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RESUMEN

Puig Grajales, Laura (1999) Degradacion de compuestos oxigenados y alquilfendlicos bajo
condiciones anaerobias. Tesis de Maestria. Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa.
México D.F.

El proceso de industrializacion ha traido como consecuencia la formacion de diferentes
productos que permanecen en el ambiente. Dentro de las industrias que generan mayor
contaminacién ambiental se encuentran la quimica y petroquimica. Las aguas residuales que
provienen de este tipo de industrias son una mezcla de compuestos tanto organicos como
inorgénicos. Dentro de los primeros tenemos a los hidrocarburos aromaéticos; benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno (BTEX), hidrocarburos poliaromaticos (PAH) y ‘os compucestos
alquilfendlicos. Los alquilfenoles estin presentes principalmente en dos corrientes de aguas de
proceso, la de sosas gastadas y los condensados fendlicos.

La mayoria de los esfuerzos se han encaminado a la eliminacién de estos compuestos
toxicos de las aguas residuales para proteger los cuerpos receptores. Sin embargo, las aguas
subterraneas también son un importante recurso, vulnerable a la presencia de muchos
contaminantes. A la lista se suman los compuestos oxigenados a partir de su incoorporacién a las
gasolinas limpias. Su presencia ha sido detectada en agua de lluvia, rios y reservorios de agua
potable, junto con compuestos BTEX. Debido a que son compuestos volatiles y muy solubles en
agua, se dispersan ripidamente. Tanto los compuestos alquilfenolicos como los oxigenados son
toxicos y representan un riesgo para salud.

La informacion que existe acerca de la degradabilidad de los compuestos oxigenados y
alquilfendlicos en sistemas bioldgicos anaerobios es escasa. Con el objetivo de obtener mayor
informacidn, se seleccionaron al 2-cresol, 2,6-dimetilfenol, 2-etilfenol, metil fert-butil éter
(MTBE), etil tert-butil éter (ETBE), tert-amiletil éter (TAME), y fert-butil alcohol (TBA), como
compuestos modelo para realizar pruebas de biodegradabilidad en lote, con la presencia de
diferentes aceptores de electrones. Los compuestos fueron suministrados como tnica fuente de
carbono y energia a concentraciones subtéxicas. Como indculo se utilizé tanto lodo granular y
sedimento anaerobio extraido del rio Rhin.

No se observd biodegradacién de ninguno de los compuestos oxigenados estudiados
después de un periodo de incubacién promedio de 80 dias, en presencia de diferentes aceptores de
electrones. Esto sugiere que la biodegradacién de estos compuestos es dificil, por lo que se
consideran compuestos recalcitrantes a la biodegradacién anaerobia. Esto puede deberse a su
estructura quimica ramificada con un carbono terciario, caracteristica que les provee de una alta
estabilidad. No se observd que estos compuestos fueran t6xicos para las bacterias anacrobias a la
concentracién probada de 1 g/L. Los alquilfenoles también resultaron ser compuestos persistentes
a la degradacion bajo condiciones de metanogénesis, sulfato-reduccion, desnitrificacion, reduccion
de Fe (III) y con el compuesto AQDS como aceptor de electrones. Sin embargo, se obtuvo una
mineralizacion de los compuestos 2-cresol y 2—etilfenol en presencia de Mn (IV) como tnico
aceptor de electrones. Mas del 90% de ambos compuestos fue degradado en un periodo menor a 15
dias. El compuesto 2,6-dimetilfenol fue degradado abi6ticamente en presencia de Mn (IV).
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SUMMARY

Puig-Grajales Laura (1999) Degradation of gasoline oxygenates and alkylphenolic compounds
under anaerobic conditions. MCs thesis. Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa. Mexico

City.

The industrialization process has resulted in the formation of products that remain in the
environment. Among the polluting industries are the petrochemical and chemical. The wastewater
that comes from this kind of plants is a mixture of inorganic and organic compounds like the
aromatic hydrocarbons, (BTEX), PAH and alkylphenols. The alkylphenols are in water streams
coming from processes like spend caustic, which is used to wash the oil distillates and phenolic
condensates.

The most of the efforts have been directed to the elimination of different toxic compounds
from the wastewater streams aiming to protect the surface water. But the groundwater is also
important because it is a resource that is vulnerable to a many contaminants. Recently the presence
of gasoline oxygenates has been observed in rainwater, lakes, and drinking water supplies together
with BTEX compounds. Being volatile compounds and very soluble in water, they get quickly
disperse meaning hazard health.

Information on the anaerobic degradation of gasoline oxygenates and alkylphenolic
compounds is scarce. To gain more insight on the biodegradability of these compounds, 2-cresol,
2,6-dimethylphenol (2,6-xylenol), 2-ethylphenol, methyl ters-butyl ether (MTBE), ethyl tert-butyl
ether (ETBE), tert-amylethyl ether (TAME), and tert-butyl alcohol (TBA) were chosen as model
compounds, in presence of different electron acceptors, as the only carbon and energy source at
subtoxic concentrations. The batch biodegradability study was conducted under methanogenesis,
sulfate-, nitrate-, Mn (IV)-, Fe (III)-reduction and also with the model humic compound
anthraquinone 2,6-disulfonate (AQDS). Granular sludge and anaerobic Rhine sediment were used
as inoculum.

No biodegradation of the gasoline oxygenates was observed after more than 80 days of
incubation exposed to different electron acceptors. These results suggest that the biodegradation of
these ethers is not easy and the product formed TBA, also persists under anaerobic conditions. The
reason why these compounds are persistent could be related to their branched molecular structure
with a tertiary carbon, provide them a high chemical stability. There was not evidence of toxicity
for the anaerobic bacteria at the concentration tested. The alkylphenols were not biodegradable
after 100 days of incubation under the traditional anaerobic conditions. However, the
biodegradation of 2-cresol and 2-ethylphenol was observed in presence of Mn (IV) as electron
acceptor. The biodegradation of these two compounds took place in less than 15 days. More than
90% of biodegradation was observed for both compounds and UV metabolites were not detected
after 23 days of incubation under Mn (IV)-reductive conditions. 2,6- dimethylphenol was
consumed abiotically by chemical reaction with the Mn (IV)—oxide present in the system.
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Introduccicn

1.1 Antecedentes

La industria del petréleo representa una de las principales fuentes de ingresos, de la cual
depende en una gran parte la economia mundial. Sin embargo el proceso de industrializacién, en la
rama de productos quimicos y petroguimicos, ha dado como resultado no tinicamente beneficios
econdmicos sino también la formacién de sustancias que se mantienen en el ambiente. Estos
compuestos generan contaminacién ambiental en sus diferentes formas, ya sea por medio de
emisiones, residuos sélidos y aguas residuales, provocando un continuo deterioro de la flora y

fauna de los ecosistemas, asi como de la salud publica (Razo-Flores, 1997).

En la industria de derivados del petréleo, el agua se utiliza como materia prima; como un
medio de produccidn (agua de proceso) y para propositos de enfriamiento. El agua de desecho
proveniente de los procesos de produccién se denomina agua residual industrial y se caracteriza
por tener un caudal y composicién variables en diferentes épocas del afio y una alta concentracion
de contaminantes; compuestos toxicos y persistentes. La disposiciéon de las aguas residuales
industriales del territorio de las plantas se realiza por diferentes métodos; descarga a cuerpos
receptores superficiales, descarga al alcantarillado municipal, utilizacién agricola o bien, pueden
ser reutilizadas en la misma industria, siempre y cuando retinan los criterios de calidad para
asegurar la proteccién de estos sistemas (Mijaylova, 1993). Desde hace mas de quince afios que los
gobiernos ¢ industrias aceptaron la estrategia de prever y controlar la contaminacién, el mayor
esfuerzo se ha dirigido al tratamiento de aguas residuales (municipales e industriales) y la
eliminacién de diferentes compuestos téxicos de los efluentes, con el fin de proteger los

principales cuerpos receptores superficiales.

Las aguas residuales que provienen de este tipo de industrias es una mezcla de compuestos
tanto inorganicos como organicos, incluyendo a los hidrocarburos aromaticos (Blum ez al.,1986).
Estos tltimos se dividen en dos grandes grupos; los compuestos monociclicos como el benceno,
tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX), los compuestos alquilfendlicos y los hidrocarburos

poliarométicos (PAH), por ejemplo naftaleno, antraceno y fenantreno (Holliger y Zehnder, 1996).
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Introduccion

En ¢l caso de la industria de derivados del petrdleo los compuestos fenélicos provienen de
procesos de desintegracién, principalmente. La concentracién de estos compuestos esti en el rango
de 2 a 10 g/L, donde el 25% es fenol y alrededor del 10% son compuestos alquilfendlicos como;
cresoles, xilenoles y etilfenoles. Dos corrientes contienen compuestos fendlicos; la de sosas
gastadas y los condensados fendlicos. Pocos datos existen sobre la concentracién de este tipo de
compuestos en las aguas residuales provenientes de las refinerfas mexicanas sin embargo,
considerando que la produccién anual de diferentes productos derivados del petréleo alcanzé un
valor de 1, 605.9 miles de barriles por dia (Mbpd) en el afio de 1998, esto es un indicativo de que

la presencia de los compuestos fendlicos en el agua pudiera alcanzar valores elevados,

No sélo las aguas superficiales necesitan ser protegidas, las aguas subterraneas también son
un importante recurso, vulnerable a mecanismos de solubilizacién y difusién, que provocan la
infiltracién de diferentes contaminantes y la lista de estos sigue en aumento, con la introduccién de
las gasolinas limpias u oxigenadas. En 1980 las gasolinas eran un complejo de hidrocarburos
incluyendo alcanos, cicloalcanos y aromaticos. A partir de 1990, como resultado de una iniciativa
de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) en Estados Unidos, descrita en el Acta de Aire
Limpio, se declara como obligatoria la introduccion a las gasolinas del 2.7% en peso de oxigeno,
es decir 14. 8% en volimen de metil ters-butil éter (MTBE), con el principal objetivo de ayudar a
disminuir los niveles de monéxide de carbono en el aire generado por las emisiones de
automotores (Reuter et al., 1998). El consumo de este tipo de gasolinas aumenta cada dia y se
estima que el uso de compuestos oxigenados, principalmente MTBE, puede incrementarse de 70
Mbpd consumidos en 1995 a 100 Mbpd (Nakamura, 1995). El MTBE no es el tinico compuesto
que se utiliza en la produccion de este tipo de gasolinas, también se emplean los compuestos como
el etil tert-butil éter (ETBE), tert-amil metil éter (TAME), fer-butanol! (TBA), asi como €l etanol.
En México las gasolinas oxigenadas son utilizadas desde 1990, con la introduccién de la gasolina
MAGNA-SIN.
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Introduccion

Actualmente se emplean dos tipos diferentes de gasolinas oxigenadas en México y sus
especificaciones se muestran en la Tabla 1.1. El aflo pasado las ventas de estas gasolinas
alcanzaron 14.48 millones de metros clbicos por dia, contabilizando 36, 924.3 millones de pesos
(PEMEX, 1998).

Tabla 1.1 Especificaciones de las gasolinas oxigenadas mexicanas.

