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Resumen

RESUMEN.

El objetivo de este trabajo fue favorecer el incremento de los rendimientos de
biomasa-sustrato (Yx/s), en consorcios microbianos capaces de degradar metil ter-
butil éter (MTBE). Se emplearon dos consorcios F y UAM obtenidos de tierras
contaminadas con MTBE, benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX) y
gasolina. Los consorcios mostraron rendimientos iniciales de 0.1 g biomasa/g
MTBE consumido.

El incremento de los rendimientos fue favorecido mediante el uso de sustratos
alternos (Sar) como el extracto de levadura (ELEV), lactato (LAC), di etil éter
(DEE), isopropanol (ISO), acido 2-hidroxiisobutirico (HIBA) y glicerol (GLIC). La
biomasa fue evaluada por su capacidad de degradar MTBE mediante la velocidad
de consumo especifica. Este fue uno de los principales parametros para
seleccionar el S,; de interés ya que nos permiti6 comprobar que la biomasa

generada en presencia del S, fue capaz de seguir oxidando al MTBE.

Los analisis realizados mostraron que en presencia de GLIC los consorcios F y
UAM alcanzaron rendimientos de hasta 0.69 y 0.35 g biomasa/g sustrato
consumido, con velocidades de consumo especificas de 30 y 50 mg MTBE/g
biomasa/h, respectivamente. Estas velocidades fueron superiores al control (s6lo
con MTBE). También se demostré que el GLIC no ejerce inhibicién por sustrato
durante la oxidacion del MTBE, tal como se observo en presencia de DEE, por el
contrario el GLIC fue consumido de forma simultdnea al MTBE. Se comprobé asi
mismo, que para incrementar la diversidad celular del inéculo con GLIC, no es
necesaria la presencia del MTBE ya que los consorcios alimentados con este Sy
como Unica fuente de carbono y energia no pierden la capacidad de seguir
oxidando el MTBE.

En estudios de microscopia electronica se observé que la presencia de GLIC en el
consorcio F favorecio el predominio de bacilos flagelados. Por otra parte mediante

estudios convencionales de microbiologia fue posible distinguir a dos poblaciones
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microbianas (hongo y bacteria) capaces de degradar MTBE. Ambos
microorganismos fueron encontrados en asociacion y mostraron el mismo perfil de
consumo que el consorcio F. La cepa bacteriana fue capaz de degradar 140 mg
MTBE/L en aproximadamente una semana, después de mes y medio de

adaptacion.

Los estudios de biologia molecular mostraron de forma preliminar que los
consorcios microbianos tienen una composicion poblacional diferente y que
presentan seleccion poblacional a lo largo del tiempo. La presencia de GLIC en la
mayoria de las condiciones estudiadas aparentemente no tuvo un efecto sobre la

composicién poblacional de ambos consorcios.



Abstract

ABSTRACT

The purpose of this work was to increase the biomass yield (Yx/s) in a microbial
consortium capable to degrade methyl tert-butyl ether (MTBE). Two MTBE-
degrading consortium were evaluated, F and UAM. The F-consortium was donated
from the Riverside University and the UAM-consortium was obtained from MTBE,
benzene, toluene, ethyl benzene and xylenes (BTEX) contaminated soils. Initial

growth rates of around 0.1 g biomass/g MTBE were determine.

The biomass yield increment was evaluated using additional growth substrates
(Sar) such as the yeast extract (ELEV), lactate (LAC), di ethyl ether (DEE),
isopropanol (ISO), 2-hydroxy-isobutyric acid (HIBA) and glycerol (GLIC). The
obtained biomass was subsequently examined for MTBE oxidation by means of
the specific consumption rate. This was one of the principal parameters to select
the Sai: of interest, since this allowed to verify that the cells cultivated on the growth

substrates (Sa ) were able to continue consuming MTBE.

When GLIC was used as growth substrate biomass yields of 0.69 and 0.35 ¢
biomass/J consumed substrate WEre reached, and the specific activities were 30 and 50 mg
MTBE/g biomass/h for F-consortium and for UAM-consortium, respectively. These
specific rates were higher than the control (only with MTBE). It was also
demonstrated that the GLIC does not inhibit the MTBE oxidation, as it was
observed in the presence of the DEE. GLIC and MTBE were simultaneously
consumed by the consortia. The biomass increment with GLIC allowed to maintain
the MTBE degradation capacity even if MTBE was not added in the initial phase of

growing.

Electronic microscopy photography’s showed that the presence of the GLIC in the
consortium F helped the predominance of lashed bacillus. In the other hand, using
conventional microbiology techniques was possible to identify two microbial
populations (fungus and bacteria) capable to degrade the MTBE. Both
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microorganisms were found in association and showed similar consumption
profiles of the F consortium. The bacterial isolates were able to degrade 140 mg
of MTBE/L in a weed, after 45 days of adaptation period.

The studies of molecular biology showed in a preliminary way, that the microbial
consortiums have a different population composition and show a selection
population composition with time. The presence of the GLIC in most of the studied
conditions apparently did not have any effect over the population composition in

both consortiums.
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1. INTRODUCCION
1.1 CARACTERISTICAS FISICOQUiMICAS DEL MTBE.

El MTBE es también es conocido como éter metil tert-butilico tiene un peso

molecular de 88.15 g/mol y su estructura se muestra en la Figura 1.

HzC CH;
HyCwmC—0)
CHs

Figura 1. Estructura quimica del MTBE.

Este compuesto es producido por oxidacién catalitica entre el metanol y el iso-
butileno. Es un compuesto volatil (251 mm Hg a 25°C), flamable e incoloro,
detectable al olfato desde 5 ppb. EI MTBE es miscible con la gasolina, el alcohol y
otros éteres. Su gravedad especifica es de 0.74 (a 25°C). Es soluble en agua, en
rangos de 42-54 g/L (42000 a 54000 ppm). La constante de la ley de Henry para el
MTBE a 5 y 25°C es de 0.0184 y 0.0197, respectivamente. El coeficiente de
particion para octanol/agua (log K,,) se encuentra dentro de un rango muy
limitado, de 0.94 a 1.16, lo que indica que el MTBE no se acumula comunmente
en un grado significativo en los tejidos de animales o humanos (Mackay y col.,
1993), diversos estudios muestran que el MTBE tiene baja sorcion en suelo y
carbdn organico, ademas de presentar baja biodegradabilidad como se vera con
mas detalle en la seccion 2.2 (EEUU EPA 1998).
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1.3 CONTAMINACION AMBIENTAL.

En México a lo largo del siglo XX la poblacién se incrementd hasta alcanzar 97.5
millones de habitantes en el aino 2000 (INEGI 2000). Este incremento asi como el
desarrollo tecnolégico provocaron el aumento en los indices de contaminacion
ambiental. De acuerdo con la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT 2002), las principales fuentes de contaminacion del aire en
zonas urbanas se dividen en méviles (principalmente vehiculos automotores) y
fijas (industrias); las primeras son las responsables del 84% de las emisiones
totales. En la zona metropolitana del valle de México (ZMVM), para el afio 2000

existian mas de 3 millones de automoviles en circulacion.

En nuestro pais los principales contaminantes atmosféricos evaluados son: SO,
CO, NOg2, ozono (O3), PM10 particulas suspendidas totales (PST) y plomo (Pb).
Para cada uno de estos contaminantes existen normas que establecen las
concentraciones maximas que no deben sobrepasarse una vez por afo, lo que
garantiza la proteccion a la salud de la poblacion (SEMARNAT, 2002). En México
se utiliza un indice conocido como indice Metropolitano de la Calidad del Aire
(IMECA), que consiste en una transformacion de las concentraciones del
contaminante a un numero adimensional. La calidad del aire se considera buena o
satisfactoria cuando el valor IMECA esta por debajo de 100, de 101 a 150 es
regular o no satisfactoria, de 151 a 200 mala y de 201 en adelante se considera

muy mala.

Las autoridades mexicanas iniciaron la lucha contra la contaminacion atmosférica
implementando el programa PICCA (Programa Integral contra la Contaminacién
Atmosférica) en 1991. Este programa incluye nuevas normatividades para la
industria y los servicios, la utilizacion de incentivos fiscales para financiar la
reconversion tecnolégica, la utilizacién del programa hoy no circula y doble no
circula, el programa de verificacion vehicular, asi como la normatividad de las
gasolinas (SEMARNAT, 2002). En nuestro pais se adicioné un 9% de MTBE en
las gasolinas a partir de 1993 (Lacy.,1994).
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De forma simultanea la Organizacion Mundial de la Salud y los Estados Unidos de
Norte América (EEUU) desde los afios 90’s del siglo pasado han implementado
normas para establecer la calidad del aire asi como programas para disminuir los
contaminantes liberados a la atmdsfera. Las enmiendas a la ley del aire limpio
(CAA) y la Agencia Federal de Protecciéon Ambiental (EEUU, EPA) exhortaron a la
disminucién de los niveles de sulfuro y olefinas, asi como la disminucién de las
emisiones de benceno, aromaticos totales, monoxido de carbono y ozono al medio
ambiente (Fiorenza y Rifai, 2003; Hu y col., 2004).

Los oxigenantes propuestos para la sustitucion del tetra-etilo de plomo fueron
MTBE, ETBE y TAME, EtOH y TBA. De entre ellos se eligio el MTBE debido a su
bajo costo, facilidad de produccion y por sus caracteristicas favorables de
incorporacion en la gasolina (Fortin y Deshusses 1999a; Fayolle y col. 2003). Este
compuesto incrementa el octanaje debido a su contenido de oxigeno, lo que
favorece la combustion y reduce las emisiones de contaminantes al ambiente
(Fortin y Deshusses 1999a; Green y Lowenbach 2001),

A partir de 1995 en los EEUU se implementd el programa de gasolina reformulada
el cual tuvo como objetivo la disminucién de ozono, hidrocarburos y aire toxico
liberados al ambiente. EI empleo de la gasolina reformulada favorecié la
disminucién de benceno, butadieno e hidrocarburos, sin embargo, se increment6
la presencia de formaldehido y MTBE (EEUU EPA 2000).

A partir de los afios 90’s del siglo pasado en los EEUU se incremento el uso de las
gasolinas reformuladas y en 1997 se estimé un consumo de 2 X 10" galones al
afo (Hardison y col., 1997). Este incremento y las altas incidencias de derrames
de gasolina reformulada de tanques de almacenamiento y durante las descargas,
favorecieron la contaminacion de las fuentes de agua, suelos y sedimentos
(Hanson y col., 1999). EI MTBE ha sido encontrado en la superficie del agua y en
descargas de aguas contaminadas y aguas turbulentas, asi como en lagos
(Salanitro 1995).
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1.4 CONTAMINACION POR MTBE.

Las mayores fuentes de contaminacion ambiental de oxigenantes estan asociadas
con la distribucién, almacenamiento y uso de combustibles. La contaminacién de
MTBE por gasolina se da por los derrames desde los tanques de almacenamiento,

las pipas de transporte y durante las descargas (Deeb y col., 2003)

En 1998 estudios realizados en el Lawrence Livermore National Laboratory
mostraron que el MTBE es un contaminante comun y frecuente en los ambientes
acuaticos en California, encontrando al menos 10,000 sitios impactados en ese
estado. En los EEUU se han puesto demandas donde se manifiesta que el MTBE
es un contaminante comun de aguas potables y dificil de eliminar. Datos obtenidos
de U.S. Geological Survey’'s (USGS) y del National Water Quality Assessment
Program (NAWQA) mostraron que el MTBE esta presente en aproximadamente
un 5% de las 2,743 muestras de agua subterranea tomadas y en 22 de los 42
estados muestreados. De forma similar, Johnson y col., 2000 mencionan que en
un estudio realizado por la U.S Geological Survey’s mas de 9000 pozos en 31
estados de los EEUU pueden estar contaminadas con MTBE. Por ello identifican

al MTBE como el segundo contaminante mas comun en acuiferos urbanos.

Deeb y col.,, 2003 reportan los resultados de un estudio realizado para el
monitoreo de MTBE en tres estados; California, Massachussets y Maryland.
Seleccionados en base a su distribucion geografica, las regulaciones existentes en

el estado y datos de MTBE presentes.

En California se detecté MTBE en agua potable en concentraciones de 3, 5y 13
Mg/L. La concentracion de MTBE en aguas superficiales se incrementd desde
1996 y hasta 1999, posteriormente los niveles de MTBE decrecieron. Este
decremento se debe a nuevas regulaciones para la proteccion del agua. En agua
subterranea se ha observado que desde 1996 y hasta el 1999 los niveles de
MTBE se incrementaron pero a partir del 2001 los niveles se han mantenido. El
estado de Massachussets tiene agua potable inmovilizada debido a su alta

concentracion de MTBE (70 pg/L). Estudios realizados entre el 2000 y 2001
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indicaron que el 2% de las muestras de agua potable presentaron niveles
detectables de MTBE (>5 pg/L). A partir de 1995 en Maryland se inicié el
monitoreo de MTBE en agua potable una vez que se detect6é una concentracion de
20 pg/L. Los datos obtenidos en este estado asociados con el MTBE mostraron
que desde 1995 el MTBE fue detectado en aproximadamente 100 muestras de
agua potable de las 1200 examinadas. La presencia de MTBE en agua superficial
se debe a negligencia. En afios recientes aproximadamente 2-3% de las muestras
de agua potable contienen MTBE en concentraciones superiores a los 20 pg/L. En

Maryland hasta el 1% del sistema de agua potable excede el tope federal de 20

Ma/L.

Una de las principales formas en que el MTBE se pierde de la fase acuosa es por
volatilizacion, alrededor del 80% del MTBE se pierde entre las 2 o 3 primeras
semanas después de su derrame (Fayolle y col., 2003; Fiorenza y Rifai 2003), sin
embargo llega nuevamente al suelo debido a la lluvia. Su velocidad de migracion
es tal, que en estudios realizados por el Departamento de Ecologia en
Washington, en el que se inspeccionaron 62 sitios de almacenamiento de
gasolina, se detectaron derrames de MTBE en casi todos ellos. Sin embargo en
este estado no se usan gasolinas reformuladas, s6lo se almacenan (Green y
Lowenbach., 2001).

Achten y col., 2002 reportan que en estudios hechos en Alemania durante el
periodo de 1999 al 2001 en 315 muestras de agua de rios y 82 de aguas
subterraneas se encontr6 MTBE en concentraciones de 250 y 200 ng/L,
respectivamente. Las concentraciones mas altas de MTBE fueron encontradas en
las grandes zonas urbanas. La concentracion de MTBE en la superficie de las
aguas y aire en Alemania es de 3—17 veces menor en comparacion con los datos
obtenidos en California. Los autores mencionan que después de diversos estudios
las autoridades en Alemania decidieron no implementar ninguna estrategia para el
mantenimiento de las aguas potables ya que las concentraciones en las que se
encuentra el MTBE son bajas, en comparacién con datos obtenidos de los EEUU.

Otra razén para la decision tomada fue que en Alemania el porcentaje de MTBE
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en la gasolina es significativamente bajo comparado con su uso en los EEUU. La
produccion de MTBE en Alemania en 1997 fue de 387,000 toneladas y se
consumieron 349,400 para 1999 se consumieron 500,000 toneladas. La
concentracion promedio de MTBE en la gasolina es de 1.2-1.7% (p/p). EI consumo

de MTBE en Europa se ha incrementado en mas del 23% entre 1995-1999.

En México existe poca informacion acerca de la presencia de MTBE en el
ambiente. Se han detectado concentraciones en aire de 11.5 ppb y 4.4 ppb en
estaciones de servicio y de vehiculos de circulacién, respectivamente. Se han
encontrado concentraciones entre 4 y 87 mg/L en aguas de los alrededores de las

estaciones de servicio (Razo-Flores y col., 2004)

En el invierno de 1988 se introdujo el MTBE en la gasolina. Este oxigenante
favoreceria la combustion y la disminucion de contaminantes a la atmdsfera pero
su uso en vehiculos sin catalizador acarre6 la emision de mayores niveles de NOx

y de un contaminante altamente reactivo, el formaldehido (Bravo y Torres, 1990).

Schifter y col., 2000 realizaron una investigacion en la ZMVM en la que evaluaron
las emisiones generadas por vehiculos automotores. Emplearon dos tipos de
gasolina, una de bajo octanaje y la otra sin plomo, de grado regular. En ambas
gasolinas emplearon 5, 10 y 15% de MTBE, en volumen. En la gasolina de bajo
octanaje el 10% de MTBE favorecid la disminucion del total de compuestos
emitidos, mientras que en la gasolina regular el 15% fue el porcentaje mas
favorable. Los autores reportaron que las emisiones de Isobuteno, MTBE vy
formaldehido al ambiente se incrementaron con el uso de gasolina con MTBE; sin
embargo, se observd la disminucidn de emisiones de mondxido de carbono de
forma significativa y de hidrocarburos en menor grado. Los autores también

mencionan que el beneficio es menos evidente en vehiculos automotores viejos.
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1.5 TOXICIDAD DEL MTBE.

Algunos compuestos, tales como los éteres (MTBE), el benceno y otros son
liberados por tubos de escape y por la evaporacion del combustible al medio
ambiente. La exposicion a los productos de la combustion quimica de la gasolina
es considerada un problema de salud (EEUU EPA, 1994).

En 1994 la EEUU. EPA investigo los efectos del MTBE en la salud y reportaron
que aun cuando no se habian realizado estudios en humanos que proporcionaran
informacion de la potencialidad del MTBE para generar cancer, los estudios
realizados con ratones y ratas evidenciaron 3 tipos de tumores. Estos datos,
aunque dificiles de interpretar, permitieron establecer que el MTBE es un posible
cancerigeno humano por ser inhalado. Por esta razén la EEUU. EPA lo clasifico

dentro del grupo C, que se basa en evidencia limitada y estudios en animales.

Estudios realizados con ratas y ratones sugieren que la ingestion de MTBE
produce irritacion gastrointestinal, dafio al higado y los rinones y efectos sobre el
sistema nervioso. En el 2000, la EEUU. EPA anunci6 la posibilidad de eliminar el
uso del MTBE en las gasolinas para el afio 2003, sin embargo este plazo se
extendié hasta diciembre del 2004. Actualmente los EEUU buscan eliminar el uso
del MTBE sustituyéndolo por etanol, se espera que para el aino 2012 se alcance
un consumo de al menos 20,000 millones de litros de este biocombustible (Honty,
2004)

Los problemas generados por la presencia de MTBE en agua potable son
principalmente que el olor se detecta a una concentracién de tan solo 2 ppb; al ser
inhalado provoca alteraciones en el sistema nervioso, irritabilidad en los ojos,
fosas nasales y garganta, asi como mareo, desorientacion, vomito, dolores de
cabeza y musculares y confusion mental. Sin embargo los niveles de exposicion
efectivos en estos casos no se conocen. En 1997, la EEUU. EPA establecié que la
maxima concentracion de MTBE permitida en agua potable seria de 20-40 ppb, ya

que dicho rango de concentracion no representa riesgos para la salud.
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Amberg y col., 2000, estudiaron la toxicinética del MTBE y sus metabolitos en
humanos después de la exposicidon oral. Los autores mencionan que dosis de 15y
5 mg MTBE/100 mL de agua provocaron tiempos de vida media en el organismo
de 0.6 y 0.75 h, respectivamente. También reportan la presencia de TBA como un
metabolito de la degradacién de MTBE con una vida media de 55 y 8 h,
respectivamente. En muestras de orina también se observo la presencia de HIBA
y 2-metil-1,2-propanodiol, sin embargo los autores no mencionan si existen efectos

posteriores por la exposicion al MTBE en los voluntarios.
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2. METODOS DE ELIMINACION DEL MTBE.

A lo largo de los ultimos 20 afos se han emitido una gran diversidad de opiniones
acerca de la biodegradabilidad del MTBE, por lo que se han publicado estudios de
diversos tratamientos para eliminarlo. Estos tratamientos incluyen tanto procesos

fisicoquimicos como bioldgicos.

2.1 PROCESOS FISICOQUIMICOS.

Estas tecnologias han sido identificadas como potencialmente aplicables en la
eliminacién o destruccion de MTBE presente en sitios contaminados. Sin embargo
estos estudios se han enfocado en concentraciones menores de 1000 ug/L (Brown
y col., 1997).

Smith y col., 1991, estudiaron la foto-oxidacién de MTBE en la atmésfera mediante
reacciones con radicales hidroxilo (OH). Los radicales hidroxilo se emplean para
tratar bajas concentraciones de compuestos organicos en aguas contaminadas, ya
que pueden oxidar un compuesto organico hasta mondéxido de carbono (CO). El
tiempo de vida media del MTBE en la tropdsfera es de 3.9 dias y los dos

productos formados en presencia de NOx fueron TBA y formaldehido.

Barreto y col., 1995, realizaron experimentos a escala laboratorio para determinar
la efectividad de la degradacion foto-catalitica del MTBE con didoxido de titanio
como catalizador. Se emple6 una concentracion inicial de 82,000 ug/L de MTBE
de la cual el 76% fue degradado en los primeros 20 minutos y la completa

eliminacion se obtuvo hasta las 4 horas.

Watson 1996 reporta la eliminacion de MTBE usando una combinacién de luz
ultravioleta y peroxido de hidrégeno en aguas subterraneas de un sitio en New
Hampshire. El proceso requirié de un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de 20 a
70 minutos para la eliminacion del MTBE, dependiendo de la calidad del agua. Sin
embargo se observd que este proceso requirio mas de 120 veces la luz ultravioleta

necesaria para la desinfeccidon del agua de California.
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El carbdn activado granular también ha sido utilizado para la eliminacién del MTBE
presente en aguas con concentraciones de 1000 pg/L. Watson 1996, emple6 una
isoterma de adsorcion para su eliminacion, pero el carbon activado necesario para
eliminar al MTBE es 21 veces mas caro comparado con la eliminacion de la misma

masa de tricloroeteno con el mismo sistema.

