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RESUMEN 

En este trabajo se presentan las pruebas realizadas para estudiar la interacción de.una 

bacteria aerobia (Bacillus spbuericus) y UM bacteria anaerobia estricta (del género 

Methmosurcinu), dentro de un reactor continuo. Se usó como sustrato la acetamida que es 

un compuesto xenobiótico tóxico, frecuentemente desechado en las aguas residuales de 

varios tipos de industrias químicas. 

En primer lugar, en una cinética en lote a diferentes concentraciones de acetato pero igual 

volumen de inóculo, se determinaron las constantes de velocidad máxima de formación de 

metano (v,,& y de constante de saturación (Is) para Mefhmosarcinu muzei, cuyos valores 

corresponden a 0.046 mmolCH&.h y 124 mgACn respectivamente. 

Después se hicieron cultivos en lote con B. sphuericus comparando dos especies de 

bacterias metanogénicas (Mefhanosurcinu burkeri y Mefhanosurcinu muzei) y diferentes 

concentraciones de oxígeno disuelto, manteniendo constantes la concentración de biomasa 

del bacilo y la de acetamida (20 mM). Los mejores resultados se obtuvieron cuando hubo 

un 90 % de desaparición de la acetamida y formación de metano (30 % de la producción 

máxima esperada) con la combinación de B. sphuericus y M. muzei. 

Luego se hizo un cultivo de lote alimentado variándose la concentración de acetamida 

(Am) en diferentes volúmenes de medio. Los resultados muestran que con los volúmenes 

de recambio usados, el oxígeno disuelto disponible permitía el aumento de B. sphuericus. 

Esto es, el acetato producido por la hidrólisis de acetamida es consumido principalmente 

por el mismo bacilo para producir biomasa, quedando una baja concentración de acetato 

residual (< 2 mM) para la metanogénesis, la cual no se vio favorecida. 

Postenormente se trabajó con el bicultivo de Bacillus sphuericus y Methosarcinu rnuzei 

en un cultivo continuo a diferentes tasas de dilución 1,  0.6 y 0.5 d’, variando el sustrato a 

1.5,  2 y 3 gAm/L. Los resultados indican que no hay metanogénesis debido a una 

concentración residual de acetato muy pequeña (lOOmg/L), ya que solo se alcanzaron 

eficiencias del 40 %. 

Se concluye que no hay metanogénesis bajo estas condiciones, ya que el acetato es 

consumido a mayor velocidad por B. sphuericus. Además de que el bicultivo no forma un 

conglomerado activo, debido a queM. mazei pudo estar inhibida por el oxígeno. 
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Descripción de la tesis. 

Esta tesis consta de siete capítulos, al principio de cada capítulo se hace una breve 

introducción o resumen, se plantean los objetivos particulares para cada uno de ellos y al 

final se presentan las conclusiones particulares. Además consta de un índice general, uno de 

figuras y otro de tablas. 

En el primer capítulo se hace una descripción de la digestión anaerobia en reactores UASB, 

las características más importantes de Bacillus sphuericus y de Methanosarcina sp, así 

como de las caracterísiicas de la acetamida. Asimismo se presentan algunos trabajos en 

donde se muestran las características de los conglomerados de reactores bajo condiciones 

anaerobias. 

En el segundo capítulo se describen los métodos experimentales usados tanto para los 

experimentos en lote como para los ensayos en continuo y las técnicas de análisis entre las 

que destaca la de acetamida que fue desarrollada en el transcurso de esta tesis. 

En el capitulo tres se muestran los resultados experimentales de las constantes cinéticas 

para Methanosarcina mazei. 

En el capítulo cuatro se muestran los datos cinéticos en lote del bicultivo Bacillus 

sphaericus y Methanosarcina sp bajo condiciones controladas de oxígeno. 

El quinto capítulo muestra la información obtenida de un cultivo de lote alimentado, a 

partir del cual se inició el cultivo continuo. Este último experimento fue el objetivo 

principal de este trabajo de tesis, es decir, observar la interacción entre una aeróbica y otra 

bacteria anaerobia para producir metano a partir de acetamida. 

En el sexto capítulo se dan las conclusiones generales a las que se llegaron, además de una 

serie de recomendaciones para proyectos posteriores. Finalmente, se incluye toda la 

bibliografia consultada durante el trabajo. 
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Introducción 

1.1. Justificación de la tesis 

La acetamida es uno de los principales contaminantes producido en las industrias textil, 

farmacéutica y de pinturas (Moretti et al. 1978). La toxicidad de la acetamida además de ser 

altamente irritante, es un agente cancerígeno y mutagenic0 en ratas (Merck, 1994; 

DiGeronimo et al. 1967). Sin embargo, Gomiak et al. (1994) indican que la acetamida 

actuó como antídoto en ratas que ingirieron Palicourea marcgravii, vegetal que en sus 

hojas contiene ácido monofluoroacético, el cual es el principio activo tóxico de la planta. Es 

un compuesto muy estable a condiciones ambientales por no encontrarse libre en la 

naturaleza se dice que es xenobiótico. Los valores de la energía libre de Gibbs (AGO) 

calculados por Mavrovotiniotis (1991), ecuación 1.1 ;  indican la estabilidad de la acetamida. 
I 

i-!, 
, , ..I 

bCH,COOH + NHlCI- AGO = +29.2kcal/mol HCIIH,O CH ,CONH 
(Ecuación 1.1 .) 

La degradación biológica de la acetamida puede llevarse a cabo por bacterias de varios 

géneros, como por ejemplo Bacillus, Pseudomonas y Acetobacter, entre otras (Toerien, 

1967; Ramírez, 1995 y 1996; Guyot etal. 1994 y 1995). 

Torres el al. (1992), Guyot et al. (1994 y 1995) y Ramírez et al. (1998), demostraron que la 

degradación de la acetamida se lleva a cabo en condiciones anaerobias por un consorcio 

microbiano mixto debido a la interacción de una bacteria aeróbica y una bacteria 

metanogénica. 

En esta tesis se estudia la interacción entre Bacillus sphaericus y Methanosarcina mazei, 

para degradar acetamida hasta metano. 

1, ._,* 

1.2. Objetivo general 

k Estudiar en bicultivo la interacción de UM bacteria metanogénica (del género 

Methanosurcina) con UM aerobia estricta (Bacillus sphaericus) en la degradación de un 
compuesto no metanizable, la acetamida. Se revisó la interacción del bicultivo con dos 

cepas metanogénicas para estudiar la diferencia como por ejemplo la sensibilidad al 

oxígeno en pequeños paquetes de células (tetradas) y conglomerados grandes. 
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Infroducción 

1.3. Hipótesis 

> “Es posible sostener el crecimiento de Bacillus sphuericus y de una Mefhunosurcinu en 

bicultivo con acetamida. En este proceso Bacillus sphuericus hidrolizará el sustrato a 

amonio y acetato; luego las dos competirán bajo condiciones controladas, por el acetato, 

la bacteria aerobia para producir biomasa y la bacteria anaerobia para producir metano”. 

1.4. Digestión anaerobia 

Zitomer et al. (1997) comentan la amplitud de condiciones que implica el término 

anaerobio, ya que para los zoologistas y paleontólogos éstas condiciones se dan a 

concentraciones menores de 0.8 mgO& mientras que para los microbiólogos este debe ser 

menor a 0.08 mgOz/L presentando un espectro infinito de posibilidades. 

De acuerdo a Toerien y Hattingh (1969) la digestión anaerobia es un proceso que ocurre en 

la naturaleza y puede ser definido como una serie de transformaciones biológicas en las 

cuales la materia orgánica, en ausencia de oxígeno, es convertida a metano y bióxido de 

carbono. En el último paso los microorganismos metanogénicos utilizan sustratos simples 

como el Hz/COz, formiato, metanol, metilaminas, acetato y CO. 

En la tabla 1.1. se muestran algunas reacciones realizadas durante la metanogénesis 

(Zehnder, 1988). En ella se muestra al COZ como aceptor final de electrones, el cual es 

reducido a metano y en donde el Hz es el donador de electrones. También se muestran otras 

tres reacciones, UM a partir de formiato y las restantes a partir de acetato, observándose que 

todas ellas son termodinámicamente espontáneas. 

Tabla 1. I .  Reacciones realizadas durante la metanogénesis. 
Ecuacion AG’”(KJ/reacciónl Referencia 

4H, + CO, -+ CH,  + 2H,O - 130.7 Madigan ef al. (1998) 
4HCOO- + 4H+ + CH, i 3C0, i 2H,O Thauer ( 1998) 

CH,COO- i H’ -+ CH, + CO, - 36 Daniels (1993) 
CH,COO- + H,O -+ CH, + HCO; - 3 1  Daniels (1993) 

- 144.5 

Lawrence y McCarty (1967) propusieron dividir el proceso en tres etapas y es McInerney y 

Bryant (1981) quienes proponen el modelo según el cual las complejas relaciones 
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microbianas que se llevan a cabo para degradar la materia orgánica son la hidrólisis y 

acidogénesis, la acetogénesis y la metanogénesis. 

1.4.1. Aidrólisis y rcidogénesis 

La primera etapa es la hidrólisis de los polímeros complejos, polímeros naturales o 

macromoléculas, tales como polisacáridos proteínas y grasas, a unidades más simples o 

monoméricas.  en^ este paso intervienen por ejemplo las bacterias celulolíticas y otras 

hidrolíticas anaerobias estrictas o facultativas. 

