et al . 2001}

Hay pocos reportes en Mexico acerca de la aparicion del MTBE en el ambiente, entre
estos se encuentra el de Reyna et al. 2001, que encontro este oxigenante en
concentraciones de 11 5 ppb en el aire. estas muestras monitoreadas en una estacion de
servicio. Manzanares et al. 2001 monitoreo emisiones de vehiculos en movimiento y
encontro al oxigenante en 44 ppb. Otros trabajos reportan haber encontrado
concentraciones de MTBE de entre 100-1500 mg/kgsuelo, en suelos de distribuidoras de
gasolina y estaciones de servicio (Iturbe et al., 2003). En aguas subterraneas cercanas a
las estaciones de gasolina los reportes ubican concentraciones de el rango de 4-87 mg/L
de MTBE. Afortunadamente, el MTBE no fue detectado en cerca de los 33 pozos de agua

para beber que fueron monitoreados por Buenrostro y Dovali 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 dano que se manifiesta, en el caso de los oxigenados es,

posiblemente la ingestion de agua contaminada el principal mecanismo de exposicion. 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 contaminacion de agua
utilizada para el consumo humano y de manera especial se enfatizan las investigaciones

en el MTBE por su uso tan extensivo.

El MTBE entra al cuerpo por inhalacion de aire contaminado, adsorbido por la piel o por el
consumo de alimentos o agua contaminados. La ingestion de agua de pozos
contaminados con MTBE, puede ocurrir de manera casual o frecuente, es menos
probable la exposicion al contacto con la piel, esta solo se da en caso de banarse o lavar
con aguas contaminadas, y con gente que trabaje en estaciones de servicio 0 mecanicos.

La informacion cientifica sobre la valoracion del MTBE como cancerigeno para los

humanos viene de investigaciones en animales (Jacobs et al.. 2001)

Resultados de estudios de exposicion cronica de ratas y ratones al MTBE sugieren que
este es cancerigeno, y causa diferentes tipos de cancer como leucemia y linfoma asi
como tumores en higado rninones y testiculos, en nnon por ejemplo el cancer puede ser
causado por la estimulacion de una 0 mas proteinas unicas en ratas macho (Jacobs et al

2001)

Sin embargo, su calificativo como cancerigeno en humanos no es definitivo porgue los
mecanismos de carcinogenesis pueden ser diferentes a los que tienen lugar en los
roedores. Los otros efectos toxicos para los humanos son menos importantes (Fayolle et
al., 2001).

A pesar de ello, existen otros estudios donde se senala el riesgo de desarrollar cancer en

humanos por una exposicion al MTBE (Jacobs et al., 2001).

Al MTBE se le ha asociado con enfermedades respiratorias y alérgicas, incluyendo dolor
de cabeza, ansiedad. falta de concentracion, y nauseas entre otras (Jacobs et al.. 2001).

En ratones se ha observado que después de inhalado o ingerido el MTBE se distribuye al
cerebro, higado y rinén. El TBA (metabolito de MTBE) ha causado dafo en rifiones y
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tiroides. Las consecuencias a la salud humana debida a la respiracion o consumo de

pequenas cantidades de MTBE por periodos prolongados de tiempo son desconocidos.

En 1997, la EPA clasifico al MTBE como un compuesto potencialmente cancerigeno en
altas concentraciones, pero en concentraciones de entre 20 y 40 pg/L la probabilidad de
causar efectos adversos en la salud es baja. Sin embargo, en 1998 la EPA en California
propuso 14 pg/L como la concentracion a la cual se incrementa el riesgo de desarrollar
cancer, este riesgo es de uno en un millon cuando la exposicion al contaminante es oral.
(USEPA 2000, Keller et al 2001).

En 1999, el Departamento de Servicios de Salud de California (DHS) propuso en 13 pg/L
el nivel maximo del contaminante MTBE en suministros de agua, esta concentracion no se

debia exceder en los suministros de aguas publicas del estado

Para otros oxigenantes de la gasolina hay muy pocos datos disponibles acerca de su

toxicidad

2 10 Tratamiento del MTBE y oxigenantes

2 10.1 Tratamientos fisicoguimicos

Las caracteristicas fisico-quimicas del MTBE y de otros oxigenantes han incrementado la
magnitud del problema en la contaminacion, el tratamiento para la limpieza de aguas,

superficies y materiales subterraneos contaminados dependen en parte de estas.

En aguas subterraneas, el transporte de MTBE esta controlado por el tipo de flujo de
agua, la cantidad de contaminante, y la dispersion. El transporte del MTBE se ve poco
afectado por la adsorcion de las particulas del suelo y por la biodegradacion debido a la

alta movilidad del oxigenante.

Los diferentes procesos disponibles para la remocion de contaminantes de suelos,
mantos freaticos y agua potable, se basan en las caracteristicas fisico-quimicas de cada
contaminante. Asi basado en la alta presion de vapor del MTBE y su baja afinidad por

carbono organico en suelos, se propuso la extraccion de vapores del suelo (SVE), un
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proceso de remediacion in situ, y otros procedimientos ex situ como la desorcion térmica
donde se aprovecha la volatilidad del MTBE (USEPA 1995).

En aguas contaminadas, los éteres pueden removerse aprovechando la volatilizacion de
la interfase aire-agua, este mecanismo es eficiente para la remocion de MTBE de las
aguas superficiales simplemente arrastrando aire, sin embargo, en aguas mas profundas
la baja constante de Henry del MTBE lo hace muy soluble, y entonces el arrastre con aire
es pobre. Dos de los procedimientos mas atractivos para la remocion del MTBE de estas
aguas son la extraccion con aire y la adsorcion con carbon activado granular (GAC) en el
primer caso los componentes volatiles son transferidos del agua extraida del subsuelo al
aire, pasando por una columna de empaque capaz de atrapar al MTBE, en el segundo
caso. los contaminantes gue estan en solucion se adsorben a la superficie de un
sorbente, y este puede ser el GAC Para el primer caso la volatilizacion del MTBE es dificil
por su alta solubilidad ademas en el agua contaminada por MTBE normalmente tambien
se detectan hierro calcio y magnesio Estos compuestos se depositan en el matenal de
empaque de la columna, y entonces se requiere de un pernodo de limpieza de la columna
con una solucion acida. o el reemplazo del matenal de empaque Por esta y otras
limitaciones tecnicas este proceso es altamente costoso, ya que el tratamiento de un
efluente contaminado con MTBE es de 50 a 150 veces mas caro que tratar un efluente
contaminado con benceno con el mismo tratamiento (Keller et al.. 2001). Una constante
de Henry similar para el ETBE y el TAME sugieren costos parecidos para el tratamiento
con extraccion de aire, asi mismo se considera un metodo no adecuado para el
tratamiento del TBA del TAA El GAC tiene la desventaja enorme de que en los efluentes
contaminados tambien se presenta materia organica y otros quimicos organicos disueltos,
que tienen una afinidad mas grande al carbon que el MTBE, estos lo desplazan de los
sitios de absorcion, reduciendo enormemente la eficiencia de remocion del contaminante,
e incrementando la tasa del uso del carbon, el costo de tratamiento por este método oscila
entre 110 y 560 % mas caro, que el tratamiento de aguas con benceno (Keller et al.,
2001)

Debido a la capacidad limitada de adsorcion del carbon activado para el MTBE, no se

considera adecuada para su remocion en gran escala.
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Las caracteristicas de los oxigenantes, ademas de influir notablemente en los
tratamientos fisico-quimicos de la gasolina, también influyen de manera notable en los

tratamientos biologicos

2.10.2 Tratamientos biologicos

En suelos y acuiferos la atenuacion natural de un contaminante esta esencialmente
controlada por la migracion del contaminante y su biodegradacion. En estos ambientes,
solo la biodegradacion puede contemplar la remocion definitiva del contaminante (Prince
2000).

En el ambiente existe una amplia gama de microorganismos, los cuales regulan una gran
cantidad de procesos fisicos. qguimicos. y biologicos, estos microorganismos se
encuentran en cas| todos los ambientes y son capaces de degradar una gran cantidad
de compuestos y matena organica. Estas transformaciones han sido causa de estudios
extensivos, sobre todo aquellas en que los microorganismos son capaces de degradar
compuestos recalcitrantes en la naturaleza utiizandolos como fuente de carbono y
energia, para producir CO- agua y biomasa La presencia de estos microorganismos en

suelos y aguas subterraneas es responsable de la atenuacion de la contaminacion.

Los compuestos que contienen enlaces eter en sus estructuras son comunes en el
ambiente, ya que suelen ser muy estables. Por ejemplo la lignina es el segundo polimero
mas abundante en la naturaleza, formado por monomeros unidos por puentes de éter, y
es resistente a la biodegradacion. La existencia de compuestos naturales con uniones
eteres son importantes para explicar la presencia de microorganismos capaces de
degradar uniones eteres recalcitrantes (Fayolle, et al 2001).

Por lo anterior los tratamientos biclogicos ofrecen una alternativa atractiva para la limpieza
de sitios contaminados con oxigenados de la gasolina, esta afirmacion se basa en
algunos estudios realizados con compuestos presentes en la naturaleza con enlace éter,
donde se ha observado la existencia de mecanismos bioguimicos en microorganismos,
capaces de convertir estos enlaces eter estables, en un hemiacetal inestable que es mas
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sencillo de degradar, esta reaccion es llevada a cabo por oxigenasas que hidroxilan a los
grupos carbono —-CH; 0 CH; adyacentes al enlace éeter (Fayolle et al., 2001).

Actualmente existen tratamientos biologicos que se aplican a sitios contaminados, pero en
todos ellos el factor que determina su buen funcionamiento es la presencia de
microorganismos adecuados para la degradacion.

2.11 Degradacion de MTBE

Con el reconocimiento de la contaminacion por el MTBE, hay un creciente interés en la
biodegradacion de éste y de otros oxigenantes, las estructuras quimicas de estos
compuestos sugieren resistencia a la biodegradacion, asi pues la estructura, presente en
el grupo butil-terciario del MTBE y el ETBE, y TAME los hace mas estables y menos

susceptibles a la degradacion

La biodegradacion del MTBE se aborda desde diferentes aspectos pero todos conlfluyen
en el mismo punto, esto es, lograr una remocion total del oxigenante De esta manera
existen reportes sobre degradacion aerobia enfocados, en la degradacion heterotrofica

(metabolismo directo) y en la degradacion cometabolica

Las investigaciones durante los ultimos 20 anos han cambiado la opinion acerca de la
biodegradabilidad de los oxigenantes. Los primeros reportes en biolodos, sedimentos y
agua subterranea pusieron en evidencia al MTBE como un compuesto recalcitrante,
Fujiwara et al., 1984 trabajo donde no se observo degradacion aerobia de MTBE en lodos,
Suflita y Mormile 1994, determinaron que oxigenantes con atomos de carbono terciarios y
cuaternarios eran mas recalcitrantes que algunos quimicos ramificados relacionados. Sin
embargo, como se mostrara a continuacion reportes recientes demuestran la
biodegradabilidad del MTBE como unica fuente de carbono y energia, por cometabolismo,

0 anaerobia.

2.12. Degradacion heterotrofica

La degradacion heterotrofica se refiere al metabolismo donde el MTBE se usa como Unica

fuente de carbono y energia.

]
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El primer reporte de biodegradacion aerdbica de MTBE fue de Salanitro et al., (1994), el
crecimiento de microorganismos fue lento, con un rendimiento entre 0.21 a 0.28 g ceélulas
peso seco/g MTBE usado. Se detecto TBA como metabolito en la degradacion.