Otra alternativa fisicoquimica usada para la eliminacion de MTBE son las resinas
poliméricas insolubles en agua. Las gotas formadas tienen una matriz con una alta
area superficial especifica, similar a la del carb6n activado y estas resinas pueden
actuar como intercambiador idénico. El material de las resinas son los polimeros
(poliestireno, polivinilpiridina, y polimetacrilato, etc), los cuales se seleccionan por
su afinidad hacia el contaminante. De esta forma las resinas son capaces de
adsorber el MTBE del agua. Esta es sin embargo una tecnologia cara en

comparacion con las anteriores por lo que no es comun su empleo.

La recuperacion de contaminantes mediante el empleo de membranas, como
ocurre en la ésmosis inversa y la nanofiltracién, es un método potencial para la
eliminaciéon del MTBE. Se sabe que estos métodos son capaces de eliminar
pesticidas e hidrocarburos clorados en concentraciones de 85 a 7 png/L, sin
embargo todavia no se conocen aplicaciones de esta técnica para la eliminacion
del MTBE (Brown y col., 1997)

Los sistemas de eliminacion de MTBE mediante flujos de aire permiten la
transferencia del contaminante desde el agua hacia la fase gaseosa. Esta técnica
ha sido empleada para compuestos de gasolinas que son mucho mas volatiles
que el MTBE. Malley y col., 1993 en New Hampshire California emplearon una
relacion de aire-agua de 150:1 para eliminar un 60% del MTBE en una zona
contaminada, utilizando un sistema de difusién de burbujas. Con este proceso, el
MTBE sélo fue transferido a la fase gaseosa, por lo que debid ser tratado antes de
descargarlo al ambiente. Estos tratamientos sin embargo, son costosos y

complejos (Kinner, 2001).
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Choi y col.,, 2000 emplearon un reactor con membrana polimérica para la
descomposicién de vapores de MTBE. La membrana estuvo constituida de
alumina y polipropileno, polisulfona o acetato de celulosa para determinar la
descomposicion del MTBE en la fase vapor. Los autores evaluaron la conversion
de MTBE con el incremento de la temperatura de reaccion y el decremento de la
presion de reaccion. La permeabilidad selectiva de metanol/isobuteno a través de
cada membrana polimérica fue mayor en todas las temperaturas (60, 80 y 100°C)
asi como con el aumento de la presion parcial de MTBE. El porcentaje de
conversion del MTBE se incrementd con el aumento de la temperatura de reaccion
y el decremento de la presion de reaccion. La membrana cubierta con
polipropileno mostré el mejor desarrollo en condiciones experimentales (Kinner,
2001).

2.2 PROCESOS BIOLOGICOS.

La susceptibilidad del MTBE a la biodegradacion es baja, como se ha mostrado en
estudios recientes (Salanitro y col., 1994; Steffan y col., 1997; Hardison y col.,
1997; Mo y col., 1997; Garnier y col., 1999; Hanson y col., 1999; Deeb y Alvarez-
Cohen 2000; Bradley y col., 2001; Dupasquier y col., 2002) los mecanismos
bioquimicos muestran que distintas enzimas con diferentes rangos de
especificidad de substratos (monooxigenasas, dioxigenasas, peroxidasas,
cotocromo P450) pueden romper los enlaces éter. En la reaccidn se incorpora un
oxigeno y se produce subsecuentemente un hemiacetal, que dismuta
espontaneamente en solucion acuosa al alcohol correspondiente y al aldehido

(Hatzinger y col., 2001)

Una alternativa a los procesos fisicoquimicos para la eliminacion de MTBE es el
empleo de microorganismos capaces de utilizarlo como fuente de carbono y
energia. Se ha observado que cuando el oxigeno esta presente puede ser usado
como aceptor terminal de electrones, ya que produce la mayor cantidad de

energia necesaria para el mantenimiento celular y el crecimiento. Ademas de que
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las velocidades de algunas reacciones aerobias son mayores en comparacion con

las reacciones que no contienen oxigeno (Kinner, 2001).

Algunos investigadores han reportado cepas capaces de utilizar al MTBE como
unica fuente de carbono y energia, mientras que otros reportan la degradacion
cometabdlica de MTBE.

Salanitro y col., 1994 lograron por primera vez aislar un consorcio microbiano,
derivado de lodos activados de industrias de biotratamiento quimico, llamado BC-
1. En el consorcio se lograron identificar hasta cinco organismos (incluyendo
corineformes, pseudomonas, y achromobacter) que de forma aislada no fueron
capaces de crecer en MTBE como unica fuente de carbono y energia. El consorcio
fue capaz de degradar 120 mg/L de MTBE con una velocidad de 34 mg/g células/h
y transformarlo en TBA, el primer intermediario de la degradaciéon de MTBE. La
concentracion de TBA empez6 a disminuir cuando el MTBE fue consumido por

completo, con una velocidad de 14 mg TBA/g células/h.

A través de los diversos estudios para encontrar microorganismos capaces de
degradar el MTBE ha sido posible identificar algunos de los intermediarios de su
ruta de degradacion. Resultados previos sugieren que la actividad monooxigenasa
del citocromo P-450 es responsable de la degradacién de MTBE a TBA (Salanitro,
1995). En la mayoria de los estudios se reporta al TBA como el primer
intermediario de la ruta de degradacion, sin embargo el TBF parece ser un

intermediario transciente entre estos compuestos.

Salanitro en 1995 propuso por primera vez una ruta de degradaciéon para el MTBE.
En esta ruta el MTBE es transformado inicialmente a TBF, seguido del
formaldehido o formato y el TBA; éste ultimo es metabolizado via alcohol

isopropilico, acetona y piruvato hasta acetato y CO..

Hanson y col., 1999 reportan el aislamiento de una cepa pura llamada PM1
(miembro del subgrupo 31 de las Proteobacterias) capaz de degradar MTBE como

unica fuente de carbono y energia. Esta cepa fue aislada de un consorcio
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microbiano enriquecido en la composta de un biofiltro con vapores de MTBE. Los
maximos rendimientos de biomasa reportados con MTBE como unica fuente de
carbono y energia fueron de 0.18 g/g. Esta cepa fue capaz de alcanzar
velocidades de consumo de MTBE de 34 mg MTBE/ g celulas/ h. Los porcentajes
de conversion de MTBE a CO; y biomasa fueron de 46 y 19%, respectivamente

con un rendimiento celular de 0.18 mg células/mg MTBE consumido.

Church y col., 2000 proponen una ruta de degradacién para MTBE, ETBE, TAME,
DIPE y TAA, empleando un cultivo puro de la misma cepa PM1 mencionada en el
trabajo anterior. En el caso de MTBE y ETBE el primer intermediario es el TBA, el
cual es transformado a ISO (al igual que el DIPE) para ser transformado hasta
acetaldehido, acetato y CO,. Por otra parte el TAME es transformado a TAA y

acetona, acetaldehido, acetato y CO..

Hatzinger y col., 2001 evaluaron la degradacion de MTBE y TBA con la cepa
ENV735 y trataron de identificar factores que explicaran la persistencia del MTBE
en el ambiente. Los autores sugieren que el MTBE y el TBA son oxidados por
distintos sistemas enzimaticos en la cepa. La oxidacion del MTBE por la cepa
ENV735 ocurre de forma constitutiva, con wuna velocidad inicial de
aproximadamente 86 nmol/min/mg proteina. La cepa convierte rapidamente el
MTBE hasta CO,, especialmente si el microorganismo se exponia previamente a
TBA como fuente de carbono y energia. Los autores reportan pobres rendimientos
de biomasa con MTBE y sugieren que ésto puede deberse a la carencia de flujos
de rutas metabdlicas para mineralizar eficientemente el MTBE. Debido a lo
anterior adicionaron ELEV en un rango de 0.01 y 0.04% logrando incrementar los
rendimientos de biomasa hasta 0.4 g/g. Estos resultados sugieren que es
necesario el uso de cofactores o inductores para un crecimiento eficiente del
microorganismo en MTBE. La velocidad de degradacion de MTBE por la cepa
ENV735 no fue afectada al ser incubada con formaldehido, mondxido de carbono

0 acetato.
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Francois y col., 2002 reportaron que la cepa Mycobacterium austroafricanum IFP
2012, es capaz de degradar eficientemente MTBE, TAME y TAA. Durante el
metabolismo de MTBE fue posible detectar TBF e HIBA.

Los autores reportaron que la presencia de cobalto favorecié el consumo de HIBA
y el crecimiento, sin embargo no tuvo ningun efecto sobre la degradacién de TBA.
Los maximos rendimientos de biomasa (0.44 g biomasa/g MTBE) fueron obtenidos
con MTBE como unica fuente de carbono y energia. La velocidad especifica de
degradacion de MTBE fue de 53 mg MTBE/g células/h. Los perfiles proteicos
fueron similares cuando la cepa crecid en MTBE y TBA, obteniendo polipéptidos
con fuertes similitudes con oxidorreductasas conocidas de 66 y 27 kDa. Los
autores reportan que en la degradacién de MTBE con M. austroafricanum IFP
2012, el MTBE es transformado hasta TBF, formaldehido y CO,, o TBA seguido
de HIBA, biomasa y COa.

Fayolle y col., 2003 reportaron que la misma cepa anterior fue capaz de crecer en
MTBE y TAME. Mostraron que fue necesario la presencia de cobalto para poder
degradar al HIBA, el cual es un intermediario de la ruta de degradacion del MTBE.
Esta cepa presenta una fase de adaptacion larga durante la cual se lleva a cabo la
transformacién del MTBE a TBA y no se observa crecimiento. Durante el consumo
posterior de TBA existe un crecimiento rapido. La actividad degradadora para
MTBE y TAME fue de 263 y 327 ymol éter/g biomasa/h. Los autores reportan el
indice de energia de discrepancia que indica si la asimilacion de carbono se lleva
a cabo de forma eficiente (es la razén entre el rendimiento de biomasa tedrico y el
experimental). Si el valor es superior a 1 implica que hay pérdida de energia a
través de la ruta de degradacién. Para el MTBE el valor fue de 2.8 por lo que hay
una deficiencia en la asimilacién del carbono en la produccién de biomasa. Los

rendimientos experimentales de biomasa fueron de 0.15-0.3 g/g.

Como se observa en los estudios descritos anteriormente, la limitante en la
degradacion de MTBE son los bajos rendimientos de biomasa por lo que el

cometabolismo es una alternativa para la degradacion de MTBE. La degradacion
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de MTBE ha sido claramente demostrada en estudios de microcosmos por
cometabolismo y con fuentes de carbono que mantengan al in6culo (sustratos de

crecimiento).

El cometabolismo es la transformacion de una sustancia no asimilable en
presencia de un sustrato de crecimiento u otro compuesto transformable. Las

sustancias no asimilables son aquéllas que no permiten el crecimiento celular.

Hardison y col., 1997 reportan que el hongo filamentoso Graphium sp cataliza la
hidroxilacion inicial de n-alcanos gaseosos (ademas de DEE y MTBE), por una
enzima citocromo P-450 inducible. Sugieren que estas reacciones son catalizadas
por la misma enzima citocromo P-450 y que la actividad alcohol deshidrogenasa
involucra las futuras transformaciones de la oxidacion inicial de los productos de
cada sustrato. Mencionan que la reaccion inicial en la oxidacién de DEE es la O-
alquilacién para producir EtOH y acetaldehido (Figura 2). El rendimiento de
biomasa obtenido para el consumo de DEE fue de 28.5 g de biomasa por mol de
sustrato consumido y la maxima velocidad de oxidacion de DEE fue de 85
nmol/h/mg peso seco. Graphium sp fue capaz de crecer en MTBE como unica
fuente de carbono y energia. La velocidad de consumo inicial de MTBE para el
micelio incubado con n-butano fue de 0.6 nmol/h/mg peso seco y cuando sélo se
emple6 MTBE como fuente de carbono la velocidad de consumo fue de 1.9
nmol/mg peso seco/h. Se observé que después de 18 horas, el consumo se

detuvo, sin embargo se reinicié con la adicion de n-butano.

La principal diferencia entre la degradacién de MTBE y DEE observada para
Graphium sp. es que el hongo aparentemente no puede utilizar los productos de la
degradacion de MTBE como fuente de carbono y energia para soportar el

crecimiento.
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Figura 2. Hardison y col., 1997 proponen esta ruta para la degradacion de DEE.

Steffan y col., 1997 evaluaron la capacidad de bacterias oxidantes de propano,
para degradar MTBE, ETBE y TAME en estudios de laboratorio. Las cepas
probadas fueron M. vaccae JOBS (ATCC29678), ENV420, ENV421, ENV425
(ATCC55798), Pseudomonas putida CAM, Rhodococcus rhodochrous 116,
Pseudomonas oleovorans Gpo1 y Pseudomonas mendocina KR1. Todas las
cepas probadas fueron capaces de degradar MTBE después de crecer
previamente en propano. La cepa ENV425 incubada con 20 mg MTBE/L degradé
MTBE sin fase de adaptacion; inicialmente se observdé la produccidon
estequiométrica de TBA, con una velocidad de degradacién de MTBE de 3.9

nmol/min/mg de proteina celular. Los autores también identifican el HIBA en la ruta
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de degradacion del MTBE (Figura 3), sugieren que éste puede generar acido

lactico como producto final. Ademas se incluye en la ruta a las monooxigenasas

del propano para transformar el HIBA hasta propanol y acido piruvico.
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Figura 3. Ruta de degradacion para MTBE, por Steffan y col., 1997
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Autores como Francgois y col., 2002 y Fayolle y col., 2003 coinciden con la ruta
propuesta por Steffan y col., 1997 e incluyen al TBF como un intermediario

transciente la oxidacion del MTBE a TBA, tal como se muestra en la Figura 3.

Hyman y col., 1998 describieron el comportamiento de monooxigenasas inducidas
en M.vaccae JOBS y una cepa de Xanthobacter al crecer en propano. Los autores
mostraron que las monooxigenasas responsables de la oxidacion de los alcanos
no son del tipo citocromo P-450. También, comprobaron que el TBF fue el primer
intermediario de la degradacién de MTBE, mientras que el TBA es producido y
degradado bajo el mismo proceso de cometabolismo ya que es un sustrato para

las monooxigenasas del propano.

Hyman y O’Reilly 1999, evaluaron la capacidad de diversos microorganismos que
usan oxigenantes en sus rutas metabdlicas. La degradacion de MTBE fue
observada por microorganismos que tienen la capacidad de crecer en alcanos
gaseosos o isoalcanos, como M. vaccae JOBS5, A. eutrophus, y P. mendocina. Los
autores sugieren que la capacidad de crecer en alcanos es un buen indicador de

que los microorganismos pueden degradar MTBE.

En la UAM, Garnier y col, 1999 aislaron una cepa bacteriana de suelos
contaminados con gasolina. La cepa fue identificada como Pseudomona
aeruginosa y puede mineralizar aproximadamente el 28% de MTBE en presencia
de pentano como fuentes de carbono y energia ya que se observa la acumulacion
de TBA. Los autores mencionan que las enzimas involucradas en la oxidacion de
MTBE y pentano tienen mayor afinidad por el segundo sustrato, lo cual se
evidencia en los valores de Ks para MTBE y pentano que fueron de 185y 2.9 ug/L,
respectivamente. Por otra parte, también mencionan que existe inhibicidn
competitiva entre el MTBE y el pentano, lo que sugiere un sitio enzimatico simple
para los dos compuestos. La cepa es capaz de degradar 0.04 mg MTBE/mg

proteina celular/h.
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Deeb y Alvarez-Cohen, 2000 evaluaron el impacto de las interacciones positivas
(cometabolismo) y negativas (inhibicidn) entre sustratos en las velocidades de
biotransformacion y mineralizacion de compuestos monoaromaticos de la gasolina
y MTBE. Estos sustratos comunmente coexisten en las plumas de contaminacion
en aguas subterraneas. Los autores emplearon un cultivo mixto y dos cultivos
puros obtenidos de un acuifero contaminado con gasolina. Los tres cultivos fueron
capaces de biotransformar los 6 compuestos de los BTEX, pero ningun cultivo fue
capaz de biodegradar MTBE. Sin embargo concentraciones de MTBE de 20 a 100

mg/L no afectaron las velocidades de biotransformacion de los BTEX.

Deeb y col., 2001 evaluaron también las interacciones de los BTEX con el MTBE.
Utilizaron una cepa bacteriana PM1 la cual, como se menciond, es capaz de
utilizar el MTBE como unica fuente de carbono y energia. Solo en presencia de
benceno y tolueno se pudo observar la degradacion de MTBE, sin embargo la
velocidad de degradacion del compuesto disminuyd. La presencia de 20 mg/L de
etil-benceno y xilenos impidié la degradacién de MTBE. Esto sugiere que si los
microorganismos en ambientes naturales se comportaran como en este estudio,
para llevar a cabo la degradacion de MTBE en las plumas de contaminacion, éste
deberia migrar fuera de la pluma (5 y 1 mg/L/h para MTBE y benceno, se
emplearon 20 mg/L de MTBE).

Morales y col., 2004 reportaron la mineralizacion cometabdlica de MTBE por
cultivos mixtos, obtenidos de muestras de suelos de sitios contaminados con
gasolina en México. Las colonias fueron agrupadas en dos cultivos llamados M1 y
M2 que fueron enriquecidos con pentano, hexano, isooctano y tolueno. Los
cultivos fueron capaces de degradar MTBE en presencia de gasolina con
velocidades de 117 y 80 mg/g proteina/h para M1 y M2, respectivamente. La
degradacion de MTBE en presencia de hexano e isooctano no fue completa y se
observé la acumulacion de TBA. En presencia de pentano el MTBE fue consumido
después de 200 horas y el TBA fue totalmente degradado después de 250 horas.
En presencia de tolueno el MTBE no fue transformado. Las velocidades de

consumo especificas para el MTBE en presencia de pentano, hexano e isooctano
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fueron de 49, 5.6 y 25 mg/g proteina/h para el cultivo M1 y de 35, 11.5 y 32 mg/g
proteina/h para el cultivo M2. La conversion de CO, fue de 51%, 40% y 26% para

pentano, hexano e isooctano, respectivamente.

2.3 REACTORES.

La eliminacion biolégica de éteres a partir de flujos gaseosos o0 acuosos
contaminados, generados por operaciones de remediacion ha sido probada tanto
a nivel de laboratorio como a escala piloto. Los tratamientos ex situ implican el
transporte de las aguas y suelos contaminados, los cuales pueden ser tratados
mediante procesos de remediacion. Durante estos tratamientos se han empleado

diversos tipos de reactores bioldgicos (Fayolle y col., 2001; Kinner, 2001).

Los reactores de crecimiento suspendido emplean una alta concentracién de
células activas para biodegradar altas concentraciones de contaminantes
organicos. Estos sistemas permiten que el cultivo suspendido este en contacto
directo con el contaminante, el oxigeno disuelto y los nutrientes. Los reactores de
pelicula fija, contienen una superficie fisica que permite a los microorganismos
formar la pelicula. Estos reactores retienen bajas concentraciones celulares y
pueden ser lavados y tener bajas velocidades de crecimiento (Stocking y col.,
2000).

Fujiwara y col., 1984 emplearon un reactor de lodos activados para tratar efluentes
con concentraciones de 100,000 pg/L de MTBE bajo condiciones aerdbicas,

reportando que no fue posible degradar el contaminante.

Fortin y Deshusses, 1999a emplearon filtros biolégicos de escurrimiento con un
consorcio microbiano (obtenido de muestras de agua y material acuifero
contaminado con MTBE, de Ontario Canada y Tustin CA.) el cual fue adaptado
para el consumo de MTBE durante 6 meses. Inicialmente se le adicionaron 0.25
mg/L de acidos humicos como estimulantes del crecimiento y este consorcio fue
capaz de degradar 50 g MTBE/m>/h. A lo largo del experimento se detectd un

metabolito de la degradacion de MTBE, posiblemente TBA. El consorcio degradé
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TBA con una velocidad similar al MTBE. La velocidad de crecimiento especifica en
los dos médulos del biofiltro fue de 0.023 y 0.026 dias™. El cultivo mostré bajos
rendimientos de biomasa de 0.09 a 0.12 g/g, la actividad especifica fue de 5.5 x
10y 11 X 10 g MTBE/g peso seco/h, en los mddulos respectivos. Los autores
mencionan que las diferencias se deben al alto contenido de biomasa en el primer

modulo del biofiltro.

Pitre y Steffan, 1999 realizaron estudios para evaluar un bioreactor de membrana
a escala piloto. En esta investigacidon emplearon aguas contaminadas con MTBE
del sureste de Texas, con concentraciones de 13,000 a 42,000 mg/L de MTBE. El
inoculo fue la cepa ENV425, que es capaz de degradar MTBE y TBA. EI ISO fue
utilizado para mantener el crecimiento celular y con este sistema se lograron
alcanzar eficiencias de remocién de hasta un 98% de una carga de 0.271 Ib
MTBE/Ib MLSS (mezcla de liquidos de so6lidos suspendidos)/dia. La concentracién

final de MTBE en las aguas tratadas fue de 1.6 a 120 mg/L.

Steffan y col., 2000b describieron el uso de Hydrogenophaga flava ENV735 para
el tratamiento ex situ de MTBE en corrientes acuosas. Los autores emplearon 0.1
g/L de ELEV para promover el crecimiento del microorganismo en MTBE. La
eliminaciéon de MTBE se llevo a cabo en un reactor de membrana de 85 L, con una

velocidad de eliminacion de 14 mg/L/h.