Especificaciones MAGNA-SIN PEMEX-MAGNA
Oxigeno (%-peso) 1-2 1-2
Azufre (contenido méx. ppm) 1000 500
Octano (minimo) 87 87
Aromaticos (%-vol) 30 25
Olefinas (%-vol) 15 10
Benceno {%-vol) 2 1

Recientemente, el interés por los compuestos oxigenados ha ido en aumento ya que se ha
detectado su presencia en lagos, rios y pozos que proveen de agua potable a ciudades importantes
en Estados Unidos de America (E.U.A.). Derrames directos de gasolinas o bien, derrames de los
compuestos durante su almacenamiento y distribucion, son la principal causa de su presencia en el
agua. En EU.A en el aflo de 1994 se estimé que 1.5 millones de kilogramos de MTBE fueron
derramados (EPA, 1997). En cada derrame cerca del 97% se queda en el aire y menos del 3% se
descarga en el agua sin embargo, debido a la lluvia y el deshielo, estos compuestos altamente
solubles se dispersan infiltréndose a las corrientes subterraneas Un reporte reciente del Geological
Survey declara al MTBE como el segundo compuesto téxico mas frecuentemente encontrado en
aquiferos en E.U.A. (Steffan, 1997). Otro estudio realizado en diferentes ciudades de E.U.A.
muestra que el 66% de las muestras de agua de lluvia obtenidas presenté6 MTBE (0.2-8.7 ug/L),

seguido de compuestos BTEX como tolueno, xileno y trimetilbenceno (Delzer et al., 1997).
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El principal problema de tener presente este tipo de compuestos en €l agua es que se trata
de compuestos quimicos clasificados como sustancias peligrosas y carcinogénicas, representando
un riesgo para la salud piiblica. En el caso de los compuestos alquilfendlicos, su toxicidad es
similar a la de los compuestos nitroaromaticos y clorofenoles (Klibanov, 1980; Verschueren, 1977;
Donlon et al., 1995). La toxicidad de los compuestos oxigenados estd en debate (Stem y Kneiss,
1997, CONCAWE, 1997). La mayoria de los estudios concernientes a la toxicidad de estos
compuestos esta dirigida a los efectos provocados por su inhalacion. Estudios realizados a nivel de
laboratorio con animales y voluntarios mostraron que la exposicion a 75 ppm de MTBE durante 3
horas genera afecciones en mucosas, dolores de cabeza y natiseas (CONCAWE, 1997). No existe
mucha evidencia sobre los efectos que puedan provocar estos compuestos por ingestion en
humanos, pero si es muy importante resaltar que el metabolismo del MTBE en ¢l cuerpo humano
puede generar compuestos como TBA y formaldehido, este tltimo clasificado por la Agencia de
Proteccién Ambiental de E.U.A.(EPA, por sus siglas en inglés) como un compuesto probablemente
carcinogénico y mutagénico para los humanos (EPA, 1997, CONCAWE, 1997). Actualmente el
MTBE se encuentra incluido en a lista de prioridades para ser regulado por la National Primary
Drinking Water Regulation de los E.U.A. El nivel maximo de MTBE en agua para beber sugerido
es de 100 pg/L, basandose en los antecedentes de ser un potencial cancerigeno (Acufia-Askar,
1998).
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Introduccién

1.2 Caracteristicas de los compuestos oxigenados y
alquilfendlicos

1.2.1 Compuastos oxigenados

Quimicamente, son compuestos denominados éteres, es decir, son hidrocarburos con una
molécula de oxigeno insertada dentro de su ramificada cadena carbonada, como se muestra en la
Figura 1.1. Compuestos liquidos, incoloros y de olor agradable, especialmente los aromaiticos, son
muy volatiles e inflamables. Los éteres son compuestos considerados muy estables, mucho menos
reactivos que los alcoholes, por lo que en este aspecto se parecen a los alcanos sin embargo, su
enlace con el oxigeno los hace mas propensos a la accién de reactivos electrofilicos. La hidrélisis
de un éter es relativamente dificil y se logra quimicamente por la ebullicién prolongada con dcido

sulfirico. Industrialmente se preparan a partir de la deshidratacién de los alcoholes.

MTBE ETBE TAME
CH, CH; CH,
CH3~C:-O-CH3 CHg-é-O-CHz-CHg CH;-CHZ-IC-O-CI-Ig

cx, ok cn,
TBA ETANOL

CH;

CH, - ¢-on CH; - CH, - OH
CIH3

Fig. 1.1 Estructura quimica de los compuestos oxigenados mas utilizados en la produccién de
gasolinas limpias.
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Las propiedades quimicas mas importantes de estos compuestos se encuentran descritas en

la Tabla 1.2, que a continuacidn se muestra:

Tabla 1.2 Propiedades quimicas de algunos compuestos oxigenados.

Propiedad MTBE ETBE TAME TBA
Peso molecular 88.15 102.18 102.18 74.12
(g/mol)

Formula molecular CsHuO C6H140 C5H|40 C4H100
P.(°C) 102 72.2 86.3 824
Densidad de vapor 3.1 3.6 3.6 2.6
Presién de vapor 240 130 75 74.12
(mmHg)

Densidad (g/mL) 0.74 0.77 0.77 0.79
Solubilidad en agua 4.8 12 1.2 miscible
(g/100 g)

Cte. de Henry 5.28E-4 2.64E-3 1.95E-3 1.21E-5

(Atm-m’/g-mol)

1.2.2 Compuestos alquilfendlicos

Compuestos quimicos que derivan de los hidrocarburos aromaticos como el fenol y se

encuentran sustituidos por uno o varios grupos alquilo. Las regiones de gran densidad electronica

son las posiciones orto, meta y para, con relacién a la posicion del fenol, lo que orienta hacia estas

posiciones a los sustituyentes electrofilicos. Quimicamente son compuestos muy similares al fenol,

caracterizado por la influencia del grupo hidroxilo y su estructura aromatica. Compuestos

medianamente 4cidos, forman sales con metales, como el sodio y el potasio, solubles en agua. Su

grupo hidroxilo les imparte una gran reactividad, principalmente para reacciones de sustitucién con

halégenos, nitrato o con 4cido sulfiirico.
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Son compuestos rdpidamente oxidables forméindose como producto quinonas ¢
hidroquinonas y acidos hidroxibenzoicos, dependiendo del agente oxidante que se utilice. Algunos
de los compuestos alquilfenélicos importantes son los cresoles, xilenoles (dimetilfenoles) vy

etilfenoles. Las estructuras quimicas se muestran en la Figura 1.2.

etilfenol

cresol
OH OH

CH, o CH, -CH;

H,C CH;

dimetilfenol

Fig. 1.2 Estructura quimica de algunos compuestos alquilfendlicos.

Las propiedades quimicas importantes de estos compuestos se presentan a continuacion en
la Tabla 1.3.

Tabla 1.3 Propiedades quimicas de algunos compuestos alquilfendlicos (Aldrich, 1998).

Propiedad 2-cresol 3-cresol 4-cresol 2,6-dimetilfenol  2-etilfenol
Peso molecular 108 108 108 122,17 122.17
(g/mol)

Férmula C7H30 C7H30 C7H30 CsH;oO CgHmO
molecular

P:(°C) 30.99 12.22 34.69 44-46 -18
P.(°C) 191 2022 2019 203 206
Densidad 1.04 1.0341 1.0341 1.01 1.017-1.019
(g/mL)

Solubilidad menos de 0.1 1-5 menos de 0.1 10 g/L no

(g/ 100 mL (19 °C) (20 °C) (21°C) miscible
de agua)
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1.3 Degradacién anaerobia de los compuestos oxigenados
y alquilfenélicos

La industria petroquimica o de derivados del petroleo genera descargas con altas
concentraciones de compuestos oxigenados y alquilfendlicos, por lo que se ven en la necesidad de
aplicar algin tipo de tratamiento. Por lo general se utilizan métodos fisicos y quimicos sin
embargo, estos presentan inconvenientes como su alto costo, en algunas ocasiones no tienen
ningin efecto o no logran una eliminacién completa, generando compuestos residuales mas o
igualmente téxicos, donde es necesario empiear un segundo tratamiento (Ruskin et al., 1992). Ante
esta problematica los tratamientos biolGgicos, aerobios o anacrobios, representan una buena

alternativa (Young y Rivera, 1985).

Durante los tratamientos biolégicos los compuestos orgdnicos contaminantes son
removidos por medio de una conversién a nivel celular dando como resultado, generalmente,
productos de mineralizacién. La mayor ventaja que ofrecen estos sistemas es su alta eficacia para
remover materia organica disuelta y més aiin, la remocién de compuestos toxicos (Kortekaas,
1998).

La degradacién de compuestos téxicos es diferente en el caso de ambientes acrobios y
anaerobios. Los microorganismos aerobios utilizan al oxigeno como aceptor final de electrones. La
degradacidn aerobia de los compuestos fendlicos ha sido documentada ampliamente (Heider y
Fuchs, 1997; Blum et al, 1986, Kettunen et al, 1996; Banerjee, 1997). El mecanismo de
degradacion aerobia de los compuestos aromaticos para la mayoria de los microorganismos sigue
un mecanismo en comun, donde intervienen enzimas oxigenasas que preparan al sustrato para la
fisién del anillo bencénico, con la adicién de grupos hidroxilo que se sustituyen en el nicleo
aromatico. Subsecuentemente, otra oxigenasa cataliza la apertura del anillo bencénico hidroxilado,

creando un compuesto alifatico mas sencillo (Smith, 1990; Villemur, 1995).
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Alginos datos existen de la degradacién aerobia de los compuestos oxigenados en sistemas
aerobios, estos sugieren como mecanismo de degradacién la formacién del compuesto TBA y ter-
butil-forrrato (TBF). Reportes sefialan que el MTBE s6lo es capaz de ser degradado en presencia

de un cosustratos tal como propano y butano (Hyman y O"Reilly, 1998).

Ln ¢l caso de ambientes contaminados donde el oxigeno no estd presente, los
microorganismos pueden utilizar compuestos inorgdnicos como nitrato, sulfato, didxido de
carbono, manganeso (IV) y fierro (III) como aceptores de electrones (Langenhoff, 1997; Holliger y
Zehnder, 1996). La degradacidn anaerobia de diferentes compuestos toxicos se ha estudiado bajo
diferentes condiciones de éxido-reduccidén, donde las bacterias anaerobias dependen del uso de

aceptores de electrones con altos potenciales redox. Estos valores se describen en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Potencial 6xido-reduccion de diferentes compuestos empleados como aceptores de
electrones (Nealson y Myres, 1992).

Aceptor de electrones  Reaccién E, (mV)

Ox{geno 0,/H-0 + 820
Fe (I1I) soluble Fe/Fe' +770
Nitrato NO;/NOy +430
Mn (IV) MnOyMn*  +380
Nitrito NO;/NO + 350
Sulfito HSOy/HS - 110
Sulfato SO /=S - 230
Diéxido de carbono CO,/CH, - 240

1.3.1 Mecanismos de degradacion

Los mecanismos de degradacién de los compuestos aromiticos se han estudiado bajo
condiciones de sulfato-reduccién y desnitrificacién, los primeros reportes datan de 1944 y 1969
(Holliger v Zehnder, 1996). En la Figura 1.3. se esquematiza la ruta anaerobia de degradacién de
estos compuestos, donde se muestra que los diferentes compuestos arométicos son transformados a

intermediarios centrales como benzoil-CoA. Posteriormente, se lleva a cabo una reduccién de los
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compuestos aliciclicos, el anillo es abierto por medio de una hidrélisis y los productos no ciclicos

son transformzdos a metabolitos centrales como el acetil-CoA (Holliger y Zehnder, 1996).

Transformacién de intermediarios
Reduccién Hidrélisis

SCoA SCOA SCOA SCoA

R COOH
5
{} 4 ¢ B-oxidacién

H:O
Carboxilacién
Hidratacién
Deshidroxilacién red.
Desaminacién red. .
Desclerinizacion red. . 3 acetil-CoA
Nitroreduccién +
Deshidratacién O,

R; y Ra= OH, Cl, CHy, COOH, NH;, NO,.

Fig. 1.3 Esquema de la ruta de degradacién anaerobia de compuestos arométicos
(Holliger y Zehnder, 1996)

Para los compuestos oxigenados los reportes sefialan que la degradacion del MTBE
envuelve un aparente incremento de la concentracién de TBA. Esto sugiere que el MTBE
comienza a metabolizarse cuando ¢l enlace éter se rompe, siendo este el primer paso y el
limitante, ya que ocurre lentamente, como se muestra en la Fig. 1.4 (Mormille er al., 1994;
Clinton et al., 1997). El TBA puede ser transformado a acetona, 2-propanol, formato y por

altimo a diéxide de carbono (Clinton et al., 1997).

