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Una de las mayores fuentes de

\ contaminacion ambiental res-
& ponde al uso de la energia y al
acelerado desarrollo industrial,
que trae consigo el uso exhaus-

o Dil‘[m . tivo del petroleo y sus derivados,
2006/ cuyos procesos de explotacion y
tratamiento estan aunados a la
liberacion de compuestos que

BRENICIDE

contaminan el medio ambiente.

La gasolina es uno de los derivados del petroleo,
entre los componentes de la misma con mayor po-
tencial de riesgo ambiental, por su ficil liberacion
al medio ambiente y amplia toxicidad carcinogénica,
se encuentran el benceno, tolueno, etilbenceno y
el total de xilenos (BTEX), también los compues-
tos oxigenantes ampliamente utilizados como el éter
metil t-butilico (EMTB) y el etanol.!

El EMTB es el compuesto oxigenante que mds
se utiliza en las gasolinas para elevar el indice de
octanos y disminuir la emision de gases contami-
nantes al ambiente. El EMTB y los BTEX han sido
identificados como potencialmente carcinogéni-
mticulo estd basado en la investigacion “Evaluacion de las
cinéticas de biodegradacion de los componentes de mayor impacto de
la gasolina”, galardonado con el Premio de Investigacion UANL 2006

en la categoria de Ciencias Exactas, otorgado en sesion solemne del

Consejo Universitario de la UANL, en septiembre de 2006.
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cos*’y junto con el etanol, que es el segundo
oxigenante en uso, tienen la capacidad de migrar a
través del subsuelo y contaminar los mantos
freaticos.*

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Es-
tados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés) es-
tablece los siguientes limites maximos permisibles
en agua potable en mg/L para BTEX: benceno,
0.005; tolueno,1.0; etilbenceno, 0.7 y mezcla de
xilenos, 10,’ y recomienda un intervalo maximo de
20 a 40 g/L de EMTB contenido en agua pota-
ble;® mientras que los limites méximos permisibles
establecidos por la Secretaria de Salud en México
para BTEX en mg/L, son: benceno, 0.01; tolueno,
0.3; etilbenceno, 0.7 y mezcla de xilenos, 0.5.”

Estos compuestos son parcialmente biodegrada-
bles, pero la mayor parte de ellos permanece en el
ambiente;® por lo que es necesario desarrollar tec-
nologias utiles para la remocion de estos contami-
nantes de los diferentes recursos naturales a donde
se extienden y evitar de esta manera al maximo el
dafio ambiental.

El empleo de microorganismos para la biorre-
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mediacion de sitios contaminados con hidrocarbu-
ros es una opcion viable y ampliamente utilizada
por ser una tecnologia sencilla, de bajo costo y
amigable con el medio ambiente.’

Materiales y métodos

Condiciones de aclimatacién. El benceno, tolueno,
etilbenceno, (o-, m-, y p-) xileno, asi como el etanol
y el EMTB fueron adquiridos de Sigma-Aldrich
(México) con 98% de pureza. El medio de BOD
fue preparado con agua desionizada y mantenido
en el reactor de aclimatacion de biomasa de acuer-
do a las siguientes concentraciones (mg/L):"°
KH,PO,, 17; K,HPO,, 44; Na,HPO,.7TH,0, 67
MgSO,-7H,0, 23; NH,CI, 3.4; (NH,),SO,, 40;
FeCl3~6HZO, 1. El medio concentrado (MC) fue
preparado para resuspender las células bacterianas
después de centrifugarlas y tuvo la siguiente com-
posicion: (g/L) Na,HPO,-7H,O, 6; KH,PO,, 3;
NaCl, 1;NH,CI 1, MgSO,-7H,0 0.5; CaCl,, 0.011;
FeCl,-6H,0, 0.001. El medio con sustratos (MCS)
que fue preparado para los bioensayos experimen-
tales consistié de MC y 30 mg/L de cada BTEX
(10 mg/L de cada xileno) EMTB y etanol.

Esterilizacién de muestras. Los medios de BOD y
MC fueron esterilizados a 121°C, a 15 psi por 15
minutos.