El cultivo utilizado por Cowan y Park (1996), fue probado con cinco compuestos como
unica fuente de carbon y energia, estos fueron MTBE, ETBE, TAME, TBA, y TAA fueron
degradados a 30°C. El TBA se detectd como intermediario de la degradacion de MTBE, y
ETBE. pero el TAA no fue observado como un intermediario de la degradacion del TAME,
esto posiblemente se debio a que la cinética de degradacion del TAME fue muy rapida. La
tasa maxima de crecimiento especifico (p...). para todos los compuestos fue baja, entre
0.017 a 0.057 h. para el MTBE fue de 0.036 h

A partir de este trabajo el numero de reportes de microorganismos que degradan el MTBE
se ha incrementado asi hay cepas aisladas de los generos, Rhodococcus (Salanitro et
al , 1994), Hydrogenophaga flava F55 (Hatzinger et al . 2001), Rubnvivax gelatinosus PM1
(Hanson et al, 1999 y Deeb et al.. 2001), Mycobacternum austroafricanum (Francois et al
2002), ademas de cultivos mixtos que han sido estudiados en bioreactores (Fortin y
Deshusses 1999, Cowan y Park 1998). Otros cultivos mixtos han sido aislados de agua
contaminada (Kane et al. 2001), o de suelos contaminados con derrames de gasolina
(Kharoune et al.. 2002} e inclusive cultivos mixtos que han sido adaptados creciendolos
en presencia de MTBE (Sedran et al . 2002 y Wilson et al., 2002)

En la mayoria de los trabajos sobre degradacion heterotrofica de oxigenantes, las tasas
de degradacion del MTBE normalmente estan entre 1.8-110.9 m@uree/Qpoena/D (Fayolle et
al., 2001) aunque existe un reporte con un valor de 454 MQuree/Quoema’N (Hatzinger et al.,
2001). El rendimiento celular en la mayoria de los reportes oscila entre 0.1— 0.2
Opraeina/Guree (Hanson et al., 1999, Salanitro ef al., 1994), en ultimos trabajos se ha tenido
un mejor rendimiento al degradar MTBE en alrededor de 0.44 Gyoteina /Gurse (Francois et
al., 2002)

En general la degradacion de los cxigenados de la gasolina (éteres y alcoholes), presenta
una tasa especifica de consumo zalta. Sin embargo se debe esperar un largo periodo para
la adaptacion 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 Unica

fuente de carbono y energia.

2.13 Degradacion cometabolica

El cometabolismo es la transformacion metabdlica de una sustancia cuando una segunda
sustancia sirve como fuente de carbono o energia primaria. Es el mecanismo de
transformacion de un compuesto organico usado por un microorganismo que es incapaz
de utilizarlo, como unica fuente de carbono y energia. Bajo estas condiciones la adicion
de otra fuente le permite utilizar el compuesto cometabolizado como energia disponible

para el microorganismo, pero no es incorporado a la célula para su biosintesis

Este proceso involucra la produccion de una enzima o grupo de enzimas que cambian el
compuesto organico a un subproducto gue es postenormente transformado por otras

enzimas para que el microorganismo lo incorpore a su metabolismo

El mecanismo de biodegradacion cometabolica del MTBE ha recibido una atencion
especial debido a que este mecanismo puede jugar un papel importante en el proceso de

acelerar la atenuacion natural

2.14 Estudios de degradacion cometabolica

La degradacion cometabolica del MTBE ha sido reportada por un gran numero de
estudios, en ellos se ha encontrado que la degradacion del MTBE es posible con alcanos

de cadena corta, con algunos compuestos aromaticos, e inclusive con algunos alcoholes

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

degradacion cometabolica del MTBE y algunos oxigenantes relacionados.

3
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_Tabla 2.4. Resumen de los estudios mas relevantes sobre cometabolismo

: Microorganismo Oxigenante Tasa de remocion
Investigador o Consorcio Sustrato Cometabolizado (M@/Gy.cieinah)
MTBE | TBA |ETBE | TAME | DIPE
Steffan et Nocardia sp. | MTBE, ETBE,
al. 1997 ENV425 popine: | ypacqame | 449 | 7004 ] Snd | *ad |
Steffan et Necardia sp. MTBE, TBA,
al. 1997 |  ENv421 propano | ETBE o0 +nd| m | o
Mycobactenium MTBE, TBA,
Satton 1997 vaccae JOBS propano ETBE +nd +nd | +nd nd nd
Pseudomonas |
Steffan 1997 | 2202 CAM - aicantor MTBE 21 | nd | nd | nd | nd
[Hardisonel | o Propano. | |
al, 1997 | CrOMUMSP | bytano | MTBE.TBA | 088 | +nd | nd | nd | nd
| Hyman et Mycobacterium 2-Metil-
jal.1998 | vaccae JOB5 _ propano MTBE 1214 | nd nd nd nd
Gagnleret — | Psg::dcmonas Pentano MTBE 206 ' 4257 nd nd nd
_al. 1999 aeruginosa 1 | | |
Hyman & 2
?gggilw Hexano MTBE 1109 ' nd nd nd nd
Hyman & A g
?g':;'”" Butano MTBE 792 nd | nd | nd | nd
4
gg;:;‘ % Aicahgenes 2-Meti- |
1999 Y eutrophus butano MTBE 787 nd nd | nd i nd
g\g‘;? & Pseudomona 2-Metil- |
1999 y mendocina pentano MTBE 211 nd nd nd nd
! Hyman et Rhodococcus r
al.2000 sp CT2 Propne MTBE | 618 | nd | nd | nd | nd
- Hyman et Rhodococcus Pentano | |
| al..2000 sp CT2 MTBE 966 | nd | nd nd nd
| Hyman et Rhodococcus
lal.2000 | sp CT2 OBHeNG | e ) _2_4.Ll__ nd | nd | nd | nd
Piveteau et | Gordoria terrae | -nd
al 2000 IFP 2001 Etanol MTBE | 824 J nd | nd | nd
Cultivo MTBE, TBA
Corchoet | . ; :
al 2000 ciclohexano-  gieionexano ET?%“EEPE' 6.4 ! 102 | 19 | 92 | 14
Lueta. - ] ' _ I .
2000 | _A;rhrobacfer ‘ Butano MTBE y TBA. 35._8J . +nd _nd_ nd =
g:;:gl?e:‘,' | Gordonia terrae
1 5001 : IFP 2007 Etanol MTBE. TAME 740 nd nd | 2759 | nd
i Sm_ft; eé a.f_ Mycobacterum | - o | a o
i 2 vaccae |
| 2003 JOB5 Propano J_ MTBE, TBA 68.75 | 1083 | nd J_nd nd

“+nd ( Si se observé degradacion pero, No se determing).
- nd ( Si se probo pero, no se observo degradacion).
nd. no determinado
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2.14.1 Cometabolismo con alcanos

Hardison et al. (1997) reporto la degradacion cometabdlica del MTBE por un hongo del
género Graphium crecido en dietil éter (DEE) o n-butano. En este trabajo hacen una
comparacion entre el buen crecimiento demostrado por el hongo crecido con DEE, y el
nulo crecimiento demostrado en otros compuestos como 2-etoxietanol, n-propil éter y
MTBE, cuando es utilizado como unica fuente de carbono y energia. Sin embargo junto
con n-butano el micelio que crecio fue capaz de degradar MTBE.

Los resultados sugieren gue la oxidacion inicial de MTBE, y n-alcanos gaseosos es
catalizada por la misma enzima, el citocromo P-450 monooxigenasa. Ellos demostraron
que la degradacion de MTBE ocurre con produccion de ter-butil formiato (TBF) que se

hidroliza posteriormente para producir TBA

La maxima tasa de degradacion del MTEE por cometabolismo con n-butano fue

aproximadamente de 0 88 MQurs:/Q.../h (Tabla 2 4}

Steffan et al (1997) probo vanas bactenas propano-oxidantes por su habilidad para
degradar MTBE. ETBE. y TAME, especialmente Mycobactenum vaccae JOBS y dos

nuevas cepas aisladas de bacterias nocardioformes ENV421 y ENV425

La cepa ENVA425 degrado MTBE a una tasa de 24 9 mQuree/Qpaens/h y 12 cepa ENV421 lo
degrado a una tasa de 48 58 mguree/Gpaens/N. EN €l caso del TBA la cepa ENV425 lo
degrado a una tasa de 7.1 mQuree/Gpaens/n ¥ 1@ cepa ENV421 a una tasa de 10.7
MAuree/Qpaena/D (Tabla 2.4)

Finalmente, es importante recalcar que, para ambas cepas en una segunda fase
mineralizo el TBA hasta CO;

Todas estas bacterias fueron capaces de degradar los tres eteres y TBA después de
crecer en varios sustratos sin embargo la tasa de degradacion dependid del sustrato

utilizado.

La cepa ENVA425 crecida en acido propionico degrado el 100% del TAME. Asi mismo la
cepa JOB5 que crecio en 1-propanol, etanol, o acetona, degradoé el 100 % de TAME.
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Todas las cepas que crecieron en propano lograron degradar altas tasas de MTBE, ETBE
y TBA. El analisis 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 esta involucrada en la
degradacion de los oxigenantes de la gasolina 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 crecen en medios ricos. Este trabajo
tambien demuestra que hay una disminucién significativa de la degradacion de MTBE y
TBA cuando se adiciona al medio un inhibidor (monodxido de carbono o 1-amino
benzotriazole (ABT) de la enzima P-450 sugerida

En otros estudios de la degradacion cometabolica del MTBE. como el realizado por
Hyman et al (1998) se describe el papel de una monooxigenasa inducida despues de
crecer en propano con dos cepas la M vaccae JOBS y en una Xanthobacter Contrario a
otros estudios en éste la oxidacion del MTBE por los microorganismos sugiere que el
MTBE es iniciaimente oxidado a Ter-butil formato (TBF) en una cantidad mayor que a
TBA la oxidacion en este estudio fue inhibida por acetileno, pero no por etileno, eso
indico a los autores que el citocromo P-450 tipo monooxigenasa, que en otros reportes
inicia la oxidacion de propano y MTBE en este caso no se involucro. Se observo que el
TBF fue el primer intermediario en la degradacion de MTBE despues se produjo TBA que

posteriormente fue degradado por el mismo proceso cometabolico (Tabla 2. 4)

Hyman y O'Reilly (1999) estudiaron en varios microorganismos que utilizan las
oxigenasas en sus rutas metabolicas para degradar MTBE. Ellos no observaron una
degradacion significativa de MTBE en oxidaciones de metano, tolueno, amonio y
propileno. Solo se observo degradacion de MTBE en microorganismos que tienen la
capacidad de crecer en alcanos e isoalcanos gaseosos tal es el caso de M. vaccae JOB5
Estos resultados sugieren que la capacidad de crecer en alcanos e isoalcanos es buena
para predecir la habilidad de los microorganismos de degradar el MTBE (Fayolle et al.
2001). Esta observacion es consistente con los resultados de Hardison et al. (1997) el

cual menciona que Graphium sp. fue capaz de crecer en isobutano, propano y n-butano.
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Una cepa de Pseudomonas aeruginosa, que fue aislada por Garnier et al., (1999) de un
suelo contaminado, mostré capacidad para crecer en alcanos mas largos como pentano,
hexano, heptano como unica fuente de carbono y energia. Esta cepa fue capaz de
degradar MTBE por cometabolismo, el sustrato mas eficiente para la biodegradacion de
MTBE fue el pentano. Esta cepa mostro acumulacion de TBA, sin que fuera
posteriormente degradado. Sus resultados también indican una inhibicion competitiva
entre el pentano y el MTBE, esto sugiere un solo sitio enzimatico para los dos
compuestos. Pero segun sus datos las enzimas involucradas en el proceso de
degradacion tienen mucha mas afinidad por el pentano que por el MTBE (Tabla 2.4). La
tasa de remocion de Pseudomonas aeruginosa para MTBE fue de 20.6 m@urse/Gprateina’h, ¥
para TBA de 4.25 mguree/Quaena/n. La tasa de crecimiento de la bacteria, fue baja en

presencia de MTBE y sin pentano

Hyman et al. (2000) sugirieron que la presencia de alcanos e isoalcanos en acuiferos
contaminados con gasolina puede soportar el crecimiento de microorganismos capaces
de degradar el MTBE, aunque en sitios contaminados la degradacion estaria limitada por
el abastecimiento de O, En la evaluacion que hacen de una cepa de Rhodococcus sp
CT2 con capacidad de crecer en propano, pentano e isobutano les arrojo una tasa de
remocion del MTBE mas alta con pentano 96.6 mguree/Guaens/n, seguida de propano e
1sobutano (Tabla 2 4)

Corcho et al., (2000), evaluaron la habilidad 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 estudio sugiere que la oxidacion de MTBE es
inducida por una citocromo P-450 monooxigenasa, probablemente una ciclohexano
monooxigenasa (CMQ). Las tasa de remocion para cada compuesto se presentan en la
Tabla 2.4, como se observa la tasa de remocion mas alta fue en TAME 9.2 mgrame/Q
poteinal -

La degradacion cometabolica 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 ng/L
de MTBE que fue degradado en 30 min con una produccion simultanea de TBA, balances
de masa indican que el TBA se acumulo en una pequena cantidad.

