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RESUMEN 

1 



La  acetamida,  subproducto de la fabricaci6n  de  pinturas, 
taninos,  pldsticos y otros  productos  comerciales;  puede  ser 
tratada  por  Digesti6n  Anaerobia como una  alternativa  para  el 
tratamiento de estos  efluentes. 
El  interOs  por  tratar  este tipo de ef  luentes,  surgi6  debido 
a la semejanza  estructural que presenta  este  compuesto con 
el  dcido  acbtico  (principal  precursor del metano). 
En  este trabajo se presentan las rutas metaMli&s de 
biodegradaci6n de este  compuesto  por dos muestras de- lodos 
acondicionados  durante mds de tres anos,  uno de ellos 
solamente con acetamida  y  el  otro con acetamida mds sulfato 
de sodio. 
Se caracteriz6  otro tipo de lodo  proveniente de una 
industria de levaduras (IMEXA) , y se traba j6 con 7 
diferentes  concentraciones de acetamida  para  determinar  las 
caracteristicas  cin8ticas. 
Los resultados de estos  cultivos  demuestran que el tiempo de 
biodegradaci6n  de  este  compuesto  es de 60 horas  para  las 
muestras que contiene Clnicamente acetamida,  y  de 330 horas 
para  las  muestras  con  acetamida miis sulfato de sodio 
(incluyendo 40 horas  de  fase de retardo) . Lo que  demuestra, 
en  este caso y  con  los  medios de cultivos utilizados, que la 
v€a sin sulfato (v€a metanogbnica)  es mds rdpida  para la 
degradacibn de la  acetamida. 
Los tres diferentes  lodos  estudiados  demuestran  una  baja 
actividad con el  sustrato, y estas cineticas de degradaci6n 
nos  representan  una  curva que sigue el modelo  de Monod. 
El presente  trabajo  demostr6 que este  compuesto  puede  ser 
degradado  por  digestien  anaerobia  y se pudieron  establecer 
las rutas metab6licas  que  sigue la  microflora  por  medio de 
la v€a metanogenica  y  por la v€a de sulfato-reducci6n. 
Finalmente se trabajd  con dos UASB de laboratorio,  uno de 
ellos  no  presenta  remoci6n  debido a problemas  de  operaci6n. 
Un  segundo  reactor  de 1.25 1  operando  a 4 y 3 d€as  de 
con cargas orgdnicas de acetamida 0.875 y 1.13 KgDQO/m T.y d 
respectivamente  trabajando  en condiciones de  laboratorio mds 
controladas  presenta  porcentajes de remocien de la  DQO 
soluble del 95 y 87%  respectivamente y un  porcentaje de 
metano del 55 y 57%  respectivamente en la fase gaseosa. 
Se  presentan  ademds  los  resultados de la cuantificaci6n de 
los grupos bacterianos  presentes  en  los lodos. 
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1. INTRODUCCION 
La digestidn  anaerobia  es un proceso microbian0 anaerobio 
complejo, de conversidn de la materia  organica,  en  acetato, 
diexido de carbono,  hidr6geno y finalmente metano.  Este 
fendmeno  se  produce  en  diversos tipos de medio ambientes 
tales como  en  los  pantanos,  suelos de arrozales,  sedimentos 
marinos y lacustres,  microambientes  an6xicos del suelo, 
corazdn de los  arboles  muertos, fuentes calientes 
sulfurosas, tracto digestivo  del  hombre y de los  animales 
particularmente  el de los  rumiantes  (Guyot, 1988). Otro 
grupo  importante  contribuyente  en la produccidn de metano  es 
el de las  termitas, que segtín algunas  estimaciones  pueden 
producir  hasta  el  15%  (Garcla, 1991). 
La  formacidn de metano y bi6xido de carbono  corresponde  a la 
tíltima etapa de una  serie de reacciones  por  las  cuales  los 
compuestos  organicos  son  degradados.  El metano corresponde  a 
la forma mas reducida  y  el  bidxido  de  carbono  a la forma  mas 
oxidada  del  carbono. 
La  biometanaci6n  es  realizada  por  un  conjunto de poblaciones 
bacterianas  complejas,  las  cuales  bajo  condiciones 
ambientales  particulares  (potencial  redox menores a -350 mV, 
pH  cercano  a la neutralidad),  dan  lugar  a  asociaciones 
estables.  En  los biotopos  naturales  anaerobios que contienen 
compuestos  organicos  complejos,  las  bacterias metanoghicas 
estdin relacionadas con otras  bacterias  quimioheter6trofas 
para  la  degradaci6n de la materia  organica. 
La  biometanacien  puede  ocurrir  en  ambientes  psicr6filos (10- 
15O C) , mesefilos (30-40° C) y term6filos (mas de 45O C) , 
para  esta tíltima clasificacidn se hace  una  distinci6n  entre 
bacterias  termotolerantes  que  crecen de 30-35O C, pero 
tambih a 50° C, y las  bacterias term6filas que tienen  su 
temperatura  dptima de crecimiento  hasta de looo C .  

El  hombre  ha  utilizado  este  fen6meno  natural  de 
biometanizacidn  para  su  propio  beneficio, tanto para  la 
producci6n de biogas  con  fines  energeticos  como la 
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descomposici6n y el  tratamiento de sus desechos  s6lidos  y 
llquidos . 
Las especies  bacterianas  implicadas  en  el  proceso de la 
digesti6n  anaerobia de la materia  orgbnica,  pueden ser 
diferentes de un  biotopo  a  otro;  esto  depende de las 
condiciones  fisicoquimicas  como  son la temperatura, pH,  la 
presi6n  osm6tica y la composici6n  del sustrato. 
Debido  a la complejidad en el cultivo  de  los  microorganismos 
anaerobios  involucrados  en  la  metanizacibn,  era  muy  diflcil 
adaptar  metodologlas  para  el  estudio de estos, fue en  aAos 
recientes  y  gracias  a  los  aportes  de  Hungate (1969), Wolfe 
(1976),  Bryant (1967) y  Mah  (1980), se han  logrado  grandes 
avances  en  el  mejoramiento de las  tecnicas de estudio de las 
bacterias  anaerobias  estrictas,  los  cuales  permitieron 
entender  mejor, la complejidad de las  interacciones 
microbianas y bioqulmicas,  en  los  sistemas de transformaci6n 
anaerobia. 

1.1. BIOQUIWICA Y MICROBIOLOGIA  DE LA DIGESTION ABIAEROBIA 

Desde 1930, la producci6n de metano  en  los  ecosistemas 
anaerobios  fue  descrito  como  un  proceso  en dos etapas, la 
primera  etapa  consiste  en la transformaci6n de los  pollmeros 
bioldgicos  de  alto  peso  molecular  hasta  acetato,  bi6xido de 
carbono  e  hidregeno;  la  segunda  etapa  es la transformaci6n 
del acetato,  hidr6geno  y  bi6xido de carbono  en  metano y 
bi6xido de carbono. 
Los descubrimientos hechos por  Bryant y col. (1977), sobre 
la degradacien  del  etanol  hasta  metano y los  estudios 
realizados  posteriormente  por Mc. Inerney y col. (1981), 
llev6  a  proponer  un  esquema  en tres etapas  para  responder 
mejor  a  los tíltimos alcances (Fig.  1). 
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2.1.1. Primera  etapa  (Hidr6lisis y AoidogOnesia) 

La  primera  etapa  consiste  en la hidrelisis  y  acidogenesis de 
los  compuestos de alto  peso  molecular  (protelnas,  llpidos, 
carbohidratos)  a  unidades  qulmicas mds simples  como  son 
azticares, aminodcidos  y  su  fermentacien  en  dcidos grasos 
voldtiles (AGV), otros tipos de dcidos,  alcoholes,  hidr6geno 
y bi6xido de carbono.  Esta  etapa se realiza  por 
microorganismos  diversos  (bacterias  y  hongos),  anaerobios o 
facultativos, que generan se@n el  pollmero  biol6gico 
degradado,  compuestos mds simples (Fig. 1). 
El estudio de estos  microorganismos  est6  enfocado 
principalmente  a la hidr6lisis de la  celulosa,  dada su 
importancia como fuente  principal de biomasa  a travgs de la 
produccien  vegetal y sus subproductos. 
Los microorganismos  celulollticos han sido estudiados  por su 
capacidad de producir  celulasas, son numerosos  en el rumen 
de donde se descubrieron  los  primeros  hongos  celulolXticos 
anaerobios. 
Las  bacterias  fermentativas  producen  dcidos  grasos 
voldtiles,  lactato,  etanol,  formato  hidregeno y bi6xido de 
carbono.  En  el caso de la celulosa se pueden  representar  en 
tres niveles  (Guyot, 1988): 

a)  primer  nivel:  bacterias  primarias son las  que  hidrolizan 
la celulosa  a  celobiosa,  glucosa,  etanol,  lactato,  acetato, 
hidregen0  y  bi6xido de carbono. 

b) segundo nivel: bacterias secundarias son  las que 
hidrolizan  celobiosa + glucosa  a  etanol,  lactato,  hidr6geno 
y  bi6xido de carbono. 

c )  teromr nivel: bacterias  auxiliares  son  las  que 
transforman el etanol o el  lactato  a  acetato,  hidregeno  y 
bi6xido de carbono. 
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Ademds  de  las . bacterias  celulollticas  existen  bacterias 
proteoliticas  y  lipoliticas  que  no  han sido todavia muy  bien 
estudiadas. 
Dentro de las  especies  celuloliticas  anaerobias m8s 
numerosas se encuentra  el  genero Clostridium (Tabla I). 

Dentro  de la primera  etapa  de la digestidn  anaerobia  se 
lleva tambih a cabo la fermentaci6n de los  compuestos 
resultados de la hidrelisis de los  polimeros de alto  peso 
molecular  y tambien de compuestos  intermediarios  hasta la 
formaci6n de alcoholes,  dcidos  grasos  voldtiles,  otros 
dcidos,  hidr6geno  y  bi6xido de carbono.  Esta  etapa 
fermentativa  es  llevada  a  cabo  por  un  conjunto  diverso de 
bacterias  anaerobias o facultativas, cuyo rango fermentativo 
es muy  amplio.  En  esta  primera  etapa  el  piruvato  ocupa  una 
posici6n clave y controla la orientaci6n  de  las 
fermentaciones. 
Los productos  intermedios  como el  lactato o el  etanol  no se 
acumulan  en  los  digestores  anaerobios,  porque la microflora 
metanogdnica  consume  activamente  el  hidr6geno y desplaza el 
metabolismo  hacia  productos mds oxidados  como el  acetato,  lo 
que  hace que las  bacterias  fermentativas  produzcan mas 
hidr6geno  y  acetato  y  en  menores  cantidades  los  demas 
metabolitos como el  lactato y el  etanol  (Garcia, 1991). 
La  producci6n de dcidos  en  esta  etapa  disminuye  el  pH  y  es 
una  fuente  frecuente de inhibicien  del  proceso  entero. 
Los dcidos  acumulados  son  t6xicos  sobretodo  para la 
bacterias  metanogenicas,  porque  las  bacterias  fermentativas 
son  todavSa  activas  hasta  un  pH  .de 4.5-5. 
La  composici6n de las  poblaciones  bacterianas  varia  mucho 
con el  biotopo  considerado o el  origen  del  sustrato que se 
metaniza.  En  la tabla 11, se  presentan  diferentes  grupos  de 
estas  bacterias  asi  como sus productos. 



TABLA I. Baatorias  hidrolitiaas d8 la digostih ana8robia 
(Garair, 1983) 

ESPECIES SUSTRATO 

Yesofiliaas 

Acetivibrio  cellulolyticus 
Bacteroides  succinogenes 
Butyrivibrio  fibrisolvens 
Cillobacterium  cellulosolvens 
Ruminococcus  albus 
Ruminococcus  flavifaciens 

Bacteroides  ruminicola 
Butyrivibrio  fibrisolvens 

Bacillus spp. 
Bacteroides spp. 
Clostridium  butyricum 
Clostridium spp. 
Lactobacillus spp. 
Micrococcus spp. 
Pseudomonas spp. 

Clostridium butyricum 

Anaerovibrio  lipolytica 
Bacillus spp. 

Clostridium  acidi  uricí 
clostridium  cylindrosponzm 
Micrococcus  aerogenes 
Micrococcus  lactilycus 

Bacillus spp . 
Clostridium spp. 
Bifidobacterium spp. 
Peptococcus  anaerobus 
Staphylococcus spp. 

T8rmofiliaas 

Celulosa 

Hemicelulosas 

Almiden 

Pectinas 

Llpidos 

Comp. nitrogenados 

ProteXnas 

Clostridium  thermocellum Celulosa 

Clostridium  thermohydrosulfuricum Almiden, Pectinas 



ESPECIES METABOLITOS 

Acetobacterium  woodii 
Clostridium  aceticum 
Clostridium  formiaceticum 

Butyribacterium  methylotrophicum 
Eubacterium sp. 
Acidaminococcus sp. 

Clostridium SP 

Propionibacterium sp. 
Anaerovibrio sp. 
Veillonella sp. 

Lactobacillus sp. 

Bifidobacterium sp. 

Ruminococcus sp. 

Leptotrichia sp. 
Streptococcus sp. 

Succinivibrio sp. 

Butyrivibrio sp. 
Fusobacterium sp. 

