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1. Introducción  
 
Dentro de los contaminantes de mayor importancia en el ámbito mundial, se 
encuentran los compuestos que se obtienen a través del fraccionamiento del 
petróleo, tales como: gasolinas, diesel y combustóleo. La alta producción  y uso 
de estos energéticos, genera serios  problemas de contaminación ambiental ya 
sea  terrestre o atmosférica.  
 
Entre los problemas de contaminación terrestre  se encuentra  la  
contaminación de mantos acuíferos, que puede darse por una gran variedad  
contaminantes, entre los cuales se encuentran algunos hidrocarburos 
presentes en la gasolina. 
 
A continuación se presentan algunos datos publicados por PROFEPA, de las 
principales fuentes y  orígenes de contaminación por hidrocarburos  que 
perjudican nuestro entorno y recursos naturales. (PROFEPA, 2001) 

• El 57% de las emergencias ambientales que se presentan a nivel 
nacional con materiales peligrosos ocurren en instalaciones de PEMEX 

• El 88.7 % de las emergencias ambientales de PEMEX ocurren en 
Veracruz, Campeche  y Tabasco. 

• El 90% de las emergencias ambientales de esta paraestatal ocurren en 
PEMEX Exploración y Producción (PEP) y PEMEX Refinación (PR). 

• En PEP la mayor parte de sus eventos ocurre,  en ductos, pozos 
petroleros, baterías de separación y estaciones de compresión 

• En Pemex-Refinación la mayor parte de sus eventos ocurre, en ductos, 
refinerías, terminales de almacenamiento y distribución y terminales 
marítimas 

La afectación de las emergencias ambientales de PEMEX es en promedio 
(PROFEPA, 2001):  

• 70% al suelo 
• 30% al agua 
• 10% al aire 

Para eliminar la contaminación por hidrocarburos en agua, existen diversas 
técnicas, como las fisicoquímicas en las que destacan  la adsorción y absorción 
que se basan en la utilización de matrices para retener o atrapar al 
contaminante. La ventaja de estas técnicas es que no se agregan componentes 
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extras para llevar acabo el proceso (tales como: surfactantes, agentes 
coagulantes y precipitantes).   Sólo se hace pasar  el contaminante por las 
matrices, y este queda atrapado o adherido. Sin embargo, son altamente 
costosos,  y pueden requerir de grandes áreas de contacto entre el 
contaminante y la matriz para  remover la mayor cantidad de contaminante  
(Lesser  2002)
 
Las técnicas biológicas, en contraste, utilizan la actividad metabólica de 
algunos microorganismos para degradar a los contaminantes. Las ventajas de 
estas técnicas son que los contaminantes pueden ser degradados  a 
compuestos menos agresivos con el medio ambiente, se pueden alcanzar 
eficiencias de remoción cercanas al 100%, implican bajos costos,  Sin 
embargo, no todos los microorganismos tienen la capacidad de degradar 
compuestos contaminantes por lo que hay que buscar cepas puras o cultivos 
mixtos capaces de oxidar los compuestos de interés, y adicionalmente en la 
mayoría de los casos los microorganismo  requieren largos periodos de 
adaptación (Román 2005).  
 
2.  Antecedentes  
 

2.1 Tipos de gasolinas en México  
 
Las gasolinas actuales  se componen de una mezcla de hidrocarburos que 
contienen  moléculas con cadenas de 5 a 9 átomos de carbono, obtenidas de 
una mezcla de destilación directa, de craqueo térmico y catalítico, de 
alquilación, de isomerización y de refinados de la separación extractiva del 
benceno y tolueno. (Secretaria de energía 2006)  
 
En México se producen actualmente dos tipos de gasolina: PEMEX Magna y 
PEMEX Premium, estas gasolinas no contienen plomo, su contenido de azufre 
es bajo y tienen un alto  octanaje en comparación con PEMEX Nova, que dejó 
de producirse por su alto contenido de plomo. El  tetraetilo de plomo contribuía 
a elevar el número de octano, sin embargo durante el proceso de combustión  
se producían óxidos de plomo, que eran liberados a la atmósfera y  quedaban  
suspendidos hasta en un 15% en el aíre, estos óxidos de plomo generaban 
problemas graves en la salud de los humanos como: hipertensión, daño en el 
sistema nervioso, daño en el sistema hepático, entre otros (Lenntech Agua 
residual & purificación del aíre 2008).  
 
Debido a los   problemas generados  en la salud del  ser humano el plomo  fue 
sustituido en las gasolinas Magna y Premium por el  Metil ter-butil-éter (MTBE) 11

 

http://www.lenntech.com/espanol/index.htm
http://www.lenntech.com/espanol/index.htm


que incrementa la cantidad de oxígeno en la mezcla contribuyendo a su mejor 
combustión dentro del motor, disminuyendo la emisión de compuestos 
orgánicos volátiles a la atmósfera. Sin embargo el MTBE se ha asociado a 
problemas de contaminación del agua de los mantos freáticos en la última 
década. (Garfias y Gutiérrez, 2003) 

 
2.1.1 Producción de gasolina en México  

 
La sociedad mexicana con el transcurso del tiempo ha creado una dependencia 
del transporte particular automovilístico, para desplazarse a sus distintos 
puntos de trabajo o convivencia, este aumento de uso del automóvil particular, 
aumenta la demanda de gasolina en México provocando mayores problemas 
de contaminación al medio ambiente (Garfias y Gutiérrez, 2003). La producción  
de gasolina en México durante 2006 se muestra en la figura 1. (Secretaria de 
energía 2007) 
 

 

Figura 1. Producción de gasolina en el 2006 en miles de barriles diarios 
(Petróleos Mexicanos mayo 2007) 

3. BTEX 

El grupo de BTEX consiste en el benceno, el etil-benceno,  tolueno, y tres 
isómeros de xileno,  sus formulas se muestran en la figura 2. Debido a su 
polaridad y las características de  solubilidad, los productos químicos orgánicos 
(BTEX) pueden incorporarse a los sistemas del suelo y del agua subterránea y 
causar problemas serios de contaminación cuando estos compuestos  son 
liberados junto con la gasolina a través de derrames o fugas (Jesper Steen 
Christensen & Jason Elton, 1998). La solubilidad en agua de estos compuestos 
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determinará el grado de migración  del contaminante BTEX en el suelo y agua  
de acuerdo a la tabla 1 

  

 

 

    

Benceno              Tolueno            Etilbenceno                o,m,p-Xileno  

Figura 2 - Formulas subdesarrolladas de los compuestos BTEX 

Tabla1. Solubilidad de compuestos BTEX  y MTBE en agua (PROFEPA, 2001) 

Compuesto Solubilidad en agua: 
mg/L (ppm) 

MTBE 50000 
Benceno 700 
Tolueno 500 
Etilbenceno 100 
Xileno 0.1 

El gradiente de contaminación de compuestos BTEX esta determinado de 
acuerdo a la solubilidad que estos tienen, si se genera en un área de suelo 
contaminado con BTEX,  los compuestos  mas solubles  migrarán con mayor 
facilidad  hacia la parte  acuosa del sistema contaminado como  los mantos 
acuíferos, mientras  los que tiene una solubilidad menor tendrán una mayor 
dificultad  para incorporarse a los sistemas acuosos quedando atrapados  en 
las capas de tierra del  sistema contaminado.   

Una fuente de contaminación de BTEX son los derrames o fugas  de 
combustibles  (gasolina, por ejemplo) que contienen estos compuestos. En la 
figura 3 se muestra el contenido de BTEX en las gasolinas nacionales y la 
proporción de cada compuesto (Jesper Steen Christensen and Jason Elton, 
1998).  
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Figura 3. Proporción de los BTEX en la gasolina (Jesper Steen Christensen & 
Jason Elton, 1998) 

Existen diversos factores que afectan la contaminación de suelos y agua 
subterránea por BTEX: volatilización, absorción, adsorción y  degradación 
microbiana. 

 Al analizar un sitio contaminado con gasolina hay que considerar que un 
volumen determinado de  gasolina se ha volatilizado debido a la alta volatilidad 
que presentan dichos compuestos y al peso molecular relativamente bajo de 
algunos componentes.  

La absorción y adsorción determinan el movimiento de los contaminantes en el 
suelo y el agua  subterránea. La adsorción esta dada por las interacciones 
polares entre   los contaminantes y la  matriz del suelo.    Por otro lado,  la 
absorción es influenciada por las características de la matriz del suelo, como la 
porosidad,  y solubilidad del contaminante. 

El lavado por lluvia, es otro de los factores que influye en la contaminación, si 
este fenómeno ocurre  durante alguna contaminación por gasolina, el suelo se 
“lavara” y probablemente quedará libre de contaminantes, pero la lluvia  
ayudará a  que los contaminantes se integran con mayor facilidad a los mantos 
acuíferos. 

Por lo antes mencionado la concentración  de contaminantes  derramados en 
un punto determinado no será la misma conforme trascurre el tiempo. 

 

Porcentaje de BTEX en gasolina 
(% peso)

18%

82%

X

Contenido de BTEX en gasolina   (% peso)

11%

26%

11%12%

31%

9%

benceno tolueno etilbenceno
o-xileno m-xileno p-xileno

OTROS HC BTE

 



3.1 Efectos de los  BTEX en la Salud. 

La exposición a BTEX puede ocurrir por: ingestión de  agua contaminada con 
BTEX,  inhalación si se esta cerca de sitios contaminados con gasolina o 
absorción a través de la piel al entrar en contacto  con  agua contaminada. 
(EPA 2000). 

Las exposiciones agudas a los altos niveles de la gasolina y sus componentes  
BTEX se han asociado a problemas en  la piel e irritación sensorial, depresión 
del sistema nervioso central, y los efectos sobre el sistema respiratorio (EPA 
marzo 24 2000).  

La mayor probabilidad de contaminación por estos compuestos es ocupacional. 
Según la EPA  hay suficiente evidencia en los estudios realizados en humanos 
y animales para clasificar al benceno como un agente carcinógeno potencial  
para el humano. Con respecto al Tolueno, Etilbenceno y Xileno, no se tiene 
suficientes estudios para concluir que son agentes carcinogénicos para el 
humano pero se piensa que tienen los mismos efectos que el benceno. (EPA 
marzo 24 2000). 

3.2 Normatividad de BTEX. 

En los Estados Unidos, la EPA ha establecido límites permisibles para los 
BTEX  en  agua potable provista por los sistemas públicos (EPA 2000). En 
México los límites permisibles de BTEX en agua destinada al consumo humano 
los establece la SEMARNAT, a través de la NOM- EM-138-SEMARNAT-2003 
(SEMARNAT 2003, Tabla 2).  

Tabla 2 niveles máximos permisibles de BTEX en  agua para EUA (norma de 
BTEX EPA 2000) y niveles permisibles de BTEX en agua  para  México NOM-

EM-138-SEMARNAT-2003 

EUA (ppm) México (ppm) 

    
Benceno 0.005 0.01 
Tolueno 1 0.3 
Etilbenceno  0.7 0.7 
xilenos (total) 10  0.5 
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LA NOM-EM-138-SEMARNAT-2003 establece también Los límites máximos 
permisibles de contaminación en suelos  por hidrocarburos en México, medidos 
en mg/kg (ppm) (Tabla 3).  

Tabla 3. Límites máximos permisibles de contaminación en suelos  (valores 
referidos a base seca) mg/kg 

Contaminantes Uso de suelo predominante Método  
 Agrícola, 

forestal, 
recreativo y de 
conservación 

Residencial 
comercial 

Industria analítico 
(EPA) 

Gasolina 
Benceno 
Tolueno 
Xilenos 

 
20.00 
40.00 
40.00 

 
20.00 
40.00 
40.00 

 
50.00 

100.00 
100.00 

 
8240*, 8260* 
8240*, 8260* 
8240*, 8260* 

 

* Métodos analíticos alternativos 

3.3  Biodegradación de BTEX 

Los compuestos aromáticos son más estables que otros compuestos cíclicos 
debido a la compartición de electrones deslocalizados por los enlaces π. Bajo 
condiciones aerobias, todos los BTEX son rápidamente biodegradados como 
sustratos primarios (dadores primarios de electrones) [Bendient, P.B, 1999, ].  