Hernandez y col., 2000 reportaron la eliminacién cometabdlica de MTBE a nivel
laboratorio y escala piloto. La velocidad cometabdlica fue determinada para
diversos compuestos organicos y mezclas, con tres cultivos puros y 2 consorcios.
Los compuestos usados fueron; alcohol terbutilico, alcohol isoamilico, sec-butanol,
pentano, dietil éter, 2-butanol y gasolina. Con los tres primeros no se observé
degradacion de MTBE, en presencia de los ultimos cuatro fue posible observar la
degradacion cometabdlica del contaminante. Los autores reportan un coeficiente
metabdlico maximo de 0.84 mg MTBE/mg sustrato en microcosmos. Los estudios
en biofiltro mostraron la eliminacién del 50% del MTBE y una capacidad de

eliminacién de gasolina de hasta 50 g CHs/m?/h.
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Fortin y col.,, 2001 reportaron la degradacion de MTBE por un consorcio
microbiano (F), que fue obtenido en los estudios reportados por Fortin vy
Deshusses (1999a y 1999b). La velocidad de degradacion de este consorcio se
obtuvo a partir de cinéticas de orden cero con una velocidad de degradacion (Ko)
de 2.8 mg/L/h para una concentracién de 100 mg/L de MTBE. La concentracion
residual de MTBE en la mayoria de los casos fue menor a 50 pg/L y durante los
experimentos se detectd TBA en concentraciones de alrededor de 65 ug/L. La
actividad especifica del consorcio fue de 7 a 18 mg MTBE/g peso seco/h. El
rendimiento de biomasa obtenido para el consorcio F fue de 0.11 g peso
seco/gMTBE. Los autores mencionan que la bioremediaciéon de compuestos
recalcitrantes requiere el enriquecimiento de los cultivos microbianos, seguido por
la determinacidn de sus parametros cinéticos y metabdlicos. El consorcio F
provino de un biofiltro de lecho escurrido a escala laboratorio, la biomasa
empleada fue enriquecida en un reactor en lote con un sistema de oxigenacion a
través de manguera de silicon. Este consorcio es un cultivo mixto estable que no
cambia sus caracteristicas macroscopicas a lo largo del tiempo. El cultivo original
fue enriquecido con muestras de sitios contaminados con MTBE. Los autores
evaluaron el efecto del DEE como S y observaron que el MTBE so6lo se degradd
después de la completa eliminacion de éste. Lo anterior sugiere que la ruta de
degradacion del MTBE esta sujeta a algun tipo de represion catabdlica. El
rendimiento de biomasa obtenido después del empleo de DEE fue de hasta 0.6
g/g, aunque el incremento en biomasa no fue acompanado por una mayor tasa de

consumo de MTBE.

Dupasquier y col., 2002 realizaron estudios de biofiltracion para eliminar vapores
de MTBE por cometabolismo con pentano, empleando un cultivo degradador de
pentano de Pseudomonas aeruginosa, obtenido de muestras de suelo
contaminados con gasolina. El pentano y el MTBE se alimentaron al biofiltro
mediante una corriente de aire. Las capacidades de eliminacion para el MTBE
fueron de 0.3 a 1.8 g/m®h, para una carga de 1.1 a 12.3 g/m® y durante los

experimentos se demostré que la degradaciéon del MTBE so6lo puede llevarse a
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cabo en presencia de pentano como previamente habia sido descrito por Garnier y
col., 1999. Las capacidades de eliminacion de MTBE fueron inhibidas con altas
concentraciones de pentano. Cuando la concentracion de MTBE se incrementd
hasta 20 g/m> el porcentaje de eficiencia de remocién disminuyé de 60 a 20 % y

de 20 a 6%, respectivamente.

Hu y col., 2004 reportan el estudio de un biofiltro a escala laboratorio hecho de
una fibra natural (Kenaf) inoculado con microorganismos degradadores de MTBE.
En este estudio se evalué el efecto de ciertos parametros tales como la
concentracion de oxigeno, el TRH, la concentracion de ELEV y la concentracion
inicial de MTBE. Emplearon cuatro modelos cinéticos para evaluar la eliminacién
del MTBE en el reactor. El formaldehido y el TBA no fueron encontrados en el
efluente y el didxido de carbono fue evaluado como producto final. Los resultados
se basaron en el balance de masa. Los autores incluyen al ELEV como una fuente
de carbono alternativa para promover el crecimiento microbiano (en
concentraciones de ELEV de 0, 0.75 y 1.3 g/L). El ELEV promovié el crecimiento
microbiano, algo esencial para la degradacion del MTBE, aunque los autores
mencionan que la bio-pelicula puede saturarse o llegar a condiciones de estado
estacionario. Finalmente concluyen que el ELEV no increment6 la biodegradacion
de MTBE, ya que los resultados estadisticos indican que no existen diferencias
significativas en los porcentajes de eliminacion de MTBE y que las mayores

velocidades de remocion se obtuvieron sin ELEV.
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2.4 ESTUDIOS EN CAMPO.

Por otra parte, algunos estudios recientes en sitios contaminados han mostrado
que la biodegradacion del MTBE puede llevarse a cabo de forma natural. Estudios
de atenuaciéon natural muestran que el MTBE presenta diferentes valores de vida
media dependiendo del ambiente contaminado; su vida media estimada en la
superficie del agua es de 14 dias, 3 en la atmésfera, pero hasta 2 afios en aguas
contaminadas, comparado con el benceno que tiene una vida media en agua de 2

o 3 meses (Fayolle y col., 2003).

El monitoreo de la degradacion natural o atenuacién del MTBE en acuiferos
contaminados con gasolinas muestra que los BTEX son degradados antes que el
MTBE. En algunas ocasiones el MTBE no se degrada por completo. Hitzig y col.,
1998 reportaron que en un trabajo realizado en Ontario Canada, los BTEX fueron
significativamente oxidados en los primeros 16 meses, ,lo que no sucedié con el
MTBE. Después de 7 afios se observd que la concentracion de MTBE disminuyd

hasta 200 pg/L de los1000 pg/L iniciales.

Se ha observado que cuando el oxigeno esta presente puede ser usado como
aceptor terminal de electrones ya que produce la mayor cantidad de energia
necesaria para el mantenimiento celular y el crecimiento (Kinner, 2001). Sin
embargo muchos acuiferos contaminados no contienen cantidades significativas
de oxigeno por lo que se han encontrado basicamente dos métodos que se
pueden utilizar para favorecer la biodegradacién de MTBE en estos sitios el
bioestimulacion y la bioaumentacion. El primero es una estrategia de remediacion,
que permite incrementar los microorganismos capaces de degradar el
contaminante con la introduccion de aceptores de electrones, nutrientes y/o co-
sustratos. En el segundo método se aumenta la actividad de los microorganismos
introduciendo organismos que sobrevivan, compitan y degraden los contaminantes
(Stocking y col., 2000).
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Javanmardian y Glasser 1997, investigaron la posibilidad de la degradacion in situ
de MTBE en Michigan usando un bioventeo para suministrar oxigeno en aguas
subterraneas durante un periodo de 3 meses. Después de este periodo, la
concentracion de MTBE decrecié hasta niveles por debajo del limite de deteccién.
Experimentos en microcosmos con microorganismos del lugar mostraron la
capacidad de degradar el MTBE en concentraciones de hasta 10 mg/L con un
tiempo de vida media de 30-45 dias.

Una nueva tecnologia para adicionar oxigeno en acuiferos contaminados es la
inyeccion de compuestos liberadores de oxigeno (ORC). Esta técnica consiste en
usar peroxido de magnesio (MgO.) y con ella el MTBE ha sido degradado de 800

a menos de 2 ug/L en menos de 9 meses (Koenigsberg y col., 1999).

Salanitro y col., 1999 emplearon un cultivo llamado BC-1 para la bioremediacién in
situ de MTBE en California. Los autores emplearon bio-barreras de 6 metros de
longitud que suministraban oxigeno a la pluma contaminada con MTBE. Después
de 261 dias la concentracion de MTBE fue de 2-9 mg/L a 10 pg/L. La
concentracion de TBA fue menor de 10 pg/L y con estos resultados se mostré la
eficiencia de las bio-barreras conteniendo microorganismos selectivos de

bioremediacion.

Salanitro y col., 2000 reportan asimismo un estudio de bioaumentacion en una
pluma de contaminacion con MTBE de 1500 m en Port Hueneme (CA). Los
autores evaluan la degradacion de MTBE bajo distintas condiciones en tres zonas.
La primera de ellas sin tratamiento, la segunda con adicion de O, para incrementar
los niveles superiores a 20 mg/L y la tercera con adiciones de O, y de un cultivo
microbiano llamado MC-100. La concentracién inicial de MTBE fue de 2-9 mg/L.
Los niveles de MTBE decrecieron para la segunda zona hasta 0.001-0.1 mg/L
después de 186-261 dias. En la tercer zona la concentracion de MTBE decrecio
después de 30 dias y hasta 261 alcanzando concentraciones de 0.001-0.01 mg/L.
En esta zona la concentraciéon de TBA disminuyd a concentraciones menores de
0.01 mgl/L.
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2.5 DEGRADACION ANAEROBIA DE MTBE.

La importancia de la biodegradacién anaerobia del MTBE se debe principalmente
a la ligera atenuacion natural en los sitios contaminados con gasolinas, debido a
que se forman plumas del contaminante en el subsuelo bajo condiciones

anaerobias.

Suflita y Mormile en 1993 mostraron que el MTBE no puede ser degradado bajo
condiciones anaerobias por sedimentos de acuiferos o cultivos bacterianos.
Determinaron que los atomos de carbono terciarios o cuaternarios son mas
recalcitrantes que los ramificados o ligeramente ramificados, asi como que los
éteres son moléculas persistentes a la degradacién anaerobia. En este mismo

experimento el TBA no fue degradado después de 252 dias de incubacion.

Yeh y Novak, 1994 estudiaron la degradacion de MTBE bajo condiciones
metanogénicas en tres diferentes suelos. Emplearon suelos con bajo contenido de
materia organica en donde la degradacién del MTBE sigui6 una cinética de primer

orden. El tiempo de vida media para el MTBE fue de 120 dias.

Mormile y col., 1994 emplearon sedimentos anaerobios (muestras de un rio de
Ohio) y dos cultivos puros (Acetobacterium woodii y Eubacterium limosum)
capaces de metabolizar éteres para la degradacion de MTBE. En este estudio solo
un 50% del MTBE (73 pg/L) fue transformado a TBA después de 152 dias de

incubacion. Pero ninguna de las dos cepas fue capaz de degradar el MTBE.

Finneran y Lovley, 2001 estudiaron la degradacién anaerobia de MTBE y TBA
empleando sedimentos de acuiferos contaminados con petrdleo asi como
sedimentos acuaticos. Observaron que el MTBE sélo se degradd por los
sedimentos acuaticos en presencia de sustancias humicas y Fe(lll), después de
un periodo de adaptacion de 250-300 dias. Estos sedimentos transformaron

rapidamente el TBA hasta CO, y CHg, sin fase de adaptacion.
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Bradley y col., 2001 estudiaron la biodegradacion de MTBE en sedimentos de
aguas superficiales de tres sitios (Campo Cecil, Oasis y Picatinny Arsenal). El
MTBE sdlo se transformé hasta TBA con velocidades de 30, 33 y 11 nmol d'en
las muestras de cada uno de los sitios. Bajo condiciones andxicas con reduccién

de SO, y NO3™ se observé una mineralizacion significativa de MTBE.
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3. MONITOREO DE POBLACIONES BASADAS EN
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

La caracterizacion de los ecosistemas microbianos se ha realizado basicamente
por técnicas que estan divididas en dos categorias basadas en caracteristicas
fenotipicas y genotipicas. Esta ultima permite la secuenciacion del genoma de
cada cepa, si dos individuos tienen exactamente la misma secuencia en sus
cromosomas y elementos extracromosomales se trata de la misma cepa. Las
técnicas moleculares permiten identificar directamente a bacterias individuales en
muestras ambientales, sin requerir de su crecimiento inicial en medios de cultivo
(Theron y Cloete 2000). Estas técnicas incluyen la hibridaciéon de DNA, el analisis
de enzimas de restriccion, perfil de plasmidos, la huella digital de DNA obtenida
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con un primer arbitrario como la
ampliacion al azar de DNA polimorfico (RAPD) y gradiente de desnaturalizacion en
un gel de electroforesis (DGGE)(Wong y col., 1996).

El PCR provee una ruta de amplificacion de secuencias de &cidos nucleicos
mediante el uso de primers que indican la secuencia objetivo a aumentar. Durante
el proceso los ciclos repetidos de desnaturalizaciéon de DNA, el alineamiento de los
primers al DNA objetivo y la extension de éstos a través de la secuencia objetivo
tienen como resultado un gran incremento de estas secuencias de interés. Los
primers especificos han sido usados para amplificar genes completos extraidos de
muestras naturales de organismos especificos o grupos de organismos en
muestras ambientales. Aunque el método es especifico y sensible las reacciones
estandar de PCR no son cuantitativas.

La ruta facil de deteccion de secuencias de acidos nucleicos microbianos es la
hibridacién directa de una sonda. Las sondas son una simple union de &cidos
nucleicos con el potencial de acarrear moléculas marcadas altamente especificas

para complementar la secuencia de DNA o RNA blanco.
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El DGGE es una técnica por el cual los fragmentos de DNA de longitudes idénticas
o casi idénticas, pero de diferente composicién secuencial pueden ser resueltas
por electroforesis. Esta técnica ha sido empleada para la ampliacién por PCR de
los genes 16S de rRNA de muestras ambientales. La separacion se basa en
cambios en la movilidad electroforética de los fragmentos de DNA que migran en
el gel vertical de poliacrilamida que contiene un incremento lineal en la
concentracion del desnaturalizante (formamida y/o urea) de DNA. Esta técnica
provee un método rapido para caracterizar la estructura de comunidades
poblacionales. La identificacion de organismos asociados con alguna banda en
particular es posible, asi como perturbaciones ambientales ocurridas en

comunidades microbianas (Theron y Cloete, 2000).

El RAPD nos permite diferenciar entre individuos de la misma especie que hayan
mutado. Esta técnica ha sido aplicada para el mapeo genético, taxondémico,
filogenético, epidemiologico, deteccion de mutaciones y diferentes expresiones
genéticas. En este método se selecciona de forma arbitraria a un simple
oligonucleotido o par de oligonucleotidos que son usados como cebadores en el
PCR, durante la reacciéon los primers se alinean a sitios complementarios para
iniciar la copia de la nueva cadena de DNA (Wong y col., 1996). Esta técnica
permite hacer diferenciacion por debajo del nivel de subespecie. Sin embargo los
patrones de bandas no son siempre reproducibles debido a que el método es muy
sensible a pequefias variaciones en la concentracion y pureza del DNA blanco asi

como a la concentracion del Mg+2 y en la temperatura (Breen y col., 1995).

Estas técnicas han sido empleadas para identificar a microorganismos
responsables de la oxidacion de MTBE tal como lo reportan; Chauvaux y col.,
2001 quienes aislaron una cepa bacteriana (Rhodococcus ruber) capaz de
eliminar ETBE como Unica fuente de carbono y energia. Esta cepa es capaz de
degradar MTBE, TAME y TBA después de crecer en ETBE. Demostraron que las
enzimas responsables del consumo del ETBE llevan a cabo la degradaciéon de
MTBE mediante la eliminacibn de un gen inestable de citocromo P-450

responsable de la degradacién de ETBE, la eliminacion del gen fue llevada a cabo
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por la introduccion de un plasmido construido por PCR. Esta cepa pierde
facilmente la habilidad de degradar ETBE. La pérdida coincide con la eliminacion
de un segmento de DNA llamado ethRABCD. Los genes ethABC codifican para
una ferredoxin reductasa, una citocromo P-450 y una proteina de 10 K-Da de la
cual no se conoce su funcion. La eliminacion de este fragmento de DNA también
provoca la inhabilidad de la cepa para degradar MTBE, lo cudl indica que el
sistema enzimatico afectado es responsable de la degradacibn de ambos
sustratos. La degradacion de los compuestos solo se realiza hasta TBA el cuél se
acumula en el medio de cultivo. Los autores afirman que la clonacion de los genes

eth ofrecen la oportunidad de degradar ETBE.

Beguin y col., 2003, reportan el estudio de genes ethRABCD implicados en la
degradacion de éteres de la gasolina por bacterias del grupo Mycobacterium y
Rhodococcus. Identificaron un grupo de genes que codifican para un sistema
monooxigenasa citocromo P-450 y lo clonaron en la cepa Rhodococcus reber IFP
2001. Dos grupos altamente conservados de los genes eth fueron detectados en
las cepas que utilizan ETBE (Rhodococcus zopfii IFP 2005 y Mycobacterium sp.
IFP 2009). El grupo eth fue insertado en diferentes contextos gendmicos,
sugiriendo que este puede ser transferido horizontalmente entre especies e
insertado en diferentes sitios del genoma. Rhodococcus reber IFP 2001 fue capaz
de degradar ETBE e iniciar el rompimiento de MTBE y TAME sin embargo, estos
sustratos no soportaron el crecimiento, esta cepa en presencia de etanol o
isopropanol como sustrato de crecimiento fue capaz de mineralizar completamente
al MTBE. Por otra parte un andlisis espectrofotométrico de extracto crudo de R.
ruber IFP 2001 reveld la presencia de una citocromo P-450 inducida por
crecimiento en ETBE, sugiriendo que este se encuentra involucrado en el
metabolismo del sustrato. Después de cultivar la cepa R. ruber IFP 2001 por 60
generaciones en caldo LB entre 20-100% de los clones reaislados mostraron su
inestabilidad para crecer en ETBE como Unica fuente de carbono, también se
observé que las mutantes pierden la habilidad de degradar MTBE y TAME. Todas
las mutantes mostraron la misma eliminacion de un fragmento de 15 Kba. Los

autores confirman que el grupo de genes ethRABCD fue el responsable de la
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utilizacion de ETBE, ya que el fragmento de ADN correspondiente fue insertado en
un vector y el plasmido recombinado fue introducido en la negativa para ETBE,
eliminando asi a la mutante. La cepa transformada recuperd la habilidad para

crecer en medio minimo con ETBE como fuente de carbono.
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4. JUSTIFICACION

El metil ter-butil éter (MTBE) es un compuesto quimico cuya molécula posee en su
estructura dos grupos funcionales; el enlace éter y la estructura terbutilica. El
MTBE es un compuesto utilizado como oxigenante en la gasolina reformulada ya
que provee un 2% (peso/peso) de oxigeno lo que favorece su oxidacion. Ha sido
empleado para sustituir al plomo, incrementar el indice de octano y reducir la
emision de sustancias toxicas al ambiente, como los compuestos organicos

volatiles, olefinas y benceno (Fortin y col., 2001).

Los frecuentes derrames de gasolina reformulada desde tanques subterraneos y
lugares de abastecimiento han provocado contaminacién de suelos y mantos
acuiferos. EI MTBE contenido en la gasolina puede filtrarse a través del subsuelo,
debido a su alta solubilidad en agua, alcanzando asi aguas subterraneas desde
donde llega a centros de distribucion para el consumo humano. Su lenta retencién
en materia organica y su baja biodegradabilidad hacen que el MTBE constituya un
contaminante de dificil eliminacion (Hatzinger y col., 2001). La relativa dificultad
para oxidar o reducir el MTBE por ataque microbiano es inherente a su estructura
quimica, ya que contiene una combinacion de 2 grupos funcionales organicos bio-

recalcitrantes.

Como se pudo ver en la introduccion, secciébn 1 se han realizado diversas
investigaciones para encontrar microorganismos capaces de degradar MTBE en
donde el uso de consorcios microbianos presenta una solucion, sin embargo en
todos los casos se han reportado bajos rendimientos de biomasa (0.1-0.2 g/g)
para su consumo como Unica fuente de carbono y energia asi como velocidades
de crecimiento relativamente lentas (Fortin y col., 2001). Por lo que en este trabajo
se planted el uso de un S, al MTBE con el fin de incrementar los rendimientos de
biomasa (Yx/s) capaz de degradar MTBE, con esto obtendremos biomasa activa y
en menor tiempo. Los Sy estudiados seran LAC, ELEV, HIBA, ISO, DEE, y GLIC

evaluando su efecto sobre la velocidad de consumo de MTBE y el incremento en
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biomasa. Sin embargo el uso de S, puede provocar que los consorcios pierdan la

capacidad de consumir MTBE.

5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL:

e Favorecer el incremento de biomasa de consorcios microbianos capaces de

eliminar MTBE mediante el uso de fuentes de carbono alternas (Sax).