20
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La mineralizacion de MTBE fue confirmada utilizando '“C en ensayos de degradacién, en
estos todavia se identifico un remanente del 21% de TBA, el cual fue mineralizado
despues de que todo el MTBE fue degradado.

El reporte menciona la inhibicion realizada por acetileno y el propio butano en la
degradacion de MTBE y TBA, lo cual sugiere que una enzima butano-oxidante es la
responsable de la degradacion de MTBE y TBA.

En ensayos del efecto de TBA sobre la degradacion de MTBE, incrementando la
degradacion de TBA provoco la inhibicion en la degradacion de MTBE confirmando la idea
de que la misma enzima fue la responsable de la degradacion de ambos compuestos con
cepas de Arthrobacter. La tasa de remocion del MTBE fue de 35.8 m@wree/Gproteina’ N,

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

Smith et al., 2003 reportaron que con una cepa de Mycobacterium vaccae JOBS y con
propano como fuente de carbono y energia la maxima tasa de degradacion obtenida para
MTEBE fue 129 mQurae/Qpena/h y para TBA 46.3 mgrsa/Guuoems/h. €n este mismo trabajo se
hizo la evaluacion de las reacciones iniciales en |la oxidacion cometabolica del MTBE

En este reporte se hace mencion a la inhibicion de que fue objeto, la oxidacion de MTBE y
la de TBA por el acetileno el cual es reconocido como un inhibidor de la alcano-cadena
corta monooxigenasa en Mycobactenum vaccae JOBS5. Ademas del acetileno, también el
propano inhibic dicha oxidacion. Por lo que se dedujo que los primeros pasos en la
oxidacion del MTBE y TBA con esta bacteria, involucran dos reacciones catalizadas por la
misma monooxigenasa.

En estos estudios, el rango de degradacion del MTBE estuvo entre 0.88 mQuree/Qpoteina/N
(Hardison et al., 1997), y 129 mguree/poteina/h (Smith ef al., 2003).

2.14 2 Cometabolismo con aromaticos

Existen pocos estudios sobre la degradacion cometabolica del MTBE o algun otro
oxigenante con compuestos aromaticos, uno de ellos fue el realizado por Deeb y Alvarez-
Cohen (2000), donde no se observo degradacion de MTBE con dos cepas de
Rhodecoccus sp. que crecieron en tolueno (Fayolle et al. 2001).

Independientemente de los estudios de cometabolismo, la presencia de compuestos
aromaticos tiene un efecto negativo sobre la capacidad de los microorganismos para
degradar MTBE (Fiorenza et al., 2003).

7
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2.14.3 Cometabolismo con alcoholes

Un cultivo de G. terrae, IFP 2001 con etanol como sustrato, mineralizé completamente el
MTBE con una tasa de degradacion de 82.4 mQuree/Gprorena’N (Piveteau 2000).

Con la bacteria IFP 2007 y con etanol como fuente de carbono y energia Hernandez-
Perez et al, 2001, logré una tasa maxima de degradacion para MTBE de 74
Mgmree/Tpoteina/N, ¥ para TAME de 276 mgrame/Gpateina/N. La adicién de etanol se debi6 a
que se detuvo la degradacion cuando estos compuestos se probaron solo como fuente de
carbono y energia, al adicionar el alcohol se observd el cometabolismo de esta bacteria
en la degradacion del MTBE y TAME. La mineralizacion de estos compuestos no fue
completa, pues se observo acumulacion de TBA y TAA, sin que se degradara
posteriormente. La enzima responsable de la degradacion de estos compuestos fue una
citocromo P450 monooxigenasa, sin embargo esta bactena fue incapaz de crecer en

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

3.1 Justificacion

La revision hecha anteriormente permitio establecer la problematica ambiental ocasionada
por los compuestos oxigenantes de la gasolina. Sin embargo, en México, como en la
mayoria de los paises subdesarrollados no existe legislacion respecto a las emisiones y
concentraciones limite del MTBE en aguas subterraneas, que constituye una fuente
importante de obtencion de agua potable. Tampoco existen estudios que tengan por
objetivo evaluar la contaminacion de este compuesto. Aunado a lo anterior, en este
momento no existe una alternativa economicamente factible que permita la sustitucion del
MTBE. sin que esta medida tenga un impacto en el precio del combustible. La perspectiva
de sustitucion de este compuesto en la gasolina no parece viable al menos en el corto
plazo. Asi la busqueda de alternativas para el tratamiento de la contaminacion constituye
motivo de investigacion. cuyos resultados deberan estar enfocados a remediar el
problema de contaminacion ocasionada por Ia liberacion de este compuesto al ambiente

La biorremediacion, como una opcion de eliminacion de este compuesto, ha demostrado
ser efectiva para su eliminacion La revision bibliografica hecha, muestra que la
degradacion cometabolica del MTBE es una alternativa viable para la eliminacion de dicho
compuesto. La busqueda y caracterizacion de poblaciones microbianas capaces de
degradar este tipo de compuestos constituye la base del exito de cualquier alternativa
biologica de tratamiento. De esta manera, este estudio pretende contribuir al conocimiento
que se tiene sobre degradacion cometabdlica del MTBE y de otros oxigenados de la
gasolina, mediante la caracterizacion de un consorcio microbiano obtenido de sitios

contaminados con gasolina de la region sureste de México.

3.2 Objetivos

3.2.1 General

Estudiar la biodegradacion por cometabolismo de los eteres oxigenados de la gasolina y
algunos intermediarios de su degradacion por un consorcio bacteriano obtenido de

muestras de suelo contaminadas con gasolina.
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3.2.2 Particulares

Caracterizaciéon 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

variando las concentraciones de los alcanos lineales para:

1. Determinar la maxima tasa de consumo de los alcanos y establecer el o los
alcanos mas adecuados como sustrato, para el consorcio utilizado en este

trabajo.

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

compuestos oxigenantes.

3. Determinar las tasas de consumo de los oxigenantes, para establecer la influencia
en la degradacion de cada oxigenante con cada uno de los alcanos y sus
concentraciones. y senalar la maxima tasa de degradacion de cada uno de los

oxigenantes.

4. Determinar los coeficientes cometabolicos para establecer la relacion de

cometabolismo de los alcanos y los oxigenantes.

5. Obtener los balances de carbono para determinar:
Los rendimientos de biomasa de los alcanos solos y de los alcanos mas los
oxigenantes. Y la mineralizacion de los oxigenantes que permita comparar la

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

A continuacion se describen los materiales y los métodos utilizados en este trabajo.

El sistema experimental en este trabajo esta compuesto por:

4.1 Microorganismos (consorcio MI-P)

Los microorganismos utilizados en este estudio forman parte de microorganismos
obtenidos de suelos contaminados con gasolina.

A continuacién se presenta la tabla que resume las caracteristicas de identificacion de los
microorganismos utilizados en este trabajo. la identificacion se hizo por secuenciacion
16S-rDNA

Tabla 4.1. Identificacion por 16S-rDNA del consorcio MI-P. Morales et al., 2004,

Cepas | Identificacion ~  Identidad | Pares de bases
identificadas por (%)
secuenciacion |
Pseudomonas 1
IMP-P1 [ aeruginosa 99 [ 1402
AF193514 | |
Pseudomonas sp. ’
IMP-P2 | Cepa no cultivable | 99 ‘ 1036/1037
_Clona:OSIL-17 | 1 i
Pseudomonas
[ IMP-P3 aeruginosa | 99 1055/1059 |
P Y16139 ]

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

geénero Pseudomonas, dos especies de aeruginosa, y una Pseudomonas sp.
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4.2 Medio Mineral (MM)

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

traza. La composicion se muestra en la Tabla 4.2.

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

Elementos traza
Compuesto Concentracion Compuesto [ Concentraciéon
(g/L) | (g/L)
K.HPO. 2 HCI 6.76 mL
KH,PO. 1 FeCl, 1.59 i
i CaCl, 0.018 H-BO; ~0.06
'NH.CI 0.75 MnCl,-4H-O | o1
‘Mgso, 05 cockeHO | 012
{Elementostraza  1(miL)  |ZnClL 0.07 |
{Ph J 7.0 NiCl-2H-O ‘ 0025 !
' B - ' | CuCl--2H O 0.015
{NaMoO,2H.O ' 0.025
|EDTA (Na.CH 0), 52
'H O bidestilada "Para disolver y aforar
| NaOH "Necesario
| Ph : 42

4.3 Propagacion de Microorganismos

Antes de ser utilizados como inoculos del sistema experimental, los
microorganismos fueron propagados en un reactor de procultivo (con aproximadamente 2
litros de capacidad), adicionando un litro de Medio Mineral (Tabla 4.2), 400 uL de pentano
y 200 uL de MTBE, dos veces por semana y cambiando el MM una vez por semana, para
ello la biomasa se centrifugo en tubos Falcon® de 50 mL de capacidad, por 30 min. a
10,000 RPM y temperatura de 20°C, para posteriormente re-suspender la biomasa en
medio fresco, y preparar nuevamente el pre-inoculo. Al menos una vez al mes se retir6 la

mitad de la biomasa para renovar la edad del cultivo.

4.3.1 Inéculo

Cuando las condiciones del pre-inéculo eran las adecuadas se preparaba el indculo, para
montar los microcosmos.
Se tomo la poblacion microbiana directamente del reactor de procultivo, se lavaron las

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

microcosmos.

4.4 Microcosmos

Los analisis cinéticos de degradacion de los oxigenados utilizados fueron realizados, en
microcosmos, usando botellas serolégicas de 125 mL, con 20 mL de MM e inoculando en

cada botella 20 mg/L de proteina.

En el caso de las cinéticas con n-pentano, n-hexano y n-heptano como sustrato, las
botellas fueron selladas con valvulas Mininert® de teflén, en aquéllas en las que se utilizo
como sustrato a n-butano y n-propano se sellaron con tapones de viton engargolados con
aros de aluminio

Las cineticas realizadas se dividieron en unidades experimentales. cuatro unidades por

cinetica. cada una con las siguientes condiciones:

Ejemplo de unidad experimental

Microcosmos Oxigenante [ Oxigenante | N-alcano
(repeticiones) adicionado adicionado
(mg/C) ]
3 MTBE 1
| 2 | ETBE ! 1 o
. 3. . TAMe 1 . n i
L 2 DIPE | L S | i
2 meA |t ]
2 oy TAA Y n
2 | n-alcano | 0 n ]

Donde: n = 0.5, 1, 2 y 4 mg de n-alcano por cada una de las cuatro unidades experimentales.
Para las unidades solo se variaba la concentracion del n-alcano adicionado, es decir se
tenian cuatro unidades experimentales con una concentracion constante de 1 mg
aproximadamente del oxigenante, y una concentracion variable de 0.5, 1, 2 y 4 mg (ver

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

Los oxigenantes, asi como los n-alcanos liquidos fueron adicionados con una jeringa

(Agilent®) con capacidad de 10 pL.

Los n-alcanos gaseosos se adicionaron con jeringas Plastipak™ de 1y 3 mL.

)
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4.5 Reactivos

Metil ter-butil éter (98%, p=0.740 g/mL), Etil ter-Butil éter (99%, p=0.742 g/mL), ter-Amil
Metil eter (97%, p=0.770 g/mL), di-Isopropil éter(99% p=0.718 g/mL), ter-Butil alcohol
(99%, p=0.77 g/mL), ter-Amil alcohol (99%, p=0.805 g/mL), todos de Aldrich® Chemicals.
Pentano (99%, p=0.626 g/mL), Hexano (99%, p=), Heptano ( 99%, p=0.68), todos de J.T.
Baker.

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

Albumina bovina (96%) Sigma.