Algunos microorganismos son capaces de utilizarlos como fuente de energía y 
el aceptor final de electrones utilizado será el oxígeno. (Román 2005)  

La biodegradación ocurre de manera natural mientras exista suficiente oxígeno 
y nutrientes en las aguas subterráneas. La tasa de biodegradación natural 
estará limitada por la falta de oxígeno u otros aceptores de electrones más que 
por la carencia de nutrientes tales como nitrógeno o fósforo. Sin embargo la 
demanda de oxígeno procedente de la oxidación aeróbica de estos 
compuestos puede exceder la solubilidad del oxígeno en agua. Las 
concentraciones de oxígeno disuelto son rápidamente agotadas debido a la 
biodegradación de estos contaminantes, llevando al acuífero a condiciones 
anaerobias (Román 2005)  

La biodegradación de una molécula aromática involucra dos etapas: activación 
del anillo y ruptura del anillo. La activación del anillo involucra la incorporación 
de oxígeno molecular dentro del anillo, esto es, deshidroxilación del núcleo 
aromático. Esta etapa es llevada a cabo por enzimas conocidas como 
oxigenasas (Román 2005) 16

 



Las monooxigenasas, catalizan la incorporación de un solo átomo de oxígeno 
para producir el dihidrodiol (Román 2005) 

Las dioxigenasas, catalizan la incorporación de dos átomos de oxígeno 
molecular a un mismo tiempo para formar un dihidrodiol. Los dihidrodioles son 
posteriormente oxidados a derivados dihidroxilados tales como catecol, los 
cuales son precursores para romper el anillo. El catecol puede ser oxidado por 
la vía orto, la cual involucra ruptura de los enlaces entre átomos de carbono 
entre los dos grupos hidroxilos dando como producto ácido mucónico o vía 
meta, la cual involucra la ruptura del enlace entre átomos de carbono con un 
grupo hidroxilo y el átomos de carbono vecino para producir ácido 6-formil-2-
hidroxi-2,4-hexadienoico (2-hidroximucónico semialdehido). Estos compuestos 
se degradan para formar ácidos los cuales son rápidamente utilizados por 
microorganismos para síntesis celular y energía (Román 2005) 

El proceso descrito anteriormente de biodegradación de una molécula 
aromática puede verse en la figura 4 (Román 2005 anexo A) 

 

Figura 4. Ruta general de  biodegradación de un compuesto aromático como 
los (BTEX) (Román 2005 anexo A) 
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Existe una variedad de microorganismos que pueden llevar acabo la 
biodegradación de compuestos BTEX, la mayoría de estos microorganismos 
actúan en consorcios microbianos, ya que  de manera individual son inhibidos 
por los  mismos sustratos BTEX, o simplemente mueren debido a la alta 
toxicidad que tienen dichos compuestos (Román 200). En la tabla 4 se enlistan 
algunos microorganismos que realizan la biodegradación de compuestos 
BTEX.  

Se han realizado estudios de biodegradación de compuestos BTEX utilizando 
consorcios microbianos, los cuáles fueron obtenidos de diversos lugares como 
son: suelos contaminados con gasolina, aguas negras, lodos activados, etc. A 
estos  consorcios microbianos, se les sometió a periodos de adaptación largos 
(de 6 a 8 meses), para minimizar el bajo crecimiento celular,   inhibición por la 
mezcla de compuestos BTEX y tasas de remoción bajas.   

Tabla 4. Microorganismos que pueden degradar compuestos BTEX (Román 
2005 anexo A) 

Contaminante Microorganismo 
Benceno Pseudomonas putida, P. rhodochrous, P. aeruginosa, 

Acinetobacter sp., Methylosinus trichosporium OB3b, Nocardia 
sp., methanogenos, anaerobios. Aeromonas sp 

Tolueno Methylosinus trichosporium OB3b, Bacillus sp., Pseudomonas sp., 
P. putida, Cunninghamella elegans, P. aeruginosa, 
P.mildenberger, P. aeruginosa, Achromobacter sp., 
methanogenos, anaerobios 

Etilbenceno Pseudomonas putida 
Xilenos  Pseudomonas putida, methanogenos, anaerobios, Aeromonas  sp 

Existen estudios en donde se utilizaron microorganismos para degradar 
compuestos BTEX. 

Laleh Yerushailmi ( 2000) reportó eficiencias de remoción de BTEX entre 98 y 
99%  utilizando, un biorreactor de lecho empacado de 5L con inoculo 100 mg/L 
y una concentración de gasolina de 370 mg/L. Los cultivos microbianos mixtos, 
usados fueron obtenidos de suelos contaminados con gasolina. 

A. Rozkov, A. Käärd  (1998) obtuvo eficiencias de remoción de BTEX de 99%  
utilizando un químiostato de 2L operado a la mitad, con un inoculo 1:10 y una 
tasa de dilución 0.1 h-1 . Los cultivos  microbianos mixtos usados fueron 
obtenidos  de aguas contaminadas con gasolina.  

Acuña-Askar M.A. de la Torre-Torres (2004, 2005 y 2006), reporto eficiencias 
de remoción entre 55-100% utilizando reactores de 2 L con 560 mL de medio 18

 



mineral, 2 mL de biomasa con concentración de 800mg/L y 50 ppm de BTEX. 
Se utilizaron  cultivos microbianos mixtos, obtenidos de suelos contaminados 
con gasolina.  

Ç. Barbaarslan, T. Abuhamed  (2003) reporto eficiencias de remoción de BTEX 
entre 54-100% utilizando biorreactores en lote con 160 mL, 2340 mg/L de 
inoculo y 20 mg/L de BTEX. Se utilizaron cultivos microbianos mixtos, 
provenientes de aguas contaminadas con petróleo. 

Tabla 5. Tasas de degradación y % de remoción para BTEX obtenidas en 
diferentes estudios. 

compuesto 
Tasa de degradación  

(mg/h*mg biomasa) 
% de 

remoción Referencia   
o-Xileno  2.96X10-5 45 
Tolueno 1.77EX10-5 100 

Benceno 1.77EX10-4 55 

Ç. Barbaarslan, et al.,  
2003 

 
o-Xileno 1,78EX10-4 90,1 
tolueno 2,37EX10-4 99,2 

Benceno 1,75EX10-4 99,3 

A. Acuña Askar et al., 
2004 

 
o-Xileno 1,05EX10-5 99,8 
tolueno 6,23EX10-6 99,8 

Benceno 1,20EX10-5 99 

A. Acuña Askar et al.,  
2005 

 
o-Xileno 1,24EX10-6 18,7 
tolueno 1,92EX10-6 98,1 

Benceno 1,69EX10-6 78,8 

A. Acuña Askar et al.,  
2006 

 
Laleh Yerushailmi, et al 

.,2000 Mezcla de BTEX 2.25EX10-3 98-99 
Mezcla de BTEX 8.22EX10-3 99 A. Rozkov, et al., 1998 
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 4.  MTBE 

El MTBE se produce industrialmente mediante procesos químicos de síntesis a 
partir del metanol e isobutileno (Garfias y Gutiérrez 2003). La fórmula química 
condensada del MTBE es CH3OC(CH3)3, su conformación molecular se 
presenta en la figura 5.  

 

Figura 5. Fórmula del MTBE 

El MTBE es un líquido incoloro, con un olor similar al del aguarrás, tiene un 
punto de ebullición de 55.2°C y su densidad es de 0.743 g/cm3. Se le considera 
químicamente estable, es volátil, inflamable y explosivo (Lesser 2002). 

Solubilidad en el agua. La solubilidad del MTBE puro en el agua se reporta 
entre 48 mil y 51 mil mg/L, dependiendo de la fuente de información. El MTBE 
es cerca de 30 veces más soluble en agua en comparación con el benceno y 
casi 100 veces más soluble que el tolueno. La alta solubilidad del MTBE está 
dada por la disposición del grupo éter en su molécula, que le confiere un 
"momento dipolar" debido al par de electrones que están asociados al átomo 
de oxígeno. Esto hace que el MTBE se comporte como un compuesto 
ligeramente "iónico" a diferencia de los hidrocarburos contenidos en la 
gasolina, que por naturaleza son no-polares (Lesser, 2002). 

Considerando que  la gasolina contiene aproximadamente 10 % en volumen de 
MTBE y que el límite de contaminación es de 0.04 mg/L (EPA 2000), se tiene 
que el MTBE contenido en un litro de gasolina puede contaminar 
aproximadamente 185 m3

Difusión en el agua. El MTBE tiene un coeficiente de difusión en agua casi diez 
veces mayor al del benceno. Lo anterior contribuye al incremento en el tamaño 
de las manchas de contaminación en agua subterránea comparado con lo que 
ocurriría si se tratara de benceno (Lesser  2002). 
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4.1   Empleo de MTBE en gasolinas de México  

El uso de MTBE en las gasolinas  mexicanas se analizó a finales de 1990  con 
la aparición  en México de  vehículos equipados con convertidores catalíticos. 
Estos vehículos fueron producidos como respuesta, a la demanda de las 
autoridades ambientales para armar unidades automovilísticas que dejarán  de 
usar  gasolinas con plomo debido a los problemas ambientales que causaba el 
uso de este compuesto. Para ello se introdujeron en el país las gasolinas 
Magna Sin  y Premium, ambas de mayor octanaje, en donde se determinó por 
pruebas realizadas en el laboratorio de motoquímica del Instituto Mexicano del 
Petróleo utilizar concentraciones de 5 y 11% de MTBE en volumen ( Garfias y 
Gutiérrez, 2003).  

4.2   Efectos en la salud del MTBE  

En un principio el problema de contaminación por MTBE en agua se detectó 
por el cambio en el sabor y olor en esta, por lo que se empezó a hacer estudios 
de inhalación e ingesta de MTBE en los EUA (EPA 2000). En un estudio 
realizado en los Estados Unidos se reporta que por la ruta de la inhalación, el  
MTBE a altas dosis ha causado efectos de salud como cáncer así como 
tumores en una  variedad de órganos (EPA 2000). En otro estudio realizado por 
la EPA en marzo del 2000, se  sometieron a un grupo de animales a una dosis 
diaria de MTBE en aceite de oliva, el efecto obtenido fue la presencia, 
carcinomas  en varios órganos en un alto nivel de la exposición. (EPA, 2000).  

Los metabolitos que se forman por la degradación del MTBE son el 
formaldehído y alcohol terbutílico. EPA señala que “aunque útiles para 
identificar riesgos potenciales, las limitaciones de los estudios no permiten 
estimar confiablemente  el grado de riesgo del MTBE que pudiera representar a 
los humanos por la contaminación de bajo nivel de agua potable” (EPA 2000). 

Por lo que respecta a su potencial cancerígeno, EPA concluyó en diciembre de 
1997 que  “los datos disponibles apuntan hacia un potencial cancerígeno del 
MTBE a altas dosis, sin embargo, a bajas dosis los datos no respaldan una 
estimación cuantitativa en riesgo”. (EPA, 2000).   
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El Instituto de Efectos en la Salud concluyó en febrero de 1996 que son 
“preocupantes los efectos observados sobre el sistema motor de humanos y 
que a bajas exposiciones existe la posibilidad de afectar funciones complejas 
del sistema nervioso central”. El MTBE es clasificado como una sustancia 
neurotóxica, La EPA aun sigue realizando estudios para verificar si el MTBE 
tiene efectos carcinogénicos en el hombre (EPA 2007). 

4.3  Contaminación de agua por MTBE 

Existen diversos estudios de campo que evaluaron los niveles de 
contaminación de los mantos acuíferos por MTBE; la mayoría de ellos 
realizados en los Estados Unidos (EPA 2000).  

El problema particular que presenta el MTBE en las fugas consiste en que este 
compuesto, a diferencia de otros hidrocarburos de gasolina el MTBE es muy 
soluble con la fase acuosa hasta con 50,000 mg/L (ppm)  y que casi no se 
absorbe en el suelo  por lo que es transportado por el flujo de agua hasta los 
mantos freáticos (Buenrostro & Dovali 2001). 