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar el efecto de la presencia de los S, durante el consumo de MTBE.

e Evaluar el incremento en biomasa debido al Sg:.

e Evaluar la capacidad de la biomasa generada por el Sy: para eliminar
MTBE, mediante las tasas de consumo especificas.

e Evaluar la presencia de TBA durante la eliminaciéon de MTBE.

e Observar poblaciones responsables del consumo de MTBE.

e Comparar las poblaciones microbianas presentes en los consorcios F y

UAM por técnicas de microscopia electrénica y biologia molecular.
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Los experimentos realizados a lo largo del presente trabajo se llevaron a cabo
empleando dos consorcios microbianos (F y UAM), de los cuales se sabia tenian
la capacidad de consumir MTBE como Unica fuente de carbono y energia. Las
muestras obtenidas de ambos consorcios se depositaron en botellas pyrex de 2L
con 400 mL de medio mineral y MTBE, las cuales fueron empleadas para adaptar
la biomasa empleada como inoculo en cada experimento. Durante los
experimentos se emplearon fuentes de carbono alternas (Sat), para obtener una
mayor cantidad de biomasa con la capacidad de consumir el MTBE, por lo que se
evalué la velocidad de consumo especifica y los rendimientos de biomasa tanto en
el control (s6lo con MTBE) como en los sistemas que contenian al Sa;. Como se
muestra en la Figura 4 inicialmente s6lo evaluamos el efecto de los Sy en el
consorcio F, durante la etapa de adaptacion, ya que este consorcio se encontraba
en una etapa de stress. En esta etapa el consorcio tenia una semana de
adaptacion bajo las condiciones sefialadas anteriormente. Posteriormente (cuatro
meses de adaptacion) para ambos consorcios, se evalud el efecto de los Sy, al
ser adicionados de forma simultanea al MTBE. El siguiente experimento se llevé a
cabo a los siete meses de adaptacion y nos permitié evaluar nuevamente el efecto
de los S, en la generacion de inéculo. De estos experimentos, se selecciond un
Sait como la fuente de carbono que nos permitiria obtener una mayor cantidad de
biomasa activa. Una vez seleccionado el Sy que nos permitiria obtener una mayor
cantidad de biomasa activa y en menor tiempo, se realizaron experimentos solo
con este sustrato y el MTBE en ambos consorcios. A los diez meses de
adaptacion para el consorcio UAM y un mes para el consorcio F se evalud
nuevamente la presencia del Sy en la velocidad de consumo especifica del MTBE
y los rendimientos de biomasa, asi como su capacidad de consumir el MTBE.
Posteriormente se realiz6 la comparacion poblacional de los consorcios
microbianos por biologia molecular, de muestras obtenidas a los dos meses y al

afo de ser alimentados con MTBE y la fuente de carbono alterna seleccionada,
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también se llevo acabo el aislamiento de cepas de los consorcios. Por microscopia
electrénica observamos las poblaciones microbianas en el consorcio F cuando fue
alimenté con MTBE y MTBE mas el S, Por otra parte cuando ambos consorcios
se encontraban a un mes de adaptacion se evalué la acumulacion de TBA durante
el consumo de MTBE, asi como la influencia de la ruptura del aglomerado y el
incremento en cobalto y oxigeno, en las velocidades de consumo especificas del
MTBE.

Aclimatacion de los consorcios.

Evaluacion del LAC, ELEV,
HIBA, ISO, DEE y GLIC, en las velocidades
de consumo y los rendimientos de hiomasa.

Consorcio F Consorcio UAM
Durante la etapa de adapatacion.
Durante el consumo de MTBE. Durante el consumo de MTBE.
En la generacion de indculo. En la generacion de indculo.

Seleccion del GLIC para su evaluacion en la
generacion de biomasa activa.

Comparacion poblacional de los consorcios
en presencia y ausencia de GLIC a lo largo de un afio
por biologia molecular

Evaluacion de las velocidades de consumo de MTBE por.
Ruptura del aglomerado
Incremento en oxigeno y cobalto.

Determinacion de TBA en fase liquida
Observaciones morfoldgicas por microscopia electronica.
Aislamiento de cepas.

Figura 4. Estrategia empleada a lo largo del desarrollo experimental.
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6.2 MATERIAL BIOLOGICO.

El consorcio F, donado por la Universidad de Riverside en California, fue obtenido
inicialmente de dos muestras de tierra: la primera de un borde acuifero en Ontario
Canada, al cudl en 1988 se le inyect6 MTBE y BTEX y la segunda de suelos
contaminados con MTBE en Tustin CA. Las dos muestras de tierra fueron
mezcladas con piedra volcanica e introducidas en un biofiltro durante seis meses

con MTBE como unica fuente de carbono y energia (Fortin y col., 2001).

El consorcio UAM se obtuvo de tierras contaminadas con gasolina donadas por el
Instituto Mexicano del Petréleo (IMP) y muestras del inéculo de un biofiltro
operado con pentano y MTBE. La mezcla se enriquecié con gasolina durante 3

meses y posteriormente sélo con MTBE en medio mineral liquido.

6.3 MEDIO DE CULTIVO.

El medio de cultivo empleado durante los experimentos fue una modificacion del
descrito por Fortin y Deshusses 1999. En él se sustituyé como fuente de nitrégeno

al amonio por nitrato. Su formulacion se muestra en la siguiente Tabla.

Tabla 1. Medio mineral de cultivo y mantenimiento.

Elementos traza |g/L Modificado |g/L
FeCl; 6H,0 0.2 K>HPO, 2
ZnS0O,4 7H,0O 1.44 KH,PO, 1
MnSO,4 H,0 0.8411|MgS0O, 7H,O |0.5
CoCl, 6H,0 0.2621 |CaCl,2H,0 |0.1
H3BO; 0.0620 | KNO3 2.3
NiCl, 6H,0 0.09 YNB 0.1
Na,MoQO, 2H,0 0.49 Trazas 5mL
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6.4 SISTEMAS EXPERIMENTALES.
6.4.1 REACTORES.

Ambos consorcios (UAM y F) se encuentran en reactores en lote con 1.3 L de
medio mineral. Los reactores se alimentaron dos veces por semana con 2 mL de
MTBE. El suministro de oxigeno se realizé a través de una bomba que permite el
flujo de aire a través de una manguera de silicon permeable al oxigeno (Figura 5).
Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente.

i

B

Figura 5. Reactor en lote de 2 litros con biomasa suspendida y suministro de aire
por manguera de silicon, a temperatura ambiente, alimentado con MTBE como
Unica fuente de carbono y energia. Fotografia de Morales y Deshusses 1999.

6.4.2 MICROCOSMOS.

El in6culo para los experimentos se obtuvo de muestras de los reactores en lote
gue se mantuvieron en botellas de 2L marca pyrex con 400 mL de medio mineral
y 100 pL de MTBE eran incubados a 30°C y 130 rpm. Los experimentos se
realizaron en microcosmos (Figura 6), botellas serolégicas de 162 mL con 25y 10
mL de medio mineral a pH 7 y cerradas con valvulas Mininert bajo condiciones
aerobias. La concentracion de proteina inicial fue de 100 mg/L. Los sistemas se
incubaron a 30 °C y 130 rpm en una incubadora orbital ESEVE INO-650M.
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Los sustratos alternos (Sar) empleados a lo largo de los experimentos fueron: 1SO,
DEE, HIBA, ELEV, LAC y GLI. EI MTBE, ISO y DEE empleados fueron marca J.T.
Baker grado reactivo. El HIBA fue marca Aldrich, ELEV de Bioxon y el glicerol
marca Merck. La concentracion empleada para el MTBE fue de 120 mg/L y para

los demas compuestos de 50 mg/L.

e v T

a2 et

Figura 6. Botellas serologicas con valvulas mininert empleadas para llevar a cabo
los microcosmos bajo condiciones controladas.

6.5 CUANTIFICACION DE PROTEINA.

La biomasa fue cuantificada a través de la determinacion de proteina por el

método colorimétrico de Lowry comercial. (BIO-RAD DC™ Protein Assay).

Inicialmente la muestra fue macerada mediante un homogeneizador de vidrio de 7
mL, marca Pyrex (ya que los cultivos forman aglomerados). Posteriormente la
solucion se diluyd y se adicion6 NaOH 0.6 N en una proporcidén 1:1 y se agito
vigorosamente. Los viales fueron calentados en agua a ebullicion durante 20
minutos y posteriormente se siguieron los pasos del método colorimétrico de
Lowry comercial. (BIO-RAD DC™ Protein Assay). Se midi6 la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 750 nm en un espectrofotometro UV/VIS

Perkin ElImer Lamba 11.
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6.5.1 CURVA PATRON DE PROTEINA.

Se realiz6 una curva patrén con albumina bovina (Sigma Chemical Co.), en un
rango de 50 a 250 mgproweina/L. Las soluciones con diferentes concentraciones se
prepararon con medio mineral, lo que nos permitié eliminar la interferencia de este
medio. Posteriormente se siguid la misma técnica de BIO-RAD para su

cuantificacion.

6.5.2 PESO SECO.

Para obtener el peso seco, se realizaron diluciones 1:10 de las muestras de los
consorcios. Se tomaron 5 mL de las diluciones y fueron depositados en papel filtro
previamente ajustado a peso constante en la estufa a 100°C. Los papeles filtro con
la muestra humeda se colocaron en la estufa a 100°C durante 30 minutos.
Posteriormente se colocaron en un desecador durante 5 minutos, para después
ser pesados en la balanza analitica. Esta dinamica se repitid hasta alcanzar un

peso constante.

Por otra parte se cuantificd la proteina de las mismas soluciones diluidas,
mediante el método de Lowry. La relacion entre el peso seco y la proteina permitié

conocer el porcentaje de proteina presente en la muestra, el cual fue de 35%.

6.6 METODOS ANALITICOS

La determinacion de MTBE se realizO mediante cromatografia de gases en un
cromatografo HP 5890 series Il, con una columna capilar HP624 de 30 m X 3.2mm
X 1.8um de espesor de pelicula. Las temperaturas de operacion fueron de 100,
200 y 220°C para el horno, inyector y detector, respectivamente. El gas acarreador
fue nitrégeno con un flujo de 1.5 mL/min, el hidrégeno y aire tuvieron un flujo de 30
y 300 mL/min respectivamente. ElI cromatégrafo cuenta con un detector de
ionizacion de flama (FID) y el volumen de muestra de inyeccion fue de 100 uL de

fase gaseosa.
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La determinacion de CO, y O, se realizd en una sola muestra, mediante analisis
por cromatografia de gases, con un cromatégrafo Gow-Mac serie 550 con una
columna concéntrica CTR1 Alltech, (USA) para gases conectada a un detector de
conductividad térmica. Las condiciones de operacion fueron de 70°C para el
inyector, 160°C para el detector y 50°C para la columna. El gas acarreador fue
helio, con un flujo de 60 mL/min. EI volumen de muestra inyectado fue de 150 uL
(Anexo 2A).

El glicerol fue determinado mediante cromatografia de liquidos de alta presion
(HPLC), en un equipo Thermo Separation Products, con un detector de indice de
refraccion. Se us6 una columna Alltech I0A-1000 para acidos organicos y una
fase movil de H,SO4 0.005 N y un flujo de 0.4 mL/min, a 70°C. El volumen de

inyeccion fue de 20 pL.

6.6.1 CURVAS PATRON PARA MTBE Y COEFICIENTE DE PARTICION.

Para poder cuantificar el consumo de MTBE se realiz6 una curva patron. La curva
se preparé en un rango de concentraciones de 15 a 300 mg MTBE/L. Estas
concentraciones fueron empleadas tanto en fase gaseosa como en fase gas-
liquido, en botellas seroldgicas de 162 mL con 10 mL de medio mineral, segun el
caso Yy sin in6culo. Del espacio vacio en las botellas se tomd un volumen de
inyeccién de 100 pL que se inyecté en el cromatdégrafo de gases bajo las
condiciones mencionadas en métodos analiticos. Con las areas y concentraciones
de la primera fase se ajusté una linea recta para conocer las concentraciones de
MTBE en el sistema gas-liquido. Las botellas con MTBE se mantuvieron a 30°C y
130 rpm durante 24 horas, en una incubadora orbital ESEVE INO-650M, para
permitir el equilibrio de las fases. El coeficiente de particion se obtuvo de la
pendiente entre las concentraciones de MTBE en fase gas y fase gas-liquido para

un mismo sistema.
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6.7 TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA
6.7.1 SECADO AL PUNTO CRITICO.

Muestras de biomasa obtenida de los microcosmos se prepararon como se
describe a continuacion: volimenes de 4 mL de los consorcios fueron
centrifugados para obtener un aglomerado de aproximadamente 0.5 cm de
diametro. El aglomerado se resuspendio en glutaraldehido durante 24 horas para
fijar las proteinas, posteriormente se lavd con amortiguador de fosfatos hasta
eliminar el olor a glutaraldehido. A continuacion se adicioné al aglomerado
tetradxido de osmio como fijador secundario, el cual nos permite fijar los lipidos y
se mantuvo la mezcla durante 2 horas. Por ultimo se realizaron dos lavados con
acetona a diferentes porcentajes: 30, 40, 50, 70, 80 90, y 100% durante 15
minutos. Las muestras con acetona al 100% fueron depositadas en camaras de

desecacion de papel Whatman 42.

Posteriormente las muestras se introdujeron en un desecador donde la acetona
fue sustituida por CO, liquido para dejar las muestras secas y listas para
observarse en el microscopio electronico. El secado se realizé segun la técnica

reportada por Santander 1968 y Slostrand 1967.

6.8 TECNICAS MOLECULARES.
6.8.1 EXTRACCION DE ADN.

La extraccion de ADN de las muestras se realizé con ayuda de un Kit de
extraccion de ADN para muestras de suelos (ULTRA CLEAN SOIL DNA KIT #
CATALOGO 12800-50) siguiendo el procedimiento citado (Anexo 1).
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6.8.2 AMPLIFICACION AL AZAR DE ADN POLIMORFICO (RAPD)

El objetivo de esta técnica es el de aumentar el numero de copias (amplificacion)
de un fragmento de interés, por medio una enzima Taq polimerasa. La
amplificacion se llevd a cabo en una camara de electroforesis horizontal marca
BIO-RAD modelo 300 (Figura 7).

Figura 7. Camara de electroforesis horizontal para la amplificacion al azar
polimérfica de ADN.

6.8.3 CONDICIONES DEL RAPD.

La técnica consiste en tres pasos sucesivos que componen un ciclo basico. El
primer paso se lleva a cabo a 94°C durante 45 segundos, durante esta etapa se
realiza la desnaturalizacion de la doble hélice de ADN debido a la ruptura de los
puentes de hidrdgeno como consecuencia de la temperatura elevada. En el
segundo paso la temperatura disminuye a 45°C durante 45 segundos; durante
esta etapa se realiza la hibridacion de los cebadores con el ADN molde. El dltimo
paso es la elongacion o sintesis de cadenas complementarias al ADN molde por
accion de la polimerasa, proceso que es llevado a cabo a 72°C durante 90

segundos. Este ciclo basico se repitid 30 veces.

Una vez que el RAPD ha concluido, las muestras se corren en un gel de agarosa
al 1% a 90 Volts, durante 1 hora. Posteriormente el ADN fue visualizado con
Bromuro de Etidio durante 20 minutos y fotografiado con un analizador de

imagenes de Bio-Rad.
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La amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD) usa un solo cebador, de
menor longitud que los acostumbrados, lo que favorece mayores posibilidades de
hibridacién y da como resultado un patron de bandas similar a una huella digital
(Wong y col., 1996).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 EFECTO DE LOS SUSTRATOS ALTERNOS (Sar) EN LA
ETAPA DE ADAPTACION PARA EL CONSUMO DE MTBE.

A lo largo del presente trabajo se evalud la actividad de los consorcios F y UAM
para el consumo de MTBE, asi como el incremento en biomasa debido al uso de
Sait- En esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion del efecto de los

Sait €n el consumo de MTBE para el consorcio F.

7.1.1 PRIMERA ADICION DE MTBE Y Sg;.

Inicialmente cuando se hicieron los primeros experimentos con el consorcio F,
eéste se encontraba en una etapa de recuperacion de la actividad para la
degradacion de MTBE. Lo anterior se debio a que el consorcio acidificaba el medio
debido al empleo de amonio como fuente de nitrégeno y el proceso de nitrificacion.
El consorcio tenia una semana de adaptaciéon utilizando nitrato como fuente de
nitrogeno. Los St empleados simultaneamente al MTBE durante el experimento
fueron ELEV, DEE, ISO, HIBA y LAC, fuentes de carbono que s6lo se adicionaron
durante el primer periodo de consumo de MTBE (etapa de stress). En la Figura 8
se muestran los tiempos de adaptacion para el consumo de MTBE, que fueron
desde 10 hasta 40 dias, la presencia de los S, favorecié la disminucién de los

tiempos de adaptacion en comparacién con el control (s6lo con MTBE).

Cuando empleamos MTBE como unica fuente de carbono y energia, el periodo de
adaptacion fue de 40 dias y el consumo de MTBE prosiguié durante 14 dias mas,
siendo éste el periodo mas largo para el inicio del consumo del MTBE presentado

por todos los sistemas.
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MTBE
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0 10 20 30 40 50
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Figura 8. Periodo de adaptaciéon para el inicio de la oxidacibn de MTBE en
presencia de los S,t, se empleé una concentracion de 140 mgMTBE/L, 50
mgSai/L, 100 mg proteina/L y 25 mL de medio mineral. (-a-) control, (-+-) LAC,
(-0-) ELEV, (-e-)HIBA, (-8-) ISO, (-e-) DEE

En presencia de LAC y MTBE el periodo de adaptacion fue de 30 dias y el
consumo de MTBE se llevé a cabo en 12 dias mas de forma constante. Steffan y
col., 1997 reportaron que bacterias oxidadoras de propano capaces de consumir

MTBE pueden crecer lentamente con LAC.

El sistema alimentado con ELEV y MTBE mostré un periodo de adaptacién de 10
dias; posteriormente se llevo a cabo el consumo de MTBE durante 8 dias mas. Sin
embargo, después de este periodo se observé una segunda fase de adaptacion
que durdé otros 10 dias, a los cuales prosiguid el consumo de MTBE hasta
eliminarlo completamente en 34 dias. La presencia de ELEV favorecié la rapida
activacién de los microorganismos responsables del consumo de MTBE, ya que su
periodo de adaptacion fue de los mas cortos, tal como se menciond anteriormente;
diferentes autores han evaluado el efecto del extracto de levadura para el
incremento de biomasa en microorganismos capaces de eliminar MTBE (Hatzinger
y col., 2001)

En presencia de HIBA y MTBE el tiempo de adaptacion fue de 24 dias y el MTBE

se consumid en los siguientes 12 dias. Steffan y col., 1997 estudiaron el efecto del
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HIBA en bacterias oxidadoras de propano, que consumian MTBE. Observaron la
acumulacion de HIBA durante la degradacion de MTBE, por lo que sugieren que la
conversion del HIBA al siguiente metabolito podria ser un paso limitante regulado
principalmente por dos reacciones, la dehidratacién y la hidroxilacién, que pueden
desarrollarse por enzimas monooxigenasas P-450 (Figura 3). Los autores
mencionan que la presencia de HIBA favorece la produccion de enzimas de este

tipo para la oxidacion de MTBE.

Cuando empleamos ISO y MTBE el periodo de adaptacion fue de 10 dias,
después de los cuales, el consumo de MTBE se llevé a cabo de forma constante
hasta el dia 28. Steffan y col., 1997 reportan que microorganismos propanotroficos
capaces de consumir ISO pueden ser adicionados a acuiferos contaminados con
MTBE, ya que éstos podrian estimular la degradacion del contaminante. Pitre y
Steffan y col.,, 1999 emplearon ISO para favorecer el crecimiento celular en
biorreactores de membrana logrando alcanzar eficiencias de remocion de hasta
98% del MTBE.

Cuando se emple6 DEE con MTBE el periodo de adaptacion fue de 20 dias,
posteriormente el consumo de MTBE se llevd a cabo en 8 dias mas. Este Sy fue
empleado por Fortin y col., 2001 para incrementar la biomasa del consorcio F, sin

embargo no observaron un incremento en la degradacion de MTBE.

Como podemos observar, la presencia de los S, durante la etapa de stress en la
que se encontraba el consorcio favorecié la disminucién de la fase de adaptacion,

durante el consumo de MTBE.

7.1.2 SEGUNDA Y TERCER ADICION DE MTBE.

Después de la primera adicidén, que correspondié al periodo de adaptaciéon, se
continué con la alimentaciéon de MTBE como unica fuente de carbono y energia. A
partir de la segunda adicion de MTBE la concentracion de biomasa inicial en cada
microcosmo fue distinta debido al S, empleado en la primer adicion. El consumo

de MTBE se llevo a cabo sin periodo de adaptacion, tal como lo han reportado
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Fortin y col., 2001 quienes reportan tasas de consumo de hasta 18 mg MTBE/g
peso seco/h. En la Figura 9 se muestra el consumo de MTBE durante la segunda
y tercer adicion para cada uno de los sistemas, asi como la produccion de COa,.

A partir de la segunda adicion el sistema que solo fue alimentado con MTBE
(Figura 9a) muestra el consumo de este compuesto en alrededor de 5 dias, asi
como una produccién de CO; que corresponde aproximadamente al 40% del
carbono adicionado (lo que indica la probable acumulacion de intermediarios
durante la oxidacion de MTBE). El sistema que inicialmente fue alimentado con
LAC y MTBE (Figura 9b), durante la segunda y tercer adicién presenta un tiempo
de oxidacién de alrededor de 5 dias para el MTBE y una produccién de CO, del
36%. La Figura 9c muestra la oxidacién de MTBE en el sistema alimentado en un
inicio con ELEV y MTBE. Después de la primera adicidon, la oxidacion del
contaminante se llevo a cabo en aproximadamente 8 dias y no se observo periodo
de adaptacién, tal como lo reportan Hatzinger y col., 2001 con bacterias capaces
de eliminar MTBE que fueron alimentadas con ELEV para el incremento de
biomasa. En este sistema se obtuvo una recuperacion de carbono como CO, del
64%. En el sistema alimentado inicialmente con HIBA (Figura 9d) se observa la
oxidacion de MTBE durante las adiciones 2 y 3, en donde los tiempos de consumo
fueron de alrededor de 4 dias y la recuperacién de carbono como CO; fue del
40%. El sistema alimentado inicialmente con ISO (Figura 9e) mostré el mismo
comportamiento tanto en los tiempos de consumo de MTBE como en la
produccion de CO,. Por otra parte el sistema alimentado inicialmente con DEE
(Figura 9f) durante la segunda y tercer adicion muestra tiempos de consumo de
MTBE de 4 y 3 dias, respectivamente, asi como un porcentaje de recuperacion de
carbono en CO; del 56%.

