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“El aire es precioso para el piel roja, pues todos los seres
comparten el mismo aliento: el animal, el drbol, el
hombre..., todos respiramos el mismo aire. EL hombre
parece no notar el aire que respira. Como un moribundo
que agoniza desde hace muchos dias, es insensible a la
pestilencia.

Pero si nosotros os vendemos nuestras tierras no debéis
olvidar que el aire es precioso, que el aire comparte su
espiritu con toda la vida que mantiene. El aire dio a
nuestros padres su primer aliento y recibio su iiltima
expiacion. Y el aire también debe dar a nuestros hijos el
espiritu de la vida. Y si nosotros os vendemos nuestras
tierras, debéis apreciarlas como algo excepcional
sagrado, como el lugar donde también el hombre blanco
sienta que el viento tiene el dulce aroma de las flores de

las praderas.

Ensefiad a vuestros hijos lo que nosotros hemos ensefiado
a nuestros hijos: la tierra es nuestra madre. Lo que afecte
a la tierra, afectard también a los hijos de [a tierra. Si los
hombres escupen a la tierra, se escupen a si mismos.
Porque nosotros sabemos esto: la tierra no pertenece al
hombre, sino el hombre a la tierra. Todo estd relacionado
como la sangre que une a una familia. E[ hombre no creé
el tejido de la vida, sino que simplemente es una fibra de
él. Lo que hagdis a ese tefido, os lo hacéis a vosotros
mismos”

Mensaje del Gran Jefe Seattle, de la tribu Dewamish, al
presidente de los Estados Unidos Franklin Pierce.
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RESUMEN

El amplio uso de compuestos oxigenantes (MTBE, ETBE, TAME y TBA) como aditivos
de las gasolinas en varios paises como México, permitié el cumplimiento de normas
ambientales y tuvo efectos benéficos sobre la calidad del aire al reducir las emisiones de
monoxido de carbono, hidrocarburos y 6xidos de nitrogeno a la atmdsfera. Sin embargo se
ha asociado al MTBE en la contaminacidn de cuerpos de agua y aire ambiental, ademas de

mostrar efectos negativos a la salud de animales y humanos.

En el presente trabajo, se estudio y evaluo la utilizacion de hongos filamentosos para la
biodegradacion de los compuestos oxigenantes de la gasolina: MTBE, ETBE, TAME y
TBA. En la primera etapa del estudio, se colectaron varias cepas puras de hongos
filamentos asi como algunos cultivos mixtos que contenian algin hongo. Se realizd una
fase de adaptacion en MTBE y TBA asi como en otros sustratos (gasolina, tolueno, hexano
y dietil éter, para evaluar la degradacion potencial por cometabolismo del MTBE) en

medios solidos y liquidos para monitorear el crecimiento en estos sustratos.

Una vez que se seleccionaron los cultivos que mostraron resultados positivos de
crecimiento, se evalu6 la biodegradacion y la respiracion (O,, CO;) en microcosmos con
medios liquidos. Ninguna de las cepas puras de hongos filamentosos logr6 degradar alguno
de los oxigenantes como Unica fuente de carbono ni por cometabolismo. Se obtuvo un
cultivo mixto: consorcio H, compuesto por el hongo A. terreus y al menos una bacteria
capaz de degradar MTBE (0.0026 mg/mL-h), TAME (0.0019 mg/mL-h), ETBE (0.0023
mg/mL-h) y TBA (0.0133 mg/mL-h) en cultivos liquidos, con rendimientos celulares muy
bajos. La enzima responsable de la oxidacion inicial del MTBE fue inducible por el propio
oxigenante, y el rompimiento del enlace éter fue el paso limitante en su degradacion. Los
experimentos con antibidticos aportan evidencia de que la degradacién fue debida
principalmente al hongo A. terreus. El cultivo perdia la actividad degradativa si crecia en
un medio rico como PDA o agar nutritivo. Un segundo cultivo mixto (consorcio UAMI),
compuesto por un hongo filamentoso (no identificado) y al menos tres bacterias,
degradaron MTBE (1.5 mg/g protinicia-h), TAME (1.8 mg/g protiniciarh) y TBA (3.4 mg/g



protiniciarth) pero no ETBE. La ruptura del enlace éter fue el paso limitante en la oxidacion
del MTBE por este cultivo. Los experimentos con los organismos aislados del consorcio
UAMI, muestran que la degradacion del MTBE requiere la asociacion simbiotica del hongo
y al menos una de las tres bacterias aisladas. Ninguno de los organismos aislados fue capaz
de degradar MTBE por separado. EI TBA podria representar para este cultivo, un sustrato
de propagacion sin que se pierda la capacidad de degradacion como en el caso de los

medios ricos.

Se obtuvo ademés un cultivo fungico no axénico de Fusarium solani CBS 117476 capaz de
degradar como unica fuente de carbono y energia al MTBE (Vmmrse = 16.4 mg MTBE/g
proteina-h, Kmyrge = 0.0015 mg/mL), TBA (Vmea = 46.3 mg TBA/g, Kmyga = 0.082
mg/mL) y TAME (36 mg/g proteina-h) y pero no ETBE. La ruptura del enlace éter también
es el paso limitante para la oxidacion del MTBE por este cultivo. A la fecha solo hay un
reporte de degradacion de MTBE con un hongo filamentoso: Graphium sp., que degrado
cometabolicamente al MTBE con n-butano a una velocidad de 1.85 mg MTBE/g proteina:h

(0.35 nmol/mg proteina-min) (Hardison et al. 1997).

Los rendimientos para TBA (0.36 g biomasa/g TBA) y MTBE (0.18 g biomasa/g MTBE)

estuvieron dentro del rango de valores reportados en la literatura.

Experimentos con MTBE marcado confirmaron que el cultivo mineraliza el 77% del
carbono degradado a CO,. El hongo Fusarium solani CBS 117476 degradd los
intermediarios de la degradacion de MTBE: HIBA y MHP. En experimentos de
crecimiento en sustratos alternativos se observéd que Fusarium solani crecié bien en etanol,
pero cuando se incub6é en MTBE o TBA la biomasa crecida en etanol, tendi6 a lisarse,
aunque con el tiempo recupero la actividad de degradacion de MTBE y TBA. Se requieren
estudios posteriores referentes a la propagacion en etanol y TBA ya que la propagacion de
biomasa activa es uno de los pasos limitantes para la degradacion de compuestos
oxigenantes. Se recomienda complementar las técnicas de analisis de cromatografia de

gases con algunas otras técnicas tales como HPLC que permitan el estudio de los



metabolitos no volatiles en la fase acuosa, con el fin de establecer de modo maés preciso la

ruta de degradacién de oxigenantes por los cultivos estudiados

En este trabajo se mostr6 que la degradacion de los oxigenantes de la gasolina: MTBE,
ETBE, TAME y TBA como unica fuente de carbono y energia, por cultivos fungicos es
factible, y su utilizacion en sistemas de remediacion tales como la biofiltracion para la

eliminacidn de este tipo de compuestos, puede ser interesante.
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ABSTRACT

The extensive use of oxygenated compounds (MTBE, ETBE, TAME and TBA) as
additives of gasoline in many countries like Mexico, has improved the air quality by
reducing the emissions of carbon monoxide, hydrocarbons and oxides of nitrogen to the
atmosphere. Nevertheless, MTBE has been associated to contamination of drinking water
and environmental air, besides showing negative effects to the health of animals and

humans.

In the present work, the use of filamentous fungi in the biodegradation of oxygenates of
gasoline: MTBE, ETBE, TAME and TBA was evaluated. In the first stage of this study,
several pure strains of fungi were collected as well as mixed cultures containing
filamentous fungi. A phase of adaptation in MTBE and TBA as well as in other substrates
(gasoline, toluene, hexane and diethyl ether, in order to evaluate the potential cometabolic
degradation of MTBE) in solid and liquid media for monitoring the growth in these

substrates was carried out.

Once the selected cultures showed positive growth, biodegradation of oxygenates and
respiration (O,, CO,) in microcosms in liquid media were evaluated. None of the
filamentous fungi pure strains was able to degrade the oxygenates tested as a sole source of
carbon and energy or by cometabolism. A mixed culture: consortium H, containing the
fungus A. terreus and at least one kind of bacterium capable to degrade MTBE (0.0026
mg/mL-h), TAME (0.0019 mg/mL:h), ETBE (0.0023 mg/mL-h) and TBA (0.0133
mg/mL:h) in liquid media, with very low yields, was obtained. The enzyme responsible for
the initial oxidation of MTBE was induced by the oxygenate and the breaking of the ether
bond was the limit step in its degradation. The experiments with antibiotics contribute
evidence that the degradation was mainly due to the fungus A. terreus. The culture lost its
degradative activity after growing in rich media like PDA or nutritive agar. A second mixed
culture (consortium UAMI), integrated for a filamentous fungus (not identified) and at least
three bacteria, degraded MTBE (1.5 mg/g proteininisiah), TAME (1.8 mg/g proteininitia-h)
and TBA (3.4 mg/g proteinintiarh) but not ETBE. The rupture of the ether bond was the



limit step in the oxidation of MTBE by this culture. Experiments with isolated organisms
from consortium UAMI, showed that the degradation of the MTBE requires the symbiotic
association of the fungus and at least one of the three bacteria. None of the isolated
organisms was able to degrade MTBE separately. TBA could represent, for this culture, a
propagation substrate without the capacity of degradation were lost, as in the case of rich

media.

A non-axenic fungal culture consisting of Fusarium solani CBS 117476 capable to degrade
MTBE (Vmyree = 16.4 mg MTBE/g protein-h, Kmyrge = 0.0015 mg/mL), TBA (Vmrga =
46.3 mg TBA/g protein-h, Kmtga = 0,082 mg/mL) and TAME (degradation rate = 36 mg
TAME/g protein-h) as the sole source of carbon and energy but non ETBE, was obtained.
The rupture of the ether bond also is the limit step for the oxidation of MTBE by this
culture. There is only one reference that reports the degradation of MTBE with a
filamentous fungus: Graphium sp.; this fungus degraded MTBE cometabolically with n-
butane at 1.85 mg MTBE/g protein-h (0.35 nmol/mg protein-min) (Hardison et al. 1997).

The yields for TBA (0.36 g biomass/g TBA) and MTBE (0.18 g biomass/g MTBE) were

within the range of values reported in literature.

Experiments with uniformly labeled [**CJMTBE confirmed that the culture mineralizes
77% of the degraded carbon to CO,. The fungus Fusarium solani CBS 117476 degraded
the degradation intermediates of MTBE: HIBA and MHP. In experiments of growth in
alternative substrates was observed that Fusarium solani grew well in ethanol, but when it
was incubated in MTBE or TBA, the biomass grown in ethanol, showed some lyses,
although with the time the culture recovered the degradation activity for MTBE and TBA.
Later studies of propagation in ethanol and TBA are required since the propagation of
active biomass is one of the limit steps for the degradation of oxygenates. It is
recommended to complement the gases chromatography analysis techniques with some
other techniques such as HPLC that allow the study of the nonvolatile metabolites in the
liquid phase, in order to establishing more precisely the route of degradation of oxygenates

by the studied cultures.



In this work it was shown that the degradation of oxygenated compounds of gasoline:
MTBE, ETBE, TAME and TBA as the sole source of carbon and energy, by fungal cultures
is feasible, and their use in remediation systems such as biofiltration for eliminating this

kind of compounds, could be interesting.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La tecnologia ha sido decisiva para el bienestar de la humanidad; no obstante, el desarrollo
tecnoldgico en un entorno de pocas restricciones, provocd que ademas de la generacion de
satisfactores, se crearan condiciones que perjudican al ambiente. El desarrollo industrial
ocasiona que un gran niumero de sustancias se incorporen al aire, al agua y la tierra.

Una parte de este problema se genera debido a la emision de contaminantes provenientes
del petrdleo. En nuestras sociedades el petroleo y sus derivados son imprescindibles como
fuente de energia y para la fabricacion de multiples productos de la industria quimica,
farmacéutica, alimenticia, etc. (PDP 2005). La contaminacidon por petréleo crudo o por
petroleo refinado (combustoleo, gasolina, y otros productos obtenidos por destilacion
fraccionada y procesamiento quimico del petrdleo crudo) es generada desde diferentes
fuentes (CP 2005, EUM-SDS 1994): desperdicios domésticos, fugas y derrames de
oleoductos y tanques de almacenamiento de hidrocarburos, emisiones evaporativas de
gasolineras, refinerias y automoéviles y en particular debido a los procesos de combustion,
los cuales son la causa principal de la contaminacion del aire causada por el hombre (Al
Farayedhi 2002, GSP 2005). A finales de los 50s, la refinacion del petroleo parecia haber
alcanzado un nivel satisfactorio representando un buen balance entre la energia y la
economia. Sin embargo, el gran incremento en la demanda de energia y el deterioro del
ambiente llevo al reconocimiento durante los 60s que la produccién de energia y el
transporte automotriz fueron las causas principales del deterioro de la calidad del aire. Por
los 70s fue claro que la refinacion del petrdleo tenia que encontrar un equilibrio: energia,
economia y ambiente juntos (Ancillotti & Fattore 1998).

Con el objeto de reducir y regular la emision de algunos compuestos contaminantes
provenientes de la combustion de combustibles fosiles, se crearon leyes y restricciones que
incluyeron un cambio en la composicion de la gasolina, uno de los productos del petréleo
mas usado en nuestros dias. Para tal efecto, a través de un programa de reformulacion de
combustibles, se adicionaron compuestos oxigenantes como el metil tert-butil éter (MTBE),
lo que permitid el cumplimiento de las normas establecidas, mejorando la combustion de la
gasolina (Erdal & Goldstein 2000, EUM-SDS 1994).

El MTBE comenz6 a utilizarse en las gasolinas a finales de los 70s en Estados Unidos
como substituto del tetraetilo de plomo, el cual causaba graves problemas de salud publica
(Nadim et al. 2001). El uso del MTBE tuvo efectos benéficos sobre la calidad del aire pues
redujo las emisiones de mondxido de carbono, hidrocarburos y 6xidos de nitrogeno a la
atmosfera pero se convirtié en un problema cuando se le asocid con algunos malestares en
la salud (Nadim et al. 2001). La problematica se acentu6é cuando se dio a conocer que el
MTBE habia contaminado una gran cantidad de pozos de agua para consumo humano en
Estados Unidos. La preocupacion por el MTBE aument6 cuando, de acuerdo con algunos
estudios realizados en animales, se determindé que dicha sustancia era capaz de generar
cancer. Este compuesto esta clasificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (U.S. EPA) como probable cancerigeno a altas dosis (U.S. EPA 1997). Aunque la
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (International Agency for
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Research on Cancer: IARC), lo clasifica en el grupo 3 “El agente no es clasificable como
cancerigeno en cuanto a su efecto en humanos” (IARC 1999a, b).

En México existen pocos estudios sobre la contaminacion por gasolina y en especifico por
MTBE, uno de ellos fue realizado por el gobierno del Distrito Federal en el afio 2001 donde
se analizaron muestras de suelo y agua en los alrededores de las gasolineras. Los resultados
mostraron que habia contaminacion por MTBE, de 225 muestreos que se hicieron en 75%
de ellos se detectd su presencia en niveles superiores a los limites establecidos en Estados
Unidos por la EPA (CAG 2005).

Existe una gran variedad de procedimientos para eliminar contaminantes del ambiente, sin
embargo, debido a sus propiedades, se considera que el MTBE es dificil de remover
completamente por tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos. Los tratamientos biologicos
sin embargo, han mostrado ser ambientalmente nobles y prometedores (U.S. EPA 1998b,
2004). La remocion de MTBE con microorganismos es viable por lo cual se requiere de
investigaciones referentes a la seleccion de cepas degradadoras, condiciones adecuadas de
cultivo, etc.

Este trabajo propone estudiar el potencial de los hongos filamentosos para biodegradar
compuestos oxigenantes de la gasolina entre los cuales se encuentran el MTBE, el etil tert-
butil éter (ETBE), el tert-amil metil éter (TAME) y el alcohol tert-butilico (TBA). La
identificacion de especies fungicas capaces de degradar oxigenantes y la comprension de
las condiciones en las cuales la degradacion se lleva a cabo, harian posible su utilizacion en
sistemas de tratamiento de corrientes de aire y agua contaminadas con estos compuestos.

En el Capitulo II ““Antecedentes”, se plantea la problematica generada por el uso de las
gasolinas y las medidas tomadas para combatir estos problemas; los motivos por los que se
usan los compuestos oxigenantes como aditivos de las gasolinas modernas; las
caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias oxigenantes y los problemas ambientales y
de salud derivados del uso de estos compuestos, asi como algunas alternativas para el
tratamiento de MTBE y otros oxigenantes. En el Capitulo III ““Estado del arte”, se presenta
una revision acerca de las investigaciones sobre la biodegradacion del MTBE y de otros
oxigenantes de la gasolina, asi como las rutas de biodegradacion planteadas para el MTBE.
También se examina el uso de los hongos en la biodegradacion de compuestos
xenobidticos. En el Capitulo IV “Justificacion y objetivos”, se exponen algunas de las
caracteristicas de los hongos que les confieren el potencial para la degradacion de los
oxigenantes de las gasolinas, asi como los objetivos de la presente Tesis. El Capitulo V
“Materiales y métodos™ explica la estrategia experimental, el origen y manipulacion de los
grupos microbianos empleados, las determinaciones analiticas y los tipos de experimentos
realizados. El Capitulo VI *““Resultados y discusion™ expone los resultados experimentales
alcanzados con diferentes consorcios y cultivos puros referentes a la adaptacion de los
cultivos, degradacion de los oxigenantes de la gasolina MTBE, ETBE, TAME y TBA,
mineralizacion de MTBE, degradacion de algunos de los intermediarios planteados para la
degradacion bacteriana del MTBE y la propagacion en sustratos alternativos de
crecimiento. El Capitulo VII resena las conclusiones derivadas de este trabajo y las
perspectivas para trabajos futuros.
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2.1 La Gasolina

La gasolina es una mezcla muy volatil y facilmente inflamable de hidrocarburos y algunos
compuestos aditivos. Se obtiene mediante la destilacion fraccionada del petrdleo y de
procesos cataliticos, y se usa para impulsar los motores de los automoviles. Los procesos de
destilacion y cataliticos producen las tres corrientes principales: primaria, catalitica y
reformada que forman la mezcla -pool en inglés- de hidrocarburos que en la actualidad
constituyen la gasolina (Garfias & Diaz 2003). Los principales constituyentes de la gasolina
tipica son las parafinas (50-80% v/v), olefinas (0-15% v/v) y aromaticos (15-40% v/v),
principalmente bencenos y naftalenos con muy pocos hidrocarburos poliaroméaticos (PAHs)
(Adam et al. 2002).

A continuacion se describen algunas de las propiedades de la gasolina que tienen gran
relevancia en el desempefio del motor y en la formacién de emisiones contaminantes.

2.1.1 El NUmero de Octano

Los motores de combustion interna estdn disefiados para aprovechar eficientemente el
combustible, pero las n-parafinas en un combustible de baja calidad, se queman en ellos
antes o después de su punto Optimo de ignicidon, causando un ruido de martilleo metélico
denominado “golpeteo” cuando el vehiculo acelera bruscamente (Molina 1993). El uso de
una gasolina de menor calidad que la requerida por el motor causa calentamiento, pérdida
de potencia, incrementa el consumo de gasolina e intensifica la emision de hidrocarburos
parcialmente quemados (Garfias & Diaz 2003). En 1916, Thomas Midgley, relaciono el
golpeteo de la méquina con la baja calidad de combustion del combustible “mas tarde
conocida como octano” (Nadim et al. 2001). En los 30s los laboratorios industriales y
gubernamentales estadounidenses acordaron el procedimiento para determinar el golpeteo
en una maquina de disefio especial. La unidad de intensidad de golpeteo de un combustible
se denomina numero de octano y se define como el porcentaje en volumen de 2,3,4 trimetil
pentano (isooctano) que debe mezclarse con n-heptano para igualar la intensidad de
golpeteo del combustible que se prueba (Garfias & Diaz 2003). Se asigna al n-heptano, que
golpea muy fuerte, un indice de octano de cero y al isooctano un indice de octano de 100
(Molina 1993). El nimero de octano de un combustible es una medida de su calidad y
desempefio antidetonante y es sin duda la propiedad principal de una gasolina (Al
Farayedhi 2002). El golpeteo depende de las revoluciones de la maquina, esto es, la
velocidad con la cual se desplaza el piston, por lo que se suelen determinar
experimentalmente dos niimeros de octano a diferente velocidad: el nimero de octano de
investigacion (research octane number: RON) y el nimero de octano motor (motor octane
number: MON). El primero corresponde a una velocidad de 600 rpm y simula condiciones
de recorrido citadino. El segundo se refiere a una velocidad de giro del motor de 900 rpm y
simula el trafico en carretera. Se hace referencia a un tercer nimero de octano que se
conoce como Camino (Road) y que es igual a (R+M)/2 (Garfias & Diaz 2003). La Unién
Europea referencia el combustible de acuerdo al valor de octano de investigacién con los
grados comunes de Regular y Premium de 91 y 98 octanos, respectivamente. Los EUA, por
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otra parte, usan el octano Camino para definir el indice de octano. Esto resulta en un indice
de octano aparentemente mas bajo en los EUA por comparacion con los grados en la Union
Europea (Woodward 2001).

En EUA vy otros paises se reconocen tres tipos de gasolinas que se clasifican de acuerdo a
su indice de octano (Lopez 2002):

Gasolina Regular (unleaded): Con un indice de octano minimo de 87.
Gasolina MidGrade cuyo indice de octano minimo es de 89.
Gasolina Premium con un indice de octano minimo de 92.

2.1.2 La Composicion

Para incrementar el octano de la gasolina se altera su composicidon: se enriquece con
hidrocarburos ramificados y arométicos y se empobrece de hidrocarburos lineales. Existen
diversos procesos que permiten incrementar el octano de la gasolina: reformacion,
isomerizacion y alquilacion (Garfias & Diaz 2003). Otra forma de incrementar el nlimero
de octano es mediante la adicion de aditivos antidetonantes. En 1921, Midgley descubri6 la
propiedades antidetonantes del tetraetilo de plomo (tetracthyl lead, TEL) (Nadim et al.
2001). Comercialmente introducidas en los EUA en los 20s, las gasolinas con plomo pronto
se volvieron estdndar (Thomas 1995). Debido a sus caracteristicas toxicas y a su efecto
dafiino en los materiales activos de los dispositivos cataliticos usados para controlar las
emisiones, los aditivos de plomo actualmente no se usan en EUA, en México y en otros
paises. Una practica mas reciente para mejorar el octano de los combustibles es usar ciertos
compuestos organicos que contienen oxigeno llamados oxigenantes. Los oxigenantes mas
comunmente usados son el metil tert-butil éter (MTBE), metanol y etanol (Al Farayedhi
2002). Las sustancias oxigenantes tienen la peculiaridad de tener un elevado ntimero de
octano, (el MTBE tiene un nimero de octano Camino de 110) por lo que constituyen una
valiosa herramienta para satisfacer la creciente demanda de gasolina de mayor octano y
limitar el contenido del benceno que es un cancerigeno (Garfias & Diaz 2003).

2.1.3 La Presion de Vapor Reid

La presion de vapor es la propiedad que mas influye en las pérdidas evaporativas y para
determinarla se sigue la técnica empirica Reid, (Reid Vapor Pressure, RVP) que es un
procedimiento experimental que consiste en medir la presion que ejerce el vapor producido
por una muestra de gasolina liquida que se calienta de 0 °C (32 °F) a 37.8 °C (100 °F) en el
interior de un contenedor cerrado compuesto por dos cadmaras, una que contiene el liquido y
otra el vapor. La presion de vapor es una propiedad ambiental importante que puede ser
afectada por los oxigenantes. Una presion de vapor muy alta propicia la evaporacion de la
gasolina, lo cual ademas de constituir en si un desperdicio, afectarian desfavorablemente la
atmosfera. Sin embargo, una gasolina de muy baja presion de vapor haria muy dificil el
encendido del motor. Por su baja volatilidad, algunos éteres como el etil tert-butil éter
(ETBE) y el tert-amil metil éter (TAME), son particularmente utiles para reducir la presion
de vapor de la gasolina. La presion de vapor Reid méxima vigente para la Zona
Metropolitana del Valle de México (ZMVM) es de 7.8 libras por pulgada cuadrada (Garfias
& Diaz 2003).
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2.2 Contaminacion por Gasolina

En afios recientes, los motores de gasolina (méaquinas de ignicion de chispa), han causado
una gran preocupacion debido a sus emisiones contaminantes. En adicion a la
contaminacion causada por las emisiones vehiculares, otras fuentes significativas de
contaminacion por gasolina, son las fugas y los derrames en sistemas de tanques
subterraneos y superficiales de almacenamiento y en sistemas de tuberias (Nadim et al.
2001). Se acostumbra distinguir las emisiones vehiculares, segiin su origen, en evaporativas
que son las que resultan de la volatilizacion directa de la gasolina, y de escape que son
consecuencia de la combustion. Los principales contaminantes de escape de las méaquinas
de combustion interna son: el bidoxido de carbono (CO,), responsable en buena parte del
llamado efecto de invernadero; tres sustancias toxicas: los 6xidos de nitrogeno (NOy),
monoxido de carbono (CO) e hidrocarburos parcialmente quemados (HC), y otras cuatro
que ademas de ser toxicas tienen cardcter cancerigeno potencial: benceno, formaldehido e
hidrocarburos policiclicos aromaticos. Las emisiones automotrices contribuyen a los
cambios globales atmosféricos y posiblemente son peligrosos a todas las formas de vida y
alteran el clima de la tierra (Al Farayedhi 2002, Garfias & Diaz 2003).

La formacion de oxidos de nitrogeno (NOy) durante el proceso de combustion es el
resultado de las temperaturas extremadamente altas existentes dentro de la flama de
combustién. En las maquinas de ignicion de chispa, la mayor parte es el 6xido nitrico (NO)
ademas de un pequefio porcentaje de dioxido de nitrogeno (NO,). Ya que aparecen juntos,
los 6xidos de nitrogeno son referidos como NOy. La temperatura de la flama dentro de la
camara de combustion es directamente afectada por el nimero de octano del combustible,
el cual afecta la produccion de NOy. Los 6xidos de nitrégeno juegan un papel principal en
la formacion de lluvia acida a través de la reaccion del didxido de nitrégeno con el vapor de
agua atmosférica que produce el acido nitrico (Al Farayedhi 2002).

El monoéxido de carbono (CO) es un producto de la oxidacion incompleta del combustible.
La formacion de CO es altamente dependiente de la disponibilidad de oxigeno al momento
de la combustion. El CO es un gas toxico, incoloro e inodoro que, cuando entra al torrente
sanguineo, impide el transporte de oxigeno desde los pulmones al resto del cuerpo (Al
Farayedhi 2002).

Las maquinas de combustién interna, emiten gases que contienen una mezcla de
hidrocarburos, algunos de los cuales son mas reactivos que otros. Cuando los HC se
exponen a la luz solar, ocasionan una serie de reacciones fotoquimicas que llevan a la
formacion de ozono. El ozono es uno de los principales componentes del smog. Los
productos tipicos de la combustion por ignicion de chispa son parafinas, 33%; olefinas,
27%; acetileno, 8% y aromadticos, 32%. Generalmente se observa que cuando el nimero de
octano de un combustible se incrementa, las emisiones de CO y HC decrecen pero las
emisiones de NOy se incrementan. Mds aun, conforme la velocidad de la méquina aumenta,
las emisiones de CO y NOy se incrementan pero decrecen las emisiones de HC (Al
Farayedhi 2002).
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2.3 Reformulacion de las gasolinas
2.3.1 La Ley de Aire Limpio

Por casi un siglo, la composicion de la gasolina permaneci6 esencialmente sin cambios.
Desde principios del siglo pasado hasta la introduccion de gasolinas sin plomo a principios
de los 80s, la composicion de la gasolina fue basicamente una mezcla de hidrocarburos mas
un aditivo de plomo para incrementar el indice de octano, realizdndose ajustes estacionales
de la presion de vapor. Sin embargo, a partir de los 70s, los productores de gasolina en los
EUA, en cooperacion con agencias federales y estatales, han desarrollado gasolinas
reformuladas que intentan reducir la contaminacion sin detrimento del desempefio de las
maquinas, buena manejabilidad y aceptacion del publico (Stern & Kneiss 1997). Desde
1970, la U.S. EPA, ha tenido la responsabilidad de establecer y asegurar los Estdndares
Nacionales de Calidad Ambiental (National Ambient Quality Standards, NAAQS). En ese
mismo afio, en los EUA se promulg6 la Ley de Aire Limpio (Clean Air Act, CAA). Esta
Ley ordend la prohibicion progresiva de gasolina con plomo a finales de 1973. La
transicion de gasolina con plomo a gasolina sin plomo fue lenta y tomd muchos afios en
completarse. La prohibicién primaria de gasolina con plomo se completd en 1986. En julio
de 1974 se introdujeron los convertidores cataliticos en los automoéviles para la oxidacion
de CO y HC en las emisiones automotrices. La completa remocion de aditivos de plomo de
la gasolina fue necesaria para la operatividad técnica de los convertidores cataliticos ya que
el plomo causa que los catalizadores se desactiven rapidamente. Una consecuencia técnica
importante de la reduccion de la concentracion de plomo en la gasolina fue una notable
caida en el numero de octano de la gasolina, el cual afectdo a millones de automdviles
disefiados para combustibles de alto nimero de octano. La solucién inmediata para el
problema fue elevar el nimero de octano al incrementar las concentraciones de butanos y
aromaticos en la gasolina. Una segunda y mas innovadora solucion fue el uso de una nueva
clase de compuestos oxigenados de alto octano. Los compuestos oxigenados, una vez que
se agregan a la gasolina, se denominan oxigenantes (Ancillotti & Fattore 1998, Nadim et al.
2001).

De acuerdo a la Sociedad Americana para la Prueba de Materiales (American Society for
Testing of Materials, ASTM) ASTM D 4814: “un oxigenante es definido como un
compuesto organico sin cenizas, que contiene oxigeno, tal como un alcohol o éter, el cual
puede ser usado como un combustible o suplemento combustible”. A partir de 1973, los
oxigenantes comenzaron a ser adicionados a la gasolina y a jugar un papel importante en la
formulacion de la gasolina, como elevadores de octano, en reemplazo de los alquilos de
plomo. Durante la crisis del petroleo a principios de los 70s, los oxigenantes originados de
fuentes parcialmente alternativas al petrdleo crudo, proporcionaron una ventaja adicional ya
que incrementaron el volumen de la gasolina (Ancillotti & Fattore 1998).

Muchos paises han reducido o eliminado el uso de aditivos de plomo en motores de
gasolina (Thomas 1995). Este hecho intensifico el interés en los aditivos oxigenantes.
Alcoholes ligeros tales como el metanol y etanol, ya existian en el mercado como
intermediarios quimicos. También se demostré que algunos alquil éteres ramificados, como
MTBE, ETBE, y algunos alquil fenil éteres tales como el anisol y fenetol tienen
caracteristicas de octano muy interesantes. Entre los oxigenantes disponibles en el mercado,

10



2. ANTECEDENTES

el MTBE es el que mas se usa debido a su baja presion de vapor, compatibilidad con los
sistemas de mezclado y distribucion para la gasolina, su alto indice de octano,
disponibilidad, facilidad de produccién y bajo costo. Las primeras plantas en producir
cantidades industriales de¢ MTBE fueron puestas en marcha por ANIC en Italia en 1973 y
por Chemische Werke Heuls en Alemania en 1976 (Ancillotti & Fattore 1998, Stocking et
al. 2000).

En 1975, la produccion entera de autos nuevos en EUA tenia convertidores cataliticos y
funcionaban con gasolina sin plomo. Sin embargo, la solucion “gasolina sin
plomo/convertidores cataliticos” no resolvia completamente la disminucion de las
emisiones de los autos. A finales de los 80s, la preocupacién publica en EUA acerca de la
alta concentracion invernal de CO vy los altos niveles de ozono en el verano, llevaron a
considerar un cambio profundo en la composicion (reformulacion) de la gasolina, como un
medio esencial para disminuir la polucién. El término gasolina reformulada se genero,
desarrolld y promovid por la industria petrolera y se refiere a las gasolinas con
caracteristicas similares a las convencionales, pero en las que las corrientes o componentes
que contribuyen en mayor proporcion a la generacion de contaminantes al aire se someten a
procesos adicionales o son refinados con la finalidad de prevenir su rdpida evaporacion,
mejorar el proceso de combustién y reducir su presencia en las emisiones (Ancillotti &
Fattore 1998, Garfias & Diaz 2003).

2.3.2 Porqueé usar gasolina oxigenada

Desde 1979, los oxigenantes se han usado para mejorar el octano y para reemplazar al
plomo a niveles entre 2% y 8% en volumen en areas limitadas de los EUA. En 1981, la
U.S. EPA aprobo su uso en la gasolina hasta 10% en volumen. Durante los 80s, se
incrementd el uso de oxigenantes ya que algunos estados implantaron programas de
gasolinas oxigenadas para controlar la polucion del aire con CO en climas frios. El uso de
altos porcentajes de oxigenantes en gasolina se extendi6 a nivel nacional en 1990 debido a
las Enmiendas a la Ley de Aire Limpio (Clean Air Act Amendments, CAAA), las cuales
ordenaron el uso de oxigenantes a través de dos programas: el programa estacional de
oxicombustibles (Oxyfuel), que requirié el 2.7% de oxigeno en peso en la gasolina
(equivalente a 15% de MTBE en volumen), y el programa Federal de Gasolina
Reformulada (RFG), aplicado durante todo el afio, que exigia el 2% de oxigeno en peso
(equivalente a 11% en volumen de MTBE) en areas donde las concentraciones de CO en el
otofio e invierno, o los niveles de ozono en el verano respectivamente, excedieran sus
NAAQS. (Erdal & Goldstein 2000, Stocking et al. 2000).

Las CAAA dieron a los oxigenantes el nuevo papel de “aditivos de aire limpio”, mas que
“proveedores de octano”. Ambos tipos de combustibles (reformulados y oxigenados)
desplazan a muchos de los hidrocarburos téxicos de la gasolina y la queman mas
limpiamente debido al mejoramiento de su combustion. El resultado neto es una reduccion
en el aire ambiental de la contaminacion causada por vehiculos, y un mejoramiento de la
calidad del aire (Ancillotti & Fattore 1998, Stern & Kneiss 1997).

Las CAAA tuvieron dos objetivos para el desempefio de las RFG (Al Farayedhi 2002): 1)
una reduccion del 15% de las emisiones de Compuestos Orgéanicos Volatiles (VOCs)
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formadores de ozono, y 2) una reduccion del 15% en el aire de toxicos tales como el
benceno.

Basados en los datos de calidad de combustibles colectados en 1995 y 1996, el programa de
RFG excedio todas las reducciones anticipadas de la polucion a un costo proyectado menor.
Las emisiones de toxicos al aire se redujeron en mas de 22%, las emisiones de VOCs en un
28%, las emisiones de NOy en aproximadamente 2-3%, y las emisiones de benceno de la
gasolina en 37%. Los oxigenantes probaron ser un modo efectivo de reducir los niveles de
los aromaticos peligrosos en la gasolina, manteniendo los niveles de octano, extendiendo el
rendimiento de un barril de petroleo (se requiere refinar un 1.0-1.5% menos crudo para
producir la gasolina base para las gasolinas oxigenadas). De acuerdo a la EPA de
California, el uso de RFG reduce el uso de benceno (un conocido cancerigeno) por lo tanto
también disminuye los riesgos de cancer asociados con la exposicion a dicho compuesto
(Nadim et al. 2001).

A pesar del mejoramiento significativo en las concentraciones pico de ozono, en los 90s,
algunas preocupaciones debidas a problemas anecdoticos de salud atribuidos al MTBE, un
incremento temporal anormal en el precio de RFG y especulaciones acerca del impacto de
los oxigenantes en la economia de los combustibles y el desempefio de las maquinas
cuestiono el éxito final de RFG y abri6 un debate sobre la verdadera efectividad del
programa de RFG. No obstante el futuro controversial de los oxigenantes como “aditivos de
aire limpio”, se espera que su uso se mantenga y su papel de “proveedores de octano” se
extienda, que ademds reemplacen a los butanos y aromaticos en USA y completen la
prohibicion del plomo en algunas éareas del sudeste de Europa y en otras areas de rapida
expansion econémica como China (Ancillotti & Fattore 1998).

El MTBE y el etanol son los oxigenantes de mayor uso en los EUA. A principios de los
70s, la produccion de MTBE fue de alrededor de 12,000 barriles por dia (BPD), y fue el 39°
quimico mas producido en los EUA. Para 1998, se convirti¢ en el cuarto y la demanda de
oxigenantes para la produccion de gasolinas reformuladas y oxigenadas fue de 252,000
BPD de MTBE, 41,000 de etanol y 17,000 de otros éteres. El consumo mundial de MTBE
en 1992 se estimo en 224,000 BPD y alcanz6 487,000 BPD en 1998. Otros oxigenantes de
combustibles que estan en uso o pueden ser potencialmente usados para cumplir con los
requerimientos de combustibles oxigenados de las CAAA de 1990 incluyen ETBE, TAME,
éter di-isopropilico (DIPE), alcohol tert-butilico (TBA) y metanol (Braids 2001, Erdal &
Goldstein 2000, Garfias & Diaz 2003).

2.3.3 El Caso Mexicano
Actualmente los principales combustibles empleados en la ZMVM son las gasolinas con el
35%, el gas natural con el 35%, el gas LP con un 18% y el diesel vehicular con el 9%. La
Figura 2.1 muestra la distribucion energética por tipo de combustible (EUM-CAM 2002).
Desde 1990 el transporte es el principal consumidor de energia, su demanda mas baja en el

periodo 1990-2000 fue del 45% y la mayor fue de 50.7% del total de la energia generada
por la combustion de los combustibles incluidos en este balance energético.
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Figura 2.1 Distribucion energética por combustible en el afio 2000 en la ZMVM. O Gas natural, O
Gasolina Magna, @ Gas LP, O PEMEX Diesel, O Gasolina Premium, B Diesel Industrial, @
Combustible Industrial.

Fuente: EUM-CAM 2002.

En el periodo 1990-2000 la demanda de gasolina se increment6 en casi un 19%; aunque el
consumo de gasolina Nova fue disminuyendo hasta desaparecer; en la misma proporcion la
demanda de gasolina Magna fue aumentando y en 1996 se inicia la distribucion de la nueva
gasolina PEMEX Premium. Debido al aumento previsto en la poblacion, el dinamismo de
la economia y las tendencias historicas del consumo de combustibles de la ZMVM, se
puede suponer que se espera un crecimiento importante para el afio 2010 en la demanda
energética (Tabla 2.1) a una tasa anual de 4.2% para la gasolina y de 4.8% para el diesel
(EUM-CAM 2002).

Tabla 2.1 Proyeccién del consumo de combustibles para la ZMVM, 2005-2010.

miles de barriles/afio

Afio

premium  Magna _industrial*  ciessl  C%LP  Ganawral
2005 6,675 44,669 2,674 12,918 35,258 257,893
2006 6,955 46,545 2,803 13,538 36,492 273,624
2007 7,247 48,500 2,937 14,187 37,769 290,315
2008 7,551 50,537 3,078 14,868 39,091 308,024
2009 7,869 52,659 3,226 15,582 40,459 326,814
2010 9,460 53,609 3,381 16,330 41,875 346,750

* Bajo en azufre
** Millones de pies ctibicos
Fuente: EUM-CAM 2002.