Megasphaera 

Tormofilioas 

Clostridium  thermo-aceticum 
Acetogenium  kivui 

Thermo-anaerobium  brockii 

Thermo-bacteroides  acetoethilicus 

Thermo-anaerobater  ethanolicus 

Clostridium  thermo-saccharolyticum 

acetato 

acetato,  butirato 

acetato,  butirato,  etanol 

acetato,  propionato 

acetato,  etanol,  lactato 

acetato,  lactato 

acetato,  lactato,  formato 

lactato 

succinato 

butirato 

butirato,  isobutirato, 
valerato,  isovalerato, 
caproato 

acetato 

lactato,  acetato,  etanol 

etanol,  acetato, 
butirato,  isobutirato 

etanol,  acetato,  lactato, 
isobutirato,  isovalerato 

etanol,  acetato,  lactato, 
butirato,  formato 
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2.1.2. Segunda etapa  (Acetog6nesis) 

La  segunda  etapa de la metanogdnesis  corresponde  a la 
transformaci6n de los  productos de la primera  etapa  en 
acetato,  hidr6geno y bi6xido de carbono,  y se describe como 
una  etapa de deshidrogenaci6n  acetogenica. Los principales 
sustratos de esta  etapa  son  el  propionato,  butirato  y  el 
etanol. A este  nivel  existe tambien una  etapa de 
homoacetogenesis  que  es la producci6n  directa  de  acetato  a 
partir de hidr6geno y bi6xido de carbono (Fig.  1). 
En esta  etapa  pueden  intervenir tres grupos de bacterias: 

Estas  bacterias  son  las m6s representativas  de la segunda 
etapa  en  los  digestores  anaerobios  y  producen  hidr6geno  y 
acetato,  muy  pocas  han  sido  aisladas,  casi  siempre  deben 
estar  en  estrecha  relaci6n  sintr6fica  con  las  bacterias 
hidrogenofSlicas,  tienen tiempos de crecimiento muy largos 
de 90-160 horas,  (Boone y Bryant,  1980).  Son  muy 
particulares  ya  que  solamente  pueden  crecer  en  presencia de 
otras  bacterias  anaerobias  estrictas  consumidoras de 
hidregen0  como  las  metanogdnicas  hidrogenotrofas o algunas 
sulfato-reductoras  en  presencia de sulf  ato.  La 
deshidrogenacih de los  sustratos  producidos  durante la 
primera  etapa  es  termodin6micamente  desfavorable  en 
condiciones  estbndares, y no  puede  ser  realizada  por  estas 
bacterias  en  cultivo puro; sin  embargo  con muy  bajas 
presiones  parciales de hidr6geno,  las  reacciones se vuelven 
termodinamicamente  posibles y la variacidn  de  energla 
permite  el  crecimiento  de  estas  bacterias  en  cocultivo 
(Tabla 111). Su  descubrimiento  puso  en  evidencia  el  proceso 
de transferencia de interespecies de hidr6geno.  La 
existencia de estos  cultivos  naturales  subraya la 
importancia de las  asociaciones  bacterianas  que  pueden 

11 



TABLA 111. Bacteria8  8intrbfica8 obligatoria. d8 la dig88tibn 
anaerobia (OHPA) [Garcia, 19911. 

Bacterias  Reacci6n G ' O  (m/reacci6n) 

Organismo 88S8* (Pelobacter sp.) 

Etanol + Hz0 ---> acetato + 2H20 +9.6 

Syntrophobacter  wolinii 

propionato + 3H20 ---> acetato + 3H20 + C02 +76.1 

Syntrophomonas  bryantii 
sapovorans 
wolfei sub. sp. saponavida 
wolfei sub. sp. wolfei 

Syntrophospora  bzyantii 

Butirato + 2H20 ---> 2  acetato + 2H2 +48.1 

Syntrophus  buswellii 

Benzoato + 7H20 ----> 3 acetato + 3H2 + C02 +53. O 
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establecerse  durante  la  digesti6n  anaerobia de pol€meros 
biol6gicos. 
Varios  generos  han  sido  descritos,  como  los que son capaces 
de oxidar  los  acidos  grasos  volatiles de cadena  larga y el 
dcido  benzoico. 

2.1.2.2. Bacrtdrias  sulfato-reductoram (BSR) 

Son  bacterias que utilizan  principalmente  sulfato  como 
aceptor  final de electrones y se clasifican en dos grupos: 

a) Las bacterias que oxidan  de  manera  incompleta su 
sustrato, tal como la oxidacien  del  lactato  en  acetato y 
C O Z ,  por  las  bacterias  del tipo Desulfovibrio sp. 
b) Las que  oxidan de manera  completa su sustrato, tal como 
la oxidacien  completa de compuestos  aromaticos,  como  el 
genero ~esulfosarcina sp. 
Algunas  bacterias  sulfato-reductoras  son  competidoras de las 
bacterias  metanogenicas,  siendo  una de las  causas de la 
ausencia de metanogenesis  en  presencia de sulfatos. La BSR y 
las  metanogenicas  compiten  para  el  uso  del  acetato y del 
hidr6geno  en  presencia de sulfato. Sin  embargo, la 
importancia  tr6fica y la actividad  metab6lica de las 
bacterias  sulfato-reductoras  en  los  digestores  en  ausencia 
de sulfatos  no  han  sido  del todo estudiadas  (Garcla, 1991). 
Puede existir  no  obstante  una  relacien  mutua  con  las 
bacterias  metanogenicas  en el campo de la transferencia 
interespecies  de  hidregeno. En este  proceso  las 
metanogenicas  eliminan  el  hidr6geno  producido  por  las 
sulfato-reductoras y remplazan  el  sulfato  como  aceptor  final 
de electrones y hacen la reacci6n  termodinamicamente 
favorables.  Solo  un ntímero restringido de especies  son 
capaces de realizar  esta  transferencia y pertenecen todas al 
genero Desulfovibrio (Tabla IV). 
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Grupo 1 

Desulfovibrio 
africanus 
alcoholovorans 
carbinolicus 
desul f uricans 
fructosovorans 
furfuralis 
giganteus 
gigas 
halophilus 
pigra 
salexigens 
simplex 
sulfodismutans 
termitidis 
vulgaris 

Desul f obotul  us 
sapovorans 

Desulfotomaculum 
antarticum 
guttoideum 
nigrificans 
orientis 
ruminis 

Desul f omicrobium 
apsheronum 
baculatum 

Desul f omonil e 
tiedjei 

Desulfohalobium 
retbaense 

Thermodesulfobacterium 
commune 
mobile 

Desulfobulbus 
elongatus 
propionicus 

Grupo 2 

Desul f obacter 
curvatus 
hydrogenophilus 
latus 
postgatei 

Desulfobacterium 
anilini 
autotrophicum 
catecholicum 
indolicum 
macestii 
niacini 
phenolicum 
vacuolatum 

Desul f ococcus 
biacutus 
mu1  tivorans 

Desul f oarcul us 
baarsii 

Desulfotomaculum 
acetoxidans 
geothermicum 
kuznetsovii 
thermoacetoxidans 
thermobenzoicum 

Desul f onema 
limicola 
magnum 

Desul f osarcina 
variabilis 

Archaeoglobus 
f u1  gidus 
profundus 
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2.1.2.3. Bacterias homoacetoghicas 

Estas  bacterias  fermentativas se caracterizan  por  la 
producci6n  exclusiva  de  acetato,  sea  a  partir de un  sustrato 
carbonado,  reduciendo  el  bidxido de carbono con los 
electrones  formados  durante la fermentacidn de este  sustrato 
(Grupo l), 6 a  partir  de la reducci6n del bibxido de carbono 
por  el  hidr6geno  (Grupo 2). Esta  vfa de formacidn de acetato 
a  partir de bi6xido de carbono m6s hidr6geno  no parece 
competitiva  con la metanogenesis,  ya  que se enumeran 
alrededor de cien  veces  menos homoacetoghicas del grupo 2 
que de metanoghicas en  los  digestores  anaerobios  (Tabla V). 
Estas  bacterias  pertenecen  a grupos bacterianos  muy  diversos 
y tienen las  siguientes  caracterlsticas  (Eichler  y  Schink, 
1984) : 
8) Tres moles de acetato  deben de ser  formados  a  partir de 
la glucosa o fructosa. 
b) No hay  hidr6geno  molecular  producido. 
c) El  bi6xido de carbono  es  necesario  para  el  crecimiento. 
d) El  bi6xido de carbono  es  incorporado  al  acetato, 
dependiendo  del  sustrato  utilizado. 

2.1.3. Tercera  etapa  (Xetanog&nesis) 

La  metanogdnesis  es Ea  Clltima etapa  de la digesti6n 
anaerobia  y  consiste en  la produccidn de metano  a  partir del 
acetato,  hidr6geno mds bi6xido de carbono,  compuestos 
metilados y de ciertos  alcoholes  en  presencia de bi6xido de 
carbono  (Fig. 1) . 
Se pueden  definir tres grupos  nutricionales  (Tabla  VI)., 

2.1.3.1. Bacterias  metanog&nicas  hidrogenotrofas:  utilizan 
como  sustrato  el  hidregen0 mas bi6xido de carbono  y  algunas 
el  formato. 



TABLA V. Bacteria8  homoacetog0nican de la  digentien 
anaerobia (Oaraia, 1991) 

Grupo 1 : H+ (reducci6n de un comp. carbonado) + C02 -> acetato 

Butyribacterium  ret  tgeri 

Clostridium  acidiurici 
cylindrospermum 
formicoaceticum 
magnum 
thermoaceticum 

Peptococcus g1 ycinophil us 

GNPO 2 : H2 + CO2 --- > acetato 

Acetoanaerobium  noterae 

Acetobacterium 

Acetogenium 

Acetofilamentum 

Acetohalobium 

Acetomicrobium 

Acetothermus 

Acetitomaculum 

Clostridium 

carbinolicum 
malicum 
termitida 
wieringae 
woodii 

kiwi 

rigidum 

arabaticum 

f 1 avidum 

paucivorans 

ruminis 

aceticum 
ljungdahlii 
mayombii 
thermoautotrophicum 

Eubacterium  limosum 

Sporomusa acidovorans 
malonica 
ovata 
paucivorans 
sphaeroides 
termitida 
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TABLA VI. Grupos nutricionales  de  la8  bacteria8 
metanogbicas (Garcia, 1991) 

l a  Hidrogenotr6ficaa (67%) 

Usan  H2 + C02 y s e e n  las  especies,  el  formato 
Methanobacterium  Methanobrevibacter 
Methanothermus  Methanopyrus 
Methanococcus  Methanomicrobium 
Methanolacinia  Methanoculleus 
Methanogenium  Methanocorpusculum 
Methanospirillum  Methanoplanus 
Methanoplasma 

Usan el acetato y s e e n  las  especies, H2 + COZ,  formato, 
metanol y metilaminas 

Methanosarcina  Methanothrix 
Methanosaeta 

3 a  Idetilotr6ficas (27%) 

Usan  el  metanol y las  metilaminas 

Methanolobus  Methanococcoides 
Methanohalophilus  Methanohalococcus 
Me thanohal  obium 

4. Hidrogeno-rn8tilotr6ficaa ( 3 % )  

Usan  exclusivamente  H2 + metanol 
Methanosphaera 

5. Alcoholotr6ficas (10%) 

Usan  COZ + alcohol  (2-propanol,  2-butanol,  etanol) 
Methanobacterium Methanospirillum 
Methanogenium Methanocorpusculum 



2.1.3.2. Bacterias  metanogbnicas  acetoclisticas:  utilizan 
el  acetato  como  sustrato, y segQn  las  especies,  hidr6geno 
mas bi6xido de carbono  y  metilaminas. 

2.1.3.3. Bacterias metanoghicas metilotrofas: son las  que 
utilizan  como  sustrato  metanol, metilaminas Y 
metildisulfuros. 
Entre  las  sesenta y ocho  especies  descritas  hasta  hoy  67% 
son  hidrogenotrofas,  13% son acetocldsticas  y  27%  son 
metilotrofas, de Bstas  Qltimas  17% son metilotrofas 
obligadas y el 3% son hidr6geno-metilotrofas  y  usan  el 
hidr6geno  para  reducir  el  metanol  a  metano. Algunas especies 
son  alcoholotrofas  y  producen  metano  en  presencia de ciertos 
alcoholes  como  donadores  de  hidr6geno.  El  mon6xido de 
carbono  puede  tambiBn  ser  convertido  en  metano,  pero  no 
constituye  un  sustrato  importante en  la metanogenesis. 
Excepto  las  acetoclasticas y las  metilotrofas, la mayorla de 
las  especies  son  capaces de usar  formiato.  Ciertas 
acetocldsticas  son  incapaces de oxidar  el  hidr6geno;  las 
especies  del  ggnero Methanosarcina son  las mas versatiles de 
las metanoghicas, pero la especie  del  genero Methanotrix 
usan  solamente el  acetato. 
La  taxonomla  de  las  bacterias  metanogenicas  ha  sido 
profundamente  revisada  despues  del  estudio  comparativo  de 
algunas de sus  caracterlsticas  distintivas  (Woese,  1977), 
como  es la secuencia de su ARN ribosomal 165, la composici6n 
de los  llpidos  en sus paredes  y  los  andlisis  inmunol6gicos. 
La  bacterias metanoghicas se  clasifican  en  un  nuevo reino: 
el de las  Arquibacterias. 