4.6 Analisis
4.6.1 Cromatograficos

Fase gas

Hidrocarburos

El analisis de concentraciones de los compuestos en fase gas, se realizd en
cromatografia de gases FID (flame ionization detector), en un cromatografo Hewlett
Packard HP 6890, con columna capilar, de Metil Sillicon de 30m y diametro de 320 um, y
pelicula de 0.25 um, con un flujo constante de 1.5 mL/min, con presion de 7.22 psi y
velocidad de 26 cm/seg, las condiciones de trabajo fueron temperatura de la columna
40°C, temperatura del detector 250°C, temperatura del inyector 180°C, flujo de hidrégeno
de 30 mL/min, flujo de aire de 300 mL/min, y el gas acarreador de la muestra fue helio.
Este analisis se realizo tomando periodicamente (dependiendo de la velocidad de la
degradacion) muestras de 100uL de la fase gaseosa del frasco (head space) con una

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

Bioxido de carbono, oxigeno

El oxigeno y bioxido de carbono, se analizaron en un cromatografo 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 muestra fue

el Helio, con un flujo de 60mL/min. Las condiciones de operacion fueron: columna 40°C,
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detector 115°C, inyector 50°C y el detector de corriente 125 mA. Este analisis se realizd

tomando muestras de 500 pL cada 24 horas con una jeringa estéril Plastipack® de 1 mL.

Fase liquida

Oxigenados

El andlisis de concentraciones de los compuestos en fase liquida, se realizd6 en un
cromatégrafo Hewlett Packard HP 6890, con columna capilar, modelo Alltech AT1000 de
60m y diametro de 250 um, y pelicula de 0.25 um, especial para analizar muestras
acuosas con un flujo constante de 1.0 mL/min, con presion 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 hidrégeno de 30 mL/min, flujo
de aire de 300 mL/min, y el gas acarreador de la muestra fue helio 25 mL/min. El
monitoreo se realizé tomando periddicamente (cada 24 h.) muestras con una jeringa
estéril de 1 mL Plastipak™®, 200uL de la fase liquida. La muestra fue colocada en un vial
de 1.5 mL conteniendo en su interior un inserto de vidrio de 200uL, para posteriormente

colocarlos en el automuestreador y analizarlos por cromatografia de gases FID,
Curvas estandar

Los estandares para cuantificar la concentracion de los compuestos tanto en fase gas
como en liquida se realizaron mediante la adicion de cantidades conocidas y crecientes
de todos los oxigenantes y alcanos en un volumen conocido, estos se analizaron por
cromatografia. Los datos del area bajo la curva integrada por el cromatografo y la
concentracion del compuesto anadido siguieron una relacion lineal, realizando una curva
estandar por medio de una regresion lineal, transformado de volumen adicionado a

concentraciéon del compuesto (Ver apéndice A).

4.6.2 Proteina

La proteina fue medida como un estimado de masa celular, ademas de estandarizar la
biomasa inicial de todos los experimentos. En este trabajo se utilizaron dos técnicas: 1).
Coomassie (Sedmark et al., 1977) y 2). Lowry (Lowry et al., 1951), para la cuantificacion
de proteina inicial y final respectivamente, Coomassie fue sustituida en la cuantificacion

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




Materiales y Métodos

4.7 Calculos realizados

4.7.1 Tasas de consumo

Los datos de degradacion de los compuestos se ajustaron mediante el modelo de
Gompertz. Este modelo fue desarrollado por Benjamin Gompertz en 1825, se basa en una
funcién matematica con una doble exponencial.

Y= aexp (-Bexp™)

Donde: Y es la cantidad de sustrato consumido, o representa la maxima cantidad de
sustrato consumida (mg de sustrato/ microcosmos), 3 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 ecuacion de Gompertz se determina el valor de la velocidad maxima (V.,,,..),
considerada la velocidad maxima de consumo de sustrato, esta se calcula derivando la
cantidad de sustrato consumido (Y), con respecto del tiempo (x). Asi el valor resultante es

una constante V,,,,= 0.368ak

La velocidad maxima de consumo de sustrato se expresa en este trabajo en mg de
sustrato consumido/g de proteina/h. En este trabajo se hace la relacion por g de proteina

pues se determin6 experimentalmente la proteina en los microcosmos.

¢ Antes de usar el modelo de Gompertz para modelar los datos experimentales, es
necesario estimar en cada tiempo experimental la cantidad de sustrato consumido

(SC) mediante el calculo:

SC = (Si-Se)

Donde:
SC, Sustrato consumido
Si, 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 utilizo el programa Kaleida Graph™, version 3.08 de Sinergy Software.

4.7.2 Coeficiente cometabdlico

El coeficiente cometabdlico (CC) se define como la masa del compuesto cometabolizado
por unidad de masa de sustrato degradado, en este trabajo es utilizado para cuantificar el
cometabolismo de los compuestos utilizados en presencia de un sustrato.

La maxima cantidad de degradacion de cada compuesto puede calcularse con el

parametro de ajuste a. del modelo de Gompertz.

CC = [« (O) /a (C)] [mg (O)/ mg (C)]

Donde:
O, oxigenante

C, n-alcano

4.7.3. Balances de carbono

Para establecer el destino de las diferentes fuentes de carbono se analizaron muestras en
fase gas y en fase liquida, para cuantificar la concentracion de los alcanos y oxigenantes

asi como los intermediarios TBA y TAA.

Adicionalmente se cuantificaron el CO, y la produccion de biomasa (CHys, No2, Ogs)

determinada indirectamente por proteina.

Para la determinacion de biomasa generada para cada uno de los sustratos se establecio
la relacion entre el resultado experimental en la cuantificacion de la proteina y la cantidad
de compuesto consumido (mg de carbono), considerando que aproximadamente el 50%

es produccién 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 fraccion de carbono presente en

las moléculas. La férmula general utilizada fue:

C,Hzns2 + Oxigenante consumido => C0O, + H,O + 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) ademas de los oxigenantes como los éteres MTBE, TAME, ETBE, DIPE y los
alcoholes TBA y TAA. El andlisis obtenido a partir de los resultados experimentales se
presenta a continuacion.

El orden de este capitulo esta estructurado para analizar en primer lugar el desarrollo
completo de la cinética de pentano y MTBE, mostrando a manera de ejemplo la evolucién
del consumo de pentano, MTBE, y producciéon de CO, para una de las condiciones
ensayadas. Posteriormente se presentan los resultados de la degradacion de todos los
oxigenantes probados con pentano en todas las condiciones ensayadas, analizando
ademas, el CO, producido, oxigeno consumido y biomasa producida.

Por ultimo se presenta el andlisis de los resultados obtenidos de la degradacion de todos
los n-alcanos probados como fuente de carbono y energia, seguida del analisis de todos
los oxigenantes con los alcanos restantes y finalmente los balances de carbono para cada

una de las diferentes condiciones.

5.1 Cinética de pentano

A continuacion se muestran los resultados de esta cinética con todas las condiciones
ensayadas con este alcano, se presentan primero por ser el punto de partida de la fase
experimental pues fueron las condiciones iniciales a las que se tenia adaptado el
consorcio MI-P (pentano y MTBE).

5.1.1 Desarrollo de la cinética de Pentano y MTBE

Para este experimentc se agregaron 2 mg C provenientes del pentano y 1 mg C del
MTBE.

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

representacion grafica del comportamiento general mostrado por el consorcio MI-P.
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La grafica 5.1a. muestra la evolucién en la cantidad de pentano a lo largo de la cinética.
Se observa que éste se empez6 a degradar de forma inmediata y la remocién completa
se observé en un periodo de 30 h.

En la grafica 5.1b. se aprecia la remocion de MTBE 1 mg C, y se observa que la
degradacion del oxigenante se inicia inmediatamente, asi mismo se muestra que
aproximadamente a las 30 h, cuando el pentano ya habia sido completamente consumido
por el consorcio, el oxigenante fue degradado en un 50% alcanzandose su completa
degradacion a las 100 h. Es importante sefalar la aparicion de TBA como producto
intermediario de la degradacion del MTBE (grafica 5.1c).

La tercera de esta serie es la grafica 5.1d. donde se presenta la produccion de CO, como
resultado de la degradacién completa de MTBE y pentano. Se observa que la generacion
de CO, fue constante aun después de que se degradé completamente el alcano y los
oxigenantes (MTBE y TBA intermediario) la generacion posterior de CO,, puede ser un
indicativo de la lisis celular o de una incorporacion 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 mas MTBE, c. Produccion y consumo de TBA intermediario, d. Produccién de CO,

Posteriormente se hizo una comparacion de las tasas de consumo donde la cantidad de
pentano se vario entre 0.5 y 5 mg de C y con una cantidad fija de MTBE (1 mg C),
haciendo paralelamente un experimento soélo con pentano. Este experimento se realizd
con el fin de establecer si la presencia de MTBE originaba algun tipo de retraso en la

degradacioén del pentano.

5.1.2 Tasas de degradacion del pentano en presencia de MTBE

En la Fig. 5.2 se pueden observar las tasas de degradacion obtenidas para el pentano en
los experimentos donde se ensayd pentano solo y mezclas con diferentes cantidades de
pentano (0.5y5mgC) 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
degradacion.

Con esta consideracién al analizar todos los resultados obtenidos en la degradacion del
pentano se observo que, para todos los casos, no hubo diferencia significativa entre las

tasas de consumo del pentano solo y de pentano mas MTBE, y cuando a este alcano
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ademas se le adicion6 cualquiera de los otros oxigenantes. Esto sugiere que las enzimas
responsables de la degradaciéon no compiten por un mismo sustrato, y probablemente
esto se deba a sitios enzimaticos diferentes para cada compuesto.
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Figura 5.2 Tasas de degradacion de pentano solo y de pentano mas MTBE.

Previamente se han presentado los resultados obtenidos 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 consumian el alcano y el MTBE.
Ademas de hacer notar cual fue el efecto observado en el consumo de pentano solo y en
presencia de MTBE.

Hasta aqui se han presentado los resultados obtenidos de la degradacion de MTBE con
pentano. A continuacién se presentan los resultados obtenidos para evaluar la capacidad
del consorcio de degradar los demas oxigenantes. Ademas de analizar la influencia de los
alcanos en la degradacién de los oxigenantes, y determinar la concentraciébn mas

adecuada de alcano para su completa mineralizacion.

5.1.3 Tasas de degradacion de los oxigenantes en la serie 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 habilidad del
consorcio MI-P para degradar oxigenantes en presencia de este alcano. Esta grafica es el
resultado del andlisis cuando la cantidad de pentano adicionada se vari6 entre 0.5 y 5 mg
C y 1 mg C de cada uno de los oxigenantes, y se presenta en funcién de los mg C del
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alcano y las tasas maximas de consumo de los oxigenantes, las tasas se reportan en mg
ido/Q proteina’N. ‘
Todos los oxigenantes probados pudieron degradarse por el consorcio y requirieron por

arriba de 1 mg C de pentano para degradar 2 mg de C provenientes de los diferentes
oxigenantes. Las tasas maximas de degradacion obtenidas bajo estas condiciones fueron
76, 72, 86, y 33 MQ oxigenante/d proteina/n d& MTBE, TAME, ETBE y DIPE, respectivamente y
104 y 57 MG oxigenante/d proteina/N para TAA y TBA, respectivamente.

De acuerdo a las tasas de degradacion de los oxigenantes que en esta serie de cinéticas
fueron totalmente mineralizados, se observé que el MTBE, el ETBE y el TAME tuvieron
una tasa mayor que el DIPE, esto sugiere una especializaciéon 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
degradacion alta para TAA.

Adicionalmente se puede observar en la Fig. 5.3 que las tasas de degradacion dei TBA
fueron menores que para el MTBE y el ETBE lo que explica por que en las cinéticas se
observé la acumulacion temporal de TBA. Por el contrario el TAA intermediario en la
degradacion del TAME tuvo una tasa de degradacion mas alta a la de éste ultimo, y no se

observé acumulacion.
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Figura 5.3. Tasas de degradacion de los oxigenantes en presencia de pentano.

Con el proposito de establecer el grado de mineralizacion de los oxigenantes se
cuantificaron las principales fuentes de carbono, asi a continuacion se presentan los
resultados obtenidos de la produccién de CO,, el consumo de O, y la produccion de

biomasa.

5.1.4 Produccion de CO; en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

La finalidad de este analisis fue comprobar la existencia de diferencias en los niveles de
CO, producidos en los diferentes experimentos con pentano solo y en series con este
alcano mas el oxigenante en turno, la diferencia marcara el grado de mineralizacion del
oxigenante.

En todas las graficas de la Fig. 5.4 se observa que la produccion de CO, siempre fue
mayor en los experimentos con los oxigenantes. Asi mismo, en esta serie de graficas se
observa la produccion de CO, del pentano mas el oxigenante, en concentraciones
variables del alcano y 1 mg C del oxigenante, en MTBE la maxima cantidad de CO,
producida fue de 2.7 (grafica a), TAME 3.7 (grafica b), ETBE y DIPE 3 (grafica cy d
respectivamente), TBA 2.9 (grafica e), y TAA 2.2 (grafica f). todos en mg de C de CO..