En el caso de nuestro país, existe sólo un estudio para la Ciudad de México y 
unos pocos para algunos estados del país  de los niveles de contaminación de 
suelos y aguas para consumo humano y residuales por MTBE causados  por 
derrames o fugas de gasolina (Buenrostro & Dovalí 2001). Los resultados del 
primero se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6- Monitoreo de MTBE en la ciudad de México  2001 (Buenrostro y 
Dovalí, 2001). 

Sitio analizado  No de 
gasolineras 

No de Gasolineras 
con presencia de 
MTBE 

Concentración 
máxima del MTBE 
(mg/L) 

Suelo de las gasolineras 54 40 52.1 
Agua freática bajo la 
gasolinera 

47 39 87 

Drenaje alrededor de la 
gasolinera (agua residual) 

48 34 3.96 

suelo 7 5 

22

5.58 Gasolinera 
en la zona de 
recarga del 
acuífero 

Agua 
freática 

7 5 7.22 

Drenaje 58 46 9.2 Descarga de 
aguas  
residuales en 
las 
gasolineras 

Suelo 4 4 6.04 

 

http://66.94.231.168/language/translatedPage?lp=en_es&.intl=mx&tt=url&text=http%3a%2f%2fwww.envirotools.org%2ffactsheets%2fbtex.shtml#top


Una de las principales fuentes de contaminación por MTBE en agua 
subterránea, fue la existencia de fugas en los tanques de almacenamiento de 
gasolinas en el estado de California en el 1999 (EPA  2000). En una nota 
publicada en 1993 por la EPA se informó que mas de 170 mil tanques 
subterráneos  presentaron fugas  en EUA, o sea, mas del 37% del total 
evaluado (Garfias y Gutiérrez 2003).  

En México, PEMEX-Refinación   implantó  en la década de los 90´s un 
programa de modernización de estaciones de servicio, mediante concesiones 
de franquicia PEMEX, para que se instaláran tanques de doble pared, con 
monitores para la detección de fugas en los depósitos de combustibles, la 
operación de dispensarios con sistemas de corte rápido de flujo en mangueras, 
e interruptores de emergencia entre otros (Garfias y Gutiérrez 2003).  

4.4  Biodegradación de MTBE 

La biodegradación del MTBE puede ser anaerobia o aerobia y se lleva a cabo 
por distintos microorganismos (Fiorenza & Rifal, 2003). No todos los 
microorganismos pueden degradar al MTBE hasta su mineralización completa 
(CO2), ya que este compuesto es muy estable debido  al enlace éter y al átomo 
de carbono terciario que contiene. (Fiorenza 2003)  En la figura 6 se muestra la 
ruta de degradación del MTBE. 
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Figura 6. Ruta metabólica propuesta para la degradación de MTBE por una 
bacteria oxidante de propano (Steffan et al., 1997). 
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Se han identificado  microorganismo que pueden utilizar   al  MTBE como única  
fuente de carbono y energía (tabla 7). 

Tabla 7. Tasas  de degradación observadas con diferentes cultivos, puros y 
mixtos en condiciones aerobias (adaptado de Fiorenza & Rifal, 2003) 

Organismo (s) Tasa de 
degradación de 

MTBE 

Rendimiento 
Celular 

Referencia 

Rubrivivax 
gelatinosus PM1 2 
X 106 células/mL 

1.3 x 104, 7.4 x 105 
nmol/min/mL 

0.18 mg células/mg 
MTBE 

Hanson et al., 199 

Hydrogenophaga 
flava F55 25 
mgMTBE/L 

0.45 mg/h/mg de 
proteína, 30º C, 
crecida en extracto 
de levadura 

0.4 mg/mg MTBE 

 

Hatzinger et al., 
2001 

 
Mycobacterium 
austroafricanum 

0.011 mg/h/mg 
proteína 

0.44 mg/mg MTBE Francois et al.,2002 

MC-100 cultivo 
mixto o BC1 

0.068 mg/h/mg 
proteína  

0.21 - 0.28 mg  
peso seco/ mg 
MTBE 

Salanitro et al., 
 

Otros microorganismos son capaces de utilizarlo mediante una estrategia 
cometabólica, es decir utilizan un compuesto alternativo (generalmente 
alcanos) como fuente de carbono y la actividad metabólica se aprovecha 
también para oxidar al MTBE (Nava et al., 2007). En la tabla 8, se presentan 
algunos microorganismos que degradan MTBE siguiendo la estrategia 
cometabólica.  
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Tabla 8. Microorganismos capaces de degradar  MTBE en cometabolismo. 
(Adaptado de Stephanie Fiorenza & Rifai., 2003). 

Microorganismo(s) Fuente de 
carbono 

Tasa de 
degradación de 

MTBE y TBA 

Referencia  

Cultivo mixto  
 1,55X10-4  

mg/h/mg proteína 
Acuña et al., 
2004 

Cultivo mixto   3,09X10-6 

mg/h/mg proteína 
Acuña et al., 
2005                 

Cultivo mixto   9,25X10-5  mg/h/mr 
proteína 

Acuña et al., 
2006 

Graphium sp n-butano 1.3X10-4 mg/h/mg 
proteína 

Hardison et al 
1997 

ENV 425 propano 2.4X10-3 mg/h/mg 
proteína 

Steffan et al., 
1997 

ENV 421  propano 4.8X10-3 mg/h/mg 
proteína 

Steffan et 
al.,1997 

Xanthobacter  sp  propano 0.026 mg/h/mg 
proteína 

Garnier et al., 
1998 

Pseudomonas  
aeruginosa 

 pentano 2X10-3 mg/h/mg 
proteína 

Garnier et. al 
1999 MTBE 

Arthrobacter (ATCC 
27778) 

 butano 3.5x10-3 mg/h/mg 
proteína 

Liu et al.,  
2001 

R. gelatinosus PM1  0.02 mg/h/mg 
proteína 

Deeb et al 
2001 

Rhodococcus ruber   4.3X10-3 mg/h/mg 
proteína 

Hernández 
Pérez et al., 
2001  

Mycobacterium vaccae propano 5.6X10-3 mgl/h/mg 
proteína 

Hyman et al., 
1998 

 

 

TBA 

Las ventajas de tener microorganismos que puedan usar al MTBE como única 
fuente de carbono, es que estos pueden degradarlo directamente sin adicionar 
otra fuente de carbono (metabolismo directo de MTBE), las desventajas es que 
existen menos microorganismos que realizan metabolismo directo, y los 
microorganismos que realizan este tipo de  metabolismo tienen bajos 
rendimientos de biomasa. Con la estrategia cometabolica, primeramente se 
degrada el compuesto adicionado (alcanos) y posteriormente se degrada el 
MTBE (metabolismo indirecto de MTBE), sin embargo existen mayor cantidad 
de microorganismo que utilizan esta estrategia y estos presentan mayores 
rendimientos de biomasa. 

 La mayor parte de microorganismo o consocios microbianos, para degradación 
de MTBE, se han obtenido de: aguas y suelos  contaminados con gasolina o 
petróleo, lodos activados etc. Estos microorganismos presentan las mismas 
desventajas que para los compuestos BTEX. Para MTBE en muchos casos se 
han detectado problemas de degradación incompleta para este compuesto. 26

 



Aunque existen diferentes microorganismos  capaces de degradar MTBE 
(directamente o en cometabolismo) se ha reportado que generalmente la 
oxidación es parcial, por lo que ocurre acumulación de alguno de los 
intermediarios de la ruta metabólica de degradación del MTBE por ejemplo: 
TBA  (alcohol terbutílico), diol  (2-metil-2-hidroxi-1-propanol) ó HIBA (ác. 2-
hidroxi isobutírico) (Nava et al., 2007). 
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5-  Justificación del Proyecto  

Se ha demostrado que la bioremediación de BTEX y MTBE es un proceso 
factible, pero un reto importante es la obtención de microorganismos capaces 
de usas dichos compuestos como única fuente de carbono, que tengan 
velocidades de crecimiento altas, que puedan soportar concentraciones 
elevadas de BTEX o MTBE y que oxiden por completo a estos compuestos.   

Los microorganismos que se han utilizado hasta ahora en estrategias de 
bioremediación de sitios contaminados con hidrocarburos muestran problemas 
como: largos periodos de adaptación, bajas tasas de degradación, inhibición 
por sustrato etc.   Por lo que es necesario explorar otras fuentes de 
microorganismos, se han realizado estudios de bioprospección de sitos sujetos  
a ambientes extremos en donde no se ha reportado la existencia de 
microorganismos, uno de estos sitios  son los sistemas de transporte de 
hidrocarburos o petróleo. 

En este trabajo se plantea la bioprospección bacteriana aerobia de muestras de 
sedimentos orgánicos de sistemas de transporte de gasolina, y el aislamiento 
de bacterias aerobias capaces de utilizar compuestos de interés ambiental 
tales como: BTEX, MTBE y TBA como única fuente de carbono.  

Los microorganismos presentes en los sedimentos orgánicos de los sistemas 
de transporte de gasolina han estado en contacto permanente con los 
componentes de la misma, por lo que se plantea que no necesitan  de largos 
periodos de  adaptación y pueden soportar concentraciones altas de BTEX y 
MTBE.  

Se ha reportado que los microorganismos que degradan Benceno pueden 
degradar fácilmente a el Etilbenceno, y  el  isómero de xileno que mas dificultad 
tiene para ser  biodegradado es el o-Xileno, Por otra parte el intermediario que 
mas se acumula  en la ruta de degradación de MTBE es el TBA. Por estas 
razones se busco únicamente microorganismos que degraden: Benceno, 
Tolueno y o-Xileno (BTX’s), MTBE y TBA.  
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6-  Objetivos  
 
6.1   Objetivo general  
 
 

 Asilar y caracterizar cepas bacterianas aerobias capaces de degradar 
Benceno, Tolueno, o-Xileno, MTBE y TBA a partir de muestras de 
sedimento orgánico de sistemas de transporte de gasolina. 

 
6.2  Objetivos Particulares  
 
 

 Aislar cepas bacterianas aerobias a partir de muestras de sedimento de 
sistemas de transporte de gasolina capaces de crecer en Benceno, 
Tolueno, o-Xileno (BTX’s), Metil tert-Butil Éter (MTBE) o Alcohol 
Tertbutilico (TBA)  

 
 

 Caracterizar bioquímicamente a las cepas bacterianas aisladas 
 
 

 Determinar la eficiencia de remoción de cada cepa bacteriana aislada 
mediante ensayos en lote 
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7. Estrategia experimental  

7.1 Esquema de la metodología  

 
Propagación  de muestras de sistemas de 
transporte de gasolinas en medio mineral 
(MM), con fuente de carbono arrastrada

 

 

 

Caracterización bioquímica. Con 
pruebas BioMérieux SA, API 20 NE y 

API 20 E

Propagación diferenciada en  MM más un 
compuesto BTX, MTBE o TBA por 

separado, en  condiciones  aerobias

Realización de 
pruebas 

morfológicas y 
tinción Gram 

Conservación de 
Cepas: en glicerol 

al 40% a -70ºC 

Aislamiento de la flora microbiana  en 
placas de agar nutritivo 

 

 

 

 

 

 

 

Cuantificación de la actividad 
microbiana 
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Degradación de BTX, MTBE y TBA Consumo de O2 y Producción de CO2

 

 

 

Método de cromatografía de gases 
FID 

Método de cromatografía de gases 
TCD 

 

 

 

 

 

 



7.2. Metodología  

7.2.1 Origen de los cultivos  

Los cultivos iniciales (denominados M1-IMP a M13-IMP) provenían de 13 
diferentes puntos de muestreo de sedimentos orgánicos de sistemas de 
transporte de gasolinas. Los cultivos iníciales contenían 1g de muestra en 20 
ml de medio mineral (MM). 

7.2.2 Propagación y asilamiento  de los consorcios  M1-IMP a M13-IMP 

Los cultivos mixtos  M1-IMP a M13-IMP se propagaron por separado  en 
matraces de procultivo, que contenían 50 mL de MM estéril cuya composición 
se muestra en la tabla 10, más 3 mL del consorcio microbiano, sin adición de 
fuente de carbono. El pH del medio se ajusto a 7.  