El sector transporte aporta 21% del total de las emisiones de CO, producidas en el pais. En
la ZMVM, este sector contribuy6 con 40% de las emisiones de gases de efecto invernadero
en 1998, seguido por la industria con 37%, y el sector residencial y comercial con el
restante 23%. La suma de las emisiones de CO, generadas por el sector en las Zonas
Metropolitanas de Guadalajara (ZMG), Monterrey (ZMM) y la ZMVM representa
aproximadamente 34% de las emisiones nacionales del mismo sector. Lo anterior orienta
sobre la importancia de mitigar las emisiones de los gases de efecto invernadero en las

13



MIGUEL MAGANA REYES

zonas urbanas, y al mismo tiempo de generar estrategias para controlar los problemas de la
contaminacion local. A continuacién se enlistan diferentes medidas que se tomaron para
controlar los contaminantes locales provenientes del sector transporte en la ZMVM. Estas
medidas requirieron la participacion de la industria petrolera nacional, la industria
automotriz y las autoridades ambientales de la ZMVM (Cuatecontzi et al. 2006).

a) 1989. Se inici6é el Programa Hoy No Circula, el Programa Semestral de Verificacion
Vehicular y comenz6 la distribucion de gasolina oxigenada en un 5% con MTBE
(Cuatecontzi et al. 2006). En México, el MTBE se usa desde el invierno de 1989-1990,
cuando se introdujo una gasolina reformulada denominada Magna Sin para reducir las
emisiones de plomo al ambiente y disminuir las emisiones de mondxido de carbono e
hidrocarburos y en consecuencia los niveles de ozono, reemplazando la gasolina con plomo
Nova. Aunque que se contaba con cierta informacién en la bibliografia técnica mundial
sobre la bondad de la gasolina oxigenada, fue necesario hacer pruebas en México debido a
cuatro factores: la altura de la ciudad sobre el nivel del mar, las caracteristicas de las
gasolina mexicana, la naturaleza del parque vehicular y una atmésfera muy contaminada,
pero sobre todo por el temor de que podrian incrementarse las emisiones de Oxidos de
nitrégeno. Dichos estudios sustentaron la incorporacion inicial de MTBE a una
concentracion de 5% en volumen, en la gasolina empleada en la ZMVM, la ZMG y la
ZMM, las zonas urbanas mas grandes de México. Actualmente, hay dos formulaciones de
gasolina en el pais, Magna, con un numero de octano Camino de 87 y Premium, con un
octano de 93, ambas sin plomo (Garfias & Diaz 2003, Manzanares et al. 2001).

b) 1991. Introducciéon de vehiculos con convertidores cataliticos de 2 vias (Cuatecontzi et
al. 2006). En 1988, se acordd que los nuevos modelos, 1991 y posteriores, saldrian con el
convertidor catalitico incorporado de fabrica y motores mas eficientes. Para garantizar su
buen funcionamiento era necesario contar con gasolina sin plomo con ciertas
especificaciones, se decidié utilizar gasolina de un octano Camino 87, que corresponde
aproximadamente a un nimero de octano de Investigacion de 92 (Garfias & Diaz 2003).

c¢) 1992. Se redujo el contenido de hidrocarburos reactivos en las gasolinas Nova y Magna-
Sin (Cuatecontzi et al. 2006).

d) 1993. El diesel desulfurado (0.5% de azufre) fue sustituido por el Diesel Sin (0.05% de
azufre). Se inicio la introduccion de los convertidores cataliticos de tres vias para controlar
las emisiones de NOy, HC y CO (Cuatecontzi et al. 2006).

e) 1995. Reduccion a 0.01 g/gal del contenido de plomo en la gasolina Nova. PEMEX-
Refinacion incorpord el sistema de recuperacion de vapores en cuatro terminales de
almacenamiento y distribucion de gasolinas (Cuatecontzi et al. 2006).

f) 1997-1998. La gasolina con plomo Nova, fue completamente prohibida y se inicio la
venta de gasolina Magna reformulada con un contenido menor de aromaticos y olefinas
(Cuatecontzi et al. 2006).

Las medidas a y b tuvieron un impacto en la mitigacioén de los gases de efecto invernadero.
El uso de convertidores redujo considerablemente las emisiones de monoxido de carbono e
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hidrocarburos e incluso de metano, pero aumenté las emisiones de los 6xidos de nitrégeno
y del bioxido de carbono. En los primeros meses de la aplicacion del programa Hoy no
Circula se redujo el consumo de combustibles; posteriormente el efecto fue negativo al
motivar la adquisicion de un segundo vehiculo por familia. Este programa actualmente
ayuda para motivar la modernizacion del parque vehicular (Cuatecontzi et al. 2006).

Con el proposito de reducir las emisiones contaminantes y mejorar la calidad del aire, en la
ultima década se instrumentd, el Programa Integral para el Control de la Contaminacion
Atmosférica 1990-1994 (PICCA). Posteriormente, en 1996, los Gobiernos Federal, del
Estado de México y del Distrito Federal acordaron la instrumentacion del Programa para
Mejorar la Calidad del Aire en el Valle de México 1995-2000, conocido como PROAIRE,
con el proposito de ampliar, reforzar y dar continuidad a las medidas iniciadas a principios
de la década. El objetivo del PROAIRE estuvo enfocado explicitamente a la reduccion de
las concentraciones pico y promedio de ozono, con la finalidad de disminuir el riesgo a la
salud asociado con la exposicion de corto y largo plazo a este contaminante. Las lineas
estratégicas del PROAIRE fueron: a) reduccion de emisiones en la industria (industria
limpia), b) disminucién de emisiones por kilémetro en vehiculos automotores (vehiculos
limpios), c¢) reduccion de las tasas de crecimiento de los kilometrajes recorridos en
vehiculos automotores (nuevo orden urbano y transporte limpio), y d) reduccién de la
erosion del suelo (recuperacion ecoldgica) (EUM-CAM 2002).

Con base en los resultados y experiencias obtenidas en los dos programas anteriores, en
febrero de 2002, los miembros que integran la Comisiéon Ambiental Metropolitana (CAM)
presentaron el tercer Programa para Mejorar la Calidad del Aire de la Zona Metropolitana
del Valle de México 2002-2010 (PROAIRE 2002-2010), el cual retine 89 acciones a
desarrollarse en el corto, mediano y largo plazo por los Gobiernos Federal, del Estado de
Meéxico y del Distrito Federal, asi como los diferentes sectores de la sociedad involucrados
para enfrentar el impacto en la calidad del aire derivado del crecimiento de la poblacion, la
expansion de la mancha urbana y en consecuencia, por el incremento del parque vehicular,
las actividades industriales y de servicios (EUM-CAM 2004). Este Programa sera revisado
bianualmente con objeto de dar seguimiento a las medidas planteadas, con posibilidades de
modificar y/o reestructurar aquellas que no sean efectivas e incluir nuevas si fuera el caso.
El PROAIRE 2002-2010 tiene el objetivo de proteger la salud humana de los efectos
nocivos causados por la contaminacion atmosférica en la ZM VM. Por una parte, se requiere
reducir los niveles de contaminacion del aire que prevalecen en la actualidad hasta alcanzar
niveles que aseguren la proteccion a la salud y por otra evitar que la poblacion,
especialmente los grupos mas vulnerables se exponga a niveles de contaminacidn riesgosos
(EUM-CAM 2002).

Las especificaciones de la gasolina mexicana oxigenada se publicaron por la Secretaria de
Desarrollo Social en el Diario Oficial de la Federacion (DOF) del 2 de diciembre de 1994
en la norma ambiental NOM-086-ECOL-1994 (posteriormente NOM-086-SEMARNAT-
1994) que establecidé que la gasolina de la ZMVM debia tener un contenido maximo de
oxigeno de 2% en peso. Con la publicacion de la norma 086 se inicid el control del
contenido de aromaticos, olefinas, benceno y presion de vapor en la gasolina (Garfias &
Diaz 2003). Desde que se expidid esta norma han habido mejoras en la calidad de los
combustibles mexicanos, se dejé de producir la gasolina Nova y se produce ahora la
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denominada Premium, por lo que el 30 de enero del 2006, la Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) publico en el DOF la norma NOM-086-
SEMARNAT-SENER-SCFI-2005, con las especificaciones de los combustibles fosiles
para la proteccion ambiental. La norma establece una reduccion paulatina al afio 2008 en el
contenido de azufre en los combustibles y amplia la extension de la ZMVM de 18 a 28
municipios conurbados del Estado de México, incluyendo las 16 delegaciones del Distrito
Federal. Si se suministran los combustibles con las caracteristicas fijadas en la norma se
reduciran 53,438 toneladas de CO, 4,638 toneladas de HC, 2,298 toneladas de NOy y 4,283
toneladas de SO,, (EUM-CAM 2004). Se indica ademas que el contenido de oxigeno de las
gasolinas Magna y Premium sera del 2.7% en peso maximo (equivalente aprox. a 14.9% de
MTBE en vol.) en la ZMVM, la ZMG y la ZMM (y en Ciudad Juéarez en el periodo
invernal: de noviembre a marzo). La gasolina Premium consumida en el resto del pais,
también contendra el 2.7% de oxigeno en peso, en la Magna no aplica este requerimiento
(EUM-SEMARNAT 2006). Cabe mencionar que si bien esta norma no especifica
expresamente el tipo de oxigenante a emplear, en la Tabla 6 de dicha norma se indica que el
método de prueba para determinar el contenido de oxigeno serd el ASTM D 4815-00
(2005) para MTBE, ETBE, TAME, DIPE y alcohol teramilico.

El oxigenante que se produce principalmente en las refinerias mexicanas es el MTBE,
4,400 BPD, seguido del TAME, 3,400 BPD. En la ZMVM, las gasolinas Magna y Premium
en conjunto sumaron en 1999 un volumen de 112,000 BPD. En el mismo afio se
consumieron en el pais un promedio de 513,000 BPD de gasolina (Garfias & Diaz 2003).

2.3.4 El uso de etanol como combustible
2.3.4.1 El uso de biocombustibles en México

La NOM-086-SEMARNAT-SENER-SCFI-2005 deja abierta la posibilidad de utilizar otros
compuestos oxigenantes diferentes al MTBE tales como el etanol al indicar en la seccion
5.2 de especificaciones que: “El responsable antes de utilizar cualquier otro aditivo o
combustible no especificado en esta norma, debera proporcionar a las autoridades
ambientales y de salud informacién sobre el producto, que permita evaluar las ventajas
ambientales del mismo y demostrar que por su uso no se afectarian los sistemas de control
de los equipos o de los vehiculos, ni se produce ningln efecto nocivo en la salud de la
poblacion™.

El 27 de abril del 2006, el Senado de la Republica aprobd la Ley para la Promocion y
Desarrollo de los Bioenergéticos, abriendo la posibilidad de producir combustibles a partir
de la cana de azucar, el maiz y las plantas oleaginosas. El Senado realizd6 modificaciones
minimas a la version de la ley aprobada por los diputados, por lo que se devolvid esa ley a
la Camara Baja, donde tendrad que esperar hasta el otofno para ser ratificada y enviada al
Presidente de la Republica para su firma (Shields & Sarmiento 2006). Mediante la
aprobacion de esta Ley, el Congreso mexicano ordené a PEMEX afiadir a sus gasolinas, a
partir de 2007, al menos 6 por ciento de etanol, un oxigenante que las hace mas eficientes y
reduce la contaminacién (Teorema 2006).
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La disposicion del Congreso es técnicamente factible, pero se tendrian que adecuar
refinerias y la logistica para transportar el combustible. Se tendrd que invertir en una nueva
red de distribucion y desarrollar un proyecto de conversion de plantas de MTBE, lo cual no
esta contemplado en los proyectos de inversion de PEMEX Refinacion. PEMEX no podra
anadir etanol a sus gasolinas a partir de 2007, como se lo orden6 el Congreso, porque
carece de recursos para desarrollar la tecnologia requerida para mezclarlo con sus
combustibles, y la produccion es insuficiente (Teorema 2006). La dependencia solicito, con
apoyo del BID y cooperacidn técnica alemana, dos estudios para determinar el potencial y
opciones de uso del etanol en México. (Meré & Cérdoba 2006).

Meéxico produce al afio 5 millones de toneladas de azticar (Meré & Cérdoba 2006), y, cada
afio se consumen 4 millones de toneladas de este producto. Sobra un millén de toneladas
que se venden en el mercado exterior, pero al comercializarlas en el mercado spot (como lo
conocen los especialistas) el precio esta a expensas de las fluctuaciones que, en este caso,
han ido reiteradamente a la baja. La produccion de etanol en la zafra 2004-2005 fue de
apenas 59.3 millones de litros, pero se consumen 164 millones anuales. El resultado es
evidente: necesitamos importar mas de 100 millones de litros de alcohol (Calatayud &
Jacomel 2003), y en las ultimas cinco zafras la produccion se contrajo 2.4 por ciento en
promedio anual, segliin estadisticas de la Union Nacional de Cafieros. La Secretaria de
Energia (SENER), confirmd que cubrir las nuevas necesidades de etanol con produccion
nacional es practicamente imposible. Ademas, el costo del maiz y cafia de azucar, dos
materias primas para producir el etanol, es elevado (Teorema 2006). La produccion actual
de etanol en México no alcanza siquiera a cubrir la demanda de mezcla en gasolinas que se
consume en las tres principales zonas metropolitanas del pais. De acuerdo con un estudio
de la SENER, el etanol necesario para oxigenar los 11 mil millones de litros anuales de
gasolina que se consumen en México, Monterrey y Guadalajara, es de 648 millones de
litros anuales, los cuales tendrian que importarse (Teorema 2006). Se estima que se
necesitaria dedicar unas 700 mil hectareas al cultivo de la cafia para producir el alcohol
requerido (Lopez-Munguia & Saab 1999).

La Secretaria de Economia dara a conocer el Programa de Competitividad para la Industria
Azucarera, que busca diversificar el uso de la cafia de azucar y alentar el uso de
biocombustibles, para lo cual se construiran dos plantas de etanol. También se consideraran
plantas de etanol con trigo y maiz como materia prima (Meré & Cordoba 2006). La
Fundacion Emision, organizacion creada por un grupo de ciudadanos preocupados en la
promocion de este tipo de energéticos, promotora de la iniciativa en el Congreso, dijo que
para satisfacer la demanda inicial de etanol para las zonas metropolitanas se requieren
cuatro plantas biorrefinadoras con capacidad de 150 millones de litros al afio cada una. La
incorporacién de 6 por ciento de etanol por cada litro de gasolina permitird reducir la
emision de monoxido de carbono en las zonas metropolitanas hasta 30 por ciento. De
acuerdo con el estudio de la SENER, si dichas plantas obtuvieran etanol a partir de la cafia
de azucar, se requeriria aumentar 18 por ciento al afo la produccion de este cultivo. Sin
embargo, el precio que obtendrian los cafieros en un ingenio seria mucho mas alto que en
una biorrefinadora (Teorema 2006).

El Presidente electo, Felipe Calderdn, hizo durante su campafia, una serie de propuestas
especificas referentes al tema de los biocombustibles (Calderon 2006):
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1. Uso de ETBE (oxigenante a base de etanol) en lugar de MTBE (oxigenante a base de
metanol) como oxigenante de gasolina.

2. Incentivar la produccién de etanol a base de cafia de azucar.

4. Encontrar alternativas a los aditivos y oxigenantes para gasolinas que promuevan la
industria cafiera.

5. Preparar el ajuste de la industria automotriz, que tiende a abandonar el MTBE y a usar el
ETBE como oxigenante.

6. Analizar la viabilidad de utilizar mezclas de etanol y gasolina en el mediano plazo,
ampliando el uso del etanol.

7. Preparar a la industria cafiera para cubrir un crecimiento potencial en la demanda de
etanol.

En México, las gasolinas son oxigenadas en un 6 por ciento con MTBE, el cual es
importado en su mayor parte. Si se empieza a producir etanol en el pais, se podria sustituir
las importaciones de MTBE, permitiendo el ahorro de una cuantiosa cantidad de recursos
(mas de 100 millones de ddlares al afio) que actualmente se gasta en la importacion de este
producto (Shields & Sarmiento 2006). Antes de oxigenar las gasolinas con etanol, habria
que estudiar también los riesgos de corrosion, en particular en los autos viejos, donde
ademas los componentes de pléstico se rigidizan o temperizan. Ain mads, la mezcla etanol-
gasolina a diferencia de la mezcla MTBE-gasolina, no puede hacerse desde la refineria,
sino que debe efectuarse en los puntos mas cercanos a la estacion de servicio (Shields &
Sarmiento 2006).

Uno de los problemas que tiene la produccion de alcohol es la vinaza que trae aparejada su
elaboracion. Se estima que por cada litro de alcohol se producen 14 litros de vinaza. El
problema es que este residuo suele ser un elemento altamente contaminante. En
concentraciones muy altas, la vinaza mata la fauna y contamina los rios; sin embargo, se
puede aprovechar. Antes de cancelar la produccion de alcohol debido a los efectos
contaminantes de la vinaza asociada, se ha de buscar aprovechar justamente este
compuesto. Se han encontrado al menos dos caminos para aprovechar la vinaza. El primero
de ellos consiste en elaborar metano, un biogas que puede utilizarse como combustible y
con el que, incluso, se puede llegar a generar electricidad. La otra opcidn es secar la vinaza
para producir un polvo rico en nutrientes que resulta ser un extraordinario fertilizante. De
esa manera, la vinaza no s6lo no contamina sino que mejora los suelos (Calatayud &
Jacomel 2003).

2.3.4.2 Bioenergéticos en Brasil

Brasil es, desde hace afios, el lider mundial en la produccién de etanol utilizado como
carburante para vehiculos automotores, Alli son cada vez mas comunes los vehiculos que
usan un combustible “flexible” (flexfuel), que puede ser 85 por ciento etanol obtenido de
los cultivos y 15 por ciento gasolina, mientras que otros vehiculos usan mezclas de 25 por
ciento de etanol y 75 por ciento gasolina. Brasil produjo mas de 15 mil millones de litros de
etanol en el 2004 a partir de la cafla de azlcar (Shields & Sarmiento 2006). El uso a gran
escala de etanol como combustible alternativo para vehiculos de combustion interna se
inicid con la crisis petrolera de 1973, y plantea una interesante alternativa: resolver las
deficiencias en energéticos provenientes del petroéleo con la disponibilidad de superficie
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agricola. Para finales de la década pasada se alentaba el proyecto gasohol: 600 destilerias
produciendo 3 mil 300 millones de galones al afo (s6lo 45 millones en 1976), mas de 4
millones de autos funcionando exclusivamente con etanol, y otro porcentaje importante con
mezclas de gasolina y etanol. En la década de los noventa el proyecto se vio seriamente
afectado por asuntos de politica econdmica: al problema inflacionario, de aumento de
reservas petroleras y de requisitos de subsidio al etanol para mantener su competitividad
con la gasolina, se sumo6 el aumento al precio del azicar en el mercado internacional. El
gobierno de Brasil no pudo convencer ni obligar a los duefos de los complejos azucareros a
seguir elaborando etanol. Los azucareros brasilefios prefirieron entonces exportar el dulce
que entregarlo a Petrobras. La compafiia petrolera brasilefia empez6 a operar con perdidas y
desde 1990 Brasil inici6 importaciones de etanol y metanol de los Estados Unidos. El
proyecto vive actualmente la critica situaciéon originada por los fluctuantes precios del
petréleo, y la falta de politicas oficiales para respaldar a una industria que hace al pais
autosuficiente energéticamente, ademdas con una tecnologia renovable y ciertamente
sustentable (Shields & Sarmiento 2006).

Otro aspecto muy negativo fue el desperdicio que se hacia de buena parte de la cafia y el
destino de los desechos originados al elaborar el etanol. Por ejemplo, contaminaban los rios
y se “acidificaban” las areas donde era depositado el bagazo (Restrepo 2006). Durante el
gobierno anterior se tomo la decision de impulsar la politica de doble energia automotriz,
que permitia a las nuevas unidades contar con sistemas para utilizar etanol e hidrocarburos.
El éxito fue inmediato y no signific6 aumento en el precio de las unidades, que al afo
suman mas de un millon (Restrepo 2006).

Hoy en dia Brasil produce alrededor de 20 millones de toneladas de azucar contra cinco que
se producen en México. Es primero a nivel mundial. Pero lo mas importante es la
infraestructura que tienen, que lo mismo pueden producir gasolina que etanol, o solamente
azucar (Calatayud & Jacomel 2003). La produccion de azlicar en Brasil para la zafra 2005-
2006 esta estimada en 26.7 millones de toneladas; la de alcohol en 17 mil millones de litros.
La experiencia en este pais indica que las variaciones en precios del etanol estan sujetas a
diversos factores que deben ser superados. Entre éstos se encuentran las cambiantes
condiciones climdticas, la falta de produccion en periodos entre zafras y aiun los de tipo
politico y de corrupcion en el mercado (Shields & Sarmiento 2006).

2.3.4.3 Los biocarburantes en Estados Unidos

Ahora otros paises piensan en la conveniencia de producir etanol derivado de la cafia de
azUcar y el maiz. Es el caso de Estados Unidos, donde Chrysler acaba de anunciar que
producird a partir de 2008 unos 500 mil vehiculos al afio que se moverdn con dicho
energético (Restrepo 2006). Estados Unidos ha incrementado en forma acelerada su
produccion de etanol a partir del maiz, la cual alcanzé 8 mil 500 millones de litros en el
2005. Se prevé que su produccion podria incluso igualar o superar la de Brasil en poco
tiempo (Shields & Sarmiento 2006).

Una mezcla de 7.7 por ciento de volumen de etanol en la gasolina cumple con los

requerimientos de 2.7 por ciento de peso de oxigeno que ahora se establece en la
normatividad norteamericana, si bien es comun mezclarlo en una proporcion de 10 por
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ciento, que proporciona un peso de oxigeno del 3.5 por ciento. El crecimiento de la
produccion de etanol carburante en Estados Unidos se comenzé a dar con el objeto de
aprovechar los excedentes de maiz, habiéndose establecido una politica nacional de apoyo a
la agroindustria, pensando, a la vez que esto ayudaria a no depender tanto del petroleo
importado. Mientras tanto, el biodiesel ya se expende en mas de 1,000 estaciones de
servicio de la Union Americana (Shields & Sarmiento 2006). En Estados Unidos se
produjeron en 1997 mas de mil millones de galones de etanol, pero no se emplea azucar de
cafia, sino glucosa, proveniente de la transformacion del almidon de 455 millones de
bushels (16 millones de m®) de maiz. Sin embargo, atin en Estados Unidos el etanol es mas
caro que la gasolina, dados los costos actuales del maiz. Ahora se busca reducir costos a
través de la biotecnologia moderna: por ejemplo, un proceso mas eficiente empleando
Escherichia coli, una bacteria cuyas vias metabodlicas han sido optimizadas mediante
ingenieria genética, para que pueda emplear no s6lo azucar de cafia o glucosa del maiz, sino
también productos de la hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa presentes en la paja, el
bagazo y otros subproductos agricolas, transformandolos en alcohol. En tanto, para hacer
atractivo el proyecto de oxigenar las gasolinas con aditivos renovables, aprovechando al
mismo tiempo los excedentes de maiz, en Estados Unidos se subsidia al etanol con mas de
54 centavos de dodlar por galon, lo que cuesta, por ejemplo, a los habitantes de California
mas de 60 millones de ddlares en impuestos al afio. Pero el subsidio no sélo es a los costos
de produccion: también es al ambiente, ya que se ha demostrado que al afiadir 10 por ciento
de alcohol a la gasolina aumenta en 15 por ciento la presion de vapor de la mezcla. Esto es,
aumenta la volatilidad del combustible, lo que ocasiona su presencia en la atmosfera. Esto
ha forzado a que en Estados Unidos se otorgue una especie de dispensa para que la gasolina
con 10 por ciento de etanol pueda cumplir con los requisitos que marca la legislacion para
las gasolinas (Clean Air Act). Otro elemento que requiere atencion es el efecto de los
productos de la oxidacion incompleta del etanol, aldehidos y cetonas, que también vendrian
a afiadirse a los compuestos de la atmoésfera (Shields & Sarmiento 2006).

2.3.4.4 Los biocombustibles en otros paises

Los congresos de Argentina y Espafia promulgaron un nuevo marco legal para impulsar los
bioenergéticos y el Fondo de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAO) arrancé un
programa de promocion a nivel mundial, sobre todo en las naciones en vias de desarrollo
donde las alzas en el precio del petréleo pueden llegar a tener un efecto econdmico
devastador. En Espafia, se manejan mezclas de hasta 5 por ciento de etanol en la gasolina.
En Suecia, se cuenta con autobuses que utilizan etanol al 95 por ciento con gasolina
(Shields & Sarmiento 2006).

2.4 Principales caracteristicas de cada familia de sustancias oxigenantes

La Tabla 2.2 lista las caracteristicas de algunos de los éteres y alcoholes que potencian el
octano de los combustibles. Aquellos cominmente usados en las refinerias mezclados en
las formulaciones de gasolina son MTBE, ETBE, TAME vy etanol. El metanol y el TBA
estan actualmente descontinuados. El DIPE y el tert-amil etil éter (TAEE) son posibles
candidatos futuros (Ancillotti & Fattore 1998).
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2.4.1 Alcoholes

En general, los alcoholes en bajas concentraciones tienen la desventaja de incrementar la
presion de vapor de la gasolina, por lo que las mezclas gasolina-alcohol tienden a acentuar
las emisiones evaporativas, a menos que se utilice una gasolina con un contenido reducido
de butanos y pentanos. La cantidad de agua que contiene la gasolina es minima y equivale a
la de saturacion del proceso de refinacion y si se llegase a separar en dos fases, el agua se
drena en los tanques de almacenamiento de la refineria. Sin embargo, los alcoholes tienen
la desventaja de ser sustancias higroscopicas que incorporan la humedad atmosférica a las
mezclas gasolina-alcohol, con la consiguiente separacion de dos fases: una acuosa y la otra
constituida por gasolina cuando se rebasa cierta concentracion de agua. Existe la alternativa
costosa de utilizar cosolventes al adicionar alcoholes para evitar el problema de separacion
de fases (Garfias & Diaz 2003).

Metanol. La alta volatilidad del metanol mezclado con la gasolina y la formacion de
azeodtropos con HC, causé su rechazo en el mercado. Actualmente el metanol es uno de los
reactivos para producir MTBE y otros metil éteres (Ancillotti & Fattore 1998). Otro
inconveniente que se presenta con el uso de metanol es que ataca quimicamente a algunos
de los elastomeros que se usan en el sistema de admision de combustible. Asimismo, existe
la posibilidad de que incremente la formacion de gomas y la presencia de depositos en el
sistema de admision. El excesivo desgaste que origina la mezcla metanol-gasolina hace
necesario el uso de aceites lubricantes de alta calidad. El metanol y etanol se obtienen por
fermentacion de productos agricolas y sintéticamente a partir del petrdleo. Las materias
primas petroquimicas mas convenientes para fabricar metanol y etanol son respectivamente
el gas de sintesis y el etileno. El gas de sintesis se elabora al reaccionar el gas natural con
vapor de agua; el etileno al deshidrogenar el etano. México tiene plantas de metanol en San
Martin Texmelucan (Garfias & Diaz 2003).

Etanol. Es producido en México por la fermentacion de azlcar, melaza o mieles
incristalizables provenientes de la cafia de azlicar; en EUA al fermentar el almidon del maiz
y en otros paises de la remolacha y puesto en el mercado en forma anhidra. Al presente, el
costo de produccion a partir de maiz u otra biomasa valiosa no permite que el etanol sea
competitivo en el mercado de los combustibles y hasta ahora este no puede competir sin
subsidios. El etanol, ademas de ser usado como un agente directo de mezclado, es una
materia prima para la produccion de ETBE y se espera que mantenga este estatus dual
(Ancillotti & Fattore 1998). La gasolina reformulada con etanol no puede ser distribuida a
través de las tuberias debido a que el agua presente en las lineas causaria que el etanol se
separara de la gasolina; asi es que las terminales necesitarian areas de almacenamiento para
el etanol de mezclado (Fiorenza & Rifai 2003).

2.4.2 Eteres

Los éteres se obtienen al hacer reaccionar un alcohol con una olefina —ambos de bajo peso
molecular- en presencia de una resina intercambiadora de iones. Los alcoholes de bajo peso
molecular que se utilizan en la fabricacion de éteres son el metanol, etanol e isopropanol y
las olefinas corresponden al propileno, isobutileno y amileno. Desde el punto de vista
ambiental, los éteres reducen las emisiones de escape y las evaporativas. Ademas, en el
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Tabla 2.2 Propiedades quimicas de oxigenantes selectos.

Nombre Quimico

Metil tert-Butil Eter

Etil tert-Butil Eter

tert-Amyl Metil Eter

Diisopropil Eter

Registro CAS No. 1634-04-4 637-92-3 994-05-8 108-20-3
MTBE; 2-metil, 2- ETBE; 2-metil, 2- TAME; 2-metoxi-2 DIPE; 2,2-
metoxi propano; tert-  etoxi propano; tert-  metilbutano; metil oxibispropano; 2-
Sinénimos butil metil éter; metil  butil etil éter; 1, 1- tert-pentil éter; 1,1- isopropoxi-
tert-butil éter; metil-  dimetil etil éter dimetilpropil metil propano
tert-butil éter éter; metil tert-amil
éter
Peso Molecular 88.15 102.18 102.18 102.18
(g/mol)
Formula Molecular C5H120 C6H14O C6H14O C5H14O
Formula (CH;),CHOCH
Estructural CH;0C(CHs);3 (CH3);COCH,CH; CH;CH,C(CHj;),0CH; (CHa),
Punto de
Ebullicion 55.2°C 72.2°C 86.3 °C 68.2 °C
(a 760 mm Hg)
Presion de Vapor
(mm He a 20 °C) 240 130 75 159
Octano Camino 110 112 105 105"
Oxigeno 18.15 15.66 15.66 15.66
(% en peso)
Densidad
(2/ml a 20 °C) 0.74 0.74 0.77 0.73
Solubilidad
(2/100 g agua) 4.8 1.2 1.2 0.2
j;ll‘;b(‘éfzgsfiina) 0.55 033 0.24 0.08
(2/100 ¢ agua)’ 0.34 0.10 0.12 0.07
Hc*
Atm-m*/g-mol 528x10%a3x 107 2.64x 107 1.95x 107 477x 107
?Sdl,nc“em‘onal a 0.022 20.12 0.11 0.0522-0.081 0.195-0.412
Log Ko’a 25 °C? 1.035-1.091 0.95-2.20 1.27-2.20 1.46-1.82
Log K,y 0.942a1.30 ND ND 1.52
Umbral de sabor en 20-40 47 128 ND
agua (mg/L)
Umbral de olor 0.053 0.013 0.027 ND

(ppm)

ND: No Disponible; a) He: Constante de la Ley de Henry; b) K,.: Coeficiente de particion de carbono
organico; c) Coeficiente de particion octano-agua

Fuente: Datos adaptados de U.S. EPA (1998c¢)
1  Datos de Ancillotti & Fattore (1998)
2 Datos de U.S. EPA (2004)
3 Datos de Deeb et al. 2003
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Tabla 2.2 Propiedades quimicas de oxigenantes selectos (continuacion)

2. ANTECEDENTES

Nombre Quimico  tert-Amil Etil Eter Dimetil Eter tert-Butanol Etanol
Registro CAS No. 919-94-8 115-10-6 75-65-0 64-17-5

s TAEE,; etil tert-amil éter; 2- . TBA; tert-butﬂ etanol; etil
Sin6nimos . . DME; oxibis metano,  alcohol; 2-metil,

metil, 2-etoxi-butano alcohol
2-propanol,

Peso Molecular 116.20 46.07 74.12 46.07
(g/mol)
Formula Molecular C7H160 CzH(,O C4H1()O CzH(,O
Férmula CH4CH,C(CH;),0CH,CH CH;OCH (CH,),COH CH,CH,0H
Estructural 3 2 3)2 2 3 3 3 3)3 3 2
Punto de
Ebullicion 102 °C -24.8 °C 82.4°C 78.5°C
(a 760 mm Hg)
Presion de Vapor d
(mm Hg a 20 °C) ND 758 a 5086 41 44
Octano Camino 105' ND 100 115
Oxigeno 13.77 34.73 21.59 34.73
(% en peso)
Densidad
(@/mL a 20 °C) 0.75 0.66 0.79 0.79
Solubilidad ND 47a353 miscible miscible
(g/100 g agua)
Solubilidad en
agua (de gasolina) ND ND 2.5 5.7
(2/100 g agua)’
Hc?
Atm-m*/g-mol ND 489x10%29.97x 10* 121x107° 6.91x 10
ZASd}fgenS“’“al a ND 203x10224.15x 10> 4.859°x10*  2.83x10*
Log K, a 25 °C? ND -0.29 1.57 0.20-1.21
Log Ko,' ND 0.10 0.35 -0.32
Umbral de sabor en ND ND ND ND
agua (mg/L)
Umbral de olor ND ND 71 49

(ppm)

ND: No Disponible; a) He: Constante de la Ley de Henry; b) K,,.: Coeficiente de particion de carbono
organico; c¢) Coeficiente de particion octano-agua; d) a 25°C;

Fuente: Datos adaptados de U.S. EPA (1998c)
4 Datos de Ancillotti & Fattore (1998)

5 Datos de U.S. EPA (2004)
6  Datos de Deeb et al. 2003
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proceso de elaboracion de los éteres intervienen compuestos olefinicos que son sumamente
fotorreactivos, que al ser sustraidos de las corrientes originales de gasolina catalitica,
representa en si, una ventaja adicional (Garfias & Diaz 2003).

MTBE. Se obtiene a través de la reaccion de isobutileno y metanol en la presencia de calor
y un catalizador (Figura 2.2).

o g

CH3OH + CH2 =C- CH3 CH3 -C- CH3
MTBE |

O -CH;

Figura 2.2 Sintesis de MTBE a partir de isobutileno y metanol (tomado de Ancillotti & Fattore,
1998).

La demanda creciente de MTBE ha sido por largo tiempo condicionada por la
disponibilidad de isobutileno. En los 70s, el isobutileno venia de las corrientes de C4 de los
procesos de cracking cataliticos para la produccion de gasolina y de la manufactura del
etileno. En ambos casos el tamano de planta y las condiciones de operacion fueron
seleccionados para alcanzar objetivos diferentes de la optimizacion de la produccion de la
corriente de C4. Una contribucion sustancial a la disponibilidad de isobutileno vino de
cambiar el uso del TBA, (un subproducto de la sintesis de 6xido de propileno) como
oxigenante de la gasolina (Oxynol: mezcla de TBA y metanol comercializada por la
compaifita ARCO) hacia el mercado de MTBE, usandolo como un intermediario en la
manufactura de isobutileno. Actualmente la principal via de produccion de isobutileno es a
través de la deshidrogenacion de isobutano. La disponibilidad de metanol es un elemento
clave en la manufactura de MTBE, pero a diferencia del isobutileno, el metanol es
extensivamente producido en muchos sitios a partir de gas natural barato u otras fuentes de
carbono (Ancillotti & Fattore 1998).

El punto de ebullicién del MTBE (55.2 °C) y su presion de vapor (240 mm de Hg a 20 °C
son compatibles con la mezcla de hidrocarburos de la gasolina. De este modo, puede ser
exitosamente transportado en camiones cisterna o por tuberias. La solubilidad del MTBE en
agua (del rango del 5% en masa), es alrededor de 20 veces mayor que la del componente
mas soluble de la gasolina: el benceno (Braids 2001).

ETBE y TAEE. Los etil homologos del MTBE y el TAME se producen por la adicion de
etanol respectivamente a isobutileno y amilenos reactivos (Figura 2.3). Los etil éteres
muestran ligeramente mejores propiedades de octano en mezclas con gasolina que los metil
éteres y mas bajas RVP lo que favorece el mezclado con mas butanos de bajo costo. La
alternativa del uso de metil o etil éteres dependera principalmente de la disponibilidad y
precio de los dos alcoholes. Al presente, el TAEE no esta en el mercado, mientras el ETBE
es producido en varios paises (EUA y Europa) (Ancillotti & Fattore 1998).
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TAME. Se obtiene por la reaccion de metanol con una de las dos olefinas ramificadas Cs
(2-metil-2-buteno, 2M2B y 2-metil-1-buteno, 2M1B, Figura 2.4). La tercera olefina
ramificada Cs, 3-metil-1-buteno, es completamente inerte hacia la reaccién con metanol
(Ancillotti & Fattore 1998).

?Ha (|3H3

CH2 =C- CH3+ C2H5OH CH3 -C- CH3
ETBE
O - C;H;

S

CHZ =C- CHZ - CH3 (|:H3
% + C,HsO0H CH; - C — CH, - CHs

CH; TAEE |

| O-C;H;s
CH;-C=CH-CH;

J

Figura 2.3 Sintesis de ETBE y TAEE a partir de isobutileno o amilenos respectivamente y etanol
(tomado de Ancillotti & Fattore, 1998).

o ]
CH,=C - CH, - CH; |CH3
> + CH3;0H CH; —C —CH,-CH;
(|3H3 TAME 0 - CH,
CH; - C=CH-CH; )

Figura 2.4 Sintesis de TAME a partir de metanol y olefinas ramificadas (tomado de Ancillotti &
Fattore, 1998).

A diferencia del MTBE y a pesar de su buena calidad de octano, el TAME no es un
verdadero elevador de octano, porque normalmente se produce a partir de dos olefinas de
alto octano presentes en el pool de gasolina, que se encuentran en el frente terminal del
cracking catalitico de la gasolina. La contribucion neta del TAME al octano corresponde
por lo tanto a la diferencia entre la contribucion al octano del TAME producido y la pérdida
en la contribucion de octano de los reactivos isoamilenos (Ancillotti & Fattore 1998).
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2.5 Contaminacién por MTBE

Se han realizado muchos estudios acerca de las emisiones vehiculares de combustibles
reformulados, pero se ha dedicado relativamente poca atencion al destino ambiental de los
oxigenantes solubles en agua (alcoholes y éteres) de los derrames de gasolina en el
ambiente. En contraste numerosos estudios en la literatura cientifica sobre aguas
subterraneas discuten el transporte y la biodegradabilidad de los hidrocarburos mas solubles
en agua (p. €j. Benceno, tolueno y xilenos) de derrames de combustible. En general, el
MTBE puede migrar a la subsuperficie con los otros mas de 200 componentes de la
gasolina durante la refinacion, distribucion y almacenamiento de combustibles oxigenados
(Salanitro 1995, Stocking et al. 2000).

Una vez liberado al ambiente, el MTBE presente en la gasolina se disuelve en el agua del
suelo y migra a los mantos fredticos con minimo de retardo. Frecuentemente se observa que
en las plumas originadas con gasolina, el MTBE es el tnico contaminante en el borde de la
pluma después de que €sta se ha movido varias decenas o centenas de pies. Asi, en una gran
mayoria de sitios donde se liber6 gasolina, la longitud de las plumas de BTEX tiende a
estabilizarse y se extiende a menos de 260 pies del sitio de liberacion. Cuando gasolina que
contiene MTBE es liberada, las plumas de BTEX pueden aun estabilizarse en un promedio
de 300 pies de la fuente pero el MTBE continuard migrando. Debido a que los
hidrocarburos estan sujetos a biodegradacion y retardo en la subsuperficie, se requiere una
masa mucho mas grande de hidrocarburos que de MTBE para crear una zona contaminada
(Braids 2001, Stocking et al. 2000).