CH; fi i
Oxidacién microbiana { TBA ormaldehido
MTBE " CH; -C-OH + CH,0
CH, CH,
|
Hy -C-0-CH, —— Hidrolisis 4
CH; CH tert-butil formato (TBF)
L » (i
Oxidacién atmosférica CH; - |C -0-COH
CH,

Fig. 1.4 Mecanismo de la transformacion inicial de la degradacién de MTBE
(Clinton et al., 1997).
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1.3.2 Digestidn anaerobia

El principio bésico de la digestion anaerobia consiste en la transformacion de la materia
organica en biogas, que contiene principalmente metano y diéxido de carbono. La digestién
anacrobia se lleva acabo en diferentes etapas. La primera de ellas es la hidrdlisis, que consiste en la
licuefaccién de materia organica compleja. Los carbohidratos, protefnas, lipidos, etc., son
hidrolizados a azicares monoméricos, aminoacidos y 4cidos grasos de cadena larga. La
acidogénesis, como segunda etapa, consiste en la transformacién de compuestos solubles,
generados en la primera etapa, a di6xido de carbono, hidrégeno y &cidos grasos volatiles. También
se obtienen pequefias cantidades de etanol y 4cido lactico. Los acidos grasos de cadenas largas se
oxidan rindiendo 4cidos grasos de cadena cortas como el acetato. Mediante la acetogénesis los
acidos grasos volatiles formados en la acidogénesis rinden acetato, hidrégeno, y dependiendo del
nimero de carbono de las cadenas de los 4cidos grasos, puede generarse didéxido de carbono. La
metanogénesis, es la ultima etapa de la digestion anaerobia que permite la formacién de metano
por descarboxilacién del acetato, gracias a la presencia de bacterias metanogénicas acetotréficas, y
por hidrogenacién del didxido de carbono por bacterias metanogénicas hidrogenotréficas (Soubes,
1994).

En un sistema anaerobio coexisten un gran ntimero de bacterias y la microflora puede ser
tan diversa como en el caso del riimen, donde se han identificado en un sélo estudio mas de 130
especies diferentes que mantienen interacciones muy estrechas. Para hacer una clasificacion de
todas las bacterias que intervienen, se puede tomar como criterio principal a la concentracion de
hidrégeno ya que juega un papel muy importante en el flujo de carbono. En esta clasificacién se
pueden distinguir dos grandes grupos, las bacterias productoras y consumidoras de hidrégeno
(Soubes, 1994):

Grupo 1. Bacterias productoras de hidrégeno
1. Bacterias hidroliticas y fermentativas: integran este grupo bacterias aerobias facultativas como

las enterobacterias, bacterias del 4cido lactico y bacterias anaerobias estrictas como

Clostridium, Bacteroides, Propionibacteriumy Selenomonas.
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Bacterias acetogénicas reductoras: microorganismos sintréficos con las metanogénicas hidro-
genotréficas o las bacterias sulfato-reductoras. Algunas son Syntrophobacter wolinii o

Syntrophomonas wolfei.

Bacterias sulfato-reductoras (BSR)

Grupo II. Bacterias consumidoras de hidrégeno

Bacterias homoacetogénicas: bacterias fermentativas que se caracterizan por la produccién de
acetato exclusivamente. Son un grupo muy diverso y dentro de las mas importantes se

encuentran Clostridium, Acetobacterium, Peptococcus, Eubacterium, Acetogenium.

Bacterias metanogénicas: pertenecen al reino de las Arquibacterias o archae. Tienen la
caracteristica de ser capaces de formar metano y por lo tanto tienen enzimas exclusivas como
hidrogenasas con diferentes cofactores Fay ¥ Fs30 y coenzima M. Requieren de cofactores
como Ni, Fe, Co y Se. También presentan una diferencia en los componentes de los lipidos de
la membrana, est4 constituida por éteres de fitanol y bifitanol y no poseen mureina en su pared.
De acuerdo a los sustratos que degradan se dividen en: hidrogenotroficas, bacterias capaces de
producir metano a partir de hidrégeno y diéxido de carbono; acetoclasticas, que emplean
acetato y las metilotréficas (hidrégeno-metilotroficas y alcoholotréficas) que metabolizan
compuestos como metilaminas y metilsulfuros. De entre las metanobacterias hidrogenotréficas
mas frecuentes se encuentran Methanobacterium, Methanospirillum y Methanobrevibacter. El
60% del carbono se degrada via acetato y los géneros principales son Methanosarcina y
Methanothrix (Guyot,1992).

En los ltimos afios ha crecido la posibilidad de destoxificar compuestos aromaticos bajo

condiciones metanogénicas y se ha demostrado que la mineralizacién de este tipo de compuestos a

diéxido de carbono y metano es posible. Hay reportes sobre la degradacién metanogénica de

tolueno, benceno, estireno, naftaleno, aminobenzoato y aminofenoles (Smith, 1990; Donlon ef al,,
1995; Borden,1994; Langenhoff, 1997). La biodegradabilidad del fenol se ha evaluado con mayor

frecuencia via metanogénesis, los resultados obtenidos en varios estudios muestran que es
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completamente mineralizado a metano y diéxido de carbon, en periodos cortos de tiempo (Blum ez
al., 1986; Fedorak y Hudrey,1984; Razo et al., 1996). De igual manera, los compuestos fendlicos
como ¢l catecol y el acido benzoico a una concentracién de 300 mg/L, son mineralizados a diéxido
de carbono y metano por un lodo granular proveniente de un reactor anaerobio a nivel laboratorio
(Healy y Young, 1978). Otros reportes sefialan que es posible mineralizar concentraciones de entre
500 y 1000 mg/L de los compuestos fenol, catecol y resorcinol en un reactor de tanque agitado en
continuo empleando como indculo un cultivo enriquecido con acetato. Se tienen pocos datos sobre
la mineralizacién via metanogénesis de los compuestos alquilfendlicos. Fedorak y Hudrey (1984)
reportaron que compuestos como el 2,5-, 3,4- y 3,5-dimetilfenol a una concentracién de 300 mg/L,
no son mineralizados a metano, inclusive, una concentracién de 500 mg/L de estos compuestos
resultd inhibitoria para las bacterias metanogénicas. Sin embargo, el fenol y el 4—cresol fueron
transformados a metano a concentraciones 500 y 200 mg/L, respectivamente. Estas pruebas se
realizaron en lote, a 37 °C, empleando como indculo un lodo proveniente del tratamiento de aguas
domésticas. En otro reporte se seflala que 250 mg/L de 4-cresol y 300 mg/L de fenol son
mineralizados a metano por lodos granulares provenientes de 5 diferentes fuentes. Las fases de
retardo observadas no rebasaron los 19 dias para el 4-cresol y 40 para el fenol, observandose una
produccion teérica total de metano mayor al 77% (Razo et al., 1997). Blum et al. (1986) concluyd
que compuestos como el 2-cresol, 3,4-xilenol, 2,3-xilenol, 3-etilfenol, acido hexanoico y 4-
etilpiridina no son mineralizados via metanogénica a diferencia de compuestos como catecol,
fenol, resorcinol y 4-cresol que si fueron degradados. En este estudio de biodegradabilidad en lote,
Blum et al. (1986) examiné una mezcla de 12 compuestos fendlicos a concentraciones mayores o
iguales a 100 mg/L y 15 compuestos a concentraciones menores de 100 mg/L, con el empleo de un
lodo proveniente de un digestor anaerobio aclimatado a fenol y acido acético como indculo,
durante un periodo de entre 28 a 35 semanas. Bisaillon et al. (1991) reporté que el 2-cresol es
transformado a los 60 dias en acido 3-metilbenzoico por un consorcio degradador de fenol, este
intermediario no fue metabolizado a pesar de prolongar ¢l periodo de incubacién a 29 °C por mas
de 120 dias. En el caso del 3-cresol, Battersby y Wilson (1989) sefialan que es parcialmente
degradado después de un periodo de incubacién de 40 dias, obteniéndose menos del 80% de la
produccidn tedrica de metano. Durante este estudio se examiné la biodegradabilidad anaerobia en
lote a 35 °C, utilizando un lodo proveniente de un digestor primario receptor de una mezcla de

aguas residuales domésticas ¢ industriales.
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Para los compuestos oxigenados pocos reportes son los que se refieren a su degradacion
bajo condiciones anaerobias y los que existen, en su mayoria, se enfocan a la degradacién via
metanogénesis. Para el MTBE, TAME, ETBE y TBA Suflita y Mormille (1993) determinaron que
son compuestos persistentes a ser degradados bajo condiciones anaerobias, durante un periodo
mayor a 182 dias. Este estudio se realizé en lote, con el uso de una mezcla de sedimentos
anaerobios y muestras de agua subterrdnea colectados de un lugar contaminado y con una
concentracién inical de 50 ppm de cada uno de los compuestos probados. Compuestos como
cetonas, alcoholes y ésteres fueron examinados dando resultados positivos de mineralizacion.
Dentro de este reporte se resalta la importancia y el papel que juega la estructura quimica de los
compuestos en la capacidad de ser biodegradados por sistemas bioldgicos. Otro estudio realizado
en microcosmos con el uso de diferentes sedimentos extraidos a varias profundidades y con
diferentes concentraciones de materia organica, mostré que compuestos como el MTBE y el
TAME no son biodegradables en un periodo de incubacién mayor a 250 dias, en ninguno de los
sistema evaluados (Yeh y Novak, 1994). En el caso del ETBE sf se presenté degradacion cuando
se utilizdé un suelo con muy baja concentracién de materia organica (Yeh y Novak, 1994). Un
reporte de Kang et al. (1998) presenta la comparacién entre la degradacién aerobia y anaerobia del
compuesto MTBE, empleando como indculo un suelo de un sitio contaminado por combustibles.
Después de 150 dias de incubacién en condiciones aerobias no se obtuvieron resultados positivos,
no asi en ausencia de oxigene, donde se obtuvo un 76% de remocién de MTBE, produciéndose
TBA como intermediario. Pocos documentos, como éste, ponen en evidencia la degradacion de los
compuestos oxigenados bajo condiciones anaerobias. En el mismo sentido, se considera importante
¢l reporte sobre la atenuacién natural en un sitio expuesto por mas de 49 aitos al almacenamiento
de tanques de reserva de combustibles. En este estudio los resultados muestran que, en una zona de
800 acres, los niveles de MTBE (215 ug/L) han disminuido dando como respuesta el incremento
en la concentracion de TBA (1770 ug/L). Asi mismo, se detectd una alta produccion de metano, lo

cual indicé que la biodegradacidn se llevé a cabo via metanogénesis (Hurt et al., 1998).
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1.3.2.1 Toxicidad

El principal problema a confrontar en el tratamiento anaerobio de aguas residuales con
compuestos fenolicos, son las altas concentraciones de estos compuestos, que en la mayoria de los
casos son inhibitorias para los microorganismos. Se ha observado una inhibicién de los
compuestos fendlicos hacia las bacterias metanogénicas a concentraciones de 250 a 3000 mg/L. La
naturaleza inhibitoria de los fenoles monoméricos esta relacionada a la no polaridad de estos
compuestos, De entre los compuestos aromaéticos el fenol es de los menos téxicos, la toxicidad
aumenta si se incrementa la cantidad de grupos alquil o cloro sustituidos (Tabla 1.5). Al ser
compuestos no polares tienen la capacidad de lograr una solubilidad parcial en las membranas de
las bacterias, lo cual dafia las funciones de la misma, asi como el transporte de iocnes y

ocasionalmente producen lisis celular (Field y Lettinga, 1987, Sierra y Lettinga, 1991; Donlon et

al., 1995).

Introduccion

Tabla 1.5 Concentracidn de diferentes compuestos fendlicos a la que se inhibe Ja actividad de las
bacterias metanogénicas acetoclésticas en un 50% (CI 50%).