La diferencia en mg de C de CO, producido con pentano solo y de pentano mas 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 CO,, esta diferencia sefala la mineralizacion del oxigenante.
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5.1.5 Consumo de O; en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

Asociado a la degradacion de las diferentes fuentes de carbono hay consumo de O,. En la
Fig. 5.5 se muestran los resultados del consumo de O, con pentano solo y los del
consumo de O, del pentano mas 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
TAME y TAA.

En la serie de cinéticas de pentano mas oxigenante la maxima cantidad de O, consumido
fue 11 mg en MTBE (gréfica a), 13 mg TAME y ETBE (graficas b, y ¢ respectivamente),
9.7 mg DIPE (grafica d), 11.4 mg TBA (grafica e), y 9 mg TAA (grafica f). Asi mismo para
ETBE y DIPE se observé que a concentraciones menores del alcano el consumo de
oxigeno por parte del consorcio es muy similar al observado cuando se adiciond solo
pentano. Se observa claramente que la diferencia en el consumo de O, se debi6 a la

degradacion de los oxigenantes.
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Figura 5.5. Consumo del O, de las cinéticas de pentano con cada uno de los oxigenantes.




Resultados

5.1.6 Produccion de biomasa en las cinéticas de pentano en presencia de
oxigenantes.

Por udltimo en la Fig. 5.6 se presentan los resultados de la produccién 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 formacién de biomasa, es decir que
no son utilizadas por los microorganismos como fuente de carbono para sus procesos
anabdlicos. La produccion de biomasa es la misma cuando se adicioné pentano solo que
cuando se adicioné pentano mas oxigenante.

En resumen el consorcio MI-P fue capaz de degradar todos los éteres y alcoholes,
ademas de demostrar la mineralizacion completa de los mismos, ningun oxigenante

mostrd tener algun efecto en la degradacion del pentano o en la produccion de biomasa.
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Figura 5.6 Produccion de biomasa en las cinéticas de pentano con oxigen'antes.
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5.2 Otros alcanos

5.2.1 Parametros cinéticos y distribuciéon de la fuente de carbono en las
cinéticas de degradacién de los n-alcanos.

La capacidad del consorcio MI-P de degradar n-alcanos como fuente de carbono y
energia se muestra en la Fig. 5.7 donde se aprecian las tasas de degradacioén de los cinco
n-alcanos probados, cada uno de estos en una concentracién inicial entre (0.5, 1, 2, y 4
mg de carbono por microcosmos). La utilizacién fue completa con cada uno de los
alcanos por parte de este consorcio MI-P, la tasa de degradaciéon mas alta se observé en
hexano (896 mg/g proteina/h), seguido de heptano (849.2 mg/g proteina/h), pentano
(508.7 mg/g proteina/h), propano (388.6 mg/g proteina/h), y butano (289.1 mg/g

proteina/h).

En los balances de carbono (Apéndice D) la recuperacion de carbono como CO, en
promedio fue mas 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 mas altos se presentaron en butano y pentano arriba de
67% (Apéndice D).
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Figura 5.7 Tasas de degradacion de los n-alcanos probados
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5.2.2 Tasas de degradacion 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 maxima tasa de degradaciéon de cada uno de los oxigenantes con
los alcanos antes mencionados, comparando en las gréficas las tasas de degradacion se
observa claramente como se comport6 el consorcio MI-P con cada uno de los alcanos
para llegar a la degradacion completa de los éteres y alcoholes.

En el caso del MTBE, TAME, ETBE y DIPE la maxima tasa de degradacion se observé en
la cinética de hexano (grafica ¢) con una degradacion de 71.5 mg uree/g proteina/n de MTBE,
TAME de 59.5 Mg tame/g proteina/N, ETBE 37 Mg e18e/Q proteina/N, DIPE 28 M@ pipe/g proteina’D,
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 maximas tasas de
degradacion se observaron en la cinética de propano para el TBA 88 mg 18a/Q proteina/N
(gréfica a), y en la cinética de butano para el TAA 97.5 mg 1aa/g proteina’N. (grafica b).
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Figura 5.8 Tasas de degradacién de los oxigenantes en presencia de alcanos especificos: a.
Propano, b. Butano, c. Hexano, d. Heptano. (con excepcién de DIPE en heptano por no
disponer de datos)

5.3 Analisis general de la distribucion de la fuente de Carbono.

En esta seccion se presenta los balances de balance de carbono de los alcanos y los
oxigenantes utilizados en este trabajo (el analisis de los balances completos se presenta
en el Apéndice D). En este andlisis se corroboré la incorporaciéon 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 CO, o para utilizarlos
directamente en su crecimiento y reproduccion (formacién de biomasa); determinando el
grado de mineralizaciéon de los oxigenantes, y el rendimiento hacia biomasa.

En la Tabla 5.1 se encuentran resumidos los datos que indican como fue la distribucion de
carbono en cada cinética. Se presentan los datos en promedio de la recuperacion de
carbono tanto del CO,, como de la biomasa (los datos de los balances completos se

presentan en el apéndice D).

Es importante sefalar que se logré 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

recuperacion global cerraron en su mayoria por arriba del 90%.

El andlisis se realizé por oxigenante del balance hecho para la cinética con MTBE (Tabla
5.1 y Apéndice D) se observa que la mayor recuperacion de carbono en forma de CO, 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 D) se observo esta
misma tendencia de comportamiento en hexano y heptano.

En las cinéticas de propano y butano, en promedio la recuperacion de carbono como CO;
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 recuperacion de carbono fue menos evidente en
ambos oxigenantes, ya que la recuperacion de carbono en forma de CO, y biomasa fue
cercana a 50% en cada caso.

La cantidad de alcano necesaria para la degradacion completa de MTBE (1 mg C) varié
segun 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 cometabdlica 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 mas eficiente fue el
pentano por ser éste el que en menor proporcion se necesitd ( 0.98 mg C de pentano)
para degradar 1 mg C de TAME y se corroboré al tener un coeficiente metabolico alto
(1.31). Por estos resultados se considero al pentano el alcano mas eficiente para el

cometabolismo de estos dos oxigenantes.

En el andlisis de los éteres DIPE y ETBE la cantidad de carbono recuperado como CO, en
promedio fue de arriba de un 50%, en los datos de rendimiento de biomasa se presento
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 mostré una capacidad
limitada por parte del consorcio MI-P para degrédar alrededor de 1 mg C de estos
oxigenantes en presencia de los alcanos probados, solo para pentano se observo la
degradacion completa cuando se agregdé 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 cometabdlico
es bajo (ETBE 0.53 y DIPE 0.34) en comparacion con observados en la Tabla 5.1 para los
demas oxigenantes.
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Comparando los datos del TBA y TAA en presencia de los n-alcanos se obtuvo una
recuperacion de carbono como CO; arriba del 50% (Tabla 5.1 y Apéndice D). Al igual que
en los éteres el mayor rendimiento se observé 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 observé 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
observd en butano y hexano (0.42 y 0.51 mg C), y sin embargo el coeficiente
cometabdlico mas elevado resultd ser el del propano para TBA (1.93) y el butano (2.79)
para TAA.

Cabe hacer la aclaracion 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
excepcion de TAME y TAA con heptano, donde la degradacion de ambos no fue
completa. Asi 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 respectivamente
(Apéndice D).
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Tabla 5.1 Balance de carbono para los diferentes experimentos con alcanos y oxigenantes.

Recuperacion | Cantidad de
Recuperacion global de alcano Coeficiente
Alcano Recuperacién | de carbono carbono necesaria para | Cometabélico
de carbono | como biomasa | CO, y biomasa | la degradacion (mg de
como CO0; (oxigenante completa del | oxigenante/mg
+alcano) oxigenante de alcano)
(mg 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
Heptano 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 0.98 131
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 0.66 193
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 0.98 447 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 * &
DIPE
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 a *
* no degrada

**no degrada completamente, valor mas cercano
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6. Discusion

La degradacion 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 mayoria de estos la degradacion 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, reporté a Pseudomonas sp. CAM capaz de
crecer en alcanfor la cual degrad6 2.1 mgwuree/Gproteina/h de MTBE, Gamier ef al., 1999. con
P. aeruginosa creciendo en pentano, reporta una tasa de degradacion de 20.6
mMawree/Tproteina/n de MTBE. Otro trabajo de cometabolismo con 2-metil pentano es el
reportado por Hyman et al, 1999, con la cepa P. Mendocina, la cual degraddé 21.1
mgwmree/proteina/N de MTBE, en este trabajo como en los anteriores hubo acumulacion de
TBA, sin que posteriormente este alcohol se degradara. Con el consorcio MI-P en MTBE
se obtuvo una tasa de degradacion de 76 m@wree/Gproteina/N Y UNA Mineralizacion completa
del oxigenante con pentano (Fig.5.2), de todos los alcanos probados en este trabajo es

también con pentano con el que se observo el mejor coeficiente cometabdlico.

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 terrae IFP 2007, por su alta tasa de remocion, este trabajo fue el
realizado por Hernandez-Perez et al., 2001 (Tabla 5). En el presente trabajo la tasa de
remocion mas alta se observd en pentano (Fig. 5.2) ademas de una mineralizacion
completa con este alcano y con casi todos los demas probados. Sin embargo el mejor
coeficiente cometabdlico se registré con butano (Tabla 5), convirtiendo a este alcano en
una opcién muy buena para la degradacion cometabolica del TAME

La capacidad del consorcio para degradar ETBE y DIPE se mostr6 limitada, ya que en
casi todos ios alcanos probados estos éteres no se consumieron o solo se consumieron
parciaimente. Con una tasa de degradacion buena el ETBE en la cinética de pentano (Fig.
5) se mostr6 como la linea mas prometedora, asi mismo sucedié con el DIPE con una
tasa de degradacion mas baja pero también prometedora. Los estudios de degradacion

cometabdlica de estos dos éteres son reducidos, los avances para la degradacion de
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ETBE se reportan en algunos trabajos como el de Steffan et al, 1997, que con las
bacterias Nocardia sp. ENV425, Nocardia sp. ENV421, y Mycobacterium vaccae JOBS, se
reporté degradacion cometabdlica positiva con propano, sin embargo no se determiné la
cantidad o la velocidad del éter degradado. Un nuevo trabajo realizado por Corcho et al.,
2000 con un cultivo de bacterias ciclohexano-oxidantes determiné una tasa de
degradacion para el ETBE de 1.91 mgetse/Jproteina’h Y para DIPE de 1.36 mgpipe/Gproteina/N.

Estos valores demuestran que la tasa de degradaciéon y el grado de mineralizacion
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 degradacion, y los
coeficientes cometabdlicos de los éteres se obtuvieron con pentano (Fig.5).

Hay pocos trabajos con reportes de degradacion por cometabolismo 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 degradaciéon para TBA con pentano de

4.25 mgTBA/gproleina/rL

Cuando el consorcio MI-P se probo con TBA y TAA las mejores tasas de degradacion
fueron obtenidas con propano 88.1 mgrea/Qpoteina/h (Fig. 5.7, grafica a), para el primero, y
para el segundo con butano 97.5 mgraa/Qproeina’h (Fig. 5.7, gréfica b), ambas obtenidas
con menos de 0.70 mg de carbono de alcano, por lo que sus coeficientes cometabdlicos
son altos (Tabla 5.1). Asi mismo es importante sefalar que en presencia todos los n-
alcanos probados el consorcio MI-P fue capaz de degradar ambos alcoholes y la

mineralizacion fue completa también en ambos.

Los mejores resultados de tasas de degradacion y coeficiente cometabdlico se registraron
con propano para TBA y con butano para TAA, haciendo de estos alcanos los mas
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 esta determinado en pentano,
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este rendimiento se refleja en las cinéticas conjuntas de pentano con MTBE, TAME, TBA,
y TAA, lo que es razonable si se toma en cuenta que el consorcio MI-P fue adaptado a
crecer en pentano mas MTBE por un periodo prolongado.

En las cinéticas de degradacion de oxigenantes en presencia de los n-alcanos la
remocién completa o parcial de los oxigenantes hacen evidente, que para este consorcio
MI-P hay varios alcanos con posibilidades de ser utilizados cometabdlicamente (como
fuente alterna de carbono y energia) para la degradacion completa de oxigenantes
especificos.