Aunada a la alta movilidad del MTBE en la subsuperficie esta su resistencia a la
descomposicion por medios quimicos o bioldgicos. Mientras la biodegradacion es casi
universal para los hidrocarburos asociados con la gasolina en mantos freaticos, el MTBE no
es significativamente afectado por los microorganismos. La oxidaciéon quimica con
perdxido, ozono, peracidos, reactivo de Fenton y otros oxidantes puede ser efectiva, pero
puede requerir condiciones controladas que no son faciles o posibles de alcanzar in situ.
Los tratamientos simples tales como el arrastre con aire (air stripping) a la adsorciéon con
carbon, no son muy efectivos (Braids 2001).

No hay suficientes datos acerca del impacto ambiental de otros oxigenantes, pero los
expertos creen que el ETBE, TAME y DIPE se comportarian del mismo modo que el
MTBE una vez que sean liberados al ambiente (Nadim et al. 2001).

La intencion original de la inclusiéon del MTBE en la gasolina, como un medio de mejorar
la calidad del aire, ha sido cuestionada debido a la preocupacion por su deteccion en pozos
de agua potable, cuerpos de agua y en aguas subterraneas (Fiorenza & Rifai 2003).

El estado de California inici6 en 1996 un andlisis atmosférico de MTBE. Se encontr6 que la
concentracion promedio de MTBE en la atmosfera del estado es de aproximadamente 2
partes por billon (ppb, se refiere a partes por mil millones), con las mayores
concentraciones cercanas a 4 ppb en la costa sur, rebasando el limite de deteccidon que es de
0.2 ppb. La preocupacion actual relacionada con los oxigenantes se adscribe a la
contaminacion de algunos mantos acuiferos y de recursos de agua potable debida
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principalmente a fugas de gasolina reformulada con MTBE proveniente de Tanques
Subterraneos de Almacenamiento (Underground Storage Tanks USTs) y de la tuberia de
distribucion asociada. Pudiera ser que la contaminacion de aguas superficiales como lagos
y presas se derive del uso de lanchas motorizadas o de descargas de agua que arrastran
derrames superficiales de gasolina, o de la atmosfera, a causa de la lluvia (Garfias & Diaz
2003). La presencia de MTBE en aguas subterrdneas y en agua potable en otras partes de
EUA es ahora relativamente extendida (Erdal & Goldstein 2000).

El MTBE puede ser detectado a 2.5 ppb para el olor y 2.0 ppb para sabor, por lo que su
presencia ocasiona problemas de sabor y olor en agua potable. El Departamento de Salud y
Seguridad de California propuso un nivel maximo secundario de 5 ppb para MTBE
(Fiorenza & Rifai 2003).

En noviembre de 1998, la U.S. EPA anuncid la creacion de un panel independiente llamado
el Panel del Liston Azul compuesto por notables expertos en salud publica y expertos
cientificos representantes de la industria de combustibles automotrices, representantes de
los gobiernos federal y estatales y de suministro de agua. El Panel tuvo como propdsito
investigar los asuntos de la calidad del agua y el aire asociados con el uso de oxigenantes
en la gasolina. El Panel del Liston Azul se reunid seis veces entre enero y junio de 1999 y
entregd un reporte con sus recomendaciones. En resumen recomendé mejoras a los
programas de proteccion del agua de la nacion, reduccion en el uso del MTBE, remocion
por el Congreso de los requerimientos de la Ley de Aire Limpio de 2% en peso de RFG
consistente de oxigeno, y también que la EPA actuara para retener las mejoras a la calidad
del aire resultantes del uso de MTBE (Fiorenza & Rifai 2003, Nadim et al. 2001).

Varios estados han actuado contra el uso de MTBE en gasolina. Una orden ejecutiva del
Gobernador de California llevo a la remocion del MTBE para el 31 de diciembre del 2002.
Arizona, Kansas, Missouri, Nueva York y Dakota del Sur han propuesto ya sea prohibir o
limitar el uso del MTBE (Fiorenza & Rifai 2003).

La decision de prohibir al MTBE en California para finales del 2002 vino principalmente
de la evidencia de la degradacion de la calidad de aguas subterraneas y agua potable por el
MTBE en gasolina oxigenada. Actualmente la mayor preocupacion es por la palatabilidad
del agua potable mas que por impactos adversos a la salud, aunque hay insuficientes datos
de toxicidad acerca de de los efectos potenciales de la ingesta de MTBE. Esto es
reconocido en cada una de las recomendaciones de prohibicion. El Programa de
Aseguramiento Nacional de la Calidad del Agua (National Water Quality Assessment
Program: NAWQA conducido por la Inspeccion Geoldgica de los EUA (United States
Geological Survey USGS) encontré que el MTBE se detectd a una frecuencia de 16.9% en
pozos en areas urbanas y 3.4% en pozos de areas rurales. Los estudios de la USGS
demostraron que, a pesar de la frecuente deteccion de MTBE en los suministros de agua
potable de la nacion, la gran mayoria de las detecciones a la fecha han estado por debajo de
los niveles de preocupacion a la salud publica, siendo solamente 0.3%-1.5% de las
detecciones por encima del nivel de umbral de la EPA de 20 ppb. Debido al muy bajo
umbral de olor y sabor para el MTBE, los costos asociados con la remediacion de agua
contaminada y la distribucion de agua potable estéticamente aceptable al publico pueden
ser muy altos (Fiorenza & Rifai 2003).
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Sorprendentemente, el litigio y controversia por el MTBE en los EUA no ha impactado su
uso en otros paises. En su lugar, a pesar de las investigaciones en la Comunidad Europea,
muchos paises europeos no solo han continuado el uso de este producto, sino que han
apoyado el uso incrementado del MTBE como un reemplazo para el benceno y otros
compuestos aromaticos (Faulk & Gray 2001).

La decision oficial de prohibir el MTBE, en el estado de California, y el reciente anuncio
del administrador de la U.S. EPA de “comenzar acciones reguladoras enfocadas a la
eliminacion del MTBE de la gasolina” y de apoyar el uso del etanol, sirve como una seria
advertencia de que pronto el MTBE sera prohibido en todos los EUA, y probablemente se
infiltrara en México también (Schifter et al. 2001).

2.6 Efectos nocivos del MTBE en animales y humanos

En 1987, 1a U.S. EPA dio al MTBE una alta prioridad de estudio debido a su gran volumen
de produccion, amplia exposicion y datos limitados sobre los efectos a la salud a largo
plazo. En respuesta se formo una Comision que realizd extensas pruebas toxicologicas
consistentes de un amplio espectro de estudios a corto y a largo plazo en animales. Las
pruebas incluyeron estudios de inhalacion, de neurotoxicidad aguda y subcrénica, toxicidad
del desarrollo, toxicidad reproductiva, toxicidad subcronica, farmacocinética,
genotoxicidad y efecto cancerigeno. Todas las pruebas siguieron las guias de la U.S. EPA y
los protocolos estandar, y se realizaron de acuerdo a los principios y procedimientos
cientificos aceptados. Los resultados de estos estudios muestran que el MTBE tiene una
baja toxicidad por inhalacion y no se espera que cause efectos adversos a la salud a las
bajas dosis en la gasolina a las cuales los consumidores estan expuestos, los cuales
posiblemente no exceden de 3.88 ppm (14 mg/m’). Los efectos adversos en animales
solamente se observan a niveles de dosis muy altos, de miles a decenas de miles de veces
mas altos que las exposiciones ambientales humanas las cuales la U.S. EPA estima como
un promedio anual de 0.07 ppm (0.25 mg/m®). Los datos sobre el modo de accion del
MTBE indicaron que hay un nivel de dosis por debajo del cual los efectos adversos no se
anticipa que ocurran. Basados en la mayoria de los datos, dosis tan altas como 400 ppm
(1440 mg/m’) representa un nivel donde no se observan efectos adversos para animales de
prueba. La evidencia demuestra que hay un gran margen de seguridad entre las
exposiciones ambientales del MTBE y las dosis a las cuales podrian producirse efectos
adversos a los humanos. El MTBE, a los niveles afiadidos a la gasolina, no posee un riesgo
afnadido a la salud humana (Stern & Kneiss 1997).

Por otro lado, algunos estudios han mostrado la formaciéon de tumores en animales
expuestos a altas concentraciones de MTBE. Sin embargo, hay alguna duda acerca de la
relevancia de estos datos para asegurar el efecto cancerigeno del MTBE en humanos. Los
datos existentes derivados de estudios en animales, en relacion a toxicidad cancerigena
crénica y no cancerigena, son considerados ambiguos e inconclusos. Ademas, estudios de
epidemiologia humana no apoyan la clasificacion del MTBE como un cancerigeno.
Ninguna agencia reguladora nacional o internacional ha clasificado al MTBE como un
cancerigeno humano, y los datos de genotoxicidad disponibles sugieren que el MTBE no es
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mutagénico. La evidencia sugiere que la ingestion de agua por debajo o cercana al umbral
de sabor es poco probable que resulte en efectos adversos a la salud (Woodward 2001).

El Instituto de Efectos a la Salud concluy6 en 1996 que “son preocupantes los efectos
observados sobre el sistema motor y que a bajas exposiciones existe la posibilidad de
afectar funciones complejas del sistema nervioso central”. El MTBE es clasificado como
una sustancia neurotoxica. La U.S. EPA concluyd en 1997 que “los datos disponibles
apuntan hacia un potencial cancerigeno del MTBE a altas dosis, sin embargo, a bajas dosis
los datos no respaldan una estimacion cuantitativa de riesgo” (Garfias & Diaz 2003).

De acuerdo con los reportes de la Oficina de Politica en Ciencia y Tecnologia (Office of
Science and Technology Policy, OSTP) de la Casa Blanca, el riesgo de cancer por
exposicion a MTBE es significativamente menor que para el benceno, un constituyente
menor de la gasolina y mas de 100 veces menor que para el 1,3-butadieno, un producto
cancerigeno de las emisiones de la combustion incompleta de los combustibles (Nadim et
al. 2001).

En diciembre de 1997, la Oficina del Agua de la U.S. EPA emiti6 el reporte: Consejo de
Aceptabilidad por el Consumidor y Analisis de los Efectos a la Salud por MTBE. EPA822-
F-97-008. El documento no impone ningln requerimiento regulador sobre los proveedores
de agua potable; en lugar de esto, recomienda niveles de concentraciones contaminantes
que serian aceptados por la mayoria de los consumidores de los suministros publicos de
agua potable. Las recomendaciones estdn basadas primariamente en los umbrales de sabor
y olor. El Consejo establece que el agua potable que contenga “... concentraciones en el
rango de 20-40 ug/L (ppb) posiblemente evitarian efectos de sabores y olores
desagradables...” para la mayoria de la gente. El documento también concluye que hay
poca probabilidad de que estas concentraciones de MTBE causaran efectos adversos a la
salud debido a que son de 4 a 5 ordenes de magnitud por debajo de las menores
concentraciones que causaron efectos a la salud observables en animales. Este margen de
exposicion esta en el rango de margenes de exposicion tipicamente proporcionado para
efectos cancerigenos en los estandares de agua potable y es mucho mdas grande que los
estandares tipicamente proporcionados para efectos no cancerigenos (U.S. EPA 1998a). La
EPA de California en 1998 propuso 14 png/L como la concentracion a la cual el riesgo de
desarrollar cancer por exposicion oral es uno en un millon (Fiorenza & Rifai 2003).

En 1998, la IARC encontr6 insuficiente evidencia para establecer si el MTBE posee riesgos
para provocar cancer en humanos (Erdal & Goldstein 2000). Actualmente el MTBE esta
clasificado dentro del grupo 3 (agentes no clasificados como cancerigenos para humanos)
en las monografias de la IARC (IARC 1999a, b).

El MTBE se metaboliza rapidamente sea cual fuere la ruta de exposicion. Los metabolitos
son el formaldehido y el alcohol tert-butilico. La U.S. EPA sefiala que “aunque utiles para
identificar riesgos potenciales, las limitaciones de los estudios no permiten estimar
confiablemente el grado de riesgo que el MTBE pudiera representar a los humanos por la
contaminacion de bajo nivel del agua potable” (Garfias & Diaz 2003).
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El MTBE tiene un indice de toxicidad aguda en el rango de bajo a muy bajo, produce de
una suave a una moderada irritacion de piel y ojos con aplicacion directa y no es un
sensibilizador de piel. El MTBE fue generalmente negativo en ensayos de genotoxicidad,
no fue maternalmente toxico, embriotoxico o teratogénico y no afecto la fertilidad. Pruebas
subcronicas indicaron que la exposicion al MTBE a altas dosis produjo efectos anestésicos
transitorios reversible e irritacion respiratoria, todos signos tipicos de los compuestos tipo
éter (Stern & Kneiss 1997).

La exposicion al aire ambiental urbano indica que la mayoria de los individuos estaran
expuestos a niveles de MTBE, los cuales estan por debajo de uno en un millon, inferior al
valor que constituye un riesgo para producir cancer. Mas significativa es la produccion de
formaldehido como un subproducto de la combustion del MTBE. El formaldehido es un
cancerigeno humano, basado en suficientes estudios en animales y en humanos (Grupo 1,
IARC 1999a, TARC 2004). La combustion del MTBE incrementa las emisiones de
formaldehido en estudios controlados de combustion. Aunque las concentraciones
observadas de MTBE estan por debajo de los niveles de riesgo de cancer, el incremento
potencial de las concentraciones de formaldehido resultaria en la aparicion de 380 casos de
cancer por afo, negando algunos de los beneficios de la reduccién en las emisiones de
benceno. Deberia notarse que a la fecha, la concentracion de formaldehido en varias
ciudades californianas no ha mostrado tendencias a la alza desde la introduccién del MTBE
(Keller et al. 1998, Keller & Fernandez 1999).

Cuando se consideran los efectos toxicos, es util notar que el MTBE ha sido usado para
tratar célculos biliares tanto en el Reino Unido como en los EUA desde hace varios afios.
Durante el tratamiento un tubo se inserta dentro de la vesicula biliar a través del cual el
MTBE es aplicado. El MTBE disuelve mucha de la grasa contenida en el calculo causando
que se desintegre. Una revision de los efectos de este tratamiento en 761 pacientes tratados
en 21 centros a través de Europa, no encontr6 efectos toxicos del MTBE en ninguno de los
pacientes (Woodward 2001).

2.7 Tratamiento de MTBE y otros oxigenantes

En la actualidad existen varias tecnologias para remover al MTBE del medio ambiente. El
desempefio de un tratamiento es especifico del sitio contaminado y depende de muchos
factores por lo que es dificil extrapolar los resultados de un sitio a otro. Estos factores
incluyen las condiciones del sitio (tales como los tipos de suelo, permeabilidad,
conductividad, condiciones redox y grado de heterogeneidad), el disefio de las tecnologias y
operacion y consideraciones reguladoras, tales como los niveles de limpieza requeridos.
Factores adicionales incluyen la duracion de la liberacion y la distribucion de
contaminantes en el suelo y aguas subterraneas (U.S. EPA 2004).

Ademas, en el caso de los oxigenantes como el MTBE se deben tener en cuenta sus
caracteristicas fisico-quimicas y de biodegradacion: el MTBE es altamente soluble en agua,
no es facilmente sorbido en las particulas organicas del suelo y por lo tanto es altamente
movil en aguas subterrdneas. No parece biodegradarse facilmente en la subsuperficie bajo
las condiciones naturales de las aguas subterraneas, no causa la cosolvencia de BTEX y
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otros compuestos de las RFG y existen poblaciones microbianas cultivadas que pueden
biodegradar al MTBE en condiciones de laboratorio, con las que tedricamente pueden
crearse sistemas de tratamiento “A ras del suelo” una vez que el contaminante es extraido
del subsuelo por alguna técnica apropiada (Brown et al. 1997)

En la Tabla 2.2 se describen algunas tecnologias de tratamiento que han sido aplicadas para
tratar MTBE y otros oxigenantes en aguas subterraneas, suelo y agua potable.

Tabla 2.3 Tipos de tecnologias usadas para tratar compuestos oxigenantes de combustibles.

Tecnologia de Aguas insitu o Descripcion
: . Suelo -
tratamiento subterraneas ex situ
Aspersion de Aire (Air . insitu Inyeccion de aire a las aguas subterraneas para arrastrar
Sparging) los VOCs.
Extraccion de Vapores Aplicacion de vacio al suelo para extraer VOCs y
del Suelo (Soil Vapor . in situ tratarlos posteriormente usando procesos A ras del
Extraction: SVE) suelo.
Extraccion Multi-Fases Extraccion simultanea de VOCs del suelo por SVE y
(Multi-Phase Extraction: . . in situ agua subterranea por Bombeo y Tratamiento y su
MPE) tratamiento posterior usando técnicas A ras del suelo.
. P L Adicién de oxigeno y otras modificaciones para
Biorremediacion in situ . . in situ . . . .,
estimular y potenciar la biodegradacion.
S p. . Inyeccion de sustancias quimicas tales como el ozono,
Oxidacion Quimica  in I .. s
situ . . in situ perdxido de hidrogeno o permanganato en el subsuelo
para oxidar contaminantes.
Bombeo-y-Tratamiento Extraccion de agua subterranea contaminada para
(Pump- and-Treat) de . ex situ tratamiento previo a su uso o desecho.
aguas subterraneas
Tecnologias de Tratamiento de agua subterranea contaminada o vapores
Tratamiento A nivel del . del contaminante usando procesos ex situ tales como
. ex situ . . L. .,
suelo (Above-Ground Arrastre con aire (Air Stripping), adsorcion, reactores
Treatment) bioldgicos u oxidacion.
Barreras Permeables Colocacion de una zona reactiva que trata los
Reactivas (Permeable . in situ contaminantes conforme el agua subterranea fluye a
Reactive Barriers: PRB) través de la zona.
. Lo . Uso de arboles y otras plantas superiores para remover o
Fitorremediacion . . in situ . y p upert p v
destruir contaminantes.
Tratamientos Térmicos in . . in situ Uso de calor para movilizar o destruir contaminantes.

situ

Fuente: Adaptado de U.S. EPA (2004)

En el caso de algunos tipos de tratamiento como en la Aspersion de aire, SVE, MPE o
Bombeo-y-Tratamiento, una vez que los contaminantes son extraidos en forma de vapor o
disueltos en aguas subterraneas, es necesario dirigirlos a un sistema de tratamiento ex Situ a
nivel del suelo antes de que sean descargados a la atmosfera. A continuacion se describen
algunas de las tecnologias ex situ disponibles para tratar MTBE (U.S. EPA 2004).

— Adsorcion. Procesos en los cuales los contaminantes en fase vapor son adsorbidos
en un medio tal como Carbon Activado Granular (Granular Activated Carbon:
GAC) o resina.

— Tratamiento térmico. Procesos en los que los contaminantes en fase vapor son
destruidos via la oxidaciéon a altas temperaturas; las categorias primarias de
tratamientos térmicos usados para tratar oxigenantes incluyen oxidacion térmica,
que emplea una flama para generar las altas temperaturas necesarias para oxidar
contaminantes, y oxidacion catalitica, la cual emplea bajas temperaturas en
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presencia de un catalizador (tipicamente platino, paladio) para destruir los
contaminantes.

— Arrastre con aire (Air Stripping). Procesos en los cuales los contaminantes son
volatilizados desde el agua al aire en un sistema de ingenieria, tales como una torre
empacada; puede requerirse del tratamiento posterior del vapor resultante.

— Oxidacion quimica. Procesos en los que los contaminantes son secuencialmente
oxidados a productos menos toxicos a través de la introduccion de oxidantes
quimicos o la creacién de condiciones oxidantes a través de otros medios, tales
como la radiacién ultravioleta (UV), estimulacion eléctrica o cavitacion.

— Biotratamientos. Procesos en los cuales los contaminantes son biodegradados por
microorganismos (bacterias, hongos) en un sistema de ingenieria, tales como un
biorreactor de lodos activados o un biofiltro.

— Biofiltracién. Procesos en los cuales los contaminantes son biodegradados
en un biorreactor de pelicula fija, consistente tipicamente de un lecho de
medios filtrantes de elevada area superficial, tales como GAC, que actua
como una matriz de soporte para una delgada pelicula consistente de
microorganismos que estdn aclimatados para degradar MTBE u otros
contaminantes.

En el caso de la oxidacion quimica in situ y de la biodegradacion in situ, es necesario hacer
adiciones al subsuelo o a las aguas subterraneas para potenciar la oxidacién o Ia
biodegradacion de los contaminantes.

Las adiciones para la oxidacion quimica in situ son: Peroxido de hidrégeno (H,0,), Ozono
(O3), Permanganato (MnQOy), otros oxidantes (como el persulfato).

Las adiciones para la biodegradacion in situ son: 1) bioestimulacion: adicion de aceptores
de electrones (el oxigeno es el mds comun), de donadores de electrones (en el caso de
cometabolismo), de nutrientes (nitrogeno, fosforo, etc.) y 2) bioaumentacién: la adicion de
microorganismos capaces de degradar contaminantes especificos.

Los primeros estudios sobre la contaminacion de aguas subterrdneas con MTBE
concluyeron que el compuesto era no biodegradable o muy resistente a la biodegradacion.
Sin embargo, investigaciones mas recientes han mostrado que el MTBE puede ser
degradado tanto aerobicamente como anaerdbicamente, aunque las velocidades anaerobias
de degradacion intrinsecas son muy bajas. Para los tratamientos biologicos in situ, el
enfoque primario es la creacion de condiciones que estimulen la biodegradacion. En el caso
de los biotratamientos ex Situ, la creacion de estas condiciones es mas simple debido a que
los tratamientos ocurren en un sistema definido, controlado y accesible.

A continuacion se hace una revision del estado del arte sobre las investigaciones acerca de

la biodegradacion del MTBE y de otros oxigenantes, incluyendo sus rutas de
biodegradacion.
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3.1 Biodegradacion

Para poder evaluar el destino de los compuestos organicos liberados al ambiente, es
necesario contar con una evaluacion realista de su susceptibilidad a mineralizacion (la
conversion a dioxido de carbono, agua, y varias formas inorganicas). Aunque existen
algunos mecanismos abidticos tales como la foto-oxidacion, responsables de la
transformacion de dichos compuestos, pocos de ellos son capaces de convertirlos
totalmente en productos inorgdnicos y por lo tanto no se consideran de importancia en la
naturaleza. Contrariamente a lo anterior, la mineralizaciéon se logra frecuentemente como
consecuencia de la actividad microbiana. Por lo tanto, el destino ambiental de los
compuestos organicos es altamente dependiente de la susceptibilidad de las sustancias al
ataque biologico.

Los compuestos organicos, a menudo se clasifican como biodegradables, persistentes o
recalcitrantes. Biodegradacion significa la transformacion bioldgica de un compuesto
organico a otra forma; esta definicién no implica ninguna extension de la transformacion.
Mais aun, la biodegradacion no necesita tener un resultado benigno. En su lugar un
compuesto inocuo podria convertirse en uno téxico, un compuesto facilmente
metabolizable en uno que es dificil de destruir, o alterar la toxicidad de una sustancia de
modo que actie contra otro organismo. Se ha definido el término recalcitrancia, como la
resistencia inherente de una sustancia a cualquier grado de biodegradacién y se ha
introducido el término persistencia para significar cuando un compuesto falla en
experimentar biodegradacion bajo cualquier conjunto de condiciones especificas. Un factor
determinante de la aptitud de un compuesto organico al ataque microbiano es el tiempo que
ha estado en la Tierra. La mayoria de los compuestos naturales (biogénicos) han estado
presentes por millones de afios, y existen organismos, en algin lugar de la biosfera, que
pueden iniciar su mineralizacion. Muchos de los compuestos que han sido usados por la
industria moderna estan relacionados a los compuestos biogénicos y son biodegradables.
Por otro lado, muchos otros son extrafos a la biosfera (xenobidticos), y han estado
presentes solamente por un instante en la escala de tiempo evolutiva. Estos poseen el
problema de ser extrafios en la naturaleza y pueden causar efectos deletéreos en los
sistemas vivientes y hacer que se acumulen en el ambiente (Grady 1985).

Los microorganismos pueden hacer sélo aquellas cosas para las cuales tienen capacidad
genética y el ambiente determina si una reaccion puede llevarse a cabo por un organismo
genéticamente capaz de realizarla. En consecuencia, atin para un compuesto biogénico no
hay garantia de que la biodegradacion pueda ocurrir en un ambiente particular. Primero, un
organismo capaz debe estar presente; segundo, debe existir una oportunidad para que las
enzimas requeridas sean sintetizadas; y tercero, las condiciones ambientales deben ser
suficientes para que la(s) reaccion(es) catalizada(s) enzimaticamente procedan a una
velocidad significativa. Asi, ain para un material biogénico, la biodegradacion es un evento
altamente especifico. Si la capacidad genética de un organismo le permite sintetizar las
enzimas requeridas para una biodegradacion y si las enzimas son sintetizadas en respuesta a
la presencia de un sustrato reconocible, ;como se puede alcanzar la biodegradacion de
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compuestos xenobioticos? La respuesta a esta pregunta yace en el hecho de que la estero-
especificidad de las enzimas no es exacta. La principal especificidad que exhiben las
enzimas es con respecto a su funcion catalitica, es decir, el tipo de reaccion que median.
Son mucho menos especificas con respecto al sustrato que enlazan, aunque el grado de
especificidad depende de la enzima en cuestion. Por lo tanto, no es insélito que se unan a
analogos del sustrato natural los cuales contienen grupos funcionales xenobioticos. Si estos
grupos funcionales no alteran grandemente la estructura del sitio activo, entonces es posible
que la enzima catalice su reaccidon especifica sobre el compuesto xenobidtico. Esta
propiedad de una enzima existente, que muestra actividad catalitica disponible hacia un
sustrato nuevo, ha sido llamada metabolismo fortuito o gratuito y se piensa que es un
mecanismo principal por el cual los microorganismos atacan compuestos xenobioticos. Si
el compuesto xenobiodtico es incapaz de causar la induccion de la enzima requerida,
entonces su biodegradacion solamente ocurrird en la presencia del inductor natural (Grady
1985).

3.1.1 Cometabolismo

Un caso particular de metabolismo fortuito es denominado cometabolismo. El término
cometabolismo se define como la transformacion de un compuesto que no sirve como
sustrato, por células en crecimiento en la presencia obligada de un sustrato de crecimiento u
otro compuesto transformable, o por células en reposo (resting cells) en la ausencia de un
sustrato de crecimiento, o por células en reposo en la presencia de un sustrato de energia.
Un compuesto que no sirve como sustrato es definido como aquel que no soporta la
division celular, es decir, aquel que no puede servir como la Unica fuente de carbono y
energia para un cultivo puro. Un sustrato de crecimiento se define como un donador de
electrones que proporciona poder reductor y energia para el crecimiento celular y
mantenimiento. Muchas enzimas cometabolicas y cofactores son inducidos por el sustrato
de crecimiento, aunque los agentes cometabdlicos pueden también ser inducidos por otros
factores, o pueden producirse constitutivamente. Un sustrato de energia se define como un
donador de electrones que proporciona poder reductor y energia, pero que no soporta el
crecimiento por si mismo (Criddle 1993, Grady, 1985).

3.1.2 Metabolismo directo

Es el proceso en el cual el compuesto degradado sirve como sustrato de crecimiento para
el(los) microorganismo(s) involucrados en la biodegradacion. El grado de mineralizacion
del sustrato se mide en base a su conversion hasta CO; y la presencia de intermediarios.

3.2 Biodegradacion de oxigenantes de la gasolina

Aunque la deteccion del MTBE en aguas subterraneas fue reportada desde 1986, hasta hace
relativamente pocos afios no habia muchos estudios que evaluaran su biodegradabilidad.
Mientras los primeros estudios sugerian que el MTBE era resistente al ataque microbiano,
bajo condiciones tanto aerobias como anaerobias (Fujiwara et al. 1984, Jensen & Arvin
1990, Suflita & Mormile 1993, Horan & Brown 1995), estudios posteriores revelaron que
cultivos bacterianos y fingicos provenientes de varias fuentes ambientales, generalmente
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del petrdleo o de biorreactores de tratamiento de aguas de desecho en plantas quimicas, son
capaces de degradar MTBE ya sea como fuente primaria de carbono y energia o
cometabdlicamente siguiendo el crecimiento sobre otro sustrato (Bradley et al. 1999, Deeb
et al. 2001a, Deshusses 2000, Fortin et al. 2001, Frangois et al. 2002, Garnier et al. 1999,
Hardison et al. 1997, Hatzinger et al. 2001, Johnson et al. 2004, Morales et al. 2004, Smith
et al. 2003a, b, Steffan et al. 1997, Wilson et al. 2002a y otros). Estos estudios incluyen
reportes de ya sea la degradacion parcial del MTBE a intermediarios metabdlicos o su
mineralizacion a CO,. Adicionalmente, en los ultimos afos, se han publicado varias
revisiones referentes a la biodegradacion y biorremediacion de MTBE (Deeb et al. 2000a,
ERG 2000, Fayolle et al. 2001, Fiorenza & Rifai 2003, Prince 2000, Stocking et al. 2000).

3.2.1 Factores estructurales que dificultan la biodegradacién de los oxigenantes

Los experimentos iniciales de biodegradacion de MTBE resultaron negativos, y las
estructuras quimicas de los oxigenantes sugerian que posiblemente eran recalcitrantes a la
biodegradacion. Asi, los carbonos terciarios, tales como en el grupo tert-butilo en el MTBE
y ETBE, son invariablemente bastante resistentes a la biodegradacion. Suflita & Mormile
(1993) determinaron que los oxigenantes con un atomo de carbono terciario fueron mas
recalcitrantes que los compuestos quimicos relacionados sin ramificar o ligeramente
ramificados. Por ejemplo, butil metil éter fue degradado pero no el MTBE en sedimentos
acuiferos o cultivos bacterianos. Similarmente, los enlaces éter tienden a ser un
impedimento a la biodegradabilidad de un compuesto quimico. Por ejemplo, la lignina que
es el segundo polimero natural mas abundante y un compuesto estable, esta compuesto de
monomeros unidos por enlaces éter (White et al. 1996).

Es notable que los microorganismos rompan el enlace éter, debido a que su energia es de
360 kJ. Asi, el rompimiento de este enlace requiere una gran inversion de energia, atn
cuando los rendimientos de carbono asimilable, a veces son pequefos (White et al. 1996).
Sin embargo, Finneran & Lovley (2001) calcularon la energia libre de Gibbs de la
mineralizacion del MTBE con una variedad de aceptores de electrones y determinaron que,
termodinamicamente, la degradacion es posible.

Mecanismos Bioquimicos para el rompimiento del enlace éter. Las principales estrategias
bioquimicas que pueden ser adoptadas por microorganismos para atacar enlaces éter
incluyen: (i) rompimiento oxigenativo por oxigenasas; (ii) oxidacion por citocromos P-450;
(ii1) transferencia de hidroxilos; (iv) hidrélisis; (v) rompimiento anaerébico de metil-aril-
éteres; (vi) mecanismos oxidativos; (vii) mecanismos reductivos; y (viii) liasas carbono-
oxigeno (White et al. 1996).

3.2.2 Degradacion aerobia por metabolismo directo

Horan & Brown (1995) investigaron la interaccion entre MTBE y la degradacion de un
hidrocarburo alcano representativo: hexadecano, el cual se encuentra en muchos productos
del petroleo incluyendo petroleo crudo y gasolina. Estos estudios se realizaron usando
protocolos respirométricos. Para estos experimentos se tratd de seleccionar un consorcio
microbiano capaz de metabolizar MTBE usando técnicas de enriquecimiento. Sus
resultados muestran que la cantidad de hexadecano mineralizado decrece como una funcion
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del MTBE afiadido. Encontraron ademas que el consorcio cultivado sin hexadecano, utilizd
oxigeno cuando se afadieron pequefias cantidades de MTBE, sin embargo, no pudieron
estabilizar algiin consorcio que pudiera utilizar MTBE como la tnica fuente de carbono, y
de hecho encontraron que el enriquecimiento ces6 de utilizar O, cuando el MTBE alcanz6
aproximadamente 10 ppm en el envase de cultivo. Los autores concluyen que es poco
probable que el MTBE pudiera servir como la tnica fuente de carbono para
microorganismos.

El primer indicio claro de que el MTBE podia servir como unica fuente de carbono y
energia para microbios aerobios vino del trabajo de Salanitro et al. (1994). Ellos
enriquecieron un cultivo mixto heterétrofo BC-1, de los lodos activados de una unidad
industrial de una planta quimica. El indculo se mantuvo en cultivo continuo y degrado6 hasta
200 mg/L de MTBE como la unica fuente de carbono, a velocidades de hasta 34 mg/g
biomasa-h, oxido NH4" a NOj". La nitrificacion por alguno de los miembros del cultivo
pareci6 estabilizar la biodegradacion del MTBE. Las velocidades de crecimiento (0.01/d) y
rendimientos celulares (0.21-0.28 g biomasa/g MTBE) fueron bajos. Se especuldé que la
baja tasa de crecimiento sobre MTBE era debida al lento metabolismo de un intermediario
limitante de la velocidad o a la accion del MTBE como un inhibidor metabdlico. BC-1
metabolizé éter radiomarcado (*CH;O-MTBE) a '“CO, (40%) y células marcadas con e
(40%), la ruta degradativa involucraba TBA.

El primer estudio de biodegradacion de MTBE por un cultivo puro fue el presentado por
Mo et al. (1995). Estos investigadores aislaron 15 cepas bacterianas (siete fueron del
género Rhodococcus, Flavobacterium, Oerskovia o Pseudomonas) de lodos que podian
degradar MTBE como la unica fuente de carbono. Estos aislados degradaron 40% de 200
mg/L de MTBE en 2 semanas de incubacion a 22-25 °C. Mas tarde, Mo et al. (1997)
aislaron tres cultivos puros, Methylobacterium mesophilicum (ATCC 7000107),
Arthrobacter ilicis (ATCC 700109) y un Rhodococcus sp. (ATCC 700108) de muestras de
lodos activados, del fruto del arbol del Ginko, y suelo alrededor del arbol, usando MTBE
como sustrato de enriquecimiento. El arbol del Ginko fue escogido ya que produce grupos
tert-butilos en el fruto. Los tres cultivos mostraron biotransformacion 29% de 200 mg/L de
MTBE en menos de dos semanas con 8% del MTBE mineralizado a CO;, en una semana.
Las velocidades de degradaciéon de MTBE decrecieron significativamente en la presencia
de otras fuentes de carbono incluyendo TBA, tert-butil formiato (TBF), isopropanol,
acetona y piruvato. Se observaron velocidades de crecimiento lentas en MTBE comparadas
con el crecimiento en un medio rico en nutrientes lo cual condujo a los investigadores a
concluir que o bien el MTBE era un sustrato de crecimiento pobre o que uno de sus
metabolitos podria inhibir el crecimiento del cultivo. Los cultivos pudieron degradar TBA,
un intermediario potencial de la oxidacion del MTBE.

Cowan & Park (1996) obtuvieron un cultivo degradador de MTBE enriquecido de una
planta de tratamiento de aguas residuales de una refineria petrolera. Se biodegradaron cinco
compuestos, MTBE, ETBE, TAME, TBA o alcohol tert-amilico (TAA) como Unica fuente
de carbono a 30 °C. El TBA fue detectado como un intermediario transitorio en la
degradacion de MTBE y ETBE. No se observdé TAA como un intermediario en la
degradacion de TAME, presumiblemente porque sus cinéticas de degradacion fueron mas
rapidas que las de TAME. En estudios posteriores, el cultivo mostré que degradaba MTBE
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y TBA, y utilizaba ambos compuestos como unica fuente de carbono y energia (Park &
Cowan 1997a, b). Las maximas velocidades especificas de crecimiento del cultivo en
MTBE vy otros éteres oxigenantes fueron bajas (0.015-0.06/h) pero en el rango de
velocidades previamente reportadas mientras que los rendimientos celulares fueron
moderados (0.33-0.43 mg DQO/mg sustrato a 30 °C). Una similitud a resultados
previamente reportados por Salanitro et al. (1994) fue que el TBA se degradé mas lento que
el MTBE resultando en la acumulacion transitoria de TBA. El consorcio también mostrd
ser sensible a decrementos en la temperatura con velocidades méaximas de crecimiento
especifico que pasaron de 0.043 a 0.012/h y los rendimientos celulares disminuyeron de
0.41 a 0.33 mg células DQO/mg MTBE DQO cuando las temperaturas decrecieron de 30 a
20 °C. Salanitro et al. (1996) determinaron que entre 5 y 90 mg/L de MTBE no afectaron la
biodegradacion de BTEX, presentes entre 2 y 2.5 mg/L.

Kharoune et al. (1997) trataron de obtener microorganismos capaces de degradar
eficientemente los oxigenantes de la gasolina: MTBE, ETBE y TAME, e investigaron
también la factibilidad de fotodegradacion de estos compuestos, ya sea su destruccion
parcial o total. Como tultima meta de este trabajo, combinaron tratamientos microbiologicos
y fotoquimicos para obtener una eliminacion adecuada de estos compuestos. El tratamiento
fotoquimico consistido en tratar las muestras que contenian oxigenantes con radiacion
ultravioleta combinada con diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno (H,O»).
Sus resultados muestran en cultivos aerobios por lotes una mineralizacion del ETBE a una
velocidad de 4 mg/L-dia. En mezclas con otros oxigenantes la velocidad disminuyo6 a 2
mg/L-dia; en la mezcla ETBE-MTBE éste ultimo fue degradado a 1.2 mg/L-dia y en la
mezcla ETBE-TAME el TAME fue degradado a razon de 1.8 mg/L-dia. En los
experimentos de tratamiento fotoquimico encontraron degradacion nula cuando sélo
utilizaron H,O, o UV. El tratamiento H,O,/UV tuvo una transformacién estable aunque no
se logrd la completa mineralizacion. Los intermediarios de la transformacion fotoquimica
fueron mas biodegradables que los oxigenantes. A concentraciones mas bajas de peroxido,
el ETBE es transformado pero no mineralizado (los subproductos son acidicos y no
absorben en UV), sin embargo, aun a la mds alta concentracion de perodxido, la
concentracion inicial de ETBE no es completamente mineralizada. El TBA, el etanol y el
metanol fueron los principales subproductos generados de la transformacion de ETBE. Los
estudios con microorganismos tanto aclimatados como no aclimatados al ETBE degradaron
mas facilmente los intermediarios de su transformacion fotoquimica que al propio ETBE.

Eweis et al. (1997) reportaron la remocion de MTBE en un biofiltro de una planta de
tratamiento de aguas. Estos investigadores enriquecieron un cultivo mixto del material del
biofiltro consistente primariamente de composta que fue capaz de utilizar MTBE para el
crecimiento después de una fase lag de alrededor de 1 afio. Sus resultados muestran que el
cultivo fue capaz de degradar MTBE tanto en una matriz sélida como en medio liquido. Por
otra parte los microorganismos parecieron ser mas estables en el medio conteniendo nitrato
como fuente de nitrégeno comparado con amonio. El pH disminuy6é como resultado de
reacciones de nitrificacién al asimilarse el amonio lo que posiblemente contribuyé a la
pérdida de biodegradabilidad en el medio con alta concentracion de amonio.
Posteriormente, se derivaron algunos cultivos bacterianos del material del biofiltro que
mostraron la capacidad de degradar MTBE. La cepa de Rubrivivax gelatinosus PM1,
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aislada por Hanson et al. (1999), demostr6 que degradaba MTBE como su tnica fuente de
carbono y energia. Cuando se aliment6 con “C-MTBE uniformemente marcado a 20
pg/mL, PM1 convirti6 46% a '*CO, y 19% a células '*C-marcadas en 120 h. El
rendimiento biomdsico global fue estimado de la produccion de proteina a varias
concentraciones de MTBE, en 0.18 g biomasa/g MTBE. Un estudio posterior de la cepa
PM1 por Church et al. (2000) confirmaron la mineralizacion del MTBE y comprobaron que
las velocidades de degradacion de TAME, ETBE, DIPE, TBA y TAA fueron del mismo
orden de magnitud que la velocidad de degradacion del MTBE. Junto con una consistencia
en la formacion de producto, estos resultados sugieren que sistemas enzimaticos similares
son responsables por todas las reacciones.