2.1.3.4. Características  distintivam  de  las  bacterias 
metanoghicas 

En  1977,  Woese  clasific6  a  las  bacterias  metanogBnicas 
dentro  de  las  Arquibacterias  que  presentan  diferencias  con 
las  bacterias  cldsicas, tanto fisiol6gicas  como 
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estructurales.  Su  pH 6ptimo es  de 6-8, el  amoniaco  y  el 
sulfur0 de hidr6geno son sus principales  fuentes de 
nitr6geno y azufre;  el  níquel  es  el  dtomo  central de la 
coenzima F430, que  actaa  como  grupo  prostetic0 de la enzima 
metil-coMreductasa  que  cataliza  el  paso  final de la 
formaci6n de metano  (Schoberth  y col., 1982). El  factor 
F420 hace que las  bacterias metanoghicas fluorescan  a 420 
nm y  permite su identificacien  por  medio de un  microscopio 
con dispositivo  de  epifluorescencia, y determinar 
actividades  bioqulmicas  en  los  digestores  anaerobios Gorris 
y col. (1988). Son  bacterias  anaerobias  estrictas  que  exigen 
ademds de la  ausencia  de  oxigeno,  condiciones de reduccih 
del  medio  ambiente  inferiores  a  los -350 mV  para  crecer 
Zehnder (1978), tienen  como  caracteristicas  comunes  producir 
metano, tiene un  rango  de  sustratos  muy  limitado  y tiempos 
de  crecimiento largos.  La  pared de estas bacterias  en  ning6n 
caso tienen murelna o peptidoglicano,  por el contrario la 
pared de las  bacterias metanoghicas tienen  una  gran 
variedad de estructura; Por ejemplo , las 
Methanobacteriaciae  tiene  una  pared  compuesta  de  un  polimero 
denominado  pseudomurelna que se caracteriza por  la  ausencia 
de dcido  murdmico y la presencia  de  dcido N- 
acetiltalosaminur6nico y las Methanosarcina tienen  un 
polisacdrido,  estas  estructuras  hacen  a  las  bacterias 
insensibles  a la acci6n de la lisozima y antibi6ticos tales 
como,  la  penicilina,  cicloserina y la  valeromicina. 
La  composici6n  en  lípidos de estas  bacterias  es  tambien 
particular. Las secuencias de ARNr  no  estdn  relacionadas con 
las de las  bacterias  tlpicas, y los  ARNt  no  tienen la parte 
coman  universal  GT CG sino un andlogo. 
Se han  descubierto  nuevas  coenzimas que no se encuentran  en 
otros  microorganismos  excepto  el  cofactor ~ 4 2 0  tales como, 
la coenzima M (bcido 2-mercaptoetanolsulf6nico), la 
metanopterina, el factor F342, el FAF (formaldehyde 
activator  factor), el  factor  CDR o metanofuran, el factor 
F430r 
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Balch y col. (1979) propusieron  una  revisien  importante de 
la taxonomia de las  metanoggnicas que constituia trece 
especies  divididas  en tres 6rdenes de cuatro  familias y 
ggneros. Actualmente  estas tres órdenes  comportan  siete 
familias y veintifin generos  con mas de setenta  especies 
(Garcia,  1983),  (Tabla VII) . 

2 . 2 .  EL PAPEL DEL  HIDROGEHO E# LA DIGESTION  ANAEROBIA 

El papel del hidrdgeno  se  destaca  principalmente  a dos 
niveles,  la  acetogenesis y la metanogenesis  a  partir de 
acetato. 

El concepto  moderno  de la digestibn  anaerobia  en tres 
etapas, surge del  descubrimiento que los  dcidos  grasos 
voldtiles y el  etanol  son  convertidos  en  acetato  e 
hidregeno,  por un grupo  especial de bacterias.  Para que 
estas reacciones se realicen  es  necesario tener en  el  medio 
concentraciones  muy  bajas de hidrogeno.  Bryant y col. (1967) 
demostraron que la  bacteria Methanobacillus  omelianski era 
una  asociaci6n  sintrefica  de  dos  bacterias,  incapaz  cada  una 
de  llevar  a cabo la degradacien  del  etanol.  Una de ellas  era 
una  bacteria  metanogenica  hidrogenofilica, que convierte  el 
hidregeno y COZ en  metano, y la otra  era  una  bacteria  nueva 
que  oxida  el  etanol  en  acetato  e  hidregeno.  Esta  clase de 
relacien  fisiolbgica,  que  implica  un  intercambio de 
hidregen0  entre  un  organismo  quimioheterotrófico y una 
bacteria  metanogenica  u  otro  microorganismo  utilizador de 
hidregeno, que permite  realizar  algunas  reacciones  quxmicas 
que  pueden  ocurrir  solamente  a  baja  concentracien  de 
hidr6geno  es  llamada  "Tran8ferencia interespecies de 
hidr6genoaa . Las reacciones  dependientes de este  fen6meno se 
pueden  clasificar en tres categorlas: 
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TABLA VII. Bacterias metanoghicas (Garcia, 1983) 

METANOBATERIALES 

METHANOBACTERIACEAE 

Methanobacterium 

Methanobrevibacter 

METHANOTHERMACEAE 

Methanothermus 

METHANOPLANACEAE 

Methanoplanus 

METANOCOCCALES 

METHANOCOCCACEAE 

Methanococcus 

METANOMICROBIALES 

METHANOMICROBIACEAE 

Methanomicrobium 

Methanogenium 

Methanolobus 
Methanococcoides 
Methanospirillum 

METHANOSARCINEAE 

Methanosarcina 

Methanothrix 

Metbanoplasma 

bryantii 
formicicum 
thermoautotrophicum 
arboriphilus 
ruminantium 
smi thii 

f  ervidus 

limicola 

del tae 
maripaludis 
thermolithotrophicus 
vannielii 
vol tae 
jannaschii 

mobile 
paynteri 
cariaci 
marisnigri 
olentangyi 
thermophilicum 
tatii 
tindarius 
methylutens 
hungatei 

acetivorans 
barkeri 
TI41 
mazei 
soehngenii 
sp. (thermophile) 
elizabethii 
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La  primera  es  relacionada  con  el  catabolismo de pequefias 
mol(5culas, tales como  alcoholes,  lactato, o formiato. Las 
bacterias  que  hacen estas reacciones  pueden  crecer  con  otros 
sustratos  sin  necesidad de una  transferencia de hidr6gen0, 
pero  catabolizan  alcoholes,  lactato o formiato  solamente 
cuando el hidr6geno es removido  por  asociaci6n con bacterias 
consumidoras  de hidregeeno, o cuando hay un aceptor  de 
hidr6geno  inorgdnico (sulfato) u  orgdnico (fumarato) . En 
ausencia de un  receptor  estas  reacciones  estdn  inhibidas  por 
la acumulaci6n de hidr6geno. 
La  segunda  categorla de reacciones  se  realiza  con  bacterias 
fermentativas  que  catabolizan  carbohidratos simples o 
complejos.  Estas  bacterias  crecen  bien  en  ausencia  de 
remocien de hidrbgeno, producihdolo o no,  pero  en  presencia 
de bacterias  consumidoras  de  hidregen0  (a  menudo 
metanogenicas),  incrementan su producci6n de hidregen0 y 
disminuyen la producci6n de metabolitos reducidos tales 
como,  lactato,  propionato,  butirato y etanol  para  dar  lugar 
a  una  producci6n  de  acetato  mayor. 
En  la tercera clase de reacciones, la produccidn  de 
hidr6geno  es  obligatoria,  las  bacterias de este  grupo  son 
sintr6ficas  obligadas que requieren la presencia de 
bacterias  consumidoras de hidr6geno.  Las  primeras  degradan 
principalmente  los  dcidos  grasos  monocarboxllicos  en  acetato 
e  hidrdgeno y son  llamadas OHPA (Bacterias  acetogenicas 
obligadas  productoras de hidr6geno). 

2.2.2.  Bidregeno y metanoghesis a partir de acetato 

Mah  en 1980, demostre que el  hidregeno  inhibe la degradaci6n 
del  acetato por  las  bacterias  acetocldsticas del genero 
Methanosarcina. Este  efecto  se  produce  a  diferentes  grados, 
dependiendo  de  las  especies.  Por  ejemplo Methanosarcina 
thermofila (ex T”1) no  puede  utilizar el hidrbgeno,  pero el 
consumo  del  acetato se inhibe  si  hay  hidregen0  en  el  medio. 
Methanosarcina  barkeri 227 oxida  el  hidr6geno,  pero la 

22 



utilizacidn  del  acetato se logra  solamente cuando el 
hidr6geno  desaparece  completamente  del  medio.  Estudios 
recientes hechos por  Lovley  y  Ferry (1985), Boone  y col. 
(1987), demostraron  que  bacterias del genero Methanosarcina 
cultivadas con  acetato,  producen pequefias cantidades de 
hidrdgeno 16-92  Pa, y que  dentro de un  rango de 2 a 810 Pa. 
(1%  de la fase  gaseosa) , no  causaba  ninguna  inhibicidn. 
Ademds demostraron  que  estas  mismas  bacterias  alimentadas 
con Hz-CO~ e  incubadas mas de 4 dias despues de la 
desaparicidn  del  hidrdgeno no utilizaban el  acetato,  a 
condicidn de que se agregara  una pequefia cantidad de 
hidr6geno  al medio. As1 se  puede  demostrar  un  doble  efecto 
del  hidrdgeno,  un  efecto  inhibidor  a  altas  concentraciones y 
un  efecto  positivo  a  concentraciones bajas. 

2.3. DIGESTION  ANAEROBIA Y SULBATOS 

El sulfato es  un  factor  que  puede  influir  fuertemente  en  la 
metanogenesis.  Su  accidn se presenta  a dos niveles: 
competencia  por los  principales  sustratos  utilizados  por  las 
bacterias  metanogdnicas  (acetato  e  hidrdgeno),  e  inhibicidn 
de  las  bacterias  acetocldsticas  por la produccidn de 
sulfuros. 

2.3.1. Cornpatencia  por loa auatratoa  metanog6nicos: 

Numerosas  bacterias  sulfato  reductoras  (BSR),  son capaces de 
reducir  el  sulfato  utilizando el hidrdgeno o acetato  como 
fuente de electrones. 
Bryant  y  col.  (1977),  demostraron que en  un  cultivo  mixto de 
una  bacteria  sulfato-reductora y una  bacteria  metanogenica 
hidrogenofllica en  presencia de sulfato,  se  produce  una 
disminucidn  estequiometrica  en  la  produccidn de metano. 
Schonheit  y col. (1982) , y Kristjansson y col. (1982) , 
demostraron  que la competencia se lleva  a  cabo  cuando la 
concentracidn  del  sustrato  es  limitante y que no  hay 
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limitacien  en  sulfato. Es decir que en  condiciones  no 
limitantes de sulfato,  las  bacterias  sulfato-reductoras 
ganan la competencia  por  tener  una  afinidad  mayor  a  estos 
sustratos. 
Lovley  y  col.  (1982),  plantearon que dada la  afinidad de las 
bacterias BSR por  el  hidrdgeno,  en  condiciones  no  limitantes 
de sulfato,  estas  bacterias  mantienen  una  presidn  parcial de 
hidr6geno  bajo  un  nivel  minimo  necesario  para la producci6n 
de metano.  Este  nivel  es  por  lo menos 6 veces mas alto que 
la presi6n  parcial de hidrdgeno  en  los  sedimentos. 

2.3.2. Sulfrtos como fuente de sulfuros: 

El sulfato  como  tal,  no  es un inhibidor de la digestidn 
anaerobia,  pero  los  sulfuros  provenientes de la sulfato- 
reduccih, ademas de ser  una  fuente de azufre  para  las 
bacterias metanoghicas, pueden  inhibir la reacci6n 
acetoclastica  a  partir de concentraciones  determinadas. 
Khan  y col. (1978) , demostraron que se necesita  una 
concentraci6n de 0.85 mM de sulfato  para la producci6n de 
metano  a  partir de celulosa,  pero  a  concentraciones de 1.75 
mM se empieza  a  inhibir la metanoghesis y a  una 
concentracien de 10 mM la inhibicidn  es  total. 
Guyot  y  col.  (1985),  encontraron que con un  cultivo  mixto de 
una  bacteria  sulfato-reductora  utilizadora de propionato  y 
Methanosarcina  barkeri en presencia  de  sulfato  y de 
propionato,  el  acetato  producido  podia  ser  utilizado  por M. 
barkeri Clnicamente si hab€a fierro  en  el  medio,  para 
precipitar  el  sulfuro  producido.  sin  fierro  una 
concentracien  de 5 mM de  sulfuro  inhibia la metanoghesis. 
As€ se comprobe el  papel  importante  del  fierro  y la 
inhibici6n  directa  de la acetogenesis  por  altos  niveles de 
sulfuros  solubles. 
Por  otra  parte  los  sulfuros  producidos  mejoran  las 
condiciones  reducidas  del  medio  ambiente, lo que  representa 
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otro  papel  positivo de la adici6n  limitada de sulfatos en 
ciertos  procesos  anaerobios. 