Autores como Hattingh: et a1.(1967), Kotzé et al. (1968) y Thiel et al. (1968) han 

establecido y medido la presencia de varias enzimas extracelulares como las celobiasas, las 

proteasas y las amilasas en digestores anaerobios. Las enzimas extracelulares degradan 

moléculas orgánicas complejas a unidades más pequeñas, en donde los resultados indicaron 

que las actividades enzimáticas estuvieron correlacionadas de manera significativa con 

algún parámetro tanto químico como biológico. 

Los productos finales de las poblaciones de bacterias en esta etapa son ácidos grasos 

saturados (valérico), ácidos grasos volátiles (propiónico, butírico y acético), lactato, etanol, 

formiato y bióxido de carbono. McCarty et al. (1963) concluyeron que el ácido acético es el 

más abundante y además el intermediario más importante. La producción de ácidos en esta 

etapa tiende a disminuir el pH y a provocar la inhibición de la digestión anaerobia 

(Ramírez, 1992). 

Rivera et al. (1993) proponen un ejemplo de hidrólisis y fermentación a partir de la glucosa 

como se muestra en la ecuación 1.4.1. 

,TI: *. -i 

í": 

C,H,,O, -+ CH,CH,OH + CH,CH,COO' + CH,(CH,),COO- + H, i CO, 

Ecuación 1.4.1 

1.4.2. Acetogénesis 

El segundo paso es la oxidación de los ácidos grasos volátiles (AGV) obtenidos en la 

acidogénesis, como los ácidos propiónico, butírico, succínico, alcoholes los cuales son 

transformados a ácido acétiqo, hidrógeno y COZ por un grupo de bacterias acetogénicas 
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productoras obligadas de hidrógeno (OHPA por sus siglas en inglés). Las reacciones que 

realizan son inhibidas por el hidrógeno que producen, por lo que es necesario que éste no se 

acumule en el medio, por lo que tienen una estrecha relación con bacterias que remueven el 

hidrógeno (hidrogenofilicas). De manera concertada, la etapa que se conoce como 

acetogénesis es cuando los homoacetógenos producen acetato a partir del HZ y COZ y las 

bacterias oxidadoras (sintrofas) de ácidos grasos continúan la fermentación hasta acetato. 

Es importante señalar que todo el hidrógeno producido en las etapas fermentativa y 

acetogénica debe ser consumido de inmediato por las bacterias homoacetogénicas, por las 

metanogénicas hidrogenofilicas o por las sulfatoreductoras, para poder mantener un balance 

energético favorable para llevar a cabo las reacciones acetogénicas a partir de los 

compuestos de la primera etapa (Madigan et al. 1998). 

Las ecuaciones 1.4.2. a y b indican las reacciones llevadas a cabo en la etapa acetogénica 

(a) y homoacetogénica (b) propuestas por Rivera et al. (1993). 

CH,CH,OH i CH,CH,COO- iCH,(CH,),COO- -+ CH,CH,O- + H, i H’ 

ecuación 1.4.2. (a) 
ecuación 1.4.2. 0) H, + CO, + CH,CH,O- 

1.4.3. Metanogénesis 

Esta es la última etapa de la digestión anaerobia, en donde el sustrato principal es el acetato. 

A partir de éste, las bacterias metanogénicas acetoclásticas llevan a cabo la producción de 

metano por el rompimiento del acetato en los grupos metilo y carboxílo del acetato. Por 

otro lado, bacterias metanogénicas hidrogenofilicas usan los electrones del Hz para reducir 

al COZ y producir metano. 

McCarty et al. (1 963) junto con otros investigadores han concluido que aproximadamente 

el 70 % del metano, en reactores, se origina a partir de acetato, mientras que el otro 30 % 

del metano tiene su origen de la reducción del bióxido de carbono por el hidrógeno. 

Desde la década de los cincuenta han habido investigadores que han propuesto las vías de 

formación de metano, involucrando un acarreador de carbono hipotético o a través de un 

intermediario. Por ejemplo, Blaylock y Stadtman (1964) mostraron que el grupo metilo de 
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la metilcobalamina servía como precursor de metano en extractos libres de células de 

Methanowcinu burkeri. Recientemente Thauer (1998) publicó un trabajo en el cual 

explica la bioquímica de la metanogénesis propuesta hasta hoy en día. 

Las ecuaciones 1.4.3. a y b indican las reacciones llevadas a cabo en las etapas acetoclástica 

(a) e hidrogenotrofa (b) propuestas por Rivera et al. (1993). 

CH,CH,O- + CH, i C 0 ,  

H,  i CO, + CH, i CO, 

ecuación 1.4.3. (a) 

ecuación 1.4.3. (b) 

.-.* 
1.5. Modelo estructural de un consorcio granular anaeróbico 

Guiot et al. (1992) propusieron un modelo de la organización de poblaciones en los granos 

anaeróbicos estructurado en multicapas. En él, las asociaciones de bacterias sintróficas, 

incluyendo a las consumidoras de hidrógeno, deben estar localizadas en una capa externa 

en donde predominan las acidogénicas y en el centro se sitúan a las metanogénicas 

acetoclásticas. 

La teoría de Guiot et al. (1992) se debió a observaciones bajo el microscopio electrónico, 

de granos fragmentados; así mismo como del análisis de actividades específicas de granos 

gastados gradualmente y por los cambios en la actividad específica metabólica con el 

tamaño de distribución y extensión del grano (ver figura 1.1 .). 

Los granos pueden ser de 1 ó 2 milímetros de diámetro y pueden acumularse en el reactor 

en grandes cantidades, con una apariencia bien definida. Es posible que esto sea debido a la 

velocidad ascendente en los reactores UASB la cual crea una presión constante de selección 

para los organismos, los cuales pueden ser adheridos a otros o formar granos con buena 

sedimentación (lo que se conoce como auto-inmovilización). La configuración granular 

presenta varias ventajas desde el punto de vista de la ingeniería de reactores como por 

ejemplo, los microorganismos por lo general están densamente empacados; no hay espacio 

perdido en los soportes inertes; la esfericidad provee un máximo en la relación 

microorganismo y espacio; aunque la enorme densidad granular es equivalente a la 

densidad de cada célula bacteriana, estos muestran excelentes propiedades de 

sedimentación por su gran tamaño (Hulshoff Pol et al; 1986). 

Pi 

,r -,, 
'. .* 
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Bacterias Fermentativas 
(Facultativas) 

Acetogénicas 

Mefanogénicas 

Fig& 1.1. Modelo concephial de Guiot el al. (1992) 
para la distribuci6n microbiana dominante de un lodo 
granular anaeróbico. 

El proceso llevado a cabo en reactores tipo UASB se basa en la idea de que al interaccionar 

o mantenerse muy cercanos los microorganismos presentes, efectúan uniílisminución de la 

actividad de degradación y posteriormente una desintegración del lodo granular. Este tipo 

de asociaciones sintróficas aparecen como colonias mixtas en lugar de microcolonias 

separadas. Las relaciones sintróficas en los flóculos o granos no son solamente de 

importancia para la transferencia de hidrógeno entre especies sino también para otras inter 

especies que transfieren otros sustratos (Rivera et al. 1993) 

UM hipótesis del modelo estructural propuesto es que la degradación anaeróbica completa 

de la materia orgánica a bióxido de carbono y metano, requiere de la acción simultánea de 

varios grupos metabólicos, por lo que la agregación de microorganismos anaeróbicos 

dentro de un grano optimizaría la cooperación entre los organismos partícipes. Esto es, por 

la reducida distancia de difusión para la transferencia de metabolitos además de 

incrementar de manera estrecha la asociación celular. La termodinámica del proceso, la 

cual es controlada por la presión parcial de hidrógeno, no debería suceder a menos que el 

hidrógeno producido sea consumido por las bacterias hidrogenotrofas (Boone y Bryant, 

1980). 

La formación de granos con aguas residuales de carbohidratos complejos incluye una 

amplia variedad de tipos morfológicos bacterianos (Guiot et al. 1992), en donde los grupos 

~ 
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tróficos aseguran los pasos exitosos de conversión desde el sustrato inicial hasta los 

productos finales. Algunos autores han sostenido que estos grupos tróficos están 

completamente distribuidos a través del espacio granular y una organización interna no es 

obvia. Bochem et al. (1982) describieron la apariencia estratificada de granos termófilos 

alimentados con acetato. 

Beeftink y Staugaard (1986) encontraron una baja densidad celular en el centro del grano 

producido por la inactivación y autólisis de las células internas debido a la deficiencia de 

sustrato provocada por las limitaciones de difusión, en un reactor acidificado y alimentado 

con glucosa. Esto demostró que las morfologías activas en la zona para acidogénicas está 

limitada por la profundidad, en cambio sostienen la idea de un espacio interno a los granos 

en una zona activa solo para microorganismos acidotróficos. 

Un estudio realizado por Zitomer et al. (1997) en presencia de oxígeno demostró que no se 

formaron granos y que los procesos aeróbicos y metanogénicos no ocurren de manera 

secuencial. Observó que los cultivos que recibieron oxígeno suficiente para oxidar 

aproximadamente el 30% del DQO presentaron de 10 a 18 horas de fase lug, la cual es 

significativa en la producción de metano, además demostró que las bacterias metanogénicas 

no pueden sobrevivir al incrementarse el oxígeno disuelto sino que, sólo bajo algunas 

condiciones pueden producir metano al mismo tiempo que se utiliza el oxígeno. 

Rivera et al. (1993) propusieron que para entender el proceso de granulación del lodo 

anaerobio es importante conocer tres factores que juegan un papel decisivo en la 

agrupación bacteriana inicial: 

1. 

2. 

3. 

La naturaleza del grano, incluyendo su porosidad, estructura y dimensión de poro, carga 

superficial, densidad de las partículas (en caso de reactores de lecho fluidizado y 

expandido), área superficial específica y tensión superficial. 