Fayolle et al. (1998) aislaron dos cepas bacterianas aerobicas que crecen en ETBE:
Gordonia terrae y Rhodococcus equi. Estas cepas podian crecer en ETBE pero no en
MTBE y TAME como tunica fuente de carbono y energia. Ambos microorganismos
convirtieron completamente el ETBE a TBA a velocidades de degradacion de hasta 380 mg
ETBE/g proteina-h. El TBA se mineralizo por el consorcio adaptado a degradar ETBE del
cual se aislaron las dos cepas.

Church et al. (1999) evaluaron la biodegradacion de MTBE en columnas aerobicas
empacadas con materiales acuiferos de tres sitios diferentes. Resultados de este estudio
revelaron que el MTBE fue transformado a TBA en cada una de las columnas pero
solamente en ausencia de compuestos como los BTEX. La concentracion de TBA se
incrementd en los efluentes de las columnas con decrementos de las concentraciones de
MTBE y oxigeno. Sin embargo no se observo evidencia de degradacion de TBA en
ninguna columna.

La mineralizacion de MTBE fue demostrada en estudios en microcosmos usando
sedimentos de lechos de dos sitios contaminados con gasolina (Bradley et al. 1999). Ambos
sitios tenian exposicion previa a concentraciones mensurables de MTBE, TBA vy
compuestos aromaticos, aunque no se detectdé contaminacion con benceno, MTBE o TBA
antes de los experimentos (<5 ppb). Tanto MTBE como TBA fueron facilmente
degradados, la fraccion de MTBE mineralizada en microcosmos con sedimentos de ambos
sitios estuvo en el rango de 30 a 70% en 105 dias. La degradacion de MTBE fue menor en
el sitio con el mas alto contenido organico. La mineralizaciéon de TBA fue mas rapida que
la del MTBE con 70% de TBA recuperado como CO; en 27 dias.

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

Fortin & Deshusses (1999a, b) enriquecieron un cultivo mixto en dos biofiltros de lecho
escurrido. Se emple6 agua subterranea y materiales acuiferos de dos sitios de campo para
inocular los filtros a escala de laboratorio. Después de un periodo de aclimatacion de 6
meses, los organismos mantenidos en los filtros fueron capaces de degradar hasta 50 g/m’
reactor-h, sin liberacion de productos de oxidacidén parcial, un valor comparable a las
velocidades de remocion de BTEX en sistemas similares. Los organismos convirtieron 97%
del MTBE a CO,, sugiriendo un metabolismo energético muy pobre. Una regla empirica
para la mayoria de los hidrocarburos, es que aproximadamente 50% de conversion se va
hacia la formacion de biomasa. Se reportd una velocidad de degradacion especifica de 5 a
10 mg MTBE/g biomasa-h y en este caso se reportaron rendimientos celulares entre 0.09 y
0.12 g peso seco/g MTBE, siendo similares a los reportados para cultivos mixtos y puros
crecidos en laboratorio (Salanitro et al. 1994 mostraron un rendimiento de 0.21 a 0.28 g
peso seco/g MTBE). Esto significa que el biofiltro de lecho escurrido tendra una muy baja
velocidad de acumulacion de biomasa. Posteriormente, experimentos acerca de la conducta
dindmica de los filtros bajo condiciones simuladas de campo mostraron que la remocion de
MTBE en los biorreactores estuvo limitada por procesos biologicos mas que por
transferencia de masa. En un estudio posterior, Fortin et al. (2001) caracterizaron un
consorcio denominado consorcio F capaz de degradar MTBE en cultivos liquidos. Cuando
se anadio MTBE a concentraciones de 100 mg/L, la velocidad de degradacion fue rapida y
sigui6 cinéticas de orden cero. La concentracion de MTBE residual estuvo en el rango de 1
a 50 pg/L. La actividad especifica del consorcio estuvo en el rango de 7 a 52 mg MTBE/g
peso seco-h. En experimentos con radioisétopos, el 79% del carbono se recuperé como
'4C0,. El consorcio también fue capaz de degradar TBA, TAME y BTEX. El consorcio se
caracterizo por una velocidad de crecimiento muy baja (0.1/d), un bajo rendimiento de
biomasa (0.11 g peso seco/g MTBE), una alta afinidad por MTBE (Kmyrge = 17 uM) y
una baja afinidad por oxigeno (Kmg,; = 193 uM). Un rango comun de valores de Kmg, para
microorganismos convencionales para los cuales el oxigeno actia solamente como un
aceptor de electrones es de 0.1 a 1 uM lo cual puede explicar la ausencia de biodegradacion
de MTBE in situ.

Morales et al. (2000) estudiaron la conducta de degradacion de MTBE por un consorcio
obtenido por enriquecimiento en un filtro de lecho escurrido. Sus experimentos se llevaron
a cabo tanto en microcosmos (concentracion del MTBE de 25 mg/L) como en columnas de
vidrio (concentracion de entrada de 12 mg/L). Se realizaron experimentos en condiciones
tanto aerobias como anaerobias y se evaluo la capacidad de degradacion tanto del consorcio
inoculado como de la flora microbiana nativa de muestras de suelo y agua subterranea
contaminados con MTBE del sur de California. Sus experimentos mostraron que la
degradacion de MTBE ocurrid6 solamente en aquellos microcosmos incubados bajo
condiciones aerobias e inoculados con el consorcio. No hubo degradacion por los
microorganismos nativos o en condiciones anaerobias. En microcosmos obtuvieron la
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completa degradacion (~100%) de 20-25 mg/L de MTBE en 10 dias. Observaron ademas
que cuando debido a la actividad de microorganismos nitrificadores se generaba nitrito, el
cultivo sufria una desactivacion de la degradacion de MTBE y suponen que se debe a una
alta sensibilidad de los organismos degradadores de MTBE a este ion. En los estudios en
columnas obtuvieron eficiencias de remocion cercanas al 100% sobre el rango de cargas de
MTBE probadas (0.1-2.5 g/m’-h). La degradacion efectiva de MTBE se mantuvo por seis
meses.

Landmeyer et al. (2001) mostraron que la adiciéon de oxigeno a un acuifero andxico
estimulo eficientemente la biodegradacion de MTBE por la poblacion indigena. Estudiaron
la biodegradacion de *C-MTBE (en etanol) en cultivo liquido, usando como inéculo una
biopelicula de un acuifero andxico de un sitio con historial de contaminacion con MTBE.
Después de 80 dias no quedd *C-MTBE y 99% del carbono radiomarcado fue recuperado
como '*CO,. No se observo la acumulacion de compuestos intermediarios. La biopelicula
pudo haber estado adaptada al MTBE o quizés el etanol (solvente del '“C-MTBE) indujo
las enzimas necesarias para la degradacion del MTBE, o fue un cosustrato. Karlson et al.
(1993) reportaron que el etanol induce una isoenzima del citocromo P-450. No se
detectaron '*CH,4 ni TBA.

En un estudio similar, Kane et al. (2001) investigaron si la adicion de oxigeno promoveria
la biodegradaciéon de MTBE en microcosmos de material acuifero y aguas subterraneas de
cuatro diferentes sitios contaminados con MTBE limitados en oxigeno. En dos de los sitios
hubo rapida biodegradacion de MTBE (4.5 mg/L) en los 15 dias posteriores a una fase lag
de 4 dias, pero hubo acumulacién de TBA en uno de los sitios. En los sedimentos en los
que hubo consumo de MTBE, entre 43 a 54% del “C-MTBE anadido, se mineralizo a
C0,. No hubo degradacion de MTBE en microcosmos de los dos sitios restantes después
de 75 dias.

Pruden et al. (2001) estudiaron la biodegradacion de MTBE en cinco biorreactores aerobios
de laboratorio inoculados con un licor mixto de desechos municipales, un licor mixto
aclimatado a MTBE (Shell Development Co. proporcionado por J. Salanitro) y agua de
lavado de material acuifero contaminado con MTBE, bajo cinco condiciones de sustrato:
MTBE solo, MTBE y DEE, MTBE y DIPE, MTBE y etanol y MTBE y BTEX. Los cinco
cultivos mostraron 99.9% de remocion del MTBE. La adicion de sustratos alternativos no
tuvo efecto en el desempefio de los reactores. Todos los cultivos fueron cultivos mixtos y
cada enriquecimiento mostrd tener una composicion unica.

Hatzinger et al. (2001) aislaron y describieron un organismo degradador de MTBE:
Hydrogenophaga flava ENV735, el cual fue capaz de usar lentamente tanto MTBE como
TBA como las tnicas fuentes de carbono y energia. La adicion de pequenas cantidades de
extracto de levadura potencié grandemente el crecimiento en estos sustratos. Basados en
estudios de degradacién con los inhibidores formaldehido, monoxido de carbono, alil
tiourea, acetileno, 1-amino benzotriazol (ABT) y butadieno monoepoxido, encontraron que
la degradacion de MTBE y TBA estaba gobernada por dos diferentes enzimas. La
degradacion del MTBE fue inhibida por ABT, lo cual previamente se habia visto como
evidencia de actividad de citocromo P-450 mono-oxigenasa (Steffan et al. 1997). La
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degradacion del MTBE ocurri6 sin fase lag, y esto sugiere que la degradacion de MTBE
ocurre constitutivamente. E1 TBA se acumul6 durante la biodegradacion del MTBE cuando
crecid en medio rico. La degradacion de TBA podia ser inducida por TBA cuando el
cultivo creciéo en TBA o MTBE, llevando a la conclusion de que la degradacion de TBA
fue inducible.

Deeb et al. (2001a) evaluaron las interacciones entre sustratos en mezclas de MTBE y
BTEX durante su biotransformacion aerobia por un cultivo puro de R. gelatinosus PM-1
capaz de utilizar el oxigenante para crecimiento. En cultivo liquido, las células crecidas en
MTBE degradaron MTBE y benceno a velocidades méximas de 5.0 y 1.1 mg/L-h,
respectivamente, aunque hubo una fase lag de 20 h antes de la degradacion de benceno
comenzara. Posteriormente al degradar una mezcla de MTBE + benceno o MTBE +
tolueno, utilizando células crecidas en MTBE, se observo primero la degradacion de
MTBE, la degradacion de los aromaticos se retras6 4 h (una fase lag mas corta que cuando
el benceno estaba presente solo, sugiriendo que la presencia de MTBE realmente mejora la
degradacion de benceno). Después de la fase lag, los aromaticos fueron degradados
rapidamente y la velocidad de biodegradacion del MTBE fue significativamente mas lenta.
Los autores sugieren que la fase lag en la degradacion del benceno y tolueno podia
atribuirse a la induccién de las enzimas degradativas necesarias. Una vez que los
aromaticos fueron degradados, la velocidad de degradacion del MTBE se increment6 a su
valor original. La presencia de etilbenceno o de xilenos en mezcla con MTBE, inhibid
completamente la degradacion de MTBE.

Wilson et al. (2001, 2002a) examinaron la degradacion de MTBE como la unica fuente de
carbono y energia en un reactor de tanque agitado continuo (Continuous Stirred Tank
Reactor CSTR) con retencion de biomasa. E1 CSTR aerobio fue inoculado con un licor
mixto de desechos municipales, un licor mixto aclimatado a MTBE (Shell Development
Co. proporcionado por J. Salanitro), agua de drenado de un biofiltro alimentado con DEE y
agua de lavado de material acuifero contaminado con MTBE. Un segundo CSTR sin
inocular sirvid6 como un control abidtico. No hubo pérdida de MTBE en el CSTR control,
demostrando que la remocion fue bioldgica. La remocion de MTBE fue completa cuando la
concentracion de solidos volatiles suspendidos fue por arriba de 600 mg/L. Estudios por
lotes confirmaron que la velocidad de degradacion de TBA goberné la velocidad global de
reaccion (velocidad de degradacion de MTBE y TBA). La presencia de bajas
concentraciones de TBA no afectd la velocidad de degradacion de MTBE, pero altas
concentraciones redujeron la velocidad de biodegradacion del oxigenante.

Piveteau et al. (2001) determinaron que la cepa CIP 1-2052 aislada de muestras de lodos
activados podia degradar TBA como la tnica fuente de carbono y energia, pero no pudo
degradar MTBE. La degradacion de TBA fue estimulada por la adicion de iones cobalto.
Las méximas velocidades de crecimiento y de degradacion de TBA fueron 0.032/h y 35.8
mg TBA/g peso seco-h respectivamente. El rendimiento fue de 0.54 g biomasa/g TBA. La
cepa exhibid una particular especificidad hacia alcoholes: degradd6 TBA y TAA, pero no
sus homoélogos primarios y secundarios. Tampoco degrad6 etanol pero si compuestos de un
carbono como metanol y formiato. No se detectd citocromo P-450 en este cultivo.
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Kharoune et al. (2002) obtuvieron un consorcio microbiano de un suelo contaminado con
gasolina capaz de degradar ETBE como tnica fuente de carbono y energia. Este consorcio
también logré degradar MTBE, TAME y TBA como unicas fuentes de carbono y energia
en cultivos por lotes sin una fase lag. No hubo acumulacién de los alcoholes intermediarios
TBA y TAA. La velocidad de degradaciéon de MTBE fue de 1.1 mg/L-h cuando estaba solo
o en combinacion con ETBE, TAME y TBA. Cuando el TBA estuvo presente como el
unico sustrato, su velocidad de degradacion fue mayor, 15 mg/L-h, pero decreci6 a 6.8
mg/L-h en la presencia de ETBE, MTBE y TAME. No se pudo determinar proteina debido
a la formacion de una pelicula de biomasa en las paredes del recipiente.

Stringfellow & Oh (2002) realizaron estudios de laboratorio y de campo en biorreactores de
lecho fluidizado para el tratamiento de MTBE. En uno de los biorreactores de campo, la
biodegradaciéon de MTBE nunca ocurrid, aunque en un segundo biorreactor la degradacion
espontanea de MTBE comenz6 inmediatamente. Como resultado del desempefio desigual
de los biorreactores de campo, se condujo una investigacion en laboratorio para investigar
si la adicion de un cosustrato podia usarse para fomentar el enriquecimiento de poblaciones
degradadoras de MTBE. El isopentano mostr6 ser el mejor cometabolito de los compuestos
estudiados. El enriquecimiento del cultivo en isopentano result6 en la biotransformacion de
MTBE atn cuando la adiciéon de isopentano fue descontinuada. Este resultado llevo a los
investigadores a concluir que estos organismos son capaces de obtener energia de
mantenimiento de la degradacion de MTBE. El desempefio del reactor que transformo
espontaneamente al MTBE fue igual al del reactor que tuvo isopentano como cosustrato.

Frangois et al. (2002) aislaron una cepa metanotrofa de Mycobacterium austroafricanum
IFP 2012, por enriquecimiento inicial de degradadores de TBA de una muestra de lodos
activados. IFP 2012 degrad6 completamente 300 mg/L de MTBE como la tnica fuente de
carbono y energia mineralizando el 68.7% después de 30 dias de incubacion. La velocidad
especifica de degradacion de MTBE fue de 0.6 mmol/g peso seco-h, y el rendimiento fue
0.44 g peso seco/g MTBE. El organismo también fue capaz de degradar TAME, TBA,
TAA, metanol y formiato como unicas fuentes de carbono y energia, sin embargo el ETBE
solo se degrad6 ligeramente. Las actividades de degradacion de MTBE, TBA y 4acido 2-
hidroxiisobutirico (HIBA) se indujeron por MTBE y TBA, siendo éste ultimo un buen
inductor. Durante el crecimiento en MTBE, el TBA se acumul6 inicialmente mientras que
la concentracion celular no cambio, una vez que el TBA fue degradado, se incremento la
densidad celular. Durante el crecimiento en MTBE se detectaron TBF ¢ HIBA, ademas, el
organismo crecidé en HIBA, 2-propanol, acetona, y metilacrilato, los cuales son posibles
intermediarios del metabolismo del MTBE (Steffan et al. 1997). No se detectd citocromo
P-450 en extractos celulares crudos. En estudios con inhibidores enzimaticos, se encontrd
que el metimazol, un inhibidor de monooxigenasas que contienen flavina, inhibid el
crecimiento del organismo en TBA o HIBA vy el acetileno inhibi6 el crecimiento en MTBE
o TBA. La adicién de iones cobalto elimind la acumulaciéon de HIBA en el medio de
cultivo, el segundo punto mas lento en la degradacion de MTBE. Posteriormente, Frangois
et al. (2003) investigaron el efecto del TBF y el TBA en la degradacion del MTBE usando
células en reposo (resting cells). La adicion de bajas concentraciones de TBF, disminuyeron
la velocidad de degradacion de MTBE en un 30%, en contraste, la adicion de TBA no tuvo
un efecto significativo en la degradacion del MTBE, atn a concentraciones altas y se
observd que la degradacion de TBA solo ocurria una vez que se agotaba el MTBE. Se
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identific6 acetona como un intermediario de la degradacion de TBA. La velocidad de
degradacion de TBF fue alrededor de cuatro veces mas lenta que la del MTBE.

Una pregunta importante que involucra las mezclas contaminantes es si el MTBE inhibe la
biodegradacion de los otros contaminantes. Sedran et al. (2002) estudiaron el efecto de
BTEX sobre la biodegradacion de MTBE y TBA usando un cultivo mixto degradador de
MTBE enriquecido en MTBE y BTEX. En estudios por lotes, la presencia de BTEX no
tuvo un efecto significativo en la biodegradacion de MTBE, pero afectd ligeramente la
biodegradacion de TBA. En la presencia de BTEX, la degradacion de TBA mostr6 una fase
lag, y su velocidad de degradacion fue menor, atn después de que los BTEX no estuvieran
ya presentes en el medio de cultivo. La velocidad de degradacion del TBA fue
significativamente mas alta que la del MTBE en todos los niveles de concentraciones
usadas. En otro estudio Pruden et al. (2001) no vieron impacto de mezclas de
contaminantes sobre la biodegradacion del MTBE por cinco cultivos enriquecidos en
biorreactores de laboratorio. Los sustratos probados fueron MTBE solo y en combinacion
con BTEX, DEE, DIPE o etanol. Alrededor del 99.9% del MTBE fue biotransformado bajo
todas las condiciones de sustrato. Vainberg et al. (2002) evaluaron la biodegradacion de
MTBE en un biorreactor de lecho fluidizado GAC a escala laboratorio. El reactor fue capaz
de tratar MTBE a menos de 20 pg/L. La remocion del MTBE no fue afectada por la
adicion de TBA o BTEX bajo las condiciones evaluadas. Los componentes disueltos de la
gasolina retardaron la biodegradacion tanto de MTBE como de TBA en microcosmos de
material acuifero de un sitio contaminado con MTBE (Kane et al. 2001); los microcosmos
no estuvieron limitados por oxigeno. En la presencia de los componentes disueltos de la
gasolina, se observd la acumulacion de una alta concentracion de TBA. En resumen, la
gama de interacciones entre MTBE y BTEX (sus mds comunes co-contaminantes) ha
incluido la carencia de efecto en su degradacion (Salanitro et al. 1996), aparente
degradacion simultanea (en biorreactores, Pruden et al. 2001; Vainberg et al. 2002), la
utilizacion secuencial de ya sea MTBE o BTEX (dependiendo del sustrato de crecimiento
de PM1, Deeb et al. 2001a), inhibicion aparente de la degradacion del MTBE (Deeb et al.
2001a), carencia de efecto sobre la degradacion de MTBE aunque inhibicion de la
degradacion de TBA (Sedran et al. 2002), reduccion en la velocidad de degradacion del
MTBE (Kane et al. 2001) y el mejoramiento de la degradacion (el caso del benceno en
presencia de MTBE, Deeb et al. 2001a).

Schirmer et al. (2003) estudiaron la biodegradacion de MTBE (2 mg/L) en microcosmos de
material acuifero de la Base Borden de las Fuerzas Canadienses (Ontario, Canada). Primero
se examinod la habilidad para degradar MTBE bajo una variedad de condiciones (adicionado
con NHy, adicionado con CH,, oxigeno disuelto (OD) bajo, bajo pH, bioaumentado con
degradadores de pentano, controles inalterados y estériles) para simular las condiciones que
un lodo de aguas subterraneas conteniendo MTBE puede haber experimentado durante su
transporte a través del acuifero Borden. La degradacién del MTBE solo se observo en los
microcosmos inalterados. Mas atin, el 50% de la transformacion ocurri6 en 68 dias y no se
observo transformacion adicional en 267 dias de incubacion. No se detectaron TBA o TBF.
En un segundo experimento se estudi6 el potencial de cometabolismo de MTBE usando los
siguientes sustratos primarios: n-pentano, isopentano, hexano, ciclohexano, 3-metil
pentano, tolueno, metano y metanol. La degradacién de MTBE se observd con todos los
sustratos primarios excepto para tolueno, metanol y metano. La desaparicion de MTBE
coincidio con la degradacion del sustrato primario y cesd con su agotamiento.
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Fisher et al. (2005) examinaron las transformaciones bidticas y abidticas del MTBE con
respecto a las condiciones particulares de un sitio contaminado (una refineria en Leuna,
Alemania). Muestras de agua subterrdnea de unos pozos del sitio contaminado, fueron
usadas para experimentos aerobios y anaerobios en laboratorio. La concentracion de
benceno en las muestras de este pozo fue de 0.407 mg/L. Las concentraciones de los otros
BTEX estuvieron por debajo del limite de deteccion. Bajo condiciones aerobias, la
degradacion inicial de MTBE fue lenta, aproximadamente 18% dentro de 18 dias. Después
de que el benceno se mineralizd, el MTBE se degradoé rapidamente. En ningun caso se
detectaron metabolitos, pero se detectdo TBF, TBA y acido formico en el sitio contaminado,
posiblemente debido a las bajas temperaturas del agua subterrdnea. La degradacion aerobia
exitosa, parece tener lugar en ausencia de otros compuestos utilizables. Sin embargo el
MTBE estd a menudo acompafiado por otros compuestos en sitios contaminados y
prevalecen condiciones anaerobias. La hidrélisis del MTBE parece ser muy poco probable
en el ambiente estudiado.

3.2.3 Degradacion aerobia por cometabolismo

Se han identificado varios microorganismos aerobicos, incluyendo bacterias y un hongo,
capaces de degradar cometabolicamente al MTBE. También han sido identificados varios
sustratos primarios que pueden ser usados para estimular la biodegradacion del MTBE,
incluyendo alcanos, aromaticos y compuestos ciclicos. En general, el cometabolismo del
MTBE parece estar asociado mas fuertemente con microorganismos que crecen
aerébicamente en alcanos de cadena corta (<Cg). Hyman (2000) propuso la hipétesis que la
habilidad de los microorganismos para degradar cometabdlicamente al MTBE es
consistentemente encontrada en cepas que estan predispuestas a catabolizar estructuras
analogas del MTBE tales como un simple alcano ramificado y ya que los alcanos
ramificados simples son componentes importantes de la gasolina y compuestos tales como
el iso-pentano pueden representar arriba del 10% v/v de la gasolina fresca, la gasolina
contiene muchos sustratos primarios importantes para los microorganismos que son capaces
de oxidar cometabolicamente al MTBE.

Las investigaciones actuales indican que el paso inicial en el cometabolismo aerdbico del
MTBE es catalizado por enzimas oxigenasas, especificamente un citocromo P-450
monooxigenasa. Mientras estudios de inhibicion han soportado el papel de esta enzima en
un sistema fingico, es menos claro que esta enzima juegue un papel clave en sistemas
bacterianos. Esta investigacion es esencial para determinar el efecto potencial sobre la
biodegradacion del MTBE causada por la inhibicidén por otros sustratos.

El cometabolismo puede tener un papel en la atenuacion natural, ya sea a través del uso de
los alcanos presentes en la gasolina, o a través de la degradacion de la materia organica
natural en acuiferos (Borden et al. 1997, Schirmer et al. 2003). El cometabolismo también
ha probado ser un buen modo de incrementar el rendimiento celular y de degradar MTBE,
tanto in Situ como en biorreactores.

Hardison et al. (1997) reportaron la habilidad de un hongo filamentoso, Graphium sp.

ATCC 58400, de degradar DEE como la tnica fuente de carbono y energia pero no MTBE
después de crecer en PDA. La produccion de biomasa de Graphium se correlaciono con la
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degradacion de DEE. El MTBE solo o MTBE mas butano se degrad6 cuando el micelio
crecid en propano o n-butano gaseoso, adherido a un soporte s6lido (un filtro de fibra de
vidrio). La velocidad inicial de degradacion fue menor en presencia de n-butano (0.6
nmol/h-mg peso seco) que cuando se incubd en MTBE solo (1.9 nmol/h-mg). Sin embargo,
con MTBE solo, la degradacion de MTBE por Graphium terminé después de 18 h y
continud cuando se afiadié n-butano. En experimentos de deteccion de intermediarios, TBF
y TBA fueron productos detectados de la degradacion de MTBE en fase gas. TBF fue
producido primero y fue hidrolizado por un proceso quimico y/o enzimatico a TBA. En
estos experimentos la maxima velocidad de degradacion de MTBE fue de 4.5 nmol/h-mg
peso seco. En cultivo liquido, solo se detect6 TBA. La velocidad de consumo de MTBE en
este caso alcanzo los 10.5 nmol/h-mg peso seco por una suspension de micelio con n-
butano. Los autores concluyeron que TBF es el metabolito primario, y que es hidrolizado a
TBA en cultivo liquido. La acumulacion extracelular de TBA dio cuenta de solo un
maximo de 25% del MTBE total consumido. Los autores especulan que el hemiacetal tert-
butoximetanol es formado por citocromo P-450 y entonces oxidado a TBF por una alcohol
deshidrogenada. La degradacion de MTBE fue inhibida por acetileno, etileno y todos los
otros hidrocarburos insaturados que inhiben la actividad de oxidacion de n-alcanos. Por lo
tanto los autores creen que la biodegradaciéon de MTBE (asi como la degradacion de DEE)
ocurre a través de la accion de una enzima citocromo P-450. Los autores concluyen que la
degradacion de MTBE fue un proceso cometabdlico que us6 la misma enzima que oxida n-
alcanos por cinco razones: (1) El MTBE comenz¢ a ser degradado inmediatamente después
de que Graphium sp. crecido en n-butano se expuso a MTBE, (2) La degradacion de MTBE
fue inhibida por las mismas concentraciones de hidrocarburos insaturados que inhibieron la
oxidacién de n-alcanos, (3) los productos de la degradacion del MTBE (TBF y TBA), se
detectaron extra-celularmente, sugiriendo catabolismo incompleto y la inhabilidad de
Graphium sp. de crecer en MTBE, (4) la degradacion de MTBE por Graphium sp.
incubado con n-butano y MTBE fue maés lenta que la velocidad de degradacion de MTBE
solo, lo que sugiere una interaccion competitiva entre n-butano y MTBE por la misma
enzima, (5) para Graphium sp. incubado con MTBE solo, la degradacion de MTBE declino
progresivamente y entonces fue estimulada por la adicion de n-butano. Esta ultima
observacion sugiere que el poder reductor necesario para sostener la oxidacion catalizada
por citocromo P-450 fue agotado por MTBE y restaurado por la oxidacion de butano.

Las bacterias propano-oxidantes producen una enzima monooxigenasa que puede oxidar
varios sustratos, tales como propano, tricloroeteno e hidrofluorocarbonos. La enzima
incorpora un solo atomo de oxigeno en el sustrato. Steffan et al. (1997) investigaron si las
bacterias propano-oxidantes podian también degradar cometabdlicamente al MTBE, TAME
y ETBE. Ellos usaron una cepa de coleccion, tres aislados naturales y un cultivo mixto de
un biorreactor de escala de campo. Tanto la cepa de coleccion como los aislados naturales
degradaron cada compuesto después de crecer en propano. Un aislado, la cepa ENV425,
degradé "“C-MTBE (20 mg/L) sin una fase lag convirtiendo mas del 60% del MTBE
afiadido a '*CO, en menos de 30 h. La oxidacion inicial de MTBE y ETBE result6 en la
produccion casi estequiométrica de TBA, mientras que la oxidacion de TAME resulto en la
produccion de TAA. El grupo metil metoxi del MTBE fue oxidado a formaldehido y luego
a CO,. La degradacion de TBA no ocurrié hasta que el MTBE fue completamente
removido de los reactores y se oxid6 a 2-metil-2-hidroxi-1-propanol (también conocido
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como 2-metil-1,2-propanodiol: MHP) primero y luego a HIBA. Ninguno de estos productos
sirvid como sustrato de crecimiento para los propano-oxidantes. Las velocidades de
degradacion de la cepa ENV421 estuvieron en el rango de 2.1 a 9.2 nmol/min-mg prot (a 13
y 28 °C respectivamente), mientras que para la cepa ENV425 fueron de 0.71-4.6
nmol/min-mg prot a las mismas temperaturas. Para el TBA con la cepa ENV421 fueron de
1.3 a 2.4 nmol/min-mg prot y para ENV425 de 0.53 a 1.6 nmol/min-mg prot, explicando
porque el TBA fue detectado como un intermediario. El HIBA se acumuld durante la
degradacion, sugiriendo que su catabolismo es el paso limitante de la reaccion en la
degradacion del MTBE. Analisis de extractos celulares de ENV425 y experimentos con
inhibidores enzimaticos implicaron una enzima P-450 soluble en la oxidacion tanto de
MTBE y de TBA.

Hyman et al. (1998) mostraron que una cepa de Mycobacterium vaccae y una de
Xanthobacter son capaces de degradar MTBE cometabolicamente usando alcanos e
isoalcanos de gasolina tales como isopentano como sustratos de crecimiento. La oxidacion
de MTBE por Xanthobacter y Mycobacterium vaccae crecidas en propano fue inhibida por
acetileno pero no por etileno, aportando evidencia de que la oxidacidon inicial no es
catalizada por un citocromo P-450, en su lugar, la enzima es una oxigenasa no-hemo.
Parece nuevamente que TBF es formado antes que TBA. Del mismo modo, el TBA parece
ser degradado por la misma enzima que oxida propano y MTBE. Los autores también
probaron una variedad de otros hidrocarburos, muchos de los cuales son componentes de la
gasolina, por su habilidad para promover la degradacion de MTBE. Los alcanos n-butano,
n-pentano, n-hexano, isobutano e isopentano podian también servir como co-sustrato para
potenciar la degradacion de MTBE. En estudios posteriores, se reportaron las habilidades
de cepas de Xanthobacter, Alcaligenes eutrophus y Mycobacterium vaccae para
cometabolizar MTBE siguiendo al crecimiento en alcanos simples de cadena lineal o
ramificados, (Hyman & O’Reilly 1999). Las velocidades de oxidacion de MTBE estuvieron
en el rango de 5.9 a 15 nmol MTBE/mg prot-min dependiendo del sustrato de crecimiento y
del cultivo. Con los tres cultivos, TBF y TBA fueron los productos de degradacion
principales. TBA se degradd posteriormente, si bien lentamente, por las cepas de
Xanthobacter (3.1 nmol TBA/g prot-min).

Garnier et al. (1999) aislo una Pseudomonas aeruginosa de un suelo contaminado por
gasolina, enriquecido en pentano que degraddé MTBE. El aislado fue crecido en cultivo
liquido con pentano como una fuente de carbono y energia. Este aislado degrado MTBE
solo en la presencia de pentano. La méxima velocidad de degradacion fue reportada como
3.9 nmol/min-mg de proteina. La velocidad de crecimiento del aislado en pentano fue
menor en presencia de MTBE. La constante de saturacion Ks, para pentano y MTBE fueron
determinadas en 2.9 ng/L y 185 mg/L, respectivamente. Cowan & Park (1996) reportaron
un Ks de 12.0 mg/L. para MTBE para un cultivo mixto crecido en MTBE como la tnica
fuente de carbono.

Posteriormente, Dupasquier et al. (2002) llevaron a cabo estudios de degradacion de
vapores de MTBE por cometabolismo con pentano usando la cepa de P. aeruginosa
CDBB-1230 aislada por Garnier et al. (1999). Los experimentos se realizaron en un
biofiltro de 2.4 litros empacado con vermiculita. Sus resultados comprueban la degradacion
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cometabolica del MTBE en presencia de pentano observada por Garnier. La capacidad de
eliminacion (EC) del pentano fue de 12 g/m’-h a un tiempo de residencia de 1.1 horas y una
concentracién de entrada de 18.6 g/m’, mientras que para el MTBE la EC fue entre 0.3 y
1.8 g/m’-h a concentraciones de entrada entre 1.1 y 12.3 g/m’. Para ambos productos,
encontraron una relacion lineal entre la concentracion y la altura del biofiltro y concluyen
que esta conducta indica que las velocidades de degradacion de MTBE y pentano
estuvieron limitadas por la reaccion bioldgica. El modelo matematico que utilizaron,
predijo satisfactoriamente los perfiles de concentracién de pentano y MTBE con la altura
del biofiltro. Por otra parte, se observd que la eficiencia de remocidn del pentano decrece
con incrementos en la concentracion de entrada de MTBE y explican este fendémeno como
una inhibicion de la degradacion de pentano por MTBE.

Garnier et al. (2000) estudiaron el cometabolismo de MTBE con 1) gasolina, 2)
compuestos que se encuentran en la gasolina: aromaticos (benceno, xileno y tolueno),
alcanos ciclicos (ciclohexano), n-alcanos (pentano, hexano, heptano), y 3) compuestos que
tienen alguna semejanza estructural con la molécula de MTBE: DEE, TBA, isopropanol,
2,2-dimetil butano (2,2-DMB) y 2,2 4-trimetil pentano (2,2,4-TMP). Para estos estudios se
emplearon consorcios aislados de muestras de suelos contaminados con gasolina. Sus
resultados muestran que la gasolina con aproximadamente 10% de MTBE (mezcla
comercial) se mineralizé en un 97% en 6 dias. No se observd degradacion del MTBE con
los compuestos aromdticos ni con ciclohexano. En las mezclas con los n-alcanos, el MTBE
se cometabolizd con pentano (200 pg/dia), con hexano (42 upg/dia) y con heptano (87
ng/dia). Los n-alcanos se mineralizaron en un 100%. Se encontré6 ademas cometabolismo
de MTBE (83 pg/dia) con DEE (85% en 17 dias). Con TBA no se pudo determinar si hubo
degradacion. No se mineralizaron 2,2-DMB y 2,2, 4-TMP ni tampoco el MTBE. El alcohol
isopropilico se mineraliz6 en un 100% pero el MTBE practicamente no se degrado.

Koenigsberg et al. (1999) reportaron el cometabolismo de MTBE con un cultivo crecido en
benceno designado PEL-B201. PEL-B201 degradé aproximadamente 3.4 mg/L de MTBE
en 12 horas después de haber crecido en benceno. La presencia de benceno inhibid
severamente la degradacion de MTBE a concentraciones tan bajas como 0.15 mg/L
presumiblemente debido a inhibicion competitiva. En la presencia de 0.3 mg/L de benceno,
el tiempo requerido para degradar 3.4 mg/L de MTBE se increment6 de 12 a 50 horas.
Conforme se incrementaban las concentraciones de MTBE, se inhibi6 la degradacion de
benceno.

Hernandez-Pérez et al. (2001) seleccionaron una cepa de Rhodococcus ruber (antes
Gordonia terrae) IFP 2001 de lodos activados por su capacidad para crecer en ETBE como
unica fuente de carbono y energia. También seleccionaron una cepa de Gordonia terrae IFP
2007 derivada de la cepa IFP 2001. Ninguna de las dos cepas fue capaz de degradar MTBE
o TAME como tnicas fuentes de carbono y energia, pero estos compuestos fueron
transformados cometabdlicamente a sus respectivos alcoholes, TBA y TAA, si las dos
cepas habian crecido en una fuente de carbono tal como etanol. ETBE fue transformado a
TBA. No se observaron compuestos de dos carbonos durante el crecimiento en ETBE, pero
se produjo formiato durante la degradacion cometabdlica de MTBE o TAME. Los
alcoholes se acumularon en todos los casos en cantidades estequiométricas. Los
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investigadores, basados en un pico observado cerca de 447 nm en un espectro de absorcion
diferencial de extractos libres de células de células inducidas y no inducidas, implicaron un
citocromo P-450 en la degradacion.

Liu et al. (2001) reportaron un Arthrobacter (ATCC 27778) capaz de degradar
cometabolicamente bajas concentraciones de MTBE cuando crecié en butano. El cultivo
degrad6 concentraciones de MTBE en un rango de 100 a 800 pg/L, con una concentracion
de saturacion media aparente (Ks) de 2.14 mg/L y una velocidad méxima de utilizacion de
sustrato (de 0.43 mg/mg de solidos suspendidos por dia). EI TBA se produjo
concomitantemente y se acumuldé a una velocidad mas baja. El Arthrobacter no
cometaboliz6 MTBE cuando crecié en butanol, glucosa o caldo triptosa fosfato. En
experimentos con MTBE uniformemente marcado, 30% fue recuperado como '*CO, y el
remanente 70% se encontr6 en productos radiomarcados; no hubo productos radiomarcados
en las células. El Arthrobacter crecido en butano, también fue capaz de degradar TBA. Si
se afiadia butano a la incubacién en MTBE, la degradacion se limitaba al 15%. El acetileno
limit6 la biodegradacion tanto de MTBE como de TBA, implicando el involucramiento de
una misma enzima. En ensayos del efecto del TBA sobre la degradacion de MTBE,
incrementos en la concentracion de TBA inhibieron la degradacion de MTBE,
proporcionando soporte adicional a la conjetura de que una misma enzima es responsable
tanto de la degradacion de MTBE como de TBA en Arthrobacter (ATCC 27778).
Experimentos posteriores indicaron que la degradacion de MTBE estuvo limitada ya sea
por un metabolito toxico o por la carencia de poder reductor.

Schirmer et al. (2003) investigaron la biodegradacion de MTBE en microcosmos de
material acuifero de la Base Borden (Ontario, Canadd). Se estudid el potencial de
cometabolismo de MTBE usando los siguientes sustratos primarios: n-pentano, isopentano,
hexano, ciclohexano, 3-metil pentano, tolueno, metano y metanol. La degradacion de
MTBE se observd con todos los sustratos primarios excepto para tolueno, metanol y
metano. La desaparicion de MTBE coincidi6é con la degradacion del sustrato primario y
cesd con su agotamiento.