2 a 4 a  AMONIO Y DIOEBTIOM ANAEROBIA 

El  ion amonio  proveniente  de los compuestos  nitrogenados  que 
se generan de la primera o segunda etapas de la digesti6n 
anaerobia  pueden  ser  causa de inhibici6n de la metanogbesis 
debido al incremento de pH  en  los digestores anaerobios y a 
su acumulaci6n. 
Estudios  anteriores  han  sugerido que la presencia  de 
amoniaco  ejercen  una  acci6n  importante en el  crecimiento  de 
las  bacterias  hidrogenofilicas, siendo una  causa de 
inhibici6n de la metanoghesis. Scriba (1985), demostr6  que 
a  concentraciones  de 1.5 y 3 .  O g/l  de amonio  había 
i.nhibici6n de la  metanogenesis.  En 1987 Jarrel y Saulnier 
trabajando con cultivos  puros de bacterias  metanogenicas 
encontraron que la inhibicidn de la metanogenesis  por 
amoniaco  varia de acuerdo  a la cepa  estudiada,  que 
trabajando con pH de 6.5 algunas cepas soportaban 
concentraciones de amoniaco  hasta de 10 g/l.  Naguib y col. 
(1988),  demostraron  que el  catabolismo del acetato  con la 
adici6n de NH3 presentaba  una  inhibici6n  de  tipo 
competitivo.  Poggi y col. (1991), trabajando con  lodos 
anaerobios de un  digestor  con  acetato como fuente de carbono 
demostraron que se forman tres etapas  en  la  inhibici6n de la 
flora  metanogenica  acetocldstica y en la  producci6n de 
metano y que existe  una  inhibici6n total a  partir de una 
concentraci6n de 170 mg/l de amonio. 
La  forma  ionizada  es la menos  t6xica y dado  que  en  un 
digestor  anaerobio el pH  se  mantiene  en la neutralidad,  esta 
es la forma que predomina. 
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2.5. DEBCRIPCION  DEL REACTOR -OBI0 DE LECHO DE LODOB  CON 
FLUJO ABCEblDEWfE (UABB) 

En  la  altima decada,  el  tratamiento anaerobio de aguas 
residuales  ha  sido  una  tecnologla  aceptada  para tratar aguas 
residuales,  tanto  dom6sticas  como  de  una  amplia  variedad de 
industrias. 
El  desarrollo de esta  tecnologla  ha dado lugar  a tres 
generaciones de reactores  (Noyola, 1990). 

a) Reactores  anaerobios de primera  generacien: 
La  primera  generacien de reactores comprende aquellos 
procesos  donde la biomasa se encuentra  en  suspensien,  por lo 
que los  tiempos de retencien  hidraulica son largos  desde 4 

hasta  mas de 30 dlas, lo que  hace  que  los reactores sean de 
tamafio muy  grandes. 

b) Reactores  anaerobios de segunda  generacien: 
En  este tipo de  reactores  los  microorganismos son retenidos 
en  el  reactor,  ya  sea  por  medio de soportes  inertes  para 
formar  biopellculas o por  medio de 'su sedimentacien,  lo  que 
permite  mantener  altos tiempos de retencien celular 
independientes  del tiempo de residencia  hidrdulica,  los 
cuales  disminuyen  a  intervalos de 0.5 a 3 dXas. 

o) Reactores  anaerobios de tercera  generacien: 
Los reactores de tercera  generacien tambiOn retienen  los 
microorganismos  en  forma de biopellcula,  pero  el  soporte  se 
expande o fluldiza con altas  velocidades  ascencionales y 
presentan  tiempos de retencien  hidrdulico menores a 12 

horas. 

Dentro  del  grupo de reactores de segunda  generacien se 
encuentra  el  reactor  anaerobio de lecho de lodos y flujo 
ascendente  UASB  (Upflow  Anaerobic  Sludge  Blanket)  (Fig.  2), 
desarrollado  por  Lettinga  y col.  (1980). 
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Fig. 2. Reactor UASB. 
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Este reactor opera  con  flujo  ascendente,  el  cual  ejerce  una 
cierta  selectividad  sobre  los  microorganismos  presentes y 
favorece as$ lo  formacien  de  un  lodo con buenas  propiedades 
de floculaci6n y sedimentacien,  dando  como  resultado  una 
cama o lecho de lodos en  la parte  inferior del reactor. Por 
la parte superior  contiene  un  separador  de  gas-lXquido- 
&lido,  el  cual  evita la salida de los  selidos  suspendidos 
en el ef  luente y favorece la evacuacien  del gas y la 
decantaci6n de los  fl6culos que eventualmente  llegan  a la 
parte superior  (Noyola 1988). El  agua  residual  a tratar es 
uniformemente  distribulda  en la base  del  reactor y pasa  a 
traves de la cama  de  lodos, la cual transforma la materia 
orgdnica  en  biogas  (mezcla de 6CHq y C O Z ) ,  que se evactia por 
medio de colectores en  la parte  superior. 
El aspecto fundamental  del  sistema UASB lo constituyen  los 
lodos  granulares  indispensables  para  su  correcto 
funcionamiento.  La  caracterlstica de estos  granulos es 
contar con una  actividad metanoghica elevada,  forma 
esferica y tiene alta  capacidad de decantaci6n lo que 
favorece un alto  grado  de  retenci6n  en  el  reactor, con lo 
que se logran  bajos  tiempos de retencidn  hidraulico con 
altos tiempos de retencien  celular  (Lettinga y col., 1982) . 
Lo  anterior  permite el tratamiento de aguas  residuales  con 
altas cargas organicas  hasta de 40 KgDQo/ld  en  reactores de 
tamafio mas pequenos. 
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La  acetamida  es  un  compuesto  que  tiene un peso  molecular  de 
59.07 g/mol, un  punto de fusi6n de 82O C ,  punto  de 
ebullici6n  de 221° C ,  es  cristalino,  s6lido  e  incoloro, 
delicuescente  en  el  aire  hGmedo  e  inodoro  en  estado puro.  En 
virtud de su  variada  funcionalidad  es  muy  estimada  como 
disolvente,  por  lo  que  se  utiliza  en  muchos  procesos 
industriales tales como: disolvente de colorantes  en la 
industria  textil,  fundentes de soldadura,  antidcido  en la 
industria de lacas,  humectante  de  papel  y  tintoreria, 
explosivos y cosmeticos,  materia  prima  en  sintesis  orgdnica 
de medicamentos, etc. 
Muy  poca  informaci6n se ha  reportado  sobre  el  daAo  ecol6gico 
que  pueden  ocasionar  los  nitrilos  orgdnicos  y sus derivados, 
entre  ellos  las  amidas. Las descargas  directas  de  aguas 
residuales  conteniendo  estos  compuestos  pueden  causar 
severos dafios a la salud,  ya  que  algunos  de  ellos  son 
altamente  texicos,  y  algunos  mutagenicos  y  carcin6genos 
(Mohamed y col., 1989). 
En particular  para la acetamida se ha  visto  que  una 
administraci6n  oral  en  ratas,  forma tumores malignos  en el 
higado  y  debido  a la liberacien  de  amonio  tambign  es  causa 
de la desnaturalizaci6n de las  proteínas  (Kirk-Otmer,  1978). 
Estudios  realizados,  demuestran  que  bajo  condiciones 
aerobias  de  cultivo  es  posible  degradar  acetonitrilo  y  otros 
nitrilos  a sus amidas  correspondientes,  por  medio de la 
acci6n  de  dos  enzimas:  la  nitrilo-hidratasa  produciendo sus 
amidas  correspondientes  y la amidasa  dando  como  productos 
principales  dcido  ac6tico  y  amoniaco  (Mohamed  y col.,  1989). 
Los estudios  sobre  las  vias  anaerobias de biodegradaci6n  de 
este  producto atin no se han  informado. 
Existe  evidencia  experimental  de  que la acetamida (CH3- 

CONH2) , es  transformada  en gas bajo  condiciones  anaerobia.s, 
esto se prow5  en  el  laboratorio  de  microbiología  ambiental 
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de esta  Universidad,  con dos lodos  alimentados con acetamida 
desde hace algunos  anos. 
En  este  trabajo  de tesis nos  preguntamos si habla  alguna 
forma de degradar la acetamida  en  anaerobiosis, con el fin 
de detoxificar y tratar  efluentes  que  contengan  este 
compuesto.  Tomando  en  cuenta  las  reacciones que  se llevan  a 
cabo en  digestien  anaerobia, se plantearon  varias  hip6tesis 
de degradaci6n  anaerobia de la  acetamida: 

VIAS ~TABTOBNIICAS: 
(i) Metanacien vla transferencias  interespecies de 
hidr6gen0,  con la oxidacien de la acetamida  en  acetonotrilo 
m6s hidregeno.  En  este caso no  debla  aparecer  amonio  en  el 
medio. 
(ii) Desamidacien  del  compuesto  en  acetato mas amonio, y 
transformacien  del  acetato  en  metano, 
(iii)  Dado la semejanza  estructural  de la acetamida con el 
acetato y la capacidad que tienen  algunas  bacterias 
metanoghica acetocldsticas de utilizar  el  acetato y las 
metilaminas  se  plante6 la hip6tesis de la utilizaci6n 
directa  de la acetamida  por  estas  bacterias  para  producir 
metano , 

SULBATO-REDUCCION: 
(i) Utilizacien  directa de la  acetamida. 
(ii)  Utilizacien  indirecta  vla la formacien  de  acetato. 
As$ este  trabajo  se  enfoc6  en  una  primera  etapa  en 
determinar la secuencia de eventos  que  ocurren  durante la 
degradacien  anaerobia de acetamida. 
Por otra  parte  se  estudie la degradacien  anaerobia de este 
compuesto  en  reactores de tipo UASB,  para  determinar la 
factibilidad  del  tratamiento de efluentes que contienen 
acetamida. 
La  acetamida  es  un  compuesto  interesante, y no tan facil de 
manejar  porque al degradarse  puede  liberar  amonio, el cual 
al acumularse  podrla  inhibir la metanoghesis. 
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3 OBJETIVOS 

3.1. Evaluar tres diferentes  indculos  mixtos  naturales  en  un 
medio de cultivo  definido  con  acetamida  como fuente de 
carbono, para: 

3.1.1. Verificar  bajo  condiciones  anaerobias  de  cultivo que 
los  in6culos  mixtos  transforman la acetamida  en  metano  en 
ausencia de sulfatos. 

3.1.2. Verificar la degradaci6n  de  este  compuesto  en 
condiciones  sulfato-reductoras. 

3..2. Evaluar la poblaci6n  microbiana  presente  en  los  lodos. 

3.4. Estudiar la actividad  de  los  lodos  del  reactor  UASB, 
para  compararla  con  las  actividades  de  los  otros  lodos. 
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4. MATERIAL Y METODOS 

4 1 w ACTIVIDADES 

4.1.1. In6oulo 
La  idea de degradar  a la acetamida  por  via  anaerobia  surgid 
debido  a la  semejanza  estructural que presenta  este 
compuesto  con el acetato  (principal  precursor del metano). 
Esta  semejanza  sugiri6  que  un  lodo  con  una  poblaci6n  activa 
metanogenica  puede  degradar  a la  acetamida. 
Para  el siguiente estudio  se trabaje con tres diferentes 
lodos  los cuales se describen de la manera  siguiente: 

4.1.2. Lodo dm1 ingenio: 

Se colectaron de los  sedimentos  del  neutralizador  de un 
ingenio  en  Santa  Clara  en  el  Estado de Michoacdn en  1987. 
Este  lodo  fue  alimentado  durante mds de tres afios con  agua 
corriente y acetamida,  con  el  fin de mantener  activa la 
poblaci6n  microbiana.  El  lodo  fue  mantenido  en  una  botella 
de suero de 500 m1 con  tap6n  de  hule y aguja  para la salida 
del  biogas.  La’  temperatura  fu6 de 35O C y un  pH  cercano  a 7. 
Al  cabo de este tiempo se realize un ensayo  preliminar  en 
botellas  seroldgicas  para  comprobar que la acetamida  era 
degradada  a  metano.  Unos  meses  antes de iniciar  el  estudio, 
la alimentacibn  se  hizo  cada  semana, y con  un  medio  de 
cultivo  para  bacterias  metanogdnicas (Balch y Wolfe,  1976), 
y con  una  concentracien  constante de acetamida  de 10 mM. Una 
noche  antes de iniciar  los  cultivos  el  lodo se deje  bajo  un 
vacio  de 20 mmHg, para  eliminar  el  metano y otros  gases 
disueltos. Se determinaron los selidos suspendidos  voldtiles 
de este  lodo,  para  calcular  la  cantidad  de  in6culo  que  se 
debia  utilizar  en  las  cin6ticas. 

c 
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4.1.3. Lodo de los sedimentos: 

Se colectaron de los  sedimentos  de  un  efluente de Rio Blanco 
en  Orizaba,  Veracruz,  cercano  a  una  fabrica de papel  en 
1987. Debido  a que en  las  fabricas de papel  utilizan  los 
sulfatos se supuso que en  este  lodo  existian  bacterias 
sulfato-reductoras,  por  lo  que  se decidi6 alimentarlo  con 
sulfato de sodio y con acetamida.  Como el lodo  del  ingenio, 
este  lodo  fue  alimentado  con  concentraciones  variables  de 
acetamida y sulfato de sodio  durante mas de tres afios. El 
olor  caracterlstico  del  sulfur0 de sodio nos indic6 la 
presencia de bacterias  sulfato-reductoras. Se alimentaron 
con  el  mismo  medio de cultivo  que  el  lodo  anterior y con 20 
mM de sulfato  de  sodio.  Las  condiciones de cultivo  fueron 
las  mismas que para  el  lodo  del  ingenio. 

Se  colectaron  de  una  planta de tratamiento  anaerobio de las 
aguas  residuales  de  una  industria  (IMEXA) que produce 
levaduras  en  el  Estado de Puebla.  Este lodo fue adaptado dos 
semanas  antes  del  estudio  con 10 mM de acetamida  bajo las 
mismas  condiciones de operaci6n  que los lodos anteriores. 
Este  lodo se utilize  para  determinar  cineticas de 
degradaci6n de acetamida,  a  diferentes  concentraciones. 