Factores ambientales como pH, temperatura, fuerza iónica, composición y 

concentración de los compuestos orgánicos en la solución y régimen de flujo. 

Las propiedades de los microorganismos involucrados tales como las características de 

superficie incluidos la hidrofobicidad y movilidad electroforética, la fisiología 

bacteriana (la producción de polimeros extracelulares) y la morfología bacteriana. 
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También, Rivera et al. (1993) indicaron las ventajas de la formación de agregados 

bacterianos, las que a continuación se enlistan. 

1. Las poblaciones de microorganismos sintróficos establecidas como asociaciones 

multicelulares bajo condiciones fisiológicas favorables tienden a formar granos o 

fl6culos. 

2. La interacción de microorganismos sintróficos dentro de un agregado trae como 

consecuencia la simbiosis. 

3. Se favorece el crecimiento en el interior de un grano, a diferencia del crecimiento de 

células suspendidas .:libremente, debido a que pueden aumentar la asimilación de 

I-"? _".I/ nutrientes. 

4. La granulación protege a las células de los protomarios depredadores, por ejemplo de 

los ciliados anaeróbicos. 

5. La distancia de difusión para intermediarios de fermentación es mínima en los granos; 

lo cual produce una mayor eficiencia que conserva cada fracción de energía disponible 

en un sistema de degradación compleja. 

6 .  Se forma un microambiente más favorable dentro del agregado en el que el 

metabolismo aún es posible, a pesar de que fuera del grano existan condiciones 

desfavorables para el crecimiento (como por ejemplo los valores extremos de pH y la 

presencia de oxígeno) 

I 
,, .**$ 

"* 

1.5.1. Consorcios aerobios dentro de la digestión anaerobia 

Toetien er al. (1969) hicieron una notable referencia acerca del descubrimiento de las 

bacterias metanogénicas además de su aislamiento. Las bacterias metanogénicas están 

aparentemente muy esparcidas en I& naturaleza y pueden ser encontradas en el suelo 

ordinario de jardín, lodo negro, en el rumen de animales herbívoros, pantanos, lagunas, 

lagos y en los procesos de tratamiento de aguas de alcantarillado. 
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De manera frecuente no se concibe que la metanogénesis y la respiración aeróbica sucedan 

en el mismo cultivo, debido a que se utiliza el oxígeno en las reacciones biológicas 

aeróbicas, pero es potencialmente tóxico para los microorganismos metanogénicos. Sin 

embargo, bajo condiciones limitadas de oxígeno la biotransformación puede ser efectuada 

por una mezcla de cultivos (Zitomer et al. 1997). 

Toerien et al. (1967) aislaron UM gran variedad de bacterias aeróbicas y anaeróbicas 

facultativas de Iodos, bajo tratamiento por digestión anaerobia. Ellos concluyeron que el 

grupo de bacterias anaeróbicas del tipo acidogénicas formaban parte muy importante y 

constante de la población total del reactor. Además, encontraron que ambos grupos estaban 

correlacionados de maneia significativa con parámetros químicos tales como pH, contenido 

de ácidos grasos volátiles, alcalinidad y actividad enzimática de la vía glucolítica y del 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

En los sistemas aireados, la supervivencia de los metanogénicos se atribuye a la formación 

de micronichos anaerobios exentos de oxígeno (Field et al. 1995). Los microorganismos 

facultativos en la superficie de las partículas de los Iodos granulares consumen el oxígeno 

antes de que éste se difunda en las regiones internas (Kato et al. 1993). Este efecto de 

desplazamiento de oxígeno puede explicar el desprendimiento de metano de los tanques de 

aireación de Iodos activados (Wable et al. 1994) o la presencia de bacterias metanogénicas 

en Iodos activados aeróbicos (Lens et al. 1995) o al exitoso arranque de los procesos 

metanogénicos inoculados con Iodos aeróbicos (Wu et al. 1987). 

Zitomer y Shout (1997) en un experimento con limitaciones de oxígeno alcanzaron la 

mayor remoción de DQO del efluente y una recuperación más rápida de pH después de una 

alta carga de carbohidratos en diferentes sistemas anaerobios estrictos. La velocidad de 

remoción de la DQO es esencial en sistemas anaerobios y no es afectada en modo adverso 

por una limitada aireación e incluso se incrementa bajo ciertas condiciones. Otros posibles 

beneficios de sistemas metanogénicos con oxígeno incluyen la degradación de diversos 

compuestos orgánicos específicos y mezclas que proceden de secuencias reductivas y 

oxidativas de reacciones biológicas y degradación de compuestos orgánicos específicos a 

través del cometabolismo de las reacciones metanotróficas. 

Los sistemas limitados de aireación deberían ser usados en el futuro combinando los 

beneficios de los tratamientos anaeróbicos y aeróbicos, tales como la baja producción de 

.*/I 
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biomasa de los sistemas anaeróbicos y la rápida recuperación de altas cargas de los sistemas 

aeróbicos; para la mineralización de compuestos orgánicos específicos (xenobióticos y 

recalcitrantes) o mezclas que se transforman a través de una combinación de pasos 

oxidativos y reductivos. 

1.6. Características morfológicas y fisiológicas de los microorganismos involucrados 

en la degradación de acetamida en reactores anaerobios 

Las especies responsables de la degradación de acetamida en reactores anaerobios que se 

manipularon bajo copdiciones de aireación controladas, son Bacillus spbaericus, 

Metbanosarcina harkeri y Metbanosarcinu nrazei, por lo que es conveniente hacer una 

breve revisión de las características de estos microorganismos. 

1 c-1 .." 
I 

I 

I 
1.6.1. Género Methanosarcina 

Los microorganismos metanogénicos son reconocidos como arqueobacterias debido a un 

análisis genealógico molecular basado en el conocimiento de la secuencia del segmento 

16s de su ácido ribonucleico ribosomal (16s rRNA), junto con los análisis químicos de su 

pared celular los cuales indican que no contienen mureína y su membrana citoplasmática 

I 

I 

4 está constituida principalmente por Iípidos poliisoprenoides (Balch et al, 1979). Además, 

las bacterias metanogénicas se diferencian por contener coenzimas como la F ~ z o ,  la cual se 

degrada ai contacto con el oxígeno formando, de manera paralela, los derivados F39a-A y 

F ~ ~ o - G ,  perdiéndose un parámetro característico de estas bacterias: la fluorescencia (Rivera, 

et al 1993). De acuerdo a Konig y Stetter (1 989) las bacterias anaerobias metanogénicas 

pertenecen al Reino de las Arqueobacterias y son representantes de la tercera línea 

descendiente en la evolución de la vida, definición basada en la comparación secuencia1 del 

ácido ribonucleico ribosomal (rARN). 

De manera particular la clase de las arqueobacterias metanogénicas a la que pertenecen las 

bacterias de nuestro interés, M. barkeri y M. mazei son células capaces de formar metano 

como producto metabólico final predominante. Los sustratos que utilizan más comúnmente 

son la mezcla Hz/CO~ y la de Hzhetanol; al formiato, al acetato, al metano1 y a las 

metilaminas. Son anaerobias estrictas; producen epifluorescencia azul-verdosa cuando son 

I -., 
?' 1: .. ".,, 
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expuestos a la longitud de onda de 420 nm. Las células poseen coenzima M, F420, F430 y 

metanoptenna (Boone y Mah, 1989). Las especies son del orden Mefhunomicrobiules, de la 

familia Mefhunosurci?iuceue y del género Methunosurcinu. 

1.6.1.1. Methanosarcina barkeri 

De acuerdo a Boone y Mah (1989) son cuerpos cocoides que aparecen en agregados 

irregulares de 1.5 a 2 micrómetros de tamaño. Contienen membrana isoprenoide CZS como 

principal Iípido neutral, además son cepas que no son disueltas o destruidas por dodecil 

sulfonato de sodio (ver Tabla 1.2.). 

Su metabolismo productor de energía involucra la formación de metano; los sustratos 

usados pueden ser la mezcla HzKOZ, el metanol, la metilamina, la dimetilamina, la 

tnmetilamina, el acetato y el monóxido de carbono. El grupo metilo del metanol o el 

acetato son reducidos a metano sin oxidación intermedia a COZ. No pueden fermentar los 

carbohidratos, aminoácidos, formiato, etanol, propionato y butirato. 

Utilizan como fuente de nitrógeno al amoniaco, incluso pueden fijar el nitrógeno molecular 

y como fuente de azuce usa sulfuros. El crecimiento y formación de metano es más rápido 

en un medio con HzKOZ o metanol que con acetato. La composición molar de los pares de 

bases (Bd) guanina y citosina (WC) del ADN es de 39 a 44 %. Su hábitat se encuentra en 

los fangos de aguas Frescas y marinas, rumen de rumiantes, lagunas con desechos animales 

y en lodo residual de digestores anaerobios. Los diversos tipos de cepas comerciales son en 

primer lugar la MS que corresponde a DSM 800 y ATCC 43569; en segundo lugar la cepa 

227 (utilizada en este trabajo) que corresponde a la DSM 1538 y a la ATCC 43567; por 

Último, la ü B S  que es equivalente a la DSM 131 1 (Boone y Mah, 1989). 

(-1 .I 

f-? 
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1.6.1.2. Methanosarcim mazei 

Son colonias de color blanco amarillento a amarillento bronce en tubos rodados (ver Tabla 

1 2 ), con apariencia granular cuando el cultivo es joven (<7 días). De acuerdo a Boone y 

Mah (1989) las colonias viejas son lisas, circulares, transparentes y brillantes. La 
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composición molar de los pares de bases de C t C  en ADN es de 42%. Utiliza metilaminas, 

rnetanol, H2/C02 y acetato corno sustratos catabólicos. 