Los porcentajes de recuperacion de carbono como CO; se encuentran dentro de
los rangos reportados en la literatura siempre superiores al 40% (Fortin y
Deshusses 1999a; Fiorenza y Rifai 2003).
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Figura 9. Eliminacién de MTBE durante la segunda y tercer adicion como unica
fuente de carbono y energia y produccion de CO; (-x-). Los sistemas fueron
inicialmente alimentados con MTBE vy el siguiente S, ; a:(-a-) MTBE, b:(-+-) LAC,
c:(-C-) ELEV, d: (-e-)HIBA, e:(-8-) ISO y f:(-®@-) DEE
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7.1.3 RENDIMIENTOS.

La biomasa se cuantificd indirectamente por medio de la proteina, al inicio y al final

de los experimentos. El calculo del incremento de biomasa se obtuvo
considerando que el 35% de la biomasa es proteina. Este porcentaje fue obtenido
experimentalmente por una relacién de peso seco y proteina. El incremento de
biomasa en cada adicion de consumo de MTBE fue estimado por el rendimiento

final obtenido y el MTBE adicionado en cada periodo.

Se obtuvieron los rendimientos de biomasa para cada uno de los sistemas, los
cuales se muestran en la Tabla 2. Los rendimientos de biomasa fueron calculados
para 3 adiciones de MTBE como unica fuente de carbono y energia. Después del
periodo de adaptacién se cuantificd la biomasa en cada sistema con la finalidad de
observar el aumento en la biomasa debido al S,:. Posteriormente, se cuantificé al

final de las 3 adiciones de consumo de MTBE.

Tabla 2. Rendimiento de biomasa-sustrato obtenido para 3 periodos de consumo
de MTBE como unica fuente de carbono y energia.

Rendimientos

Y x/s
MTBE (control) 0.12
LAC ---
ELEV 0.196
HIBA 0.092
ISO 0.452
DEE 0.330

Como se observa en la Tabla 2, los experimentos que incluyen al control sin
aditivo, LAC, ELEV e HIBA fueron los sistemas que mostraron los rendimientos de
biomasa mas bajos. Estos rendimientos se encuentran dentro del rango reportado
por autores como Salanitro y col., 1994, Fortin y Deshusses 1999a, Fortin y col.,
2001 y Fayolle y col., 2003 quienes emplearon el MTBE como unica fuente de

carbono y energia. Los sistemas alimentados con ISO y DEE mostraron los
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rendimientos mas altos durante esta etapa experimental. Estos rendimientos son
similares a los reportados por Fortin y col., 2001 quienes usaron etanol, tolueno y

DEE para el incremento en biomasa obteniendo rendimientos de hasta 0.6 g/g.

7.1.4 VELOCIDADES DE CONSUMO.

Las velocidades de consumo del MTBE en cada sistema se obtuvieron mediante
el ajuste con el modelo matematico de Gompertz (Acufa y col., 1999, Anexo 2B)
para las adiciones 2 y 3. Estas velocidades se hicieron especificas dividiéndolas
entre la biomasa inicial estimada para cada adicion de consumo. Las velocidades
de consumo especificas de MTBE para el control fueron de 9.5 y 13.8 para las

adiciones 2y 3, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Velocidades de consumo especificas para el consorcio F, durante los
periodos en los cuales solo se les adicion6 MTBE como fuente de carbono y
energia.

Velocidades de consumo especificas
(mg MTBE/gX/h)

Sait empleado Adicion 2 Adicion 3
MTBE (control) 9.5 13.8

LAC 9.1 6.3

ELEV 7.3 7.6

HIBA 10.1 12.0

ISO 16.6 30.2

DEE 19.3 29.9

El sistema alimentado con LAC mostré una disminucién en la velocidad de
consumo especifica para MTBE durante la tercer adicién. Las velocidades
obtenidas para el consorcio F alimentado con ELEV en el presente trabajo son
similares en las dos adiciones. Estas velocidades fueron obtenidas con una
concentracion de MTBE de 140 mg/L. Hatzinger y col., 2001 reportan que la cepa
ENV735 en presencia de ELEV alcanza velocidades de consumo especificas de

7.6 mg MTBE/g proteina /h, con bajas concentraciones de MTBE (25 mg/L). Cabe
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resaltar que esta velocidad es mayor a la tipica reportada para esta fuente de
carbono. Para HIBA como S, los valores de las velocidades de consumo
obtenidas fueron similares a las del control, es decir no existe diferencia
significativa entre ellas. Para los sistemas alimentados con ISO y DEE como S
durante el consumo de MTBE, las velocidades de consumo fueron el doble de las
obtenidas para el sistema alimentado con MTBE como unica fuente de carbono y
energia. Fortin y col., 2001 reportan que el consorcio F presenté una actividad
especifica entre 7 y 18 mg MTBE/g peso seco/h y no observaron ningun
incremento en la actividad cuando fue alimentado con DEE. Las velocidades
reportadas por dichos autores para el consorcio F en presencia de DEE son
menores a las obtenidas en el presente trabajo. Estas velocidades se encuentran
dentro del rango reportado por Morales y col., 2003, es decir entre 0.92 y 44 mg
MTBE/gX/h.

Cabe resaltar que en los sistemas que se obtuvo el mayor incremento en biomasa
también se observé un incremento en las velocidades de consumo, lo que indica
que tanto el ISO como el DEE pudieran ser Syt que nos permitan favorecer a las

poblaciones microbianas capaces de consumir MTBE.

Para los experimentos posteriores se seleccionaron tres de los S,; empleados
(ISO, DEE e HIBA) basandonos en el mantenimiento de las velocidades de
consumo especificas, la reduccion de los tiempos de adaptacion y el incremento
de los rendimientos de biomasa-sustrato. La siguiente parte experimental estuvo
encaminada a evaluar las velocidades de consumo de MTBE en presencia de

estos S, y el GLIC, el cudl fue incluido a partir de esta etapa experimental.
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7.2 INFLUENCIA DE LOS S4: EN LAS VELOCIDADES DE
CONSUMO DE MTBE.

Durante estos experimentos se adicionaron los S, y el MTBE de forma simultanea
en cada periodo de consumo. Se evalué el consumo de MTBE en presencia de
ISO, DEE, HIBA y GLIC, asi como en el sistema control (sélo con MTBE). En el
caso de DEE y GLIC fue posible evaluar su consumo en presencia de MTBE. En
esta etapa se emplearon los dos consorcios F y UAM los cuales tenian cuatro

meses de adaptacion.

7.2.1 CONSORCIO F
En la Figura 10 se muestra el consumo de MTBE (control) obtenido por el ajuste

del modelo matematico Gompertz sin adicion de St en 4 adiciones. El primer
periodo de consumo de MTBE fue lento comparado con los siguientes tres, ya que
existe una diferencia de hasta 10 horas. La disminucion en los tiempos de
consumo podria deberse a la aclimatacion del consorcio. A lo largo de los 4
periodos de consumo no se observo adaptacion para el consumo de MTBE, ya

que éste fue consumido a lo largo del tiempo.

Adicionl|
3 - —

Adicion 4

MTBE consumido
(mg)

Adicién

dicion 3

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo (horas)

Figura 10. Control. Consumo de MTBE (-a-) durante 4 adiciones ajustados por
Gompertz (=).
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En presencia de HIBA, el MTBE fue consumido a lo largo de cada periodo sin fase
de adaptacion (Figura 11). El tiempo de consumo de MTBE al comparar la primera
adicién con las siguientes tres disminuyo ya que paso de 70 a 60 horas. Sin
embargo, durante la ultima adicion se observo una fase de retardo en cuanto al
inicio del consumo de MTBE, esto podria indicar que el Syt empleado no soélo

favorece a las poblaciones responsables del consumo de MTBE.
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Figura 11. Consumo de MTBE en presencia de HIBA (-#-) durante 4 ciclos de
adicion del contaminante ajustados por Gompertz (—).

En la Figura 12 se muestra el consumo de MTBE en presencia de ISO. Durante
las primeras 24 horas no hubo consumo de MTBE lo que sugiere que durante este
tiempo el Syt fue consumido ya que el ISO no fue medido directamente por
cromatografia. Después de este periodo el MTBE fue oxidado en las siguientes 50
horas. En este sistema no existid la disminucion de los tiempos de consumo de
MTBE a lo largo de las adiciones y fue el sistema que mostrd los mayores tiempos

de consumo para MTBE.
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Figura 12. Consumo de MTBE en presencia de 1SO (-H-) ajustado por Gompertz
(=)

Para el sistema alimentado con DEE y MTBE se obtuvo un perfil similar en los
consumos de MTBE (Anexo 5), sin embargo también se observo la oxidacion
completa del Syt en las primeras 24 horas (Figura 13), mientras que el MTBE no
fue consumido durante este periodo, por lo que se observa una fase de retardo,
similar a lo reportado por Fortin y col., 2001, Dichos autores mencionan que para
el mismo consorcio F el consumo de MTBE en presencia de DEE se llevé a cabo
después de 4 dias y sblo después de la completa eliminacion del DEE. En la
Figura 13 se muestra que durante este tiempo se producen 1.2 mg de CO,,
correspondientes unicamente al consumo total de DEE (0.5 mg, tomando en
cuenta la relacién estequiométrica). En las siguientes 50 horas los 4 mg de MTBE
(140 mg MTBE/L) fueron consumidos y se recuperoé alrededor del 50% de carbono
como CO,. Durante los 4 ciclos en presencia de DEE se observé el mismo tiempo

de consumo de MTBE.
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Figura 13. Consumo de MTBE en presencia de DEE (-®-) y DEE (-©-), asi como la
produccion de CO; (-X-) durante el primer ciclo de consumo, ajustado por
Gompertz ().
En la Figura 14 se presentan los ajustes de la velocidad de consumo del MTBE en
presencia de GLIC. Existe un incremento de la velocidad en cada adicion, lo cual
implica que el GLIC nos permite obtener biomasa activa para el consumo de
MTBE. En este sistema se observa una disminucion en los tiempos de consumo
de MTBE entre la primera adicion y las siguientes tres, de forma similar a lo

observado en el sistema alimentado s6lo con MTBE.
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Figura 14. Consumo de MTBE en presencia de GLIC (-&), ajustado por Gompertz
(=)
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7.2.1.1 RENDIMIENTOS

Por otra parte, se evalud el incremento en la concentracion de proteina obtenida
después de 4 periodos de consumo de las dos fuentes de carbono y energia. Los
valores de proteina permitieron estimar la biomasa, utilizando la relacién biomasa-
proteina obtenida experimentalmente mediante peso seco. Los rendimientos de

biomasa obtenidos para cada uno de los sistemas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Rendimientos de biomasa-sustrato obtenidos para el consorcio F durante
cuatro periodos de consumo de MTBE y del S .

Sat + MTBE Rendimientos
Y x/s*
MTBE (control) 0.13
HIBA 0.26
ISO 0.19
DEE 0.30
GLIC 0.27

* se considero el sustrato total adicionado.

Todos los S, empleados en cada una de las adiciones de MTBE favorecieron el
incremento en biomasa. En presencia de HIBA, DEE y GLIC se obtuvo el doble de
biomasa, en comparacion con el sistema alimentado solo con MTBE. Comparado
con el experimento anterior el ISO y DEE mostraron el mismo comportamiento en
los rendimientos de biomasa ya que son superiores al control, por otra parte el
empleo continuo de HIBA como S,: en esta ocasién favorecid una mayor
produccion de biomasa contrario a lo observado en el experimento anterior cuando

el HIBA fue adicionado solo en el primer periodo de consumo de MTBE.

En el presente trabajo, a lo largo de los dos experimentos realizados, los
rendimientos de biomasa obtenidos en cada uno de los sistemas en presencia de
los Sai fueron superiores al control. Sin embargo, estos rendimientos estan por

debajo de los reportados en la literatura cuando se emplean sustratos como el
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DEE, ya que como se menciond anteriormente pueden llegar a ser de hasta 0.6

g/g.
7.2.1.2 VELOCIDADES DE CONSUMO.

Las velocidades obtenidas por el modelo Gompertz durante 4 periodos de
consumo de MTBE en presencia de los S, se muestran en la Tabla 5. El sistema
alimentado con MTBE como unica fuente de carbono y energia en las ultimas
adiciones mantiene las velocidades de consumo, debido probablemente a los

bajos rendimientos de biomasa obtenidos con este sustrato.

Tabla 5. Velocidades de consumo para MTBE en presencia del Sg;.

(mg MTBE/hora)
Adiciones
Sat + MTBE 1 2 3 4
MTBE (control) 0.085 0.103 0.129 0.106
HIBA 0.087 0.122 0.074** | 0.160
ISO 0.14 0.106 - 0.113
DEE 0.10 0.080 - ** 1 0.097
GLIC 0.117 0.200 0.152 0.180

** Ajuste de r< 0.97

Para el sistema alimentado con HIBA y MTBE se observa un incremento en las
velocidades de consumo, a excepcion de la tercera adiciéon en donde la velocidad
es menor y el ajuste de datos se encuentra por debajo del 97%. Para el sistema
alimentado con ISO y MTBE no se observo un incremento en las velocidades de
consumo maximas para MTBE; por el contrario éstas tendieron a disminuir. De
igual forma, el sistema alimentado con DEE tiene una tendencia a disminuir las
velocidades de consumo a lo largo de cada una de las adiciones. Sin embargo, el
sistema alimentado con GLIC y MTBE mostré un incremento en las velocidades de
consumo, ademas de ser superiores a las del control. Como se menciond
anteriormente todos los St empleados favorecieron el incremento en biomasa,

pero solo el HIBA y GLIC incrementaron la velocidad de consumo de MTBE a lo
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largo de cada adicién, en forma similar a lo observado para el control. El
incremento en la velocidad de consumo maxima podria indicar que las
poblaciones responsables del consumo de MTBE se mantienen activas en
presencia de estas fuentes de carbono. La presencia de DEE e ISO, aun cuando
permiti6 un incremento en la biomasa disminuye la velocidad de consumo a lo
largo de las adiciones. Es probable que el ISO y el DEE no beneficien a las

poblaciones responsables del consumo de MTBE

Para una mejor comprension de la actividad microbiana la velocidad obtenida por
Gompertz se dividid entre la biomasa presente al inicio de cada adicion. En la
Tabla 6 se muestra la velocidad de consumo especifica para las adiciones 1, 2y 4,

ya que estas cinéticas fueron las que se ajustaron con una r > 0.97.

Tabla 6. Velocidades de consumo de especificas para MTBE durante tres
adiciones.

Velocidades de consumo especificas
(mgMTBE/gX/h)
Adicién 1 2 4 C.V. (%)
MTBE (Control) 15.6 24.7 15.1 6.5
HIBA 12.5 17.5 14.2 5.0
ISO 20.4 13.4 11.6 7.5
DEE 14.4 8.8 7.8 7.0
GLIC 16.5 22.9 15.3 6.5

C.V .coeficiente de variacion en porcentaje

El HIBA presenta un comportamiento similar al control en las velocidades de
consumo especificas pero con valores menores que el control. La presencia de
ISO y DEE provoco la disminucion de las velocidades, lo que indica que se
incrementaron las poblaciones microbianas no responsables del consumo de
MTBE o se provoco un desbalance en las poblaciones. El sistema que presentd un
comportamiento similar al del control en las velocidades de consumo especificas
fue el alimentado con GLIC tal como lo muestra el analisis de varianza en el Anexo
10.

Se obtuvieron, en general, menores velocidades especificas de consumo de
MTBE, en presencia de DEE e ISO y éstas tendieron a decrecer a lo largo de las

adiciones, indicando que: a) se favorecio la presencia de poblaciones que no
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degradan MTBE, b) los S, fueron asimilados preferencialmente, lo cual ocasiond
la pérdida de la capacidad de degradar MTBE o bien hubo una competencia por
sustratos. Con HIBA las velocidades especificas fueron menores comparadas con
las obtenidas en el sistema alimentado con GLIC, sin embargo en ambos sistemas
las velocidades especificas tendieron a mantenerse. En lo que se refiere a la
biomasa, tanto GLIC como HIBA la duplicaron pero sélo el GLIC mantuvo las

velocidades de consumo especificas en comparacién con el control.

7.2.1.3 BALANCE DE CARBONO

Se realizaron los balances de carbono para cada uno de los sistemas,
considerando todo el sustrato adicionado y se observé que el porcentaje de
recuperacion de carbono considerando la biomasa y el CO, estuvo entre el 66.5 y

el 85 % como se puede observar en la Tabla 7.

Tabla 7. Porcentajes de recuperacion de carbono como biomasa y CO, para el
consorcio F.

Recuperacion de carbono
% CO3 % Biomasa (X) C.V (%)
MTBE (control) 52.7 13.8 8
HIBA 56.4 28.8
ISO 57.4 19.9 7.5
DEE 52.6 30.8 9
GLIC 52.9 30.1 8

C.V = coeficiente de variacion en porcentaje.

La razon por la que no se recupero el 100% de carbono podria deberse a la
acumulacion de un intermediario, como es el caso del TBA. El TBA ha sido
reportado por diversos autores como el principal intermediario de la ruta de
degradacion de MTBE y se ha observado su acumulacidn en una relacion

estequiométrica con el MTBE (Hatzinger y col., 2001).
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7.2.2 CONSORCIO UAM

El consorcio UAM fue evaluado bajo las mismas condiciones que el consorcio F.
Los Sat empleados fueron; GLIC, ISO, HIBA y DEE los cuales fueron adicionados

de forma simultanea con el MTBE durante cuatro periodos de consumo.

7.2.2.1 RENDIMIENTOS

Después de cuatro periodos de consumo de MTBE en presencia de los S, se
evalud el incremento de biomasa en cada uno de los sistemas. Los rendimientos
de biomasa-sustrato, calculados para las dos fuentes de carbono durante las 4

adiciones se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Rendimientos de biomasa-sustrato para el consorcio UAM.

Salt + MTBE Rendimiento
Y x/s*
MTBE (control) 0.12
HIBA 0.26
ISO 0.18
DEE 0.29
GLIC 0.27

*Se considero todo el sustrato adicionado.

En la Tabla 8 se observa que todos los S, empleados favorecen el incremento de
la biomasa. Sin embargo, sélo en presencia de HIBA, DEE y GLIC se obtuvo el
doble de biomasa comparado con el sistema control. El incremento en biomasa
fue estimado mediante la relacion de peso seco considerando que el 35% de

biomasa es proteina tal como se menciond anteriormente.
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7.2.2.2 VELOCIDADES DE CONSUMO

En la Figura 15 se muestra el consumo de MTBE en presencia de GLIC durante
cuatro adiciones de MTBE. Podemos observar el ajuste de los consumos de

MTBE obtenidos por Gompertz.
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Figura 15. Consumo de MTBE en presencia de GLIC (-B-) durante 4 adiciones
simultaneas ajuste por Gompertz (=).

El sistema alimentado con GLIC mostré una disminucion de los tiempos de
consumo entre la primera adicion y las siguientes tres, lo que confirma que el
GLIC no afecta las poblaciones responsables del consumo de MTBE. Aun cuando
en el ultimo periodo de consumo de MTBE se observa una fase de adaptacion, el
tiempo final de consumo de MTBE es el mismo que los anteriores por lo que

sugerimos que podria deberse a un error experimental en ese punto de muestreo.

Los consumos de MTBE en presencia de cada uno de los Sy fueron ajustados por
el modelo Gompertz para obtener la velocidad de consumo en cada una de las
adiciones y seran mostrados posteriormente. La Figura 16 muestra la evolucion
del MTBE ajustado por Gompertz en la segunda adicion, para todos los sustratos

alternos empleados.
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Figura 16. Consumo de MTBE para los sistemas alimentados con DEE (-@-), HIBA
(-®-), ISO (-B-) y GLIC (-m-) durante el segundo ciclo de adicién, ajustados por
Gompertz (=).

Los sistemas alimentados con ISO y DEE no presentaron una disminucién en los
tiempos de consumo. En presencia de DEE se observo que existe un periodo de
retardo para el consumo de MTBE de alrededor de 24 horas, tiempo durante el

cual el DEE es oxidado, tal como se observé también para el consorcio F.

Durante la primera adicién se observé el mismo tiempo de consumo de MTBE en
cada uno de los sistemas (72 horas). En los sistemas alimentados con GLIC e
HIBA como S, se pudo observar que a partir de la segunda adicion, el tiempo de
consumo disminuyé a 60 horas; este tiempo fue constante a lo largo de las

adiciones posteriores.

En la Tabla 9 las velocidades de consumo especificas corresponden a las
adiciones 1, 2 y 4, la tercera adicion no se muestra debido a que su ajuste mostro
un r menor a 0.97. Durante el primer periodo, todos los sistemas presentaron la
misma velocidad de consumo para el MTBE. Al comparar estadisticamente las
velocidades obtenidas para los sistemas alimentados con HIBA, ISO y GLIC,
frente al control durante este periodo, no se encontraron diferencias significativas,
lo que indica que hasta el momento estos S;: no modificaron las poblaciones

responsables del consumo de MTBE (como se observé en el caso del DEE, donde
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durante el segundo periodo el sistema alimentado con DEE disminuyé su
velocidad a 10 mg MTBE/gX/h en comparacion con el control que presenté una
velocidad de 15 mg MTBE/gX/h). Se observo que el sistema alimentado con GLIC
y MTBE mantiene el comportamiento de las velocidades de consumo especificas a
lo largo de las adiciones, comparado con el control, siendo en algunos casos las
velocidades superiores a las del control. Esto nos muestra que este S, no tiene

un efecto negativo sobre las poblaciones responsables del consumo de MTBE.