4.1.5. Sustrato 

El sustrato  utilizado  fu6  acetamida grado reactivo  marca 
J.T. BAKER. Se prepare  una  soluci6n  patr6n  concentrada  en 
tubos de Hungate con 10 m1 de agua  hervida  bajo  nitr6geno. 
Dentro  de  la cdimara anaerobia la acetamida se adicion6  a los 
tubos. 
Para  los  cultivos  con  el  lodo  del  ingenio,  el  cultivo  se 
inicie  con  una concentracih  de acetamida  en  el  medio  de 10 



mM. Para  el  lodo de los  sedimentos se utilize  acetamida  10 
mM mas 20 mM de sulfato de sodio. 
Para el  cultivo  con  el  lodo de IMEXA  las  concentraciones de 
acetamida  fueron:  4.24,  12.71,  25.42, 50.85, 76.3,  101.7 y 
169 mM. 
La soluci6n  de  acetamida se esteriliz6  a 20 lb/in2  durante 
15  minutos. 

4.1.6. Medio de oultivo 

La composici6n  del  medio de cultivo  basal se describe  en la 
tabla  siguiente y esta  basado  en  el  medio  descrito  por  Balch 
y Wolfe (1976). 

TABLA VIII. MEDIO DE CULTIVO (por litro) 

Solucidn  mineral 1 
Soluci6n  mineral 2 
Soluci6n de oligoelementos 
Solucidn  de  vitaminas 
Soluci6n de cloruro de nSque1(0.005%) 
Soluci6n de sulfato  ferroso (2.5%) 
Solucidn  de  resarsurina  (0.1%) 
Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
Bicarbonato  de  sodio 
Cisteina 

50.0 m1 
50.0 m1 
10.0 m1 
10.0 m1 
10.0 m1 
1.0 m1 
1.0 m1 
0.1 g 
0.1 g 
2.0 g 
0.5 g 

(Ver  anexo). 

Se mezclan todos los  componentes,  excepto la  cisteina. Se 
pone  a  ebullici6n  bajo  atm6sfera  de  nitrdgeno  para  remover 
todo el oxSgeno  presente,  que  es  cuando la resarsurina 
cambia de azul a rosa,  el  medio se enfrfa  bajo  nitr6gen0, y 
se le  agrega  la  cistelna  para  una  mejor  reducci6n.  El  matraz 
se tapa  con  un tap6n de hule y se introduce  dentro de la 



camara  anaerobia,  a  cada  botella se le  agrega 16 m1 de 
medio, y se tapan.  Fuera  de  la  cdmara se colocan sellos de 
aluminio y a  cada  una de las  botellas  se le cambia la 
atmesfera por una  corriente de N2-CO2, (80-20%),  durante 2 
minutos.  Para  los  medios  con  sulfato de sodio el medio  basal 
no  lleva  bicarbonato.  El pH del medio se ajusta  a 9 con 
hidrexido de sodio  antes  de la ebullicien y el cambio de 
atm6sfera  despues  de  llenar  las  botellas se hace  dnicamente 
con  nitrbgeno,  durante 2 minutos,  para  desplazar todo el 
hidregeno que estuviera  presente  proveniente  de la  &mara al 
llenar  las  botellas. 
Todos los  medios se esterilizaron  a 20 lb\in,  durante 15 
minutos. 

4.1 .7 .  CinOtica de los cultivos: 

~1  plan  experimental  fue el  siguiente: 
Las cineticas de  los  cultivos se realizaron en botellas de 
suero de 60 ml,  las  cuales  contenlan 16 m1 de  medio de 
cultivo  est4ril. 
Se realizaron  las  cineticas de los  cultivos  con  lodos del 
ingenio y de los  sedimentos. Se hicieron  controles con lodos 
esterilizados  para  asegurar que la acetamida  fuera 
degradada  por  los  microorganismos y no  abibticamente, y 
controles con  lodos  activos  sin  sustrato. 
Se realizaron  cineticas  con  los  lodos del ingenio y de los 
sedimentos  con y sin  fuente  nitrogenada  (amonio). 
Se realizaron  tambien  cineticas con lodos de IMEXA con 
fuente  nitrogenada,  variando  la concentracih de  acetamida. 

4.1 .8 .  Inoculaci6n: 

Los lodos  despuBs de una  noche  al  vaclo,  se  introdujeron  a 
la cgmara  anaerobia,  con l o s  diferentes  medios de cultivo y 
el  material  necesario  para la inoculacih, cada  una de las 
botellas  fue  inoculada  con 4 m1 de lodo  por  medio de 



jeringas  esteriles.  Despues  de la inoculacidn  los  cultivos 
se sacaron de la chara, se  sellaron con'tap6n de aluminio y 
bajo  condiciones  est6riles y flujo de nitrbgeno se adicione 
a  las  botellas que no  contenian  sulfato 0.2 m1 de  sulfuro de 
sodio (solucibn de sulfuro  de  sodio 2.5% est6ril).  De  la 
misma  manera se adicionaron  a todas las  botellas 0.4 m1 de 
acetamida  a  las  concentraciones  calculadas  para  cada 
experimento,  utilizando  cuatro  botellas  para  cada 
experimento (dos para  muestra  llquida y dos  para  las 
muestras de gas). A partir de la adici6n  del  sustrato se 
contabiliz6 el tiempo cero. Las  botellas  fueron  incubadas  a 
35O C. Las dos botellas  que  servlan  para  determinar  metano 
se incubaron  invertidas  para  evitar  alguna  fuga  del gas. 

4.1.9 .  TOM de muestras 

Para la determinacidn de acetato,  acetamida,  amonio y 
sulfurosl se tomaron  a  cada  intervalo de tiempo  un m1 de 
muestra  en  viales  de 1.5 ml, se centrifugaron  durante 20 
minutos  a 13,000 W M ,  y el sobrenadante se separ6  en tres 
viales de 250 pl. Para la determinaci6n  cromatogrdficas se 
le agreg6  a  las  muestras 30 pl de dicido fdrmico  concentrado 
(99% de pureza)  con el fin de  parar la fermentacien y 
lograr  una  mejor  resoluci6n  en  los  anblisis.  Finalmente,  las 
muestras  fueron  congeladas  hasta la realizacidn del 
andlisis. 

4.1.10. Anbilisia quinicost 

Se  realizd  una  curva  estbndar con 4 diferentes 
concentraciones  de  acetamida y acetato,  obteniendose  un 
coeficiente de correlacien de O. 999 para  acetamida y un 
coeficiente de correlaci6n de 0.996 para  acetato  (Ver 
anexo) . 
La  acetamida y el  acetato,  se  determinaron  por  cromatografla 
de gases con un  cromatdgrafo  Hewlett  Packard,  modelo 5890, 
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con  detector de ionizaci6n  de  flama,  una  columna  capilar 
Superox I1 FFA de una  longitud  de 10 m y un digmetro de 0.53 
mm, con  temperatura  programada de 120-170° C a una 
temperatura del detector de 120° C, temperatura  del  inyector 
de 130° C, el gas acarreador  fue  nitr6geno , a  una  velocidad 
de 4 ml/min.  El  volumen de inyecci6n fu6 de 0.4 pl. 
El  metano se determind  por  cromatograf ia de gases,  con  un 
cromat6grafo GOW-MAC, con  detector de conductividad  termica, 
una  columna de acero  inoxidable  empacada con Carbosphere, 
con  una  longitud de 2 m. La  temperatura de la columna fu6 de 
140° C, la del detector fu8 de 160° C, y la del  inyector de 
150° C. La  corriente  en el  detector fue de 150 mA, el gas 
acarreador fue helio  con  una  velocidad de 45 ml/min.  El 
volumen de inyeccidn  fue  de 50 pl. La  estandarizacidn  del 
metodo  se realize con 9 concentraciones de metano, 
obteniendose  un  coeficiente  de  correlacien de 0.997 (Ver 
anexo) . 
El amonio se determin6  por  colorimetria,  mediante la t6cnica 
de Nessler  (Rodier,  1978),  obteniendo  las  concentraciones  de 
una  curva  estgndar  elaborada  con  cloruro de amonio  con 8 

concentraciones  diferentes,  obteniendose  un  coeficiente  de 
correlacidn de 0.996 (Ver anexo). 
Se  determinaron sulfuros disueltos y precipitados  en el 
medio,  por  colorimetria  mediante la tecnica de Ralf  Cord- 
Ruwisch  (1985). Las concentraciones se obtuvieron  de  una 
curva  estdndar de sulfuro de sodio con 6 concentraciones 
diferentes,  obteniendose  una  correlaci6n  de 0.993 (Ver 
anexo) . 
4.2. CUANTIBICACION DE LA MICROFLORA 

Con  el  propdsito de cuantificar  los  diferentes  grupos 
involucrados  en la degradaci6n  anaerobia de acetamida,  se 
decidid  hacer  cuantificaciones de 6stos. La  numeracidn de la 
microflora se llev6  a  cabo  por la tecnica  del Nhero Mds 

4Q 



I 

126938 1 

Probable (NMP) , (Garcia  y col. , 1982),  utilizando 5 tubos 
por  diluci6n. 

4.2.1. Prmparaoi6n de los  cultivos: 

Para cuantificar la microflora  existente  en  cada  uno de los 
lodos  se  trabaje  con el  medio de cultivo de Balch  y  Wolfe 
(1976), y utilizando  acetato,  acetamida,  e  hidr6geno  como 
sustrato  (acetato y acetamida  en  una  concentraci6n de 1 g/l, 
y para  los  cultivos  con  hidrbgeno  se  cambia  la  atmesfera 
durante  dos  minutos  cada  semana).  Se  hicieron 10 diluciones 
por  cada  in6culo (10'' a 10-l'). El medio para  las 
diluciones  fue el mismo  que el  descrito  anteriormente. Las 
diluciones  se  prepararon  dentro de la cgmara  anaerobia, 
posteriormente  y  bajo  condiciones  esteriles  y  anaerobias  con 
flujo de nitregeno  se  procede  a  inocular, con 0.2 m1 de cada 
una de las  diluciones, 5 tubos por  dilucibn.  Despues de la 
inoculacibn  los  cultivos  fueron  incubados  a 35O C durante 
tres semanas. Pasado el tiempo de crecimiento se determin6 
la presencia de metano  por  cromatografia de gases en  cada 
uno de los  tubos. 

4.2.2. Anilisis de metano: 

Se detemin6 metano  cualitativamente  por  cromatografla  de 
gases con un  cromat6grafo  Hewlett  Packard,  modelo 1580, con 
detector de ionizaci6n de flama,  columna  capilar de superox 
FFA de 10 m,  temperatura de columna de 125O C ,  temperatura 
del detector  de 120° C y la del inyector de 130° C ,  

utilizando  nitregen0  como  gas  acarreador  con  una  velocidad 
de 4 ml/min. El volumen de inyeccien fue de 50 pl. 
La  cuantificacien de cada tipo microbian0 se hizo por la 
ayuda de las tablas de Mac  Grady (NMP) (Garcia y col., 
1982). 



4.3.  REACTORES UASB 

Se trabaj6 primero  con  un  reactor  UASB de 1.75 1,  el  cual 
fu(5 alimentado  por  un  medio  sintetico  con  diferentes 
concentraciones  de  acetamida,  el  cual se describe en la 
tabla  siguiente: 

TABLA IX.  MEDIO DE CULTIVO (mg/l) 

600 . O 0  

250.00 
130.00 
100 . O 0  

200.00 
100 . O 0  

100.00 

10.00 

1.00 
1.00 

1.00 
0.20 

0.10 
0.05 

(Khan  y col., 1979) . 
Durante dos semanas se mantuvo  el  reactor  en  lote  para  una 
mejor  adaptacidn  del  indculo al sustrato. El lodo  empleado 
para  inocular  el  reactor  fue  lodo de IMEXA, el cual  ya  tenla 
almn tiempo de adaptaci6n al sustrato.  El  volumen de lodo 
inoculado  en el reactor fue de 500 ml. Despues de las dos 
semanas, el  reactor  fu6  operado  en  continuo  con  un tiempo de 
retencien  hidrsulica de 4 dias, durante 30 dXas con  una 
carga  orgdnica  de 3.38 KgDQO/m3 *d con una  concentraci6n  de 
10 g/1 de  acetamida  en el medio de alimentacidn. 
Posteriormente se cambid  el tiempo de retencidn  a 3 dlas, 



con 5 g/1  de acetamida  en  el  medio de alimentaci6n con el 
fin de disminuir la  carga a 1.4 KgDQO]m3 *d, ya que  a  una 
carga  mayor  no se observ6  remocien. Se continu6  operando el 
reactor durante 15 dias mas, pero  ante  los  malos  resultados 
se opt6 por  vaciar  este  reactor y cambiar el  lodo  a  otro 
reactor de 1.25 1 (Fig. 2), para  operar  en  nuevas 
condiciones.  El  medio  de  alimentaci6n se esteriliz6  para 
evitar su  contaminacih, y se ajust6  a  un  pH  de 6 . 5, y se 
mantuvo  en  agitacidn constante.  Esta  vez se decidi6  operar 
el reactor  en  lote  con  el  fin  de  establecer  el tiempo de 
retencien  y la carga  orgbnica. A partir de la curva de 
desaparici6n de la acetamida  se  empez6  operar  en  continuo 
con un tiempo de  retencien de 4 dias y con  una  carga 
org6nica de 0.875 KgDQO/m3*d. Despues de 35 dias tiempo en 
cual el sistema  se  encontraba  estabilizado,  se  cambie el 
tiempo de retencien  a 3 dias  con  una  carga  orgdnica de 1.13 
KgDQO/m3 .d. Al  inicio  del  experimento se afiadid directamente 
al  lodo 1 . O g/1 de  glucosa y de sulfato  ferroso  para  lograr 
mejores  condiciones  iniciales de reduccidn. 