Los matraces se incubaron a una temperatura de 30 ºC, en un cuarto de 
temperatura controlada, se mantuvieron  en agitación a 100 rpm en una 
agitadora orbital. Durante 3 días. 

Terminado  este tiempo de incubación, se realizó una propagación 
diferenciada,  en donde a cada matraz de los consorcios M1-IMP a M13-IMP se 
les propagó por separado con los cinco compuestos de interés ambiental: 
benceno, tolueno, o-xileno, MTBE y TBA. Teniendo un total de 65  cultivos, los 
cuales se realizaron  en botellas serológicas de 50 mL estériles, adicionándoles 
20 mL de MM estéril, 3 mL de inóculo mas 100 ppm del compuesto de interés 
ambiental (BTX, MTBE o TBA), las botellas se taparon con tapones de viton 
estériles y se incubaron durante 5 días de acuerdo a las condiciones anteriores.  

Terminado el tiempo de incubación de la propagación diferenciada,  se realizó 
el aislamiento de microorganismo por medio de la  técnica de estría cruzada en 
placas de agar nutritivo, cuya composición se muestra en la tabla 9 Se 
realizaron aproximadamente de 4 a 5  traspasos en placas de agar nutritivo 
para  obtener las cepas puras.  Entre cada traspaso se  realizaron, 
observaciones al microscopio con la técnica de Gram para comprobar la pureza 
de la cepa y también se determinó la morfología microscópica. 
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Tabla 9. Composición de agar nutritivo 

Compuesto (g/L) 
Peptona de gelatina 5 
Extracto de carne 3 

Agar 15 
pH final de 6.9 

 

Una vez que se obtuvieron las cepas en las placas de agar nutritivo,  se 
prosiguió con una nueva propagación del microorganismo puro  en MM  tabla 
10 mas BTX,  MTBE o TBA según la procedencia de la cepa, esto se realizó en 
botellas serológicas  de 50 mL estériles, mas 20 mL de MM estéril, inoculando 
con  2 o 3 azadas de la cepa en la caja petri, más 90 ppm de BTX, MTBE o 
TBA según sea el caso, se taparon con tapones de vitón estériles  y se 
incubaron durante 5 días con las condiciones anteriores. A estos cultivos se le 
realizaron 6 traspasos cada 10 días aproximadamente para mantener las cepas 
con una viabilidad constantes, en cada traspaso de la cepa a medio nuevo se 
le realizaron pruebas morfológicas para asegurar la pureza del cultivo. 

Tabla 10. Composición de Medio Mineral utilizado para la propagación de las  
cepas 

Compuesto Concentración (g/L) 
K2HPO4 2 
KH2PO4 1 
NH4Cl, 0.75 
MgSO4 0.5 
CaCl2 0.018 
Solución de oligoelementos traza (tabla 11) 1 mL 
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Tabla 11. Composición de la solución de oligoelementos traza (Fortín y 
Deshusses 1999) 

Compuesto Concentración (g/L) 
HCl 6.76 mL 
FeCl3 1.59 
H3BO3 0.06 
MnCl2·4H2O 0.1 
CoCl2·6H2O 0.12 
ZnCl2 0.07 
NiCl2·2H2O 0.025 
CuCl2·2H2O 0.015 
NaMoO4·2H2O 0.025 
EDTA (Na4CH2O)4 5.2 

Nota: Solución de oligoelementos se ajusta a un pH de 4.2, con una solución 
de NaOH 1M.  

7.2.3 Conservación de cepas  

Conservación de cepas en glicerol al 40%  a -70°C 

Se sembraron cajas petri con agar nutritivo,  y se inocularon  con las cepas 
crecida en MM y se les adicionó sustrato especificó BTX o MTBE según el 
caso,  estas se encubaron a 30°C   durante un tiempo de 15 horas como 
máximo. Posteriormente se prepararon tubos criogénicos de 1.5 mL y se 
adicionaron  0.9 mL de MM estéril  y 0.6 mL de glicerol estéril, los tubos 
criogénicos se inocularon con aproximadamente 3 azadas tomadas de los 
cultivos de las cajas petri, se homogenizaron por medio de un vórtex y se  
refrigeraron a -70°C,  realizando pruebas de viabilidad durante periodos de 
tiempo de aproximadamente  3 mes. 

7.2.4. Preparación del inóculo 

Los concentrados celulares se prepararán de la siguiente manera: 

Las células de las cepas puras crecidas en MM se recuperaron por separado 
centrifugando  el volumen total de las botellas serológicas de con 10 días de 
crecimiento a 10000 rpm durante 30 min. La pastilla de células se lavo con 
medio mineral estéril dos veces y se recupero por centrifugación a 10000  rpm 
durante 30 min., al final de los lavados el pellet se resuspendió en 20 mL de 
medio mineral estéril. A este concentrado celular se le determino la 
concentración de proteínas por el método descrito en la sección 7.2.6.1 
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Conociendo la concentración de proteína en el concentrado celular se 
determino el volumen del inoculo para las cinéticas de biodegradación. 

7.2.5 Pruebas bioquímicas  

Las pruebas bioquímicas se realizaron mediante kits  estandarizados de la 
marca BioMérieux SA, de acuerdo a las pruebas API 20 NE que es un sistema 
de identificación de bacilos Gram negativos no Enterobacterias y no fastidiosos, 
también se realizarán la prueba API 20 E  que es un sistema de identificación 
de Eneterobacterias  y otros bacilos Gram negativos no exigentes. 

. Tabla 12. Pruebas bioquímicas  API 20 NE 

Prueba bioquímica Abreviatura reacción 
reducción de nitratos  NO3 reducción de nitratos  

triptófano TRP 
degradación de triptofano hasta 
indol 

glucosa GLU fermentación de glucosa 
producción de arginina 
deshidrolasa arginina deshidrolasa ADH 

urea URE hidrólisis de la urea 
hidrólisis de esculina ESC hidrólisis de esculina 
proteasá GEL hidrólisis de gelatina 
β-galactosidasa PNPG Producción de β−galactosidasa 
Glucosa GLU asimilación de glucosa 
arabinosa ARA asimilación de arabinosa 
manosa MNE asimilación de manosa 
manitol MAN asimilación de manitol 

asimilación de N-acetil-
glucosamina N-acetil-glucosamina  NAG 

maltosa MAL asimilación de maltosa 
glucanato GNT asimilación de glucanato 
caprato CAP asimilación de caprato 
adipato ADI asimilación de adipato 
malato MLT asimilación de manlato 
citrato CIT asimilación de citrato 
fenil acetato PAC asimilación de fenil acetato 
oxidasas OX producción de oxidasas 
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Tabla 13-Pruebas bioquímicas API 20 E 

Prueba bioquímica Abreviatura Reacción 
β-galactosidasa ONPG producción de β-galactosidasa 

producción de arginina 
deshidrogenasa arginina deshidrolasa ADH 

lisina descarboxilasa LDC descarboxilación de lisina 
ornitina descarboxilasa OCD descarbosxilación de ornitina 
citrato CIT asimilación de citrato 
ácido sulfúrico H2S producción de H2S 
urea URE hidrólisis de urea 
triptófano desaminasa TDA dasamilasión del triptófano 
indol IND producción de indol 
Voges-Proskauer VP producción de acetoína 
proteasa GLE hidrólisis de gelatina 
Glucosa GLU fermentación de glucosa 
manitol MAN fermentación de manitol 
inositol INO fermentación de inositol 
sorbitol SOR fermentación de srobitol 
ramosa RHA fermentación de ramosa 
sacarosa SAC fermentación de sacarosa 
melobiosa MEL fermentación de melobiosa 
amigdalina AMY fermentación de amigdalina 
arabinosa ARA fermentación de arabinosa 
oxidasa OX producción de oxiganasas 

 Todo el procedimiento se realizará de acuerdo a las especificaciones de los 
manuales de dichas pruebas.  

7.2.5.1 Interpretación de las pruebas bioquímicas  

La identificación de los organismos con el sistema API y el sistema 32 ID de 
identificación,  se realiza mediante dos elementos que componen un sistema 
de identificación global para BioMérieux:  
 

• La banda de pruebas bioquímicas, que permite a un grupo de resultados 
que se esperan obtener para cada organismo probado (igual q  perfil 
bioquímico).  
 

• La base de datos creada con los taxones y porcentajes de positividad de 
cada prueba.  
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El porcentaje de identificación (%ID) es el resultado estadístico de  la 
comparación de varios taxones, dicho porcentaje de identificación para que sea 
aceptable debe de ser mayor al 80 %   

Los valores que proporciona el sistema de identificación con base a la exactitud 
del  %ID del microorganismo probado son los siguientes:  
 
EXCELENTE IDENTIFICACIÓN %ID>=99,9  
MUY BUENA IDENTIFICACIÓN % ID> = 99,0  
BUENA IDENTIFICACIÓN % ID> = 90,0  
IDENTIFICACIÓN ACEPTABLE % ID> = 80,0  
 
 La identificación es "no fiable" si la suma de las propuestas ID% es menos de 
80,0.  Por lo tanto   un taxón tiene varias pruebas en contra de la identificación, 
y  el sistema propone varios taxones a los cuales les asigna    valores de 
identificación menores del 80%. Estos valores se pueden deber a un perfil  
atípico o un error de lectura o de codificación. 

7.2.6 Cinéticas de biodegradación de BTX’s,  MTBE y TBA 

Se realizaron cinéticas  de biodegradación de BTX’s, MTBE y TBA, con las 
cuales se determinó las tasas de degradación y los % de remoción de los 
compuestos  BTX’s, MTBE y TBA con las cepas obtenidas, por separado.   

7.2.6.1. Cinéticas de  biodegradación 

Las cinéticas de biodegradación se realizaron por triplicado en botellas 
serológicas. A las botellas estériles de 120 mL se les adiciono 20 mL de MM 
estéril y como inoculo con un volumen tal de los concentrados celulares de las 
cepas de los compuestos BTX’s, MTBE y TBA para tener  una concentración 
inicial de proteína de 20 mg /L. Las botellas inoculadas se sellaron con tapones 
de vitón y arillos metálicos. 

Finalmente se inyectaron 2 μL de BTX, MTBE o TBA grado analítico  
(respectivamente) del reactivo concentrado en fase líquida con una jeringa de 
vidrio para cromatografía de líquidos enfriada (10 μL de capacidad, marca 
Hewett packard), para obtener una concentración final de 80 ppm (± 10 ppm) 
aproximadamente de BTX´s, MTBE o TBA.  

Los frascos se incubaron en una agitadora orbital a una temperatura de 30ºC 
(±º2C ) y una agitación de 100 rpm, durante un tiempo de dos semanas. 36

 



Durante el periodo de incubación se tomaron muestras líquidas de 200 μL cada 
2 o 3 días para la cuantificación de MTBE y TBA y muestras de la fase gaseosa 
de 0.5 mL (headspace) para la cuantificación de los BTX’s y  CO2 producido. 

7.2.6.2 Muestreo 

Fase gas: De cada frasco se tomo una muestra de 0.5 mL de la fase gaseosa 
(espacio de cabeza), con una jeringa de insulina  (Plastipak) de 1 mL para 
medir la degradación de BTX’s y la producción de CO2. El muestreo se realizo 
cada  2 días en los primeros 7 días, despues se dejo de monitorear  por un 
lapso de 5 días y se continuará monitoreando cada 2 días,     durante un tiempo 
total de  14 días. 

Fase líquida: De cada frasco se tomaron  muestras de 1 mL con una jeringa de 
plástico estéril (Plastipack). La muestra se coloco en insertos de 200 μL de 
capacidad y estos en viales eppendorf de 1.5 ml que se colocaron en el 
automuestreador del cromatógrafo de gases para determinar la concentración 
de MTBE y TBA. El muestreo se realizo cada 2 o 3 días, durante un periodo de 
14 días. 