Tabla 9. Velocidades de consumo especificas para MTBE durante tres periodos
de consumo de MTBE.

Velocidades de consumo especificas
(mgMTBE/gX/h)
Numero de adicién
1 2 4 C.V. (%)
MTBE (control) 13.9 15.8 11.9 7.5
HIBA 14.2 14.5 8.3 7.3
ISO 13.8 14.2 9.0 6.0
DEE 13.8 10.7 10.9 6.5
GLIC 12.8 16.4 13.8 7.0

C.V coeficiente de variacion en porcentaje.

Finalmente, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar las
velocidades de consumo especificas de cada uno de los consorcios (el F y el
UAM) con cada uno de los sustratos empleados. La comparacién estadistica nos
muestra que no existe diferencia significativa entre las velocidades de consumo,
debido a la diferencia de valores entre adiciones o periodos de consumo (Anexo
11). Sin embargo se puede apreciar que en presencia de GLIC se obtienen las

mayores velocidades de consumo.

7.2.2.3 BALANCE DE CARBONO

Se evalud el porcentaje de carbono que se recuperé como biomasa y como CO;
para los sistemas del consorcio UAM. La Tabla 10 muestra los porcentajes de
recuperacion para cada sistema, el total de carbono recuperado esta entre el 68.6
y el 84.5%.
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Tabla 10. Porcentaje de recuperacion de carbono en biomasa y COa,.

Recuperacion de carbono
Consorcio UAM % CO, % Biomasa C.V (%)
MTBE (control) 54.3 14.3 9
HIBA 55.9 28.6 6
ISO 54.9 19.1 6.5
DEE 50.6 30.4 8
GLIC 52.8 29.9 7.5
El balance se realiz6 considerando todo el sustrato adicionado. C.V coeficiente de variacién en
porcentaje.

Al igual que en el caso del consorcio F el porcentaje de recuperacion de carbono
fue alrededor del 80%, lo que implica que existe la posibilidad de que el TBA se

esté acumulando en el sistema (como ha sido reportado en la literatura).

La presencia de GLIC e HIBA para este consorcio promovio la disminucién de los
tiempos de consumo de MTBE a lo largo del tiempo. EI DEE, HIBA y el GLIC
favorecieron el incremento en biomasa pero sélo el GLIC permiti6 mantener las
velocidades de consumo especificas de MTBE. Con el experimento anterior
pudimos concluir que no todos los S, empleados mantienen las velocidades de
consumo especificas para el MTBE, al ser adicionados de forma simultanea y
consecutiva. En la siguiente parte experimental se pretende observar el efecto de
los St durante la generacion de un inéculo y posteriormente evaluar su capacidad

para el consumo de MTBE.

7.3 CAPACIDAD DE LA BIOMASA CRECIDA EN LOS Sy
PARA CONSUMIR MTBE.

Los experimentos previos mostraron que algunos S,¢ pueden favorecer
poblaciones que no consumen MTBE. Por lo anterior, se evalud la adicion de los
Sait SOlo en la etapa inicial buscando incrementar solamente la generacion inicial
de biomasa, tal como se hizo en la seccion 7.1. Durante este experimento se
adicionaron los S, y el MTBE de forma simultanea durante dos periodos (ay b) y
en cinco (1-5) periodos posteriores sélo se adicion6 MTBE como unica fuente de

carbono y energia. Durante estos ultimos cinco periodos se evalud la velocidad de
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consumo especifica para MTBE en los sistemas alimentados con los Sat y en el
control (s6lo con MTBE) Para este experimento se emplearon ambos consorcios

los cuales ya tenian siete meses de adaptacion.

7.3.1 CONSORCIO F

En este experimento se decidié disminuir el volumen de medio mineral de 25 a 10
mL para tener una mayor cantidad de oxigeno en el sistema y por lo tanto

favorecer la oxidacion del MTBE.

7.3.1.1 RENDIMIENTOS

Después de siete adiciones de MTBE y dos de los St los rendimientos de

biomasa obtenidos para cada sistema fueron los siguientes:

Tabla 11. Rendimientos de biomasa-sustrato para el consorcio F.

Rendimiento
Yx/s*
MTBE (control) 0.3
HIBA 0.39
ISO 0.32
DEE 0.43
GLIC 0.34

*Se considero todo el sustrato adicionado a los sistemas, 7 ciclos de adicion de MTBE y 2 de S,;.

Como se puede observar en la Tabla 11, todos los S;¢ empleados favorecieron
una mayor produccion de biomasa en los sistemas. El HIBA y DEE presentan los
mayores incrementos en biomasa comparados con el control. El sistema
alimentado con GLIC no presentd un incremento significativo en la biomasa.
Mediante un analisis de varianza se demostro que no existe diferencia significativa
entre los rendimientos obtenidos, debido a que el S;: sélo fue empleado

inicialmente para favorecer una mayor cantidad de inéculo.
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La biomasa estimada para calcular las velocidades especificas se obtuvo a partir
de los Yx/s. Los rendimientos de biomasa obtenidos experimentalmente para el
GLIC, ISO, HIBA y DEE fueron de 0.6, 0.4, 0.3 y 0.6 gX/gS, respectivamente para
cada S;t como unica fuente de carbono y energia. Estos rendimientos se
consideraron en la estimacion de la biomasa inicial para el primer periodo en el

que solo se adicioné MTBE.

7.3.1.2 VELOCIDADES DE CONSUMO

Se obtuvieron las velocidades de consumo de MTBE para cada ciclo mediante el
ajuste por Gompertz. En la Figura 17 se muestran las curvas de consumo del

MTBE durante el quinto ciclo con los S evaluados.

MTBE consumido

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (horas)

Figura 17. Consumo de MTBE (-a-) durante la quinta adicion de MTBE, después
de ser alimentados por dos ocasiones con las dos fuentes de carbono. DEE (-@-),
HIBA (-e-) ISO (-HB-) y GLIC (®-) ajustados por Gompertz (—).
Los tiempos de consumo para MTBE fueron similares en los sistemas alimentados
con MTBE, HIBA, DEE e ISO, de alrededor de 60 horas. Sélo en el caso del GLIC
se pudo observar que los tiempos de consumo para MTBE disminuyeron hasta las
46 horas, como lo muestra la Figura 18. El sistema alimentado inicialmente con

GLIC presento la mayor tasa de consumo de MTBE.
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Adicion 1

Adicion 2

MTBE consumido
L (mg)

Adicién 3

-

0 12 24 36 48

Tiempo (horas)
Figura 18. Consumo de MTBE en sistema alimentado con GLIC (-B-) como Sg.
Ajustado por Gompertz (=).

(2]
o

El sistema alimentado con GLIC mostré el mismo perfil que el control e incluso
superd sus velocidades, esto podria indicar que el empleo de GLIC por dos

periodos favorecio la activacion enzimatica para el consumo de MTBE.

Las velocidades de consumo obtenidas para este sistema muestran un incremento
durante los primeros tres ciclos posteriormente se mantienen (Tabla 12).El cuarto
periodo no se reporta por presentar un ajuste con r menor a 0.97. Durante los
ciclos marcados del 1 al 5 se adicion6 MTBE como unica fuente de carbono y

energia a los sistemas.
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Tabla 12. Velocidades de consumo especificas para el consorcio F.

Velocidades especificas (mg MTBE/gX/h)
Adiciones 1 2 3 5
MTBE (control) 18.18 24.73 34.74 22.27
HIBA 17.81 16.52 19.78 12.21
ISO 8.38 11.83 8.38
DEE 11.72 16.31 22.79 13.12
GLIC 19.76 30.44 31.04 31.74

En todos los ciclos presentados se observa que el control y el sistema alimentado
con GLIC muestran las mayores velocidades de consumo especificas. El sistema
alimentado con GLIC, ademas de presentar el mismo perfil que el control durante
los tres primeros ciclos, incrementa de forma significativa la velocidad en el quinto
ciclo comparado con el control (nivel de significancia de 0.05). Los sistemas
alimentados con HIBA y DEE presentan un incremento en las velocidades de
consumo hasta el tercer ciclo, posteriormente las velocidades decrecieron y fueron
inferiores a las del control. El sistema alimentado con ISO presenté las
velocidades mas bajas de todos los sistemas. Los decrementos en la velocidad de
consumo pudieron deberse a que la biomasa generada por los Syt mencionados

no tiene la capacidad de continuar consumiendo MTBE.

7.3.1.3 BALANCE DE CARBONO.

En la recuperacion de carbono como biomasa y CO; se consideré todo el sustrato
adicionado en cada uno de los sistemas experimentales, se obtuvieron
porcentajes de carbono total recuperado superiores al 90% (Tabla 13). A
diferencia de los experimentos anteriores se obtuvo una mayor recuperacion de
carbono como CO,, debido a que los sistemas fueron dejados sin abrirse durante

48 horas mas sin abrirse después del consumo total del MTBE.
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Tabla 13. Recuperacion de carbono como biomasa y CO; para el consorcio F.

Recuperaciéon de carbono
% CO, % Biomasa (X) C.V (%)

MTBE (control) 71.7 45.3 8.5

HIBA 69.4 42.6 7.0

ISO 55.6 39.5 7.5

DEE 69.7 49.2 8.0

GLIC 57.7 53.7 8.0

El balance se realiz6 considerando todo el sustrato adicionado. C.V coeficiente de variacion en
porcentaje.

Los mayores porcentajes de recuperacion de carbono como CO,, indican que
existe la acumulacién temporal de un intermediario durante el consumo de MTBE
o la asimilacion de la fuente de carbono es lenta. Ya que es necesario dejar los

sistemas por mas de 48 horas para obtener una produccion constante de CO..

7.3.2 CONSORCIO UAM

Para el consorcio UAM se realizo la evaluacion de la adicion simultanea de las dos
fuentes de carbono sodlo inicialmente. Se obtuvieron los rendimientos de biomasa
para cada Syt como unica fuente de carbono y energia y estos rendimientos
fueron considerados para estimar la biomasa inicial en la primera adicion de
MTBE.

7.3.2.1 RENDIMIENTOS

Se evalud el incremento en la concentracion de proteina para calcular los
rendimientos de biomasa-sustrato en cada uno de los sistemas. Se consideraron
las dos adiciones de los S, y las 7 adiciones de MTBE. Los rendimientos se

muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Rendimientos de biomasa sustrato para el consorcio UAM.

Rendimiento
Yx/s
MTBE (control) 0.12
HIBA 0.17
ISO 0.20
DEE 0.18
GLIC 0.14

Se consider6 todo el sustrato adicionado. Con un coeficiente de variacion menor al 10%.

Los sistemas en los que se incrementaron los rendimientos de biomasa fueron los
alimentados con ISO, HIBA y DEE, sin embargo los incrementos en biomasa no
son de la misma magnitud que los observados en experimentos anteriores cuando
el St fue empleado a lo largo de cada una de las adiciones de MTBE.
Probablemente no toda la biomasa generada inicialmente con el Sy pudo

mantenerse solo con MTBE.

7.3.2.2 VELOCIDADES DE CONSUMO

En la Tabla 15 se muestran las velocidades de consumo especificas para MTBE
como unica fuente de carbono y energia durante las adiciones 1, 2, 3 y 5. Las
velocidades se incrementan y posteriormente se mantienen a lo largo de los
periodos evaluados. El sistema alimentado con HIBA presenta en promedio una
velocidad de 12 mg MTBE/gX/h en todas las adiciones, pero estos valores estan

por debajo de los del control.
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Tabla 15. Velocidades de consumo especificas para el consorcio UAM.

Velocidad de consumo especifica
(mg MTBE/gX/h)

Adicion 1 2 3 5
MTBE (control) 11.85 14.92 20.09 17.05
HIBA 11.84 10.79 16.80 10.67
ISO 115 9.45 7.45 ND
DEE ND 12.71 16.21 ND
GLIC 12.12 14.29 20.79 20

ND= no determinada

En el caso del ISO se observa que las velocidades de consumo disminuyen a lo
largo de los periodos desde 11 hasta 7 mg MTBE/gX/h, lo que puede indicar una
inhibicion en la actividad debido a la degradacion de un sustrato de mas facil
asimilacion. En el sistema alimentado con DEE sdélo se pudieron ajustar los
consumos de MTBE de los periodos 2 y 3, estos nos muestran un incremento en

las velocidades pero con valores por debajo del control.

El sistema alimentado con GLIC presenta un incremento en las velocidades de
consumo de MTBE durante las tres primeras adiciones, alcanzando velocidades
de hasta 20 mg MTBE/gX/h y posteriormente esta velocidad se mantuvo. Un perfil
similar fue observado con el control, ya que este sistema también alcanzé
velocidades de hasta 20 mg MTBE/gX/h.

Como se menciond anteriormente los sistemas que incrementaron la biomasa
fueron los alimentados inicialmente con HIBA, ISO y DEE, sin embargo estos
sistemas no mantuvieron las velocidades de consumo a lo largo de las adiciones.
Aunque la presencia de GLIC no muestra una diferencia significativa en los
rendimientos de biomasa comparado con el control, las velocidades de consumo

se incrementaron a lo largo de las cinco adiciones.
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7.3.2.3 BALANCE DE CARBONO

En el balance de recuperacion de carbono mostrado en la Tabla 16 observamos
que en la mayoria de los sistemas se obtuvo alrededor del 80% de recuperacién

de carbono en biomasa y CO..

Tabla 16. Porcentaje de recuperacion de carbono, como biomasa y COx.

Recuperacién de carbono
Consorcio UAM
Sait adicionado % CO» % Biomasa C.V (%)
MTBE (control) 54.3 18.2 7.2
HIBA 55.9 27.3 6.5
ISO 54.9 29.9 6
DEE 50.6 27.2 7
GLIC 56.7 24.8 5.5

El balance se realiz6é considerando la adicién total de las fuentes de carbono empleadas.
Coeficiente de variacion (C.V) en porcentaje.

No fue posible obtener el 100% de recuperacion de carbono, aun cuando se
dejaron los sistemas 48 horas para obtener la mayor cantidad de CO; posible. La
recuperacion de carbono como biomasa fue menor en comparacion con el
consorcio F ya que con este consorcio en la mayoria de los sistemas se obtuvo
mas del 40% de carbono como biomasa. Los rendimientos de biomasa obtenidos
para el consorcio UAM coinciden con los rendimientos reportados por diversos
autores, en el rango de 0.09 a 0.2 g X/g MTBE. (Salanitro y col., 1994; Steffan y
col., 1997; Deeb y col., 2000; Fortin y col., 2001). También existe la probabilidad
de que algun intermediario se acumule durante la oxidacion del MTBE, tal como el
TBA (Hatzinger y col., 2001, Fortin y col., 2001)

Durante este experimento no se encontraron diferencias significativas entre los
rendimientos de biomasa en ambos consorcios, lo que podria deberse a que los
Sait fueron empleados sélo durante dos adiciones y el incremento en biomasa solo

se realiz6 en la etapa inicial. Con los experimentos anteriores se llegd a la
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conclusiéon de que el GLIC fue el S, que permite incrementar las poblaciones
microbianas responsables del consumo de MTBE tanto en el consorcio F como en
el UAM, ya que incrementa la biomasa y permite el mantenimiento de las

velocidades de consumo especificas para MTBE.
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7.4 EFECTO DEL GLICEROL EN EL CONSUMO DE MTBE.

Los resultados mostraron que entre los sustratos evaluados (DEE, ISO, HIBA y
GLIC) el GLIC fue la fuente de carbono alterna que nos permitié incrementar la
poblacién microbiana capaz de consumir MTBE. Los siguientes experimentos se
realizaron con el fin de evaluar con mayor detalle el efecto del GLIC sobre la
velocidad de consumo especifica del MTBE y los rendimientos de biomasa en
cada consorcio (F y UAM) en esta etapa el consorcio UAM tenia diez meses de
adaptacioén y el F sélo un mes ya que debido a la pérdida indculo del consorcio F

fue necesario obtener nueva biomasa para inéculo.

7.4.1 RENDIMIENTOS

Los rendimientos de biomasa (Yx/s) obtenidos para los consorcios en presencia y

ausencia de GLIC, se muestran a continuacion:

Tabla 17. Rendimientos de biomasa obtenidos para el consorcio F y UAM durante
4 adiciones de MTBE y MTBE mas GLIC como sustrato alterno.

Rendimientos CV
Consorcio F (Yx/s) (%)
MTBE (control) 0.22 9.0
MTBE + GLIC 0.69 9.8
Consorcio UAM
MTBE (control) 0.10 5.7
MTBE + GLIC 0.35 8.8

De la misma forma que en experimentos anteriores podemos observar que los
sistemas alimentados con GLIC muestran los mayores rendimientos de biomasa
en ambos consorcios. Solo el consorcio F en presencia de GLIC y MTBE alcanzo6
los maximos rendimientos de biomasa tal como los reportados por Fortin y col.,
2001 de hasta 0.6 g/g cuando emplearon diversos sustratos como fuentes de

carbono alterna al MTBE.
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7.4.2 VELOCIDADES DE CONSUMO.

Se evalud el consumo de MTBE en presencia y ausencia de GLIC. La adicion de
MTBE y MTBE mas GLIC se realizé durante los periodos 2, 3 y 4. Se obtuvieron
las velocidades de consumo de MTBE mediante el modelo Gompertz. En la Figura
19, se muestran los consumos de MTBE para tres adiciones de MTBE y MTBE
mas GLIC. En la segunda adicion la curva de consumo de MTBE en presencia de
glicerol presenta la mayor pendiente comparada con el sistema que soélo se
alimenté con MTBE. Para las adiciones 3 y 4 se observa que la pendiente de
consumo de MTBE en presencia y ausencia de glicerol es similar a la del control
(Anexo 6).

r Adicion 4

A Adicion 2

05 |
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Figura 19. Se muestra la disminucién de los tiempos de consumo para MTBE
como unica fuente de carbono y energia (-a-) y para MTBE en presencia de GLIC

().

Se puede observar que en ambos sistemas (MTBE y MTBE mas GLIC) los
tiempos de consumo de MTBE se reducen a lo largo del tiempo con respecto a las
adiciones. Durante los periodos 2 y 3 los tiempos de consumo de MTBE en
presencia de GLIC fueron menores, comparados con los sistemas que solo fueron
alimentados con MTBE. Sin embargo, en la cuarta adicion el tiempo de consumo

de MTBE fue similar en ambos sistemas. Este ultimo comportamiento nos indica

79



Resultados y Discusion

que la adicion de GLIC es util unicamente durante los primeras adiciones, ya que
no favorece exclusivamente la biomasa responsable del consumo de MTBE. Para

el consorcio UAM también fue posible observar este comportamiento. (Anexo 7)

En la Figura 20 también se muestran los ajustes de las velocidades de consumo
de MTBE durante los ciclos evaluados. En la segunda adicion el consumo de
MTBE en presencia de GLIC presenta mayor velocidad, en comparacion con el
sistema que solo se alimenté con MTBE. En las adiciones 3 y 4 el consumo de

MTBE es similar en ambos sistemas.

25

Adicion 4

Adicién 3

MTBE consumido
(mg)

0.5

0 20 40 60 80 100 120 140 160

0
Tiempo (horas)

Figura 20. Ajuste del consumo de MTBE por Gompertz (—) para MTBE (-a-) y
para MTBE en presencia de GLIC (-&-).

Las velocidades obtenidas en cada periodo de consumo se hicieron especificas al
dividirlas entre la biomasa inicial estimada para cada adicion de sustrato. Los

valores se muestran a continuacion.
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Tabla 18. Velocidades de consumo de MTBE para el consorcio F y el UAM, en
presencia de MTBE y MTBE mas GLIC durante los periodos 2, 3 y 4.

Velocidad especifica
(mg MTBE/gX/h)

Numero de adicion 2 3 4 C.V (%)
Consorcio F
MTBE (control) 7.42 17.1 18.8 6
MTBE + GLIC 10.2 12.07 15.12 7
Consorcio UAM
MTBE (control) 29.38 32.57 - 5
MTBE + GLIC 51.51 52.96 - 6

Coeficiente de variacion (C.V) en porcentaje.

Con los datos presentados en la Tabla 18 se realizd el analisis de varianza
(ANOVA) para las velocidades de consumo en donde los tratamientos fueron
unicamente la adicion de MTBE y el segundo adicion de MTBE y GLIC como

fuentes de carbono y energia.

El andlisis estadistico ANOVA (Anexo 3) muestra que existe diferencia significativa
entre los tratamientos empleados (con GLIC y sin GLIC) con un nivel de
significancia de 0.000118 (o una precision del 98%). De igual forma, existe
diferencia entre las velocidades de consumo para cada consorcio, ya que el nivel
de significancia es menor a 0.005 (precision del 95%). Esto nos muestra que se
obtuvieron mayores velocidades de consumo en presencia de GLIC y que el

consorcio UAM mostré las velocidades mas altas de consumo de MTBE.

Las pruebas de comparaciones multiples muestran cual de los tratamientos es
diferente. Una de estas pruebas, Bonferroni, indica que el consorcio UAM
estadisticamente presenta las mayores velocidades de consumo especificas. Las
velocidades de consumo para MTBE obtenidas por la biomasa generada con
GLIC, fueron mayores que cuando el MTBE fue la unica fuente de carbono y
energia, por otra parte el GLIC favoreciéo el mantenimiento de las mismas a lo
largo de las adiciones. Como se mencioné anteriormente los sistemas alimentados
con GLIC presentaron los maximos rendimientos de biomasa compara con los que

sblo fueron alimentados con MTBE y fueron éstos los que presentaron las
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velocidades de consumo especificas mas altas. Con estos resultados se corrobora
que el GLIC es el Syt que favorece el incremento de biomasa activa para el

consumo de MTBE.