Su hábitat se encuentra en las pilas de hojas en descomposición, suelos de jardín, digestores 

de Iodos residuales y sólidos urbanos, barro negro y heces de animales herbívoros. Los 

diversos tipos de cepa comerciales son la S-6 (utilizada en este trabajo) que corresponde a 

la DSM 2953 y a la ATCC 43572; la cepa 2-558 es equivalente al biotipo 3 y a la DSM 
2244. Para la LYC se encuentra como ATCC 43573 y por último para MC3 se encuentra 

como DSM 2907. 

Algunos valores de constantes cinéticas para Melhunosurcinu burkeri encontrados en la 

literatura se muestrm: en la Tabla 1.3. Para la cepa Methunosurcinu mmei no se 

encontraron valores de las constantes cinéticas. 

Tabla 1.2. Características fisiológicas y taxonómicas de las especies de Mefhanosarcina. 

Morfología Cocos' largos y Cocos irregulares 
Prueba Methanosarcina barkeri Methanosarcina mazei 

Pequeños agregados2 
Dimensiones 1.5 a 2.0 pm I.Oa3.0fim 

Positiva Negativa 
Motilidad Negativa Negativa 

PH 5-7' 5.5 a 8.52 

Gram 

Temperatura de crecimiento 35 a 422 "C 20-452 

<0.2* M <0.I2M 
Concentración de NaCl para el crecimiento 

Tiempo de duplicación Cepa 227 1.44 a 1.53 d 
Cepa TM-1 0.483 d 
Cepa MS 1.393 d 

Cepa S-6 0.69-1.29 d 

' Kbnig y Stot(a, 1989; hone el al, 1993; ' Zinda y Mah 1979. 

Tabla 1.3. Algunos valores de constantes cinéticas para Methanosarcina burken. 
Parámetro Valor Referencia 

K,,, aparente a  pi^ 1700 Pa 13.0 uM Robinson v Tiedie. 1984 
.,I 

K,,, aparenL para a&to cepa Fusaro 
K,,, aparente para acetato cepa 227 

3.0 mM 
4.5 mM 

Schonheit et al. 1982. 
Westennann et al. 1989. 
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1.6.2. Bacillus sphamkus 

Es UM bacteria aerobia perteneciente al género Bacillus, el cual a su vez forma parte del 

grupo con endosporas de la familia Bacillaceae. 

Este género fue caracterizado por Cohn (Krieg, 1984). encontrando que en general son 

células que forman bastones rectos, junto con endosporas muy resistentes bajo condiciones 

adversas y no más de una por célula. Son bacterias Gram positivas, flageladas, aerobias o 

anaerobias facultativas. El oxígeno es el aceptor final de electrones el cual puede ser 

reemplazado por otros compuestos en algunas especies. La morfología y tamaño de las 

colonias son muy variables, además algunas pueden producir pigmentos en ciertos medios. 

La mayoría de las especies tienen una unión cruzada con ácido tipo meso-diaminopimélico 

en su pared celular y los fosfolípidos que predominan son fosfatidiletanolamina y 

fosfatidilglicerol. 

De acuerdo a Meyer y Neide (Kreig, 1984), Bacillus sphaericus crece en agar con una 

variedad de nutrientes en colonias compactas, amontonadas o extendidas sobre la 

superficie. Algunas cepas no comunes producen colonias con pigmentos rosas. La 

composición molar de los pares de bases de G+C en el ADN que se ha registrado para 68 

cepas es de 34 a 40%. Esta bacteria crece en una gran variedad de sustratos de los cuales se 

aprecia un mayor consumo de ácido pinívico, biotripticasa, gelatina, acético, acetamida, 

propionamida, isobutiramida, casaminoácidos y extracto de levadura (Ramírez, 1995). Se 

han aislado de suelos, sedimentos marinos y de agua fresca, leche, alimentos antiácidos y 

Iodos anaerobios. El tipo de cepa comercial es la ATCC 14577 que corresponde a la DSM 

28, NCIB 9370 y NCTC 10338. 

En la tabla I .4. se muestra la velocidad de crecimiento en diferentes condiciones (Ramírez, 

1995). Un parámetro importante es el valor de K, que se determinó a una concentración de 

oxígeno del 20% cuyo valor es de 0.330%. 

(.- 
"1. 

_I 

I 
..,P 

Tabla 1.4. Velocidades específicas de crecimiento (p) de Bacillus sphaencus. 
Patametro medido Veirsidad específica @') 

Cloruro de sodio 0.107 
0.095 

Oxígeno O. 126 

Temperatura 0.110 

Extracto de levadura y peptona de caseína 

pH 0.220 
RMirez, 1995 
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Otras características fisiológicas y taxonómicas de Bacillus sp se observan en la tabla 1.5, 

de la que resalta, por ejemplo, que tiene motilidad debido a los flagelos peritricos que posee 

y presenta una respuesta positiva de la citocromo oxidasa, ya que contiene citocromo b. 

Tabla 1.5. Características fisiológicas y taxonómicas de Bacillus sphaencus 
Prueba Respuesta 

Morfología Bastones rectos 
Dimensiones 1 a 2.5-5pm 

Gram Positiva 
Motilidad Positiva 
Esporas Redondas, resistentes a 

30 minutos de pasteurización 

20 a 40°C 
Oxígeno 5 a 50% 
Catalasa Positiva 

Citocromo oxidasa Positiva 
Y&-C 34 

.'. pH 5 a 8.5 
Temperatura de crecimiento 

Ramirci 1995 

.I 

1.7. Reactor rnrerobio UASB 

El proceso de digestion anaerobia es una buena alternativa para el tratamiento de aguas 

residuales debido a las ventajas que presenta con relación a los sistemas aerobios: poca 

formación de biomasa, degradación de desechos con la formación de una fuente alterna de 

energía como es el metano y que representa un proceso económico (Ramírez, 1993). 

La necesidad de mejorar la eficiencia en la digestión anaerobia ha dado lugar al desarrollo 

de diversos reactores. Los ejemplos más significativos de tipo de reactores son los filtros 

anaerobios, los de película fija de flujo descendente, el lecho anaerobio expandido y el 

lecho fluidizado (Kato, 1994). Uno de los más importantes es el reactor anaerobio de lecho 

de Iodos y flujo ascendente (UASB por sus siglas en ingles) desarrollado por Lettinga et al. 
(1980). 

El reactor UASB opera con flujo ascendente a través de un lecho de Iodos de la columna 

permitiendo que los microorganismos presentes en éI floculen y sedimenten en el fondo del 

reactor. El aspecto fundamental de los reactores UASB lo constituyen los Iodos granulares 

indispensables para su correcto funcionamiento. La característica de éstos, es contar con 

15 



1 Introduccih 

una elevada actividad metanogénica y a su capacidad de sedimentación lo que les permite 
1 

tener un alto grado de retención en el reactor, lográndose por lo tanto, separar el tiempo de I 

I residencia hidráulica del tiempo de retención celular (Ramírez, 1993). 

D Otra de las ventajas que presenta este tipo de tecnología en el tratamiento de aguas 

b residuales es por las altas cargas orgánicas (del orden de 10 kgDQO/m3d), el tamaño del 

contenedor ocupa menos espacio respecto a los reactores aeróbicos. b 

b 

1 

1 
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,.Capítulo 2 

Materiales y metodologías 
generarles 

2.1. Introducción 

En este trabajo se observa que un compuesto tóxico, como la acetamida, es capaz de ser 

degradado por un bicultivo de bacterias aerobias y anaerobias que cohabitan en un mismo 

sistema. Para ello se desarrollaron experimentos en lote para evaluar las condiciones con las 

cuales debería operarse el bicultivo en continuo. Las decisiones se hicieron mediante el 

seguimiento de ciertos parámetros analíticos, los cuales son el principal tema de discusión 

de este capítulo y de los cuales se muestra a continuación su procedimiento. 



Maleriaies Y Métodos 

2.2. Inóculo 

Bacillus spherlcus se aisló y caracterizó por Ramirez (1993 y 1996). A partir de una 

alicuota .de ésta se llevaron a cabo propagaciones de cultivo de manera previa en medio de 

Balch y acetamida (1 a) como fuente de carbono. Cada experimento se realizó con la 

cepa inicial a pH 7 y a la temperatura de 35°C hasta tener un crecimiento en la etapa 

exponencial (aproximadamente 30 horas). 

Meihnosarcina mazei cepa S-6 y Methanosarcina barkeri cepa 227 se obtuvieron de la 

colección ATCC. Previo a cada experimento se propagaron en medio anaerobio de Balch et 

al. (1979) con reductores, c o n  una concentración de 5 g k  de acetato y 1 g/L de extracto de 

levadura y peptona resp&tivamente. El crecimiento se siguió de acuerdo a la producción de 

metano. 