8.2.7 Análisis Fisicoquímicos 

8.2.7.1- Cuantificación  de proteína 

Para la cuantificación de la proteína se utilizo el método Bradford (1976), el 
cual se basa en la unión de un colorante (Comassie Blue G-250) a las 
proteínas, y se forma un complejo proteína-colorante, el cual es medido por 
espectrofotometría de UV/VIS. 

Reactivos:  
• Albúmina de Suero Bovino (BSA) 
• Reactivo de Azul de Coomassie (BIORAD 500-0006) 
• Solución salina 0.085 %  
• Solución de NaOH 0.1 N. 

Procedimiento para las muestras y curva patrón 

Muestras: 

Centrifugar el volumen de muestra del cultivo durante 15 min a 10,000 rpm 
durante 20 min, se resuspendio en 10 mL de MM, de esta suspensión se tomo 
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100 μL y se coloco en  viales ependorf de 1.5 mL,  que contenían 500 μL de 
NaOH 0.1 N y 400 μL de solución salina al 0.085%, se mezclo en vortex. La 
mezcla se sometió a ebullición  durante una hora. Se retiraron los tubos de  
ebullición y se dejo enfriar a temperatura ambiente. De la mezcla fría se 
tomaron 750 μL y se colocaron en un tubo de ensaye, se adicionaron 250 μL 
del reactivo Azul de Coomassie (BioRad). Se agito en vortex y se leyó en un 
espectrofotómetro de UV-visible Termo Spectronic Heλios a 595 nm. La lectura 
se efectuó  entre 5 y 30 minutos después del inicio de la reacción 

Curva patrón: 

La curva patrón se preparó a partir de una solución stock de albúmina de suero 
bovino, se realizaron diluciones para obtener concentraciones de 10 a 40 mg/L 
de proteína. A diferencia de las muestras, la BSA no es sometida al proceso de 
hidrólisis, pero se siguió el procedimiento de las muestras. Se construyo la 
curva patrón de concentración de Proteína vs Absorbancia, la cual fue utilizada 
para calcular la concentración inicial  de proteína en las muestras. 

8.2.7.2- Cuantificación de MTBE y TBA en fase líquida 

Preparación de la muestra: 

Para analizar al MTBE y TBA, se tomaron 200μL de la fase líquida de las 
cinéticas de biodegradación y se colocaron en un vial para cromatografía con 
inserto. Se analizaron  las concentraciones de MTBE y TBA en un 
cromatógrafo de gases Hewlett Packard HP 6890 con detector de ionización de 
flama, equipado con una columna capilar Alltech AT1000, cuyas condiciones de 
operación fueron  las siguientes. 

• Helio como gas de arrastre con flujo de 25mL/min,  
• Temperatura del inyector 180° 
• Temperatura del horno 40°C  
• Temperatura del detector 275°C  
• Flujo de hidrógeno y de aíre: 30 y 300 mL/min, respectivamente. 
• Volumen de muestra inyectada: 2 μL 

Curva patrón 

Se preparó una curva patrón de MTBE y TBA,  realizando soluciones con 
contracción de 10 a 90 mg/L, se distribuyeron en los viales de cromatografía y 
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se analizan igual que las muestras. Se construyó la curva patrón de 
concentración de MTBE vs Área y TBA vs Área, la cual se utilizó para calcular 
la concentración de  estos compuestos en las muestras 

8.2.7.3- Cuantificación de BTX’s en fase gas  

De cada frasco se tomo una muestra de 0.1 mL de la fase gaseosa (espacio de 
cabeza), con una jeringa de insulina para medir la desaparición de BTX´s, la 
cual se cuantifico en un cromatógrafo de gases, Agilent 8550 (Series GC 
System), con detector de ionización de flama equipado con una columna HP-1 
cuyas condiciones de operación fueron  las siguientes. 

• Helio como gas de arrastre con flujo de 25mL/min.  
• Temperatura del inyector 180° 
• Temperatura del horno 40°C  
• Temperatura del detector 250°C  
• Flujo de hidrógeno y de aire: 30 y 300 mL/min. respectivamente. 
• Volumen de muestra inyectada: 100 μL fase gas 

Curva patrón 

Se prepararon  curvas patrón a partir de benceno, tolueno y o-xileno, con 
concentraciones de 10 a 90 mg/L, y se analizaron  en el cromatógrafo. Se 
construyó la curva patrón de concentración de BTX´s vs Área, la cual fue 
utilizada para calcular la concentración de estos compuestos en los frascos de 
experimentación. 

8.2.7.4- Cuantificación de Dióxido de carbono 

De cada frasco, se tomo una muestra de 1 mL de la fase gaseosa (espacio de 
cabeza), con una jeringa de insulina (Plastipack) para medir la producción de 
Dióxido de Carbono, la cual se cuantifico en un cromatógrafo de gases, GOW-
MAC 580 con un detector de conductividad térmica equipado con una columna 
ALLTECH CTR1 (concéntrica de 6' X 1/4" exterior y 6' X 118" interior) cuyas 
condiciones de operación fueron  las siguientes. 

• Helio como gas de arrastre  con flujo de 60 mL/min 
• Temperatura del inyector 50ºC 
• Temperatura del detector 115ºC 
• Temperatura del  la columna 40ºC 
• Detector  de corriente 125 mA 
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Cálculo en mg de CO2  

Al inyectar la muestra de la  fase gaseosa en el cromatógrafo GOW-MAC 580 
este da como resultado los porcentajes de los diferente gases que componen la 
muestra en un volumen de  1 mL,  entre los gases esta el CO2, al multiplicar el 
porcentaje de CO2  que existe en 1 mL por el volumen total que ocupan los 
gases en la botella  serológica, se obtiene el volumen total de CO2 que existe 
en la botella serológica en ese momento. Para obtener los moles de CO2 
existentes  utilizamos la fórmula de los gases ideales:  

PV nRT 

n P V.

R T.  

Donde: 

• P= presión en (atm) 
• V= volumen en (L) 
• n= moles  
• R=Constante de los gases ideales en (atm*L/mol*K) 
• T= temperatura en ºK 

Una vez obtenidos los moles estos se  multiplican por el peso molecular de 
CO2 y se dividen entre mil y se obtiene los mg de CO2
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8-Resultados  

8.1 Obtención de cultivos 

Se observó crecimiento en los 13 cultivos originales a los 5 días de incubación 
(Tabla 14). Posteriormente cuando se realizaron los cultivos con fuente de 
carbono específica se obtuvieron dos cultivos con crecimiento en base al 
tolueno, tres con MTBE, uno con Benceno, tres con o-Xileno y cinco con TBA 
(Tabla 14). 

En algunos casos, como el de las muestras originales: 2, 3 y 5, se observó 
crecimiento microbiano en diferentes medios de crecimiento específico, debido 
a la mayor variedad de microorganismos presentes en dicha muestra o la 
mayor capacidad metabólica de los mismos. 

Tabla 14-  Cultivos  específicos obtenidos  a partir de los 13 cultivos originales. 

  Cultivo original 
Medio de 
cultivo 

M1-
IMP 

M2-
IMP 

M3-
IMP 

M4-
IMP 

M5-
IMP

M6-
IMP

M7-
IMP

M8-
IMP

M9-
IMP

M10-
IMP 

M11-
IMP 

M12-
IMP 

M13-
MP 

MM X X X X X X X X X X X X X 
MM + 
Tolueno 

  X   X        

MM + 
MTBE 

X X   X         

MM + 
Benceno 

  X           

MM + o-
Xileno 

  X  X    X     

MM+ 
TBA 

 X X  X  X    X   

X= Crecimiento 

MM=medio mineral  
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(A)  (B) 
 

 

 

 

 

 

 (D)  (C) 
 

Figuras 8. Cultivos de muestras originales (A), cultivos con crecimiento en 
medio mineral con Tolueno (B), cultivos con crecimiento en medio mineral con 

o-Xileno (C) y cultivos con crecimiento en medio mineral con MTBE (D) 
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8.2 Caracterización morfológica y bioquímica  de los cultivos  

En el proceso de aislamiento se obtuvieron 18 cepas: 4  que degradan tolueno   
2 que degradan Benceno,  4 que degrada  o-Xileno,  4 que degradan  MTBE y 
4 que degradan TBA. (tabla 15).    

Las colonias celulares de las cepas aisladas  se evaluaron bajo 11 criterios 
morfológicos los cuales nos proporcionan elementos para la identificación   de 
los microorganismos  obtenidos.  

De acuerdo a la tabla 15  muchos de los 11 criterios morfológicos coinciden en 
varias de las cepas aisladas, lo que posiblemente estos no indique que su pudo 
obtener  de microorganismos  que  pertenecen al  mismo género.   
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FFiigguurraa  ((AA))CCuullttiivvoo  MM33,,22’’    FFiigguurraa  ((BB))  CCuullttiivvoo  MM33TT’’    FFiigguurraa  ((CC))CCuullttiivvoo  MM66TT  

 

 

 

 

 

GGrraamm  ((--))  bbaacciilloo  ddee  
ccuullttiivvoo  ccrreecciiddoo  eenn  
MMMM      

GGrraamm    ((--))  bbaacciilloo    
ddee ccuullttiivvoo MM33TT’’  

GGrraamm  ((--))  bbaacciilloo  ddee  
ccuullttiivvoo  MM66TT     

 

 

Figuras 9. Cultivo puro original bacilo (-) (A), cultivo puro de tolueno  bacilo (-) 
(B), cultivo puro de tolueno bacilo (-) (C). 

 



Tabla 15. Características morfológicas de las 18 cepas  aisladas 

 
características Morfológicas 

 
cepa 

Forma 
microscópica Gram. 

tamaño 
(mm) color Forma elevación superficie Aspecto Bordes Consistencia

luz 
reflejada 

 M3,1 T bacilo  - 3 beige circular plana lisa húmedo redondos mucoide brillante 
M 6 T bacilo - 3 beige ovalada plana lisa húmedo irregulares firme 

 
Brillante 

M3T' bacilo  - 2 beige circular plana lisa húmedo redondos mucoide brillante 
M3,2 T bacilo  - 2 amarilla puntiforme plana lisa húmedo irregulares firme brillante 
M3,2 B bacilo  - 5 beige ovalada convexa rugosa húmedo irregulares firme  brillante 

M3,1,1 B bacilo  - 3 transparente irregular plana rugosa húmedo irregulares mucoide brillante 
M3,1,1 O-X bacilo  - 3 beige circular plana lisa húmedo irregulares mucoide brillante  
M5,1 O-X bacilo  - 3>5 amarilla irregular irregular rugosa seco irregulares mucoide opaca 
M9,1 O-X bacilo  - 1 transparente irregular plana lisa húmedo irregulares firme brillante  

M3,1,2 O-X bacilo  - 2 amarilla circular convexa rugosa seco irregulares Dura opaca 
M 2,1 MTBE bacilo + 3 blanco irregular plana rugosa seco regulares suave  opaca 
M1,1' MTBE bacilo + 1 blanco regular plana lisa húmedo regulares mucoide brillante 
M5,1 MTBE bacilo + <1 transparente irregular plana lisa húmedo irregulares suave  brillante 
M 2 MTBE bacilo - 2 blanco regular convexa lisa húmedo redondos suave brillante 
M7,1 TBA bacilo  - 3 amarilla regular plana lisa húmedo regulares mucoide brillante  

M11,1 TBA bacilo  - 6 blanco regular plana lisa seco regulares suave opaca 
M 5,1 TBA bacilo  + 5 beige irregular plana lisa húmedo irregulares mucoide brillante  
M 3,1 TBA bacilo - 3 beige regular convexa rugosa seco regulares suave opaca 
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Tabla 16. Caracterización bioquímica  de las 18 cepas obtenidas en el proceso de aislamiento 

CEPA Sustrato Taxón 
% Identificación con base de 

datos BioMérieux 

Verificación con literatura: 
Pruebas bioquímicas de 

MacFadin 

M 3,2 B Benceno 
Aeromonas 

hydrophila/caviae 
99.5 

 93% 
M 3,1,1 B Benceno Pseudomonas luteola 99.9 95% 

M 3,1 T Tolueno 
Aeromonas 

hydrophila/caviae 99.8 93% 

M 3,2 T Tolueno 
Aeromonas 

hydrophila/caviae 99.6 94% 
M 3 T Tolueno Aeromonas 54.5% 66% 
M 6 T Tolueno Vibrio metschnikovii 95.5% 95% 

M 3,1,2 O-X O-xileno Pseudomonas stutzeri 99.5% 95% 

M5,1 O-X O-Xileno 
Aeromonas 

hydrophila/caviae 99.5% 93% 
M 3,1,1 O-X O-Xileno Aeromonas 61% 80% 

M 9,1 O-X O-Xileno 
Aeromonas 

hydrophila/caviae 99.5% 93% 
M 7,1 TBA TBA Burkholderia cepacia 99.8% 92% 
M 5,1 TBA TBA Burkholderia no confiable   53% 

M 11,1 TBA TBA Pseudomonas no confiable  50% 

M 3,1 TBA TBA 
Pseudomonas 

aeruginosa 99.9 % 95% 
M 5,1 MTBE MTBE Pseudomonas no confiable   49% 
M 2,1 MTBE MTBE Vibrio no confiable   57% 
M 1,1’ MTBE MTBE Aeromonas  no confiable   45% 
M 2 MTBE MTBE Vibrio / Aeromonas no confiable   51% 
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Como se obtuvo un mayor número de microorganismos Gram negativos se 
utilizaron las pruebas bioquímicas API 20 NE y API 20 E  de BioMérieux para 
bacterias gram negativas no enterobacterias y enterobacterias. 