7.4.3 CONSUMO SIMULTANEO DE MTBE Y GLICEROL

A continuacion se evalu6 el consumo de GLIC en presencia de MTBE (Figura 21).
El GLIC (0.5 mg) se oxido totalmente en 25 horas, tiempo durante el cual también
se consumieron 0.5 mg de MTBE. Tedricamente, si ambos sustratos fueran
mineralizados, se producirian 0.7 y 1.2 mg de CO; para el GLIC y el MTBE
consumidos, respectivamente. Experimentalmente se obtuvieron 1.3 mg de CO;
totales durante este periodo, lo que corrobora el consumo simultaneo de los dos
sustratos y la recuperacion aditiva del CO,. Los resultados sugieren que no existe
competicion entre estos sustratos a diferencia de lo que ocurrié con el DEE vy el
MTBE.
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Figura 21. Consumo de MTBE en presencia de GLIC (-8-) asi como de GLIC (- -)
durante las primeras 25 horas. Produccién de CO, para el sistema alimentado con
MTBE y GLIC (-X-) y s6lo con GLIC (-+-)
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7.5 EFECTO DEL GLICEROL EN LA FORMACION DE
INOCULDO.

Los resultados obtenidos hasta el momento permiten aseverar que el GLIC es el
Sat que permite incrementar la biomasa activa en la degradacion de MTBE. El
objetivo del siguiente experimento fue evaluar si la biomasa generada solamente
con GLIC es capaz de consumir MTBE, es decir si la presencia de este sustrato es
indispensable para la induccion del sistema enzimatico responsable de la
oxidacion de MTBE. La adicion del GLIC se llevo a cabo solamente durante el
primer periodo, adicionando 2.6 uL para favorecer una mayor produccion de
biomasa en el sistema. Después del consumo total del GLIC, los microcosmos
fueron alimentados unicamente con MTBE durante dos periodos. Los consorcios
UAM y F se encontraban en esta etapa con solo un mes de adaptaciéon ya que se
decidié obtener también nueva biomasa para in6culo del consorcio UAM por lo
que de aqui en adelante todos los experimentos realizados fueron con biomasa

con este tiempo de adaptacion.

El consorcio F fue capaz de consumir todo el MTBE durante los periodos
evaluados. Como se muestra en la Figura 22, se observo la disminucién de los
tiempos de consumo de MTBE entre adiciones. Esto muestra que el GLIC no
inhibe la capacidad de los microorganismos para consumir MTBE y que no es
necesaria la presencia de MTBE para la generacion de biomasa activa
inicialmente. Es decir no se requiere del MTBE como inductor del sistema

enzimatico cuando empleamos GLIC como S
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Figura 22. Perfil de la oxidacion de MTBE (-B-) durante dos periodos, después de
ser alimentado con GLIC como unica fuente de carbono y energia.

Las velocidades obtenidas en los dos periodos se hicieron especificas
dividiéndolas entre la biomasa inicial estimada para cada adicion. Las velocidades
obtenidas durante las dos adiciones fueron de 12.1 y 15.2 mg MTBE/gX/h. Estas
velocidades no son estadisticamente distintas de las obtenidas en presencia de
MTBE y GLIC. En la Figura 23 se muestran los perfiles del consumo de MTBE

ajustados por el modelo matematico Gompertz.
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Figura 23. Consumo de MTBE () durante dos periodos después de ser
alimentado con GLIC ajustados por Gompertz (-).
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Autores como Steffan y col., 1997 reportan la existencia de bacterias capaces de
oxidar MTBE después de crecer en propano. Estas bacterias presentan
velocidades de 20 mg MTBE/gX/h, superiores a las obtenidas en el presente

trabajo durante esta etapa.

7.6 MANTENIMIENTO CELULAR.

La energia de mantenimiento es la minima cantidad de energia necesaria para
mantener la integridad y estructura celular. Durante este experimento se evalué la
energia de mantenimiento de los consorcios, lo que permiti6 corroborar que
durante las cinéticas realizadas en experimentos anteriores no existio limitacion de

nutrientes.

Para ello este experimento se realizé con limitacion de nutrientes, empleando una
solucién de NaCl 0.9% en lugar de medio mineral. Los perfiles de consumo de

MTBE se muestran en la Figura 24.
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Figura 24 Perfil del consumo de MTBE para el consorcio F (-/\-) y UAM (-A-) bajo
limitaciones de nutrientes.
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En la Figura 24 podemos observar que los tiempos de consumo para la misma
cantidad de MTBE practicamente se triplicaron en comparacion con los tiempos de
consumo de MTBE obtenidos en experimentos anteriores. Durante el experimento
de mantenimiento celular las velocidades de consumo especificas disminuyeron
hasta un 90%, llegando a valores de 3 mgMTBE/gX/h. Esta disminucién implica
que las células requieren de un alto contenido energético para mantenerse vivas, y
con ello se muestra que durante las adiciones de MTBE realizadas en los
microcosmos no existidé limitacion de nutrientes, ya que las velocidades de
consumo especificas entre ciclos no disminuyeron (por el contrario, estas se

mantenian o incrementaban).

7.7 EVALUACION DE LA RUPTURA DEL AGLOMERADO
EN LAS VELOCIDADES DE CONSUMO DE MTBE.

La siguiente parte experimental tuvo como propdsito determinar si la destruccién
del aglomerado por maceracion (homogeneizacién) disminuye las velocidades de
consumo especificas. Al inicio de cada uno de los experimentos el inéculo fue
macerado para obtener una muestra homogénea antes de medir proteina. Se
observdé que durante los primeros experimentos, cuando se inicié con la
maceracion como una alternativa para obtener muestras homogéneas, las
velocidades de consumo para los consorcios estuvieron entre 25 y 30
mgMTBE/gX/h, comparadas con las obtenidas actualmente. Después de que los
in6culos fueron macerados durante varios ciclos, las velocidades disminuyeron
hasta 8 y 18 mgMTBE/gX/h.

Para estos experimentos se emplearon los dos consorcios, en presencia y
ausencia de GLIC, homogeneizados y sin homogeneizar. Durante este
experimento se adicionaron el GLIC y MTBE en los dos primeros periodos de
consumo para generar biomasa y posteriormente so6lo se adicion6 MTBE. Las
velocidades especificas de consumo de MTBE obtenidas se muestran en la Tabla
19.
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La comparacion de las velocidades de consumo especificas se realizé mediante
un analisis de varianza (Anexo 4). El analisis estadistico muestra que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos, por lo que se llego a la conclusion de
que la homogeneizacion no disminuye las velocidades de consumo especificas de
MTBE y que estas pudieran haber sido afectadas por problemas de mantenimiento

del in6culo en los sistemas de dos litros.

Tabla 19. Velocidades de consumo especificas para los consorcios F y UAM,
homogeneizados (H) y sin homogeneizar y en presencia o ausencia de GLIC.

Velocidad de consumo especifica
(mg MTBE/gX/h)
Tratamiento/ Adicion 1 2 3 4 5 C.V. (%)
Consorcio F
MTBE + H 104 7.6 9.3 12.4 134 5
MTBE + GLIC + H 12.3 10.0 8.3 10.8 12.9 4.5
MTBE 9.1 7.8 10.76 | 10.99 | 14.87 6
MTBE + GLIC 9.7 111 10.8 17.1 | 17.86 5
Consorcio UAM
MTBE + H 8.3 7.8 11.2 13.5 - 6
MTBE + GLIC + H 9.8 9.7 11.7 12.9 - 7
MTBE 14.7 10.7 19.2 20.6 - 5.5
MTBE + GLIC 18.0 17.6 11.7 21.6 - 5

C.V. = coeficiente de variacion en porcentaje.
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7.8 DETERMINACION DE TBA EN FASE LIQUIDA.

Durante este experimento solo se adicion6 MTBE como fuente de carbono y
energia. El objetivo fue el de detectar al TBA en el medio de cultivo para
evidenciar si se acumulaba en los microcosmos durante la oxidacion del MTBE. El
TBA fue evaluado mediante cromatografia de gases, inyectando muestras
liquidas. A lo largo de las mediciones solo fue posible medir el TBA durante la
ultima etapa de consumo de MTBE (Figura 25)

150 g
125 |
100 |

75

(mg/L)

50 |

Concentracion de MTBE y TBA

25 |

OEEH\EP_SHE‘\/E\H\H\H
0 12 24 36 48 60 72 84
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Figura 25. Tendencia del consumo de MTBE (-a-) y TBA (-2\-) en fase liquida para
el consorcio F

Como se muestra en la Figura 25, el consumo de MTBE en liquido se lleva a cabo
en alrededor de 70 horas para el primer ciclo de adicion. En este mismo ciclo fue
posible detectar la presencia y el consumo de TBA a las 48 y 70 horas. En ambos

consorcios se observé el mismo comportamiento.

Se evalud la velocidad de consumo de TBA para los dos consorcios, obteniéndose
velocidades similares a las del consumo de MTBE. Estas velocidades fueron de 10

y 13 mg TBA/gX/h para los consorcios F y UAM, respectivamente.
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Fortin y Deshusses 1999a, mencionan que el consumo de MTBE esta
acompanado por la acumulacion temporal de un metabolito (posiblemente TBA),
debido a la posible competicion entre oxigenasas. Frangois y col., 2003 sugieren
que es solo una la monooxigenasa responsable del consumo de MTBE y TBA en
la cepa M. austroafricanum IFP 2012. Los autores demostraron que la
acumulaciéon de TBA se debe a que el TBF tiene un efecto inhibitorio sobre la

actividad monooxigenasa (Figura 26)

Formato
MTBE/TBA MTBE/TBA
monooxigenasa monooxigenasa
MTBE > TBF TBA HIBA

TBF
estearasa

Figura 26. Efecto de regulacion durante el metabolismo de MTBE en M.
austroafricanum IFP 2012.

En nuestro caso, debido a que la velocidad de consumo de TBA (13 mgTBA/gX/h)
fue similar a la de MTBE (10-12 mgMTBE/gX/h), se sugiere que la degradacion de
TBA se lleva a cabo de forma simultanea con el MTBE, por lo que no se observd
su acumulacion. Sin embargo, otro intermediario distinto al TBA podria estarse
acumulando, de forma contraria a lo reportado por Salanitro y col., 1994 quienes
encuentran acumulacion de TBA en un consorcio mixto llamado BC-1. Las
velocidades de consumo para MTBE y TBA obtenidas por dichos autores fueron,

sin embargo de 34 y 14 mg/g células/h, respectivamente.
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7.9 INFLUENCIA DEL OXIGENO Y COBALTO EN LA
VELOCIDAD DE CONSUMO DE MTBE.

Por otra parte, se evaluaron otros factores que estan involucrados en la
degradacion del MTBE, como lo son el cobalto (que ha sido reportado como
necesario para la oxidacion de HIBA) y el incremento de la concentracién de

oxigeno, que también favorece la degradacién de este contaminante.

Steffan y col., 1997 reportan que el HIBA es un intermediario de la ruta de
degradacion del MTBE y que la oxidacion de este compuesto puede favorecerse
con la presencia de cobalto, por lo que se decidié emplear una concentracion de
cobalto diez veces superior a la original (2.6 g CoCl, 6H,0/L) para comprobar que
no estuviera limitado en el medio de cultivo. Las velocidades de consumo
especificas obtenidas bajo estas condiciones fueron de 10 y 12 mg MTBE/gX/h
para el consorcio F y el UAM, respectivamente (grafica Anexo 8). Estas
velocidades se encuentran dentro del rango de las obtenidas para ambos
consorcios en los experimentos previos con lo que se demuestra que el cobalto no

se encontraba limitado en el medio de cultivo.

En segundo lugar se evalu6 el efecto del incremento de la concentracién de
oxigeno sobre la degradacién del MTBE. A los microcosmos se les hizo pasar una
corriente rica en oxigeno y los sistemas fueron cerrados. Se les adicioné6 MTBE y

se evalud su velocidad de consumo.

En el primer periodo de consumo se observdo que solo el 40% del MTBE
alimentado fue oxidado en 70 horas como se muestra en la Figura 27.
Posteriormente se modifico la concentracion de oxigeno en los microcosmos
(destapando los sistemas durante 5 minutos en una campana de flujo laminar), el
porcentaje de oxigeno presente en los sistemas fue superior a la atmosférica. Una
vez cerrados los microcosmos, se adiciond6 nuevamente MTBE. En esta ocasion
todo el MTBE fue consumido en 50 horas, con una velocidad de 20 mgMTBE/gX/h

para los dos consorcios. Estas velocidades fueron superiores a las obtenidas para
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los sistemas que contenian 21% de oxigeno ya que bajo las condiciones de
aclimatacion de los consorcios, las velocidades de consumo especificas fueron de
15 mg MTBE/gX/h.

25
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Figura 27. Consumo de MTBE con concentraciones de oxigeno atmosféricas y
superiores, para los consorcios UAM (-A-) y F(-/\-), ajustados por Gompertz (=).

Los resultados nos permiten concluir que concentraciones de oxigeno superiores a
las atmosféricas favorecen el consumo de MTBE, sin embargo durante el
desarrollo del presente trabajo no fue posible determinar la concentracién de
oxigeno que favorecié el consumo del MTBE, por lo que se sugiere éste como un
tema de desarrollo potencial en el futuro. Gandhi y col., 2003 reportan el uso de
diversos porcentajes de oxigeno en microcosmos para favorecer el consumo de
MTBE. Los autores reportan la oxidacion completa del contaminante con
concentraciones de oxigeno de 10, 21y 35% y que, por otra parte el, MTBE sélo
fue parcialmente degradado con concentraciones del 50 y 100% de oxigeno. Las
posibles razones por las que la velocidad de consumo de MTBE disminuye en
presencia de altas concentraciones de oxigeno son: a) Toxicidad por la alta

concentracion de oxigeno y/o b) Competicion por nutrientes entre
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microorganismos no degradadores de MTBE que usan carbono organico nativo

como fuente de carbono y energia (Salanitro y col., 2000).

7.10 OBSERVACION MORFOLOGICA DE
MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL CONSORCIO F
POR MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Se realizaron observaciones en el microscopio electronico con la finalidad de
comparar las poblaciones del consorcio F alimentado con MTBE y con MTBE mas
GLIC. EI sistema alimentado con GLIC y MTBE se mantuvo bajo estas
condiciones durante 6 ciclos consecutivos (aproximadamente mes y medio). Las

microfotografias obtenidas se muestran en la Figura 28.

o 'J- 1 = - . g - * e i = =
Figura 28. Microfotografias del consorcio F. La foto A corresponde al consorcio
alimentado con MTBE como fuente de carbono y energia. En la B se emple6 GLIC

y MTBE simultaneamente.

La poblacion original del consorcio F, consta principalmente de bacilos y cocos
embebidos en exo-polimero. Al comparar las poblaciones microbianas,
observamos que en presencia de GLIC la poblaciéon predominante fue de bacilos
flagelados, que tenian 0.8 y 0.5 micras, de largo y ancho respectivamente. Estos
bacilos no fueron encontrados al analizar varios campos de observacion en el
consorcio original alimentado unicamente con MTBE. Esto nos muestra que el

consorcio presenta cambios poblacionales influidos por las fuentes de carbono

92



Resultados y Discusion

empleadas. Tal como se observa en los resultados obtenidos por biologia
molecular del consorcio F (Seccidén 7.12) en presencia y ausencia de glicerol en
donde observamos el predominio de poblaciones al aino de ser alimentado con
glicerol y MTBE.

7.11 ESTUDIOS DE MICROBIOLOGIA CONVENCIONAL.

Mediante el uso de metodologias microbiolégicas convencionales, tales como el
aislamiento de cepas por sembrado en placa, se tratd de identificar a las
poblaciones microbianas integrantes de los consorcios F y UAM. Se emplearon
cajas de petri con medio mineral y agarosa como gelificador, que fueron
inoculadas con muestras liquidas de los reactores y almacenadas en atmdsferas
saturadas con MTBE como unica fuente de carbono y energia. Las cajas fueron
almacenadas durante mas de 15 dias bajo estas condiciones, tiempo después del
cual se pudo observar el crecimiento de un tipo comun de microorganismos en
ambos consorcios. Las poblaciones predominantes observadas en las cajas
presentaron las siguientes caracteristicas: color blanco, colonias puntuales,

concavas Yy secas.

Después de una resiembra en medio mineral e incubacion en atmdsferas de
MTBE se realizaron aislamientos en medios ricos como agar dextrosa y papa
(PDA) y medio Saboraud lograndose distinguir dos tipos de microorganismos (un
hongo y una bacteria), los cuales después de varias siembras permanecieron

asociados como se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. Observacion al microscopio Optico con el objetivo 4X después de 20
dias de incubacion.

En experimentos de consumo de MTBE con las dos poblaciones asociadas fue
posible observar que consumian 140 mg MTBE/L en alrededor de 72 horas tal
como se observo para el consorcio F (grafica Anexo 9). De las dos poblaciones
sblo fue posible aislar la cepa bacteriana, la cual fue Gram negativo, forma
colonias puntuales, concavas y de color amarillo (Figura 30). Se le realizdé una
prueba de consumo de MTBE en la cual se observé que fue capaz de consumir
todo el MTBE suministrado (140 mg MTBE/L en medio mineral) con una etapa de

adaptacién que durdé 1 mes.

Figura 30. Cepa bacteriana, Gram negativo, incubada en medio mineral en
atmésferas saturadas de MTBE.
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No fue posible aislar la cepa fungica debido a que siempre que se hacia crecer en
medio mineral con atmésferas de MTBE, durante los 10 primeros dias permanecia
sin crecimiento bacteriano aparente, pero a partir de este periodo pudo observarse

la presencia de la cepa bacteriana.

Estos resultados muestran la posibilidad de obtener cepas tanto fungicas como
bacterianas capaces de consumir el MTBE como unica fuente de carbono y
energia. Autores como Hardison y col., 1997; Garnier y col., 1999; Hanson y col.,
1999; Deeb y col., 2001; Francois y col., 2002; Fayolle y col., 2003 han reportado
el aislamiento de cepas capaces de consumir MTBE, la primera fungica y las

demas bacterianas que pueden mineralizarlo o consumirlo por cometabolismo.
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7.12 COMPARACION POBLACIONAL DE LOS
CONSORCIOS EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
GLICEROL POR AMPLIFICACION AL AZAR DE ADN
POLIMORFICO (RAPD).

Una vez seleccionado el S, de interés para el incremento de biomasa activa en el
consumo de MTBE se decidid evaluar de manera preliminar, los cambios
poblacionales en los consorcios debido al tiempo y a las fuentes de carbono
empleadas. Mediante esta técnica se compararon las poblaciones de los
consorcios F y UAM alimentados con MTBE y MTBE mas GLIC. Las muestras
analizadas tuvieron diferentes tiempos de adaptacién y fueron etiquetadas como

se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20. Clasificacion de las muestras de los consorcios analizados. Durante el
tiempo de adaptacion se emplearon las fuentes de carbono que se indican.

Consorcio |Fuente de carbono |Tiempo de adaptacion.
F MTBE 2 meses.

Fg MTBE y GLIC 2 meses

UAM MTBE 2 meses.

UAMg MTBE y GLIC 2 meses

F” MTBE 1 afio

Fg” MTBE y GLIC 1 afio

UAM” MTBE 1 afio

UAMg” MTBE y GLIC 1 afio

Para la amplificacion al azar del ADN de cada muestra se emplearon 12
cebadores de los cuales so6lo 3 (los denominados FO1, 6.1 y 6.2) permitieron
obtener informacion utilizable. Las secuencias de los cebadores son las
siguientes; FO1: 5-ACG-CGC-CCT-3’, 6.1: 5-ACC-CGG-TCAC-3" y 6.2: 5°-TTC-
GAG-CCAG-3'. Se emplearon temperaturas de hibridacién de 45°C con el objetivo

de evitar la baja reproducibilidad comunmente achacada a esta técnica.
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En el perfil de bandas obtenido con el cebador FO1 (Figura 31) los 4 carriles de la
izquierda después del marcador (M) corresponden a muestras de los consorcios
con 2 meses de adaptacion. Al comparar el perfil de bandas para ambos
consorcios observamos que el consorcio UAM y el F presentan un perfil de bandas
distinto. Estos cambios podrian indicar la presencia de distintas poblaciones en los
consorcios. Podemos observar que basicamente sélo las bandas de 2000, 1500 y
1000 bp presentan similitud entre ellos. Para el consorcio F observamos que el
uso de GLIC no provoca cambios aparentes en el perfil de bandas, comparado
con el que fue alimentado sélo con MTBE. En el caso del consorcio UAM la
presencia de GLIC disminuye la intensidad de las bandas caracteristicas del
consorcio y favorece la presencia de otras. Para ambos consorcios las
velocidades de consumo especificas obtenidas en esta etapa son similares al
control, lo que corrobora que este S, no inhibe la capacidad de los
microorganismos responsables del consumo de MTBE. Sin embargo para el
consorcio UAM podria favorecer la presencia de otros microorganismos debido a

la aparicion de nuevas bandas.

M F Fg UAM UAMg Fg" UAMg" F" UAM"
~F Fg UAM UAMg Fg" UAMg" F" UAM"

Bp
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1,500
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Figura 31. Perfil de bandas obtenido con el cebador FO1 para las muestras del
consorcio F y UAM capaces de consumir MTBE, en presencia de GLIC (g) y
ausencia del mismo.
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La variaciéon en la intensidad de bandas podria indicar un cambio cuantitativo de
las poblaciones microbianas (aunque la técnica utilizada no permite evaluar esa
caracteristica, ese dato tendria que comprobarse por otras técnicas, como el
DGGE). En cualquier caso, la composicion de la comunidad tampoco cambia para

éste consorcio en presencia de GLIC.