En la mayoria de los trabajos consultados se hace referencia a la capacidad enzimatica
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 cometabolismo con alcanos. Muchas observaciones
sugieren que la enzima responsable de la primera reaccion que lleva a la oxidacion del
MTBE es una alcano-monooxigenasa, la cual también inicia con la oxidacion del alcano
(Garnier et al.,1999, Hyman et al., 2000, Liu et al., 2001, Smith et al., 2003), a estas

observaciones se suman las que se hicieron en este trabajo como son:

La inmediata actividad de oxidaciéon de los alcanos probados y de los oxigenantes, en
todos los casos no se observo 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 ademas diferencias en la actividad de oxidacion, entre cada uno de los éteres, esto
se hizo mas evidente cuando los resultados indicaron un limitado consumo de ETBE y
DIPE, lo cual sugiri6 que el ataque principal de la alcano-monooxigenasa de los
microorganismos que componen el consorcio MI-P es la union metil-oxigeno comun en el
MTBE y el TAME, pero no presente en el ETBE y DIPE.

En todos los trabajos donde se detectdé acumulacién de TBA, se sugiere que el paso

limitante para la completa mineralizacion del MTBE es el carbon terciario. En este trabajo
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se observo que para este consorcio los alcoholes no fueron problema. Asi se sugiere que
para el consorcio MI-P la enzima responsable de la degradacion de TBA y MTBE ademas
de los n-alcanos fue la misma. En este sentido hay resultados indicando que la oxidacién
del TBA se llevd a cabo por parte de la enzima que también es responsable de la
oxidacion del MTBE y del alcano en cuestion (Smith et al, 2003), ya en trabajos
anteriores daban cabida a esta posibilidad (Steffan et al., 1997, Gamier et al., 1999, Liu et
al., 2001).
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7.Conclusiones

A lo largo de las dos ultimas décadas se han desarrollado numerosos estudios, que
sugieren viabilidad en la biodegradaciéon 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 totaimente a estos
sobre todo al MTBE, ya sea como unica fuente de carbono y energia o
cometabdlicamente 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 biorremediacion como la mejor opcién con
aplicacion en el tratamiento de acuiferos contaminados con oxigenantes. Es entonces
que, el conocimiento recabado a través del tiempo en estos trabajos, brinda la informacion
necesaria acerca de la identificacion de las limitaciones que pueden impedir la aplicacion
exitosa de bioprocesos de remocion de oxigenantes del ambiente. Algunas de estas
imitaciones son: la capacidad reducida por parte de los microorganismos para mineralizar
completamente los oxigenantes, ademas de necesidad de contar con un inéculo grande

que se pudiese aplicar en campo.

Asi, los microorganismos que degradan compuestos oxigenantes y que lo utilizan como
unica fuente de carbono y energia, a pesar de tener tasas especificas de consumo alta,
tienen una tasa de crecimiento baja con un largo periodo de proliferacion celular (en
ocasiones de meses) lo cual constituye la principal limitante para ser utilizados
exitosamente en la biorremediacion.

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 limitacion y que pueda
impedir el éxito de la remocién completa y efectiva de contaminantes tales como MTBE,
TAME, ETBE, DIPE, TAAy TBA.

De acuerdo a estos resultados el cometabolismo constituye una alternativa viable para la
eliminacion de los compuestos oxigenantes, ya que los microorganismos se reproducen
rapidamente, ademas de tasas especificas de consumo altas para los oxigenantes, y la
mineralizacion completa de MTBE, TAME, TBA, TAA, ETBE y limitadamente DIPE.
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Concordantemente las tasas de degradacion obtenidas en este trabajo con bacterias
Pseudomonas son mas 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

biorremediacion.

En estudios futuros existe la posibilidad de considerar la oxidacién por parte del consorcio
MI-P de otros compuestos con uniones éter, considerados recalcitrantes. Por lo que se
proponen estudios mas detallados por oxigenante que permitan tener una vision mas
amplia del desarrollo de los procesos cometabdlicos entre oxigenantes y alcanos de
cadena corta. Ademas, 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 remocion completa de

los oxigenantes in situ.

En la actualidad los compuestos que son utilizados en procesos de produccion son
introducidos al ambiente, sin hacer estudios o tener en cuenta los efectos, y dafos
posteriores que estos puedan causar, es importante sefalar que este tipo de estudios no
son prioridad para ningun pais, independientemente del desarrollo econémico. Un ejemplo
de este error se hace evidente en los oxigenantes, ya que aunque la atencion se ha
enfocado en el MTBE, la NAWQA de EE. UU. enfatiza que este oxigenante es sélo un
quimico de muchos otros detectados en aguas subterraneas, y que muchos de estos
quimicos son igual o mas riesgosos que el MTBE para la salud humana y el ambiente. Por
lo tanto se propone en la medida de lo posible un estudio mas detallado de los quimicos
que son utilizados o que estan por utilizarse en los procesos industriales en México, asi

como de sus posibles implicaciones a la salud y al ambiente.

61



Referencias

Bibliografia

1.

Bauman B. (1999) What's in Gas? Or Gasoline, Yesterday and Today a 20"
Century Miracle: A look at maddeningly complex world of gasoline formulation and
Distribution. EPAoust National Conference. In www.api.org/ehs/epaoust.htm.

Buenrostro C., Dovali A. (2001). Estudio para la determinacién y evaluacion del
metil terbutil éter (MTBE). DGCOH, oficio GDF-SOS/01-523.

Corcho D., Watkinson R., Lerner D. (2000). Cometabolic degradation of MTBE by
a ciclohexane-oxidizing bacteria. In Wickramanayake G.B., Gavaskar A., Alleman
B., Magar V. (eds) Bioremediation and phytoremediation of chlorinated and
recalcitrant compounds. Batelle Press Columbus Ohio. 183-189.

Cowan R., Park K. (1996). Biodegradation of the gasoline oxygenates MTBE,
ETBE, TAME, TBA, and TAA by aerobic mixed cultures. In Fiorenza S., Rifai H.
(2003). Review of MTBE Biodegradation and Bioremediation. Bioremediation
Journal. 7(1):1-35.

Deeb R., Alvarez-Cohen. (2000). Aerobic biotransformation of gasoline aromatics

in multiccmponent mixture. Bioremediation journal. (4):171-179.

Dupasquier D., Revah, S., Auria R,. (2002). Biofiltration of Methyl Tert-Butyl Ether
Vapors by Cometabolism with Pentane: Modeling and Experimental Approach.
Environmental Science Technology. (36):247-253.

Eweis B., Watanabe N., Schroeder D. Chang D., Scow M. (1998). MTBE
biodegradation in the presence of other gasoline components. In Fiorenza S., Rifai
H. (2003). Review of MTBE Biodegradation and Bioremediation. Bioremediation
Journal. 7(1):1-35.

Faulk R., Gray J. (2001) Salem Revisited: Updating the MTBE Controversy.
Environmental Forensic. (2):29-59.

Favela (2000) comunicacion personal.

62



Referencias

10. Fayolle F., Vandecasteele J.-P., Monot F. (2001). Microbial degradation and fate in

11

12.

13.

14.

15.

16.

17

18.

the environment of methyl tert-butyl ether and related fuel oxygenates. Applied
Microbiology Biotechnology. 56: 339-349.

Fiorenza S., Rifai H. (2003). Review of MTBE Biodegradation and Bioremediation.
Bioremediation Journal. 7(1):1-35.

Fortin N., Deshusses M. (1999). Treatment of Methyl tert-butyl ether vapors in
biotrickling filters 1. Reactor start up, steady state performance and culture
characteristics. Environmental Science Technology. (33):2980-2986.

Francois A., Mathis H., Godefroy D., Piveteau P., Francoise Fayolle., Monot F.
(2002). Biodegradation of Methyl tert-Butyl Ether and Other Fuel Oxygenates by a
New Strain, Mycobactenium austroafricanum |FP 2012. Applied and Environmental
Microbiology. (68):2754-2762.

Franklin PM, Koshland CP, Lucas D, Sawyer RF. (2000). Clearing the air: using
scientific information to regulate reformulated fuels. Environmental Science
Technology. ( 34):3857-3863.

Fujiwara Y., Kinoshita T., Sato H., Kojima |. (1984). Biodegradation and
Bioconcentration of Alkyl Ethers. Yukagaku. (33):111-114.

Garnier P., Auria R., Augur C., Revah S. (1999). Cometabolic biodegradation of
methyl t-buthyl ether by Pseudomonas aeruginosa grown on pentane. Applied
Microbiology. Biotechnology (51):498-503.

Gonzalez R., Leyva M. (2001). “Prospectivas de uso de compuestos oxigenados

»

en la formulacién de Gasolinas ” VII/ Foro de avances en la Industria de la
Refinacién organizado por el Instituto Mexicano del Petrdleo. 11 y 12 de

Septiembre 2001. IMP.

Hanson J., Ackerman C., Scow K., (1999). Biodegradation of methyl tert-butyl ether
by a bacterial pure culture. Applied and Environmental Microbiology. (65):79-84.

63



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27,

Referencias

Hardison L., Curry S., Ciuffetti L., Hyman M. (1997). Metabolism of Diethyl Ether
and Cometabolism of Methyl ter-Butyl Ether by Filamentous Fungus, a Graphium
sp. Applied and Environmental Microbiology. 63(8):3059-3067.

Hatzinger P., McClay K., Vainberg S., Tugusheva M., Condee C., Steffan R.
(2001). Biodegradation of Methyl tert-Butyl ether by a Pure Bacterial Culture.
Applied and Environmental Microbiology. (67):5601-5607.

Hermandez-Pérez G., Fayolle F., Vandecasteele J. (2001). Biodegradation of ethyl
t-butyl ether (ETBE), methyl t-butyl ether (MTBE) and t-amyl methyl ether (TAME)
by Gordonia terrae. Applied and Environmental Biotechnology. (55):117-121.

Hyman M., Musafika-Jeknic T., Kwon P., Wiliamson K., O'Reilly K. (1998).
Cometabolism of MTBE by Alkane-Utilizing Microorganisms. Cevron Bioteam
(178):8-12.

Hyman M., O'Reilly K. (1999). Cometabolic degradation of MTBE by iso-alkane
utilizing bacteria from gasoline-impacted soils. In Wickramanayake G.B. Batelle,
Columbus Ohio. 149-155.

Hyman, M., Taylor C., O'Reilly K. (2000). Cometabolic degradation of MTBE by
iso-alkane utilizing bacteria from gasoline-impacted soils. Bioremediation.149-155.

Hyman M., Smith C., O'Reilly K. (2001). Cometabolism of MTBE by aromatic
hydrocarbon-oxidizing bacteria. In Wickramanayake G.B., Gavaskar A., Alleman
B., Magar V. (eds) Bioremediation and phytoremediation of chlorninated and

recalcitrant compounds. Batelle Press Columbus Ohio. 145-152.

lturbeR., Flores R., Torres L. (2003). Soil and water contamination levels in an out-
of-service oil distribution and storage station in Michoacan, Mexico. Water and Soil
Pollution. (14):261-281.

Jacobs J., Guertin J., Herron C. (2001). MTBE: Effects on Soil and Groundwater
Resources. Lewis Pub. N.Y. 243 pp.

64



28.

Referencias

Johnson R., Pankow J., Bender D., Price C., Zogorsky J. (2000). " To what extent
will past releases contaminate community water supply wells?". Environmental
Science Technology. (32):210-217.

.Kane S., Beller H., Legler T., Koester C., Pinkart H., Halden R., Happel A. (2001).

Aerobic Biodegradation of methyl tert-butyl ether by aquifer bacteria from leaking
underground storage tank sites. Applied and Environmental Microbiology.
67(12):5824-5829.

.Keller A., Sandall C., Rinker R., Mitani M., Bierwagen B., Snodgrass J. (2001).

Cost and performance evaluation of treatment technologies for MTBE-

Contaminated water. http://www.tsrtp.ucdavis.edu/mtbertp/vol5 3.pdf.

.Kharoune M., Kharoune L., Lebault J., Pauss A. (2002). Aerobic Degradation of

Ethyl-tert-Butyl Ether by a Microbial Consortium: Selection and evaluation of
Biodegradation Ability. Environmental Toxicology Chemical. 21(10):2052-2058.