Debido a que se obtuvo un mayor número de microorganismos que pertenecen 
a la familia de los Gram negativos y debido a que en la literatura se reportan 
microorganismos que degradan BTX’s o MTBE y pertenece a bacterias 
gramnegativas, se tomó la decisión de  realizar las pruebas bioquímicas API 20 
NE y API 20 E  de BIOMÉRIEUX,   

De acuerdo con la tabla 16 y los valores establecidos en la sección 7.2.5.1 se 
obtuvo lo siguiente: 

Se identificaron 2 bacterias que pertenece al genero Pseudomona con 99.9 % 
de identificación (%ID), este genero corresponde a las cepas M 3,1,1 B, y M 3,1 
TBA, la comprobación con la bibliografía dio como resultado un intervalo de 
95% a 97% de concordancia..  

Se obtuvieron 8 bacterias 99.0%  de identificación las cuales pertenecen al 
genero de: Aeromonas que corresponde a las cepas: M 3,1 T, M 3,2 T, M 5,1 0-
X, M 9,1 o-X y M 3,2 B. también  identifico el genero Burkholderia que 
corresponde a la cepa M 7,1 TBA, el genero Vibrio que corresponde a la cepa 
M 6 T  y el genero  Pseudomona  que corresponde a la cepa M 3,1,2 o-X . Al 
comparar con la literatura se obtuvieron intervalos  de concordancia de 92% a 
95%.    

También se obtuvieron 2 bacterias con un 80% de identificación las cuales  
pertenecen al género  Aeromonas  las cepas con este género son: M 3 T y M 
3,1,1 o-X.  En particular estos resultados se decidieron en base al % de 
identificación mas alto de todas las probabilidades que proporciono la base de 
datos BioMérieux,  al comparar con la bibliografía se obtuvieron porcentajes de 
identificación entre 66% y 80%. 

Por ultimo se obtuvieron 6 bacterias con un % de identificación “no fiable”  las 
cuales pertenecen a las cepas M 1,1’ MTBE, M 5,1 TBA,  M 5,1 MTBE, M 2,1 
MTBE, y, M 11,1 TBA  Las primeras 5 cepas mencionadas tienen en común 
que son  bacterias Gram positivas esto seguramente afecta de manera directa 
la identificación con las pruebas API 20NE y API 20 E, ya que estas pruebas 
están diseñadas para bacterias Gram negativas. Por lo que concierne a la cepa 
M 11,1 TBA aun siendo microorganismos Gram negativos no se tuvieron 
resultados “no fiables”.  46

 



La obtención de algunos resultados  no fiables probablemente se deban a que 
el uso de estas pruebas bioquímicas, están dirigidas para estudios  clínicos, y 
debido al sistema de donde proviene las bacterias a  identificar que es  un 
sistema que no se ha estudiado en relación a la búsqueda de microorganismos, 
pueden ser muchos los factores que intervengan para no obtener una buena 
identificación con las pruebas API 20NE  y 20E en algunos casos, factores 
tales  como: las bacterias a identificar crecen en sustratos no convencionales, 
proviene de ambientes en condiciones extremas etc. 

En los resultados con un % de identificación mayor a  80, se puede confiar en 
el género del microorganismo, quedando solo como una posibilidad la especie 
que se  muestra en la tabla 16, ya que para discriminar la especie entre dos 
bacterias del mismo género, se tiene que realizar pruebas moleculares  como: 
la secuenciación de la región 16S del genoma bacteriano o la secuenciación 
del genoma completo. 

En un estudio realizado por Xiang Y. Zhu en el 2003 donde se caracteriza la 
flora microbiana que existe en un gasodutos, se encontraron bacterias como 
Pseudomonas stutzeri  la cual coincide con los resultados en este estudio, esta 
bacteria tiene requerimientos nutricionales mínimos y a menudo esta presente 
en medios acuosos que contiene  contaminantes como la gasolina y 
disolventes (Xiang Y. Zhu en el 2003) 

En otro estudio realizado por Ç. Babaarslan T. Abuhamed Ü en el 2003 donde  
se adapto un consorcio microbiano para realizar la degradación de BTEX  se 
encontró en el consorcio,  bacterias del género Vibrio  como también en este 
estudio se hallaron bacterias de este género. 

La presencia de bacterias del género Burkholderia  en otros estudios al igual 
que en este, se encontró en un estudio realizado por Kazuya Watanabe, 
Kanako Watanabe en el 2000 que consistió en la caracterización de 
poblaciones bacterianas de aguas contaminadas con petróleo.  

El género Aeromona  se identifico 5 de las cepas que degradan BTX , esto  
indica que este género tiene una capacidad de crecimiento y adaptación  en 
dichos sustratos    
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8.3  Cinéticas de Degradación de compuestos BTX’s, MTBE y TBA  

8.3.1 Cinéticas de degradación de compuestos BTX’s 
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Figura 10. Degradación de o-Xileno con las cepas: M 3,1,2 o-X, M 3,1,1 o-X y 
M 9,1 o-X 

La variación de las concentraciones iniciales de sustrato en las cinéticas de 
degradación de BTX’s se debe a problemas al momento de adicionar el 
sustrato, ya que los compuestos BTX’s tienen la característica de ser  muy 
volátiles, aunque en el momento de realizar la adición se realizó  en 
condiciones frías  no se puedo controlar por completo la volatilización    

Se obtuvieron tres cepas bacterianas aerobias puras capaces de degradar o-
xileno. Las cinéticas de degradación con cada una de las tres cepas mostraron 
comportamientos similares,  la mayor cantidad de o-Xileno removido se 
observa  a las 100 horas para las tres cepas  (Figura 10), sin embargo la cepa 
M 3,1,2 O-X presentó la mayor eficiencia de eliminación de o-Xileno  en un 
87.96 % seguida de la cepas M 3,1,1 o-xileno con un % de remoción de 75.1% 
y por último la cepa M 9,1 o-Xileno con un 58.4% de remoción, estas dos 
ultimas cepas pertenecen al  género de Aeromonas y la primer cepa al género  
de Pseudomonas.  
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Figura 11. Degradación de Tolueno con las cepas: M 3,1 T, M 3,2 T y M 6 T 

 
Los ensayos de degradación con las tres cepas aisladas capaces de crecer en 
tolueno mostraron un comportamiento similar, en donde la mayor cantidad de 
tolueno removido se observa en las 72 horas para las tres cepas (figura 11). 
Sin embargo la cepa que mostró mayor capacidad de remoción fue la M 3,1 T 
con 69.2% de tolueno removido, le siguió la cepas M 3,2 T con 65.8% de 
remoción y por último la cepa M 6 T con un 52.7 % de remoción, Las dos 
primeras cepas pertenecen a el género de Aeromonas y la  ultima al género 
Vibrio.      
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Figura 12. Degradación de Benceno con las cepas: M 3,1,1 B y M 3,2 B 
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Los ensayos de degradación con las dos cepas aisladas capaces de crecer en 
benceno mostraron tendencias similares, la mayor cantidad de benceno 
degradado se observa a las 110 horas (figura 12), la cepa que mostró mayor 
capacidad de remoción de benceno fue la cepa M 3,2 B con un 46.4% y 
después la cepa M 3,1,1 B con un 44.3% de remoción. El género para las 
primeras cepas es Pseudomonas y para la segunda Aeromonas.  

En varios puntos  de las graficas se observan desviaciones entandar 
relativamente grandes, como ya se mencionó los experimentos se realizaron 
por triplicado, en dichos experimentos  no se puede  asegurar al 100% la 
igualdad de estos, ya que pueden intervenir factores como: errores de 
metrología  en las tomas de muestra y otro factor  talvez el mas importante  es 
que aun cuando se trate da la misma cepa en los tres experimentos  estas 
pueden tener variaciones con respecto a la velocidad de degradación del 
sustrato comportándose de manera similar no de forma igual al 100%. 
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Figura 13. Producción de CO2 durante las cinéticas de degradación de los 
compuestos BTX. 

La producción de CO2 para los compuestos BTEX (figura 13).  Dicha 
producción de CO2 está relacionada con dos principales procesos: por el 
metabolismo degradativo   de los compuestos BTX’s hasta CO2 que lleva acabo 
el microorganismo,  o por la descomposición de la materia orgánica 
perteneciente a los microorganismos involucrados en la degradación. Debido 
que no se tienen  datos suficientes (testigos de respiración endógena para 
cada cepa)  no se pueden  realizar balances de matera que nos proporcionen 50

 



datos específicos de la cantidad de CO2 que proviene de la degradación de 
sustrato.  

Sin embargo se calcularon los porcentajes teóricos de carbono que proviene 
del sustrato y que fueron convertidos a CO2 por el metabolismo de las cepas  
(cálculos en la sección 12).   

Los valores obtenidos en la tabla 17 y 20, indican  un valor teórico del  
porcentaje de carbono perteneciente al sustrato que fue convertido hasta   CO2 
(mineralización completa del sustrato), haciendo la consideración de despreciar 
la respiración endógena. Esto nos sirve para saber cual es la posible 
proporción de carbono que perteneció al sustrato y se convirtió al  CO2 que fue 
medido al final de las cinéticas para cada cepa.  

Tabla 17.  Porcentaje de sustrato mineralizado (despreciando respiración 
endógena) 

Cepa 
% teórico de carbono del 
sustrato que paso a CO2

M 3,1,2 O-
X 34.93 

M 3,1,1 O-
X 18.23 

17.82 M9,1 O-X 
43.07 M 3,1 T 
65.01 M 3,2 T 
41.3 M 6 T 
28.36 M 3,1,1 B 
20.29 M 3,2 B 

Los porcentajes teóricos del carbono del sustrato que paso a CO2, indican que 
solo una parte del sustrato esta siendo mineralizado por completo, y que la otra 
parte del CO2 producido probablemente provenga de la respiración endógena 
del de la cepa. 

Las cepa que mostro la mayor mineralización de sustrato fue la: M 3,2 T con un 
65.01% esto quiere decir que de los 34.66 mg de CO2 producido al final de la 
cinética (figura 13) solo  22.53 mg de CO2 proviene de la mineralización  del 
sustrato. 
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De acuerdo a lo anterior se obtiene la tabla 18. 

Tabla 18. mg de CO2 formados a partir de la mineralización del sustrato 

cepa 

mg de CO2 
provenientes de la 
mineralización de 

sustrato 

mg de CO2 
totales 

obtenidos al 
final de la 
cinética 

M 3,1,2 O-
X 7,96 22,8 

M 3,1,1 O-
X 4,48 24,6 

M9,1 O-X 2,01 17,82 
M 3,1 T 12,8 29,9 
M 3,2 T 22,49 34,6 
M 6 T 9,73 23,5 

M 3,1,1 B 9,82 34,66 
M 3,2 B 4,49 22,14 

Como se puede observa en la mayoría de las cepas la mayor cantidad de CO2 
no proviene de la mineralización del sustrato,  lo que pede estar indicando 
varias cosas: posiblemente haya acumulación de intermediarios o que el CO2 
producido proviene de la respiración endógena de la cepa o que la mayor 
cantidad de carbono del sustrato este siendo ocupada para el crecimiento de la 
cepa etc. 