Polaridad Compuesto CI50%°  Sustituyentes  Ref.
(mg/L)

+ Pirogalol 3000 3 grupos OH !
Catecol 1800 2 grupos OH 2

Fenol 1100 1 grupo OH 2

4-cresol 570  igrupo OH 2

1 grupoCH3
- Etilfenol 260  lgrapo OH 2

1 grupo CH,CH;

! Field y Lettinga, 1987.
? Sierra y Lettinga, 1991.
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1.3.3 Sulfato-reduccion

El azufre es un elemento esencial en la biosfera y alrededor del 1% de cualquier organismo
esta constituido por este elemento. Su importancia radica en que estabiliza proteinas y ayuda a la
transferencia de hidrégeno por enzimas 6xido-reductoras. En la naturaleza, el azufre es localizado
en diferentes estados de cxidacién siendo -2, 0 y +6 los mas comunes, representados por sulfuros,
azufre elemental y sulfatos, respectivamente. A excepcion de los animales y humanos, la mayoria
de plantas, hongos y bacterias son capaces de transformar, por medio de la reduccidn de sulfatos a
sulfuro, realizando la biosintesis de componentes celulares que contengan azufre (Fischer, 1984).
Sin embargo, s6lo un grupo de bacterias pueden producir energia para su crecimiento por medio
del metabolismo del azufre (desasimilacién) y estas son las bacterias sulfato-reductoras (BSR).
Estos organismos son capaces de oxidar los compuestos organicos y transferir los electrones
liberados al sulfato como aceptor final de electrones, generando como principal producto sulfuro
de hidrégeno. A este proceso biolégico que forma parte del ciclo del azufre se le denomina sulfato-

reduccion (Lutz, 1996). La reaccién es la siguiente:

SO4? + Materia orgnica  — HS™ + H,0 + HCC5

Dentro del tratamiento anaerobio de aguas residuales, adicionalmente a la metanogénesis,
la sulfato-reduccion ocurre si existe la presencia de sulfato, estableciéndose una competencia entre
las BSR vy las bacterias metanogéncias por el uso de acetato e hidrdgeno (al final del segundo paso

en el procesc de mineralizacién).

Las BSR estan distribuidas en medios acuaticos, terrestres, sitios contaminados, pozos, gas
natural, depdsitos de azufre, etc., pudiéndose encontrar cepas psicrofilicas, mesofilicas,
termofilicas y haléfilas. Es un grupo morfoldgicamente muy diferente a las bacterias anaerobias.
Pfenning et al. (1981) hace una clasificacién de las BSR de acuerdo a su metabolismo; el primer
grupo oxida de manera incompleta su sustrato (la mayorfa pueden utilizar lactato y etanol), el
segundo realiza la oxidacién de acetato, succinato y piruvato a dioxido de carbono (Fischer, 1984;
Visser, 1995). También pueden encontrarse algunas cepas autotréficas, que usan al didxido de

carbono como fuente de carbono. Las BSR son anaerobias obligadas, sin embargo, pueden
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sobrevivir a la exposicion temporal del oxigeno (0.1-1 mg/L). La temperatura 6ptima para la
mayorfa de las BSR esté en el rango de 28-32 °C, sin embargo, hay evidencias de la existencia de
cepas que tienen un crecimiento a més de 60 °C. El pH ambiental mas favorable para este proceso
se encuentra alrededor de 7, a pH menores de 5.5 o mayores de 9 se inhibe el proceso (Hao er al.,
1996). Dentro de las sustancias que pueden llegar a inhibir la sulfato-reduccién se encuentra el
sulfuro. La concentracién inhibitoria puede variar dependiendo de la poblacién, aunque algunos
datos indican que concentraciones de entre 193 y 230 mg/L de H,S a pH neutro inhiben casi
completamente a la poblacién de BSR (Hao er al., 1996). Sin embargo, algunas bacterias como
Desulfovibrio toleran la presencia de 547 mg/L de sulfuro (Hao et al., 1996). Los metales en su
forma libre también generan un efecto t6xico en las BSR, principalmente el fierro, selenio y
molibdato (Hao e? al., 1996),

Las BSR son microorganismos que tienen la capacidad de degradar un amplio rango de
compuestos aromaticos. La familia Desulfobacteriaceae abarca a la mayoria de las bacterias que
degradan este tipo de compuestos. Particularmente, Desulfobacterium (Db) anilini degrada anilina
y fenol; el 4-cresol asf como el fenol son degrados por Db. Phenolicum;, Db. catecholium y Db.
indolicum utilizan catecol e indol, respectivamente. Al igual que sucede para la metanogénesis, los
compuestos que han sido sometidos a estudio bajo condiciones de sulfatoreduccion, son el fenol y
los cresoles, compuestos alquilfendlicos de estructura sencilla. Haggblom y Young (1995)
reportaron la completa mineralizacién a diéxido de carbono del fenol, se lieva acabo en un periodo
menor a 6 dias en presencia de 10 mM de sulfato como aceptor de electrones, empleando como
inéculo un sedimento expuesto por varios afios a la presencia de compuestos fendlicos
halogenados. Con respecto a los cresoles, se tiene evidencia de que son degradados bajo
condiciones de sulfato-reduccidn, sin embargo, la ruta metabodlica anaerobia es dependiente de la
posicidn en que se encuentre sustituido el grupo metilo en el anillo aromético (Ramanand vy
Suflita, 1991; Heider y Fuchs, 1997). El 4-cresol es degradado via oxidacién del grupo metilo,
formando como intermediario al acido 4-hidroxibenzoico. Este intermediario es posteriormente
convertido a 4cido benzoico y el grupo metilo liberado es oxidado a diéxido de carbono (Suflita et
al., 1989; Heider y Fuchs,1997). Los compuestos 3- y 2-cresol tienen un mecanismo de
degradacién anaerobio, realizado por las BSR o bien metanogénicas, un tanto diferente. En ambos

casos es iniciado por una reaccion de carboxilacién, del 3-cresol se produce como intermediario el
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2-metil-4-hidroxibenzoato, a partir del cual se obtiene al compuesto 4-hidroxibenzoato, por una
reaccién de desmetilacién (Heider y Fuchs, 1997). El grupo metilo se cree, es oxidado a metano
(Suflita et al., 1989).

Sobre e! mecanismo de degradacién del compuesto 2-cresol existen algunas controversias,
algunos reportes indican que posteriormente a la reaccién inicial de descarboxilacién uno de los
intermediario es el 3-metilCoA, a partir del cual, el grupo metilo es eliminado para ser oxidado o
bien, se elimina durante la apertura del anillo. En otro estudio se observd la presencia de acido
benzoico, como intermediario de la biodegradacién del 2-cresol via sulfato-reduccién, lo cual
sugiere que el mecanismo via oxidacién del grupo metilo es el predominante, al igual que para el
4-cresol. Sin embargo, la degradacidn del 3- y 4-cresol se inicié a los 11 dias, mientras que el 2-
cresol presentd una etapa de retardo de 60 dias, siendo este tltimo el mas persistente y el 4-cresol
el mas susceptible. Estos resultados se obtuvieron con el empleo de un cultivo enriquecido en
presencia de 20 mM de sulfato de sodio y expuesto a bajas concentraciones de los tres isomeros
del cresol (Suflita et al., 1989). Ramanand et al. (1991) demuestra que la degradacién del
compuesto 3-cresol, en presencia de 20mM de sulfato y empleando como indculo una muestra de
sedimentos andxicos, se ve favorecida. El 85% del sustrato fue consumido después de 6 dias bajo
estas condiciones, con una fase de retardo de 2 dias. Los mismos resultados se obtuvieron cuando

la degradacidn se llevé a cabo utilizando un cultivo enriquecido.

1.3.4 Desnitrificacion

El nitrégeno es un elemento importante para la vida y esta presente tanto en suelos (9.4 X
10'* Kg), sedimentos (4 X10'" Kg), agua (10 X 10 Kg) y atmésfera (3.9 X 10'® Kg). En su forma
orgdnica comprende compuestos como proteinas, aminoacidos, péptidos; como nitrdgeno
inorganico se incluye al ion amonio, amoniaco, nitrito, nitrato y 6xidos de nitrégeno en forma
gaseosa. El ciclo del nitrdgeno juega un papel muy importante ya que animales, hongos y
microorganismos tienen la capacidad de transformar el nitrégeno orgénico a inorganico. Una parte

muy importante es la desnitrificacién que establece un balance en todo el ciclo.
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Este proceso bioldgico es anaerobio, donde los intermediarios sirven como aceptores de
electrones y se realiza en dos etapas siendo catalizado por sistemas enzimdticos (Sorensen y
Jorgensen., 1993). Como se describe en la Tabla 1.6, 1a primera etapa consiste en 1a transformacion
de nitrato a nitrito y se denomina desasimilacién reductiva. La segunda etapa comprende la
reduccion del nitrito a 6xido nitrico (NO) asi como, la reduccién del 6xido nitroso (N,O) a

nitrégeno elemental (Knowles, 1982; Hiscock ef al., 1991).

Tabla 1.6 Reacciones del proceso de desnitrificacién.

NO;y + 2H + 2¢¢ —» NO, + H,0
NO; + 2H' + e —» NO + H,0
NO +2H +2¢ —» N,O + H,0

N,O + 2H" +2¢ —¥® N, + H,0

El interés por la desnitrificacidn existe debido a varias razones:

1. Mayor mecanismo de pérdida de nitrogeno de los fertilizantes, lo cual genera que los

fertilizantes no sean tan efectivos al momento de ser utilizados (Sorensen y Jorgensen, 1993).

2. Existe un gran potencial de aplicacién en la remocién de nitrégeno inorganico de materiales de
desecho, ya que las altas cargas de este componente en el agua estén asociadas a problemas de
salud y produce una disminucidn de su calidad (Sorensen y Jorgensen, 1993; Hiscock ef al.,
1991).

3. Proceso importante que contribuye a la concentracién de N2O en la atmésfera y que se ve
envuelto en las reacciones de la estratosfera, dando como resuitado una disminucién en la

concentracion de ozono (Sorensen y Jorgensen, 1993).
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Las bacterias desnitrificantes son bioquimica y taxondmicamente muy diferentes. La
mayoria son heterétrofos y emplean una sola fuente de carbono tal como el metanol, etanol o el
4cido acético. Existe también el grupo de bacterias autétrofas que utilizan hidrogeno, biéxido de
carbono o reducen algunos compuestos azufrados, sin embargo, todas poseen las reductasas
necesarias para reducir el nitrato a nitrégeno gaseoso, aunque algunas bacterias sélo logran obtener

como producto final al 6xido nitroso (Hiscock ef al., 1991; Knowles, 1982).

Dentro de los factores que controlan la desnitrificacion se pueden resaltar como
importantes la presencia de bajas concentraciones del ién nitrato, para que la actividad de las
reductasas encargadas de la transformacién de los intermediarios no se vea reprimida (Knowles,
1982). El pH 6ptimo para el proceso de desnitrificacién esta en el rango de 7-8. Algunas sustancias
inhibidoras son la azida, algunos compuesto sulfurados (0.3 mM de §?) y el oxigeno (0.2 mg/L)
(Hiscock et al., 1991). Se nombran a Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes como los grupos
quizds mas representativos de las bacterias desnitrificantes presentes en suelos y sedimentos
acuaticos (Knowles, 1982).

Bajo condiciones de desnitrificacion se ha demostrado la posibilidad de degradar
compuestos aromaticos, como fenol, xilenos y benceno (Borden, 1994; Reinhard, 1994). Las
bacterias desnitrificantes degradadoras de compuestos aromaticos se encuentran representadas en
su mayoria por los géneros Thauera y Azoarcus. Reportes indican que uno de los primeros cultivos
puros desnitrificantes capaz de utilizar para su crecimiento al feno} como tnica fuente de carbono
fue la bacteria Thauera aromatica, nombrada anteriormente como Desulfobacterium phenolicum
(Schie y Young, 1998). Recientemente, fueron aisladas de cultivos enriquecidos provenientes de
sedimentos anaerobios obtenidos de diferentes regiones geograficas, tres nuevas cepas del género
Azoarcus capaces de degradar el fenol. Los resultados muestran que son cepas dependientes de la
presencia de diéxido de carbono disuelto en el medio y producen el 75% del nitrégeno tedrico
esperado. Sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos con lo que respecta a la degradacion
de compuestos como el tolueno, benceno 2—cresol y 3-cresol, por parte de ninguna de las cepas
(Schie y Young, 1998). La habilidad de emplear el 4-cresol como unica fuente de carbono y
energia por parte de bacterias provenientes de un cultivo enriquecido desnitrificante se muestr en

¢l estudio de Haner et al. (1995), donde a los 21 dias y a una temperatura de 20 °C, se dié una
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completa conversién de este compuesto a nitrdgeno, en contraste con sustratos como el benceno,
metilbenzoato, etiltolueno, aminotolueno y 2-xileno, en donde no se observé un consumo del
sustrato ni del nitrato presente. Pocos datos complementan la informacidn de la alta persistencia de
los compuestos alquilfendlicos bajo esta condiciones de Oxido-reduccién. Sin embargo, se ha
observado que al igual que en la sulfato-reduccién, la fase de retardo para compuestos como el 2-
cresol es mucho mas larga que la del 3- y 4-cresol. También hay reportes que hacen mencién sobre
1a degradacion del 2-cresol por parte de un cuitivo mixto aclimatado a tolueno, en cometabolismo

con tolueno (Flyvbjerg et al., 1993).