2.3. Medio de cultivo 

El medio de alimentación durante este trabajo fue hecho bajo condiciones estériles 

utilizando como medio de cultivo el propuesto por Balch el al. (1979) (véase Tabla 2.1.), 

pero sin los agentes reductores. El sustrato fue acetamida. Se mezclaron todos los 

componentes en un matraz aforado de un litro, por ultimo se medió el pH sin ajustarlo a 

7.0, solo se verificó si se encontraba cercano a la neutralidad y se esterilizaba a 1 2 1 T  

durante 15 minutos 

,r ' ~ 3 )  

'I, . _ ,  Tabla 2.1. Preparación del medio de cultivo. 
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2.4. Métodos analíticos 

2.4.1. Medición de acetamida. 

La medición de este compuesto se hizo a través de cromatografia de gases con un equipo 

Varian Star 3400 CX, con detector de ionización de flama (FID). Las condiciones de 

operación del equipo fueron: temperaturas controladas de la columna 120°C; del inyector 

200°C y del detector 220OC. Se utilizó helio como gas acarreador a través de una columna 

capilar AT-1000 de 25 m de longitud y 0.25 mm de diámetro interno. El procedimiento que 

se siguió fue recolectar 1 mL de muestra respectiva para cada tiempo, se acidificaba con la 

adición de 50 pL de ácido fórmico concentrado, seguida por una centrifugación a 128OOxg 

durante 15 minutos y se inyectaban 2 pL al equipo (o se juntaban lotes semanales 

guardándolos bajo refrigeración a 4°C). La cuantificación se hizo a través de una curva 

patrón de acetamida a diferentes concentraciones en el intervalo de 1 a 20 mM. 

[Am] = 42178x + I2663 con r2 = 0.9946 

donde [Am]=concentración de acetamida (mmoMmlL) y 

x = la respuesta leída del equipo (área bajo la curva). 

2.4.2. Medición de acetato. 

Este compuesto fue medido en un cromatógrafo de gases HP 5890 a través de un detector 

tipo FiD. Las condiciones de operación del equipo fueron la temperatura controlada de 

columna a 130°C, temperatura del inyector 200°C y del detector 220OC. Se utilizó nitrógeno 

como gas acarreador a través de una columna capilar AT-1000 (ALTECH) de 10 m de 

longitud y 0.53 mm de diámetro interno, El procedimiento fue el siguiente; se recolecta 1 

mL de muestra que se acidifica con SO pL de ácido clorhídrico al 50% v/v e 

inmediatamente se centrifuga a 1280Oxg durante 15 minutos y se inyectan 0.2 pL en el 

equipo (o se juntaban lotes s e d e s  guardándolos bajo refrigeración a 4OC). La 
cuantificación se hizo a través de una curva patrón de acetato a diferentes concentraciones 

en el intervalo de 1 a 20 mM 
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[Ac] = 3.3.104~ - 0.9319 con = 0.9845 

donde [Ac]=concentraciÓn de acetato (mmolAclL) y 

x = la respuesta leída del equipo (área bajo la curva) 

2.4.3. Medición de amonio. 

La medida de amonio se realizó con el uso de un electrodo selectivo, que emplea una 

membrana hidrofóbica de gas permeable, intercambiadora de iones, que separa la muestra 

problema de la solución interna de cloruro de amonio del electrodo (Suárez, 1998) Este 

método es aplicable a concentraciones de 0.03 a 1400 mg de N - W + / L  (APHA 1989) 
El procedimiento es el siguiente. a 10 mL de muestra se adiciona O 5 mL de NaOH 10 N y 

se afora a 50 mL con agua desionizada La mezcla se coloca en un vaso de precipitados de 

50 mi junto con un agitador magnético, se introduce el electrodo a una inclinación de 45' 

(Suárez, 1998) y se mide el tiempo durante 3 minutos, obtiéndose una respuesta estable del 

potencial de reducción La cuantificación se realiza a través de una curva patrón de cloruro 

de amonio (",&I) a diferentes concentraciones en el intervalo de 50 a 500 mg/L 

I 

(7 

I 

[A":] = 1.99.10-*x + 0.6975 con rz = 0.9845 

donde [NH4+]=concentración de amonio ( m a )  y 

x = la respuesta leída del equipo (mv). 

2.4.4. Medición de metano. 

El metano se midió mediante un cromatógrafo de gases OW-MAC serie 550 con detector 

de conductividad térmica (TCD). Las condiciones del equipo fueron: temperaturas 

controlada de columna 14OoC, del inyector 17OOC y del detector 190°C. Se utilizó una 

columna empacada de Carbosphere 80/100 de 3 m de largo y de diámetro interno de 1/8 de 

pulgada utilizando helio como gas acarreador. El procedimiento fue recolectar I mL de 

muestra bajo condiciones estériles de la fase gaseosa e inyectar O. 1 mL (las muestras de los 

bioensayos se llevaban tal cual al equipo y las muestras del reactor una vez tomadas, se 
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protegían mediante un septo). La cuantificación se hizo a través de una curva patrón de 

acuerdo al ensayo: 1.5 a 20 m m o l C W  y de O a 100% de metano. 

[CH,] = 4 6 5 5 ~  - 126 con rz = 0.9985 

donde [CH.+concentración de metano (mmolCH4) y 

x = la respuesta leída del equipo (área bajo la curva). 

2.4.5. Medición de biotnasa. 

En estudios realizados por Rarnírez (1997) se encontró una relación de la absorbancia de 

Bacillus sphaerrcus en crecimiento exponencial en función de la cantidad de biomasa como 

peso seco. Se usó un espectrofotómetro Bausch & Lomb a una longitud de onda de 600 nm. 

El procedimiento seguido fue. tomar 5 mL de muestra en un tubo de ensaye y medir 

directamente la absorbancia usando como blanco una alicuota de 5 mL de medio de Balch 

(1979) sin reductores y estériles en un tubo Hungate sellado 

if- -1, 
* .  

2.4.6. Peso seco 

La cuantificación de peso seco se hizó a través de la ecuación obtenida a partir de una curva 

patrón de absorbancia producida por B. sphaericus en fase exponencial en función al peso 

seco medido i' -: 
~ = 4 6 5 5 ~ - 1 2 6  con rz = 0.9845 

donde ,y = concentración en peso seco (mgcel) y 

x = la respuesta leída del equipo (absorbancia). 

2.4.7. Medición de oxígeno disudto 

La medición del oxígeno disuelto se realizó mediante el uso de un electrodo de referencia, 

calibrándolo con una solución de sulfito de sodio al 2 % p/v (O mg/L) y el segundo punto es 

una exposición al aire (100 mglL). El procedimiento fue tomar una alícuota suficiente para 
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cubrir la zona de detección de la sonda y que la lectura se estabilizara por ai menos durante 

15 segundos. 

2.4.8. Medición del valor de pH. 

La medición de este parámetro se realizó mediante el uso de un electrodo de referencia, 

calibrándolo con soluciones de amortiguador de fosfatos para trabajar en el intervalo de 

pH=7 El procedimiento fue tomar una alícuota suficiente para cubrir la zona de detección 

de la sonda y que la lectura se estabilizara por al menos durante 15 segundos. 

(i.".) 

2.5. Reactivos 

Las sustancias utilizadas durante todo el experimento para preparación de medio fueron 

grado reactivo analítico. Respecto a los equipos de cromatografia, las curvas patrón de 

referencia se hicieron con reactivos calidad cromatografica, al igual que los gases 

requeridos en cada uno de los equipos usados. Se utilizó agua destilada para la preparación 

del medio de alimentación. 
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.Capítulo 3 

Determinación de las 
constantes cinéticas 

de M. mazei 

3.1. Resumen 

En la literatura se encuentran valores de las constantes cinéticas de algunas bacterias 

metanogénnicas, pero no las de Methanosarcina mmei en particular. En este capítulo se 
describen los experimentos que se hicieron, en donde se varió la concentración de acetato 

para encontrar las constantes cinéticas de crecimiento y de consumo de sustrato de M 

mazei. Se encontró que la velocidad máxima de formación de metano (v-) es de 0.046 

mmolCH&h y la constante de afinidad (Ks) es de 124 mgAc/. 



3.2. Objetivo particular 

> Calalar las constantes cinéticas de M. mazei mediante experimentos para medir la 

cinética de consumo de sustrato. 

3.3. Dmedo experimental 

En fraocos serológicos de 60 mL que contenían 20 mL de medio de Balch et al. (1979), en 
los d e s  se añadió acetato en distintas concentraciones (2.4; 4.7; 12; 16 y 24 mM) usando 

como i n h l o  2 mL de un cultivo deM. mazei en fase de crecimiento exponencial. 

Los parámeíros que se midieron para evaluar el desarrollo de este experimento fueron las 

concentraciones de metano a través del tiempo y de acetato al inicio y al final del 

experimento. Los bioensayos se hicieron por duplicado. 
f-!, 

3.4. Resultados y discusión 

En la Figura 3.1 se presenta la producción de metano en función del tiempo para cada UM 

de las concentraciones de acetato usadas de acuerdo al diseiío experimental. En esta se 

observa como aumenta la producción de metano respecto ai incremento de sustrato 

adicionado. 

20 

$ 15 
2 
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O 10 20 30 40 5c 
Tiempo (días) 

Figura 3.1. PrOQeción de metano por Methanosatvim nvaei a traves del tiempo usando difmntes 
COllOCOtCBaOneS . deaCcEat0. 
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Result& 

La producción de metano comienza después de una fase lag muy grande debido 

probablemente a la baja concentración de extracto de levadura y p e p t ~ ~  en el medio; se 

puede ver también que a bajas concentraciones de acetato la fase lag se duplica. La Figura 

3.1 sugiere trabajar solo con la parte de crecimiento exponencial para determinar los 

valores de las constantes cinéticas deseadas. Los resuitados se muestran en la Tabla 3.1 en 

donde la fase exponencial o de crecimiento está representada por la pendiente obtenida por 

un ajuste de línea recta. Además se muestran los tiempos de inicio de la fase exponencial de 

la producción de metano para cada una de las diferentes concentraciones de acetato. Se 

observa que entre mayor sea la concentración de sustrato en el medio menor es la fase lag 

de formación de metano. La tercer columna muestra el balance de materia. La cantidad 

máxima de metano esperada (teórica) se calculó basándose en la concentración inicial de 

acetato. La cantidad de metano experimental se calculó a partir de la máxima producción de 

metano. 