Los 4 carriles de derecha corresponden a muestras con 1 afo de adaptacién al
consumo de MTBE y GLIC. Podemos observar que estas muestras presentan una
banda de alrededor de 10,000 bp, que no fue observada en las muestras con 2
meses de adaptacion. El perfil de bandas de los consorcios alimentados con
MTBE como unica fuente de carbono y energia muestra que en el consorcio UAM
se incrementod la intensidad de las bandas de 1600, 1500, 500 y 400 bp. También
observamos la aparicion de una banda de 1100 bp. Lo que muestra que con el
tiempo se favorece a los microorganismos responsables del consumo de MTBE ya
que bajo estas condiciones se obtuvo la maxima velocidad de consumo especifica.
En presencia de GLIC se observa el efecto contrario en el patron de bandas, es
decir disminuyen, sin embargo en presencia de este sustrato se obtiene una
velocidad de consumo especifica superior a la del control, por lo que podria
decirse que el consorcio sufre de seleccion poblacional, debido al tiempo y a los
sustratos empleados. Para el consorcio F se observo que después de un afo, en
general se incrementd la intensidad de todo el patrén de bandas, ademas de
observar la aparicion de nuevas bandas cuando se empleo al GLIC como Sgt. Sin
embargo, no fue posible observar un incremento en las velocidades de consumo
especificas, pero si un incremento en los rendimientos de biomasa en presencia
de GLIC.

Los perfiles de bandas obtenidos para las muestras con el cebador 6.1 se

muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Perfil de bandas para el cebador 6.1, obtenidas a 45°C como
temperatura de hibridacion, para las muestras del consorcio F y UAM capaces de
consumir MTBE, en presencia de GLIC (g) y ausencia del mismo.

De igual forma que con el cebador anterior los 4 carriles de izquierda después del
marcador (M) corresponden a muestras con 2 meses de aclimatacion. Los perfiles
de bandas para los consorcios F y UAM alimentados con MTBE como unica fuente
de carbono y energia muestran bandas extra para el consorcio UAM a los 700 y
800 bp aproximadamente. Esto podria estar relacionado con la diversidad
poblacional de los consorcios. También se observa mayor intensidad en las
bandas del consorcio UAM, lo que podria indicar (con las precauciones
anteriormente mencionadas) una mayor cantidad de microorganismos en este
consorcio. Por otra parte, para ambos consorcios se puede observar en presencia

de GLIC un incremento en la intensidad de las bandas obtenidas.

Después de un afo de aclimatacién (ultimos cuatro carriles) se observa que el
numero de bandas en las muestras disminuyé considerablemente. Es decir, los
consorcios tienden a simplificar sus comunidades en forma muy notoria, lo que

probablemente es debido a la especializacién de los consorcios por el tiempo de
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exposicion a las fuentes de carbono empleadas. En presencia de GLIC se observa
una mayor disminucion del numero de bandas. La notable pérdida de bandas
podria indicar que soélo los microorganismos mas especializados o los mas aptos
son los que sobreviven ya que en el caso del consorcio F las velocidades de
consumo especificas se mantienen, para el consorcio UAM en esta etapa se

obtienen las mayores velocidades de consumo.

Por ultimo se empled el cebador 6.2 con el cual se obtuvo el siguiente patron de

bandas:

F Fg UAMUAMgFg"UAMg"F" UAM" M

Figura 33. Perfil de bandas obtenidas con el cebador 6.2 a 45°C de temperatura
de hibridaciéon, para muestras del consorcio F y UAM (U) capaces de consumir
MTBE, en presencia de GLIC (g) y ausencia del mismo.

Los primeros 4 carriles corresponden a muestras con 2 meses de adaptacion. Con
este cebador soélo fue posible observar una diferencia entre los consorcios
alimentados con MTBE como unica fuente de carbono y energia en la banda de
1000 bp, ya que en el consorcio UAM se encuentra ligeramente por arriba de este
tamano. Para el consorcio F en presencia de GLIC se observa un cambio en el
patron de bandas, similar a lo observado para el consorcio UAM en las mismas

condiciones.
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Después de un ano de aclimatacion solo es posible observar que una banda de
1000 bp perteneciente al consorcio F se intensifico, lo cual podria indicar el
predominio de un tipo de microorganismo en el consorcio. La presencia de GLIC
no provocd cambios en el bandeo correspondiente a los distintos consorcios. La

disminucién de bandas no esta relacionada con bajos rendimientos de biomasa.

Debido a que existen cepas identificadas en cuanto a su capacidad de degradar
MTBE (Pseudomonas, Proteobacterias, Mycobacterias y un hongo, Graphium sp.),
se esperaba obtener alguna similitud en los patrones de bandas de los dos
consorcios. Lo anterior no fue demostrado, ya que con el primer FO1 los perfiles de
bandas presentaron grandes diferencias. Las variaciones en las secuencias de
bandas indican que las poblaciones microbianas estan en constante cambio, tanto
por las fuentes de carbono empleadas (GLIC) como por el tiempo de aclimatacién

y adaptacion al medio ambiente.
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8. Conclusiones.

Los sustratos alternos empleados favorecieron la disminucion de la etapa de
adaptacion del consorcio F durante la etapa de stress, ademas permitieron que el
consorcio microbiano mantuviera la capacidad de consumir MTBE. Las
velocidades de consumo especificas obtenidas para cada uno de los sustratos
alternos fueron desde 7 mg MTBE/g X/h para el ELEV y hasta 30 mg MTBE/g X/h
para el ISO, mientras que en el sistema alimentado con MTBE como Unica fuente

de carbono y energia fue de 13 mgMTBE/gX/h.

El ELEV, el DEE, el ISO, el HIBA y el GLIC favorecieron el incremento en
biomasa, pero solo el GLIC mantuvo las velocidades de consumo especificas. Los
resultados mostraron que en presencia de DEE el MTBE fue degradado sélo hasta
la completa eliminacion del DEE. Por otra parte el GLIC fue consumido de forma
simultanea al MTBE, ya que durante las primeras 24 horas de la cinética el
sustrato alterno fue completamente utilizado y el MTBE también presento
oxidacion durante este periodo. Este comportamiento fue corroborado midiendo
directamente el consumo de GLIC y mediante los balances de la produccion de
CO; durante las 24 horas. Con esto se demostré que el GLIC no ejerce ningun

efecto inhibitorio o de competencia durante la oxidacion de MTBE.

Se demostré que el empled de GLIC de forma simultdnea y consecutiva al MTBE
no inhibe la capacidad de los microorganismos responsables del consumo de
MTBE. Sin embargo, favorece el incremento de biomasa en ambos consorcios los
cuales alcanzaron rendimientos de hasta 0.27 g/g, con velocidades de consumo
de MTBE de hasta 20 y 16 mg MTBE/g X/h para los consorcios F y UAM,
respectivamente. Estas velocidades fueron ligeramente superiores a las obtenidas

por el control, el cual presentaba la mitad de biomasa.

Se comprob6 que el uso del GLIC para el incremento de in6culo favorecié la
biomasa activa, ya que se alcanzaron las maximas velocidades de consumo
especificas de MTBE las cuales fueron de 30 y 20 mg MTBE/gX/h para el

consorcio F y UAM, respectivamente. Por lo que sugerimos que no hubo un

102



Conclusiones

incremento excesivo de poblaciones que consumen el sustrato de facil asimilacion

y que no son capaces de degradar MTBE.

Las velocidades de consumo obtenidas durante el presente trabajo se encuentran
dentro del rango de velocidades reportadas en la literatura (7-53 mg MTBE/gX/h).
Sin embargo cabe mencionar que los consorcios microbianos estudiados hasta
ahora llevaban a cabo la degradacién de MTBE como Unica fuente de carbono y
energia, sin requerir la presencia de sustrato alterno, tal como ha sido reportado
para otros sistemas donde se observé la degradacion cometabdlica (Hardison y
col., 1997; Garnier y col., 1999). Al comparar las méaximas velocidades obtenidas
para diferentes sistemas microbianos con las del presente trabajo, encontramos
que con el consorcio F se obtuvo una velocidad maxima de 30 mgMTBE/gX/h en
presencia de GLIC, similar a la reportada por Salanitro y col., 1994 y superior a la
reportada por Fortin y col., 2001. El consorcio UAM con GLIC alcanzé velocidades
de hasta 50 mg MTBE/g X/h, s6lo comparables con las reportadas por Francois y
col., 2002

Autores como Steffan y col., 1997; Hatzinger y col., 2001 y Fortin y col., 2001
reportan el uso de fuentes de carbono alternas (ELEV, DEE, HIBA, glucosa, etc)
para favorecer el incremento de microorganismos capaces de oxidar MTBE, pero
en ningdn caso mencionan el incremento en las velocidades de consumo para
este contaminante. En el presente trabajo el empleo de GLIC como sustrato
alterno condujo al incremento de los rendimientos de biomasa de 0.6 y 0.27 g/g
para el consorcio F y UAM, respectivamente, asi como al incremento de las

velocidades de consumo especificas para el MTBE.

Demostramos que el GLIC puede ser empleado como un sustrato de facil
asimilacion para generar in6culos activos para el consumo de MTBE, en presencia
0 ausencia inicial del contaminante, ya que se evalud la capacidad del inéculo
generado con GLIC para oxidar MTBE, encontrando que la oxidacién de MTBE se

llevé a cabo con periodos de consumo mayores a los observados anteriormente.
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Sin embargo, estos tiempos de consumo fueron disminuyendo en los ciclos

sucesivos.

Se observo la necesidad de mantener cerrados por 48 horas mas los sistemas que
habian oxidado completamente el MTBE, debido a que la produccion de CO, fue
constante después de este tiempo. Esto indica la acumulacion de un intermediario
en la oxidacion de MTBE o la lenta asimilacion del compuesto. Sin embargo, no
fue posible observar la acumulacion de TBA como lo reportan Hardison y col.,
1997; Steffan y col., 1997 y Fayolle y col.,, 2003. Lo anterior sugiere que la
degradacion de TBA en los consorcios F y UAM es llevada a cabo de forma
simultanea al MTBE, lo que fue corroborado al obtenerse una velocidad de
degradacion de TBA similar a la de MTBE.

La recuperacion de carbono como biomasa y CO, después de la mineralizacion
del MTBE fue de alrededor del 90% en el consorcio F, lo cual muestra que no se
generan intermediarios que pudieran ser mas toxicos que el contaminante inicial.
En el consorcio UAM observamos que aun después de las 48 horas para la
produccion de CO, la maxima recuperacion de carbono como biomasa y CO, fue
de 85%, obteniéndose un maximo de 30% de carbono en biomasa. Esto indica

que existe la posibilidad de la presencia de algun intermediario distinto al TBA.

Comprobamos que la homogeneizacién del inéculo o la destruccién del agregado
no tiene efecto negativo sobre la velocidad de consumo especifica. Es decir, la
separaciéon de poblaciones por este hecho no dafa la capacidad de los

microorganismos de consumir MTBE.

Mediante técnicas de microscopia electronica fue posible observar la diversidad
poblacional en ambos consorcios. Las preparaciones mostraron un alto porcentaje
de exo-polimero que mantiene unidas a las especies microbianas. El consorcio F
mostro principalmente la presencia de cocos y bacilos de aproximadamente 1y 2
micras, mientras que el consorcio UAM estuvo constituido por una poblacién de

bacilos de 1 micra y cocos flagelados menores a 1 micra de largo. En ambos
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consorcios fue posible observar la presencia de cepas fungicas pero en menor

proporcion que las bacterianas.

Los estudios de microbiologia convencionales permitieron observar dos especies
microbianas (hongo y bacteria) asociadas capaces de degradar MTBE con el
mismo perfil de consumo que el consorcio F. Esto sugiere que estas poblaciones
son algunas de las responsables del consumo de MTBE. También fue posible
aislar una cepa bacteriana capaz de degradar MTBE, empleandolo como Unica
fuente de carbono y energia, tal como lo reportan Steffan y col., 1997; Hanson y

col., 1999; Hatzinger y col., 2001 y Francois y col., 2002.

La técnica de amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD) nos permitio
observar reproducibilidad en los patrones de bandas amplificados gracias al
incremento en la temperatura de unidn del cebador. Estos patrones de bandas
permitieron observar los cambios poblacionales en los consorcios debidos al
tiempo y al uso de las fuentes de carbono empleadas, como el GLIC y MTBE. Las
poblaciones microbianas pueden verse afectadas por los efectos antes
mencionados de tal forma que éstas puedan o no mantenerse en el consorcio.
Esto fue corroborado, ya que después de un afio de aclimatacion se observo la
disminucién del numero de bandas considerablemente. Los consorcios F y UAM
estudiados muestran un perfil de bandas diferente por lo que se considera que las

poblaciones microbianas en cada uno son distintas.
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10. Anexos.

Anexo 1 Extraccion de ADN de lodos.

Se toma una muestra de lodo de 0.25 a 1 g. Remover el contenido del tubo con
solucién Bead a un tubo limpio, depositar en el tubo vacio la muestra pesada.
Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto. Eliminar el liquido y agregar la solucién
Bead. Agitar en vortex durante un tiempo de 3-10 segundos. Adicionar 60 pL de la
solucion S1. Agitar en vortex durante 3-4 segundos y calentar a 70°C durante 5
minutos. Adicionar 200 uL de la solucion IRS. Agitar en vortex durante 3-10
segundos. Calentar a 70°C durante 5 minutos. Agitar en vortex durante 3-10
segundos. Calentar a 70°C durante 5 minutos. Agitar en vortex durante 3-10
segundos. Centrifugar durante 1 minuto a 14000 rpm. Transferir el sobrenadante a
un tubo limpio. Agregar 250 uL de la solucién S2. Agitar en vortex durante 5
segundos. Incubar en hielo frappe (4°C) durante 5 minutos. Centrifugar a 14000
rom durante 1 minuto. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Adicionar 1.3
mL de la solucion S3. Agitar en vértex durante 5 segundos. Filtrar la muestra en un
tubo con filtro durante 1 minuto a 14000 rpm. Decantar el liquido. Adicionar 300 pL
de la solucion S4. Centrifugar durante 1 minuto a 14000 rpm. Decantar el liquido.
Centrifugar durante 1 minuto a 14000 rpm. Colocar el filtro en un tubo limpio y
adicionar 50 pyL de la soluciéon S5 al centro del filtro. Esperar alrededor de 3
minutos. Centrifugar 1 minuto a 14000 rpm. Descartar el filtro ya que el filtrado

contiene el ADN extraido.
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Anexo 2 Calculos para produccion de CO, y velocidades de consumo de
MTBE.

é;rgoébtener las masas de CO, y O, se emplearon las areas obtenidas por el
integrador y se relacionaron con las siguientes formulas para obtener los
porcentajes de CO, y O3 en la muestra.

%0, = (areaO,/areaN; )* (79.1/0.9953)

%CO; = (areaCOy/areaN;)*((areaNz*areaO,)/area aire) *(70.4735)

Los porcentajes se emplearon en la formula de gases ideales para obtener los
moles de CO; en el sistema.
PV =nRT
n = (P*(%/100)"Viase gas) /RT
Donde:
P = Presion ambiental
Viase gas = Volumen de la fase gaseosa del sistema.
R = Constante de los gases ideales.
T = Temperatura de trabajo.
B) VELOCIDADES DE CONSUMO.
Para obtener las velocidades de consumo de MTBE para cada uno de los
consorcios, se empleo el modelo matematico de Gompertz, que nos permite
determinar la velocidad de consumo de un sustrato empleando todas sus fases del

consumo. Este modelo fue ejecutado en el programa KaleidaGraph para Windows.

La ecuaciéon empleada fue:
Sc= o*(exp(-B*exp(-k*t)))
Sc = Sustrato consumido.
o = La maxima concentracion del sustrato que se puede consumir.
B = Parametro relacionado con las condiciones iniciales (S=So=a*(exp-B))

k = Velocidad de consumo de sustrato (h™")
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Anexo 3 Analisis de varianza.

Analisis de varianza
Source

Term

A: tratamiento

B: consorcio

AB

S

Total (Adjusted)
Total

O
T

2 OO0 -

0

* Term significant at alpha = 0.05

Sum of
Squares
369.6959
2461.063
259.9298
28.50201
3565.821

Mean
Square
369.6959
2461.063
259.9298
4.750335

Pruebas de compraciones multiples de Bonferroni

Variable respuesta: velocidad
Termino evaluado: consorcio

F-Ratio
77.83
518.08
54.72

Alpha=0.050 Error Term=S DF=6 MSE=4.750335 Critical Value=2.446912
Diferente
De grupo

Grupo
a
b

Cantidad Media
5 10.5589
5 446628

F
2 UAM

Pruebas de compraciones multiples de Bonferroni.

Variable respuesta: velocidad
Termino evaluado: tratamiento

Alpha=0.050 Error Term=S DF=6 MSE=4.750335 Critical Value=2.446912

Grupo
1
2

Cantidad Media
4 20.1640
6 32.5753

Diferente
de Grupo
9 2
7 1

Prob
Level
0.000118*
0.000000*
0.000313*

Power
(Alpha=0.05)
1.000000
1.000000
0.999971
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Anexo 4. Analisis de varianza para la ruptura del aglomerado.

Los tratamientos realizados fueron:

1= Consorcio homogeneizado

2= Consorcio sin homogeneizar y sin glicerol.
3= Consorcio con glicerol sin homogeneizar.
4= Consorcio homogeneizado con glicerol.

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean

Term DF Squares Square F-Ratio
(Alpha=0.005)

A: Tratamientos 3 743.6653 247.8884 1.24

B: consorcio 1 77.63953 77.63953 0.39

AB 3 4497459 14.99153 0.07

C: Ciclos 4 821.5167 205.3792 1.02

AC 12 1362.341 113.5284 0.57

BC 4 482.1675 120.5419 0.60

ABC 12 2709.721 225.8101 1.13

S 32 6415.934 200.4979

Total (Adjusted) 71 13548.78

Total 72

Term significant at alpha = 0.005

Prob
Level

0.312676
0.538166
0.973121
0.409679
0.852390
0.664490
0.374309

Power

0.075372
0.013497
0.006981
0.069253
0.053125
0.033231
0.172205

Anexo 5. Consumo de MTBE en presencia de DEE (-e-) durante 4 adiciones

consecutivas, ajustados por Gompertz.

Masa de MTBE (mg)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (horas)
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Anexo 6. Consumo simultaneo de MTBE (-a-) en presencia de GLI| (-m-)
durante tres ciclos de adicidon para el consorcio F, asi como la produccion de
CO, para MTBE (-»-), MTBE mas GLIC(<=*) y s6lo GLIC (-=-).

Primera adicion

=
o

Masa de MTBE
(mg)
[N

(6w)
02 A 0192119

Z

05 |

Ll L — i

0
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tiempo (horas)

Segunda adicion.

Masa de MTBE
(mg)
(bw) <
0D A 10492110 ap esep

4

0 25 50 75 100 125 150
Tiempo (horas)
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Tercera adicion
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Anexo 7 Consumo simultaneo de MTBE (-A-) en presencia de GLIC (-m-) para el
consorcio UAM asi como la produccion de CO; para MTBE (-2-), MTBE mas
GLIC(4+) y solo GLIC (-x-).

25 5

2 74
i X
— o
()] Q.
E 1,08
g 1.5 3 S
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g —
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05 | 11

0 0

0 25 50 75 100
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Anexo 8. Consumo de MTBE (-a-) en presencia de Cobalto con una concentraciéon
10 veces superior a la empleada a lo largo de los experimentos. Consorcio F
durante los ciclos 1(-l-) y 2(-8-) asi como para el consorcio UAM para los ciclos
1(-0-) y 2 (-®-) ajustados por Gompertz.

=
o

Masa de MTBE (mg)
=

o
wn

0 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)

Anexo 9. Consumo de MTBE por poblacion fungica obtenida por glicerol para el
consorcio F (-2-) y UAM (-a-).
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Masa de MTBE (mg)
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0.5
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Anexo 10. ANOVA del experimento para velocidades de consumo especificas de

MTBE.

Analysis of Variance Table

Source
Term

A: ADICION

B: sustrato

AB

S

Total (Adjusted)
Total

Sum of
DF Squares
(Alpha=0.005)
2 56.164
4 130.8507
8 117.0893
0 0
14 304.104
15

* Term significant at alpha = 0.005

25.00-
20.001

15.001

VELOC

10.001

5.00-

Means of VELOC

j

2 3
ADICION

Mean Prob Power
Square F-Ratio Level

28.082
32.71267
14.63617

sustrato

O DEE
A GLIC
= HIBA
® ISO
O MTBE

Anexo 11. ANOVA de velocidades de consumo especificas entre consorcios.

Analysis of Variance Table

Source
Term

A: adicion

B: sust

AB

C: consorcio
AC

BC

ABC

S

Total (Adjusted)
Total

Sum of
DF Squares
(Alpha=0.005)
2 90.06667
4 112.072
8 92.21
1 44.89633
2 1.834667
4 33.28533
8 50.86867
0 0
29 425.2337
30

* Term significant at alpha = 0.005

Mean Prob Power
Square F-Ratio Level

45.03333
28.018
11.52625
44.89633
0.9173333
8.321333
6.358583
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velocidad

Means of velocidad

CONSOrcio

O F
A UAM

2
adicion

velocidad

5.00

Means of velocidad

DEE GLIC HIBA ISO MTBE
sust

consorcio

O F
A UAM
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