4.3.1.  Andlisis: 

Las  determinaciones de acetamida,  acetato y metano se 
hicieron  por  cromatograf ia de la misma  forma  que  para  los 
estudios  anteriores. 
Toma de biogas:  la  colecci6n del  biogas se hacia  por  medio 
de una  botella  serol6gica  de 60 m1 en  forma  invertida  con 
soluci6n  salina  saturada  para  no  disolver  los gases 
producidos, la cual se conectaba a la parte  superior del 
reactor  por  medio  de  una  manguera y la solucibn  salina  era 
desplazada  por  medio  de  una  aguja.  Esta  toma  de  biogas se 
realizaba todos los  dias  durante tres horas  aproximadamente, 
de  esta  botella se tomaban 50 gl de la fase gaseosa  por 
medio de una  jeringa. Las determinaciones  de la demanda 
qulmica de oxlgeno  soluble y total (DQO) , pH,  alcalinidad, 
selidos  suspendidos  totales y voldtiles (SST y SSV) y 
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potencial  redox se hicieron  de  acuerdo al STANDARD METHODS 
(APHA, 1989). Las muestras  para DQO se tomaban todos los 
dxas,  para  los dem6s andlisis  cada tercer dla. 
El  amonio se determine  por la tgcnica colorimetrica  de 
Nessler . 
Cuando el sistema se encontraba  de  nuevo  estabilizado se 
tomaron  muestra de los  lodos y se les  determine  su  actividad 
para  compararla  con  las  actividades  encontradas  en  los lodos 
estudiados  anteriormente.  La  determinacibn se hizo de manera 
similar. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1 0 ACTIVIDADES 

5.1.1. Cin&ticas con el lodo del ingenio 

La prueba  con el  lodo esterilizado (Fig.  37) se realize  para 
comprobar si la degradacien de la acetamida se llevaba  a 
cabo por  los  microorganismos o era  abi6tica. Los resultados 
de este  cultivo  indicaron la presencia  constante  de 
acetamida,  acetato y amonio,  es  decir  no  hubo  degradaci6n de 
acetamida  ya  que el  promedio de 5 determinaciones  a  lo  largo 
del experimento  nos  dio un promedio de 12.12 mM y  una 
desviacibn estdndar de 1.23 para  acetamida; la presencia de 
acetato  y  amonio se deben al residual en  el  lodo y la 
concentraci6n  tambien fue constante  presentando  una  media de 
O. 21  mM y una  desviaci6n  estdndar de O para  acetato,  una 
media de 10.84 mM y una desviacidn  estdndar de O. 26 para 
amonio.  Con  estos  resultados se pudo  comprobar que no  habxa 
degradaci6n  abi6tica  de la  acetamida. La  concentraci6n de 
SST de este  lodo fue de 26.12 g/l,  los SSV fue de 13.8 g/1, 
el  porcentaje  de SSV fu6 de 52.8% y los SSV por  botella fu6 
de 2.76  g/1. 
La  figura 3 muestra  el  cultivo  del  control  sin  sustrato y 
como podemos  observar,  hay  producci6n de amonio y metano  los 
cuales provienen  probablemente  de la aut6lisis  bacteriana, 
ya que la  cantidad de acetamida  residual  no  fu6 
considerable. 
La  figura  4  muestra la degradaci6n de la acetamida  para  el 
lodo  del  ingenio  con  nitrbgeno. Se puede  ver que la 
acetamida  desaparece  aproximadamente  a  las 50 horas. 
Mientras desaparece la acetamida  vemos  una  producci6n  de 
acetato,  amonio y metano, y como se puede  observar la 
produccih de amonio  es  superior  a la del control,  el  valor 
obtenido  es  superior  a la que se esperarxa  de la hidrblisis 
de la acetamida, lo anterior  podrla  ser  consecuencia de la 
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aut6lisis  de la microflora  aerobia,  presentes  en  las 
botellas  de  enriquecimiento,  dado  que a este  nivel  no se 
llev6  a  cabo  una  anaerobiosis estricta. Se prepare el  medio 
de enriquecimiento  bajo  anaerobiosis,  pero  la  atm6sfera 
durante la incubacien  fue  aire,  dado  que  el  medio  no  fue 
agitado,  pudo  haberse  formado  una  zona  an6xica  en  el  fondo 
de la  botella y una  zona  superficial  en donde se llev6  a 
cabo el  consumo de oxigeno,  resultado de la difusien  del 
oxigeno  del  aire  en  el liquido. Parte del metano  producido 
como lo indica  el  control  proviene de las  sustancias 
endegenas  del  lodo,  pero la diferencia del control  y  las 
muestras,  demuestran  claramente  que la presencia de metano 
es  debida  a la degradacien  de la  acetamida. Las 
observaciones  microscepicas  con  epifluorescencia de estos 
lodos  nos  demostraron la presencia de numerosas  bacterias 
metanogenicas. 
La  figura 5 nos  muestra los resultados del lodo sin fuente 
nitrogenada, se puede  ver  que  los  resultados  son  muy 
similares  a  los  del  experimento  con  nitregeno. Se puede 
pensar  que la acetamida  sirve tanbien como fuente  de 
nitrbgeno,  para  estos  microorganismos. 
En la tabla X se presentan los resultados de las  velocidades 
de degradacien de acetamida y las  actividades  especificas, 
estas  actividades  especificas  son  mucho mas bajas que las 
actividades  reportadas  (Guyot  y col., 1988) para  otros tipos 
de sustratos.  Como se puede  ver  las  actividades  especificas 
para  los  cultivos  con  nitrdgeno  son  muy  similares  a  los 
cultivos  sin  fuente  nitrogenada. Por microscopio  con 
dispositivo  de  epifluorescencia  se  detectaron  en  estos  lodos 
bacterias  metanogenicas  del  genero  Methanosarcina,  las 
cuales  presentan  muy  poca  afinidad  por  el  acetato  (menor  a 5 
mM) , y tienen ademdis tiempos de  generaci6n  muy  lentos (30 
horas) . La  acumulacitjn intermediaria  de  acetato,  durante la 
cinetica  indica  que  estas  bacterias  estdn  saturadas  por  este 
producto. 



TABLA X 
VELOCIDADE8  DE  DEORADACIOM Y ACTIVIDADES  ESPECIBICAS  DE  LOS 
DIPEREMTES LODO8 ESTUDIADOS EN  LA DEORADACIOM AHASROBIA DE 

ACETAMIDA 

Lodo0 V ASP V A8P 
(mmol/l/h) (mmol/gSSV/h) (mmol/l/h) (mmol/gSSV/h) 

Ingenio 

sin N 0.3235 o .  1100 
con N 0.3036 O . 1168 

0.2300 
O .  2400 

O.  0833 
O.  0869 

Sedimentos 

sin N 0.0330 O , 0067 
con N O . 0460 O .  0094 

con N* 0. 5500 O.  2291 
con N** 1.3500 0.5136 O.  3700 O.  1400 

* Cinetica  a diferentes  concentraciones. 
** Reactor  de laboratorio de 1.25 1. 

Con  estas  pruebas  comprobamos  que la acetamida  puede  ser 
transformada  anaerobicamente  en  metano,  vla la produccidn de 
acetato,  sin  embargo  a  pesar  del  tiempo tan largo de 
adaptacidn  del  in6culo  durante el  enriquecimiento,  en 
condiciones  parecidas  al  lodo  del  ingenio  (sin  establecer 
condiciones  estrictas de anaerobiosis),  no se obtuvo  una 
actividad  alta de transformacidn de la acetamida en acetato. 
Este  lodo  es  potencialmente  un  in6culo  para  reactores 
anaerobios,  pero  harla  falta  incrementar  las  actividades 
microbianas  por  medio de mejores  condiciones de cultivo, 
para que sea  eficiente, 



5.1.2. cinitica con e l  lodo de los  sedimentos 
126938 

La  prueba con el  lodo  esterilizado  (Fig. 38) demostre como 
en el caso anterior,  que la degradaci6n de la acetamida  no 
es  llevada  a cabo en  forma  abi6tica. Se inici6  con  una 
concentracien de acetamida de 10 mM, es posible que la 
cantidad  faltante de acetamida  en  el  tiempo  inicial se 
encuentre  absorbida  en  los  lodos,  dado  que  para todas las 
cineticas se encontr6  siempre  un  valor  menor que el 
adicionado  inicialmente,  lo  mismo que el caso  anterior, de 
las 5 determinaciones  realizadas, se obtuvo  una  media de 8.8 
mM y  una  desviaci6n  estdndar de O.  32 para  la  acetamida,  una 
media de 0.72 mM y una  desviaci6n  estdndar de 0.041 para 
acetato  y  una  media  de 6.03 mM y una  desviaci6n  estdndar de 
0.12 para amonio.  La  presencia de amonio y acetato  provienen 
como residuo del  lodo,  no  hubo  degradacien de acetamida  y no 
hubo  formaci6n  de metano.  La concentraci6n  de SST de este 
lodo fue de 27.75 g/l, los SSV fue de 24.64 g/l, el 
porcentaje de SSV fue  de 88.8% y  los SSV por  botella fue de 
4.92 g/l. 
La  figura 6 muestra  los  perfiles del control  del  lodo de los 
sedimentos,  los  cuales  no  contienen sustrato.  En este 
control  hay  una  producci6n de amonio y de  acetato que 
resulta de la aut6lisis  de la biomasa,  pero  el  acetato es de 
nuevo  utilizado  por la microflora que no fue  afectada  por  la 
aut6lisis.  La  producci6n de amonio  sufri6 una depresi6n 
entre  las 60 y 90 horas  de  incubacien, que puede  explicarse 
como  un  reuso de este  producto  por  las  bacterias 
utilizadoras de acetato,  por  lo que la presencia de amonio 
en  el  medio  resulta  de  un  balance  entre  su  produccidn  y su 
consumo. 
En los  cultivos  suplementados  con  amonio, (Fig. 7) se 
observe durante las 140 primeras  horas  de  incubacien  una 
producci6n de acetato  hasta  niveles  similares  a  los  del 
control,  desaparece la acetamida  y  aumenta la producci6n de 
amonio.  En  esta  etapa  no se detecta  formaci6n de sulfuros 
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por  lo  que la degradaci6n  de la acetamida  y  la  producci6n de 
amonio  no  parecen  estar  ligadas  al  fen6meno de sulfato 
reducci6n.  Este fenheno de sulfato-reducci6n se inicia 
aproximadamente  a  las 160 horas  al  iniciarse la desaparici6n 
del acetato  acumulado. Por medio  de  estos  resultados se 
puede  decir que la acetamida  no  es  utilizada  por  el  fen6meno 
de sulfato  reducci6n , sino  que  sufre  primero  una  etapa de 
desaminaci6n  para  producir  acetato y en  una  segunda  etapa 
este  acetato  es  utilizado  por  las  bacterias  sulfato 
reductoras. 
En  el caso de los  cultivos  sin  nitregeno, (Fig. 8) , el 
fenheno que presenta es similar  al  anterior.  Durante  las 89 
horas de incubacien no se registra  una  producci6n tan fuerte 
de acetato y no  hay  sulfuros, lo que se podria  pensar  que 
hay  otro  mecanismo de utilizacien  de  acetato tal como lo 
hemos  visto  en  el  control  sin  acetamida. 
Para  los  datos de las  figura 8 se  puede  proponer  una vXa 
alterna de acetato,  que  no  podemos  determinar  en  base  a 
estos resultados. A las 160 horas  empiezan  aparecer  los 
sulfuros que corresponden  a Xa segunda  etapa de la 
degradacidn  del  acetato  por  sulfato  reduccibn. Los dos 
experimentos  anteriores  muestran  un  periodo de retardo de 30 
horas  de  degradaci6n de acetamida  siendo  ésta 5 veces m6s 
larga  que  para  el  lodo  del  ingenio.  En  la  tabla X se 
presentan  los  resultados  de  las  velocidades  m6ximas de 
degradaci6n de acetamida y sus actividades  especificas,  para 
las  cineticas de este lodo. 
Las actividades  especzficas  para el  lodo de los  sedimentos 
es mucho m6s baja  que  para  el  lodo  del  ingenio y la 
presencia o ausencia de amonio  no  parece  afectarla.  Debido  a 
esta  actividad tan baja  este  lodo  no  puede  considerarse  un 
buen  in6culo  para  reactores  anaerobios,  pero  podemos 
constatar  que  en  un  medio  natural,  existe la posibilidad de 
detoxificar  a la acetamida  por  anaerobiosis  por  medio de su 
transformacidn en acetato. 