Tabla 19. Parámetros cinéticos obtenidos de la degradación de  compuestos 
BTX 

cepa  
Tasas  de  degradación 

(mg/h*mgproteína)  % de remoción  
M3,1,2 o-X 5.5X10-4 87,96 
M3,1,1 o-X 4.0X10-4 75,1 
M9,1 o-X 3.0X10-4 58,9 
M3,1 T 3.5X10-4 69,2 
M3,2 T 3.0X10-4 65,8 
M6 T 2.5X10-4 52,7 

M3,1,1 B 2.0X10-4 44,3 
M 3,2 B 1.5X10-4 46,4 

La degradación de compuestos BTX siguen una cinética de primer orden, los 
datos obtenidos en las cinéticas se ajustaron al modelo de  matemático St=So 
exp(-K*t) utilizado por  K.Acuña-Askar en el 2004, este se describe en la 
sección 12. 
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Las tasas de degradación obtenidas en este estudio (tabla 19) tiene un valor 
promedio de los tres BTX´s de 3.13X10-4 (mg/h*mgproteína)  a las  obtenidas en 
los estudios de Ç. Barbaarslan et al. 2003 tiene un promedio general de 
7.47X10-5 (mg/h*mgproteína)  y  A. Acuña Askar et al., en los tres estudios  tiene 
un promedio de 7.01X10-5 (mg/h*mgproteína) con respecto a Laleh Yerushailmi et 
al., obtuvo tasas de 2.25X10-3 (mg/h*mgproteína)  y a A. Rozkov et al., reportó 
valores de 8.22X10-3 (mg/h*mgproteína). Como se puede apreciar se obtuvieron  
mejores  tasas de degradación con respecto a los dos primeros autores y más 
bajas con respecto a los dos ultimo autores. Se debe tomar en cuenta que en 
los estudios con los cuales se esta comparando los resultados obtenidos, se 
utilizan consorcios microbianos y en algunos casos como el de Laleh 
Yerushailmi se utilizan bacterias y hongos para realizar la degradación de 
BTEX.    

Los % de remoción que se obtuvieron muestran en general valores menores en 
promedio de 63.7 %  contra  los reportados en la bibliografía que tiene un 
promedio entre todos los autores de 77.27%,  En particular para  o-Xileno 
donde se obtuvieron valores mayores de remoción  entre 58.9% y 87.96% para 
este estudio, contra los obtenidos por Ç. Barbaarslan et al., y en el de A. Acuña 
Askar et al.,  2006 reportaron  valores entre 18.7% y 45% para este compuesto. 

Una de las posibles razones por la cual se obtuvieron % de remoción menores 
que en la bibliografía, es la cantidad de inoculo inicial  en los bioensayos, por 
ejemplo para A. Acuña Askar  utilizó  concentraciones de 880 a 905 mg/L de 
biomasa inicial, para Laleh Yerushailmi y A. Rozkov se utilizaron  100 mg/L de 
biomasa inicia, y para  Ç. Barbaarslan se utilizó 2340 mg/L de biomasa inicial. 
Como se puede  notar existe  una diferencia bastante marcada, en 
comparación a los  20 mg/L de biomasa inicial que se ocuparon es este 
estudio, por lo que si se aumenta la concentración de biomasa inicial 
probablemente los % de remoción aumenten.   

Cabe resaltar que las cepas que mostraron mejor capacidad de remoción en 
cada uno de los sustratos, también tiene las tasas de degradación mas altas, 
con esta concordancia de resultados, podemos proponer   que si se aumenta la 
concertación de biomasa inicial se podrían obtener eficiencias de remoción 
mas altas en particular con estas cepas. 
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8.3.2 Cinéticas de degradación de compuestos MTBE y TBA  
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Figura 14. Degradación de MTBE con las cepas M 1,1’ MTBE, M 2,1 MTBE y M 
2 MTBE. 

La degradación de MTBE de acuerdo a la figura 14.  Muestra dos  diferentes 
comportamientos. El primero  esta representado por las cepas M2, 1 MTBE y 
M2 MTBE  que pertenecen al género Vibrio, en donde la mayor cantidad de 
MTBE es degradado en aproximadamente 250 horas. El segundo 
comportamiento esta representado por la cepa M 1,1’ MTBE que pertenece  al 
género Aeromona, donde la mayor cantidad de MTBE degradado se observa  
aproximadamente a las  120 horas. La cepa con la que se obtuvo una   mayor 
degradación fue la M 2,1 MTBE con un 81.19% de remoción, después le 
siguieron las cepas M 2 MTBE con 74.05% de remoción  y por último la cepa  
M 1,1’ MTBE con 73.95 % de remoción.  
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Figura 15. Degradación de TBA con las cepas M 7,1 TBA, M 11, 1 TBA y M 3,1 
TBA 
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Para la degradación de TBA  se  observa en la figura 15 un comportamiento 
similar en la degradación de TBA  para las tres sometidas a este proceso, la 
mayor  cantidad de TBA degradado se observa aproximadamente a las 150 h 
para las tres cepas.  En donde la cepa con mayor capacidad de degradación 
fue la M 7,1 TBA con  79.56 % de remoción, le sigue la cepa M 3,1 TBA con 
72.88% de remoción y por último  la cepa M 11,1 TBA con 70.19% de 
remoción. El género para la primera cepa es Burkholderia y siguientes 
pertenecen al género Pseudomonas  
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Figura 16. Producción de CO2 durante las cinéticas de degradación de los 
compuestos MTBE y TBA. 

De acuerdo a la figura 16 se observa una baja producción de CO2 hasta antes 
de las 250 horas, lo cual no concuerda con las cinéticas de degradación  ya 
que  en las figuras 14 y 15 se observa la mayor cantidad de sustrato degradado 
aproximadamente a las 200 h y se esperaría que en  este tiempo se observara 
la mayor cantidad de CO2 producido. Por esta razón  se puede pensar que el 
aumento de la concertación de  CO2  después de las 300 horas ya no proviene 
de la degradación de sustrato, si no de la  biomasa que ya empieza a morir y 
por lo tanto se produce CO2. 

Para conocer el % de carbono del sustrato que se convirtió en CO2 se realiza 
una estimación teórica, utilizando las mismas consideraciones   que se tomaron 
para los datos de BTX’s 
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Tabla 20.  Cantidad de carbono del sustrato que paso a formar parte del CO2 
medido al final del a cinética para MTBE 

cepa  
% teórico de carbono del 
sustrato que paso a CO2 

M 1,1’ MTBE 0,024 
M 2,1 MTBE 0,033 
M 2 MTBE 0,02 
M 7,1 TBA 0,0099 

M 11,1 TBA 0,141 
M 3,1 TBA 0,149 

Tomando en cuenta los mismos criterios que para BTX’s  para evaluar la 
producción de CO2 en las capas de MTBE y TBA tenemos lo siguiente: 

Las cepa que mostro la mayor mineralización de sustrato fue la: M 3,1 TBA  
con un 0.149% esto quiere decir que de los 0.115 mg de CO2 producido al final 
de la cinética (figura 16) solo  1.71X10-4 mg de CO2 proviene de la 
mineralización  del sustrato y probablemente los 0.114 mg de CO2 sobrantes 
proviene de la muerte celular.  

Para el caso de MTBE y TBA con respecto al CO2 que proviene de la 
mineralización del sustrato no es necesario un análisis completo de todas las 
cepas ya que como lo pudimos comprobar en la figura 16 y con el resultado de 
la cepa M 3,1 TBA con respecto al CO2 es suficiente evidencia que la cantidad 
de CO2  formado  no proviene de la mineralización del sustrato, si no de la 
muerte celular al final de la cinética. 

Tabla 21. Tasas de degradación de MTBE y TBA  y  % de remoción  de dichos 
compuestos 

cepa 
Tasas de degradación 

(mg/h*mg proteína) % de remoción 
M 1,1’ MTBE 0.00345 73.95 
M 2,1 MTBE 0.0005 81.19 
M 2 MTBE 0.0005 74.05 
M 7,1 TBA 0.0009 79.56 

M 11,1 TBA 0.00165 70.19 
M 3,1 TBA 0.00085 72.88 

 

Las cinéticas de MTBE y TBA,  no siguen las tendencias de primer orden,  por 
lo cual  se utilizó un  modelo no lineal que tiene por nombre Gompertz el cual 
se describe en la sección 11   
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Al comparar las tasas de degradación  de MTBE, que se obtuvieron de acuerdo 
la tabla 21, contra las obtenidas en la tabla 7 se observa que las tasas de 
degradación son mas pequeñas en lo general, comparando ahora  con las 
obtenidas   de la tabla 8  se observa que se supera la tasa da degradación del 
consorcio obtenido por Hardison et al., 1997 con las tres cepas de este estudio, 
con respecto a los demás autores se también se obtuvieron valores mas 
pequeños.  

Uno de los estudios más importantes que se han realizado en México para la 
degradación de MTBE son los estudios de A. Acuña Askar.   Al comparar  las 
tasas de degradación y % de remoción  obtenidas en dicho estudio (tabla 8)  
contra las obtenidas en este estudio (tabla 21) se puede observar que las tres 
tasas de degradación son mas grandes, y los % de remoción son mucho 
mayores, aún cuando la diferencia  de biomasa inicial  ocupada es bastante 
grande, para A. Acuña Askar  de 880 a 905 mg/L  y en este estudio es de 20 
mg /L. Para TBA se obtuvieron tasas de degradación mas bajas  con respecto 
a la literatura (tabla 8).  
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9.  Conclusiones 

Se comprobó que existen microorganismos  en los sedimentos orgánicos que 
provienen de los  sistemas de transporte de gasolina analizados. Se  aislaron 
diferentes bacterias aerobias  a partir de sedimentos de sistemas de transporte 
de gasolina, que mostraron capacidad para utilizar como única fuente de 
carbono y energía Benceno, Tolueno, o-Xileno ,  MTBE o TBA. 

Se identificaron los géneros: Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio y Burkholderia.  

Algunos de los géneros identificados Vibrio, Burkholderia y  Pseudomonas se 
han encontrado en sitios contaminados con gasolina, y se han utilizado en 
estudios de biorremediación. 

El género Aeromonas  se encontró en 5 de los ocho cultivos que degradan 
BTX’s, lo cual es un género con capacidad de metabólica adaptable a 
cualquiera de los compuestos BTX. 

Los porcentajes de remoción de BTX´s, MTBE y TBA  obtenidos demuestran 
que las cepas aisladas son  capaces de utilizar a estos compuestos como única 
fuente de carbono y energía. 

Las tasas de degradación de BTX´s son en promedio mayores a las reportadas 
con cultivos  mixtos, con lo cual se pude esperar que los tiempos de adaptación 
son menores o nulos con respecto a los reportados en la literatura. 

En el caso de las cinéticas de MTBE no se detectó la acumulación de principal 
intermediario el TBA. Lo cual sugiere que el sustrato es degradado a otro 
intermediario como el diol o el HIBA  ya que no se pudo relacionar directamente 
la  mineralización del sustrato con la producción de CO2

Para las tasas de degradación de MTBE  se observó en general que son 
menores a las reportadas en la literatura, pero una ventaja de las cepas 
obtenidas es que puede utilizar al MTBE  como única fuente de carbono y 
energía  eliminando la estrategia cometabólica. 

Con respecto al TBA  también  se obtuvieron tasas de degradación menores 
que la bibliografía, pero también la ventaja de las cepas obtenidas es que 
pueden utilizar al TBA como única fuente de carbono y energía eliminando la 
estrategia cometabólica. 
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La mayor cantidad de CO2 formado en las cinéticas de los compuestos BTX 
proviene de procesos diferentes a la mineralización de sustrato, como por 
ejemplo respiración endógena, crecimiento celular muerte celular etc. 