Smith et al. (2003a) caracterizaron las reacciones iniciales en la oxidacion cometabdlica de
MTBE por Mycobacterium vaccae JOBS. Cuando las células crecidas en propano se
incubaron en MTBE se observo la rapida acumulacion extracelular de dos productos: TBF
y TBA. También se observd la produccién de estos compuestos aunque a velocidades
menores cuando las células crecieron en 1- o 2-propanol. No se observo la generacion de
estos productos con células crecidas en caldo de caseina-extracto de levadura-dextrosa.
Estudios cinéticos con células crecidas en propano demostraron que TBF es el producto
inicial dominante (>80%) de la oxidaciéon de MTBE y que el TBA se acumula por la
hidrolisis posterior biotica o abiotica del TBF. Sus resultados sugieren que la hidrolisis
bidtica del TBF es catalizada por una esterasa termoestable con actividad hacia varios otros
tert-butil ésteres. Las células crecidas en propano también oxidaron TBA, pero no se
detectaron productos posteriores de la oxidacion. Al igual que la oxidacién del MTBE, la
oxidacion del TBA fue completamente inhibida por acetileno, un inactivador de cadena
corta de alcano-monooxigenasas en M. vaccae JOBS5. La oxidacion tanto de MTBE y TBA
también fue inhibida por propano (Ki = 3.3 a 4.4 uM). Se derivaron valores para MTBE y
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TBA de Ks de 1.36 y 1.18 mM, respectivamente, y de Vi de 24.4 y 10.4 nmol/min-mg de
proteina. Los investigadores concluyeron que los pasos iniciales en la ruta de oxidacion de
MTBE por M. vaccae JOBS5 involucra dos reacciones catalizadas por la misma
monooxigenasa (oxidacion de MTBE y TBA) que estdn temporalmente separadas por la
hidrolisis de TBF a TBA catalizada por una esterasa. Estos resultados sugieren que las
reacciones iniciales de la oxidacion del MTBE por M. vaccae JOBS son las mismas que
aquellas que previamente habian caracterizado en un hongo que utilizé alcanos gaseosos.

En un trabajo posterior Smith et al. (2003b) investigaron el cometabolismo del MTBE por
una cepa de Pseudomonas mendocina KR-1 que crecia en tolueno, n-alcanos (Cs a Cs), y
alcoholes primarios (C; a Cg), pero no en otros aromaticos, n-alcanos gaseosos (C; a Cy),
i1soalcanos (C4 a Cg), alcoholes secundarios (C; a Cg), MTBE, o TBA. Las células crecidas
bajo condiciones limitadas de carbono en n-alcanos en la presencia de MTBE (42 pmol)
oxidaron alrededor del 94% del MTBE a TBA. Cuando las células crecieron ya sea en
alcoholes primarios, tolueno o dextrosa en presencia de MTBE, menos del 3% del MTBE
afnadido se oxidé a TBA. C¢lulas crecidas en n-pentano oxidaron MTBE a TBA sin una
fase lag y sin generar TBF como un intermediario. Este Gltimo cultivo no consumié TBF ni
TBA, mientras que formaldehido, el producto C1 esperado de la dealquilacion del MTBE
se consumid rapidamente. Se observaron valores similares de Ks para MTBE por células
crecidas en n-alcanos de Cs a Cg (12.95 £ 2.04 mM), sugiriendo que la misma enzima oxida
MTBE en las células crecidas en cada n-alcano. Todos los n-alcanos que soportaron el
crecimiento (Cs a Cg) inhibieron la oxidaciéon del MTBE por células en reposo (resting
cells) crecidas en pentano. El propano (Ki = 53 uM) y n-butano (Ki = 16 uM) también
inhibieron la oxidacion del MTBE y ambos gases fueron consumidos durante el
crecimiento en n-pentano. Se ha reportado que el sistema enzimatico de alcano hidroxilasa
en Pseudomonas oleovorans GPol no es reactivo hacia el MTBE (Steffan et al. 1997). En
otro trabajo, Smith & Hyman (2004) reexaminaron este hallazgo al usar células de la cepa
GPol crecidas en un medio rico conteniendo diciclopropilcetona (DCPK), un potente
inductor de la actividad de alcano hidroxilasa. Las células crecidas con DCPK oxidaron
MTBE y generaron cantidades estequiométricas de TBA. También oxidaron TAME, pero
no TBA ETBE o TAA. Los autores no encontraron produccion de TBA a partir de MTBE
con células de la cepa GPol crecida en medio rico sin DCPK. Tampoco se observo
produccion de TBA por células de GPol2, una cepa que carece del plasmido OCT que
codifica para la alcano hidroxilasa. Se observo que todos los n-alcanos que soportan el
crecimiento de la cepa GPol, inhibieron la oxidacion de MTBE por células tratadas por
DCPK.

Johnson et al. (2004) observaron que células de Mycobacterium vaccae JOBS crecidas en
alcanos, degradan cometabdlicamente MTBE a través de las actividades de una alcano-
monooxigenasa inducible y otras enzimas en la ruta de oxidacién de alcanos. Los autores
examinaron el efecto del MTBE sobre la actividad de oxidacion de MTBE por cultivos de
M. vaccae JOBS crecidos en diversos sustratos no alcanos. Se cultivaron células limitadas
en carbono en glicerol, lactato, varios azlicares e intermediarios del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, tanto en presencia o ausencia de MTBE. En todos los cultivos que
contenian MTBE, se observo el consumo de MTBE con acumulacion de TBA y TBF en el
medio de cultivo. El acetileno inhibié completamente el consumo de MTBE y la
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acumulacion de productos, pero no tuvo otros efectos aparentes en el cultivo. La
estimulacion de la oxidacion de MTBE por el propio oxigenante en células crecidas en
fructosa y glicerol fue saturable con respecto a la concentracion de MTBE (Ks =2.4 a 2.75
mM. TBA y TAME también indujeron la actividad enzimatica requerida para su propia
degradacion en células crecidas en glicerol. La presencia de MTBE también promovid su
oxidacién en acidos orgédnicos, compuestos que a menudo son encontrados en ambientes
anaerdbicos contaminados con gasolina.

Morales et al. (2004) obtuvieron dos consorcios microbianos denominados M1 y M2
correspondientes a muestras de suelos de sitios biorremediados y contaminados con
gasolina respectivamente que enriquecieron con pentano, hexano, isooctano y tolueno. Los
investigadores observaron cometabolismo de MTBE con estos sustratos excepto con
tolueno, a velocidades maximas de degradacion de 49, 12 y 32 mg/g proteina-h
respectivamente. En experimentos con pentano con los consorcios M1 y M2 se observo una
conducta interesante: aun cuando el pentano se agotd en aproximadamente 48 h, el MTBE
se consumi6 completamente después de un largo periodo. En este caso, TBA también
estuvo presente como intermediario, pero fue posteriormente degradado. Los valores del
coeficiente cometabdlico logrado con M1 y M2 fueron de 1 y 0.9 mg MTBE/mg pentano.
El andlisis de 16S rDNA de los microorganismos aislados del consorcio adaptado en
pentano, mostraron que podian ser asignados a Pseudomonas.

3.2.4 Degradacion anaerobia

A la fecha hay pocos reportes de degradacion exitosa de MTBE bajo condiciones
anaerobias, pero €sta es un area activa de investigacion. El potencial para la biodegradacion
anaerdbica del MTBE es esencialmente importante a la luz del papel de la atenuacién
natural como método de remediacion para la contaminacion con gasolina disuelta. Debido a
que el corazon o areas fuente de plumas de BTEX es anaerobio, es importante saber cual es
el destino del MTBE bajo estas circunstancias. Hay reportes mixtos de biodegradacion
anaerdbica de MTBE; algunos han sido negativos (por ejemplo, Suflita & Mormile 1993,
Mormile et al. 1994, Landmeyer et al. 1998, Bradley et al. 1999) y otros positivos (Bradley
et al. 2001a, 2001b, Finneran & Lovley 2001, Somsamak et al. 2001, Kolhatkar et al.
2002).

Suflita & Mormile (1993) condujeron la primera investigacion en materia de
biodegradacion anaerobia de oxigenantes de gasolina. Ellos usaron lodos acuiferos para
probar como sustratos varios alcoholes de cadena lineal y ramificados, cetonas, esteres y
éteres a concentraciones de 50 mg C/L. La degradacion anaerdbica se monitored por la
desaparicion de los compuestos y la formacion de metano. Los alcoholes de cadena lineal
metanol, etanol y propanol fueron facilmente degradados a las cantidades tedricamente
esperadas de metano con periodos lag de 5 a 30 dias y velocidades de degradacion de 7 a 19
mg C/L dia. El alcohol ramificado TBA no se degrad6 después de 252 dias de incubacion.
Las cetonas de cadena lineal metil etil cetona y acetona fueron facilmente degradadas (7 a 9
mg C/L-d) pero la cetona ramificada metil isobutil cetona solo se degrad6 ligeramente (0.9
mg C/L-d) y tuvo un periodo de aclimatacion mayor. Los ésteres se degradaron facilmente a
metano. La mayoria de los éteres probados fueron recalcitrantes bajo condiciones
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metanogénicas. Solamente el metil butil éter fue ligeramente degradado (0.5 mg C/L-d)
después de 84 dias de aclimatacion. En general, la estructura quimica fue el factor mas
importante para determinar su biodegradabilidad bajo condiciones metanogénicas.

Yeh & Novak (1994) estudiaron la biodegradacion de MTBE, ETBE y TBA en
microcosmos de suelo bajo condiciones metanogénicas, sulfato-reductoras y
desnitrificantes. Los suelos no tenian historial de contaminacion por combustibles. Se
adicionaron éteres o TBA (100 mg/L) y nitrato (5 mM), sulfato (2 mM) o cisteina + Na,S
(para promover metanogénesis para estudiar diferentes procesos anaerobios. Después de
250 dias de incubacion a 20 °C, no se observo degradacion de MTBE en los microcosmos
sin adiciones. El ETBE fue degradado solamente en dos de las muestras de suelo y el TBA
fue el compuesto mas facil de degradar. El MTBE fue el compuesto mas persistente bajo
las condiciones estudiadas. El ETBE fue degradado en solo dos de los suelos bajo
condiciones desnitrificantes. El MTBE se degrad6 bajo condiciones metanogénicas después
de 270 dias de incubacion. En general, el MTBE y el ETBE se degradaron en suelos con el
menor contenido en materia organica y a pH alrededor de 5.5.

Mormile et al. (1994) probaron la susceptibilidad a la degradacion anaerobia de una serie
de alcoholes, cetonas, ésteres y éteres oxigenados en muestras de cuatro ambientes
sedimentarios cronicamente contaminados. También se evalu6 el efecto de varios aceptores
de electrones en la biodegradacion de los oxigenantes con una sola fuente de indculo. Los
autores reportaron la conversion metanogénica de MTBE a TBA después de 152 dias de
aclimatacion en una sola réplica de un sedimento de rio crénicamente contaminado con
combustible. La susceptibilidad de decaimiento anaerobio de los oxigenantes estudiados se
pudo relacionar con su estructura quimica: no se encontrd evidencia de la biodegradacion
anaerdbica de MTBE en un gran ntimero de las otras muestras mantenidas bajo condiciones
metanogénicas, sulfato-reductores o nitrato-reductoras; metil butil éter sin embargo, fue
facilmente degradado bajo condiciones metanogénicas y sulfato-reductoras.

Bradley et al. (1999) estudiaron la degradacion de '*C-MTBE uniformemente marcado en
microcosmos de lechos sedimentarios contaminados con gasolina bajo estrictas condiciones
anaerdbicas. No hubo mineralizacion significativa de MTBE bajo estas condiciones, pero
los microcosmos produjeron metano.

Kropp et al. (2000) condujeron un estudio similar en el cual se investigaron lodos
sedimentarios para la biodegradacién anaerobia de MTBE y otros oxigenantes de gasolina
alternativos, tales como metanol, etanol e isopropanol asi como otros de los éteres
empleados tales como TAME, ETBE y DIPE. Ellos encontraron que los alcoholes simples
fueron susceptibles de biodegradacion anaerdbica, pero el efecto de incrementar las
ramificaciones, como es visto en el TBA, incrementd la persistencia al decaimiento
anaerdbico. Esta misma observacion (que el incremento en la ramificacion tiende a
incrementar la persistencia al decaimiento anaerobio) fue también vista con el MTBE y su
isomero butil metil éter. En general, mientras se encontr6 evidencia definitiva para la
biodegradaciéon anaerobia del MTBE y otros é&teres oxigenantes bajo condiciones
metanogénicas, el fendémeno no fue generalizado. Los investigadores concluyeron que el
MTBE deberia ser considerado como un compuesto para el cual la biodegradacion
anaerobica es extremadamente dificil.
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U.S. EPA (2000) condujeron estudios de microcosmos de laboratorio en soporte de un
estudio de campo para determinar si MTBE podria ser degradado bajo condiciones
metanogénicas en agua subterranea contaminada por un derrame de combustible. Los
microcosmos se prepararon de material acuifero y agua subterranea estéril y adicionaron
con MTBE o MTBE vy alquilbencenos. Se prepararon controles abidticos para cada
tratamiento con material acuifero estéril. Las concentraciones iniciales de MTBE en los
cuatro juegos de microcosmos (dos tratamientos, vivos y estériles) estuvieron en el rango
de 2980 pg/L a 5680 pg/L. En el tratamiento de MTBE + alquilbencenos, la concentracion
de MTBE decliné en los microcosmos vivos (decrecido en promedio de 5680 pg/L a 81
ug/L) y en los microcosmos control (decrecié de un promedio de 3330 pg/L a 1466 ng/L)
en 490 dias de incubacion. El MTBE no se degradé hasta que los alquilbencenos fueron
completamente removidos. En el tratamiento con MTBE solo, el oxigenante se degradd
(3112 pg/L a <40 pg/L) en 490 dias. Los microcosmos control decrecieron de 2908 pg/L a
1571 pg/L. Los autores no determinaron si el decremento en los controles fue debido a la
sorcion al material acuifero o a pérdidas por volatilizacion, aunque hubo pérdidas
significativas abidticas de los alquilbencenos.

Investigaciones mas recientes han estudiado la degradacion anaerébica de MTBE y TBA en
sedimentos de un acuifero contaminado con petréleo (Finneran & Lovley, 2001). En los
microcosmos de sedimentos se adicionaron 50 mg/L de MTBE y TBA. En algunos casos
también se adicion6 Oxido férrico (sin quelar), Fe(Ill) quelado, antraquinona-2,6-
disulfonato (AQDS, un analogo de sustancias himicas) y acidos humicos. No se observo
degradacion de MTBE en los microcosmos sin adicion o en los microcosmos adicionados
con Fe(IIl) quelado o sin quelar después de 257 dias de incubacion. Una de las réplicas de
oxido férrico + substancias hiumicas mostrd pérdidas de MTBE, y cuando el MTBE fue
restituido, éste fue degradado sin fase lag. En los microcosmos con AQDS, hubo 60% de
degradacion del MTBE. Los autores especularon que la degradacion del MTBE ocurrié en
microcosmos conteniendo 6xido férrico como un aceptor de electrones mas sustancias
humicas debido a que los microorganismos que reducen Fe(IIl) oxidan MTBE vy transfieren
los electrones hacia las sustancias hiimicas. Las sustancias hiimicas reducidas entonces
transfieren abioticamente electrones al Fe(Ill), regenerando la forma oxidada de las
sustancias htimicas. De este modo, la materia himica sirve como un transportador de
electrones, permitiendo la reduccion continua del Fe(Ill). Los investigadores han
demostrado previamente que las sustancias humicas sirven como un transportador de
electrones hacia 6xidos de Fe(III) (Lovley et al. 1996).

Somsamak et al. (2001) estudiaron la biotransformacion anaerobia de MTBE, ETBE y
TAME bajo diferentes condiciones andxicas de aceptores de electrones, para lo cual
establecieron enriquecimientos de un indculo proveniente de sedimentos de un estuario
contaminado bajo condiciones que promovieran la desnitrificacion, sulfato reduccion,
reduccion de Fe(Ill) o metanogénesis. Se encontré que el MTBE y el TAME se
transformaron completamente bajo condiciones sulfato-reductoras, concomitantes con la
reduccion del sulfato. Como consecuencia se acumularon TBA y TAA en el medio de
cultivo después de 126 dias en cantidades estequiométricas. La cantidad de sulfato
consumida correspondio a la cantidad requerida para oxidar el grupo metil metoxi ya sea de
MTBE o TAME a CO,. No se observo la transformacion de MTBE y TAME bajo las otras
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condiciones de aceptores de electrones en 3 afios. No hubo pérdidas bidticas de ETBE bajo
ninguna de las condiciones probadas.

3.2.5 Biorremediacién

Muchas de las tecnologias convencionales (SVE, MPE, Aspersion de aire, arrastre con aire,
bombeo y tratamiento, etc.) usadas para remediacion de sitios contaminados con gasolina,
han mostrado ser poco efectivas en la remocién del MTBE del suelo y agua subterranea,
por sus bajas eficiencias y altos costos. En adicion a las tecnologias convencionales, varias
tecnologias emergentes in Situ y ex situ han mostrado gran expectacion en estudios de
campo para la remocion de MTBE de medios contaminados. Las tecnologias prometedoras
in situ incluyen oxidacion quimica (Leethem 2001), bioestimulacion/bioaumentacion
(Salanitro et al. 2000, Wilson et al. 2002b) y fitorremediacion (Zhang et al. 2001) mientras
que las tecnologias ex situ incluyen la sorcion en resinas sintéticas (Annesini et al. 2000),
procesos avanzados de oxidacion (Stefan et al. 2000, Safarzadeh-Amiri 2001) y
tratamientos biologicos (Yeh & Novak 1995, Fortin & Deshusses 1999a, b, Acuia- Askar
et al. 2000, Deeb et al. 2001a, 2001b, Salanitro et al. 2000, Stocking et al. 2000, U.S. EPA
2000, Bradley et al. 2001a, 2001b, Finneran & Lovley 2001, Hatzinger et al. 2001,
Landmeyer et al. 2001, Dupasquier et al. 2002). Otras tecnologias prometedoras ex Situ que
aun no han sido probadas a nivel de campo incluyen el uso de membranas o la extraccion
con solventes para la remocion de MTBE de aguas subterraneas (Keller & Bierwagen 2001,
Vane et al. 2001). La presencia de TBA en aguas subterraneas es de preocupacion debido a
la efectividad y al costo del tratamiento de aguas. Esto es debido principalmente al hecho
que el TBA es altamente polar, es débilmente sorbido en carbon activado y no puede ser
removido del agua por tecnologias convencionales. Sin embargo el TBA puede ser
removido del agua en carbén activado granular y otros sistemas como resultado de la
biodegradacion. Algunas investigaciones recientes de campo han indicado que la
biodegradacion del MTBE en el ambiente puede ocurrir naturalmente. En algunos casos, la
adicion de oxigeno a ambientes andxicos lleva a un incremento en la velocidad de
biodegradacion de MTBE en aguas subterraneas. (Salanitro et al. 2000, Wilson et al.
2002b). Sin embargo la presencia de compuestos aromaticos de la gasolina disminuyen en
algunos casos la velocidad de degradacion de MTBE (Deeb et al., 2001a), sugiriendo que el
MTBE puede ser mas efectivamente degradado después de que ha migrado mas alla de los
constituyentes de la gasolina en aguas subterraneas. En adicion a la presencia de oxigeno, la
atenuacion natural en una liberacion de MTBE podria ser potencialmente mejorada si la
poblacion microbiana indigena hubiera tenido exposicion previa al MTBE y hubiera por lo
tanto desarrollado los mecanismos para degradarlo. Las condiciones geoquimicas en la
zona saturada, incluyendo la presencia de aceptores de electrones y nutrientes, asi como un
pH favorable, también juegan un papel importante para determinar la atenuacidon natural
exitosa (Bradley et al., 2001a, 2001b).

3.2.6 Ruta de degradacion
Aunque se ha reportado que varios cultivos puros y mixtos degradan MTBE, la ruta(s)

responsable(s) para su degradacion no ha sido completamente dilucidada. Resultados de
varios de los estudios arriba discutidos sugieren que el enlace éter del MTBE es
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enzimaticamente roto produciendo TBA y formaldehido como los intermediarios
metabolicos predominantemente detectables. Para el dimetil éter, el mecanismo degradativo
propuesto es que una monooxigenasa inserta un atomo de oxigeno para producir un
hemiacetal, metoxi metanol. Este compuesto es inestable y dismuta en el alcohol y
aldehido. La enzima no cataliza el rompimiento real del enlace éter, pero hace al éter mas
reactivo por cambiar su estructura a otra (el hemiacetal) que se dividira espontaneamente.
Steffan et al. (1997) propusieron una ruta muy similar para la degradacion del MTBE por
un organismo propano-oxidante, la cepa bacteriana ENV425. Este hemiacetal dismutaria a
TBA y formaldehido. En su ruta, el TBA seria entonces oxidado a 2-metil-2-hidroxi-1-
propanol (MHP) y posteriormente oxidado a &4cido 2-hidroxiisobutirico (HIBA). La
degradacion del HIBA parece ser el paso limitante de la reaccion.

Algunos estudios sin embargo sugieren que tert-butil formiato (TBF) es el primer
metabolito de la degradacion de MTBE (Hardison et al. 1997, Hyman et al. 1998) y que
debido a su rapida velocidad de hidrdlisis, éste es rapidamente convertido a TBA el cual en
ocasiones se acumula permanente o transitoriamente a niveles detectables (Church et al.
1999, Frangois et al. 2002). Se especula que los intermediarios posteriores incluyen 2-
propanol, acetona e hidroxiacetona. (Church et al. 2000, Deeb et al. 2000b, Salanitro et al.
1998, Steffan et al. 1997).

Deeb et al. (2000a) mostraron que el TBF, el TBA, el HIBA, hidroxiacetona y
formaldehido, (intermediarios conocidos de la degradacion de MTBE), produjeron
consumo (disponibilidad) de oxigeno en células de Rubrivivax gelatinosus PM1, sugiriendo
que son intermediarios en el metabolismo de MTBE por este microorganismo. La acetona,
el MHP y el acido férmico no actuaron de este modo.

En la Figura 3.1 se muestran las rutas metabolicas propuestas para la biodegradacion
aerobia de MTBE. De los mecanismos mencionados en la seccion 3.2.1 para el
rompimiento bidtico del enlace éter, el rompimiento oxigenativo por enzimas
monooxigenasas y la oxidacion por citocromos P-450, son los mas directamente aplicables
a la degradacion del MTBE. Estas enzimas insertan un atomo de oxigeno en el sustrato y
reducen el otro a agua. Las enzimas citocromo P-450 son comunes tanto a células
procariontes como a eucariontes y han probado ser responsables de la transformacion de
MTBE a TBA en tejidos de rata y raton y en microsomas de higado humano (Hong et al.
1997). Tanto la oxidacion por monooxigenasas no hémicas como por citocromos P-450 han
sido postulados en la biodegradacion microbiana de oxigenantes; por ejemplo, Hyman et al.
(1998) observaron que para Xanthobacter, una monooxigenasa no asociada con citocromo
P-450 fue responsable por la oxidacion de MTBE a MHP. Frangois et al. (2002) tienen
evidencia de actividad monooxigenasa (posiblemente no hémica) en Mycobacterium
austroafricanum IFP 2012, Hardison et al. (1997) encontraron actividad de citocromo P-
450 en Graphium sp. Steffan et al. (1997) observo que una monooxigenasa P-450 estuvo
involucrada con la oxidacion del MTBE por microorganismos propano-oxidantes.
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Figura 3.1 Ruta metabdlica propuesta para la degradacion aerobica del MTBE.
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Quizds un hallazgo sorprendente es que las monooxigenasas con poca especificidad
aparente por sustrato, tales como aquellas que convierten metano a metanol (metano
monooxigenasas) y amonio a hidroxilamina (amonio monooxigenasas) parecen incapaces
de activar MTBE, mientras que enzimas mas especificas, tales como aquellas capaces de
activar alcanos gaseosos y alcanos ramificados simples, tienen actividades MTBE
oxidantes (Prince 2000).

El rompimiento anaerdbico de éteres es la transmetilacion, donde el grupo metilo parece ser
transferido a un aceptor tal como el tetrahidrofoliato més que al agua. Este proceso ocurre
en Syntro-phococcus sp. (Dore & Bryant 1990), A. woodii (Berman & Frazer 1992), y
Sporomusa ovata (Stupperich & Konle 1993) (Fiorenza & Rifai 2003).

En la Tabla 3.1 se presenta un resumen de las enzimas responsables de la biodegradacion
del MTBE por diferentes especies microbianas.

Tabla 3.1 Reacciones enzimaticas propuestas/postuladas para los pasos clave en la ruta de
degradacion aerobia de MTBE por cultivos puros.

Organismo(s) Reaccion Posibles enzimas Nota Referencia
Mycobacterium MTBE— TBA  MO* No hemo Inducible Frangois et al.
austroafricanum TBA — HIBA MO* No hemo Inducible (2002)
Hydrogenophaga  MTBE — TBA  Citocromo P-450 Constitutiva Hatzinger et al.
flava ENV735 TBA — HIBA Inducible (2001)

R. gelatinosus MTBE — TBA  Diferentes enzimas  Inducible Deeb et al. (2000b)
PM1 TBA — HIBA paracadareaccion  Inducible
Rhodococcus MTBE — TBA  Citocromo P-450 Hernandez-Pérez et
ruber (G. terrae) al. (2001)
Arthrobacter MTBE — TBA  La misma enzima Crecido en Liu et al. (2001)
(ATCC 27778) TBA — HIBA para ambas butano. Prod.
reacciones esteq. de TBA
Burkholderia sp. TBA —HIBA TBA-MO*? Mineralizacion Piveteau et al.
CIP 1-2052 (2001)
Xanthobacter MTBE — TBA  La misma enzima Crecidos en Hyman et al.
Mycobacterium TBA — HIBA Citocromo P-450 butano (1998)
vaccae
ENV 425 MTBE — TBA  Citocromo P-450 Crecido en Steffan et al.
propano, se (1997)
acumulo HIBA
Graphium sp. MTBE — TBA  Citocromo P-450 Crecido en n- Hardison et al.
butano (1997)
*Monooxigenasa

Fuente: Adaptado de Fiorenza & Rifai (2003)

Aunque el MTBE puede ser usado como la tnica fuente de carbono y energia, varios
autores han reportado un muy bajo crecimiento medido como rendimiento de biomasa,
densidad optica, ensayos de proteina o numero mas probable (Salanitro et al. 1994, Fortin
& Deshusses 1999a, b). Esto sugiere que o bien el MTBE tiene alguna actividad
desacoplante o toxica, o que alguna parte del metabolismo puede requerir una entrada
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significativa de energia (Fiorenza & Rifai 2003). Sin embargo algunos investigadores han
encontrado ultimamente organismos con crecimiento aerdbico relativamente rapido en
MTBE (Hanson et al. 1999, Frangois et al. 2002). Los microorganismos, sus velocidades de
degradacion aerdbicas, y rendimientos celulares (si se conocen) se presentan en la Tabla
3.2.

3.3 Uso de hongos en la biodegradacion de compuestos xenobidticos

En la naturaleza, los hongos son particularmente eficientes en degradar los principales
polimeros de plantas (celulosa, hemicelulosa y lignina) pero también pueden descomponer
un enorme arreglo de otras moléculas organicas, incluyendo ceras, gomas, cuticulas de
insectos, plumas y carne de animales. Aunque los microbiologos industriales utilizan
regularmente el metabolismo fingico para cerveceria, panificacion, preparacion de quesos
y la produccién de antibidticos, enzimas comerciales y un nimero de productos quimicos,
los hongos son mejor conocidos por su trabajo “sucio”. Ellos dafan nuestros alimentos,
destruyen nuestras cosechas, pudren arboles maderables, y causan ademas algunas de las
mas repugnantes enfermedades. Ademas los hongos degradan un amplio rango de
compuestos xenobidticos que dafnan el ambiente, como: colorantes, plasticos, lubricantes,
solventes, pinturas, pegamentos, hidrocarburos alifaticos, aromaticos sencillos y
policiclicos, herbicidas, municiones, compuestos clorados, etc. (Alba et al. 2003, April et
al. 2000, Braun-Liillemann et al. 1997, Craig et al. 1995, Eilers et al. 1999, Prenafeta-
Boldu et al. 2004, Sanchez et al. 2006). Varios autores han hecho listas conteniendo
géneros de hongos que son capaces de degradar un amplio espectro de contaminantes (Barr
& Aust 1994, Benett & Faison 1997, Pointing 2001). La microbiologia de la degradacion
de xenobioticos constituye un campo de investigacion bajo desarrollo, ya que los procesos
microbioldgicos pueden ser usados en los procesos de descontaminacion (Solérzano et al.
2002). Paraddjicamente, a pesar de esta notoriedad, el uso de hongos en estrategias de
biorremediacion para la recuperacion de recursos naturales: aguas, aire y suelos, es limitado
comparado con el uso de las bacterias.

Los hongos poseen algunos atributos que los distinguen de otras formas de vida y les
permiten un buen potencial como agentes de degradacion. Son capaces de crecer bajo
condiciones ambientales de estrés, por ejemplo: ambientes con valores bajos de pH o
pobres en nutrientes y con baja actividad de agua (Solorzano et al. 2002). El crecimiento
micelial da una ventaja competitiva sobre las células individuales tales como las bacterias o
levaduras, especialmente con respecto a la colonizacion de sustratos insolubles. En adicion,
los hongos pueden ramificarse rapidamente a través de los sustratos. El movimiento de las
hifas a través del suelo, les da acceso a los sustratos y no estan restringidos por un ambiente
hidrofobico. Similarmente, las hifas pueden penetrar en agregados de suelos que pueden ser
internamente anoxicos. Ademas, muchos hongos son osmotolerantes (April et al. 2000). La
alta superficie celular caracteristica de los filamentos maximiza tanto el contacto mecanico
como enzimatico con el ambiente. Muchos hongos poseen enzimas extracelulares que
pueden ayudar al metabolismo inicial de varios contaminantes (Cameron et al. 2000).
Literalmente digieren su camino por la secrecion de una bateria de enzimas degradativas
extracelulares. La naturaleza extracelular de las enzimas degradativas les permite a los
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Tabla 3.2 Velocidades de degradacion de oxigenantes por cultivos mixtos y puros.

. Velocidad de Velocidad de o
. Tipo de - - Rendimiento .
Organismo Metabolismo degradacion de degradacion de celular Referencia
MTBE* TBA*
Cultivo mixto Heterotrofico 0.33-043 g Cowan & Park
(biolodos) DQO/g MTBE (1996)
Cultivo mixto . . 0.21-0.28 g/g Salanitro et al.
BC1 Heterotrofico 12.9 nmol/mg prot-min MTBE (1994)
M. mesophilicum .
Rhodococcus sp.  ctabolismo 0.18 mg/L-h Mo et al. (1997)
. incompleto
A. ilicis
2.1-9.2 nmol/mg 1.3-2.4 nmol/mg
ENV425 Cometabélico/  prot-min prot-min Steffan et al.
ENV42] propano 0.71—4.'6 nmol/mg 0.53-1 .'6 nmol/mg (1997)
prot-min prot-min
0.06 nmol/mg prot-min
Cometabolico/ (sin butano) .
0.002 nmol/mg prot-min .
. n-butano. Hardison et al.
Graphium sp. . (con butano)
Células en . (1997)
o 0.35 nmol/mg prot-min
soporte solido .
(con butano en medio
liquido)
Xanthobacter sp. Cometabolico/ 5.9-15 _nmol/mg 3.1 nm_ol/mg Hyman et al.
propano prot-min prot-min (1998)
Pseudomonas Cometabolico/ . 0.95 nmol/mg Garnier et al.
: 3.9 nmol/mg prot-min .
aeruginosa pentano prot-min (1999)

. . Fortin &
Cultivo mixto de Heterotréfico 1.9-3.8 nmol/mg 0.1 g/lg MTBE Deshusses
filtro biolavador prot-min

(1999a)
0.7,1.17,3.56 pg/mL-h Hanson et al.
Rubrivivax . para MTBE 5, 50, 500 (1999)
gelatinosus PM 1 Heterotrofico mg/L 0.18 g/g MTBE
50 mg/g ps-h Deeb et al. (1999)
Burkholderia sp. . . 16.1 nmol/mg Piveteau et al.
CIP 12052 Heterotrofico No degrado prot-min 0.54 g/g TBA 2001)
Hydrogenophaga Heterotrofico/ . Hatzinger et al.
flava F55 EL** 86 nmol/mg prot-min 0.4 g/g MTBE (2001)
Cultlvg mlxtc? Heterotrofico 0.4 mg/L-dia Kane et al. (2001)
(material acuifero)
Arthrobacter Cometabolico/ . 0.002 nmol/mg .
(ATCC 27778) n-butano 13.6 nmol/mg prot-min prot-min Liu et al. (2001)
1 28 nmol/mg prot-min
R. ruber IFP g;’];‘gab"hc"/ - Hernéndez-Pérez
2001) . 118 nmol/mg prot-min etal. (2001)
Heterotrofico (ETBE) 0.20 g/g ETBE
Cultivo mixto Kharoune et al
(suelo contam. Heterotrofico 1.1 mg/Lh )
. (2002)
gasolina)
Cultivo mixto X Sedran et al.
(enrig. en MTBE) Heterotrofico 0.01 mM/h 0.0185 mM/h (2002)
Mycobacterium i . Frangois et al.
austroafricanum Heterotrofico 20 nmol/mg prot-min 0.44 ¢/g MTBE (2002)
(Clili:lglr\g; $;§:gs Heterotrofico 3.4 x 10° mmol/mg Wilson et al.
! M VSS-min (2002a)
mat. acuiferos)
Cultivo mixto Heterotrofico 0.46 g/gTSS-dia ?;%18;; rgetal
M. vaccae JOBS Cometabolico/ 24.4 nmol/mg prot-min 10.4 nmol/mg Smith et al.
propano prot-min (2003a)
Cometabolico/
Consorcios M1 y Pentano 9.3 nmol/mg prot-min Morales et al.
M2 Hexano 2.3 nmol/mg prot-min 2004
Isooctano 6.1 nmol/mg prot'min

*Las unidades se homogenizaron para efectos de comparacion. Se supuso un contenido de proteina celular del 50%
**Extracto de Levadura

Fuente: Adaptado de Deeb et al. 2000a, Fayolle et al. 2001, Fiorenza & Rifai (2003).

60



3. ESTADO DEL ARTE

hongos tolerar concentraciones mas elevadas de toxicos quimicos que lo que seria posible
si estos compuestos tuvieran que ser llevados al interior de la célula. En adicion, una gran
variedad de enzimas intracelulares (p. ejemplo reductasas, metiltransferasas y citocromos
P-450), contribuyen a la degradacion de xenobidticos en modos poco comprendidos (Benett
& Faison, 1997).

Los citocromos P-450 son oxidasas (monooxigenasas) derivadas de una superfamilia de
genes que estan involucrados en muchos de los pasos de la degradacion de petroleo y en la
biotransformacion de una variedad de contaminantes ambientales. Tanto la detoxificacion y
la activacion estan asociadas con la accidon de P-450. Las monooxigenasas fungicas son mas
similares a los citocromos de los mamiferos que a los de las bacterias (Omura 1999, van
den Brink et al. 1998).

La tecnologia de la biorremediacion ha recibido una atencion creciente para la restauracion
de sitios contaminados, donde la biodegradacion ocurre lenta o imperceptiblemente, al
igual que el uso de biorreactores operativos que faciliten el contacto entre contaminantes y
microorganismos.

La mayoria de los sistemas bioldgicos disefiados para el tratamiento de VOCs utilizan
bacterias. Sin embargo, a menudo se presenta el desplazamiento microbiano de bacterias
por hongos, pero las condiciones que llevan a este desplazamiento no son conocidas. Las
condiciones de los biorreactores de baja humedad y baja disponibilidad de nutrientes
pueden conducir a la invasion de hongos en los biorreactores bacterianos. Los aislados de la
mayoria de los phyla taxondmicos de los hongos, han sido probados por su capacidad de
metabolizar muchos compuestos no volatiles (Kim & Rhee 2003), pero se han probado muy
pocos VOCs (Kennes & Veiga 2004). Algunas biopeliculas flingicas establecidas
intencionalmente o sin intencidon por desplazamiento microbiano, se han desempefiado bien
en biorreactores que degradan VOCs removiendo eficientemente compuestos tales como
tolueno (van Groenestijn et al. 2001, Garcia-Pefia et al. 2001) y hexano (Arriaga & Revah
2005) de corrientes gaseosas. Ademds, muchos de los estudios de biodegradacion flingica
de compuestos aromaticos se ha enfocado en la transformacion via cometabolismo, mas
que en su utilizacion como la nica fuente de carbono y energia. Aunque el uso de hongos
en el campo de la ingenieria ambiental se ha vuelto mas generalizado, los hongos son atn
subutilizados, especialmente en el area de la biofiltracion.

3.4 Recapitulacién

El MTBE y los otros compuestos oxigenantes, son mas resistente a la biodegradacion que
muchas otras sustancias en gasolina reformulada, incluyendo BTEX. Sin embargo,
contrario a los primeros reportes de la recalcitrancia del MTBE, ahora se ha establecido
claramente que se degrada por un amplio rango de diferentes microorganismos tanto
aerdbica como anaerdbicamente, por cultivos mixtos como por cultivos puros, parcialmente
a intermediarios y por completa mineralizacion a CO, y biomasa. Como unica fuente de
carbono y por cometabolismo. En general, se ha encontrado crecimiento lento, y bajos
rendimientos, pero los microorganismos que estdn siendo aislados ahora, parecen ser
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bastante bien adaptados a crecer en MTBE. Los biorreactores pueden alcanzar remociones
significativas de corrientes influentes de MTBE. En los biorreactores, los cultivos mixtos
parecen ofrecer un mejor desempeiio que con cultivos puros. La degradacion incompleta
del MTBE ha sido observada, con formacion de TBA e HIBA como los pasos limitantes.
Algunos estudios de campo han sugerido que los microorganismos nativos pueden degradar
MTBE, aunque en algunos casos se ha observado poca o ninguna atenuacion de MTBE.
Otras investigaciones de campo indican que la bioestimulacion es requerida para limitar el
transporte del MTBE. La adicion de oxigeno podria estimular la biodegradacion in situ,
aunque en algunos casos no ha sido suficiente, lo cual sugiere la presencia de otra
limitaciéon. La adiciéon de un co-sustrato (p. ej. alcanos) podria ser util para la
biorremediacion in situ del MTBE. En sitios donde no hay degradacion intrinseca del
MTBE, la bioaumentacion es una alternativa. La mayoria de los estudios de degradacion de
MTBE se han enfocado en bacterias y poco se conoce la contribucién de los hongos
filamentosos a este proceso, pero dadas sus caracteristicas y habilidades degradativas, estos
organismos pueden ser una buena alternativa para la biorremediacion de sitios
contaminados con oxigenantes de la gasolina.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La contaminacion del aire y agua con MTBE es preocupante debido a los problemas de
salud y ecolodgicos asociados con su liberacion ambiental. Debido a esto se han estudiado
diferentes sistemas tanto fisicoquimicos como biologicos para degradar oxigenantes. El
potencial de los microorganismos como agentes degradadores de MTBE, sefiala los
tratamientos biologicos como una alternativa promisoria para remover esta sustancia. Es
sabido que los principales microorganismos degradadores de oxigenantes son bacterias,
aunque también se ha reportado un hongo. Sin embargo, los hongos filamentosos presentan
algunas caracteristicas que les permiten una viabilidad poco explorada como agentes
degradadores. Es necesario aislar y estudiar hongos capaces de degradar compuestos como
el MTBE, con caracteristicas que los hagan potencialmente disponibles para la biocatalisis
en biorreactores que traten corrientes de aire o de aire contaminadas con estos compuestos.

Por lo tanto el objetivo de este trabajo plantea la obtencion de hongos filamentosos capaces
de degradar MTBE y otros oxigenantes de la gasolina ademds de comprender las
condiciones en las cuales esta degradacion se lleva a cabo con miras a su posible empleo en
sistemas de tratamiento de corrientes de aire o agua contaminadas con oxigenantes.

OBJETIVOS
Objetivo General

Contribuir al estudio de la biodegradacion de los compuestos oxigenantes de la gasolina,
MTBE, ETBE, TAME y TBA mediante el uso de hongos filamentosos.

Objetivos particulares

» Evaluar la capacidad de cepas puras de hongos filamentosos provenientes de diferentes
fuentes para crecer en MTBE, gasolina y algunos compuestos particulares de gasolina.