Pocos datos se tienen sobre la capacidad de que los compuestos oxigenadossean degradados
bajo condiciones de desnitrificacién. La experiencia con suelos indica que la presencia de nitrato

no promueve Ja degradacién de MTBE nt ETBE (Yeh y Novak, 1994).

1.3.4 Fo (Il)y Mn (IV)

Dentro de los compuestos mas abundantes ¢n la corteza terrestre se encuentran los metales,
siendo el manganeso y el fierro de los que se encuentran en una proporcién mayoritaria. El fierro
es el cuarto elemento més abundante y su concentracion estimada es de 5%, encontrandose
presente en rocas, suelo y sedimentos (Lutz, 1995). Otra cifra menciona que el fierro se encuentra
a concentraciones por arriba de 51 g/Kg vy el manganeso en concentraciones de 0.9 g/Kg,
distribuidos en tierra, estuarios y ambientes marinos (Langenhoff, 1997). Ambos se encuentran en
la naturaleza con diferentes estados de oxidacién, El fierro es comun encontrarlo como 0,+2,+3, y
el manganeso puede existir en su forma 0,+2,+3,+4,+6,+7. La presencia y acumulacién de ambos
metales en la naturaleza puede darse en forma de carbonatos, dxidos, silicatos etc, los cuales son
compuestos insolubles (Tabla 1.7). De igual manera se pueden encontrar formando complejos con
compuestos organicos tales como amino4cidos y sustancias himicas o inorganicos como $0,7 Cl°
y HCO;™ (Lutz, 1995).

Ambos metales son muy importantes en los sistemas biologicos, principalmente por ser
elementos esenciales para microorganismos, plantas y animales. Activan a un gran nmimero de

enzimas y se ha observado que juegan un papel muy importante, principalmente en las reacciones
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oxido-reduccién acopladas al ciclo del carbén ya que tienen un alto potencial redox y se

consideran excelentes aceptores de electrones.

Otra ventaja en el empleo de estos metales es que no hay pérdida de ellos en los diferentes
ambientes en los que estan presentes, de aqui la importancia de su ciclo natural que involucra una
serie de reacciones de oxidacién y reduccion tanto quimicas como biolégicas. Como se puede
observar en la Figura 1.5, en el ciclo de estos metales las formas reducidas Mn (II) y Fe (II) son
oxidadas en ambientes aerobios y varios 6xidos son formados. Estos éxidos regresan a los
sedimentos por precipitacion y se reducen en condiciones anaerobias obteniendo los estados de
oxidacién Mn (IV) y Fe (11I).

Tabla 1.7 Formas de fierro y manganeso presentes en la naturaleza.

FIERRO MANGANESO COMPLEJOS
Oxidos e hidréxidos' Oxidos e hidréxidos® Fe-Mn-silicatos’
Bimesita MngO, *5SH0
Goetita Fe,0; *H,0 Buserita 6xido Na-Mn
Limonita Fe,05+nHy0 Hausmanita Mn,0, Jacobsita MnFeO,
FeOOH Holandita (Ba, K)12MnzOs *xH,0 Piromanganita (Mn, Fe)SiO;
Hematita Fe 05 Manganita MnOOH Rodonita (Mn, Fe,
Magnetita ~ Fe;04 Manganosita  (Ba, K, Mn"?, Co),Mn;0,y Ca)SiO;
Ilmenita FeO +TiO;, Pirolusita MnO,
Pirocroita Mn(OH),
Carbonatos Carbonatos Sulfuros
Siderita FeCO, Rodocrosita MnCO; Albandita MnS
Lutz, 1995

: Langenhoff, 1997
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En sistemas con ausencia de oxigeno, muchas bacterias han demostrado ser capaces de
reducir el Fe (III) a Fe (II) acoplado a la oxidacién de una fuente de carbono. Entre las especies
anaerobias estrictas presentes se encuentran Geobacter metallireducens, G. sulfurreducens y
algunas BSR como Desulfuromonas acetoxidans y Desulfovibrio desulfuricans. Algunas de las
bacterias son facultativas como las cepas de Shewanella putrefaciens y Pseudomonas sp. (Lutz,
1995). Estas bacterias son capaces de emplear diferentes tipos de sustratos donadores de electrones

tal como acetato, lactato, etanol, butirato, propionato ¢ hidrogeno (Lutz, 1995).

Algunas bacterias autétrofas como T. thioxidans, T. ferroxidans y Sulfolobus son capaces

de reducir el Fe (III) empleando al azufre como donador de electrones y como intermediario se
obtiene sulfito (Lutz, 1995).

MnOOH (s) Bacter o
M.nOz (S) _ acterias gerobias
FeOOH  (s) * ;’i“a(g)
Fe(OH), (s)
Fe, 0 (s) TN Y
Precipitacién Difusion Acrobio
" Anaerobio
MnOOH  (s)
MnO, ) Mn (1I)
Mn-reductoras
{CHO)
( Fe-reductoras 1
FeOOH (s)
————>Fe(OH); Fe (I)

Fe7'03 ‘—; F6304

Fig. 1.5 Representacion del ciclo naturat del manganeso y el fierro (Langenhoff, 1997;
Nealson y Myers, 1992)

Entre las bacterias que reducen el Mn (IV) como una alternativa de respiracién, se
mencionan a Bacillus cereus, B. filaris, Anthrobacter, bacterias gram positivo, y las bacterias gram
negativo Shewanella putrefaciens, Pseudomonas sp.. Asi mismo, la bacteria anaerobia estricta

Geobacter metallireducens la cual, a pesar de que tiene la capacidad de reducir tanto fierro como
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manganeso, se ha demostrado que el sistema de enzimas involucradas no es el mismo
(Langenhoff, 1997; Nealson y Myers, 1992; Lutz, 1995). Esta bacteria es la tinica que se ha
logrado aislar y que es capaz de oxidar completamente tolueno, fenol, algunos aldehidos

aromaéticos, 4-cresol y alcoholes (Heider y Fuchs, 1997).

Dentro de la reduccién microbiana del fietro y el manganeso, la forma mineral en que se
encuentren estos metales es un factor importante a considerar ya que interviene en la reactividad.
El empleo de 6xidos amorfos de Fe (IIT) y Mn (IV) provoca que se utilicen rapidamente como
aceptores de electrones por las bacterias, sobretodo si se compara con las formas mas cristalinas de
estos metales. De la misma manera, se¢ debe de tener en cuenta la habilidad que las bacterias
reductoras presentan para solubilizar los 6xidos, 1a capacidad de atacar y transferir los electrones y

la habilidad de transportar el estado amorfo (s6lido) dentro de la célula (Nealson y Myers, 1992).

En realidad, la biodegradacion de compuestos recalcitrantes en este tipo de sistemas no ha
sido estudiado extensamente, sobretodo si se compara con la gran informacién que existe para
metanogénesis, sulfato-reduccién y desnitrificacién. Kazumi ef al. (1995b) reportd la degradacién
de compuestos como el 2-,3- y 4-clorofenol acoplada a la reduccién de Fe (III). En este estudio se
obtuvo de un 89 al 138% de Fe (II) con respecto a la produccion tedrica, en periodos no mayores a
100 dias. (Kazumi et al., 1995b). La posibilidad de que las bacterias reductoras del fierro utilicen
al fenol y 2-, 3- 4-cresol como unica fuente de carbono y energia, se demostré en el estudio
realizado por Kazumi et al., (1995a) donde se utilizaron sedimentos enriquecidos del rio Hudson
como indculo. I mM de fenol fue degradado en un periodo de incubacién menor a 50 dias
obteniéndose 89% de Fe(II), con respecto a la produccidn teérica esperada. Para 0.2 mM de 3- y
4-cresol, se observd un decremento de la concentracién a los 50 y 30 dias, respectivamente. El 2-
cresol resulté ser mds persistente, sin embargo, se obtuvo su biodegradacién a los 150 dias de
incubacion. Ninguno de los compuestos etilfendlicos se logré degradar durante los 300 dias en que
fueron sometidos a estudio, bajo las mismas condiciones que los otros compuestos (Kazumi ef al.,
1995a). La cepa de Geobacter metallireducens (GS-15) es de los pocos microorganismos que se
sabe tienen la capacidad de acoplar la oxidacién de hidrocarburos aromaticos a la reduccidn de Fe
(IID). El tolueno, 4-cresol y el fenol son degradados por este microorganismo (Lovley y Lonergan,
1990).
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La oxidaci6n de los compuestos alquilfenélicos bajo la condicién de reduccién de Mn (IV)
no estd bien documentada. Langenhoff (1997) mostré que los compuestos arométicos totueno y
antraceno son degradados en columnas anaerobias en presencia de nitrato y Mn (IV) como
aceptores de electrones, utilizando diferentes sedimentos entre ellos el del rio Rhin. Sin embargo,
no hubo suficientes evidencias para demostrar la degradacién del 4-cresol bajo estas condiciones, 2
pesar de que este isémero cresilico ha demostrado ser el compuesto menos persistente a ser
degrado bajo condiciones anaerobias. De igual manera el benceno, resulté ser recalcitrante bajo
condiciones de sulfato-, nitrato-, Fe (II)- y Mn (IV)- reduccidn a 20 °C, durante un periodo de

incubacién de 375 a 525 dias.

1.3.6 Sustancias himicas

Las sustancias hiimicas son compuestos organicos de alto peso molecular que se encuentran
de manera natural en ambientes terrestres y acuéticos. Se considera que estin relacionadas con los
procesos microbianos, principalmente en ambientes anaerobios. Reportes indican que algunos
microorganismos son capaces de utilizar estas sustancias himicas como aceptores de electrones en
la oxidacidén de materia organica ¢ hidrégeno es decir, son sustancias capaces de soportar el
crecimiento microbiano (Lovley et al, 1996). Se ha observado que también desempefian una
funcién como mediadores de electrones en la reduccién de metales como el fierro. Por medio de
este mecanismo se ve aumentada la capacidad de algunas bacterias reductoras de Fe (III), ya que
los dxidos insolubles de este metal se convierten en compuestos mas accesibles. Los compuestos
modelo de las sustancias himicas son antraquinona sulfonato (AQS) y antraquinona disulfonato
(AQDS), ambas sustancias son quinonas extracelulares que pueden servir como aceptores de
electrones como se tiene reportado para los microorganimos Geobacter metallireducens y
Shewanella alga (Coates et al, 1998). Bacterias como Propionibacterium freudenreichii,
Lactococcus lactis y Enterococcus cecorum, son capaces de reducir las sustancias hiimicas en
presencia de fierro amorfo y de diferentes fuentes de carbono como donadores de electrones (Benz
et al., 1998).
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El proceso de reduccidn de las sustancias himicas es muy importante ya que representa un
mecanismo de oxidacidén de la materia orginica, asi como de ser empleado para estimular la
degradacidn de algunos compuestos xenaobidticos (Figura 1.6). Algunos reportes dan evidencia que
existe una estimulacion en la reduccién de compuestos nitroaromdticos al transferir los electrones
del H,S en presencia de AQDS (Keck e? al., 1997). Resultados similares se observaron con AQDS
y otros compuestos hiimicos modelo en la descloracidn reductiva de compuestos organoclorados
como el tetracloroetano (Curtis y Reinhard, 1994). La mineralizacion del dicloroetano y el
compuesto cloruro de vinilo se demostrd en el estudio de Bradley et al. (1998) con la presencia de
sustancias himicas como aceptor de electrones. Un estudio mostrd que la degradacion de benceno,
bajo condiciones de reduccion del fierro (III) en presencia de compuestos himicos, se ve
estimulada en comparacién del uso de compuestos quelantes sintéticos sin que estas sustancias

tengan la misma capacidad quelante que las otras (Lovley ez al., 1996).