Aclimatacién de los inéculos con enriquecimiento a
Diesel, gasolina, EMTB, pentanoy pentano-EMTB. Las
biomasas fueron aclimatadas en cinco reactores de
tipo bach, cada uno con un intervalo de aireacion
de 8.3-8.6 mg/L de oxigeno disuelto. La tempera-
tura se mantuvo en un intervalo de 18-25°C y el
pH de 7.0-7.5. Diariamente se alimentaron de la si-
guiente manera: reactor No. 1: 200 mg/L de Diesel;
No. 2: 200 mg/L de gasolina; reactor No. 3: 148 mg/
L de EMTB; reactor No. 4: 313 mg/L de pentano y
reactor No. 5: 461 mg/L de pentano-EMTB.

Bajo las condiciones descritas anteriormente se
encontré un promedio de 885 mg/L, 257.5 mg/L,
150 mg/L, 158 mg/L y 150 mg/L, respectivamen-
te, de solidos suspendidos volatiles (SSV)!! en los
bioensayos cinéticos.

Bioensayos experimentales y bioaumentacion. Fueron
tomados 480 mL del reactor 1; 240 mL del reactor
No 2; 360 mL del reactor No. 3; 400 mL del reac-
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tor No. 4y 400 mL del reactor No. 5. Fueron repar-
tidos en 12, 6, 8, 10y 10 tubos Falcon®, respectiva-
mente. Fueron centrifugados en una centrifuga
Beckman a 6,000 y 9,000 rpm, a 25°C por perio-
dos de entre cinco y diez minutos; las biomasas se
concentraron y resuspendieron en cuatro diferen-
tes tubos Falcon® con 40 mL de MC, a estas cinco
suspensiones de biomasas se les denominé biomasas
concentradas.

Se realizaron cinco bioensayos cinéticos diferen-
tes, uno para cada una de las biomasas, con el obje-
tivo de evaluar la biodegradacion de los BTEX, el
EMTRB vy el etanol por la accion metabdlica de los
microorganismos presentes en las biomasas aclima-
tadas a los diferentes sustratos.

Muestras de la biomasa aclimatada al Diesel

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a Diesel.
Fueron preparadas diez muestras que contenian 20
mL de medio mineral concentrado, 2 mL de
biomasa concentrada aclimatada a Diesel y 50
mg/L de cada uno de los BTE-oX y 50 mg/L de
EMTB. Fueron monitoreadas por un periodo de
tiempo de 54 hrs, con intervalos de muestreo de 6
hrs.

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a Diesel
y suelo. Fueron preparadas diez muestras que con-
tenfan 20 mL de medio mineral concentrado, 2
mL de biomasa concentrada aclimatada a Diesel,
5 g de suelo estéril y 50 mg/L de cada uno de los
BTE-0Xy 50 mg/L de EMTB. Fueron monitoreadas
por un periodo de tiempo de 54 hrs., con interva-
los de muestreo de 6 hrs.

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a Diesel,
suelo y surfactante. Fueron preparadas diez muestras
que contenian 20 mL de medio mineral concen-
trado, 2 mL de biomasa concentrada aclimatada a
Diesel, 5 g de suelo estéril, 25 mg/L de tergitol NP10
y 50 mg/L de cada uno de los BTE-0oX y 50 mg/L
de EMTB. Fueron monitoreadas por un periodo
de tiempo de 54 hrs., con intervalos de muestreo
de 6 hrs.

Muestras control. Estas muestras solo contenian
20 mL de medio mineral concentrado y 50 mg/L
de cada BTE-0X, 50 mg/L de EMTB y dos gotas de
H,PO,, para evitar el crecimiento microbiano. Es-
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tas muestras se realizaron con la finalidad de con-
trolar las posibles pérdidas por volatilizacion du-
rante el desarrollo de la cinética.

Muestras de las diferentes biomasas aclima-
tadas a gasolina, EMTB, pentano y
pentano EMTB

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a gasoli-
na. Fueron preparadas seis muestras con 20 mL de
MCSy 2 mL de biomasa concentrada aclimatada a
gasolina. Los contaminantes fueron monitoreados
por 48 hrs., con intervalos de muestreo de 8 hrs.