» Obtener por técnicas de enriquecimiento, cultivos fungicos de muestras de sitios
contaminados con gasolina.

» Evaluar la capacidad de los cultivos obtenidos de biodegradar MTBE como unica fuente de
carbono y energia o por cometabolismo.

» Evaluar el potencial de propagacion de los cultivos con sustratos de crecimiento de facil
asimilacion sin perder la capacidad de degradacion de los oxigenantes.

» Estudiar las cinéticas de degradacion a nivel de microcosmos de MTBE, ETBE, TAME y
TBA.

» Determinar la capacidad de los cultivos fungicos para crecer en algunos de los
intermediarios de la ruta de degradacion de MTBE aceptada para bacterias.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

A continuacion se describen los estudios realizados para la obtencion y la caracterizacion
de cultivos fungicos degradadores de MTBE, los cuales incluyen las fases de
enriquecimiento en varios sustratos, el monitoreo de la actividad degradativa, el aislamiento
de cultivos puros, ademds de estudios en microcosmos para la caracterizacion cinética de
los cultivos.

En la Figura 5.1 se muestra la estrategia experimental desarrollada durante el estudio de
degradacion de MTBE por cultivos fungicos.

La técnica de enriquecimiento en medios liquidos o en medios solidos con vapores de
diferentes sustancias (atmosferas controladas), permitid la adaptacion y la obtencion de
cultivos capaces de crecer en los sustratos de interés a partir de cepas puras que nunca
estuvieron en contacto con tales sustancias y de cultivos mixtos que si han estado en
contacto pero que crecen en una matriz so6lida compleja como suelos contaminados o el
material de soporte de un biofiltro. El crecimiento en medios so6lidos con atmosferas
controladas permite una evaluacion cualitativa adecuada y relativamente rapida de la
adaptacion a los sustratos, especialmente cuando se tienen muchos cultivos por probar.

El uso de medios de cultivo especificos como YNB o BH, agreg6 un factor selectivo para el
desarrollo de cultivos fingicos capaces de crecer en MTBE y/o en hidrocarburos, debido
tanto a la composiciéon como al pH de estos medios.

Una vez que se seleccionaron los cultivos que mostraron resultados positivos de
crecimiento en los sustratos, la adaptacion en medio liquido permitié la evaluacidén
cuantitativa de la degradacion mediante el monitoreo de las concentraciones de los sustratos
y de la respiracion (O,, CO;). Los cultivos liquidos permitieron ademas los estudios de
degradacion cometabodlica del MTBE.

Los experimentos en microcosmos nos permitieron realizar estudios cinéticos de
degradacion de MTBE y de otros sustratos y de algunos intermediarios de la ruta
metabdlica del MTBE aceptada para bacterias. También se hicieron estudios de
mineralizacion con '*C-MTBE para investigar el destino del carbono del MTBE. Ya
comprobada la capacidad de degradacion de MTBE como tUnica fuente de carbono y
energia o por cometabolismo, en el caso de los cultivos mixtos fue necesario hacer
aislamientos y estudios para determinar la capacidad degradativa de estos aislados. Debido
a que en muchos ejemplos de la literatura, la capacidad degradativa de MTBE es inducida y
se pierde al crecer un medio rico, siendo en algunos casos muy dificil y aun imposible de
recuperar, y debido a que en general los rendimientos en MTBE son muy bajos, fue
necesario buscar sustratos de crecimiento alternativo que permitan la propagacion de los
cultivos sin perder la habilidad degradativa.
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5.2 Inoculos
5.2.1 Microorganismos
Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los siguientes cultivos:

a) 23 cepas puras de hongos filamentosos (numeradas como H1 a H23), cuyo origen se
describe a continuacion: 15 cepas (H1 a H15) de muestras de diferentes biofiltros de la
Planta Piloto U4 de la UAM-I que operaban con diferentes compuestos volatiles; una cepa
aislada de una muestra de lubricantes industriales contaminada con hongos (H16); tres
cepas aisladas en el Laboratorio de Residuos Soélidos de la UAM-I, (H17 a H19) con
capacidad de crecer en suelos contaminados con petréleo; una cepa (H20) de coleccion
(ATCC 200478, Pycnoporus cinnabarinus); y tres hongos filamentosos proporcionados por
el Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), de Marsella, Francia:
Aspergillus terreus (H21), A. japonicus (H22) y P. cinnabarinus (H23) que mostraron
crecimiento aparentemente positivo en medio soélido en atmoésferas de MTBE en
experimentos previos.

b) Dos consorcios mixtos obtenidos mediante técnicas de enriquecimiento en vapores de
MTBE derivados de un cultivo adaptado a crecer con vapores de gasolina de muestras de
suelos contaminados con gasolina Magna de los estados de Veracruz y Puebla (ver Figura
5.1). El cultivo denominado Consorcio H se propagdé en medio mineral Yeast Nitrogen
Base sin aminoacidos (YNB a pH 5.5 para favorecer el crecimiento de hongos) y el cultivo
Consorcio B enriquecido en medio Bushnell-Haas (BH, un medio mineral minimo a pH 7.0
propuesto para la propagacion de organismos degradadores de hidrocarburos, Difco 2006).

¢) Un consorcio denominado Consorcio S, proveniente de un biofiltro degradador de
hexano de la Planta Piloto U4 de la UAMI formado inicialmente por dos hongos: Fusarium
sp. y Cladosporim sp, asi como de bacterias (Arriaga & Revah 2005). Posteriormente, de
este consorcio se aislo la cepa de Fusarium sp. y se le identifico como Fusarium solani
mediante sus caracteres morfoldgicos utilizando la tabla sindptica para el género Fusarium,
(Gams et al. 1980). Esta cepa posteriormente se envido al Centraalbureau voor
Schimmelcultures Utrecht, Paises Bajos, en donde se confirmé su clasificacion y se
deposité como Fusarium solani CBS 117476.

d) Un consorcio microbiano (denominado UAMI) que contiene al menos un hongo
filamentoso, obtenido de muestras de suelos contaminados con gasolina y de una muestra
de un biofiltro que degradaba pentano y MTBE por cometabolismo en la Planta Piloto U4
de la UAMI (Dupasquier et al. 2002).

e) Para fines de comparacion, se utilizo como referencia un cultivo bacteriano mixto
degradador de MTBE denominado Consorcio F, obtenido en la Universidad de California,
Riverside (Fortin et al. 2001).
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Cultivos puros de Muestras de suelos Muestras de un biofiltro
hongos filamentosos contaminados con degradador de hexano
gasolina inoculado con los hongos

Fusarium solani y

Cladosporium sp
\ 4

Enriquecimiento en
medio solido con
atmosferas de gasolina

[
»

\ 4

Enriquecimiento en medios sélidos: YNB (pH 5.5) y
BH (pH 7.0) en atmésferas de MTBE o de otros
sustratos (tolueno, hexano, DEE, etc.)

<
<
A

A

Enriquecimiento en medio liquido con

MTBE solo y con mezclas MTBE- —

sustrato para estudios posteriores de
cometabolismo

Enriguecimiento en
medio liquido con
gasolina

A

A 4

Cultivos puros o mixtos
degradadores de MTBE por
metabolismo directo o por
cometabolismo

Cultivo mixto de suelos
contaminados con gasolina
y un biofiltro degradador
de pentanoy MTBE

v v

Cultivos puros en Propagacion en
medio nutritivo rico medio mineral
para identificacion liquido

Cultivo bacteriano
degradador de
MTBE como
referencia
A4

Determinacion de
actividad (cinéticas de
degradacion)

v v v

A 4

A

Determinacion de Experimentos de Determinacion de
crecimiento en mineralizacién con sustratos de crecimiento
intermediarios sustratos marcados alternativos

Figura 5.1 Estrategia experimental desarrollada para el estudio de la degradacion de MTBE por
cultivos fingicos.
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Figura 5.2 Recipientes utilizados para el enriquecimiento en medios sélidos en atmosferas
controladas de los vapores de los sustratos estudiados.

Figura 5.3 Enriquecimiento en medio liquido del Consorcio UAMI en gasolina.

Consorcio.
UAMI

Figura 5.4 Reactores de membrana para el mantenimiento y la propagacion de degradadores de MTBE.
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5.2.2 Adaptacion

Para la propagacion inicial de los microorganismos, se realizaron cultivos de adaptacion en
medios liquidos y medios solidos. En el caso de los medios s6lidos, los cultivos en placas
Petri se colocaron en desecadores de vidrio o en frascos de vidrio de aproximadamente 2 L
de capacidad herméticamente sellados (Figura 5.2). Para lograr las atmoésferas controladas
de los sustratos (gasolina, MTBE, TBA, hexano, tolueno, DEE, los tres ultimos para
estudios de cometabolismo), se emplearon bases de placas Petri (en el caso de los
desecadores) o tubos de ensaye de 15 mL (en el caso de los frascos) conteniendo
aproximadamente 3 g de carbon activado en donde se adicionaba 1 mL del sustrato, lo cual
permiti6 su gradual evaporacion. En el caso del TBA, debido a que es menos volatil que los
otros compuestos, se agrego directamente en las placas Petri (1 mL/L) antes de solidificar
el medio, ademads del agregado en el tubo de ensaye. Aproximadamente una vez por semana
se abrian los recipientes para airearlos y se adicionaba una nueva cantidad de sustrato. Los
microorganismos se sembraron por duplicado. Como controles negativos se inocularon
cajas sin fuente de carbono (atmosfera de aire solamente) y como controles positivos medio
con glucosa como unico sustrato de crecimiento. Los recipientes se incubaron a 30 °C. La
adaptacion en medios solidos se realizé aproximadamente por 4 meses. El crecimiento en
los sustratos probados se evalud por comparacion con el crecimiento en los controles. En el
caso de la adaptacion en medio liquido, para el consorcio UAMI con gasolina se utilizé un
matraz erlenmeyer de 1 L sellado con un tapoén de goma forrado con teflon y papel
Parafilm® (Figura 5.3) conteniendo medio litro de medio mineral (Tabla 5.1). Para las
demas adaptaciones en medio liquido (a menos que se indique lo contrario), se utilizaron
matraces erlenmeyer de 125 mL con tapén de baquelita o valvulas Mininert® con rosca, con
MTBE como unica fuente de carbono o con mezclas MTBE-sustrato para evaluar posible
cometabolismo. Los matraces se incubaron a 30 °C en agitacion a 150 rpm. Las
adaptaciones en medio liquido se realizaron en aproximadamente 3 meses. También en este
caso fue necesario abrir periddicamente los frascos para airearlos y adicionar una nueva
cantidad de sustratos.

5.2.3 Mantenimiento y propagacién de los consorcios UAMI y F

Para el crecimiento de los consorcios UAMI y F se emplearon dos reactores de membrana
alimentados periddicamente con MTBE (Figura 5.4), consistentes en recipientes de vidrio
con un sistema de agitacion y con un soporte interior alrededor del cual se enrolld una
manguera de silicon (Cole Parmer, 1/32” de pared), de tal forma que ambos extremos
quedaran por fuera del reactor. El recipiente se llend completamente con medio mineral
(Tabla 5.1) y se aireaba indirectamente con una bomba que circulaba aire a través de la
manguera ya que el silicon es permeable al oxigeno y al CO;, pero poco permeable al
MTBE. Los microorganismos formaron una biopelicula en las paredes exteriores de la
manguera. Los reactores se incubaron a temperatura ambiente.

5.3 Medios de cultivo

La propagacion de los hongos (H1 a H20) se realiz6 en medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
de Sigma-Aldrich. Los hongos H21 a H23 se propagaron en medio MYA (Malta: 1 g/L;
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Extracto de levadura: 20 g/L; Agar: 20 g/L). El enriquecimiento inicial de las muestras de
suelos contaminados en vapores de gasolina se hizo en el medio mineral MM 1 (modificado
de Fortin & Deshusses 1999a, ver Tabla 5.1). El cultivo derivado de los suelos y las cepas
puras (H1 a H23) se enriquecieron posteriormente en medio YNB sin aminoacidos (Sigma-
Aldrich) y en medio BH (Difco). Cuando fue necesario utilizar medios minerales so6lidos,
se agregd Agar Noble (Difco): 20 g/L. El consorcio UAMI y el consorcio F se cultivaron en
medio MMI1. El consorcio S se cultivdo en medio MM2 (ver Tabla 5.2). Los cultivos
fingicos derivados de los cultivos mixtos se cultivaron en medio PDA para propositos de
identificacion, excepto los hongos derivados del consorcio S que se cultivaron en medio
MM2 adicionado con 5 g/L de extracto de malta (Amresco, EUA) o en medio YPGA
(Extracto de levadura: 3 g/L; Peptona de caseina: 10 g/L; Glucosa: 20 g/L; Agar: 20 g/L).

Tabla 5.1 Medio Mineral MM1.

Concentracion

Compuesto glL Solucién de Elementos Traza
K,HPO, 2.00 Compuesto Concentracion g/L
KH,PO, 1.00 ZnS04-7H,0 1.4400
KNO; 1.00 MnSO,4-H,O 0.8411
Medio YNB sin aa. 1.00 CoCl,-6H,0 0.2621
MgSO0,-7H,0 0.50 H;BO; 0.0620
CaCl,-2H,0 0.018 NiCl,-6H,O 0.0900
Solucién Elementos 5 mL NaMoO,4-2H,0 0.4900

Traza
pH 6.8-7.0 FeCl;-6H,0 0.2000

Fuente: Modificado de Fortin & Deshusses 1999a, elementos traza modificados de Meynell et al. 1970

Tabla 5.2 Medio Mineral MM2.

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
g/L g/L
NaNO; 18.0 FeSO,7H,O 0.015
KH,PO, 1.30 MnSO,-H,0 0.012
MgSQO,4-7TH,0 0.38 CuSO45H,0 0.0025
CaS0,42H,0 0.25 CoCl,-6H,0 0.0015
CaCl, 0.055 H;BO; 0.0015
pH 4.5-5.0 ZnS0,47H,0 0.013

Fuente: Arriaga & Revah 2005

76



5. MATERIALES Y METODOS

Los medios se esterilizaron a 121 °C por 20 minutos antes de inocularse. Una excepcion
fue cuando se us6é medio YNB; éste se esteriliz, disolviéndolo en agua destilada y
filtrandolo en una membrana hidrofilica de 0.22 um de diametro de poro para evitar su
desnaturalizacion por calor.

En este trabajo se observd que cuando los microorganismos degradadores de MTBE se
cultivaron con fines de propagacion y/o purificacion en medios ricos, perdian su capacidad
degradativa, por lo que se cultivaron en medios minerales con antibidticos con el fin de
eliminar las bacterias y purificar los hongos de un cultivo mixto. Ya que no fue posible la
completa purificacion de los hongos de esta forma, los antibidticos se usaron para favorecer
el crecimiento ya sea de los hongos (inhibiendo las bacterias con antibacteriales) o de las
bacterias (inhibiendo los hongos con antifiingicos) en el cultivo mixto y poder evaluar asi el
papel que estos dos grupos microbianos desempefian en la degradacion de los compuestos
de interés. Los antibacteriales empleados fueron: cloranfenicol (20 mg/L disuelto en etanol)
y gentamicina (50 mg/L disuelto en agua). Como antiflingico de usé una suspension de
nistatina (50 mg/L en agua). Las soluciones de cloranfenicol y sulfato de gentamicina se
esterilizaron por filtracién usando una membrana de 0.22 pum de diametro de poro para
evitar su desnaturalizacion por calor; la nistatina no se pudo filtrar por ser una suspension,
por lo que se utiliz6 sin esterilizar.

5.4 Reactivos

Dietil éter (99.9%, p = 0.713 g/cm’) y MTBE (>99%, p=0.740 g/cm’) fueron de J.T. Baker
(Xalostoc, México); n-Hexano (95%, p=0.66 g/cm’) de Teqsiquim, (México); ETBE (99%,
p=0.742 g/cm’), HIBA (98%), TAME (97%, p=0.77 g/cm’), Tolueno (99.5%, p = 0.87
g/cm’), Cloranfenicol, Gentamicina y Nistatina fueron de Sigma Aldrich (Milwaukee, WIS,
EUA); TBA (99.5%, p=0.77 g/cm’) fue de Merck (Darmstadt, Alemania); '*C-MTBE en
etanol con una actividad especifica de 5.8 mCi/mmol fue de Perkin Elmer Life Sciences
Inc. (Boston, MA, EUA). El liquido de centelleo ScintiVerse II fue de Fisher Scientific
(Fair Lawn, NJ, EUA). MHP se preparo en el Departamento de Quimica de la UAMI por
Eduardo Gonzalez y tuvo una pureza >85% por NMR. Todos los otros compuestos fueron
obtenidos de proveedores comerciales y fueron de la mas alta pureza disponible.

5.5 Determinaciones analiticas
5.5.1 Técnicas cromatogréficas

Cuantificacion de oxigenantes y N-hexano en fase gas. La concentracion de los oxigenantes
se determind en un cromatografo de gases Hewlett Packard), modelo 5890 serie II con un
detector de ionizacion de flama (GC-FID). Para la deteccion de los compuestos estudiados,
se inyectaron periddicamente (dependiendo de la velocidad de degradacion) 250 pL de la
fase gaseosa (headspace) de los microcosmos, con una jeringa para gases Precision
sampling®, (Rouger, Lousiana) de 0.250 mL de capacidad a una columna capilar de metil
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silicon de 30 m de longitud, didmetro interno de 0.32 mm y pelicula de 0.25 um (Quadrex
Corporation, EUA). Como gas acarreador se us6 nitrogeno (Praxair, México) a un flujo de
1.5 mL/min. Las condiciones de trabajo fueron: inyector 180 °C, columna 40 °C, detector
210 °C, atenuacion 4 y rango 3. El flujo del hidrégeno fue de 30 mL/min y el flujo del aire
de 300 mL/min.

Cuantificacion de O, y CO,. La determinacion de la respiracion (consumo de oxigeno y
produccion de bidxido de carbono) se realizd inyectando 250 pL del headspace del
microcosmos en un cromatdgrafo de gases GOW MAC (serie 550) con un detector de
conductividad térmica (GC-TCD), con una columna concéntrica CTR-1, (Alltech, EUA)
con helio (Praxair, México) como gas acarreador a una velocidad de flujo de 65 mL/min.
Las temperaturas de operacion fueron: inyector 30 °C, detector 70 °C y columna 30 °C. La
corriente fue de 100 mA.

Las mediciones en GC-FID se hicieron por triplicado. Las lecturas proporcionadas por el
cromatografo (area bajo la curva) se convirtieron en concentraciones (mg/mL) en fase gas o
en fase liquida segun el compuesto, mediante curvas estdndar.

Determinacion de concentraciones en la fase liquida. En el caso de los oxigenantes como el
MTBE, TAME, ETBE y TBA, que son compuestos volatiles pero muy solubles en fase
acuosa, se calculd un coeficiente de particion aire-medio de cultivo (Coeficiente
adimensional de la Ley de Henry) con la finalidad de determinar la concentracion de estos
compuestos en el medio de cultivo, a partir de la medicion en la fase gaseosa de cada
microcosmos. Para tal efecto se realizd una curva estandar de cada oxigenante con una serie
de 10 frascos sin liquido, Uinicamente con aire. De esta serie se determind la concentracion
de los compuestos en fase gaseosa (Cgas) como una funcion lineal del area bajo la curva
(ABCgs) medida por cromatografia (los coeficientes de regresion fueron en general
superiores a 0.990):

Ces=m* ABCyg +b  (5.1)

A partir de una segunda serie de frascos, esta vez conteniendo determinada cantidad de
medio de cultivo, se midieron las areas bajo la curva en la fase gaseosa, y con la funcion
(5.1) calculada con la primera serie, se determind la concentracion de oxigenante en el gas
(headspace) de cada frasco. Puesto que se conocen los volimenes de liquido, de aire y la
cantidad total de oxigenante en cada frasco, se establecid la concentracion en el liquido.
Una vez calculadas las concentraciones en fase gaseosa y en fase liquida, la pendiente de la
recta Ciiq vs. Cgas serd el Coeficiente de particion gas/liquido Cpgasiiq

Concentracién en el gas
Cpgas/liq = = — (52)
Concentracion en el liquido
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Combinando las relaciones (5.1) y (5.2) tenemos:

m * ABCgs + b
Concentracion en el liquido = 2 (5.3)
Cpgas/liq

En la Tabla 5.3 se indican los coeficientes determinados para los oxigenantes estudiados. El
valor calculado dependid del medio de cultivo utilizado.

Tabla 5.3 Coeficientes de particion adimensionales aire-medio de
cultivo a 30 °C.

Compuesto _ Coeficiente de particién _ Coeficientes
aire/medio de cultivoa 25 °C  aire/agua a 25 °C*
MTBE 0.035-0.060 0.022-0.12
ETBE 0.063-0.093 0.11
TAME 0.050-0.070 0.052-0.081
TBA 0.0004-0.0009 0.00048-0.00059

*Ver tabla 2.1

En el caso del n-hexano (muy poco soluble), se prefiri6 medir la concentracion en el
headspace en lugar de la fase liquida. En cuanto al HIBA y MHP, debido a que son muy
solubles y muy poco volatiles, no se pudo medir directamente su concentracion mediante
GC. En estos casos su degradacion se determind indirectamente mediante respirometria
(consumo de oxigeno y produccion de bidxido de carbono).

5.5.2 Cuantificacion de biomasa

La biomasa se determiné indirectamente mediante la medicioén de proteina por el método de
Lowry en un espectrometro Spectronic 20D (Milton Roy Company, EUA) a 590 nm en
celdas de vidrio de 10 cm de longitud. Como blanco se utilizé medio de cultivo estéril. Para
la curva estandar se utiliz6 seroalbumina bovina.

Ya que la biomasa en general crecié en forma de granulos o de agregados macroscopicos,
antes de poder determinar su contenido de proteina o de usarla como in6culo en algun
experimento, fue preciso dispersarla en un homogenizador manual de vidrio (Pirex") con el
fin de obtener una suspension microbiana homogénea.

En muchos casos, el incremento en la biomasa después de crecer en alguno de los sustratos
fue tan pequefio que no fue posible determinarlo mediante la medicioén de proteina, en estos
casos, el rendimiento se determind mediante la produccion de CO, suponiendo que el
carbono no mineralizado se incorpord como biomasa (formula elemental CH; 7900 sNy» con
5% de sales, Ertola et al. 1994. Ver apéndice A).
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5.6 Microcosmos
5.6.1 Experimentos cinéticos

Los experimentos de degradacion de los compuestos estudiados se realizd en reactores
cerrados (microcosmos) de 60 mL, 125 mL, 160 mL o 600 mL segun el experimento,
sellados con valvulas Mininert®, bajo condiciones aerdbicas. Cada botella contenia 5 mL,
10 mL o 25 mL (dependiendo del experimento) de alguno de los medios de cultivo
descritos anteriormente. Las botellas se inocularon con aproximadamente 10% v/v de una
suspension microbiana descrita en la seccidon anterior. Previamente se determind el
contenido de proteina de esta suspension para conocer la cantidad inicial de biomasa de
cada microcosmos. Al final de cada experimento también se midi6 la cantidad de proteina
para determinar el incremento de biomasa. Los sustratos liquidos se afadieron con una
microjeringa Hamilton® (Reno, Nevada. EUA) de 10 pL de capacidad. En el caso del
HIBA que es una sal o del MHP que es un liquido muy viscoso, fue necesario hacer
diluciones previas en medio de cultivo para poder adicionarlas con la microjeringa. Las
botellas se incubaron en condiciones controladas a 30 °C y se agitaron en un agitador
rotatorio a 150 rpm. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Cada experimento consistio de las siguientes unidades experimentales:

« Dos botellas adicionadas con el oxigenante o intermediario a estudiar

« En el caso de los estudios de cometabolismo dos botellas con el oxigenante mas el
sustrato (fuente de carbono y energia)

« Dos botellas sin ninguna fuente de carbono para determinar la respiracion endogena
del cultivo.

« Dos botellas con el compuesto a estudiar sin inocular para determinar posible
degradacion abidtica.

5.6.2 Determinacion de las tasas de degradacion

Las tasas de degradacion de sustrato o de produccion de CO, indican la cantidad de sustrato
consumido (o de CO, generado) por unidad de tiempo por unidad de biomasa. Los datos
experimentales se ajustaron mediante el modelo de Gompertz, una funcion asintdtica
desarrollada por Benjamin Gompertz en 1825 que ha sido utilizada para modelar el
crecimiento tanto de plantas (Hunt 1982), como de bacterias (Zwietering et al. 1990). Este
modelo tiene tres parametros arreglados como una doble exponencial:

Y =aexp (- pexp ™) (5.4)

Donde:

Y = es la variable aleatoria a estimar

a = es la maxima cantidad de Y cuando el tiempo se incrementa indefinidamente
(sus unidades seran las mismas que Y)
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B = es un parametro adimensional de ajuste

Kk = es la razon de cambio especifico de la variable dependiente con respecto a la
variable independiente. (si X = tiempo sus unidades seran: 1/tiempo)

X = es la variable independiente, en este caso serd tiempo.

En nuestro caso, la variable Y representa la concentracion de sustrato consumido (o de CO,
generado) en unidades de mg/mL.

Para obtener la velocidad maxima de consumo de sustrato o generacion de CO,, se derivo
el modelo de Gompertz, esto es, la derivacion de Y con respecto al tiempo obteniéndose la
siguiente expresion:

Vinsx = 0.368 ax (5.5)

La velocidad maxima especifica de consumo de sustrato o generacion de CO, se obtuvo al
dividir la velocidad méaxima volumétrica (mg/mL-h) calculada mediante la ecuacién 5.5 por
la concentracion final de proteina (mg proteina/mL), expresdndose por lo tanto en unidades
de mg/mg proteinaisiciarh. Ya que el incremento en biomasa de cada experimento fue muy
pequefio y en ocasiones no detectable por la medicion de proteina, se decidio usar el valor
final como representativo de la cantidad de biomasa durante todo el tiempo que duré cada
experimento.

5.6.3 Experimentos de mineralizacion

Para estos experimentos se utiliz6 '*C-MTBE uniformemente marcado disuelto en etanol
con una actividad especifica de 5.8 mCi/mmol. El experimento se realizo en botellas de 160
mL. La radioactividad inicial fue de 1.66 x 10 mCi. La incubacion se realizé bajo las
mismas condiciones que los experimentos cinéticos. La liberacion de '*CO, se analizd
como se describe en Fortin et al. (2001).

5.6.4 Experimentos con sustratos alternativos de crecimiento

Los rendimientos observados para MTBE con los cultivos estudiados son muy bajos y los
microorganismos pierden la capacidad de degradacion al crecer en un medio rico. Por esta
razon se experimentd el crecimiento de un cultivo degradador de MTBE y TBA (consorcio
S) en algunos compuestos que se pens6d podrian sostener el crecimiento sin perder la
capacidad de degradacion de los oxigenantes. Se observo que los cultivos con cloranfenicol
crecian mejor que sin antibidtico, una posible explicacién es que el etanol usado como
solvente del antibidtico serviria como un buen sustrato de crecimiento. Se eligieron como
sustratos probables ademas del etanol (Bekri & Pauss 2002), glicerol (Johnson et al. 2004),
extracto de malta (Spigno et al. 2003, Arriaga & Revah 2005) y dos compuestos que
forman parte del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Johnson et al. 2004): acido citrico y
malico. Los cultivos se desarrollaron en matraces erlenmeyer de 1 L conteniendo 100 mL
de medio mineral (medio MM2). Los matraces se inocularon con diez a quince granulos del
cultivo crecido en MTBE o TBA y se alimentaron con 5 g/L de los sustratos. Se cubrieron
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con tapones de algodon estériles y se incubaron a 30 °C a 100 rpm. Después de
aproximadamente una semana de incubacion, la biomasa desarrollada en cada sustrato se
recuperd por filtracion, se lavo con solucion salina isotonica (0.85 % NaCl), se disperso
mediante un homogenizador manual de vidrio y se utiliz6 como indculo de microcosmos
(10 % de inoculo v/v) alimentados con TBA o MTBE.

5.7 Observaciones al Microscopio Electronico de Barrido (SEM)

Se tomaron muestras de granulos del consorcio H cultivado a pH 4.5 (ver seccion 6.1.1.2).
Los microorganismos se fijaron con glutaraldehido al 6% y osmio al 2% y deshidrataron
gradualmente con mezclas de 30, 50, 70, 90 y 100% de etanol-agua. Posteriormente las
muestras se secaron en un desecador de punto critico y recubrieron con oro para su
observacion al microscopio electronico de barrido (Bozzola & Russell 1991).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cepas puras de hongos y los consorcios Hy B
6.1.1 Evaluacién del crecimiento en atmosferas controladas

La adaptacion de las 23 cepas puras de hongos filamentosos mencionadas en Materiales y
Meétodos (seccion 5.2.1 a) y del cultivo derivado de suelos contaminados con gasolina
Magna (seccion 5.2.1 b), se efectud en placas Petri con medios YNB o BH. Para tal fin, las
placas se colocaron en atmosferas de los siguientes sustratos: gasolina Magna, tolueno
(como representante de los compuestos aromaticos de la gasolina), n-hexano (como
representante de los alcanos), DEE (debido a su estructura éter), MTBE y TBA.

Tabla 6.1 Evaluacion del crecimiento en medio s6lido de cepas fingicas y
dos consorcios con atmosferas controladas de diferentes sustratos. Se
utiliz6 una escala cualitativa con cinco niveles: ++ (muy bueno), +
(bueno); +/- (regular); - (poco) y -/- (nulo o similar a los controles
negativos, ver seccion 5.2.2).

Cultivo Gasolina Tolueno MTBE TBA Hexano DEE
H-1 +/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-2 ++ + -/- -/- + +
H-3 + + /- /- - +
H-4 + +/- -/- -/- -/- +
H-5 +/- ++ -/- -/- -/- -
H-6 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-7 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-8 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-9 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-10 + -/- -/- -/- + -/-
H-11 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-12 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-13 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-14 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-15 -/- + -/- -/- - -
H-16 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-17 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-18 -/- + -/- -/- - -
H-19 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-20 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
H-21 NP -/- -/- -/- -/- -/-
H-22 NP -/- - -/- - -/-
H-23 NP -/- - -/- - -/-
Consorcio H ++ NP - - ++ ++
Consorcio B ++ NP - - -/- A

NP = No se prob6
La Tabla 6.1 muestra que so6lo las cepas puras H-22 y H-23 y los consorcios H y B

presentaron un crecimiento en MTBE ligeramente superior a los controles negativos.
Unicamente los consorcios H y B mostraron poco crecimiento en TBA. Ambos consorcios
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mostraron un crecimiento muy bueno en gasolina, ademas el consorcio H logré un
crecimiento muy bueno en hexano y en dietil éter. El consorcio B aparentemente estaba
compuesto solo por bacterias (al observarse al microscopio y por cultivos en medio so6lido),
mientras que el consorcio H contenia un hongo y al menos un coco Gram negativo (Figura
6.1). Los hongos que mostraron mejor crecimiento en gasolina, tolueno, hexano o DEE (y
potencial para la degradacion cometabolica del MTBE) fueron las cepas H-1 a 5, H-10, H-
15y H-18.

6.1.2 Adaptacion y evaluacion de la capacidad degradativa del consorcio H y del
consorcio B.

Los cultivos puros con mejor crecimiento y los consorcios H y B, se sembraron en medio
mineral liquido (YNB o BH, respectivamente) con 180 ppm de MTBE como tnica fuente
de carbono o en mezclas MTBE-tolueno, MTBE-hexano y MTBE-DEE para evaluar
cometabolismo potencial. El indculo en cada caso se obtuvo raspando la biomasa de la
superficie de las placas. El consumo de los sustratos y la respiracién de los cultivos se
monitorearon mediante cromatografia GC-FID y GC-TCD respectivamente.

Ninguna de las cepas puras pudo degradar MTBE ya sea como unica fuente de carbono y
energia ni por cometabolismo con los sustratos estudiados. Los ensayos preliminares
mostraron resultados positivos de degradacion de MTBE solamente en dos casos: con los
consorcios B y H. Las cinéticas de degradacion se muestran en las Graficas 6.1 y 6.2
respectivamente de las que podemos observar lo siguiente:

1) Ambos consorcios fueron capaces de degradar el MTBE, el consorcio B fue
aparentemente mejor ya que degrado 91.6% del oxigenante inicial en 475 h,
mientras que el consorcio H degrad6 78.4% en el mismo tiempo.

2) Cabe mencionar que en estos experimentos no se determind la cantidad de
biomasa en cada microcosmos por lo que las velocidades maximas calculadas
son volumétricas. El consorcio B mostré una velocidad méaxima de
degradacion de MTBE alrededor del doble que el consorcio H (0.0005 vs.
0.0002 mg/mL-h). La velocidad del consorcio B se calcul6 mediante un
analisis de regresion con el modelo de Gompertz, mientras que la cinética del
consorcio H se ajusté mediante un andlisis de regresion lineal.

3) El consumo de O, y la producciéon de CO, en ambos casos fueron bajos,
probablemente a que no se mineralizé toda la molécula de MTBE.

Si se considera que el volumen de aire en el headspace de cada microcosmos, se comporta
idealmente y que la presion atmosférica en la Cd. de México es aproximadamente 585 mm
de Hg, entonces pudieron determinarse los porcentajes molares de CO, y de O; a través de
mediciones en GC-TCD, y a partir de estos las concentraciones molares, que representan la
respuesta respirométrica para ambos consorcios (Tabla 6.2).
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Gréfica 6.1 Cinética de degradacion de MTBE y respiracion por el consorcio B en medio liquido.

La V4 fue de 0.0005 mg/mL-h. A MTBE, ¢ CO,, m O,.
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Gréfica 6.2 Degradacion de MTBE y evolucion de la respiracion por el consorcio H en medio

liquido. La V4 fue de 0.0002 mg/mL-h. A MTBE, ¢ CO,, m O,.
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Tabla 6.2 Datos respirométricos de ambos consorcios degradadores de MTBE.
CO, mol O, mol O, mol O,

MTBE mol COy/mol

Consorcio mg cons MTBE (% _deI cons/mol teérico/n;ol teérico/ngol
tedrico) MTBE MTBE MTBE
Consorcio B 3.50 1.064 21.2 1.506 7.5 1.5
Consorcio H 2.79 1.145 22.8 1.201 7.5 1.5
Consorcio F° 10.31 2.565 58.2 4.771 7.5 1.5

ay b ver explicacion en el texto
c: Como referencia se proporcionan los datos respirométricos del consorcio F bajo las mismas
condiciones.

El dato indicado en la Tabla 6.2 como “mol O, teérico/mol MTBE (a)”, es la relacion de
oxigeno que se consumiria segun la estequiometria de la reaccion 6.1:

CsH0+750; ——» 5C0,+6H,0  (6.1)

Que nos indicaria la completa mineralizacion del MTBE.

El dato indicado en la Tabla 6.2 como “mol O, tedrico/mol MTBE (b)”, es la cantidad de
oxigeno que se consumiria de acuerdo con la estequiometria de las reacciones 6.4 ¢ 6.7:
CsH,O0+0.50, — C4H;,0 + CH,O (62)
CH,O + O, —— CO,+ H,0 T (6.3)
C5H120 + 1.5 02 EE— C4H1()O + C02 + HZO (64)

CsH;,0 + O, —— C4H,(0 + CH,0, (65)
CH,0,+0.50, — CO, + H,0 T (6.6)
C5H120 + 1.5 02 E— C4H1()O + C02 + HZO (67)

La reaccion 6.2 muestra la transformacion de la molécula de MTBE para formar TBA y
formaldehido (Steffan et al. 1997). La reaccion 6.5 se refiere a los casos en los que se ha
observado formacion de acido formico (Hardison et al. 1997, Hyman et al. 1998) (ver
Figura 3.1). Las reacciones 6.3 y 6.6 indican la oxidacion a CO, y agua del formaldehido y
del 4cido formico respectivamente, es decir, si s6lo se mineralizara el grupo metilo metoxi
del metil-tert butil éter. En ambos casos la ecuacion global es la misma (reacciones 6.4 y
6.7).

La Tabla 6.2 muestra que el consumo de O, por los consorcios B y H coincide con el valor
tedrico pronosticado segin la ecuacion 6.4 (0 6.7). Este dato también coincide con el
porcentaje de recuperacion del carbono de MTBE (21-22%), es decir s6lo se mineralizo
uno de cada 5 4tomos de carbono en la molécula de MTBE. Sin embargo, el TBA no pudo
detectarse en el headspace de los microcosmos bajo las condiciones de medicion en el
cromatografo.
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b \‘

Bacterias

Figura 6.1 (a) Consorcio H en medio s6lido. A simple vista crecieron colonias (5 mm) de un hongo.

(b) al microscopio se observo que el hongo estaban rodeado por colonias de al menos una bacteria
(Gram negativa).

Figura 6.2 Formacion de Granulos por el consorcio H en medio liquido. Analisis de proteina del
liquido mostr6 que toda la biomasa se encuentra en los granulos.

Figura 6.3 (a) A. terreus aislado en medio PDA. (b) granulos del consorcio H sembrados en
medio mineral en atmoésfera de MTBE. Después de 1 mes crecid el mismo hongo.
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Algunos reportes como el de Steffan et al. (1997) sefalan la capacidad de algunos cultivos
de metabolizar el grupo metilo metoxi del MTBE. Ellos encontraron que cuando la cepa
ENV425 crecida en propano se incubaba con MTBE se produjo TBA estequiométricamente
y que durante la produccién de TBA, aproximadamente 25% del carbono afiadido se libero
como CO,, presumiblemente resultado de la completa oxidacion del grupo metil metoxi del
MTBE. Sin embargo, a diferencia del presente trabajo, los autores encontraron una
recuperacion del 60% del MTBE anadido como CO,, es decir, la oxidacion posterior del
TBA formado.

Por otro lado, el valor alcanzado por el consorcio F de referencia, estd mas cerca al valor
teorico segun la ecuacion 6.1, lo que indica la posible mineralizaciéon de la molécula
completa; la diferencia entre el valor experimental y el tedrico puede deberse a la cantidad
de sustrato utilizada para crecimiento.

Ninguno de los dos consorcios B o H pudo en esta etapa degradar TBA, TAME o ETBE
(datos no mostrados).

Conforme el cultivo H se acondiciond a crecer en MTBE, se observo la formacion de
pequeios granulos, a diferencia de lo observado con cultivos bacterianos tipicos que en
medio liquido tienden a formar suspensiones homogéneas turbias. En este caso el medio de
cultivo era muy claro (Figura 6.2).

6.1.3 Obtencion de cultivos puros del consorcio H

Una vez que se comprobd que los cultivos mixtos B y H fueron capaces de degradar
MTBE, se procedi6 a realizar el aislamiento de cepas fingicas de ambos cultivos. Al
observar muestras de granulos al microscopio y mediante observaciones macroscopicas de
colonias crecidas en placas Petri con medio PDA, se determindé que el cultivo B era
basicamente bacteriano, no lograndose detectar ningiin hongo. Por el contrario, a partir de
un granulo del consorcio H se aislo en medio PDA, un hongo filamentoso identificado
preliminarmente como Aspergillus terreus (Figura 6.3a). Cuando se inocularon
microcosmos con medio liquido YNB con micelio del hongo aislado, no se observo
degradacion de MTBE en un periodo de 2 semanas. No obstante, se observaron pequenas
colonias en medio sdlido después de 1 mes de cultivo, cuando con granulos crecidos en
medio liquido YNB, se inocularon placas Petri con medio YNB en atmodsfera de MTBE
(Figura 6.3b), lo que indica que aparentemente el hongo si puede degradar MTBE pero
crece muy lentamente en el mismo.