OH

Fe (I11) insoluble

(6]
CH.
3 G. metallireducens @ l} quinona Fe (II) soluble
(o]

Fig. 1.6 Esquema del mecanismo de 6xido-reduccion en presencia de quinonas y 6xido de
Fe (I1I) como aceptor de electrones (e.g. 1a degradacién de los compuestos alquilfenélicos).

CO;

OH

Cap. 1 27



| Ca_p_itulo ~2”

OBJETIVOS
E

HIPOTESIS



Objetivos e Hipdtesis

2.1 Objetivo general

Estudiar la biodegradabilidad en lote de los compuestos oxigenados y alquilfenlicos bajo

diferentes condiciones anaerobias.

2.1.1 Objetivos especificos

o Bvaluar el efecto toxico de los compuestos MTBE, ETBE, TAME y TBA, hacia las bacterias
metanogénicas acetoclasticas.

e Estudiar la degradabilidad de los compuestos MTBE, ETBE, TAME y TBA bajo condiciones
de metanogénesis. De igual manera, evaluar el empleo de aceptores de electrones alternativos
como el Mn (IV), Fe (III) y el compuesto AQDS.

o Estudiar la degradacién de los compuestos alquilfendlicos como; 2-cresol, 2,6-dimetilfenol y 2-
etilfenol bajo condiciones de metanogénesis, asi como evaluar el efecto de la presencia de
sulfato, nitrato, Mn (IV), Fe (IIl) y el compuesto AQDS como principales aceptores de

electrones en la oxidacién de estos compuestos.
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2.2 Hipétesis

En principio, cualquier compuesto puede ser degradado en presencia de aceptores de
electrones siempre y cuando estos compuestos puedan proporcionar la energia necesaria para que
se lleve a cabo la reaccién de 6xido-reduccién (redox). El cédleulo de cambio de energfa libre de
Gibbs (AG®) de la oxidacion del fenol y los isémeros del cresol, acoplados a la reduccion de
diferentes aceptores de electrones bajo condiciones estdndar (25°C, pH 7, 1 atm, 1M) se muestra
en la Tabla 2.1. Podemos observar que para estos compuestos las reacciones de oxidacién-
reduccién son exergénicas, por lo tanto son energéticamente favorables. Con respecto a los
compuestos oxigenados no se tienen disponibles los datos de energia libre de Gibbs, sin embargo,
se espera una posible degradaci6n de estos compuestos con el uso de aceptores de electrones con
un alto potencial redox como el Fe (III) y Mn (IV). Adicionalmente al aspecto energético, se puede
favorecer la degradaci6n de estos compuestos recalcitrantes por medio del empleo de un consorcio

adecuado.

Tabla 2.1 Energfa libre de Gibbs (AG®) en la oxidaci6n del 2-,3-,4-cresol y fenol en diferentes
condiciones de 6xido-reduccion (Thauer et al., 1977).

AG? (kcal/mol)
2-cresol  3-cresol 4-cresol  fenol

Fe (IIT) -696.22 -695.39 -697.41 -397.62
Desnitrificacién -739.18 -737.95 -73995 -851.44
Sulfato-reduccién  -80.63 -79.80 -81.82 -65.40

Metanogénesis -46.79 4596 4798  -39.95
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Materiales y Métodos

3.1 Metodologias

3.1.1 Inb6culo

En los experimentos se utilizaron tres distintos indculos: lodo granular aclimatado a
compuestos derivados de la industria del petréleo, proporcionado por la compafiia Shell Nederland
Chemie (Moerdijk, Holanda), con un contenido de sélidos suspendidos volétiles (SSV) de 6.11% y
una actividad metanogénica de 0.55 g de demanda quimica de oxigeno (DQQO)-CHy/g SSV-d; lodo
granular proveniente de la compania Nedalco (Holanda) que trata aguas residuales de destileria
con un contenido de SSV de 8.59% y una actividad de 0.96 g DQO-CHy/g SSV-d; sedimento
anaerobio obtenido del rio Rhin (Wageningen, Holanda), presentando un 4.47%. de SSV

3.1.2 Medio basal

E! medio basal utilizado para los ensayos de biodegradacion contiene lo siguiente (mg/L):
NaHCO; (5000), NH,Cl (280), CaCly*2H,0 (10), KoHPO,4 (250), MgSO, (100), extracto de
levadura (100) y 1 mL de solucién de micronutrientes que contiene (mg/L): FeCl; «4H,0 (2000),
H;BO; (50), ZnCly (50), CuCl; *2 Hy0 (38), MnCl; »4H,0 (500), (NH)sM07,0,4 + 4H,0 (50),
AICly *6H,0 (90), CoCly *6H,0 (2000), NiCl, 6 HyO (142), NaSeO «5H;0 (164), EDTA
(1000), resarzurina (200), HC1 36% (1 mL).

3.1.3 Toxicidad anaerobla

El ensayo de toxicidad anaerobia se realizé en botellas seroldgicas de 120 mL. A cada una
de las botellas serologicas se les adiciond 2 g SSV/L de lodo granular Shell como indculo, 25 mL
de medio basal y acetato (2.5 g DQO/L) proveniente de una solucién concentrada y pH= 7. Las
botellas serolégicas se sellaron con tapones de caucho de 12 mm de espesor, posteriormente se
hizo ¢l cambio de atmdsfera con una mezcla de gases que contiene 30% COz y 70 % N; durante 5

minutos y se incubaron a 30 °C durante 24 horas.
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Después de este periodo, el compuesto téxico a probar se adicion6 a partir de una solucién
concentrada y neutra. Después de 72 horas de exposicién al téxico, la concentracion de acetato se
restableci6 a 1g DQOVL, realizdndose nuevamente ¢l cambio de atmésfera con la mezcla de gases
durante 5 minutos y se incubaron a 30 °C durante una hora, Después de este periodo se realiza la
determinacion de metano en el espacio de cabeza cada hora, durante un periodo de 6 a 8 horas de
incubacion. La actividad metanogénica acetoclastica es calculada a partir de la pendiente que se
obvtiene al graficar produccién de metano contra el tiempo. Para determinar el grado de inhibicién,
se monto un control donde se siguid la misma metodologia a excepcidn de la sustancia téxica. Las
sustancias hiimicas evaluadas son antraquinona sulfonato de sodio (AQS) a concentraciones de 164
y 465 mg/L y antraquinona disulfonato de sodio {AQDS) a concentraciones de 206 mg/L y 618.46
mg/L. También se evalué la toxicidad de los compuestos oxigenados a una concentracién de 1 g/L.

Esta prueba fue realizada por triplicado.

3.1.4 Blodegradabilidad anaerobia

El ensayo de biodegradabilidad anaerobia en lote se realizé en botellas serolégicas con
capacidad de 120 mL por triplicado. Como inéculo se transfirieron 2 g SSV/L de lodo granular
Nedalco o 10%-voltimen de sedimento anaerobio a las botellas que contienen medio basal; 25 mL
para los compuestos MTBE, ETBE, TAME y 50 mL para los compuestos TBA, 2-cresol, 2,6-
dimetilfenol y 2-etilfenol. Las botellas serolégicas se sellaron con tapones de caucho con un
espesor de 12 mm, Posteriormente se hizo el cambio de atmésfera durante 5 minutos con una
mezcla de gases que contiene 30% CO, y 70% N, incubéndose a 30 °C durante una noche para
que se lleve acabo el consumo del oxigeno remanente en cada una de las botellas. Al dia siguiente,
se adiciono 1a cantidad necesaria de la solucién concentrada de cada uno de los compuestos, los
cuales se adicionaron a concentraciones subtdxicas y como tinica fuente de carbén y energia. Para
los compuestos oxigenados se emple 1 g/L y para los compuestos alquilfendlicos la concentracién
fue de 150 mg/L. Esta prueba se llevé a cabo con la presencia de diferentes aceptores de
electrones; para las condiciones de desnitrificacién y sulfato-reduccién se adicioné KNO; y
Na,;SO; a una concentracién de 2 g/L. El Mn (IV) y el Fe (Hi) fueron suministrados en su forma
amorfa (hidréxido-6xido) en concentraciones de 68 g/L y 80 g/L, respectivamente, para los
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compuestos oxigenados. Para los compuestos alquilfendlicos se adicioné 4.44 g/L de Mn (IV) y
8.88 g/L de Fe (IIT). El compuesto AQDS se utiliz6 a una concentracion catalitica de 206 mg/L.

Posteriomnente las botellas seroldgicas se incubaron a 30 °C en una agitadora que los
mantienc a 50 rpm. El ensayo se realizd por triplicado con la presencia de controles que no
contienen los compuestos a estudiar. Con el objetivo de descartar cualquier reaccidén abiética o
fenémenos de absorcion en cada uno de los sistemas, se montaron controles estériles por triplicado,
los cuales fueron incubados durante 2 dfas y posteriormente esterilizados durante 40 minutos a 15
psi. Los experimentos fueron monitoreados sisteméticamente a través de la determinacién de
metano, sulfato o nitrato, as{ como la concentracién de cada uno de los compuestos sometidos al

ensayo por un periodo promedio de 100 dias.

3.1.5 Preparacién de los 6xidos de Mn (IV) y Fe (li1)

La forma amorfa del Mn (IV) se obtuvo mezclando volimenes iguales de soluciones 0.4 M
de KMnO; y MnCly, la solucién final se llevé a pH= 10 afiadiendo NaOH (Lovley y Phillips,
1988). El Fe (III) amorfo se elaboré neutralizando una solucién 0.4 M de FeCl; con NaOH. Ambos
metales se lavaron 4 veces con agua desmineralizada (Langenhoff, 1997).
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Materiales y Métodos

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Determinacién de los compuestos oxigenados

El andlisis de los compuestos MTBE, ETBE y TAME se realizé por medio de
cromatografia de gases, tomando muestra del espacio de cabeza de cada botella con una jeringa
Pressure-lock (volimen de inyeccién fue de 100 pL). El equipo empleado fue Interscience

GC8000, con las siguientes caracteristicas:

Columna : 624 (30m X 0.53mm X 3 um)
Splitflow : 103 mL/min
Gas acarreador : Helio
50 mL/min
Temperatura : Columna 40°C

Detector 240 °C
Inyector 200°C
Detector : FID (Flame Ionization Detector)

Los estdndares fueron preparados en botellas de 120 mL con 25 mlL de medic basal
adicionando 1 g/L de cada uno de los compuestos. Los tiempos de retencion para MTBE, ETBE y
TAME fueron de 2.5, 3.02 y 4.98 min, respectivamente.
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3.2.2 Determinacién de los compuestos alqulilfendlicos y TBA

El andlisis de los compuestos 2-cresol, 2,6-dimetilfenol, 2-etilfenol y TBA se realizé en
muestras liquidas por medio de cromatografia de gases en un equipo Hewlett Packard 5890, con

las siguientes caracteristicas:

Columna : Vidrio (2m X 6mm X 2mm); 10% Fluorad 431 en
Supelco-port malla 100-200 .

Gas acarreador : Nitrégeno, saturado con écido férmico; 40 mli/min.

Temperatura : Horno 130 °C (TBA 70 °C)

Detector 280°C
Inyector 200°C
Detector : FID (Flame Ionization Detector).

Muesira : Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos.
El voliimen de inyeccién fue de 1 pL.

STARY

1.017

§0P

Fig. 3.1 Cromatograma del analisis de TBA.
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Se emplearon estindares de 1 g/l para cada uno de los compuestos. Los tiempos de

retencién fueron de 1.01 para el TBA (A) y para el 2-cresol (B), 2,6-dimetilfenol (C) y 2-etilfenol
(D) fueron 9.85, 7.35 y 14.32 min, respectivamente.

C
735
9.85
..J
. STARY ]
sTop ‘-'._L sTOP
D 1
-
.
4w
) 1432

ST0P

Fig. 3.2 Cromatogramas del anélisis de los compuestos alquilfendlicos.
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3.2.3 Determinacién de SO.2 y NO;

La determinacién de la concentracién de sulfato (SOs2) y nitrato (NOy) en muestras

liquidas se realizd por medio de cromatografia de iones en un equipo con las siguientes

caracteristicas:

Columna : Vydac-anion exchange 5§ um ( 3021C405)
250X 4.6 mmL X ID,

Fase mévil : 0.009 M fralato acido de potasio

Flujo : 1.2 mL/min.