. Liu C., Speitel G., Georgiou G. (2001). Kinetics of Metil t-Butyl Ether Cometabolism

at Low Concentrations by Pure Cultures of Butane-Degrading Bacteria. Applied
and Environmental Microbiology. (67):2197-2201.

. Lowry O., Rosenbrough N., Farr L., Randall R. (1951). Protein measurement with

the folin phenol reagent. Department of Pharmacology, Washington University
School of Medicine, St. Louis, Missouri.

.Manzanares L., Munioz L., Romero C., Nevarez V., Ramirez E., Delgado M., Keer

A. (2001). Monitoring of MTBE as ambient air pollutant in service station in
Chihuahua City. In Proceedings of the 94™ Annual Conference and Exhibition of
the Air and Waste Management Association. P. 689. Orlando, Florida (June 24-28).

.Mo K, Lora A., Wanken A., Kulpa F. (1995). Biodegradation of methyl t-butyl ether

by pure bacterial cultures. Abstract, 95" ASM General Meeting. (95):408. in
Fiorenza, S., Rifai, H. (2003). Review of MTBE Biodegradation and Bioremediation.
Bioremediation Journal. 7(1):1-35.




36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Referencias

Morales M., Velazquez E., Jan J., Revah S., Gonzalez U., Razo E. (2004). Methyl
tert-Butyl Ether Biodegfadation by Microbial Consortia Obtained from Soil Simples
of Gasoline Polluted Sites in Mexico. Biotecnology. Letters 26: p. 269-275.

Piveteau P., Fayolle F., Le Penru Y., Monot F. (2000). Biodegradation of MTBE by
cometabolism in laboratory-scale fermentations. In Wickramanayake G.B.,
Gavaskar A., Alleman B., Magar V. (eds) Bioremediation and phytoremediation of
chlorinated and recalcitrant compounds. Batelle Press Columbus Ohio. 141-148.

PEMEX, Heredia-Velazquez A. (2000). Evolucién de las gasolinas automotrices en
PEMEX a partir de la expropiacion petrolera www.franquiciapemex
.com/octanaje/que.htm

PEMEX , Memoria de labores (2001). PEMEX refinacién. p. 3, 8, 51, 77.

Prince R. (2000). Biodegradation of Methyl tertiary-Butyl Ether (MTBE) and Others
Fuel Oxygenates. Cntical Reviews in Microbiology. 26(3):163-178.

Reich M. S. (1994). Top 50 chemicals production rose modestly last year.
Chemical. Eng. News (72):12-16.

Reyna G., Vega E., Reyes E., Mugica V., Chow V., Watson J., Arriaga J. (2001).
Importance of determining volatile organic compounds source profiles to diminish
ozone concentrations in Mexico City metropolitan area. Proceedings of the 94"
Annual Conference and Exhibition of the Air and Waste Management Association.
Paper 921. Orlando, Florida (June 24-28).

Salanitro P., Diaz A., Williams P., Wisniewski L. (1994). Isolation of a bacterial
culture that degrades methyl ter-butyl ether. Applied and Environmental
Microbiology. 60(7):2593-2596.

Schifter |., Diaz L. Guzman E. (2000). La Tecnologia en los vehiculos y las
gasolinas Pemex Magna y Pemex Premium. Revista Octanaje Pemex. (25).

Schifter |.; Diaz L.; Avalos S.; Vera M.; Barrera A_; Lopez S. E. (2000a). Effect of
Methyl Tertiary Butyl Ether Concentrations on Exhaust Emissions from Gasoline

66



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Referencias

Used in the Metropolitan Area of Mexico City. Journal of the Air and Waste
Management Association. (50):488-494.

Schifter |., Diaz L., Vera M., Castillo M., Ramos F., Avalos S., Lopez-Salinas E.
(2001). Impact of Engine Technology on the Vehicular Emissions in Mexico City.
Environmental Science Technology. (34):2663-2667.

Secretaria de Energia (SENER). (2002). Anuario estadistico petroquimica 2001.
México. 246-248.

Sedmark J., Grossberg E. (1977). A rapid sensitive, and versatile assay for protein
using Coomassie Brilliant Blue G250. Analytical Biochemestry. (79):544-552.

Sedran M., Pruden A., Wilson G., Suidan T., Venosa A. (2002). Effect of BTEX on
Degradation of MTBE and TBA by Mixed Bacterial Consortium. Journal
Environmental Engine. 128(9):830-835.

Smith C., O’ Relly K., Hyman M. (2003). Characterization of the initial Reactions
during the Cometabolic Oxidation of Methyl tert-Butyl Ether by Propane-Grown
Mycobacterium vaccae JOB5. Applied and Environmental Microbiology. (69):2.
796-804.

Squillace J., Pankow F., Korte E., Zogorski S. (1997). Review of the Environmental
Behavior and Fate of Methyl tert-Butyl Ether. Environmental Toxicology Chemical.
(16):1836-1844.

Steffan R.J., McClay K., Vainberg S., Condee W., Zhang D. (1997). Biodegradation
of the Gasoline Oxygenates Methyl ter-Butyl Ether, Ethyl ter-Butyl Ether, and ter-
Amil Methyl Ether by Propane-Oxiding Bacteria. Applied and Environmental
Microbiology. (63):4216-4222.

Stocking J.A., Deeb R., Flores A. Stringfellow W., Talley J., Brownell R.,
Kavanaugh C.. (2000). Bioremediation of MTBE: a review from a practical
perspective. Biodegradation 11:187-201.

Suflita J., Mormile R. (1994). Anaerobic biodegradation of known and potential
gasoline oxygenates in the terrestrial subsurface. Environmental Science
Technology. (27):976-978.

67



65.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Referencias

Torck B. (1999). A look at oxygenated fuels. Oil Gas Science Technology 77-80.

USEPA Environmental Protection Agency. (1994). Health risk perspective on fuel
oxygenates. U. S. Environmental Protection Agency. EPA 600/R94/217.
http:/Awww.epa.gov/nceal/pdfs.

USEPA Environmental Protection Agency. (1995). How to evaluate Alternative
Cleanup Technologies for Underground Storage Tank Sites: A Guide for corrective
Action Plan. www.epa.gov/ncea/swerust1/p_pdf.

USEPA Environmental Protection Agency. (1998). Oxygenates in Water: Critical
Information and Research Needs. Office of Research and Development.
EPA/600/R-98/048. www.epa.gov/ncea/pdfs/oxy_h2o.pdf.

USEPA Environmental Protection Agency. (2000). 40 CFR Part 755. Methyl
Tertiary Butyl ether (MTBE): Advance Notice of Intent to Initiate Rulemaking Under
the Toxic Substances Control Act to Eliminate or Limit the Use of MTBE as a Fuel
Additive in Gasoline. pp. 16094-16109, Federal Register, (65):58.

Vautrain JH. (1999). California refiners anticipate broad effects of possible state
MTBE ban. Oil Gas Journal Jan (18):18-22.

Wilson G., Pruden A., Suidan T., Venosa A. (2002). Biodegradation kenetics of
MTBE in laboratory batch and continuous flow reactors. Journal Environmental
Engine. 128(9):824-829..

Woodward D., Sloan, D. (2001). Common myths, misconceptions and Assumptions
about MTBE: {Where are we now?. AEHS Soil sediment & water. Special issue.
16-19.

Zambrano A., De Vizcaya A. Uribe R., Salazar L., Pérez B., Arriaga J.L. Zapata |.,
Garcia J. L., Gonzalez U., Calderon E. S., Cebrian M.E. (2002). Toxicity of
Mexican gasoline vehicle emissions. 12th CRC ON-ROAD Vehicle Emissions
Workshop. San Diego.. April 15-17.

68



Apéndices

Apéndice A. Curvas Estandar
A.1 Elaboracién de curvas

Los estandares para transformar el volumen de compuesto adicionado (gas o liquido), a

concentraciones de mg/l se realizaron como sigue:

Se prepararon  micro- Se adicionaron los
cosmos con 20 ml de agua oxigenantes y alcanos (C5-
destilada (sustituyendo el C7) en concentraciones
MM) y bajo las mismas crecientes de 1, 2, 4,6y 8
condiciones de la fase ml en microcosmos con
experimental. capacidad de 125 ml .

Posteriormente se tomaron Se relacioné el volumen de
muestras liquidas y cada compuesto por su
gaseosas, analizandose en <r‘:] densidad* para obtener los
cromatografia. mg/l que se adicionaron en
125 mi (capacidad
microcosmos)

Los datos del area bajo la
curva integrada por el
cromatografo 'y la con-
centracion del compuesto
anadido  se ajustaron
mediante una regresion
lineal, asi se elaboraron las
curvas patrén.

La curva estandar para calcular la cantidad de CO, producido se calcul6é en base a una
mezcla de gases, la cual se inyectd en cromatografia en cantidades conocidas y
crecientes (1, 2, 3, 4, 5, 10 y 20 ml de mezcla), de donde posteriormente se separod el
porcentaje de CO, correspondiente, utilizando la ley general de los gases para calcular los
mg de CO, en cada punto.

La cantidad de O, consumida se calcul6 en base al porcentaje obtenido de cada muestra
de aire después de analizarse en cromatografia, utilizando la ecuacién general de los
gases, y extrapolando posteriormente para determinar el consumo de oxigeno de cada

microcosmos.

A continuacion se presentan las curvas estandar en fase gas y en fase liquida de todos

los compuestos utilizados en este trabajo.

" En el caso de propano y butano la conversién de volumen adicionado a mg/l, se realizé primero
calculando la molaridad del alcano, y después su concentracién (mg), para finalmente obtener la
concentracién adicionada en 125 ml (capacidad del microcosmos) en mg/l.
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La serie anterior indica la cantidad de cada uno de los oxigenantes, cantidad relacionada

en cada uno de los casos con el area correspondiente del analisis cromatografico en fase

gaseosa.
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Apéndices

Apéndice B. Proteina
B.1 Método Coomassie

Modificado de Sedmark et al., (1977). Este ensayo se basa en la interaccion entre el
colorante y el grupo amino de las proteinas, esta interaccion esta en funciéon de la
concentracion de H'. En este trabajo Coomassie fue utilizado para cuantificar la proteina
inicial en cada microcosmos, por ser un método que puede detectar cantidades de

proteina tan bajas de hasta 1ug de proteina.

Reactivo de Coomassie, preparado con:

Coomassie Brilliant Blue G250 (Sigma), y acido perclorico (APC).

Se diluyé un 0.06 % de colorante en 3% de APC (peso/volumen, 0.3M), mezclando por

alrededor de una hora, para posteriormente filtrar en papel Whatman num. 1.

B.1.2 Cuantificacion de proteina por el método de Coomassie

De la muestra de proteina (células), se tomé 100 L y se colocod en tubos Eppendorf®.

Al tubo con proteina se le adicioné solucion salina (NaCl) 400 pL al 0.85% agitando muy
bien, posteriormente también se le adiciond 500 uL (0.1 N) de hidroxido de sodio (NaOH),

agitando nuevamente.

A continuacion se colocé a bafo Maria en agua hirviendo, durante una hora (hidrolisis).

Una vez que la hidrélisis fue completa, se tomaron 500 pL del hidrolizado y se adiciond
500 pL del reactivo de Coomassie y se determiné indirectamente la cantidad de proteina
en la muestra por medio de espectrofotometria, leyendo a una longitud de onda (1) de 620

nm. Lo anterior se resume en la siguiente tabla:

Proteina pL | NaCl puL NaOH pL |Hidrélisis | Reactivo de|Leer A 620
Coomassie plL nm
100 400 500 500
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B.1.3 Curva de proteina.

Se realizé una curva estandar de proteina en mg/l para conocer la cantidad exacta de

células a inocular.

Para realizar esta curva se colocaron cantidades conocidas y crecientes de proteina
(soluciones patrén de 5,10, 20, 40, y 60 mg/l de albumina 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 estandar se realizé6 en bajas
concentraciones de albumina, asegurando la curva lineal, pues a altas concentraciones

ésta no se ajusta a una curva lineal.

La siguiente es la curva estandar de proteina (método Coomassie) utilizada en este

trabajo.

60 |
f
{
50 |
n | y=6574x
5 40 R’= 0.9928 .
E
o 30
°
s 20 .
10 e '
0 02 04 06 08

Absorbancia (620nm)

Figura B-1 Curva estandar de proteina por el método de Coomassie.