5.1.3. CinQtica8 con 01 lodo do I H E m  

Con el  objeto de saber si un lodo  ya  adaptado  en un digestor 
anaerobio  que  trata  efluentes de una  planta  productora de 
levadura  tenia la capacidad de degradar la acetamida, se 
hicieron  pruebas  cingticas,  pensando  utilizar  este  lodo  para 
inocular  reactores  de  laboratorio,  para  tratar un efluente 
sintgtico  con acetamida. 
Se estudi6 la degradaci6n de la acetamida  a 7 diferentes 
concentraciones,  con  el  fin de determinar la afinidad de 
este  lodo  por  este  sustrato  (Figs. 9-13) . La  concentraci6n 
de SST de estos  lodos fue de 26.23 g/l, los SSV fue  de 12 
g/l, el porcentaje de SSV fue de 45.7% y  los SSV por  botella 
fue  de 2.4 g/l. 
Se analiz6 iinicamente  la fase lSquida. Se confirm6 la 
presencia de metano al final  del  estudio 
La figura 9 nos presenta  la  cingtica  del  control, se puede 
apreciar  que  existia 3.2 mM de acetamida  residual  por  lo que 
hay  formacien de acetato  y amonio.  La raz6n  por la que 
existe  acetamida es que este  lodo  fue  aclimatado  con 
acetamida dos semanas  antes  del experimento. 
La  figura 10 presenta  la  cingtica  a  una  concentraci6n  de 
4.24 mM. El amonio  se  produce  desde  el  inicio, sin embargo 
despu6s de las 120 horas  empieza  a  consumirse,  esto  puede 
explicarse ya  que  los  microorganismos  del  in6culo  pueden 
utilizarlo  como  fuente de nitr6geno.  La  curva de producci6n 
de acetato  caracteriza la aparicidn de este como producto 
intermediario. 
Para  concentraciones mayores (Figs. 11-16), el perfil de las 
curvas de acetamida y amonio  es  similar  a  las  anteriores, 
pero se ve que hay una  acumulaci6n  del  acetato,  esta 
acumulaci6n de acetato  indica  que  las  bacterias 
acetocldsticas se encuentran  saturadas. 
En la  figura 17 se muestran  las  curvas  de  degradacidn de 
acetamida  para  todas  las  concentraciones  estudiadas. Por 
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medio de las  pendientes  se  determinaron  las  velocidades 
iniciales de degradaci6n. 
En  la figura 18 , a  partir  de  los  datos  anteriores se genere 
la curva de progreso (Vi = flacetamida]). 
A partir de estos datos se genere la figura 19 utilizando la 
representacien de Lineweaver-Burk. Se obtuvo  una  Vmax de 
O .  55 mmol/l/h y una Ks de 115.5 mM, este  valor tan alto de 
Ks indica  poca  afinidad  por  el  sustrato  lo  cual  confirma la 
baja  actividad  microbiana  presente  en  los  lodos  estudiados 
anteriormente ’(Tabla X). 

La  tabla XI nos muestra  los  resultados de la cuantificacibn 
de los  diferentes  grupos  microbianos  presentes  en  cada  uno 
de los  lodos  estudiados. 
Los lodos del ingenio y los sedimentos  presentan  numerosas 
bacterias  hidrogenofXlicas  cuya  presencia  es  dificil  de 
explicar. Parte del  acetato  pudo ser transformado en 
hidregen0  y  bi6xido de carbono y este  hidr6geno se utiliz6 
por  las  bacterias  hidrogenofSlicas. 
Para  el  caso  del  lodo de IMEXA,  la presencia de bacterias 
hidrogenofSlicas  es  menor  que  para  los otros dos  lodos,  pero 
su presencia  puede  ser  explicada  de la misma forma que  para 
los  lodos  anteriores. 
En  los  lodos del ingenio y de  IMEXA se encontrd  una  cantidad 
equivalente  de  metanog6nicas  acetocl6sticas,  en  mayor 
cantidad que las  metanogenicas  hidrogenofXlicas. 
El nhero de  bacterias  que  utilizaron la  acetamida  es  mayor 
en  el  lodo del ingenio.  Sin  embargo se detectaron  en todos 
los lodos. ASS se comprob6 la presencia de las  bacterias 
involucradas  en la degradaci6n de la  acetamida. 
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TABLA  XI 
CUANTIFICACION  DE LOS DIVERSOS GRUPO8 BACTERIANOS E# LOS 

DIFERENTE8 LODO8 ESTUDIADO8 

GRUPO L O D O 8  
BACTERIMO 

Ingenio  Sedimentos IMBXA 

BMA* 

BMH* 

BDA* 

BSR* 

2.5 X 109 4.96 X 109 

4.3 x 108 6.3 X lo7 

9.0 X 109 6.5 x lo8 

1.6 x lo8 

* BMA = bacterias metanoghicas acetoclbsticas. 
* BMH = bacterias  metanogdnicas  hidrogenofllicas. 
* BDA = bacterias  degradadoras de acetamida. 
* BSR = bacterias  sulfato-reductoras  con  acetamida. 

5.3- REACTORES WASB 

5.3-1- Reactor UASB de 1-75 1 

Las figuras  20  a  25  nos  presentan  los  resultados de este 
primer  reactor,  operando  a  dos  diferentes cargas 
volumetricas  (Cvl = 3 4  KgDQO/m3 .d y TRH = 4  dlas,  Cv2 = 1 . 4 
KgDQO/m3 *d y TRH = 3 dXas) . 
En  la figura  20  vemos  que  no  hay  remocidn de DQO. 
La  contaminacien  del  medio de alimentacien,  debido  al  mal 
funcionamiento  del  cuarto de refrigeracibn,  el cual se 
encontraba  a 15O C, provoce  variaciones  del pH de entrada y 
de la concentracibn  de  DQO  en  el  medio  (Fig. 23). 
con el  fin de aminorar  el  elevado  pH  del  lodo, se opt6  por 
eliminar  el  bicarbonato de sodio del  medio  a  los  25  dias  de 
operacien,  ya que los  microorganismos  del  lodo  son muy 
sensibles  a  los  cambios de pH,  as$  como  disminuir  el  pH 
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final  del  mismo  al  momento de prepararlo. Con esta  medida 
tambien se atacd  el  problema  de la precipitacidn del sulfato 
ferroso.  La eliminaci6n del bicarbonato de la alimentacien 
no  influencid  a  la  alcalinidad  a  la  salida del reactor (Fig. 
24). 
La  figura 25 nos muestra  los  perfiles de acetamida  y  acetato 
del efluente  compardndolos  con la producci6n de amonio, de 
donde  se ve que  Qsta se eleva  hasta  un  valor maxim0 a  los 10 
dlas  para  despu6s  disminuir  al  final de esta etapa.  El 
amonio  presente en la salida  resulta:  (i) de la 
transformaci6n de la acetamida  en  acetato,  pero  este 
fen6meno  es  menor  dado  que  hubo  poca  transformaci6n de 
acetamida  (Figs.  23-25),  (ii)  del  amonio  presente  en la 
alimentacien y (iii) ¿el amonio  resultado de la aut6lisis 
microbiana. 
Durante la aplicacidn  de la  carga de 3.4 KgDQO/m3 *d, la 
acumulaci6n  de  acetato en el  reactor  puede  explicarse por 
las  malas  condiciones de conservaci6n del medio  de 
alimentacih, pero  con  este  lodo ya  anaerobio,  el  acetato se 
hubiera  utilizado.  Observamos  en la Figura 25 que el  acetato 
se.acumula paralelamente  a la acumulaci6n  del  amonio  entre 
los  dias O y 15. Al  bajar  el  amonio  igualmente  disminuye  el 
acetato  para  desaparecer  a  partir  del  dSa 30. Durante la 
operacidn  con  una  carga de 1.4 KgDQO/m3 ad (Fig. 25) , el 
nivel  del  amonio se quede  estable  e  inferior  a  lo  obtenido 
en  la  etapa anterior,  no se detect6  acetato; sin duda la 
acumulaci6n de amonio  hasta  cierto  nivel (por arriba de 100 
m M )  , pudo  haber  afectado la degradacien del acetato. La 
inhibici6n  de la metanoggnesis  por el amonio  es  un  fenbmeno 
conocido,  tambien se sabe  que las metanoghicas pueden 
adaptarse  progresivamente  a  altas  concentraciones de amonio, 
pero se requiere  del  tiempo necesario. Debido  a  los 
resultados  anteriores, se decidi6  disminuir la carga 
organica  hasta 1.4 KgDQO/m3 *d, bajando  la concentraci6n  de 
acetamida  en la alimentacibn.  En  estas  condiciones se aplic6 
un TRH de 3 dias. Los resultados  obtenidos tampoco fueron 

I 
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satisfactorios. A pesar  de que los  lodos  estuvieron 
anteriormente  adaptados  en un digestor  anaerobio que trata 
los  efluentes de una  industria que produce  levaduras,  no fue 
posible  lograr  una  remoci6n  satisfactoria  en  ninguna de las 
dos cargas probadas. 

5.3.2. Reaotor UASB de 1.25 1 

Tomando  en  cuenta  los  resultados  del  reactor  anterior se 
decidi6  reiniciar el experimento  controlando de manera mas 
estricta  las  condiciones de operaci6n con el  mismo lodo. 
En  la figura 26 se presentan  los  resultados de dos 
experimentos  en  cultivo  por  lote  en  un  reactor  de 1.25 1 con 
una  concentracien  de  acetamida  inicial de 5 g/1. Estos 
perfiles  cineticos  obtenidos nos permiti6  determinar  las 
velocidades de degradaci6n de la acetamida  en  el  reactor: 
O . 8 y O. 9 KgDQO/m3 'd, respectivamente. Lo que  indica que la 
carga  volumetrica  no  debe  ser  superior  a  estos  valores. 
La  operaci6n  en  continuo del reactor se inici6  con  una 
alimentaci6n de 3.4 g/1 de acetamida  a pH controlado y a  un 
TFW de 4 dlas.  Durante 35 dlas de operaci6n  a  un TRH de 4 
dias la carga  volumetrica  promedio fu& de 0.875 KgDQO/m3 -d, 
monitoreandose  los  siguientes  parbmetros:  DQO  soluble, DQO 
total,  amonio,  alcalinidad,  acetamida/acetato,  biogas (% de 
metano), SST/SSV, pH y Eh. 
En  la figura 27 se  presentan  los  resultados de la evoluci6n 
de la  DQO a lo  largo de experimento, la  DQO  promedio de 
entrada fu6 de 3.481 g/l, y la DQO  promedio de salida fu6 de 
0.146 g/1 para  la  fracci6n  soluble. La eficiencia de 
remoci6n  en  promedio  fue  de 96.18%  para  la  DQO soluble y de 
73.32%  para  la total (Fig. 28). La  diferencia  encontrada 
entre  estas  dos  mediciones  se debi6 a  un  lavado de los  lodos 
en la salida (Fig. 29). Esta  vez se logre  una  buena 
eficiencia de remoci6n de DQO,  indicando que con el 
experimento  anterior  no se tenían las  condiciones  adecuadas 
de operacibn. 
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En  la figura 30 se presentan  los  resultados de la producci6n 
de biogas la cud1  fue  en  promedio  de 500 ml/d con un 
porcentaje de metano  en  promedio  de 55%. Sin embargo  puede 
verse  que  el  volumen  diario  producido  no fue constante lo 
que indic6  que  el  sistema de recolecci6n de biogas no era 
del todo eficiente. 
La  figura 31 muestra  los  perfiles  de  acetamida (53 mM en 
promedio  a la entrada)  y de acetato en  la salida,  los  cuales 
coinciden  con  los  altos  porcentajes  de  remoci6n  obtenidos,  y 
la concentraci6n de amonio  producido (56 mM en  promedio), 
que corresponde  a  lo que se esperaba  obtener. 
La  figura 32 muestra  los  resultados de alcalinidad que 
fueron de 2850 mg/l en promedio.  Comparando estos resultados 
con los  del  primer  reactor se ve que hubo  un  incremento 
notorio. 
El Eh disminuye  a  un  valor  promedio  de -191 mV (Fig. 33), y 
el pH de los  lodos se mantuvo  en  el  rango 6ptimo para  la 
actividad metanoghica de 7.45 (Fig. 34). 
DespuQs  de  haber  caracterizado  satisfactoriamente la 
operaci6n  del  reactor,  a  esta  carga  orgdnica, se decidi6 
incrementarla  a 1 13 KgDQO/m3 .d  disminuyendo  el TRH a tres 
dias,  en  estas  condiciones se mantuvo  por 15 dSas,  tiempo 
equivalente,  a  una  serie de 5 TRHs. 

Los resultados  de  este  experimento se encuentran  en  las 
mismas  figuras que para 4 dSas de TRH (Figs. 27-34). 
La  evoluci6n de la DQO para  el  influente y el comportamiento 
es similar al experimento  con 4 dias de TRH. El  porcentaje 
es de remocien de DQOs  disminuy6  de 96.18 a 87.46 %. Asi  a 
una  carga  superior  a la anterior  observamos que empieza a 
disminuir  el  rendimiento de remocien  de DQOs. 
Con la nueva  carga  organica, la producci6n  diaria de biogas 
se  vio  incrementada,  alcanzando  un  promedio de 641 
ml/reactor.d, de manera  simultdnea  aument6 el contenido de 
metano  en  el  biogas  hasta  un  promedio de 57%. Como era de 

, esperarse con la disminucidn  del TRH, se elevaron las 
concentraciones de selidos suspendidos  en  el efluente (Fig. 
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29). Sin  embargo,  por  medio  de  estos  resultados se pudo 
saber  que  este tipo de  reactores  pueden  degradar  efluentes 
que  contengan  acetamida  con  altos  porcentajes de remocien, 
se tendrS que continuar  con el  estudio  para  determinar  el 
efecto de cargas mayores. 
El  Eh y pH  permanecieron estables.  Cabe'  sefialar que a  ambas 
cargas  casi no se detect6  acetamida en el  efluente, aCln 
cuando  se  aumentd la carga  a 1.13 KgDQO/m3 -d, dado que se 
disminuy6 la eficiencia de remoci6n de DQOs. Tal  como lo 
hablamos  mencionado  en  los  experimentos  anteriores con los 
diferentes  lodos, es probable  que  una  fracci6n de acetamida 
se wed6 absorbida  en  los lodos. 
Cuando  el  reactor se encontraba  bajo  condiciones  controladas 
y estables se decidi6  determinar la actividad  microbiana de 
estos  lodos  para  compararla  con la actividad que presentaron 
los  lodos  anteriores  (Tabla X ) .  