Temperatura : 20°C.

Detector : Conductividad Mod. Waters 431.

Muestra : Centrifugar a 1000 rpm. durante 5 minutos.
20 uL.

Estandares : Merck SO42 1000 mg/L.

Merck NO;" 1000 mg/L.

mv
— . NOy
i 802
.
—
el
-4
7.49 11.72 min

Fig. 3.3 Cromatograma de la determinacion de los iones nitrato y sulfato por HPLC.
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3.2.4 Determinacién de metano

Materiales y Métodos

La determinacién de metano se realizé en un cromatégrafo de gases Chrompack Packard

Mod. 4388, con las siguientes caracteristicas:

Columna : Acero (2m X 2mm); Porapak Q, 80-100 mesh.
Gas acarreador : Nitrégeno; 20 mL/min.
Temperatura : Homo 60 °C

Inyector 200 °C
Detector 200 °C

Detector : FID ( Flame ionization detector)
Muestra : 100 uL.
Estindar . Hoek Loss 50.11% de metano.
—-—""1-—-—_—4%
e
ETOP

WARNING HO 1D DARTA

PKND TINE AREA MK
1 B.828 342722
2 1.12 345754 ¥
3 1.58% 356415 v
4 1.8% 35153¢ v
3 : 2,253 334054 v

Fig. 3.4 Cromatograma de la determinacién de metano.

REL.RAREA

342721.5
345753.5
356414.875
351529.393
334053.6e35
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3.2.5 Determinacién de sélidos suspendidos volatiles (SSV)

La determinacién de SSV se realizé de acuerdo a APHA (1985). Una muestra
homogenizada se filtra a través de una membrana de fibra de vidrio, ya pesado, el residuo retenido
en el filtro es secado a 103-105 °C hasta peso constante. El aumento en el peso del filtro representa
los solidos suspendidos totales (SST). Se calcinan los residuos obtenidos de los sélidos
suspendidos totales hasta obtener peso constante a 550 °C en la mufla (por un periodo de 15 a 30
minutos) y se obtienen lo sdlidos suspendidos fijos (SSF). La diferencia entre los sdlidos
suspendidos totales y los suspendidos fijos son los sélidos suspendidos volatiles. Los calculos se

realizan empleando las férmulas que aparecen a continuacion:

gSST/100 g = (A-B) *100/ P.M.
gSSF/100 g = ( C-B) *100/ P.M.

SST- SSE= 88V

Donde:

A= Peso del filtro + material seco (g)

B-= Peso del filtro seco (g)

C=Peso del filtro + material calcinado (g)
P.M.= Peso de la muestra (g)
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Resultados y Discusion

4.1 COMPUESTOS OXIGENADOS

4.1.1 Prueba de toxicidad anaerobia

Tres de los compuestos mas importantes en la produccién de gasolinas oxigenadas (MTBE,
ETBE y TAME) fueron sometidos a una prueba de biodegradabilidad anaerobia en presencia de
diferentes aceptores de electrones. En las mismas condiciones se probé TBA, seleccionado por ser
un probable intermediario del mecanismo de degradacién anaerobia de los compuestos antes
mencionados. Como una prueba preliminar fue importante determinar el grado de toxicidad
anaerobia que generan estos compuestos en los sistemas anaerobios. La concentracién probada fue
de 1 g/L y los resultados de esta prueba sefialan que la actividad metanogénica acetocldstica no se
ve reducida por la presencia de ninguno de los compuestos oxigenados, lo cual se puede apreciar

en la Figura 4.1.

0.56

055

0.54
053 |
052 |
051 ]
05 : ‘ :
Control TBA MTBE ETBE TAME

Fig. 4.1 Comparacién de las actividades metanogénicas acetocldsticas obtenidas en la
prueba de toxicidad de los compuestos oxigenados (1g/L).

Actividad Metanogénica
(g DQO-CH, /g SSV-d)
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por Mormille et al. (1996) al realizar la prueba
de toxicidad para diferentes hidrocarburos presentes en las gasolinas, como el MTBE (52.8 mg/L),

utilizando glucosa como sustrato en un sistema creado con sedimento y agua extraida de un
acuifero.

4.1.2 Prueba de biodegradabilidad

La prueba de biodegrabilidad se llevé acabo empleando dos diferentes indculos, un lodo
granular (Nedalco) y el sedimento anaerobio extraido del rio Rhin. Los resultados de esta prueba se
muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Resultados de la prueba de biodegradabilidad anaerobia de los compuestos oxigenados

(1g/L).

Condiciones Inéculo MTBE ETBE TAME Incubacién TBA Incubacién
anaerobias () (d)
Metanogénesis LG - - - 110 - 110
SA . . . 96 . 96
Fe (111) LG - - - 80 - 116
SA . - - . _ 96
Mn (IV) LS N.D. N.D. N.D. _ - 116
SA ] ] ) 80 ] 96
Mn (IV) /AQDS SA . - - 80 - 96
AQDS SA N.D. ND. N.D. 80 - 96

LG = Lodo granular Nedalco
SA = Sedimento anaerobio rio Rhin.
N.D. = No determinado.

(=) No se observo degradacién.

Cap. 4 43



R, 14

y Discusion

Después de un periodo de incubacién de mas de 80 dias se observé que no hubo evidencia
de degradacidn de estos compuestos bajo ninguna de las condiciones anaerobias empleadas,
sugiriendo que la degradacidn anaerobia de estos compuestos no es un proceso comun, por lo cual

se consideran compuestos persistentes bajo las condiciones probadas.

Una posible explicacién de la persistencia de estos compuestos a la degradacién anaerobia
puede estar relacionada con su estructura. El MTBE, ETBE y TAME son hidrocarburos con una
molécula de oxigeno, denominados quimicamente éteres. Su estructura quimica es ramificada con
la presencia de un carbén terciario, el cual les proporciona una mayor estabilidad quimica,
propiedad que los llevd a ser seleccionados como compuestos primordiales para mantener el indice
de octano en la gasolinas. Una evidencia de la relacion entre la estructura quimica y la persistencia
a la mineralizacién anaerobiz de este tipo de compuestos se observa cuando el anélogo lineal del
MTBE, el butil-metil éter, es completamente mineralizado a metano. Sin embargo, este proceso se
llevé a cabo en 84 dias de incubacién, periodo que se tomé como referencia para determinar la
duracién de la prueba de biodegradabilidad (Suflita y Mormille, 1993; Mormille et al., 1996).
Otros reportes coinciden en sefialar que bajo condiciones de metanogénesis en sistemas donde se
utilizan sedimento y agua extraida de lugares contaminados, 1a degradacién de los compuestos
oxigenados no se lleva acabo en periodos de incubacién mayores a los 249 dias (Suflita y
Mormille, 1993).

En el caso de los alcoholes sucede lo mismo, el TBA es un alcohol ramificado y no
biodegradable en condiciones anaerobias. Sin embargo, el metanol al ser un alcohol con una
estructura simple, es completamente mineralizado bajo condiciones metanogénicas rapidamente as{
como, en presencia de diferentes aceptores de electrones (Suflita y Mormille, 1993; Sorensen y
Jorgensen, 1993; Mormille ef al., 1996).
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Comparando el potencial de degradacion anaerobia de compuestos como las cetonas,
alcoholes y ésteres, los éteres son los compuestos més recalcitrantes, a pesar de que los

compuestos oxigenados no mostraron ser toxicos para las bacterias anaerobias (Suflita y Mormille,
1993; Mormille et al., 1996).

4.2 COMPUESTOS ALQUILFENOLICOS

4.2.1. Prueba de biodegradabilidad

Los resultados de biodegradabilidad anaerobia de los compuestos alquilfendlicos se
muestran en la Tabla 4.2. En el caso del 2-cresol, 2,6-dimetilfenol y 2-etilfenol se puede observar
gque las condiciones anaerobias tradicionales como la metanogénesis, sulfato-reduccion y
desnitrificacién no favorecieron su mineralizacion, en un periodo de 100 dias de incubacién. El
mismo efecto se observé bajo condiciones de reduccién de Fe (IIT) y la presencia de AQDS. Se
descarta un efecto toxico de estos compuestos hacia las bacterias anaerobias, debido a que la
concentracién empleada de cada uno de los compuestos fue menor al Clsy descrito por Sierra y
Lettinga (1991).

En los experimentos realizados bajo condiciones de Mn (IV)- reduccién con y sin AQDS,
se observé la mineralizacién de 2-cresol y 2-etilfenol. Para el 2-cresol y el 2-etilfenol, se obtuvo un
96% y un 92% de degradacién, respectivamente, en un periodo menor a 15 dfas lo cual se puede

observar en la Figura 4.2,
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Tabla 4.2 Resultados de la prueba de biodegradabilidad anaerobia para los compuestos

alquilfendlicos (150 mg/L).
Condiciones  Indculo  2-cresol  2,6-dimetilfenol  2-etilfenol  Incubacién
anaerobias (d)
Metanogénesis Is-i - - - 12030
S0, LG - - - 100
NOy LG - - - 100
Fe (1) SA - - - 20
Mn (IV) SA + 42 + 23
Mn (IV)YAQDS 8A + +2 + 23
AQDS SA - - - 23
LG = Lodo granular Nedalco.

SA = Sedimento anaerobio rio Rhin.
(=) No se observé degradacién.

(+) Completamente degradable.

(a) Degradacién abidtica.

Es apreciable que en la degradacién de estos compuestos la mayor velocidad se presenta
durante los primeros tres dias de incubacién. La velocidad de consumo durante este tiempo fue de
9.81 £1.57 mg/L-d y 8.33 +0.39 mg/L-d para el 2-cresol y 2-etilfenol, respectivamente. En el caso
de la combinacién de Mn (IV) con AQDS, la velocidad de consumo de los compuestos se ve
reducida a 6.6 mg/L-d para ¢l 2-cresol y 7.043 +£0.3 mg/L-d en el caso del 2-etilfenol. Esta
reduccidn en las velocidades de degradacién indica que el compuesto AQDS inhibe de cierta
manera la degradacién de los compuestos alquilfendlicos en presencia de Mn (IV). El decremento
en la concentracion del 2,6-dimetilfenol se dio de igual manera tanto en las botellas de tratamiento
como en los controles estériles, lo que nos indica que la biodegradacién fue abidtica es decir, que

el compuesto fue oxidado quimicamente por el Mn (IV) presente en el sistema.
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Con el objetivo de observar si era posible sostener la biodegradacién de estos compuestos
bajo las condiciones de reduccion de Mn (IV), se realiz6 una segunda alimentacién, representada
por una flecha en la Figura 4.2. Se adicioné la misma concentracién de cada uno de los
compuestos y del éxido de Mn (IV), sin que se observara algin incremento significativo en la
velocidad de degradacién. Sin embargo, en los controles estériles, tanto para el 2-cresol y el 2-
etilfenol, la velocidad de la reaccién fue diez veces mas rapida a la inicial. Esto probablemente se
debié a un exceso de Mn (IV) insoluble como éxido, que al momento de la segunda alimentacion
no fue retirado del sistema, esto generd que la velocidad de oxidacién quimica entre el manganeso

y los compuestos fendlicos aumentara.
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Fig. 4.2 Perfi] de la degradacién anaerobia del 2-cresol (A) y 2-etilfenol (B) con Mn (IV) (T1) y
Mn (IV)/AQDS (T2) como aceptores de electrones.
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Para descartar el hecho de una oxidacién quimica del 2-cresol y 2-etilfenol en presencia del
Mn (IV), se realizaron barridos en la regién UV y que se muestran en la Figura 4.3. En esta figura
se aprecia la pérdida de la aromaticidad en las botellas tratamiento a Jos 23 dfas de incubacién
tanto para €l 2-cresol (A) y 2-etilfenol (B), confirmando que bajo las condiciones de Mn (IV)-
reduccién se llevé acabo la completa mineralizacion de estos compuesto. No asi en el caso de los

controles estériles (C y D) donde se observa que los compuestos no fueron mineralizados.