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a
EMTB. Fueron preparadas seis muestras con 10 mL
de MCS 'y 2 mL de biomasa concentrada aclimata-
da a EMTB vy seis muestras con DCPC (0.074
mg/L), ademas de MCS y la biomasa. Los contami-
nantes fueron monitoreados por 432 hrs., con di-
ferentes intervalos de tiempo de muestreo.

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a
pentano. Fueron preparadas diez muestras con 10
mL de MCS y 2 mL de biomasa concentrada acli-
matada a pentano y diez muestras con DCPC (0.074
mg/L), ademas de MCS y la biomasa. Los contami-
nantes fueron monitoreados por 912 hrs., con dife-
rentes intervalos de tiempo de muestreo.

Muestras de cinética con biomasa aclimatada a
pentano. Fueron preparadas diez muestras con 10
mL de MCS y 2 mL de biomasa concentrada acli-
matada a pentano-EMTB vy diez muestras con
DCPC (0.074 mg/L), ademds de MCS y la biomasa.
Los contaminantes fueron monitoreados por 720
hrs., con diferentes intervalos de tiempo de mues-
treo.

Muestras control. Para todas las cinéticas se reali-
zaron muestras con MCS y dos gotas de H,PO,,
para evitar el crecimiento microbiano.

Escalamiento a reactor de biopelicula de
flujo continuo

Montaje del reactor. Se operd un reactor de flujo
continuo (RFC) de vidrio de 3.54 pulgadas de dia-
metro interno y 29.1 pulgadas de altura, con siete
puertos de muestreo, el primero y el ultimo desti-
nados a monitorear el influente y el efluente, res-
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pectivamente, y los cinco puertos restantes distri-
buidos a lo largo del reactor. Se contd con una ci-
mara de gases con filtro de carbon activado en la
parte superior del reactor para la evaluacion de
pérdidas por volatilizacion. El RFC fue empacado
con un acondicionador de suelo (material soporte
para la fijacion de microorganismos) y con 5.9 y
3.5 pulgadas de grava en la parte inferior y supe-
rior del reactor, respectivamente. El RFC conté con
un suministro de aire (bomba MAXIMA®) y otro
de alimentacion del influente; el volumen de tra-
bajo fue de 3.0 L y el flujo de alimentacion fue
controlado con una bomba peristaltica VWR®

Preparacion, fijacién y crecimiento de la biomasa en
el reactor. Se tomo 1 L de suspension de biomasa
aclimatada a gasolina y fue repartida en doce tubos
Falcon®. La biomasa aclimatada fue centrifugada a
6,000 rpm y 25°C por cinco minutos hasta ser con-
centrada y resuspendida en dos tubos Falcon® con
35 mL de MC cada uno. Posteriormente, la biomasa
concentrada fue suspendida en 4L de MCS, los
cuales fueron circulados a través del reactor por dos
semanas, con una alimentacién diaria de 50 mg/L
de cada sustrato.

Incubacion vy andlisis. Todas las muestras fueron
incubadas en una incubadora Shaker, con una agi-
tacion de 200 rpm a 30°C, hasta el tiempo de su
analisis. Los BTEX, EMTB y etanol fueron analiza-
dos por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de flama. Las determinaciones de CG/
DIF se realizaron con un cromatografo Varian Star
3400, de acuerdo a procedimientos estandarizados'
con algunas modificaciones. La muestra fue inyec-
tada por el método de purga y trampa. El inyector
se mantuvo en el modo split/splitless (1:20) y su
temperatura fue de 250°C. La temperatura del de-
tector fue de 300°C. El volumen de muestra purga-
do fue de 5 mL; antes de ser purgada la muestra se
llevo a cabo un proceso de prepurga por 1.5 minu-
tos y se calento hasta 90°C por un espacio de 2.6
minutos, después se purgd por diez minutos y se
concentrd antes de ser inyectado al cromatografo.

Resultados

En los bioensayos de la biomasa aclimatada a diesel
en los diferentes tipos de muestras se observo que
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las muestras que contenian biomasa sueloy tergitol
NP10 fueron las que reportaron en general los

Tabla 1. Porcentajes finales de biodegradacion de
BTE-0X y EMTB de la biomasa aclimatada Diesel en
reactores de lote.