10. Recomendaciones  

Para una identificación mas precisa  de las bacterias involucradas en la 
degradación de compuestos BTEX MTBE o TBA  se recomienda una 
secuenciación del ADN en la región 16S  del genoma bacteriano o en su 
defecto una secuenciación completa del genoma bacteriano. 

Realizar un control para medir respiración endógena y así poder realizar los 
balances de materia y calcular los gramos o moles de CO2 que provienen del 
sustrato.   

Se recomendaría para el caso de las cinéticas de MTBE y TBA medir 
acumulación de intermediarios como el: diol e HIBA para proporcionar   
información si el metabolismo  se esta llevando acabo con acumulación de 
intermediarios.  

Se recomendaría realizar consorcios microbianos entre cepas que degradan el 
mismo compuesto para determinar si se pueden mejorar las tasas de 
degradación y % de remoción   de dichos compuestos. O también para usarlas 
en estudios de biorremediación de mezclas o sistemas cercanos a los reales. 

También  se recomienda realizar consocios  entre cepas que crecen en 
diferente compuesto,  adicionando mezclas de compuestos  de donde 
provienen las cepas, para determinar la capacidad de remoción de la mezcla 
de compuestos.  

Pensando en una aplicación  de remoción de compuestos BTEX   a mayor 
escala se recomendaría estudiar la posibilidad de implementar un biorreactor 
con células inmovilizadas ya que esto podría dar más estabilidad a la biomasa 
y alargar su tiempo de vida. 
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11.Anexos  

Ejemplo simplificado de resultados obtenidos en la identificación Bioquímica  

 

REFERENCE M3,1 O-X 24 h ox +      8/23/07 COMMENT 

Strip Profile 
Identification 
comment Taxón % ID T index Type Note 

60

API 20 NE 
V7.0 

--------
+--+-
++--
++-+ 

VERY GOOD 
IDENTIFICATION

Pseudomonas 
stutzeri 99,5 0,68 Significant 

ID. NOT 
VALID 
BEFORE 
48 
HOURS 

API 20 NE 
V7.0 

--------
+--+-
++--
++-+ 

VERY GOOD 
IDENTIFICATION

Ochrobactrum 
anthropi 0,3 0,44 Next 

ID. NOT 
VALID 
BEFORE 
48 
HOURS 

Ejemplo  de tratamiento de datos para las cinéticas de BTX  

Cepa M3,1,2 O-X (1,2)     

tiempo (h) 
Área 
promedio [S] mg/L 

Desviación 
estándar  

 (So-S)/dt  en  
(mg/L) ln [S] 

0 1960,15 52,020966 4,35185941 0 3,95164683
18 854,75 22,684448 3,07951759 29,336518 3,12167958
28 762,5 20,2361996 4,67275978 31,7847665 3,00747306
41 551,1 14,6257962 4,53764383 37,3951699 2,68278683
72 383,5 10,1778132 2,36265244 41,8431529 2,32021017

121 312,5 8,29352442 1,8315717 43,7274416 2,11547502
160 235,91 6,2608811 1,00961637 45,7600849 1,83432093

   
% de remoción 
= 87,9646966  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Curvas estándar de BTX. 

Curva Estandar de O-Xilenoy = 43,166x - 367,56
R2 = 0,951

y = 37,68x
R2 = 0,933
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Curva Estandar de Bencenoy = 33,097x + 76,852
R2 = 0,9849

y = 34,287x
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Curva Estandar de Tolueno y = 53,231x - 215,77
R2 = 0,9583

y = 49,594x
R2 = 0,953
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Ejemplo de tratamientos datos para obtener  los mg de CO2 en las muestras  
de BTX 

M3,2 T 

tiempo 1º% de CO2  2º% de CO2

Promedio  
de los % moles CO2 (mg) CO2 

0 86,342 91,049 88,6955 0,00027489 12,0950692
18 371,233 376,265 373,749 0,00115833 50,9667348
27 485,124 487,082 486,103 0,00150655 66,2880241
42 609,52 605,267 607,3935 0,00188245 82,8279499
72 616,162 616,623 616,3925 0,00191034 84,0551095

140 769,774 765,7845 767,77925 0,00237953 104,699147
160 861,56 855,561 858,5605 0,00266088 117,078642

Ejemplo tratamiento de datos para cinéticas de MTBE y TBA  

Cepa M 1,1 '  MTBE 

tiempo área [S]=mg/ml [S]=mg/L=ppm
(So-S)/dt  
en  (mgmL)

(So-S)/dt  
en  (mg/L)  

desv 
estandar 

0 96,025 0,07929397 79,29397192 0 0 1,66170094
48 83,395 0,06886457 68,86457473 0,0104294 10,4293972 4,47598592
72 45,61 0,03766309 37,66308836 0,04163088 41,6308836 2,84256926
96 35,05 0,02894302 28,9430223 0,05035095 50,3509496 2,75771645

120 32,15 0,02654831 26,54830718 0,05274566 52,7456647 3,04055916
336 33,6 0,02774566 27,74566474 0,05154831 51,5483072 2,40416306
432 25,25 0,02085054 20,85053675 0,05844344 58,4434352 2,05060967
456 25,005 0,02064822 20,64822461 0,05864575 58,6457473 2,94863528

  
% 
remoción= 73,95990627    

Curvas estándar de MTBE y TBA  

curva tipo de MTBE y = 1224,2x - 0,5239
R2 = 0,9942

y = 1211x
R2 = 0,9941
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Curva estandar de TBA y = 1200,8x + 8,1747
R2 = 0,9873

y = 1347,8x
R2 = 0,9702
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Ejemplo de tratamientos datos para obtener  los mg de CO2 en las muestras  
de MTBE y TBA  

M 11, 1 TBA 

tiempo 1º % de CO2 
2º % de 

CO2 
Promedio  % 
de CO2  moles CO2 (mg) CO2 

0 0,054 0,049 0,0515 1,6E-07 0,00702
24 0,059 0,053 0,056 1,7E-07 0,00764
48 0,102 0,103 0,1025 3,2E-07 0,01398
72 0,124 0,149 0,1365 4,2E-07 0,01861
96 0,22 0,26 0,24 7,4E-07 0,03273

336 0,262 0,271 0,2665 8,3E-07 0,03634
432 0,38 0,369 0,3745 1,2E-06 0,05107
456 1,589 1,56 1,5745 4,9E-06 0,21471
480 2,872 2,83 2,851 8,8E-06 0,38878

Modelo matemático St=So exp (-K*t)   lnSt = lnSo –K*t  aplicado en las 
cinéticas de degradación de BTX descrito por  K. Acuña-Askar   

• St= concentración de substrato al tiempo t (mg/mL) 
• So= concentración de substrato al tiempo cero (mg/mL)  
• K = constante general de primer orden (h-1) 
• X= concertación inicial de biomasa (mg/mL) 
• k=  constante tasa de degradación   mg/mgproteina *h 
• t= tiempo (h-1) 
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Se grafica t sv ln (St) para obtener la  pendiente k,  

Cepa M3,1,1 O-X (1,2) 
tiempo (h) área { } (ppm) Des consu mg/L ln [S] 

0 1545,45 41,0151274 4,04784853 0 3,71394096 
18 1085,25 28,8017516 2,44897651 12,2133758 3,3604362 
28 1010,15 26,8086518 2,78301315 14,2064756 3,28872466 
41 861,8 22,8715499 2,05676495 18,1435775 3,12989378 
72 701,7 18,6226115 2,06051817 22,3925159 2,92437651 

121 459,25 13,382431 1,46563269 27,6326964 2,59394273 
160 385,29 10,2254512 0,67726868 30,7896762 2,32487982 

y = -0,008x + 3,549
R2 = 0,9671

1,5

2

2,5

3

3,5

4

0 50 100 150 200

tiempo (h)

ln
 (S

t) Serie1

Lineal (Serie1)

 

Programa para la obtención parámetros cinéticos para MTBE y TBA con el 
método de Gompertz ejemplo  

Sc αexp βeγt( ):= αexpαexp  

•  Sc= (So-S) Concertación de sustrato inicial menos la final  
•   α= (gsustrato/L) máxima concentración de sustrato consumido cuando t 

tiende al infinito (este termino es igual a la concentración inicial de 
sustrato añadido)   

• β= parámetro relacionado con las condiciones iniciales cuando (t=0 
entonces S= So = α exp(-β)) 

• γ= tasa especifica de degradación (h-1) 
• t=tiempo (h) 

X1, x2 y x3= concentraciones de sustrato  
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x2

1

12.674

17.678

31.378

30.233

62.181

63.653

73.382

⎛
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎝

⎞
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎠

:=  
t

1

48

72

96

120

336

432

456

⎛
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎝

⎞
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎠

:=  x1

1

12.675

17.679

31.379

30.231

62.18

63.654

73.381

⎛
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎝

⎞
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎠

:=  x3

1

12.673

17.677

31.375

30.231

62.182

63.652

73.383

⎛
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎝

⎞
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎠

:=  

 

 

sutrato  
 S0 S−( )

dt
 mg

L
⎛⎜
⎝

⎞⎟
⎠
 

0 100 200 300 400 500
0

20

40x1

x2

t

Tiempo (h) 
 

0
12,6754748
17,6796036
31,3790256
30,2312139
62,1800165

63,654005
73,3815029

0
48
72
96

120
336
432
456

 

Xi

x1i x2i+ x3i+

3
:=  i 0 7..:=  

n length X( ) 1−:=  
 

F t α, β, γ, ( ) α eβ eγ t⋅⋅
⋅:=  SSE α β, γ, ( )

j

Xj F tj α, β, γ, ( )−( )2∑:=  j 1 n..:=  

 α 4:=  β 2−:=  γ .005−:=  
1 1 2 2 

Dado SSE α β, γ, ( ) 0 α

β

γ

⎛
⎜
⎜
⎝

⎞
⎟
⎟
⎠

Minerr α β, γ, ( ):=  
 

 z 0 0.1, 500..:=  
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Método de obtención de los % teóricos de carbono que proviene del sustrato  y 
se transforma en CO2 

Cálculo de moles de de carbono del sustrato que  se convierten   en CO2 

X 4:=  Y 10:=  Z 2:=  

Peso molecular de sustrato Sustrato inicial  

C 12 X⋅:=  So 80.16:=  mg 

H 1 Y⋅:=  

O 16 Z⋅:=  

Moles de sustrato inicial  
PMsustr C H+ O+( ) 1000⋅:=  

MolS
So

PMsustr
:=  mg

mol
 PMsustr 9 104

×=  Moles  o 

MolS 8.907 10 4−
×=  Moles  

 

La cantidad de carbono en moles que hay en una cierta cantidad de sustrato inicial esta 
dado por (XC) que es igual a: 

XC
MolS C 1000⋅( )⋅

PMsustr
:=  moles moles⋅

moles
moles:=

moles moles⋅

moles
moles moles⋅

moles
 

XC 4.75 10 4−
×=  

 
Moles de carbono en sustrato inicial   

Peso molecular de CO2  

 
C2 12:=  
O2 32:=  

Moles  de CO2 medido al final de la 
cinética  

PMco2 C2 O2+( ) 1000⋅:=  

mg
mol

 PMco2 4.4 104
×=  o Moles 

CO2pra 2.6 10 6−
⋅:=  

 

La cantidad de carbono en moles que hay en una cierta cantidad de CO2 que se midió al  
final de la cinética  esta dado por  (XCO2) que es igual a 

moles moles⋅

moles
moles:=

moles moles⋅

moles
 XCO2

CO2pra C2 1000⋅( )⋅

PMco2
:=   

XCO2 7.091 10 7−
×=  Moles de carbono en CO2 medido al final de la cinética   

 

Considerando que   todo el carbono del sustrato inicial pasa a formar parte del CO2 debido 
a una mineralización completa.  Se puede obtener  un porcentaje del carbono proveniente 
de del sustrato inicial que se incorpora a CO2  con lo siguiente: 

%C
XCO2 100⋅

XC
:=  

 

 %C 0.149=  67
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