0 

Tabla 3.1. Tiempo de retardo y Velocidades de formación de metano por MethanosarciM muzei. 
Ai,(&) Ac.(m&) %qCb k(mmoKW-4 ? 

2.4 144 100 21 0.5866 0.8667 
4.1 282 100 21 0.8052 0.9531 
12 720 100 13 0.8666 0.9526 
16 %O 91 13 1.0171 0.9885 
24 1440 74 13 1.0292 0.9278 

A partir de las velocidades de formación de metano en función de la concentración de 

acetato se construye la ecuación de Monod, (Figura 3.2.). 
0 
L * 

O 5 10 15 af 25 30 
Aceiato (rmaVL)) 

Figura 3.2. Efecto de la cmcenhu 'ón de Ac en la velocidad de formacibi de CH, por M. mmei. 
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La tendencia muestra que a mayor concentración del sustrato mayor es la velocidad de 

metanogénesis. La gdñca de Linerwaver-Burk, es decir, el inverso de la velocidad de 

producción de metano en función del inverso de la concentración de sustrato, (figura 3.3.) 

nos proporciona la velocidad máxima de producción de metano y la constante de 

saturación. 

O 0.2 0.4 0.6 0.8 1 
1/s (UMmI) 

Figura 3.3. Ecuación de Linerwaver-Burk para evaiuar la formación de metano por M mazei. 

en donde: m es la pendiente y 

b es la ordenada al origen. 

Los valores de las constantes cinéti- obtenidas se comparan en la Tabla 3.2. con algunos 

datos obtenidos de la literahira. No fue posible medir el rendimiento celular cc) para M 
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Resultados 

muzei debido a dificultades en la manipulación del equipo, por la pequeña cantidad de 

células suspendidas en cada unidad experimental. 

TABLA 3.2. Constantes cinéticas paraalgunas cepas de Methanosarcina. 
Parámetro Methanosarcina Methanosarcina Methanosarcina 

hix Of') 0.046 mmoikh" 0.023 0.0125 
mazei barkeri'(227) SPP2 

K, (mgAc/L) 124 300 180 

Y (gccügAc) n.d. 0.0267:0.0533b 0.035 

I. Zehnder, 1988; 2, Jeiíen et al. 1992; a, es velocidad máxima de formación de metano; b, es M barkeri spp; 

n.4 no determinado. 
I *-I ' J  

Con respecto al valor de K, este se encuentra por debajo de los reportados por Zehnder 

(1988) y Jetten et al. (1992) para otras especies; lo cual indica que M. muzei presenta una 

mayor afinidad por el sustrato, respecto a las comparadas. 

I 

I 

3.5. Conclusiones 

En los valores cinéticos de M. maze! calculados experimentalmente se observa que la 

velocidad máxima de formación de metano es favorable para la metanobacteria, en 

condiciones reducidas; aunque, la constante de rendimiento celular es muy pequeña 

respecto a las otras Methanosarcina spp. 
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Resuliados 

Capítulo 4 
Degradación de acetamida 
por bicultivos de bacterias 

metanogénicas y B. 
sphaericus en lote 

4.1. Resumen 

Los experimentos que se muestran en este capítulo fueron el soporte principal de la 

hipótesis propuesta, debido a que en la literatura se encuentra información acerca de la 

coexistencia de poblaciones de bacterias aerobias estrictas y anaerobias estrictas. Sin 

embargo, no hay información de dos cepas puras cultivadas conjuntamente (bicultivos), en 

los que se hubieran encontrado las condiciones adecuadas para coexistir. En este capítulo se 

hizo una serie de experimentos, en los cuales se variaron la concentración del inóculo 

anaerobio (Methanosmcina bmkeri y Methanosarcina mazei) en un medio con 

concentraciones limitadas de oxígeno disuelto manteniendo constante a Bacillus 

sphaericus Los resultados muestran que la mejor eficiencia de degradación (del 95%), con 

una producción esperada de metano del 30% fue con la combinación de B. sphaericus y M. 

mazei. 

P . -. 



Resulrcdos 

4.2. Objetivos particulares 

> Hacer pruebas de bicultivos en lote para observar el comportamiento y establecer las 

condiciones adecuadas de coexistencia. 

> Estudiar en cultivos por lote la degradación de acetamida hasta metano por Bacillus 

sjhaericus con Methamsarcina mazei o con Methmwsarcina barkeri y comparar los 

resultados. 

4.3. Dwño expenmenial 

El experimento consisti6 en comparar el comportamiento de los cultivos M. burkeri y B. 

qhaericus con M. m e i  y B. sphaericus. 

Se reaiiion en frascos serológicos de 60 mL (figura 4.1), en los cuales se varió el 

volumen de inóculo de Methunosurcina (5, 10, 15 y 20 mL) manteniendo constante el 

volumen de inóculo de Bacillus (2 mL) (tabla 4. I), con una concentración de acetamida de 

20mM. 

f-I 

- d l  

Figura 4.1. Vista de los bioensayos m loa que fucnm imaitados los bicultivoa para medir la 
promicci6ndemeiano. 
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Tabla4.1.RoporcK> ' llc8 de medio e irdailo usada en los bioensayos. 
Proporci6n ia6culo .crobio I 12% 17% 28% 1oo.k 
Vdumen de in6culo rdio (mL) 1 2  2 2 2 
Volumen de in6culo iiiaerobio (mL) 
Volumen de medio d i o  

15 10 5 O 
3 8 13 18 

Los experimentos se trabajaron bajo condiciones limitadas de oxígeno y cada bioensayo se 

realizó por duplicado. Los parámetros que se midieron para evaluar esta Sene de 

experimentos fueron acetamida, acetato, metano y amonio a través del tiempo. Además, la 

concentración del oxígeno disuelto y pH se midieron al inicio y final del experimento. 

4.4. bu l i ado e  y discusi6n 

Los resultados cualitativos de la cinética con los bicultivos fueron los siguientes. Al inicio, 

cuando se realizaron las inocuiacioncs, el bioensayo no presentó color ni turbidez en el 

medio. Sin embargo, a partir del segundo día aparece una turbidez blanca muy semejante 

entre los bioensayos, debida al crecimiento de B. sphaericus, misma que después de 15 días 

desaparece y se advierte la formación de diminutos flóculos (4mm de diámetro) de color 

negro. 

La proporción 1Wh (6 11  mgOD/L) corresponde solamente a B. sphaericus en medio 

Balch sin reductores y se tomará como blanco. En la Figura 4.2 se observa como disminuye 

en 2 días la concentración de acetamida, se incrementa la concentración de amonio a una 

similar de la acetamida hidrolizada indicando que éste no es utilizado como fuente de 

nitrógeno por B. qhaericus. Además, el no detectar la presencia de metano indica que no 

puede producirlo a partir de acetamida, pero sí hidrolimla y consumir el acetato formado. 

'-1 .# 

CJ 

O IO P 30 40 50 
Tiempo (diir) 

Figura 4.2. Cultivo de B. sphaencus con 20 mM de 
Am (e); productos formados Ac CU y NI%+ (+). 
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A partir de las siguientes relaciones del biailtivo hablamos ya de cultivos mixtos, es decir, 
se mezclaron las diferentes proporciones variando las dos especies diferentes de 

Methammwcirn. 

En la proporción 12% ó 0.92 @D/L (ver Figuras 4.3 y 4.4), se ve que la hidrólisis de la 

acetamida es a los seis y ocho días, pero con mayor eficiencia en Meíhanarorcina mazei 

(W?) que en MethaMEsmcim burkeri (72%). También la concentración de metano fue 

mayor para M. m m i  siendo de casi 25% mientras que para M. barkeri es de 15% del 

esperado. La aparición de amonio se presenta en ambas series alcanzando una 

concentración final de 16 y 17 mM respectivamente. 

El acetato residual se observa con mayor abundancia en M. barked (1 3 mM) que para M. 
.e mwei (4 mM) debido probablemente a que M. barken es más sensible a la presencia de 

oxígeno en el medio y por lo tanto no lo consume (Boone y Mah, 1989). 

O 10 20 30 40 50 
Tiempo (días) 

Figura 4.3. Bicultivo de M. mazei con B. sphericus en la 
proporción 12% de oxígeno disuelto. Los símbolos 
indican: Am (6). Ac (ru, eH4 (8) y NH4+ (+). 

Figura 4.4. Bmltivo de M. barken can B. sphaericur en la 
proporción 12% de oxígeno disuelto. Los simboios 
indican: Am (*), Ac (ru, cffi (*)y NI&+ (+). 
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En la proporción del 170%~ ó 1.22 mg0DL (Figuras 4.5. y 4.6.), la degradación de 

acetamida para M. muzei es a los 3 días con una eficiencia del 81%; Para M. barkeri es de 

10 días con una eficiencia del 92%. La producción de metano no fue buena, siendo menor 

al IO?! del esperado en ambas Meíhmosarcina. Respecto al acetato se observa en las 

gráñcas que permanece casi constante y alrededor de 5 d, en ambos bicultivos. 

Figura 4.5. Bicultivo de M. mazei con E. sphaerimr en la 
proporción 17% de oxígeno disuelto. Los símbolos 
indican: Am (e), Ac u), CH, (8) y NI%+ (+). 

T 

1 
O 10 20 30 40 50 

Tiempo (días) 

Figura 4.6. Bicultivo de M. barken' con B. sphaerimr en la 
proporción 17% de oxígeno disuelto. Los símbolos 
indican: Am (e), Ac u), CH, (8) y".++ (+). 