0.5

199 249 299 349

vy 249 299 349 159 249 299 349
Longitud de onda (om)

Fig. 4.3 Barridos UV de 2-cresol (A) y 2-etilfenol (B) en los tratamientos y los respectivos
controles estériles (C y D). Absorbancia al inicio del experimento (™ )y a los 23 dfas
(— ) de incubacién. Las muestras fueron diluidas 20 veces con una solucién amortiguadora de
fosfato a pH= 7.
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Los resultados obtenidos coinciden con diferentes reportes que mencionan la persistencia
de este tipo de compuestos al ser usados como tnica fuente de carbono y energia bajo condiciones
anaerobias tradicionales (Fedorak y Hudrey, 1984; Blum et al., 1986; Bisaillon ef al., 1991). En 12
degradacién de los compuestos arométicos la estabilidad quimica que les confiere el anillo
bencénico, al igual que la posicién y las caracteristicas del (os) grupo (s) sustituido(s) son factores
limitantes. Esto hace que la capacidad de ser degradados varie e inclusive se ha observado que la
ruta anaerobia de degradacion de los cresoles resulta ser diferente dependiendo del isémero de que
se trate (Heider y Fuchs, 1997). En los datos disponibles hasta ahora, se hace una distincién entre
los mecanismos de degradacion del 4-ctesol, via la oxidacién del grupo metilo, y los del 2- y 3-
cresol, degradacion probablemente iniciada por una reaccién de carboxilacion (Heider y Fuchs,
1997). De cierta manera, esto se vincula con la diferencia que existe en la duracién de las fases de
retardo y los diferentes microorganismos capaces de degradar a cada uno de los isémeros. El fenol
y 4-cresol, por lo general, presentan fases de retardo mucho menores a las que se presentan en la
degradacién del 2 y 3-cresol, que en muchos casos no son completamente mineralizados (Fedorak
y Hudrey, 1984; Battersby y Wilson, 1989). También hay reportes que muestran que el 2-cresol es
un compuesto que se degrada bajo condiciones de desnitrificacion en presencia de un cosustrato
como el tolueno (Heider y Fuchs, 1997). Bajo condiciones de reduccién de Mn (IV), pocos
reportes destacan la degradacién de algin compuesto con la estructura quimica de los
alquilfenoles, por lo que la comprobacién de la mineralizacion del 2-cresol y 2-etilfenol bajo estas

condiciones es muy importante,

No se comprobé que el compuesto AQDS fuera utilizado como dnico aceptor de electrones
en la degradacidn de ninguno de los compuestos estudiados. Sin embargo, se tienen evidencias
cualitativas de la formacién de AHQDS, forma reducida del AQDS de color anaranjado,
sugiriendo que el compuestos AQDS actué como aceptor de electrones en la oxidacién de materia

organica presente en el inéculo.




Resultados y Discusién

La degradacidn de los compuestos alquilfenélicos 2-cresol y 2-etilfenol se vio inhibida por
la presencia del compuesto AQDS como mediador de electrones entre la oxidacién de estos
compuestos y el aceptor de electrones Mn (IV), mecanismo contradictorio al reportado en
diferentes trabajos, donde la presencia de este tipo de compuestos favorece la velocidad .de
degradacién anaerobia de diferentes compuestos recalcitrantes como benceno y algunos
compuestos policlorados, bajo condiciones de reduccién de Fe (III). Esto podria explicarse con los
resultados que se muestran en la Figura 4.4, donde se observa que la actividad metanogénica se ve
inhibida, por la presencia de las sustancias himicas, en diferente grado dependiendo de la
concentracion. De igual manera, puede existir un posible mecanismo de competencia entre

aceptores de electrones.

70

Actividad Metanogénica
(% del Controf)

AQS AQDS AQS AQDS
(164 mg/L) (206 molL) (485 mgL) (618.4 mgit)

Fig. 4.4 Efecto inhibitorio de los compuestos AQS y AQDS sobre la actividad metanogénica
acetoclastica.

227624
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Conclusiones y Recomendaciones

Considerando los resultados de este estudio expuestos con anterioridad, se puede concluir

lo siguiente:

Para los compuestos oxigenados:

1. Los compuestos oxigenados a una concentracién de | g/L. no generan un efecto téxico
sobre las bacterias metanogénicas acetocldsticas. Los resultados de la prueba de toxicidad
con este tipo de bacterias se extrapolaron a los demds grupos de bacterias que intervienen
en los procesos biolégicos anaerobios cuando estdn presentes diferentes aceptores de

electrones.

2. Los compuestos oxigenados no fueron degradados bajo las condiciones anaerobias
probadas en un periodo promedio de 90 dfas. Esto nos indica que son compuestos
persistentes con una alta estabilidad quimica, conferida por la presencia de una molécula de
oxigeno insertada a la cadena carbonada y la presencia de un carbono terciario. Estas
propiedades son la principal caracteristica por la cual estos compuestos fueron

seleccionados para ser integrados a las gasolinas limpias.

3. Otro factor determinante para lograr la degradabilidad de compuestos recalcitrantes como
los compuestos oxigenados, es el tipo y fuente del inéculo. Se recomienda para estadios
posteriores se empleen como indculo suelos o sedimentos que hayan sido impactados por
derrames de gasolinas o bien de los mismos compuestos, asf como muestras de subsuelo y

aguas subterraneas donde se tienen antecedentes de la presencia de estos compuestos.
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Para los compuestos alquilfenélicos:

1. Las condiciones de metanogénesis, sulfato-reduccién, desnitrificacién y reduccién de Fe

(M) no favorecieron la degradacién de los compuestos alquilfenélicos probados.

2. La mineralizacién de los compuestos 2-cresol y 2-etilfenol se demostrd bajo condiciones
de reduccién de manganeso (IV). No asi para el 2,6-dimetilfenol, donde se observé una
degradacién abiética consecuencia de una oxidacién quimica con el manganeso (IV)

insoluble presente en el sistema.

3. La reduccién del manganeso (IV) resulta una alternativa para la eliminacién de los
compuestos alquilfendlicos considerados muy persistentes bajo condiciones anaerobias
tradicionales. Esto representa el inicio para generar tecnologias anaerobias donde el Mn
(IV) en sus diferentes formas amorfas sea incorporado y reciclado dentro del mismo

sistema.

4. Ampliar los estudios sobre la degradacién de estos y otros compuestos alquilfenélicos
utilizando el Mn (IV) como tinico aceptor de electrones y diferentes fuentes de indeulo,
seria de gran importancia para lograr un mayor conocimiento y aportar una solucién al

tratamiento y destoxificacién de aguas residuales que presentan este tipo de compuestos.

El compuesto AQDS no favorecié en ningin caso la degradacién de compuestos
recalcitrantes cuando se encontrd como tinico aceptor de electrones, sin embargo, sf se observé que
fue reducido en los sistemas donde se tenfa al sedimento del rio Rhin probablemente al oxidar
materia orgdnica ahi presente. En cuanto al mecanismo del AQDS como mediador de electrones
bajo condiciones de reduccién de Mn (IV) no se demostrd, inclusive se observé un efecto
inhibitorio en la degradacidn de los compuestos alquilfendlicos, 2-cresol y 2-ctilfenol, que se debié

a un efecto toxico o a la competencia entre aceptores de electrones.
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Finalmente, podemos decir que la degradacién de un compuesto denominado como
recalcitrante no estd determinada dnicamente por el aspecto energético de la reaccidn. La
estructura quimica particular de los compuestos es fundamental, principalmente cuando se trata de
compuestos con estructuras muy estables como los arométicos y de cadena alifatica ramificada. De
igual manera esta condicion se pone en evidencia si se compara ¢l estado de Sxido-reduccion (g
DQOY) de 3.55 g DQOt/g que corresponde a un alcano con 5 carbonos y de 2.51 a 2.81 g DQOV/g
para los compuestos alquilfendlicos y oxigenados. De acuerdo a estos valores la oxidacién de los
compuestos estudiados se hubiera visto favorecida en comparacién con el alcano, sin embargo,
para la mayoria de los compuestos no se observé degradacién en presencia de diferentes aceptores

de electrones. El alcano de cadena lineal es degradado bajo condiciones anaerobias.
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I Relaciones estequiométricas de las reacciones de éxido-reduccion

Metanogénesis
FENOL
CHO +4H,0 —* 3.5 CH, +2.5 00,
CRESOL
CHO +45H0 ——p  4.25CH,+2.75CO,
XILENOL
ETILFENOL CyHiO +5H,0 ——»  5CH,+3CO;,
TBA
CH, O + H0 — 3CH,+ CO,
MTBE
CH;0+1.5 HiO—p 3.75 CH, + 1.25 CO,
TAME
ETBE CHO+2HO0 —> 4.5CH,+1.5CO,
Sulfato-reduccion
FENOL
CHO +3580,* +H +3H,0 ——»  6HCOy +3.5H,S
CRESOL
CHyO +4.2550,2+1.5H + 3H,0~——> 7HCO, +4.5H,S
XILENOL
ETILFENOL GCgH, O +580,2+1.75H + 3H;0 —" 8HCO; + 5H;S
TBA
CH;0+380,%+2H — 4HCO; + 3H,S+H,0
MTBE
CH0+3.7580, 2+ 25H — '  SHCO; + 3.75H,S + H,0
TAME
ETBE CHO+4580,2+3IH  —p 6 HCO; + 4.5 H,S + H,0

Anexos

63



Anexos

Dasnitrificacién
FENOL

CHO +5.6NO+S6H ep  6CO;+28N; +58H0
CRESOL

CHiO +68NOy+68BH'——»  7C0,+34N; +7.4H,0
XILENOL
ETILFENOL CgHy O +8NOy +8H* ——  B8CO;+4N, +9H,0
TBA

CH©O+48NOy +48H' —»  4CO;+24N,; +74H,0
MTBE

CJ‘!uO*GNO{*‘ﬂ'f —— 5C0; +3N; +9H,0
TAME
ETBE CHLO+T2NO, +712H ™  600;+3.6N, +106H;0

Reduccién del Fe (lif)
FENOL

CHO +28Fe+ 17TH,0—> 6HCO, +28F¢’? + 34 H"
CRESOL

CH O +34Fe”+20H,0—»  7HCO, +34Fe? +41 H'
XILENOL ,
ETILFENOL CHi0 +40Fe®+ 23 H,0——» 8 HCOy +40Fc* + 48 H'
TBA

CHO+24Fe” + 11H,0___, 4HCO;+24F¢'*+28H'
MTBE

CH;0+30Fe®+ 14 H0~— SHCO; +30Fe™+35 5"
TAME
ETBE CH0 +36Fe?+ 1T HyO wed 6 HCOy +36Fe2 + 42 H'

L ]

Reduccién del Mn (IV)
FENOL

CHO +14Mn™ +17H0 —— 6HCOy + 14Mn*? + 34 H'
CRESOL

CHO +17Mn™ +20H,0 — > 7HCO, +17Mn"?+41 H*
XILENOL
ETILFENOL CgH;o0 +20Mn™+23H,0 — 8HCO,+20Mn"* +48 H'
TBA

CHO+15Mn™ + 11 H,0 —%  4HCO, +15Mn™ 2 + 28 1
MTBE

CHpO+ 12Ma™+ 4O~ SHCOy +12Mn?+35H"
TAME
ETBE CHLO+18Mn™+17H,0 ——> G6HCO;+18Mn"*+42H"




Anexos

il Metodologia empleada para el céiculo del cambio de energia libre de Gibbs (AG°)

El célculo del cambio de energia libre de Gibbs se realizé6 en base a las relaciones
estequiométricas de las reacciones de 6xido-reduccién, que se presentan en el anexo I De la
misma forma se emplearon los datos correspondientes a la energia libre de formacidn, reportadas
por Thauer ef al. (1977), de cada una de las especies involucradas.

AG®=TAG® ZAG

Por ejemplo, en el caso de la oxidacién del compuesto fenol acoplada a la reduccién del
i6n sulfato:

Resccibn : CeHeO +3.580,2 +H' +3H,0 —% 6HCO; +3.5H,S

Datos (kcal/mol):
$04% = 177.97
CeHgO= 11.38
HS(g)= 8.02
H,O(l)= 56.687
H =0
HCOy = 140.26
Por lo tanto:

AGP= TAG®- TAGP = 6(140.26)+ 3.5(8.02) ] - [11.38 + 3.5(177.97) + 0 + 3(56.687)]

AG®= 869.63 - 804.23 = - 65.4
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