En ensayos posteriores, se estudio la capacidad de degradacion de las esporas de A. terreus
y de micelio germinado en glucosa. No se logré la degradacion de MTBE en un periodo de
un mes. La concentracion inicial de MTBE fue de aproximadamente 180 mg/L. Se intento
ademas la induccién de la degradacion de MTBE con micelio del hongo crecido en medio
PDA mediante las adiciones periddicas del oxigenado, con la finalidad de no inhibir al
hongo con una concentracion elevada desde un inicio del cultivo. Se comenzé
aproximadamente con 1-2 mg/L a las 48 h de cultivo y se efectuaron adiciones crecientes
diarias durante una semana, hasta alcanzar 180 mg/L. Una vez lograda la concentracion de
trabajo, se determind la capacidad de degradacion. En un periodo de tres meses no se
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observo degradacion de MTBE. Esto puede deberse a dos causas: el hongo perdi6é su
capacidad de degradacion al ser aislado en un medio de cultivo rico, o nunca tuvo la
capacidad de degradar al oxigenante como cultivo puro. Con el fin de estudiar el papel
bacteriano en el consorcio, y debido a que no fue posible aislar de este cultivo ninguna
bacteria en medio YNB en atmdsfera de MTBE para su estudio directo, se decidio bajar el
pH hasta 4.5 con el fin de favorecer el crecimiento del hongo sobre las bacterias presentes
en los granulos. En caso de que la acidez llegara a inhibir al cultivo, se separaron algunos
granulos y se mantuvieron en el medio habitual para conservarlos como reserva. La Grafica
6.3 muestra la cinética de degradacion de MTBE por el consorcio H a pH 4.5.
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Gréfica 6.3 Degradacion de MTBE por el consorcio H en medio liquido a pH 4.5.

Puede observarse que el MTBE fue degradado totalmente en 286 horas sin ninguna fase lag
apreciable, de hecho la velocidad méxima de consumo (0.0006 mg/mL-h) fue el doble al
cultivo a pH 5.5, que es el pH normal del medio YNB. Esto pudo deberse a que el cultivo
estaba mas adaptado al MTBE que cuando se realizaron las primeras cinéticas. En cualquier
caso, esto muestra que la disminucion de las bacterias al bajar el pH no afectd
negativamente la capacidad de degradacion del cultivo. Al observarse al microscopio
muestras del liquido de cultivo, no se observaron bacterias. Las observaciones al
microscopio electronico revelaron en los granulos unas estructuras filamentosas de varias
micras (15-20 um) de longitud (Figura 6.4), aunque también se observaron algunas
estructuras redondas y alargadas mdas pequefias (< 1 pum) que podrian asociarse con
bacterias (Figura 6.4b y d). Esto indica que aunque se haya disminuido la poblacion
bacteriana, no desaparecid por completo, por lo que como siguiente paso se decidi6 utilizar,
ademas de pH bajo, antibidticos para eliminar definitivamente las bacterias que hubieran
sobrevivido al tratamiento con 4cido. Se utilizaron dos antibidticos: cloramfenicol y sulfato
de gentamicina. El cloramfenicol es un antibiotico de amplio espectro que sin embargo no
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Figura 6.4 Micrografias electronicas de granulos del consorcio H. En a) y b) se observan estructuras
filamentosas de aproximadamente 15-30 um de longitud. En c) se aprecia que estas estructuras eran
dominantes en la mayor parte de la superficie del granulo. En b) y d) también se aprecian pequefias
formaciones de menos de 1 pm que podrian asociarse con bacterias.
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ataca Pseudomonas, por lo que se optd por usar ademas gentamicina que si lo hace. La
capacidad de degradacion de MTBE de los granulos del consorcio H con antibioticos y pH
4.5 ceso inmediatamente (datos no mostrados) y tampoco se observd consumo de oxigeno
ni produccion de CO; durante un periodo de casi un mes de cultivo. Este resultado parece
indicar que la actividad de degradacion era debida a las bacterias presentes y no al hongo, o
bien que las bacterias y el hongo son requeridos juntos (simbiosis) para la degradacion del
MTBE, y que al faltar una especie, falla la ruptura del oxigenante. Aunque existe la
posibilidad que el hongo fuera también afectado por los antibioticos.

6.1.4 Experimentos de degradacion con los Consorcios adaptados Hy B
6.1.4.1 Degradacion de MTBE

Una vez acondicionado el cultivo H a degradar MTBE, se realizaron estudios cinéticos
posteriores durante aproximadamente 5 meses para verificar que el cultivo mixto
continuaba degradando el oxigenante, y se observaron algunos cambios en la capacidad de
degradacion. La Grafica 6.4 muestra el resultado de las ultimas tres cinéticas en el medio
YNB y en la Tabla 6.3 se resumen los datos cinéticos y respirométricos de las 7 tltimas
cinéticas.
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Grafica 6.4 Cinéticas sucesivas de degradacion de MTBE por el cultivo mixto H en medio liquido
YNB después de un periodo de adaptacion de cinco meses.

Al comparar los resultados de degradacion de MTBE en medio YNB de la primer cinética
con los de las ultimas cinéticas 5 meses después (Graficas 6.2 y 6.4), se observa que
aumento el porcentaje de degradacion de 78.4% a mas del 99% (el limite de deteccion del
MTBE se establecid en 2.5 ppm), y el tiempo de cultivo se redujo de 475 horas a 175 h. En
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estos casos los datos no se ajustaron y se determinaron las velocidades promedio de
consumo La velocidad de degradaciéon aumento de 0.0002 mg de MTBE/mL-h a 0012
mg/mL-h (Tabla 6.3).

Tabla 6.3 Datos cinéticos y respirométricos de degradacion de MTBE por el
consorcio H.

" MTBE % O % CO Vprom
Cinetica mg cons % Consumo del teériio* del teériczo* mgF/)mL-h
1 5.46 >99.9 49.7 61.8 0.0019

2 4.19 >99.9 64.3 57.6 0.0018

3 491 >99.9 78.5 68.4 0.0006

4 3.98 >99.9 75.0 64.4 0.0011

5 4.87 >99.9 53.3 50.1 0.0012

6 4.20 >99.9 63.6 56.6 0.0009

7 3.62 >99.9 65.9 59.0 0.0009
Promedio 64.3 59.7 0.0012

* Tedrico: Oxidacion completa

El porcentaje de recuperacion de carbono como CO, aument6 del 22.8% a cerca del 60% y
el consumo de O, promedio fue del 64% con respecto al tedrico, lo que nos indica que el
cultivo desarroll6d la capacidad de metabolizar méas que el grupo metilo del MTBE. La
formacion de TBA se detectd de forma transitoria, y no se acumul6. Practicamente no se
encontraron carbonatos en el medio liquido. Estos datos a diferencia de los obtenidos
durante el enriquecimiento del cultivo, ahora coinciden con los reportados por Steffan et al.
(1997), quienes también recuperaron 60% del MTBE como CO, y el TBA se acumuld
transitoriamente. Estos resultados se deben por una parte al incremento de la biomasa y por
otro a la mejor adaptacion del cultivo mixto; probablemente a un cambio poblacional del
mismo (crecimiento preferencial de una especie sobre otras).

En la Gréfica 6.5 se observan las dos ultimas cinéticas de degradacion de MTBE por el
consorcio B después del periodo de adaptacion de 5 meses. Los Gltimos experimentos con
el consorcio B, también muestran cambios en la degradacion del oxigenante. El porcentaje
de degradacion se mantuvo méas o menos constante de 92% en 475 horas a 94% en 360
horas. La velocidad promedio de degradacion también se mantuvo casi constante, de
0.0005 mg/mL-h hasta 0.0004 mg/mL-h (Tabla 6.4). Debe senalarse sin embargo, que en la
primera cinética se observo una fase lag de alrededor de 50 horas, en cambio en las ultimas
cinéticas la degradacion inici6 de manera lineal desde el tiempo cero. Estos hechos dan
indicio de una mejor adaptacion del cultivo.

Al final de las ultimas cinéticas, los granulos cultivados en ambos medios (YNB y BH)
mostraron un aspecto similar tanto en color como en tamafo. Sin embargo, puesto que las
observaciones al microscopio y la propagaciéon en medio mineral y en medio rico mostrd
que el cultivo B era basicamente bacteriano, no se profundizé més en su estudio, por no ser
las bacterias el objetivo principal de esta Tesis.
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Graéfica 6.5 Ultimas dos cinéticas de degradacion de MTBE por el cultivo mixto B en medio liquido.
¢ Cinética 1, m Cinética 2.

Tabla 6.4 Datos cinéticos y respirométricos de degradacion de MTBE por el
consorcio B.

- MTBE % O % CO Vprom
Cinética mg cons % Consumo del te()ritz:o* del teériczo* mg?mL-h
1 1.37 99.3 85.10 77.1 0.00044

2 1.21 89.1 80.97 74.8 0.00036
Promedio 94.2 83.03 76.0 0.00040

* Teorico: Oxidacion completa

6.1.4.2 Degradacion de TBA

Para los experimentos posteriores de degradacion de otros oxigenantes por el cultivo H, se
decidio dividir la biomasa del microcosmos con medio YNB en dos partes para formar dos
microcosmos en frascos serologicos mas pequefios de 60 mL conteniendo 10 mL de medio.
Uno de los microcosmos continu6 alimentandose con MTBE para servir como cultivo de
referencia. El segundo frasco fue alimentado con TBA. En la Grafica 6.6 se muestran las

cinéticas de degradacion de MTBE y TBA.

97



MIGUEL MAGANA REYES

Sustrato (mg/mL)

0 L T Ll Ll
0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)

Gréfica 6.6 Degradacion de TBA por el cultivo mixto H en medio liquido. Degradacion de MTBE
como referencia. A TBA, ¢ MTBE.

A diferencia de los primeros experimentos en la fase de enriquecimiento del cultivo, se
confirm6 que el cultivo fue capaz de degradar TBA, a una velocidad maxima de 0.0133
mg/mL-h. El cultivo de referencia con MTBE degrad¢ el sustrato a una velocidad promedio
de 0.0026 mg/mL-h. A diferencia de los datos reportados por Hyman et al. (1998) se
observa que la velocidad de degradacion de TBA es mayor que la del MTBE y puesto que
la degradacion de ambos compuestos se realizo sin fase lag, es posible que una enzima
comin sea responsable de la degradacion de ambos compuestos. Liu et al. (2001)
encontraron que una misma enzima es responsable tanto de la degradacién cometabdlica de
MTBE como de TBA en Arthrobacter (ATCC 27778). En este trabajo ambos sustratos
fueron consumidos por encima del 99%. El porcentaje de recuperacion de carbono como
CO; para el TBA fue de 77.2% y de 77.3% para el MTBE. Estos ultimos datos muestran
que el cultivo estd mucho mejor adaptado que con respecto a los primeros experimentos y
el MTBE podria servir como sustrato de crecimiento y que la ruptura del enlace éter
probablemente es el paso limitante de su degradacion.

6.1.4.3 Degradacion de ETBE y TAME
También se estudi6 la degradacion de ETBE y TAME. Luego, en cinéticas posteriores, con
el fin de favorecer el crecimiento del hongo sobre las bacterias e investigar el efecto de su

inhibicién en la degradacion de los oxigenantes, a los microcosmos se les anadid
gentamicina. La Gréfica 6.7 muestra los resultados obtenidos.
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Gréfica 6.7 Degradacion de ETBE y TAME por el cultivo H en medio liquido con y sin antibiotico.
¢ ETBE, A ETBE con antibi6tico, & TAME, ® TAME con antibidtico.

Ambos oxigenantes fueron consumidos por los cultivos a diferencia de los experimentos de
enriquecimiento. El ETBE se degrad6 a una velocidad promedio de 0.0023 mg/mL-h. El
consumo fue de 86.6% en 216 h. La recuperacion de carbono como CO, fue del 67.8%. La
cinética de TAME mostré una degradacion superior al 99% en 163 horas, con una
velocidad promedio de 0.0019 mg/mL-h y una recuperacion de carbono de 65.8%. En el
caso del ETBE con antibiotico, se observo una disminucion en la velocidad de degradacion
a 00008 mg/mL-h. También disminuy6 la degradacion al 55.6% y el porcentaje de
recuperacion (58.35%). El experimento de degradacion de TAME con antibiotico también
mostrd degradacion superior al 99% pero en 216 h. La velocidad promedio de degradacion
disminuy6 ligeramente a 0.0017 mg/mL-h. Sin embargo la recuperacion de carbono
aument6 a 76.5%. Este dato aporta evidencia de que la degradacion de los oxigenados es
debida principalmente a un hongo filamentoso. Ya que la degradacion de ambos
compuestos se realizo sin fase lag puede pensarse que son degradados por la misma enzima
que el MTBE y el TBA.

6.1.5 Conclusiones parciales con el consorcio H
1) Después de un periodo de enriquecimiento, se obtuvo un consorcio predominantemente
fangico (H) compuesto por el hongo A. terreus y al menos una bacteria capaz de

degradar MTBE (0.0026 mg/mL-h), TAME (0.0019 mg/mL-h) y ETBE (0.0023
mg/mL-h) en cultivos liquidos con acumulacion transitoria de TBA.
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2) Los datos de respirometria muestran que el consorcio utilizd6 los sustratos de
crecimiento.

3) Lavelocidad de degradacion del TBA (0.0133 mg/mL-h) fue mayor que la velocidad de
degradacion de MTBE (0.0026 mg/mL-h) lo que indica que el rompimiento del enlace
éter es el paso limitante en la degradacion de MTBE.

4) El rendimiento celular con MTBE fue muy bajo (no detectable).

5) La enzima responsable de la oxidacion inicial del MTBE fue inducible por la presencia
del propio oxigenante.

6) Puesto que la degradacion de TBA, TAME y ETBE por el cultivo enriquecido en
MTBE procedi6 sin una fase lag apreciable, es posible que la enzima responsable de la
oxidacion de estos compuestos sea la misma.

7) Los experimentos con antibidticos aportan evidencia que la degradacion de los
oxigenantes es debida principalmente al hongo A. terreus.

6.2 El consorcio UAMI y el consorcio F

Después de un periodo aproximado de tres meses de enriquecimiento en medio liquido, a
partir de muestras de un biofiltro degradador de pentano y MTBE por cometabolismo,
mencionadas en la seccion 5.2.1 d, se logré un cultivo mixto (UAMI) en forma de
“granulos” (Figura 6.5) capaz de degradar MTBE como unica fuente de carbono y energia.
Este cultivo se compar6 con un cultivo de referencia obtenido en la Universidad de
California, Riverside: el consorcio F (ver seccion 5.2.1 e).

6.2.1 Adaptacion y evaluacién de la capacidad degradativa del consorcio UAMI y
del consorcio F

Las primeras cinéticas de degradacion de MTBE se muestran en la Grafica 6.8. Se observa
que los dos consorcios: UAMI y el cultivo de referencia F pudieron consumir MTBE,
logrando el 100% de degradacion de la masa inicial de MTBE en alrededor de 145 horas.

Ambos cultivos lograron la mineralizacion del MTBE en mas del 60% (Tabla 6.5). Sin
embargo, el consumo de oxigeno fue mayor al 100% con respecto al valor tedrico esperado
para la completa mineralizacion de la molécula (probablemente debido a respiracion
endogena). La velocidad maxima de degradacion del consorcio F fue de 0.0043 mg/mL-h 'y
para UAMI de 0.0023 mg/mL-h.

Una vez que se comprobd que los cultivos podian degradar MTBE, se estudio la
degradacion de otros oxigenantes: TBA, ETBE y TAME. Al realizar el cambio de medio
mineral para realizar la cinética con ETBE, se observo que el consorcio F comenzé a
lisarse. Se realizd una cinética mas de degradaciéon de MTBE con este consorcio pero
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perdié por completo la capacidad de degradacion. Tampoco se observd produccion de
bidxido de carbono ni consumo de oxigeno.
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Gréfica 6.8 Cinéticas de degradacion de MTBE por los consorcios UAMI A y F m en medio
liquido.

La Grafica 6.9 muestra la degradacion de TBA, TAME y ETBE por el consorcio UAMI. El
consorcio UAMI consumi6 86% del ETBE inicial; a partir de las 350 horas de cultivo ces6
el consumo de ETBE, sin embargo se logré la completa mineralizacion del sustrato
consumido (Tabla 6.5). En comparacion con la cinética de MTBE, se observa que el cultivo
no emplea practicamente nada de ETBE para formacién de biomasa.

Tabla 6.5 Resumen de datos respirométricos y de degradacion de oxigenantes de gasolina.

Sustrato Cultivo Conc. inicial % Tiempo Vel. max 02, _ CO? _
mg/mL consumo (h) mg/mL-h % del tedrico* % del tedrico*
MTBE F 0.17 >99.9 145 0.0043 100 61
MTBE UAMI 0.17 >99.9 145 0.0023 137 61
ETBE UAMI 0.12 86 625 0.0003 109 100
TAME UAMI 0.11 >99.9 265 0.0010%* 76 69
TBA UAMI 0.29 >99.9 215 0.0014 37 33

* Teorico: Oxidacion completa
**No se pudo ajustar por Gompertz, la velocidad maxima de consumo se obtuvo calculando la pendiente

de los ultimos puntos.
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Gréfica 6.9 Cinéticas de degradacion de TBA, TAME y ETBE por el consorcio UAMI. El
Consorcio F fue atacado por protozoarios y perdio su capacidad degradadora. A ETBE, ¢ TAME, m
TBA.

Una explicacion al hecho de que el ETBE no se consumiera totalmente es que éste no fuera
un inductor de la enzima responsable de su ruptura inicial y que, al no estar presente el
MTBE (el inductor), la enzima tenderia a desaparecer y la degradacion del ETBE
eventualmente cesaria. La ruptura del ETBE genera una molécula de TBA y una de
acetaldehido (o acetato). En experimentos posteriores de degradacion de TBA se observo
que éste si se consumio totalmente (ver datos mas adelante) y solo se mineraliza en un 33%
lo que indica que parte de la molécula se incorpora como biomasa. Una posible explicacion
a la observacion de la completa mineralizacion de la fraccion consumida del ETBE seria un
error en los datos experimentales de CO,, esto es, que el porcentaje de mineralizacion fuera
en realidad menor al 100% y que si exista algo de asimilacion del sustrato.

A diferencia de las cinéticas con ETBE y TBA que comenzaron inmediatamente, la cinética
de degradacion de TAME mostr6 una fase lag de aproximadamente 100 horas. Este dato
sugiere que la enzima que rompe la molécula de MTBE podria ser diferente a la que rompe
la molécula de TAME, la cual requiri6 un tiempo para su induccién o quizas el proceso de
cambio de medio de cultivo y el enjuague con solucion salina previd a los experimentos,
“lavd” la enzima responsable de su degradacion y el cultivo tuvo que sintetizarla
nuevamente. El consorcio UAMI agot6 todo el TAME en 250 horas lograndose alrededor
del 70% de conversion del sustrato a bidoxido de carbono. Una vez que el cultivé degrado
TAME, su velocidad maxima de consumo fue similar a la del TBA (0.001 mg/mL-h). Estos
datos no pudieron ajustarse mediante el modelo de Gompertz y la velocidad maxima de
degradacion se obtuvo mediante regresion lineal de los Gltimos puntos.
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Figura 6.5 (a) Consorcio UAMI en medio liquido: formacion de granulos después de tres meses de
enriquecimiento. De este cultivo se aislaron en medio rico tres diferentes bacterias (b, ¢ y d) y un
hongo rosa (e).
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Se observo que el cultivo era capaz de degradar todo el TBA en 215 horas, lograndose un
33% de recuperacion del compuesto como bidxido de carbono y una velocidad maxima
de degradacion de 0.001 mg/mL-h. Para poder detectar el TBA por GC-FID, se modifico
la atenuacion y el rango del cromatdgrafo con respecto a los primeros experimentos con
los consorcios B y H (ver seccidon 6.1.2) y en los microcosmos se alimentd un volumen
de TBA mayor (mayor concentracion) que de los otros oxigenantes. Para el consorcio
UAMI, el sustrato mas dificil de degradar fue el ETBE (a una velocidad promedio de
0.0003 mg/mL-h) y el mas facil el MTBE (0.002 mg/mL-h), es decir mas de seis veces
mas rapido.

En esta etapa, los datos de degradacion de TBA coinciden con lo reportado por Hyman &
O'Reilly 1999). Los autores encontraron que Xanthobacter degrada TBA mas lentamente
que MTBE y al parecer con la misma enzima que degrada MTBE.

6.2.2 Aislamiento de microorganismos del consorcio UAMI

Con la finalidad de aislar cepas individuales del consorcio UAMI, se sembraron granulos
tanto en medio mineral YNB en atmoésfera de MTBE como en medio rico (Agar
bacteriologico y PDA). A partir de las placas con medio rico fue posible aislar 3 grupos
bacterianos con morfologia diferente (B1, B2 y B3). Ademas se aislé un hongo color rosa
(Figura 6.5b-e). En las placas con medio YNB no crecié ninguna colonia bacteriana,
solamente pequefias colonias del hongo que al resembrar en medio PDA se comprobo
que se trataba del hongo rosado.

Se estudio la capacidad de degradacion de MTBE por esas cepas en medio liquido. Para
evitar una posible inhibicion de las cepas con el MTBE, se decidié disminuir la
concentracion inicial a alrededor de 0.03 mg/mL. Se probaron suspensiones de las cepas
bacterianas individuales y en mezcla a una densidad Optica de aproximadamente 0.13 a
600 nm de cada cepa. Ninguna de las cepas bacterianas individuales ni en mezcla logro
degradar MTBE en un periodo de 15 dias. Tampoco se observo consumo de oxigeno ni
formacion de CO..

Una vez que las colonias del hongo cultivadas en medio mineral YNB alcanzaron un
tamafio minimo de 1 mm de didmetro, se hicieron experimentos con los hongos y con
mezclas del hongo y las bacterias, del modo siguiente:

e Cultivos del hongo crecido en medio rico PDA (con antibidticos)

e Cultivos del hongo crecido en PDA con cada una de las tres bacterias y con la
mezcla de las tres.

e Cultivos del hongo crecido en medio YNB (con antibioticos).

e Cultivos del hongo crecido en YNB con cada una de las tres bacterias y con la
mezcla de las tres.

A diferencia de las bacterias que tuvieron que cultivarse en medio rico para poder

aislarlas, el hongo aislado en medio YNB siempre estuvo en contacto y adaptado a
degradar MTBE a una concentracion de 0.18 mg/mL en placas de Petri con atmoésferas

105



MIGUEL MAGANA REYES

controladas del oxigenante por lo que para estos experimentos se decidid incrementar la
concentracion en el medio liquido al doble que la anterior (0.06 mg/mL).

En los microcosmos con el hongo crecido en medio rico s6lo se degradé un 15% del
MTBE inicial y a partir de las 185 horas la concentracion permanecio constante (Grafica
6.10). Una tendencia similar se observo en las mezclas del hongo con las diferentes
bacterias; en general el MTBE disminuy6 en un 10%. Se consideré poco probable que
estos cultivos degradaran MTBE ya que el Coeficiente de Variacion (C.V. = 6%) fue
similar al de los cultivos bacterianos donde no hubo consumo (C.V. = 5-6%). Un dato
interesante es que a diferencia de los cultivos de bacterias que no produjeron CO; ni
consumieron O,, en los cultivos con el hongo solo y con mezclas si se observo
respiracion incluso en una cantidad mayor (hasta un orden de magnitud mayor) que la
cantidad teorica esperada de la mineralizacion del sustrato que desaparecié en cada caso
(datos no mostrados). Esto podria explicarse si se hubiera arrastrado algo del medio rico
al re-inocular las colonias del hongo crecidas en medio PDA o por la acumulacion de
reservas que pudieran reprimir el consumo de MTBE. En la Grafica 6.11 se muestran los
resultados alcanzados con el hongo crecido en medio mineral (YNB). Se observa que en
el cultivo del hongo solo, adicionado con antibioticos, degradd el 13% del MTBE inicial
y con el cultivo del hongo junto con la cepa B3 el 19%. En estos casos, el C.V. de estos
dos cultivos fue de 9% y 8.7% respectivamente, es decir, se observa una variacion mayor
de los datos que en los cultivos sin consumo, lo que quizés significa que estos dos
cultivos si degradan MTBE pero en un tiempo de cultivo mucho mas largo. Si se observo
una clara degradacion en las mezclas del hongo con la cepa B1, con la cepa B2 y con la
mezcla de las tres bacterias. La mezcla del hongo con la cepa Bl degradd 86% del
MTBE en 405 h a una velocidad maxima de 0.17 mg/L-h. Los cultivos del hongo con la
bacteria B2 y con la mezcla de bacterias degradaron todo el MTBE a las 357 horas de
cultivo a velocidades maximas de 0.24 mg/L-h y de 0.33 mg/L-h respectivamente. Puesto
que las bacterias solas o en mezcla fueron incapaces de degradar MTBE, los datos
anteriores parecen sugerir que la actividad de degradacion es debida a la unién del hongo
y al menos una bacteria, esto es, que se requeriria de la asociacion simbidtica de al menos
dos microorganismos diferentes (un hongo y una bacteria) para romper la molécula del
MTBE.

6.2.3 ldentificacién de las bacterias del consorcio UAMI

Con el fin de identificar las tres cepas aisladas del consorcio UAMI, se emplearon
técnicas de biologia molecular. Se utiliz6 el protocolo de aislamiento de ADN Wizard
Genomic DNA Purification Kit de Promega Corporation. Posteriormente se hizo la
amplificacion del ADN que codifica para el ARN 16s, un fragmento de 1.5 kpb (PCR)
utilizando dos pares de primers: Fd1/RG y Fd1/Rd1, determinandose mediante un perfil
de bandas en un gel de agarosa, que el uso del segundo par de primers Fd1/Rdl, era el
mas conveniente. Posteriormente se hizo la clonacion del fragmento amplificado en una
cepa de E. coli JM109, seleccionandose las cepas que presentaran resistencia al
antibiotico ampicilina y que no mostraran actividad de la enzima B galactosidasa
(colonias blancas). Las colonias adecuadas, se utilizaron para secuenciar el fragmento
clonado que codifica para ARN 16s y compararlo con un banco de datos de secuencias de
bacterias conocidas. En la Figura 6.6 se presenta el arbol filogenético donde se colocaron
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Gréfica 6.10 Degradacion de MTBE por un hongo aislado del consorcio UAMI en medio PDA,
solo y en mezcla con las bacterias aisladas del mismo consorcio. ¢ Hongo, ®m Hongo-B1, A Hongo-
B2, & Hongo-B3, ® Hongo-Mezcla.
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Gréfica 6.11 Degradacion de MTBE por el hongo aislado del consorcio UAMI en medio YNB,
solo y en mezcla con las bacterias aisladas del mismo consorcio. ¢ Hongo, A Hongo-B1, ® Hongo-
B2, m Hongo-B3, A Hongo-Mezcla.
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las secuencias de las bacterias estudiadas. Cuando se compararon las secuencias del gen
que codifica para el ARN 16s, se observd que los clones de la bacteria Bl no
correspondian a algtina bacteria conocida. Los clones de la bacteria B2, corresponden a
Bacillus cereus. Los clones de la cepa B3 son idénticas en secuencia a Bacillus simplex y
Bacillus megaterium. El hongo no se pudo identificar.

2%

Bacillus SB45 str. SB45.
831 clone BPCO060.
100|- clone BPC094.
100,811 «-—
1 lB1-2-
93[ Bacillus benzoevorans DSM 5391 (T).
i Bacillus circulans NCDO 1775 (T).
6§|:Bacillus sporothermodurans str. M215 DSM 10599 (T).
Bacillus smithii DSM 4216 (T).
N‘i Bacillus azotoformans ATCC 29788 (T).
Bacillus cohnii DSM 6307 (T).
r Bacillus megaterium IAM 13418 (T).
00\ "Bacillus simplex DSM 1321 (T).
B31
B3-3-
B3-4-
B3-2-
1007 Bacillus licheniformis NCDO 1772 (T).
Bacillus subtilis NCDO 1769 (T).
Bacillus pumilus NCDO 1766 (T).
00lfacillus thuringiensis str. WS 2614.
66

Bacillus thuringiensis IAM 12077 (T).
Bacillus cereus NCDO 1771 (T).
B21 <&
Bacillus alcalophilus DSM 485 (T).
Bacillus selenitireducens str. MLS10.
100r Bacillus stearothermophilus NCDO 1768 (T).
97{ Bacillus caldolyticus DSM 405.
53 Bacillus thermoleovorans DSM 5366 (T).
Bacillus tusciae DSM 2912 (T).
100 Clavibacter xyli subsp. cynodontis str. Cxc.
100 100 Pb1-
\;IOOLCIavibacter michiganense subsp. nebraskense LMG 5627 (T).
Clavibacter michiganense subsp. michiganense DSM 46364 (T).
T Ralstonia eutrophastr. 335 (R.Y. Stanier) ATCC 17697 (T).
|95/ Burkholderia norimbergensis str. R2 DSM 11628 (T).
74 Burkholderia thailandensis str. E264 ATCC 700388 (T).
100r— Pb4-
100 Burkholderia caryophylli str. MCII-8.
Burkholderia graminis str. C4AD1M ATCC 700544 (T).
Fusobacterium periodonticum str. EK1-15 ATCC 33693 (T).

100

Figura 6.6. Arbol Filogenético utilizado para la identificacion de las tres bacterias aisladas del
consorcio UAMI: B1, B2 y B3.

6.2.4 Experimentos de degradacion de MTBE, ETBE, TAME y TBA con el
consorcio UAMI adaptado

Debido a que la cantidad de in6culo con la que se contaba para los primeros
experimentos de enriquecimiento con el consorcio UAMI era muy poca y no se pudo
determinar la biomasa inicial, los resultados reportados no fueron especificos, por lo que
no son comparables con los datos de la literatura. Por esta razén y debido a que para
estos estudios ya se contaba con suficiente cantidad del consorcio UAMI, se realizaron
las cinéticas de degradacion de oxigenados por este consorcio. En la Gréfica 6.12 se
muestran las cinéticas de degradacion de MTBE, ETBE, TAME y TBA por el consorcio

UAMI.

108



6. RESULTADOS Y DISCUSION
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Gréfica 6.12 Degradacion de MTBE, ETBE, TAME y TBA por el consorcio UAMI. En estos
experimentos se pudo determinar la biomasa de cada microcosmos. ¢ MTBE, A ETBE, m TAME,
e TBA.

Puede observarse que el consorcio fue capaz de degradar al MTBE, TAME y TBA pero
no al ETBE, probablemente debido al impedimento estérico que presentaria el grupo etilo
unido al oxigeno del enlace éter, en la molécula del ETBE. En éste ultimo caso se
observé un decremento de la concentracion inicial de solo un 5%, que se debe
seguramente a un error experimental, ya que las mediciones de respirometria no
mostraron consumo de oxigeno ni produccion de bioxido de carbono (Tabla 6.6). Estos
datos concuerdan con los reportados por Frangois et al. (2002) que aislaron una cepa
metanotrofa de Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 que degrada MTBE, TBA y
TAME, pero sélo degrada ligeramente ETBE. Para el consorcio UAMI el sustrato de mas
facil degradacion fue el TBA, lo que daria indicio que el paso limitante para la
degradacion del MTBE es la ruptura del enlace éter. Estos datos concuerdan con los
reportados anteriormente para el mismo consorcio UAMI. Es posible que el consorcio
UAMI degradara los oxigenantes MTBE, TAME y TBA, mediante la misma enzima
inducible.

En la Tabla 6.6 se reportan los datos cinéticos especificos para los oxigenados
degradados. Se observa que el TBA se consumi6 en mas de un 99% en alrededor de 287
h, mientras que el MTBE y el TAME requirieron cerca de 430 h. No se observé la
formacion de TBA durante la degradacion de MTBE, lo que indicaria que se degrada
conforme se va formando. También se puede observar que la produccion de CO; y el
consumo de O; son cercanos al 50% lo que indica que la mineralizacion no es completa y
sugiere que los compuestos se pueden utilizar para formar biomasa.
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Tabla 6.6 Datos respirométricos y degradativos de oxigenantes de gasolina por el consorcio UAMI.

Consumo Tiempo o co Vmax
0 2 2
Sustrato p:g?/g (horas) Yo consumo % del tedrico* % del tedrico* prgrt]g/g h

inicial inicial*
MTBE 325.5 429.1 98.6 48.8 53.5 1.5
TAME 330.2 429.3 99.8 114 34.8 1.8

ETBE 331.6 385.4 5.1 - - -

TBA 430.9 287.1 >99.9 56.9 43.7 3.4

* Teorico: Oxidacion completa

La velocidad maxima alcanzada con el consorcio UAMI para el MTBE (1.5 mg/g prot-h
= 0.28 nmol/mg protisicia'min) es menor a las reportadas en la literatura. Por ejemplo
Fortin & Deshusses (1999a) reportan un rango de velocidades de 1.9-3.8 nmol/mg
prot-min con un cultivo mixto heterotrofico. Church et al. (2000) comprobaron que la
velocidad de degradacion de TAME, fue (al igual que este trabajo) del mismo orden de
magnitud que la velocidad de degradacion del MTBE. En el caso del TBA la velocidad
lograda (3.4 mg/g protiniciarh = 0.765 nmol/mg prot'min) cae dentro del rango reportado
en la bibliografia. Por ejemplo Liu et al. (2001) reportan con Arthrobacter (ATCC
27778) una velocidad de degradaciéon cometabdlica con n-butano de 0.002 nmol/mg
prot-min, mientras que Piveteau et al. (2001) con Burkholderia sp. CIP 1-2052 lograron
un velocidad de 16.1 nmol/mg prot'min para metabolismo heterotrofico.

6.2.5 Conclusiones parciales con el consorcio UAMI

1) Mediante enriquecimiento de un cultivo, se obtuvo un consorcio microbiano
compuesto por un hongo filamentoso rosa (no identificado) y al menos tres bacterias
filamentosas.

2) El cultivo pudo degradar MTBE, TAME y TBA pero no ETBE.

3) El sustrato de mas facil degradacion fue TBA lo que indica que la ruptura del enlace
éter es el paso limitante en la oxidacion del MTBE.

4) El anélisis respirométrico (recuperacion como CO, del carbono de alrededor de 35-
54%) indica que el consorcio utiliza los sustratos para formar biomasa.

5) Los experimentos con los organismos aislados del consorcio muestran que se requiere
la asociacion simbidtica del hongo y al menos una de las tres bacterias aisladas.
Ninguno de los organismos aislados fue capaz de degradar MTBE por separado.

6) La velocidad de degradacion (1.5 mg/g protipiciarrh = 0.28 nmol/mg protipicia'min) para
MTBE es muy baja comparada con los datos reportados en la literatura (alrededor de

un orden de magnitud).

7) Puesto que la velocidad de degradacion del TBA es més del doble que la del MTBE
(3.4 mg/g protiiciarh = 0.765 nmol/mg protiyci,'min), con un porcentaje de
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mineralizacion menor (43.7 vs 53.5), y si el resto del carbono se incorpora como
biomasa, el TBA podria representar un sustrato de propagacion mejor de los cultivos
que degradan MTBE sin que se pierda la capacidad de degradacion como en el caso
de los medios ricos.

6.3 El consorcio S
6.3.1 Adaptacion y evaluacion de la capacidad degradativa del consorcio S

A partir del material de empaque de un biofiltro que operaba con hexano, se obtuvo
mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 20 minutos un cultivo mixto denominado
consorcio S, formado predominantemente por dos hongos filamentosos: Fusarium sp. y
Cladosporium sp. el cual se utilizo como indculo en frascos de aproximadamente 600 mL
con valvulas mininert® y 25 mL de medio mineral a pH 4.0, para ensayos de degradacién
cometabolica de MTBE con n-hexano. En la Grafica 6.13 se muestra la degradacion de
hexano y MTBE por este cultivo.
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Grafica 6.13 Degradacion cometabolica de MTBE con n-hexano por el cultivo S. Los microcosmos
se adicionaron con 10 uL de n-hexano cada vez. A Hexano (en fase gaseosa), ® MTBE (en fase liquida).

Se observa que el cultivo degradd completamente el hexano adicionado (5 adiciones de
10 uL/botella cada una) en un periodo de 300 horas. El consumo de hexano por el
cultivo, permitio la degradacion cometabdlica del MTBE (5 pL/botella). Después de las
300 horas de cultivo, ya no se adicion6 mas hexano y la degradacién del MTBE ceso,
consumiendo un maximo de 89% en 300 horas. El cultivo no fue capaz de degradar
MTBE en ausencia de hexano.
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La Grafica 6.13 muestra un decremento del 89% en la concentracion del MTBE después
de cinco adiciones de hexano, lo cual produjo un coeficiente cometabolico de 0.1 mg
MTBE/mg hexano. Este valor fue menor al reportado por Garnier et al. (1999) con
Pseudomonas aeruginosa (0.7 mg MTBE/mg pentano) o por Morales et al. (2004) con
un consorcio microbiano (1 mg MTBE/mg pentano y 0.5-0.8 mg MTBE/mg hexano).
Después de 300 horas de incubacion, no se repitieron las adiciones de hexano y la
degradacion de MTBE se detuvo, su concentracion por lo tanto, permanecié constante.
La concentracion de oxigeno residual en el headspace fue de 10%, lo cual condujo a
limitacién de O,. No se observo acumulacion de TBA. En otro experimento (no
mostrado), no se observd degradacion significativa durante un periodo similar cuando
solo se adiciond MTBE como unica fuente de carbono. La velocidad de degradacion
cometabdlica del MTBE fue de 3.7 mg MTBE/g proteinaiicia h (0.7 nmol/mg proteina
min, r’=0.994), la cual fue alrededor del doble de la velocidad méxima reportada para la
degradacion cometabodlica con Graphium sp. (Hardison et al. 1997), pero menor que los
valores reportados para bacterias. Steffan et al. (1997) observaron una velocidad de
degradacion cometabolica con propano de 9.2 nmol/mg proteina‘min con la bacteria
ENV 421. Garnier et al. (1999) calcularon una velocidad de 3.9 nmol/mg proteina-min
por Pseudomonas aeruginosa con n-pentano mientras Smith et al. (2003) determinaron
una velocidad cometabolica por Pseudomonas mendocina KR-1 con n-pentano de 35.3
nmol/mg proteina-min y una velocidad promedio con n-alcanos (Cs-C7) de 61.1 nmol/mg
proteina-min. En este caso, los autores observaron acumulacion de TBA. Para un
consorcio microbiano, Morales et al. (2004) reportaron velocidades de degradacion
cometabolica de MTBE de 49, 12 y 32 nmol/mg proteina-min con pentano, hexano e
isooctano, respectivamente. Los autores encontraron acumulacioén temporal de TBA.

En la Tabla 6.7 se resumen los datos cinéticos de degradacion de MTBE y de
respirometria para el consumo de la mezcla de hexano y MTBE.

Tabla 6.7 Resumen de datos respirométricos y de degradacion cometabolica de MTBE con hexano.