Blomasa  Bigmagay  Blomas WY
Benceno 74.2 64.8 78.2
Tolueno 98.6 95.7 95.6
Etilbenceno 972 95.6 97.6
o-Xileno 19.4 20.4 40.8
EMTB 8.6 7.2 10.3

mejores resultados de biodegradacion de los com-
puestos contaminantes (tabla I), Acufia-Askar et al.”®
reportan comportamientos muy parecidos bajo es-
tas condiciones, esto pudo deberse a la presencia
del mismo surfactante, el cual pudo haber provo-
cado un aumento en la biodisponibilidad de los
contaminantes, favoreciendo asi la biodegradacion
de los mismos

En la cinética tratada con biomasa aclimatada a
gasolina, los BTEX fueron biodegradados casi com-
pletamente para las 24 hrs., de llevarse a cabo la
cinética, mientras que el etanol, al final del moni-

toreo, fue biodegradado en 85.48% y el EMTB

Tabla II. Porcentajes finales de biodegradacion de
BTEX, EMTB y etanol de la biomasa aclimatada
a gasolina en reactores de lote.

mostré su alta recalcitrancia al haberse degradado
solamente 28.07%; sin embargo, este porcentaje de
biodegradacion para EMTB supera los obtenidos
en trabajos anteriores, en los que se utilizo biomasa
aclimatada a gasolina para la biodegradacion de
BTEX y EMTB.!

Para las biomasas de EMTB, pentano y pentano-
EMTB en ausencia de DCPC, los porcentajes de

Tabla III. Porcentajes finales de biodegradacion de BTEX,
EMTB y etanol sin DCPC para las diferentes biomasas en
reactores de lote.

EMTB Pentano Pentano-EMTB
Benceno 99.97 99.98 99.98
Tolueno 99.93 99.98 99.98
Etilbenceno 99.87 99.98 99.98
o-Xileno 99.50 99.85 99.90
m y p-Xileno 99.85 99.95 99.97
EMTB 57.00 24.76 71.28
Etanol 74.86 84.21 99.98

biodegradacion de los contaminantes se vieron mas
favorecidos que en los resultados antes mostrados,
sin embargo, la biomasa aclimatada a pentano-
EMTB favorecié en mayor medida la degradacion
del EMTRB (tabla III).

La presencia de DCPC en las muestras de las
biomasas de EMTB, pentano y pentano-EMTB,

. Tabla IV. Porcentajes finales de biodegradacion de BTEX,
Gasolina EMTB y etanol con DCPC para las diferentes biomasas en
reactores de lote.
Benceno 99.98
EMTB Pentano  Pentano-EMTB
Tolueno 99.98
Benceno 99.83 99.98 99.98
Etilbenceno 99.56 Tolueno 99.93 99.98 99.98
o-Xileno 99.40 Etilbenceno 99.83 99.98 99.98
m y p-Xileno 99 60 o-Xileno 99.80 99.91 99.93
m y p-Xileno 99.98 99.97 99.97
EMTB 28.07
EMTB 80.00 19.36 97.26
Etanol 85.48 Etanol 9983 99.98 99.98
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Tabla V. Porcentajes de biodegradacion de BTEX, EMTB y etanol con y sin DCPC, con una mezcla de biomasas
aclimatadas a EMTB y a pentano-EMTB en un reactor de flujo continuo, con grava como soporte de crecimiento.

Benceno Tolueno  Etilbenceno

o-Xileno  m-p-Xileno EMTB Etanol

% Deg. 99.87 99.97 99.96
% Deg. 99.82 99.85 99.89
% Deg. 99.97 99.97 99.98
% Deg. 81.52 94.58 99.62

% Deg. 54.84 66.27 92.67

% Deg. 99.67 99.89 99.98

Tiempo de retencion hidraulico de 12 hrs., en ausencia de DCPC
Tiempo de Retencién Hidraulico de 6 hrs., en ausencia de DCPC
Tiempo de Retencién Hidraulico de 3 hrs., en ausencia de DCPC
Tiempo de Retencién Hidrdulico de 1.5 hrs., en ausencia de DCPC
Tiempo de Retencién Hidraulico de 1.5 hrs., en presencia de DCPC

Tiempo de Retencién Hidraulico de 24 hrs., en presencia de DCPC

99.92 99.96 67.76 99.85

99.78 99.96 64.02 99.81

99.94 99.96 27.11 99.98

76.01 98.16 16.30 98.74

50.55 68.38 19.34 89.07

99.86 99.97 24.63 99.49

provoco, en el caso de la biomasa aclimatada a
EMTB vy la biomasa aclimatada a pentano-EMTB,
un aumento marcado en la degradacion del EMTB,
favoreciendo asi la eliminacién de este compuesto
altamente recalcitrante (tabla IV).