En la proporción 28% ó 4.22 @D/L (Figuras 4.7. y 4.8.) la hidrólisis de acetamida es 
lenta (después de los 8 días); Aunque con una eficiencia del 95o/e para M. mazei y del 75% 

parahí. hkeri. En estos experimentos se ve al inicio la acumulación de acetam, el cual es 

consumido a los 8 días y empieza la aparición de metano, siendo la mayor producción para 
M. nrazei (30??) que paraM. bark¿+ (20%). 
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temperatura de 35°C; 
Microorganismo 
Proporci6n TO 
Tr (4 
q Am T o  

Am,.(mM) 
A h .  (mM) 
Fase lag de CH, (d) 
C€I.(o/~ del total esperada) 
“,+fin (mM) 
I0Dli.r (mdL) 

p H i -  r 

pH de 7.0 y Am,= 20mM. 
M. mazei M. barkeri B. sphaericus 

12 17 28 12 17 28 1 O0 
6 3 8 8 10 10 2 
91 81 95 72 92 7s 93 

3.83 3.81 3.71 4.92 1.67 4.92 1.39 
3.71 2.97 4.12 13.39 7.49 1.91 1.51 
27 20 6 41 24 6 
23 8 30 16 10 20 0.00 
16 17 18 17 17 19 10 

0.92-0 1.22-0 4.22-0 0.92-0 1.22-0 4.22-0 6.11-0 
7.4-8.2 7.4-1.9 7.1-7.9 7.4-8.0 7.4-7.8 7.1-7.8 7.0-7.1 
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estos máximos, pero se observa que todos son después de los 20 días de haber iniciado el 

experimento, es decir cuando el oxígeno está totalmente consumido. 

De acuerdo a las mediciones iniciales de oxígeno disuelto, se observa una disminución del 

valor conforme aumenta el volumen de inóculo anaerobio. El valor final de este parámetro 

al final del experimento fue de cero mglL, por lo que se procedió hacer otro experimento 

para medir el oxígeno disuelto a través del tiempo y saber en qué momento se consume. 

Este ensayo se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones. En un matraz se puso un 

volumen de 200 mL de medio aerobio el cual se inoculó con el 20 'YO v/v de Bacillus 

sphaericus se selló y se registró el oxígeno disuelto que al inicio fue de 6 m a ,  a las dos 

horas fue de 4 m e ,  peco a las 12 y 24 horas el electrodo siempre registró un valor de cero. 

Se recuerda que el tiempo de duplicación de esta bacteria es de 6 horas, es decir, es el 

tiempo en el que utiliza el oxígeno para su proliferación por lo que se acepta este valor 

como cierto 

Acerca de los valores de pH se observa que al inicio es de 7.2 20.2 y al final para el blanco 

no hay mucha variación permaneciendo en el valor de 7. Sin embargo, la tendencia que se 

observa, es que hay un incremento menor a una unidad de pH conforme se disminuye el 

volumen de medio aerobio. 

De acuerdo a la evidencia mostrada y comparando las constantes cinéticas de M. mazei 

obtenidas en el capítulo 3 y los de B. sphaericus (tabla 4.3.) se decidió trabajar con una 

proporción 1: 10 del bicultivo B. sphaericus y M. mazei respectivamente. 

(-1 '.__.I' 

TABLA 4.3. Constantes cinéticas para B. sphaericus y deM m e i .  
Parámetro Bacillus sphericus ' Meihanosarcina mazei 

h i m a .  @') 0.0042 0.046' (mmolCHdLh) 

K. (wm 37 124 

Y (gceügAc) 0.018 

1, Ramírcz et u/. 1998; a, es velocidad máxima dc formación de metano. 
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4.5. Conclusiones 

Los resultados de los bicultivos en lote muestran que el consorcio formado con M. 
maze1 presentó mayor conversión de acetamida a metano, menor tiempo de retardo 

y menor concentración de acetamida residual que el formado con M. burkeri; tanto 

en la acumulación de metano como en la hidrólisis de acetamida, indicando que la 

cepa de M. mmei puede adaptarse mejor a estas condiciones de cultivo. Sin 

embargo, la cantidad de acetato residual al final del experimento es similar en todos 

los cultivos al del cultivo puro de Bacillus sphericus, por lo que la producción de 

metano presente en los bioensayus pudiera originarse de una hidrólisis celular del 

bacilo debido al.cambio en la turbidez del medio después de I S  días de haber 

iniciado el experimento. Esto es, al estar reducido el medio sin oxígeno, esta 

bacteria aerobia decrece. Para poder estar seguros de lo anterior se sugiere hacer un 

conteo de células viables de B U C I I ~ S  sphaericus ai inicio y al final de futuros 

experimentos 
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,Capítulo 5 
Degradación de acetamida 
por un bicultivo de Bacillus 

sphaericus y Methanosarcina 
mazei 

"i 

(\ _., 5.1. Introducción 

Los estudios de reactores en lote son útiles debido a que el experimentador logra apreciar 

aigunos puntos importantes acerca de los cultivos en estudio antes de inicial ir  un reactor en 
continuo. Por ejemplo, un factor importante es el no cambiar las condiciones de operación 

encomadas en los estudios anteriores para poderlos aplicar en los estudios. en continuo En 
este capítulo se indicará el diseño experimental y los resultados obtenidos trabajando en un 

reactor por lote alimentado así como los resultados de un reactor en continuo para degradar 

amtamida hasta metano. Durante el experimento se debieron cuidar varios aspectos tales 

como el efecto de la adición sucesiva de Mefhunosarcina al lecho de Iodos que se estaba 



formando. Este proceso se hizo en etapas debido a que es muy dificil proliferar estas 

bacterias en volúmenes mayores a un litro bajo condiciones anaetobias. 

5.2. Objetivos particulares 

b Evaluar la concentración de metano en un reactor de lote alimentado y de un reactor en 

continuo. 

b Observar el proceso de hidrólisis de la acetamida a diferentes tasas de dilución en 

ambos reactores. 

k Evaluar por medio,:del microscopio electrónico de bamido el lecho formado por 

Merhanaiarcim mazei y Bacillus sphaericus en el reactor continuo. 
r’i , >,’ 

5.3. D d o  experimental 

5.3.1. Reactor de lote alimentado 

El reactor de lote alimentado consistió en una botella serológica de un litro de capacidad 

que contenía 750 mL de medio (ver Figura 5.1 .), los cuales se encontraban en condiciones 

estériles. La botella en su tapa de msca se encontraba horadada e insertado un tapón de hule 

y el cual a su vez contenía en la parte superior un tubo Hungate que también tenia su tapa 

de rosca horadada y su septo por el cual se tomaron las muestras bajo condiciones 

anaerobias y estériles. El inóculo consistió en 100 mL de Bacillus sphaericus (27 mg de 

biomasa) y 200 mL de Methu?wsurcina maaei (90 mg de biomasa), los cuales se 

encontraban en crecimiento en fase exponencial y 450 mL de medio de Balch sin 

reductores (aerobio), además se desplazó el oxígeno del aire en la fase vacía con N2/C@. 

Fm 5.1. Reactor de lote alimentado. 
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Etapa I n m r v  
OxígemDisuelto do2 do2 do1 do2 

Volumen de medio d i o  (mL) 500 100 500 500 
Acetami&(g/L) 2.0 1.5 1.0 2.0 

Se hizo un moniioreo a iravés del tiempo y en el momento de que la acetamida casi había sido 

hihliizada por compleio, el reactor fue realimentado con cuatro diferentes concentraciones y 

volúmenes de medio aerobio (ver Tabla 5.1), d e s p i d o  el oxígeno por la mezcla de gases 

N&G. Los recambios se hacían en la cámara anaerobia quitando la tapa del frasco 

5.3.2. Reactor continuo 

El trabajo experimental consistió en montar y arrancar un reactor continuo a escala 

laboratorio con una capacidad de 180 mL (ver Figura 5.2). 

Figura 5.2. Reactor continuo mmlado con Bacillus sphwricus y Methamwrcina nnuei, 

Este reactor en condiciones estériles se inoculó con 25 mL de Bacilius +rims (17.5 mg 

de biomasa), 75 mL de Metham>scacina inmei (60 mg de biomasa), dentro de la cámara 

anaerobia pam evitar el contacto del aire con el cultivo; El resto del reactor se llenó con 
medio de Bdch sin resarzUnna y sulfur0 de sodio. Para llevar la biomasa a una alta 
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concentración, el reactor permaneció en lote durante 72 h y posteriormente fue alimentado 

en continuo a diferentes concentraciones de acetamida como sustrato principal variando el 

tiempo de residencia hidráulico, hasta tenerlo en fase de estado estacionario, como se 

observa en la Tabla 5.2. La etapa final de alimentación se hizo con acetato para estudiar el 

comportamiento del bicultivo con este compuesto. El estado estacionario se consideró 

cuando se tenían al menos valores constantes en la acetamida de salida, después de haber 

transcumdo cinco veces el tiempo de residencia hidráulica. 

Tabla 5.2. Diseño experimental para el crecimiento de B. sphaericus y 
M. rnazei en un cultivo continuo. : 

(- *I, 
,\. .,I 

* Ac; 1, cambio por " g a  volum6tnCe; 2, Rinoculación deM m e ¡ .  

Las etapas marcadas son diferenciadas por cambio en el TRH o de concentración en la 

carga de alimentación, así como de una adición de la bacteria anaerobia (60 mg) para tener 

una mayor concentración de biomasa y es precisamente la última etapa en dónde se hace un 

cambio de la fuente de carbono, es decir se utilizó acetato por acetamida 

Los parámetros que fueron monitoreados en el transcurso del experimento son. la 

concentración de metano, la hidrólisis de acetamida, la producción de acetato, la medición 

de amonio, del pH y de la biomasa en el efluente, los sólidos totales, fijos y volátiles al 

final del experimento; así como también una observación en el microscopio electrónico de 

barrido W B )  de una pequeña muestra de los flóculos formados dentro del reactor. La 

producción de metano se mide por desplazamiento de una solución saturada de cloruro de 

sodio a pH de 2. También se efectuó UM cuantificación de la biomasa, tanto aerobia como 

anaerobia, a través de diversos puntos del reactor como son en la entrada, en el lecho de 

Iodos y en la salida de la columna al final de la alimentación con acetamida. 