El  control sin sustrato  como lo  indica  la  figura  35  contenla 
un residual de acetamida  casi  nulo,  por  lo que la produccidn 
de metano  en  este  estudio se debe  a la aut6lisis  bacteriana 
como  ya  lo  hemos  explicado  en  los  experimentos  anteriores y 
a la acetamida  absorbida  en l o s  lodos. 
La  figura 36 presenta  los  resultados de la actividad 
metanogenica  de  estos  lodos  con  una  concentracidn  de 
acetamida de 10 mM. En  esta  cin4tica tenemos el  perfil  que 
anteriormente  observamos: 

1 Degradaci6n  rdpida de la  acetamida. 
2 Acumulaci6n  del acetato. 
3 Degradaci6n de acetato y produccidn de metano. 

La  velocidad de degradacien  de  acetato (0.08 mmol/l/h) es 
inferior  al de la acetamida (1.35 mmol/l/h) . En  la tabla X 

se  observa que los  lodos  del  reactor tienen una  actividad 
mucho  mas  alta que los otros  lodos  estudiados,  a  pesar  de 
que  estos  lodos  no  estuvieron en contacto  con la acetamida 
tanto tiempo.  Este  experimento  se  realiz6  con 2.6 g/1 de SSV 

por  botella (por duplicado), si este  resultado se compara 
con  los  datos  obtenidos de la figura 19 con el lodo  antes de 
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inocular  el  reactor,  con 2.4 g/l de SSV en  las  botellas, 
observamos  que la velocidad de degradaci6n de acetamida 
ament6 considerablemente,  lo que se traduce en una 
adaptaci6n del lodo  en  el  reactor o un  incremento de la 
poblaci6n  microbiana  responsable de la degradaci6n de la 
acetamida. Por medio de estos  resultados  podemos  esperar que 
un lodo como el del  ingenio,  puesto  en  condiciones de 
operacidn  similares  a  las del reactor  podrla  alcanzar 
mejores caracterlsticas. 
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6. CONCLUSIONES 

De  los  estudios realizados ' para  encontrar  las rutas de 
degradaci6n  de la acetamida  podemos  concluir: 

- La degradaci6n  anaerobia  de la acetamida  por  medio  del 
lodo  del  ingenio se llev6  a  cabo  por  metanaci6n indirecta: 
Etapa  de  detoxificacien: 

Etapa  de  metanoggnesis: 

- Dado la toxicidad de la  acetamida su transformaci6n en' 
condiciones  anaerobias  en  acetato  demuestra que se puede 
detoxificar  un  efluente que contenga  este  sustrato. 

- La  degradaci6n de la acetamida  por  el  lodo de los 
sedimentos  se  llev6  a  cabo  por  sulfato-reducci6n,  via la 
produccien  de  acetato: 

- Es  factible  tratar  por  via  anaerobia  un  ef  luente  con 
acetamida  empleando  un  in6culo  no  adaptado  a  este  sustrato. 

- La  acumulacidn de amonio  mayores de 100 mM afecta la 
degradaci6n  del  acetato, lo que implica que sera  difScil 
trabajar  con  efluentes  que  contengan  altas  concentraciones 
de acetamida. 

- Un  sistema  anaerobio de metanizacien  de  acetamida  tiene 
caracterXsticas  cin4ticas  desfavorables,  porque  ademls de 



las  bajas  afinidades y actividades de la poblacidn 
bacteriana,  hay que agregar  tambi6n  los  fen6menos de 
transfomacidn del  acetato  en  metano que es  un paso diflcil 
y lento,  al  menos que. el  indculo  est6  en  cantidades 
suficientes. 

- El  empleo  de  reactores UASB es  una  buena opcidn para  el 
tratamiento de estos ef luentes,  pero su uso se limitara  en 
este caso a  bajas  cargas  (inferiores a 1 5 KgDQo/m3 *d) Sin 
embargo,  para  el  tratamiento  de  efluentes  industriales de 
este  compuesto,  se  requiere  caracterizar la eficiencia  del 
sistema  para  cargas  mayores,  dado  que  vimos que a cargas 
superiores  a O. 8 KgDQO/m3 -d, la eficiencia  empieza  a 
disminuir. 
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ANEXO 
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CUANTIFICACZON DE BACTERIAS IWAEROBIAS'POR EL NUXBRO MAS 
PROBABLE 

IJ[#TRODUCCION 

La  cuantificaci6n  de  las  bacterias  presentes  en  un  lodo,  es 
de gran  importancia  ya  que  nos  indica cual es el  grupo 
bacteriano  predominante  en la degradaci6n de cierto 
compuesto.  Esta  t6cnica fue descrita  por  Garcla y col. 
(1982), y la  la tranferencia  de  sustratos,  preparaci6n de 
medios de cultivo y la  inoculaci6n  fueron tomadas de Hungate 
(1969) , y Balch y col. (1979) . 

solucidn  mineral  1 (g/l)  

Fosfato  dibasic0  de  potasio  (K2HP04) 

soluci6n  mineral  2 (g/1) 

6.00 

Fosfato  monobdsico de potasio  (KHPO4) 6.00 
Cloruro  de  amonio (NH4Cl) 2.40 
Cloruro  de  sodio  (NaC1)  12 . O 0  

Cloruro  de  magnesio  (MgC12.6H20) 2.10 
Cloruro  de  calcio (CaCl~~H20) 0.16 

s o l u c i d n  de oligoeleunentos 

Preparar  una  soluci6n con 1.5 g de dcido  nitrilo  triacetico 
en 950 m1 de  agua  destilada,  ajustar  el pH a 6.5 con  una 
solucidn  de KOH y aforar  a  un  litro. 
Agregar (g/l) : 

Sulfato de magnesio (MgS04-7H20) 3 . 0 0  
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Sulfato  manganoso  (MnS04'2H20) 
Cloruro de sodio (NaC1) 
Sulfato  ferroso (FeS04-7H20) 
Cloruro de cobalto (CoC12) 
Sulfato  de  zinc  (ZnSO4) 
Sulfato de cobre  (CuS04'5H20) 
Sulfato  de  aluminio y potasio  (A1K(S04)2) 
Acido  berico  (H3B03) 
Molibdato 6xido de sodio  (Na2Mo04'2H20) 

soluci6n do vitaminas (g / l )  

Biotina 
Acido  f6lico 
Piridoxina 
Tiamina 
Riboflavina 
D.L. dcido  pantotenico 
Vitamina  B12 
Acido  p-amino  benzoic0 
Acido  lip6ico 

0.50 
1.00 
0.10 

0.10 
0.10 
0.01 
0.01 

0.01 
0.01 

0.0020 
o. 0020 
o. O100 
O.  0050 
O. 0050 

O.  0050 

o .  O001 

O .  0050 

O . 0050 

soluci6n de resarsurina 

Pesar 1 g de resarsurina y disolverla  en  loo m1 de agua 
destilada. 

Soluci6n do cloruro do n5quol 

Cloruro  de n€quel (NiC12) 0.005 g/100  m1 de agua  destilada. 

soluci6n de sulfato  ferroso 

Sulfato  ferroso  (FeSO4 -7H20) O. 2 g / 100 m1 de agua 
destilada. 



S o l u c i d n  de s u l f u r o  de aodio 

Sulfur0 de sodio 2.5 g /lo0 de agua  hervida m6s 4 lenteja de 
NaOH (lavar los  cristales de sulfuro  antes de pesar  con  agua 
hervida). Con  esta  solucidn  llenar tubos de  hungate  dentro de 
la c6mara  anaerobia y esterilizar. 

S o l u c i d n  de a s u l  de bromotimol 

Azul de bromotimol 
Hidrbxido de sodio (O. 1 M) 

Agua  destilada 

0.2 g 
5.0 m1 

100.0 m1 

S o l u c i d n  Btock d e  glucoaa 

Glucosa  anhidra 2.5 g/10 m1 de agua  hervida. 

-DIOS DE CULTIVO 

Medio Basal 

solucidn  mineral 1 
Solucidn  mineral 2 

Solucidn  de  oligoelementos 
Soluci6n  de  vitaminas 
Solucidn de cloruro  de  niquel 
Soluci6n de sulfato  ferroso 
Solucidn de resarsurina 
Extracto de levadura 
Peptona de caseina 
Agua  destilada 

50.0 m1 
50.0  m1 
1 0 . 0  m1 
10.0 m1 
10.0 m1 

1 . 0  m1 
1.0 m1 
0.1 g 
0.1 g 

1000.0 m1 



Medio  para  bacterias  anaerobia8  totales (AT) 

Medio  basal 
Soluci6n de azul de bromotimol 
Bicarbonato de sodio 
cisteha 

Medio  para  bacteria8  HidrOgOnOfiliCa8 (BXE) 

Medio  basal 
Bicarbonato de sodio 
Cistelna 

Medio  para  bacteria8  acetocli8tica8 ( B m )  

Medio  basal 
Acetato de sodio 
Bicarbonato de sodio 
Cisteina 

250.00 lUl 
0.250 g 

0.500 g 

0.125 g 

Medio  para  bacterian  metanog0nican  totalen ( ~ m )  

Medio  basal 
Acetato de sodio 
Bicarbonato de sodio 
Cisteina 

250.00 m1 
0.250 g 
0.500 g 

0.125 g 

Medio  para  bacterian  degradadoraa d8 propioaato 

Medio  basal 
Bicarbonato de sodio 
Propionato de sodio 
Cisteina 

250.00 m1 
0.500 g 

0.250 g 

0.125 g 



Medio  para  bacterias  68gradadoras d8 butirato 

Medio  basal 
Bicarbonato de sodio 
Butirato de sodio 
Cistelna 

250.00 m1 
0.500 g 
0.250 g 
0.125 g 

M8diO  para bacrterias sulfatorroduotora8 (BSR) 

Medio  basal  250.00  m1 
Sulfato de sodio 0.150 g 
Sulfato  ferroso 0.125 g 
Cistelna 0.125 g 
Ajustar  el pH a 9 con NaOH  antes  de  hervir 

Medio d8 diluci6n 

El medio  basal  necesario  dependiendo  de  las  diluciones  gue  se 
hagan. 

PREPARACIOBI DE LOS MZDIOS DE  CULTIVO 

Despuh de  preparado  cualquier  medio de cultivo,  agregar  al 
matraz  una  tercera  parte mas del volhen de agua  destilada, 
poner  a  hervir  bajo  una  corriente de nitr6geno  hasta  que el 
color  del  medio cambie de azul  a  rosa y se llegue  al voltimen 
de aforo;  enfriar  bajo  corriente de nitr6geno y agregar la 
cisteha, tapar,  e  introducir  los  medios  junto  con todo el 
material  a  utilizar  en la  pre-cbmara de acceso  a la cbmara 
anaerobia y realizar tres vaclos  de  20  mmHg  con  nitr6geno. 
Colocar  en  cada uno de  los tubos de Hungate 5 m1 de medio, 
tapar  los tubos y sacar  de la  cbmara. Fuera de la cbmara 
realizar  cambios de atmesfera  con  N2-CO2 (80-20%) durante 2 
minutos o el tiempo necesario  para  tener un pH cercano  a 7. 
Para  el  medio de BSR el  cambio se hace  unicamente  con N2. 
Esterilizar  los  medios  por 15 minutos  a 20 lb/in2. 
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DilU~dOne8 de l a  muestra 

Preparar 10 tubos de Hungate  con 9 m1 de medio  basal  cada  uno 
y  hacer 10 diluciones de cada  muestra.  Flamear  los tapones de 
los tubos con alcohol. 
Inocular  por  cada diluciljn 4 o 5 tubos,  con  un voltímen de 
in6culo de 0.2 m1 por tubo, con jeringas de insulina  bajo 
condiciones  esteriles y purgando  el aire de las  jeringas 3 
veces  con N2. 
Para  los  medios  para  bacterias  hidrogenofllicas y 
metanogenicas  totales  alimentar  con  una  corriente de H2-CO2 
(80-20%)  durante  un  minuto. 
A los  medios  para  bacterias  anaerobias totales agregar  a  cada 
tubo 0.1 m1  de  soluci6n de glucosa  antes de inocular. 
Incubar por 3 semanas  a 35O C y determinar  metano  por 
cromatografia  de  gases. 

Se determina  metano  de  cada tubo inoculado de la diluci6n  mas 
baja  a la mas alta.  El resultado que se toma en  cuenta  es la 
diluci6n  mas  alta  que  presente todos los tubos positivos y 
las  dos  siguientes  diluciones.  Con  estos tres ntímeros se 
busca  en  las  tablas  de  Mac  Grady (NMP) (Garcla, 1983), el 
valor  que se obtenga  multiplicado  por  el  inverso  de la 
diluciljn mas  baja  nos dar6 la cantidad de bacterias  presentes 
en  la  muestra. 
Para  los  in6culos  con  medio  para  anaerobias totales y 
sulfato-reductoras, se toma  en  cuenta  unicamente la turbidez 
del  medio  (sin  medici6n de metano). 
Es importante  que  al  hacer  las  diluciones se determine  a la 
muestra  los SSV. 
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GLOSARIO 

Biotopo. ecosistema natural. 

Lodo. indculo  mixto  heterogeneo  con  materia orgdnica. 

ABREVIATURAS  UTILIaADAS 

Am: dcidos  grasos volbtiles. 

m: bacterias  metanogenicas  acetocldsticas. 

BME: bacterias  metanogenicas  hidrogenofllicas. 

BDA: bacterias  degradadoras  de  acetamida. 

BSR: bacterias  sulfato-reductoras. 

-8: demanda  química de oxigeno  soluble. 

W t :  demanda  química  de  oxigeno  total. 

SST: sdlidos suspendidos  totales. 

SSV: selidos  suspendidos  voldtiles  (biomasa). 

TRH: tiempo de retencien  hidrdulico. 

UASB: Up flow  Anaerobic  Sludge  Blanket. 

1 O0 
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