- - o
Sustrato  Consumo mg Tlirrgpo \[/)Toiig%g Conﬁjmo % del(tDezérico* % delct(e)grico*
MTBE 32 310.1 3.7 89.1 - -
Hexano 33 310.1 2.2%%* >99.9 - -

Total 49.6 58.8

* Teorico: Oxidacion completa
** Velocidad promedio

6.3.2 Degradacion de MTBE y TBA por el cultivo S como Unicas fuentes de
carbono y energia

Para inducir la degradacion no cometabdlica del MTBE, es decir, como tnica fuente de
carbono y energia, el cultivo se inoculd en medio mineral liquido (pH 4.5) y se adapto6 a
MTBE o a TBA a través de la transferencia sucesiva por tres meses. El cultivo mantenido
en MTBE fue incapaz de degradar MTBE o TBA cuando de agregaron solos. Sin
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embargo, el cultivo crecido en TBA inici6 la degradacion de este Gltimo compuesto en el
mismo periodo, como puede verse en la Grafica 6.14. La maxima velocidad de
degradacion fue de 15.9 mg/g proteinainiciath (3.57 nmol/mg proteina-min, r* = 0.982). El
balance de carbono mostré que el 61.6% del carbono se transform6é en CO..
Posteriormente se probo la capacidad de degradacion de MTBE por el cultivo crecido en
TBA y se observo un consumo del 98% del MTBE inicial en 260 h (Grafica 6.14)
después de un periodo de adaptacion de 190 horas. Entre las 190 y las 260 horas de
cultivo, la velocidad de degradacion del MTBE fue de 10.1 mg/g proteinainiciarrh (1.91
nmol/mg proteina-min, r’=0.985). La concentracion final de proteina mostré una cantidad
despreciable de biomasa producida con ambos sustratos.

Los granulos crecidos en TBA o MTBE en medio liquido observados al microscopio
optico mostraron estructuras predominantemente fungicas (Figura 6.7). Se inocularon
muestras de granulos en medios solidos: se sembraron en agar YPG para favorecer el
crecimiento de los hongos a pH 4.5, en agar nutritivo a pH 7.0 para favorecer bacterias y
en placas de medio mineral MM2 a pH 4.5 incubadas en vapores de TBA o MTBE. Las
placas mostraron colonias de un hongo el cual se aislo, clasificé y depositdo en el
Centraalbureau voor Schimmelcultures Utrecht, Paises Bajos como Fusarium solani CBS
117476 (Figuras 6.8 y 6.9). Bajo el microscopio se observaron pocas bacterias en los
cultivos liquidos y crecieron muy pocas colonias bacterianas a partir de granulos
vigorosamente homogenizados en medio YPGA a pH 4.5 y en agar nutritivo a pH 7.0.
Ninguna de estas bacterias fue capaz de degradar MTBE o TBA, como tnica fuente de
carbonoy energia o por cometabolismo con hexano.
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Gréfica 6.14 Degradacion de TBA y MTBE por el cultivo fingico S adaptado por tres meses en
TBA. ¢ TBA, A MTBE.
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6.3.3 Degradacion simultanea de MTBE y TBA por el cultivo S

Posteriormente se investigd la influencia que el TBA tiene en la degradacion del MTBE
y viceversa, para lo cual se midi6 la degradacion de una mezcla de 1.5 pL de MTBE y 2
uL de TBA en microcosmos de 60 mL con 5 mL de medio mineral liquido.

La Grafica 6.15 muestra que la degradacion del MTBE no se afectd negativamente
cuando se afiadié TBA al principio del cultivo, el perfil de degradacion es similar en los
microcosmos con MTBE solo y en presencia de TBA durante 300 horas, tiempo en el
cual el MTBE se consumio alrededor del 17% y estuvo presente junto con el TBA. La
variacion observada después de 300 h de cultivo pudo deberse a error experimental y no
a la presencia del TBA ya que para este momento éste estaba totalmente agotado. Las
tasas de degradaciéon de MTBE fueron similares para ambos consorcios (2.3 y 2.5 mg/g
proteinainiciaith). Por otro, lado la presencia del MTBE parecié no afectar la degradacion
del TBA, siendo los perfiles de degradacion y las velocidades de éste ultimo muy
similares solo o en presencia de MTBE (12.4 y 12.9 mg/g proteina-h respectivamente).
Estos datos sugieren que la enzima que oxida al TBA es diferente de la enzima que oxida
al MTBE; si fuera la misma enzima habria un efecto competitivo entre ambos sustratos, y
ambos hubieran sido afectados negativamente en la presencia del otro. Existen en la
literatura algunos reportes que indican que el MTBE y el TBA son degradados por
diferentes enzimas por algunos cultivos. Los datos de Deeb et al. (2000b) sugieren que el
cultivo de R. gelatinosus PM1 degrada MTBE y TBA por enzimas monooxigenasas
inducibles diferentes.
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Gréfica 6.15 Efecto de la presencia del TBA en la degradacion del MTBE y viceversa por el
cultivo S. @ TBA solo, © TBA en presencia de MTBE, m MTBE solo, o0 MTBE en presencia de
TBA.
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Figura 6.7 (a) Granulos del cultivo S en medio liquido con TBA o MTBE; (b) granulos
observados al microscopio en campo oscuro. También se observa el borde de un granulo en
campo claro tefiido con azul de lacto fenol. Se aprecia la dominancia de estructuras filamentosas.
Se observaron pocas bacterias.

Colonias fungicas

Figura 6.8 Cultivos del consorcio S en: a) agar nutritivo a pH 7.0, b) MM2 con vapores de TBA
o MTBE a pH 4.5 y ¢) medio YPG a pH 4.5. Se observé la dominancia de los hongos sobre las
bacterias.

Figura 6.9 Estructuras caracteristicas de Fusarium solani CBS 117476 cultivadas en medio
mineral, en agar nutritivo y en medio YPG.
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La degradacion del TBA es mas rapida que la del MTBE lo que sugiere que la ruptura del
enlace éter es el paso limitante en la degradacion de este oxigenante por este cultivo.

6.3.4 Determinacion de las velocidades de degradacion de TBAy MTBE

Se estudiéo la velocidad de oxidacion de TBA y MTBE como una funcion de la
concentracion inicial de sustrato en microcosmos de 60 mL conteniendo 5 mL de medio
mineral. Como puede verse en la Grafica 6.16, el cultivo degraddo TBA cuando se adiciond
a volumenes iniciales entre 1 y 13 puL (0.15-1.97 mg/mL en fase liquida) y MTBE entre 1 y
8 uL (0.1-0.8 mg/mL en fase liquida). El TBA o MTBE no se degradaron cuando se
agregaron a volumenes mayores de 13 y 8 pL respectivamente. Los datos se ajustaron al
modelo de Michaelis-Menten. Para el TBA la Vmrpa fue de 46.3 mg TBA/g proteina‘h (i.e.
10.4 nmol TBA/mg proteina'min, r* = 0.915) y la Kmrg, fue de 1.19 mg/mL. Frangois et
al. (2002) calcularon un Kmrgs de 1.1 mM (0.082 mg/mL) con Mycobacterium
austroafricanum. La afinidad especifica (Vm/Km), para la degradacion de TBA fue de
0.020 L/g peso secoh (suponiendo un contenido de proteina celular del 50%). La
mineralizacion, definida como la fracciéon de carbono recuperada como CO, de la
degradacion del TBA, decreci6é cuando la concentracion inicial se increment6 (de 96.6%
para 0.15 mg/mL a 53.4% para 1.97 mg/mL), indicando que la asimilacion del TBA fue
mejor a las concentraciones mas altas. Sin embargo, la degradacion final de TBA fue menor
a las mas altas concentraciones (del 100% para 0.15 mg/mL en 235 h a 70.3% para 1.97
mg/mL en 500 h), debido quizas a limitacion por la concentracion de O, en el headspace
(<4%). El rendimiento se determin6 a partir de la produccion de CO, suponiendo que el
carbono no mineralizado se incorpor6 a biomasa (formula elemental CH; 7900 sNo2 con 5%
de sales, ver Apéndice A). Con esta relacion se calculd un rendimiento promedio para TBA
de 0.36 g biomasa/g TBA. Piveteau et al. (2001) calcularon un rendimiento para TBA de
0.54 g biomasa/g TBA para Burkholderia sp. CIP 1-2052. Para MTBE, la Vmyrgg, fue de
16.4 mg MTBE/g proteinah (3.1 nmol MTBE/mg proteinamin, r* = 0.949) y el Kmuyrse
fue de 0.042 mg/mL. Salanitro et al. (1994) observaron una velocidad maxima de
degradacion con el cultivo BC-1 de 34 mg/g peso seco-h (12.9 nmol/mg proteina-min,
suponiendo un contenido de proteina celular del 50%). Fortin et al. (2001) reportaron una
velocidad de degradacion con el consorcio F (el mismo que se utilizd como referencia en
este trabajo), en el rango de 18 a 277 mg/g peso seco-h (6.7-106.7 nmol/mg proteina-min),
y un Kmyrgg de 17 uM (0.0015 mg/mL). En este trabajo, se calculd para Fusarium solani
CBS 117476, una afinidad especifica para la degradacion de MTBE de 0.19 L/g peso
seco'h, 10 veces mads alta que la afinidad de TBA. Esto es menor que los valores reportados
anteriormente para bacterias (Fortin et al. 2001). El rendimiento promedio calculado para
MTBE fue menor que el del TBA (0.18 g biomasa/g MTBE), lo cual es consistente con los
datos reportados por otros autores para bacterias o cultivos mixtos (Salanitro et al. 1994),
Fortin & Deshusses 1999a).
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Grafica 6.16 Efecto de la concentracion inicial de TBA y MTBE en las velocidades de
degradacion especificas por el cultivo S. ¢ TBA, A MTBE.

6.3.5 Experimentos de mineralizacion con el cultivo S

Se probo el cultivo con '*C-MTBE para confirmar la mineralizacién. La Grafica 6.17
muestra que el 77% del carbono total se convirtio a '“CO,. El cultivo degradé el MTBE
marcado mas lentamente que el MTBE sin marcar, debido posiblemente al etanol presente
como solvente de la forma radiactiva. El resultado de mineralizacion es mas alto que los
datos reportados para la mineralizacion con algunas bacterias (Salanitro et al. 1994, Kane et
al. 2001). Los experimentos con MTBE sin marcar mostraron que nada del MTBE o TBA
permanecié después de 500 horas de cultivo.

6.3.6 Degradacion de otros compuestos por el cultivo S

Se estudio la habilidad del cultivo S (Fusarium solani CBS 117476) de degradar los
oxigenantes de gasolina ETBE, TAME y los intermediarios HIBA y MHP que han sido
reportados en la degradacion de MTBE (Tabla 6.8). Todos los sustratos, excepto el ETBE
fueron degradados, sugiriendo especificidad por el grupo metoxi. Este resultado es
consistente con los datos reportados por Frangois et al. (2002). TAME fue casi
completamente degradado (98.5%) en 72 horas (Grafica 6.18) y se recuper6 el 46.4% del
carbono como CO;. No se detect6 la acumulacion de intermediarios. La velocidad maxima
de consumo calculada para el TAME fue de 36 mg/g proteina-h. Su rendimiento se estimé
en 0.54 g biomasa/g TAME. La degradacion de MHP e HIBA se mostr6 indirectamente por
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la produccion de CO; y el consumo de oxigeno. La mineralizaciéon de MHP fue de 92.0% y
54.4% para el HIBA.

Carbono recuperado como COz (%)

100 -

100 200 300 400

600 700 800

Tiempo (horas)

Gréfica 6.17 Porcentaje de mineralizacion de C-MTBE uniformemente marcado, como CO, por
el cultivo S. '*C-MTBE inicial 1.66 x 10 mCi. AMCOZ, m CO; control sin marcar.

Tabla 6.8 Datos de degradacion de los oxigenantes TAME

y de los Intermediarios HIBA y MHP.

Tiempo CO,
Sustrato* % consumo .
(horas) % del tedrico**
TAME 72 98.5% 46.4%
HIBA 714 47.6% 54.4%
MHP 714 100.0% 92.0%

* El ETBE no de degradd
** Teodrico: Oxidacion completa
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Gréfica 6.18 Degradacion de los oxigenantes TAME y ETBE por el cultivo S. ¢ TAME, =
ETBE.

6.3.7 Propagacion del cultivo S con sustratos alternativos de crecimiento

Con el objeto de propagar el cultivo S sin perder la capacidad de degradacion de
compuestos oxigenantes, se buscaron sustratos alternativos de crecimiento que permitieran
obtener mejores rendimientos que el MTBE o TBA. Como se menciono en la seccion 5.6.4,
se seleccionaron el etanol, glicerol, extracto de malta, acido citrico y a4cido malico. A partir
de granulos degradadores de MTBE y TBA, se obtuvo la biomasa crecida durante una
semana en cada uno de los sustratos (5 g/L) y se dispersé mediante un homogenizador de
vidrio, que se utilizd6 como indculo 10% v/v de microcosmos alimentados con MTBE o
TBA. En el presente trabajo, se encontrd que el cultivo no axénico de Fusarium solani CBS
117476 (consorcio S) crecid bien en glicerol pero fue incapaz de oxidar MTBE o TBA en
un periodo de incubacion de 3 meses, es decir, la capacidad de degradacion se perdio.
Johnson et al. (2004), encontraron que un cultivo de Mycobacterium vaccae JOBS5 puede
utilizar glicerol, como sustrato de crecimiento y que cé€lulas crecidas en glicerol son
capaces de degradar MTBE, TAME y TBA, pero no ETBE. En ¢l caso de Fusarium solani
CBS 117476, el cultivo pudo crecer en los acidos citrico y malico, pero al igual que con el
glicerol, el cultivo fue incapaz de degradar MTBE y TBA. Johnson et al. (2004), mostraron
que su cultivo crecido en succinato oxido MTBE mediante la accidon de una enzima alcano
monooxigenasa con acumulacion de TBA. Spigno et al. (2003) y Arriaga & Revah (2005)
utilizaron exitosamente extracto de malta (EM) para la propagacion de los hongos
Aspergillus niger y Fusarium solani CBS 117476 (reportado inicialmente como Fusarium
sp) respectivamente, y su posterior utilizacion en la degradacion de hexano en bio-
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reactores, lo que indica que EM no interfiere en la formacion de las alcano-monooxigenasas
responsables de la degradacion del hexano. En este trabajo Fusarium solani CBS 117476
crecido en EM, fue incapaz de degradar MTBE o TBA en un periodo de tres meses. Sin
embargo, si tomamos en cuenta que el mismo cultivo crecido s6lo en medio mineral con
TBA durante el mismo periodo si fue capaz de oxidar este compuesto (seccion 6.3.2);
puede pensarse que el EM interfiri6 de algin modo en la formaciéon de la enzima
responsable de la degradacion del TBA y que probablemente esta no sea una alcano-
monooxigenasa.

Bekri & Pauss (2002), estudiaron al etanol como un sustrato que permitiera la propagacion
de un consorcio bacteriano degradador de ETBE sin perder la capacidad de degradacion del
oxigenantes. Ellos encontraron que el etanol es completamente degradado y el consorcio
crece tres veces mas rapido con ETBE mas etanol que con ETBE solo. Ademas, la
biodegradacion de ETBE solo no se afectd negativamente cuando el cultivo crecio
previamente en etanol. En el caso de Fusarium solani CBS 117476, se observo que el
cultivo creci6 bien en etanol, sin embargo cuando el consorcio crecido en etanol se incubd
solamente con MTBE o TBA, la biomasa tendi6 a lisarse. El cultivo si logro recuperar la
actividad de degradaciéon de MTBE y TBA después de varias semanas, pero debido a la
lisis celular, se perdi6 la mayor parte de la biomasa. Este fenémeno se observd
repetidamente en varios experimentos posteriores, es decir, la ventaja del etanol como
sustrato de propagacion es pobre ya que la cantidad de biomasa activa final fue solo
ligeramente superior a la biomasa antes de la propagacion en etanol. Aun asi, tal vez resulte
prometedora la propagacion del cultivo en un reactor de membrana alimentado con etanol y
MTBE o TBA.

6.3.8 Conclusiones parciales con el cultivo S

1) Se obtuvo un cultivo fungico no axénico (Fusarium solani CBS 117476) capaz de
degradar MTBE, TAME y TBA pero no ETBE como Unica fuente de carbono y
energia.

2) El n-hexano fue un inductor cometabolico de la degradacion de MTBE sin adaptacion
previa del cultivo.

3) La presencia del TBA permitié que el cultivo S, incapaz de degradar MTBE, pudiera
utilizarlo como unica fuente de carbono y energia, posteriormente al crecimiento en
TBA, es decir, sirvido como inductor de la enzima que degrada MTBE.

4) Los datos sugieren que la enzima que degrada TBA es diferente de la enzima que
degrada MTBE.

5) Vmrpa (46.3 mg TBA/g proteina‘h, i.e. 10.4 nmol TBA/mg proteina-min, r* = 0.915)
fue mayor que Vmumree (16.4 mg MTBE/g proteinah, i.e. 3.1 nmol MTBE/mg
proteina-min, r* = 0.949), lo que indica que la ruptura del enlace éter es el paso limitante
para la oxidacion de MTBE por este cultivo.
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6) El rendimiento en TBA (0.36 g biomasa/g TBA) estuvo dentro del rango de los valores
reportados en la literatura. Piveteau et al. (2001) reporta 0.54 g biomasa/g TBA con
Burkholderia sp. CIP 1-2052.

7) El rendimiento en MTBE (0.18 g biomasa/g MTBE) fue bajo y dentro del rango
reportado en la bibliografia. Fortin & Deshusses (1999a) reportan 0.1 g/g MTBE y
Hatzinger et al. (2001) 0.4 g/g.

8) Los experimentos con MTBE marcado confirmaron que el cultivo mineraliza 77% de
carbono a COa.

9) Fusarium solani CBS 117476 degrado los intermediarios de la degradacion de MTBE
HIBA y MHP.

10) El etanol tiene el potencial de servir como un sustrato de crecimiento del cultivo sin
perder la capacidad de degradacion del MTBE pero es necesario realizar mas estudios
al respecto.
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7. CONCLUSIONES

Los hongos filamentosos son microorganismos que poseen algunos atributos que les
permiten un buen potencial para la biodegradacion de varios compuestos contaminantes
xenobidticos, pero su uso en estrategias de biorremediacion es limitado comparado con el
uso de las bacterias.

El objetivo del presente proyecto fue evaluar la capacidad de los hongos filamentosos de
degradar compuestos oxigenados utilizados como aditivos de las gasolinas. Los resultados
experimentales obtenidos en este trabajo demostraron que la degradacion de los
oxigenantes de la gasolina: MTBE, ETBE, TAME y TBA como unica fuente de carbono y
energia, por cultivos fungicos es posible, por lo cual su aplicacion en sistemas de
remediacion tales como la biofiltracién para la eliminacion de este tipo de compuestos,
resultaria interesante.

Se logr6 la obtencion de dos cultivos mixtos (Consorcio H, y Consorcio UAMI) formados
por al menos un hongo filamentoso y algunas bacterias y un cultivo fingico no axénico de
Fusarium solani CBS 117476 (Cultivo S) capaces de degradar los oxigenantes de la
gasolina MTBE, TAME y TBA como tnicas fuentes de carbono y energia, ademas del
ETBE en el caso del consorcio H.

El cultivo de Fusarium solani degradéo el MTBE a una velocidad (16.4 mg MTBE/g
proteinainiciarh 6 3.1 nmol/mg proteina-h) alrededor de diez veces mayor a lo reportado para
la degradacion cometabdlica con butano por el hongo Graphium sp (0.35 nmol/mg prot-h).
Ademas, la velocidad observada esta dentro del rango observado para bacterias, pero
cercana al limite inferior (la literatura muestra un rango muy grande de velocidades de
degradacion de MTBE: 0.002 - 86 nmol/mg proteina-h ver tabla 3.2). La velocidad para el
TBA (10.4 nmol/mg proteina-h) también estuvo dentro del rango reportado (0.002-16.1
nmol/mg proteina-h) pero mas cercana al limite superior. Las velocidades observadas con el
consorcio UAMI fueron menores.

El rendimiento estimado para el cultivo de Fusarium solani con MTBE fue de 0.18 g
biomasa/g MTBE, el cual es bajo comparado con los de sustratos de facil asimilacion pero
dentro del rango de los valores reportados en la bibliografia para bacterias o cultivos mixtos
(0.1-0.44 g biomasa/g MTBE, ver tabla 3.2). El rendimiento calculado para TBA fue mayor
al del MTBE. Para el TBA no existen muchos datos de rendimiento reportados. En este
trabajo se obtuvo un valor de 0.36 g biomasa/g TBA que es menor al calculado por
Piveteau et al. (2001) de 0.54 g biomasa/g TBA. El TBA fue, en todos los casos, el sustrato
de mas rapida degradacion. El MTBE y el TAME se degradaron a velocidades similares
entre si, lo que indica que la ruptura del enlace éter es posiblemente el paso limitante en la
degradacion por los cultivos estudiados. Puesto que el rendimiento del TBA es mayor (el
doble) al del MTBE y ya que el TBA es un intermediario de la degradacion del MTBE, es
probable que el grupo metilo del MTBE se mineralice completamente y no se incorpore
como biomasa.
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Al parecer la ruta de degradacion con Fusarium solani CBS 117476 es similar a la
planteada para bacterias, ya que puede degradar sin dificultad los intermediarios planteados
en la ruta bacteriana: TBA, MHP e HIBA.

La degradacion de los oxigenantes fue inducible y la actividad degradativa se perdia
facilmente si los cultivos crecian en medios ricos, lo que limitaba la propagacion a medios
minerales simples con los oxigenantes como inductores de la degradacion. La etapa de
adaptacion de los cultivos para degradar oxigenantes fue en general un proceso lento.

Aunque los datos experimentales aportan evidencia del papel activo de los hongos en la
degradacion de los oxigenantes, en ningin caso se logrd el aislamiento de especies
individuales degradadoras de estas sustancias.

Algunos aspectos importantes a tener en cuenta durante la investigacion futura de la
degradacion de oxigenantes de gasolina con los microorganismos estudiados incluyen:

o La propagacion de los cultivos utilizando etanol como sustrato de crecimiento en la
presencia de los oxigenantes estudiados. Los experimentos realizados usando primero
etanol y posteriormente los oxigenantes mostraron indicios prometedores, pero al
parecer se obtienen mejores resultados si el crecimiento se realiza en la presencia
simultdnea del etanol + oxigenante (Bekri & Pauss 2002). Por otro lado, los
resultados alcanzados en el presente trabajo muestran que el TBA puede ser un mejor
sustrato para la induccion de la degradacion de oxigenantes que el MTBE o TAME.
Mezclas etanol + TBA seria una combinacion interesante. Estos estudios podrian
realizarse en reactores de membrana para hacerse de modo continuo.

o Para dilucidar el tipo de enzimas oxigenasas implicadas en la degradacion de los
oxigenantes, se propone estudiar el efecto de inhibidores enzimatico, por ejemplo el
acetileno y el etileno, ambos inhibidores de monooxigenasas tipo citocromo P450
(Hardison et al. 1997)

. En algunos experimentos se observo una posible limitacion por oxigeno, por lo que se
necesitan realizar algunos experimentos para determinar la importancia y uso del O2
en los cultivos.

. Complementar las técnicas de andlisis por cromatografia de gases con algunas otras
técnicas tales como HPLC que permitieran el estudio de los metabolitos no volatiles
en la fase acuosa, con el fin de establecer de modo mas preciso la ruta de degradacion
de oxigenantes por los cultivos estudiados.

o Se proponen realizar experimentos de degradacion en matrices solidas. Con el fin de
evaluar el uso potencial de los cultivos en sistemas tales como biofiltros.
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APENDICE A

Estimacion del rendimiento mediante la produccién de CO,

La composicion elemental de un microorganismo dado durante un cultivo no se modifica
mayormente y se ha encontrado que las composiciones elementales de distintos tipos de
microorganismos (bacterias y hongos) son semejantes. De este modo, se puede definir un
“microorganismo promedio” como aquél cuya composicion es (% p/p): C =46.5; H = 6.49;
O = 31.0; N = 10.85, siendo el contenido de sales aproximadamente 5%. Es importante
recalcar que si bien la composicion elemental de la biomasa se mantiene constante durante
el cultivo, no ocurre lo mismo con la composicidén macromolecular, esto es: proteinas,
acidos nucleicos, etc., la cual puede variar sensiblemente.

Teniendo en cuenta la composicion media anterior, es posible escribir la “férmula minima”
de un microorganismo promedio como: CH; 7900 5Ny (en la que esta representado el 95%
p/p de la biomasa) y con fines netamente practicos definir “un C-mol de biomasa” como la
cantidad de biomasa que contiene un atomo gramo de carbono.

Luego:

) 12+1.79+16x0.5+14x0.2
1 C-mol de biomasa = =258¢
0.95

Por lo tanto hay 12 g de C por cada 25.8 g de biomasa.
(Texto tomado de Ertola et al. 1994)

La férmula minima determinada arriba, es muy semejante al promedio de férmulas
determinadas para levaduras™®:

CH, 7300.43No .24

CH; 6600.49No .13

CH, 7500.5No.15
Promedio: CH; 7100.47No.17

* Datos de Atkinson & Mavituna 1991
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Para la estimacion de rendimientos mediante la produccion de CO,, se asumi6o que el
carbono no mineralizado se incorpora como biomasa. Puesto que esta suposiciéon puede no
ser correcta ya que pudo existir formacién de intermediarios no detectados, los
rendimientos reales serian menores y por lo tanto los valores estimados representarian los
maximos rendimientos que podrian lograrse con los sustratos estudiados.

Ya que conocemos la cantidad inicial y final de sustrato en cada experimento (el carbono
inicial y final), y el carbono mineralizado como CO,, podemos calcular el carbono que
suponemos se integré como biomasa, y con la relacion anterior, estimar la cantidad de
biomasa que se formaria y de este valor calcular el rendimiento.

Se prefirio utilizar el método anterior de estimacion del rendimiento que la medicion
directa de proteina, ya que en varios casos la cantidad de proteina al final del experimento
fue igual o ain menor a la inicial, esto es, hubo un decremento en la cantidad de biomasa.
Si tomamos solamente los datos en los que si hubo un incremento en la concentracion de
proteina, se pudo estimar que para el MTBE el rendimiento fue de alrededor de 0.09 g
biomasa/g MTBE y para TBA de 0.2 g biomasa/g TBA.
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Abstract

Fusarium solani degraded methyl tert-butyl ether (MTBE) and other oxygenated compounds from gasoline
including tert-butyl alcohol (TBA). The maximum degradation rate of MTBE was 16 mg protein h and
46 mg/g protein h for TBA. The culture transformed 77% of the total carbon to "*CO,. The estimated yield

for MTBE was 0.18 g dry wt/g MTBE.

Introduction

Since the early 1980s unleaded gasolines in many
countries have contained oxygenated compounds
to improve combustion and reduce polluting
emissions. Methyl zert-butyl ether (MTBE) is the
most frequently used because of its favorable
properties and low cost. MTBE, however, is very
recalcitrant and pollution from leaking tanks and
spills has been widely reported (Fiorenza & Rifai
2003). Tert-butyl alcohol (TBA) contamination of
drinking water merits similar consideration due to
its usage as a fuel oxygenate and significance as
an intermediate in microbial degradation of
MTBE (Bradley et al. 1999, Kane et al. 2001).
Other oxygenates include ethyl fert-butyl ether
(ETBE) and fert-amyl methyl ether (TAME).

The aerobic co-metabolism of MTBE (Steffan
et al. 1997, Garnier et al. 1999, Smith et al. 2003,
Morales et al. 2004) and aerobic biodegradation
of MTBE (Salanitro et al. 1994, Bradley et al.
1999, Fortin & Deshusses 1999) have been
extensively studied in bacteria, TBA, 2-methyl-2-
hydroxy-1-propanol (MHP) and 2-hydroxy

isobutyric acid (HIBA) being intermediates in its
degradation.

The use of filamentous fungi in bioremediation
has been limited as compared to bacteria. They
have a strong potential as they can grow and pro-
duce a wide variety of enzymes in environmental
conditions with low pH and low water activity.
However a wide diversity of fungal genera can
degrade a broad spectrum of pollutants. (Bennett
& Faison 1997). Only one publication reports the
use of a fungus for biodegradation of MTBE.
Hardison et al. (1997) showed that Graphium
sp. can degrade MTBE co-metabolically with
n-butane with the accumulation of TBA.

The main objective of this study was to
characterize the biodegradation of the main
ether-based oxygenates of gasoline (MTBE,
ETBE and TAME) by Fusarium solani.

Materials and methods

Chemicals. Uniformly labeled ['"*CIMTBE in eth-
anol, spec. act. 5.8 mCi/mmol, was from Perkin
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Elmer Life Sciences Inc. (Boston, MA, USA).
Scintillation liquid ScintiVerse II was from Fish-
er Scientific (Fair Lawn, New Jersey, USA).
MHP was prepared at the Department of Chem-
istry by Eduardo Gonzalez and had a purity
>85% by NMR. All other chemicals were ob-
tained from commercial suppliers and were of
the highest available purity.

Fungal culture. A non-axenic fungal culture
consisting of Fusarium sp. and bacteria was ob-
tained from the biofiltration experiments re-
ported by Arriaga & Revah (2005). For
inoculation, the culture was allowed to settle and
the pellets were dispersed with a manual glass
homogenizer. A pure fungal culture has been iso-
lated and was classified and deposited at the
Centraalbureau voor Schimmelcultures Utrecht,
The Netherlands as Fusarium solani Bl, CBS
117476.

Kinetic experiments. Volatile substrate degra-
dation experiments were done in 60, 160 or
600 ml closed reactors (microcosms), sealed with
Mininert valves under aerobic conditions. Each
bottle contained 5, 10 or 25 ml of the mineral
medium described by Arriaga & Revah (2005).
The medium was sterilized at 121 °C for 15 min.
The pH was adjusted to 4.5 and inoculated with
10% (v/v) of the microbial suspension. The bot-
tles were incubated at 30 °C and shake at
150 rpm. All the experiments were conducted in
duplicate. Substrate, O, and CO, concentrations
were measured from a 100 ul headspace gas sam-
ple. Substrate consumption or CO, production
rates were fitted with the Gompertz model as pre-
viously described (Acufia et al. 1999). Experi-
ments for determining air/mineral medium
partition coefficients yielded the following dimen-
sionless values: MTBE (0.045), TBA (0.0009),
ETBE (0.063) and TAME (0.050).

Mineralization experiments. The experiment
was performed in 160 ml flasks added with ra-
diolabeled [“*CIMTBE. The initial radioactivity
was 1.66x107* mCi. Incubation was performed
under the same conditions as the kinetic experi-
ments. The released '*CO, was analyzed as de-
scribed by Fortin et al. (2001).

Analytical techniques

MTBE, TBA, ETBE, TAME and n-hexane were
quantified from the headspace by GC-FID,

(Hewlett Packard 5890 series 11, USA). The col-
umn used was a 30 m methyl silicon ID 0.32 mm
and 0.250 ym film thickness (Quadrex Corp.
USA) with nitrogen at 1.5 ml/min. The oven
temperature was 40 °C, injector 180 °C, and
detector 210 °C. Headspace CO, and O, were
analyzed by gas chromatography (Garnier et al.
1999). HIBA and MHP degradation was esti-
mated by CO, production and O, consumption.
Protein was measured with the Lowry method.

Results and discussion

Figure 1 shows a decrease of 89% in the concen-
tration of MTBE after five additions of hexane,
yielding a co-metabolic coefficient of 0.1 mg
MTBE/mg hexane. This value was lower than
the data reported by Garnier et al. (1999) with
Pseudomonas aeruginosa (0.7 mg MTBE/mg pen-
tane) or that by Morales et al. (2004) with a
microbial consortium (1 mg MTBE/mg pentane
and 0.5-0.8 mg MTBE/mg hexane).

After 300 h incubation, hexane addition was
not repeated and MTBE degradation stopped, its
concentration remaining constant thereafter. The
residual O, concentration in the headspace was
10% which rules out O, limitation. No TBA
accumulation was observed. In another experi-
ment, (not shown), no significant degradation
occurred within a similar period when only
MTBE was added. The degradation rate was
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Fig. 1. Co-metabolic degradation of MTBE with n-hexane by
non-axenic fungal culture. Microcosms were respiked with
10 pl of n-hexane each time. [J, Hexane (in gas phase); e,
MTBE (in liquid phase).



3.7 mg MTBE/g protein h (0.7 nmol/mg protein
min, r*=0.994), which was about twice the maxi-
mum rate reported for the MTBE cometabolic
degradation with Graphium sp. (Hardison et al.
1997), but lower than the values reported for
bacteria. Steffan er al. (1997) observed a co-meta-
bolic degradation rate with propane of 9.2 nmol/
mg protein min with the bacterium ENV 421.
Garnier et al. (1999) calculated a rate of
3.9 nmol/mg protein min by Pseudomonas aeru-
ginosa with n-pentane while Smith er al. (2003)
determined a co-metabolic rate by Pseudomonas
mendocina KR-1 with n-pentane of 35.3 nmol/mg
protein min and an average rate with n-alkanes
(Cs—C7) of 61.1 nmol/mg protein min. In this
case, the authors observed TBA accumulation.
For a microbial consortium, Morales et al.
(2004) reported co-metabolic MTBE degradation
rates of 49, 12, and 32 nmol/mg protein with
pentane, hexane, and isooctane, respectively,
TBA accumulation was found.

To induce non-co-metabolic MTBE degrada-
tion, the culture was inoculated in liquid mineral
medium (pH 4.5) and adapted independently to
MTBE and TBA through successive transfers for
three months. The culture was unable to degrade
MTBE when added alone. However, the culture
grown with TBA initiated its degradation in the
same period as seen in Figure 2. The maximum
degradation rate was 15.9 mg/g protein h
(3.57 nmol/mg protein min, r*=0.982). The car-
bon balance showed that 61.6% of the carbon
was transformed to CO,. Afterwards, the degra-
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Fig. 2. Degradation of TBA and MTBE by the non-axenic
fungal culture adapted for three months in TBA. ¢, MTBE;
A TBA.
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dation of MTBE by the culture grown in TBA
was tested and was shown to consume 98% of
the initial MTBE in 260 h (Figure 2) after an
adaptation period of around 190 h. Between 190
and 260 h, the degradation rate of MTBE was
10.1 mg/g protein h (1.91 nmol/mg protein min,
r?=0.985). The final protein concentration
showed a negligible amount of biomass produced
with both substrates.

Pellets grown with TBA or MTBE in liquid
medium were inoculated on solid media. Cultures
grown on YPG agar at pH 4.5, nutritive agar at
pH 7.0 and mineral medium plates at pH 4.5
incubated in vapors of TBA or MTBE, showed
colonies of a fungus which was identified as
Fusarium solani. Few bacteria were observed un-
der the microscope in the liquid cultures and few
bacterial colonies grew after a vigorous homoge-
nization of the pellets on YPGA at pH 4.5 and
nutritive agar at pH 7.0. These bacteria were nei-
ther able to grow on MTBE nor on TBA ecither
alone or by co-metabolism with hexane.

Determination of the degradation rate of TBA and
MTBE

The oxidation rate of TBA and MTBE as a func-
tion of the initial concentration was studied in
60 ml microcosms containing 5 ml of mineral
medium. As seen in Figure 3, the culture degraded
TBA when added at initial volumes between 1 and
13 ul (0.15-1.97 mg/ml in liquid phase) and
MTBE between 1 and 8 ul (0.1-0.8 mg/ml in
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Fig. 3. Effect of TBA or MTBE concentration on the specific
degradation rates by the non-axenic fungal culture. e,
MTBE; A TBA.
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liquid phase). TBA or MTBE were not degraded
when added at initial volumes higher than 13 or
8 ul, respectively. The data was fitted to a Micha-
elis—-Menten model. For TBA the V,TBA was
46.3 mg TBA/g protein h (i.e. 10.4 nmol TBA/mg
protein min, *=0.915) and the K,TBA was
1.19 mg/ml. Frangois et al. (2002) calculated a
K, TBA of 1.1 mm (0.082 mg/ml) by Mycobacte-
rium austroafricanum. Specific affinity (V,/Kw),
for TBA degradation was 0.020 1/g dry wt. h
(assuming a cell protein content of 50%). Miner-
alization, defined as the fraction of carbon recov-
ered as CO, from TBA degradation, decreased
when concentration was increased (from 96.6%
for 0.15 mg/ml to 53.4% for 1.97 mg/ml), indicat-
ing that TBA assimilation was better at higher
concentration. Nevertheless, final TBA degrada-
tion was lower at the highest concentrations (from
100% for 0.15 mg/ml in 235h to 70.3% for
1.97 mg/ml in 500 h), due to O, concentration
limitations in the headspace (<4%). Yield was
determined from CO, production assuming that
the non-mineralized carbon was incorporated as
biomass (elemental formula CH; 790y sNg» with
5% of salts). An average yield for TBA calculated
with this relation was 0.36 g biomass/g TBA.
Frangois et al. (2002) calculated a yield for TBA
of 0.61 g biomass/g TBA for Mycobacterium aus-
troafricanum.

For MTBE, the V,MTBE was 16.4 mg
MTBE/g protein h (3.1 mol MTBE/mg protein.
min, *=0.949) and the K, MTBE was 0.042 mg/
ml. Salanitro et al. (1994) observed a maximum
degradation rate with the culture BC-1 of 34 mg/
g dry wt.h (12.86 nmol/mg protein-min, assum-
ing a cell protein content of 50%). Fortin & Des-
husses (2001) reported a degradation rate with
the F-consortium ranging from 18 to 277 mg/g
dry wt. h (6.7-106.7 nmol/mg protein-min), and
a K,MTBE of 17 um (0.0015 mg/ml). For Fusa-
rium solani, a specific affinity for MTBE degrada-
tion was 0.19 1/g dry wt. h, 10 times higher than
the TBA affinity. This is lower than the values
reported earlier for bacteria (Fortin ef al. 2001).
The average yield calculated for MTBE was low-
er than the yield with TBA (0.18 g biomass/g
MTBE) which was consistent with the data
reported by other authors for bacteria or mixed
cultures (Salanitro et al. 1994, Fortin & Deshus-
ses 1999).

Mineralization experiments

The culture was tested with ["*CIMTBE to con-
firm the mineralization. Figure 4 shows that 77%
of the total carbon was converted to '*CO,.
Slower degradation with the ['*CIMTBE was
possibly due to the ethanol present as solvent for
this molecule. This result is higher than the data
reported for MTBE mineralization by some bac-
teria (Salanitro et al. 1994, Kane et al. 2001).
Experiment with unlabeled MTBE showed that
no MTBE or TBA remained after 500 h.

Degradation of other compounds

Fusarium solani was tested for its ability to
degrade and mineralize the fuel oxygenates
ETBE, TAME and the intermediates HIBA and
MHP that have been reported in MTBE degra-
dation. All substrates, except ETBE were de-
graded, suggesting specificity for the methoxy
group. This result was consistent with the data
reported by Francgois et al. (2002). TAME was
almost completely degraded (98.5%) in 72 h and
46.4% of the carbon was recovered as CO,. No
intermediate accumulation was detected. The
yield calculated for TAME was 0.54 g biomass/g
TAME. MHP and HIBA degradation was shown
indirectly by CO, production and O, consump-
tion. Mineralization was 92.0% for MHP and
54.4% for HIBA.
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Fig. 4. Mineralization percentage of uniformly labeled
[14CIMTBE as CO, by the non-axenic fungal culture. Initial
[14CIMTBE 1.66x10-4 mCi @ '*CO,, O Control with unla-
beled CO, .



Conclusions

Our study shows that a non-axenic fungal culture
consisting predominantly of Fusarium solani de-
graded the oxygenates TAME and MTBE, and
the intermediates of the MTBE degradation
pathway TBA, MPH and HIBA. The culture in
hexane promoted the cometabolic degradation of
MTBE. Growth in TBA induced MTBE degra-
dation as a sole source of carbon and energy.
This studies confirms the broad possibilities of
fungi in degrading recalcitrant pollutants such as
the fuel oxygenates.
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