Con el reactor de biopelicula de flujo conti-
nuo, utilizando grava como soporte de crecimien-
to, se logro biodegradar la mezcla de BTEX, EMTB
y etanol hasta 67.76% para EMTB y casi 100% para
cada uno de los BTEX y etanol a un tiempo de
retencion hidraulico de doce horas. Los porcenta-
jes de biodegradaciéon de BTEX, EMTB y etanol
en las cinéticas llevadas a cabo en ausencia de
DCPC incrementaron al aumentar el tiempo de
retencion hidraulico.

Conclusiones

De todas las biomasas aclimatadas a diferentes
sustratos probadas en los reactores de lote, resulta-
ron ser mas efectivas, para la biodegradacion de los
BTEX, el EMTB y el etanol, las aclimatadas a EMTB
y pentano-EMTB, cuyas efectividades se incremen-
taron aun mas al estar presente en el medio la
DCPC, mientras que en el reactor de biopelicula
de flujo continuo de todos los tiempos de reten-
ciéon hidraulicos probados, se establecié como el
mejor para poder, en un futuro, escalar a nivel in-
dustrial el de seis horas, debido a los porcentajes
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de biodegradacion tan cercanos a los obtenidos con
el de doce horas, y la ventaja en la disminucion de
50% en el tiempo del proceso que representa.

En el sistema de biopelicula, contrario a lo que
se esperaba por los resultados obtenidos en lote los
porcentajes de biodegradacion, disminuyeron con
la presencia de la DCPC, se atribuye este efecto
desfavorable de la DCPC al corto tiempo en que
las células estuvieron en contacto con el inductor
enzimatico, las caracteristicas de las células que con-
forman la biopelicula y a la posible participacion
de la DCPC como un inhibidor en la biodegrada-

cion de los contaminantes de interés.
Resumen

El benceno, tolueno, etilbenceno y la mezcla de
xilenos (BTEX), junto con éter metil tertbutilico
(EMTB) son compuestos organicos volitiles, estos
junto con el etanol comiinmente son encontrados
en sitios contaminados con gasolinas. En este estu-
dio se evalu¢ la biodegradacion de estos contami-
nantes mediante consorcios microbianos aclimata-
dos a diferentes sustratos (diesel, gasolina, EMTB,
pentano y pentano-EMTB) en sistemas aerobios de
lote y de biopelicula de flujo continuo. A partir de
éste ultimo sistema se lograron los maximos por-
centajes de biodegradacion que fueron casi de 100%

para cada uno de los BTEX y etanol; y de 67.76%
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para el EMTB, a un tiempo de retencién hidrauli-
co de doce horas.

Palabras clave: Oxigenante, Aclimatacion, Biodegra-
dacion, Reactor de biopelicula de flujo continuo.

Abstract

Benzene, toluene, ethylbenzene, mixed xylenes
(BTEX), and methyl tert-butyl ether (MTBE) are
volatile organic compounds (VOCs). These com-
pounds, along with ethanol, are commonly found
in gasoline-contaminated sites. In this study the
biodegradation of these polluting agents was evalu-
ated using bacterial populations previously accli-
mated to different substrates (diesel, gasoline,
MTBE, pentane, and pentane-MTBE) in bach re-
actors and a continuous-flow biofilm reactor un-
der aerobic conditions. The maximum percentage
of biodegradation was obtained with the continu-
ous-flow biofilm reactor; it was almost of 100% for
each of the BTEX and ethanol, and 67.76% for
MTBE, in a hydraulic retention time of 12 hours.

Keywords: Oxygenate, acclimatization, biodegrada-
tion, continuous-flow biofilm reactor.
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