B.2 Método de Lowry

Modificado de Lowry et al 1951, este es un ensayo colorimétrico el cual se basa en una
reaccion entre la proteina y el cobre en un medio alcalino, con una reduccion posterior
con el reactivo de Folin fenol, esta reaccion es posible principalmente por los aminoacidos

tirosina y triptofano.

75



Apéndices

Este ensayo fue bastante estable y pudo ser analizado aun después de una hora, lo que
fue de mucha utilidad para el anélisis masivo de las numerosas muestras. En este trabajo
se utilizo el método de Lowry para la cuantificacion de proteina final debido a que tiene un
rango de sensibilidad mas alta que el método de Coomassie, este rango es de 5-10 pg de

proteina.

Reactivo de Lowry preparado con:

CuS04-5H,0 al 1% en H,O Reactivo A, Tartrato doble de Na y K al 2% Reactivo B,
NaCO3 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 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

De la muestra de proteina (células) se tomo una alicuota de 2 ml, se colocé en un tubo de
ensaye y se adiciond 0.5 ml de hidroxido de sodio (NaOH) 1N agitando muy bien, a
continuacion se colocé a bafo Maria en agua hirviendo, durante 30 m. (hidrolisis).

Posteriormente se tomé una muestra de 0.5 ml del hidrolizado y se llevé a un volumen de
1 ml (con agua), posteriormente se agregaron 5 ml del reactivo E, y se agitd
vigorosamente, se dejo 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 espectrofotometria a una

longitud de onda (A) de 590 nm. Lo anterior se resume en el siguiente cuadro:

Proteina NaOH | Hidrolisis | Proteina | Dilucion | Reactivo | Reactivo | Leer A
(ml) (ml) por 30 m. | hidrolizada| con E (ml) Folin 590 nm
(ml) agua | Reposar (ml)
10 m. Reposar
30 m.
2 0.5 0.5 5 0.5
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B.2.3 Curva de proteina.

Se realizé una curva estandar de proteina (figura Bll) en mg/l para conocer la cantidad
final de células en cada microcosmos.

Para realizar esta curva se colocaron cantidades conocidas y crecientes de proteina
(soluciones patrén de albumina bovina ), el procesamiento de las muestras es el mismo
que el detallado anteriormente para las muestras experimentales.

En este caso el método permitié que las concentraciones de albumina fuesen mas altas
para garantizar la curva lineal, y que los datos experimentales en concentraciones altas se

ajustaran a la curva.

A continuacién se presenta la curva estandar de proteina con el método de Lowry.

600
500 .
Y= 474.72x
400 R’= 0.9975

300

Proteina (mg/L)

200

100

.

0 L —L TP RS S

0 02 04 06 08 1 1.2
Absorbancia (590 nm)

Figura B-Il Curva estandar de proteina por el método de Lowry.
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APENDICE C. Produccién de CO,, consumo de O; y produccién de biomasa

Las series de graficas que a continuacion se presentan enfatizan como la produccion de
CO;, el consumo de O, y la produccion de biomasa (indirectamente determinada por
cuantificacion de proteina) corroboran de manera experimental la capacidad del consorcio
MI-P de degradar y mineralizar completamente los oxigenantes, utilizando como fuente de
carbono alterna alcanos de cadena corta.

Las series de graficas C-1 a C-IV muestran la produccién de CO, cuando el consorcio
consumio la totalidad de los n-alcanos y los oxigenantes probados, el analisis general de
estas graficas muestra que la produccion de este gas es mayor cuando se adicionaron

juntos el alcano y el oxigenante, a diferencia de cuando se adicion6 el alcano solo.

En las graficas de DIPE y ETBE para heptano, butano y propano la diferencia en
produccién de CO; se observo 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 mas altas de este alcano un consumo limitado y para

las mas pequeras un consumo nulo.

Las siguientes series de graficas C-V a C-VIII, consumo de O, corroboran los resultados

de las series anteriores con respecto al DIPE y el ETBE.

Con respecto al analisis de produccién de biomasa en todas las series de graficas (C-IXa
CXIl) se muestra que no hay diferencia en la producciéon de el alcano solo y del alcano
con el oxigenante en turno, esto corrobora que no hay asimilacion de los oxigenantes por

parte de los microorganismos para sus procesos vitales.

Finalmente es importante sefalar que las diferencias que se puedan observar en las
graficas con respecto a lo dicho anteriormente, no se deben a los procesos propios del
metabolismo del consorcio o su comportamiento, sino a errores de manipulacion al
momento de adicionar los compuestos.
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Fig. C-XI Produccién de biomasa de butano solo y de butano con cada uno de los oxigenantes
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Resumen global de carbono en alcanos

La siguiente tabla nos muestra el resumen global de carbono del CO, de cada uno de los alcanos con cada una de las condiciones

ensayadas en este trabajo.

Apéndice D. Balances de carbono de las cinéticas

1 Propano | Butano | Pentano | Hexano | Heptano
Reactivos
carbono del alcano | 053] 1.1 | 3.11[6.79|0.37 |0.83 | 2.04 | 460 /065|1.08|2.04|4.09| 049|0.94| 2.18| 4.37|0.51 | 1.07 | 2.01 | 4.88
carbono de CO, 0.33/0.60]1.62)|2.86[0.39|0.70|1.24|258|0.26|0.45 100210 0.36]| 0.80| 1.42| 2.85|0.59|1.08|1.79 | 3.16
Productos :
Recuperacién de
carbono como CO, |0.63|0.54 |0.52|042| 1.0 [0.85|0.61|0.56}/0.40|0.41|0.49|/0.51 0.73/0.85| 0.65| 065 1.0 | 1.0 [ 0.89 | 0.65

Tabla D-l. Resumen global de la fuente de carbono en CO, 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.

| Propano | Butano | Pentano | Hexano | Heptano

Reactivos

carbono del alcano | 0.53 | 1.07 | 3.07 [5.40 /0.23 |0.66 | 1.59 |4.14 | 0.63| 1.33| 2.47| 3.50| 0.49| 1.08| 2.20| 4.20| 0.59| 1.03| 2.38 | 5.39

carbono como

biomasa 0.40/0.55|1.35/2.42|0.34 |[0.52 |1.17 |2.07 | 0.61] 0.87| 1.27| 1.93| 0.27| 0.35| 0.78| 1.21] 0.33| 0.23| 0.46| 1.06
Productos

Recuperacion de

carbono 0.75]/0.51 | 0.44|0.45]|1.00|0.79 | 0.74 | 0.50 | 0.97| 0.66| 0.51| 0.55| 0.54| 0.33| 0.35| 0.29| 0.56| 0.23| 0.20| 0.20

Tabla D-1I. Resumen global de la fuente de carbono en Biomasa de cada uno de los alcanos utilizados en este trabajo.
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A continuacion se presentan los resumenes globales de la fuente de carbono de cada uno de los éteres y alcoholes probados en
este trabajo.

Resumen global de carbono en MTBE

| Propano | Butano | Pentano | Hexano | Heptano

Reactivos

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 061]0.94|1.00|104}0.77|090|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 114 1239(3.75|7.28|1.27|1.80[268|483|1.16|2.06|3.39|538| 148|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| 0.00f 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| 0.00f 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 CO, 090| 164| 224| 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|245| 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
Recuperacion Global

Recuperacion de
carbono 1.0/ 0.99]| 0.94| 090§ 0.94| 1.0, 10| 10| 10/,095/097|091} 1.0/ 10| 1.0{1.00f 1.0/ 1.0| 0.90| 0.97
Recuperacion 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
Recuperacion de
carbono como CO, | 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-lll. Resumen global de las fuentes de carbono del MTBE y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de carbono del TAME

| Propano | Butano | 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| 530| 1.37| 2.06| 3.29| 541| 1.42| 2.15| 3.21| 5.37| 1.13| 1.94| 3.08| 5.32
Productos

Carbono del TAME
no consumido 0.36| 0.00| 0.00| 0.00f 0.18| 0.00| 0.00| 0.00| 0.35| 0.00| 0.00| 0.00f 0.15| 0.04| 0.00| 0.00f 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 CO, 1.08| 1.53| 2.30| 3.87]| 0.97| 117 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| 482| 1.68| 1.90| 3.52| 591| 1.52| 2.04| 3.12| 5.34] 1.21| 1.92| 3.29| 5.45

Recuperacién Global

Recuperacién de
carbono 1.0/ 0.95| 0.95| 0.94|] 1.0/ 0.85/0.92| 091 1.2*) 092|107, 1.0f 1.0/0.95|0.97|/0.99] 1.0/ 0.99| 1.0 1.0

Recuperacion 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

Recuperacién de
carbono como CO, | 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-1V. Resumen global de las fuentes de carbono del TAME y cada uno de los alcanos probados
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e P s e e e e e e e e e e e e e e e e

Resumen global de carbono del TBA

1 Propano | Butano | Pentano | Hexano | Heptano
Reactivos
Carbono del alcano | 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 1235|397 |7.23]1.39]201]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| 0.00| 0.00| 0.00
Carbono de CO, 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| 069| 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
Recuperacién Global
Recuperacion de
carbono 1.0/ 0.85| 0.90| 0.90| 0.82| 1.0/ 094, 092| 1.0/ 1.0/ 1.0/ 1.00|0.86| 0.95| 0.94| 0.93] 1.0| 0.96| 0.91| 0.90
Recuperacion 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
Recuperacion de
carbono como CO, | 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 D-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

| 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 TAA

consumido 099! 1.05|1.01| 1.02] 0.94| 1.02|/ 0.98| 1.30|1 049|092 |1.21|1.10| 1.09|/1.10| 1.10| 1.09| 0.58| 0.78| 0.57 | 0.54
Total 169| 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| 548 1.19| 1.85| 3.03| 5.85
Productos

Carbono del TAA no
consumido 0.00| 0.00| 0.00| 0.00§ 0.00| 0.00| 0.00| 0.00f 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 CO, 1.28| 1.63)| 3.09| 4.76] 0.91| 1.31| 1.86| 3.24| 0.54| 1.54| 222 |ND | 1.24| 1.80| 2.52| 3.93) 0.97| 1.43| 2.34| 4.09

Carbono de .
biomasa 0.42|081| 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| 546| 7.84]| 1.39| 2.06| 3.05| 562| 1.07| 2.38| 3.37| ND | 1.50]| 2.18| 3.25] 5.21| 1.20| 1.74| 2.88| 2:37

Recuperacién Global

Recuperacion de
carbono 1.0/ 091|0.86| 097} 10| 10| 1.0,093| 10| 10| 10[ND |094| 1.0{0.96]| 0.95] 1.0| 0.94]| 0.95| 0.87

Recuperacion 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

Recuperacién de
carbono como CO, | 0.76| 0.61| 0.48| 0.59| 0.67| 0.64| 0.62| 0.54| 0.51| 0.71| 0.71|[ND | 0.77| 0.89| 0.75| 0.72] 0.82| 0.77| 0.77| 0.70

Tabla D-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

| Propano | Butano | Pentano | Hexano | Heptano

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 0 0] 0.00f 0.0 0 0/0.00f0.08/ 0.10{ 0.00| 0.00f 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.03| 0.04| 0.00| 0.00

Carbono de CO, 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| 495| 1.02| 1.30| 3.17| 5.07] 0.71| 1.68| 2.55| 4.82| 0.75| 1.76| 2.70| 7:27

Recuperacién Global

Recuperacion 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

Recuperacion de
carbono como
biomasa 0.51]0.44)| 041] 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

Recuperacion de
carbono como CO, | 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 D-VII. Resumen global de las fuentes de carbono del ETBE y cada uno de los alcanos probados
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Resumen global de carbono del DIPE

| 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 DIPE

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 087|1.72| 441| 6.71| 0.87| 1.24| 2.93| 503| 0.90| 1.38| 265| 480 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 CO, 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 i

biomasa 0.41)0.73| 1.78| 263} 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| 248 5.04| 0.88| 1.46| 2.69| 4.94| 0.79] 1.19| 2.17 2

Recuperacién Global

Recuperacién de
carbono 0.95| 1.0/0.87| 0.92| 1.4*|121/089| 1.0{089| 1.0/093| 1.0]0.95|0.98| 0.94| 0.97| 0.84| 0.91| 0.84| 0.92

Recuperacion 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

Recuperacién de
carbono como CO, | 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 D-VIII. Resumen global de las fuentes de carbono del DIPE y cada uno de los alcanos probados

* La cuantificacién de biomasa y CO; no se realizaron al mismo tiempo.
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