La metodología seguida para el tratamiento de la muestra para microscopía fue la propuesta 

por Sepúlveda et al. (1998): 

1 mL de Iodos se centrifuga a 750xg durante 3 minutos. Después se decanta el sobrenadante 

y se adiciona una solución de glutaraldehído al 6% en amortiguador de fosfatos (0.02 M y 

pH de 7.2) durante al menos 12 horas. 

(""I I 
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Transcurrido el tiempo se retira la solución de glutaraldehído y se hacen de 5 a 7 lavados 

por intervalos de 10 a 15 min cada uno usando el amortiguador de fosfatos. 

Enseguida se procede a fijar con osmio al 2% en amortiguador de fosfatos durante 2 Ó 3 

horas (tener MUCHA PRECAUCION con la manipulación de este reactivo USAR 

GUANTES Y TRABAJAR BAJO LA CAMPANA DE EXTRACCIÓN). Inmediatamente 

transcurrido el tiempo se retira la solución y se hacen entre 3 a 5 lavados con amortiguador 

de fosfatos. 

Una vez que la muestra ya tiene un color negro se procede a realizar una deshidratación y 

desecación en frío, esto es, mediante UM serie de soluciones porcentuales de etanol desde el 

30 al 100 % v/v con 3 lavados de 10 a 15 minutos cada una y siempre en frío. Terminado 

este proceso se hace la deshidratación con el equipo desecador a punto critico, en donde el 

COZ líquido desplazará el etanol y residuos de agua. La muestra se somete a una 

temperatura de 36.1OC y a una presión de 1070 Ib/pl* para que pase a fase gaseosa el 

bióxido de carbono. A partir de este momento la muestra es altamente higroscópica por lo 

que las condiciones de trabajo serán en un desecador. 

Se monta la muestra en un soporte de aluminio específico compatible para la evaporadora 

de carbón y oro y el MEB y se realiza el recubrimiento con una capa de C y Au. 

Finalmente terminado el proceso anterior, las muestras están listas para ser observadas en el 

MEB Zeiss Modelo DSM 940 A. 

ff ->, 
'/ ,,' 

i I-' , - *  
5.4. Resultados 

5.4.1. Reactor de lote alimentado 

En el caso del reactor de lote alimentado las observaciones cualitativas durante el 

experimento son semejantes a las presentadas en las cinéticas de bioensayos. Es decir en la 

inoculación no hubo ningún cambio en el medio, pero a p d r  del segundo día ya se 

apreciaba UM turbidez del medio. Al final del experimento se advierte la formación de 

flóculos (<2 mm) oscuros sedimentados en la parte inferior del contenedor. 

El reactor de lote alimentado se hizo con la finalidad de generar biomasa para el cultivo en 

continuo, lo cual no se logró pues al medir poca producción de metano se pensó que el 
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bicultivo formado no se encontraba en las condiciones idóneas, además de observar el 

comportamiento durante la experimentación. 

Los resultados de los parámetms momtoreah en el experimento del reactor de lote 

alimentado, se muestran en la Figura 5.3. la cual se construye como concentración en furición 

del tiempo. En ésta figura se observan las etapas de acuerdo a la variación en la concenhación 

de acetamida 

En la etapa uno, se tiene que a pa& de una concentración de acetamida de 2 giL. 

(experimental 38 mM), ésta se agota a los siete días mientras que el acetato firmado presenta 

un período de saturación máxima de 19 mM (apmx. el 50 % del sustrato inicial). Cuando el 

acetat0 empieza a desaparecer comienza a registrarse la producción de metano hasta llegar a 
UM concentración de casi 30 mmolCHJL a los veinte días. Sin embargo, esta concentración 

de metano es mayor que el acetato firmado por lo que es probable que parte de la bacteria 

aerobia se estuviera hidrolizando por la fdta de oxígeno en el medio y esta hidrólisis celular 

sirviera para que Methanosarcim mazei produjera metano. Guyot el al. (194) demostraron la 

presencia de metano por hidrólisis celular a partir de cultivos con Iodos. 

I I II I 111 I N 

o IO 20 90 40 60 
Tiempo (días) 

Figura 5.3. Compoitamiento del reactor de lote aii~~entado, el cual muestra la desspanci6n de 
acetamib (e), la fomiación de acetato (13 y la aparición de metano (*). 

En la segunda etapa, a m d o  todo el acetat0 se consume, se reaiimenta el reactor con 1.5 g& 

de acetamida en 100 mL de medio aerobio con la finalidad de no perder las condiciones 
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anaerobias que ya se tenían, esperando que la desaparición del sustrato fuera en menos tiempo. 

Sin embargo, la falta de oxígeno en el reactor hace que la hidrólisis sea más lenta y con muy 

poca formación de acetato. Esto tal vez se debió a la baja concentración de oxígeno adicionado 

ai medio, por lo que se decidió reaiimentar el reactor con 500 mL de medio aerobio y 1 g& de 

acetamida (día 25). En esta fase la hidrólisis del sustrato fue todavía más lenta que la etapa 

anterior y la acumulación de acetato no se vió favorecida (< 5mM en promedio), y en lo que 

concierne al metano formado alcanzh los 12 mmolCHJL cuando se observó que la acetamida 

casi había desaparecido por completo, indicando que parte de este metano se originó 

probablemente de una hidrólisis celular. 

En la última etapa a los cuarenta y un días de tiempo de iniciado el experimento, se realimentó 

con 2 g/L de acetamida en 500 mL de medio aerobio con la finalidad de repetir las 

condiciones iniciales las cuales habían sido satisfactorias. La hidrólisis del sustrato se mejoró 

notablemente siendo similar que al inicio pero la formación de acetato no se vió favorecida (< 

25%) y por lo tanto, también la concentración de metano 

Los resultados muestran que al adicionar la acetamida y oxigeno disuelto en el medio dentro 

del reactor aumenta la biomasa de Bacillus sphericits, ya que el acetato producido por la 

hidrólisis es consumido principalmente por el mismo bacilo para producir biomasa, quedando 

muy poco acetato residual para la metanogénesis 

Se muestra también que la producción de metano presenta una fase lag cada vez más larga 

debida probablemente a la presencia de oxígeno en el reactor y al poco acetato residual 

:-I 
d 

5.4.2. Reactor Continuo 

5.4.2.1. Hidrólisis de la acetamida 

El comportamiento de los parámetros más importantes como son la acetamida, la 

producción de acetato y de metano se muestran en la Figura 5.4, la cual se construye como 

carga volumétnca a través del tiempo, B,(g/L.d)=f{t(días)). La concentración del oxígeno 

disuelto en la entrada del reactor fue constante e igual a 6.4 mg/L y en la salida no se 

detectó valor alguno. 
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Figura 5.4. Gmportamieko de la aceramida a la entrada (e), a la salida (B), del acetat0 a la 
entrada (13, a la salida (0) y la detección de memo (*) a las diferentes cargas volmétricas en el 
reactor continuo. 

9 

El análisis se hará con referencia a la degradación de acetamida como indicador del estado 

estacionario mencionando como se comportaron los otros parámetros en cada periodo. La 
información detallada se presenta sintetizada en la Tabla 5.3. .- 

Tabla 5.3. Hidrólisis de acetam¡& y formación de productos medidos por etapa en el reactor 

(días) (d) (pn .d) (gn) (gn) W) (Bn) 
ETAPA Pedodo TRH BV [Am],g[Am]~EfiC.Am [ A c ] ~  [a] OD 

A 4 1.38 1.08 1.4980 0.9021 39.57 0.1302 0.0079 4.63 
B 7 1.85 1.18 2.0074 1.0791 45.35 0.3624 0.0062 3.46 
C 9 1.87 1.09 2.0320 1.0832 48.46 0.0792 0.0261 3.42 
D 40 1.94 1.01 1.9553 1.0207 47.79 0.4914 0.1189 3.30 
E 29 1.41 1.39 1.9553 1.2467 36.24 0.3900 0.0925 4.60 
F 17 1.41 1.39 1.9553 1.0301 47.29 0.0552 0.0395 4.60 
G 5 1.46 2.05 2.9960 1.64% 46.65 0.9117 0.0885 3.12 
H 44 2.09 1.43 2.9960 1.6597 44.61 0.7925 0.1688 4.50 
I 11 2.01 1.49 2.9960 1.6691 44.29 0.6781 0.1002 4.30 
J 9 2.07 0.70’ 0.1037 0.2374 3.09 

NOTA El p h d o  sc rrfvn al t*sopo de opaacibn; *- . cmacddo.AbreViahins :TRH=oeiipode 

ICH41= - . deMtaM;suMtdiocginf=infhmtr,,dl=ehmtc. 
; Bv = carga Vohndhica; [Am] = cmcatw5h dc acdmmda; [Ac] = cmca*h de acdato, 

En la etapa (A) con una carga de 1.1 g/L.d de acetamida se obtuvo una hidrólisis del 39.6% 

en promedio y aunque hay una acumulación de acetato del orden de O. 13 g (2mM) no se 
observa producción de metano. 
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Se decidió subir la carga volumétrka a 1.2 &.d de acetamida, de la cual se obtuvo una 

eficiencia de hidrólisis del 48.1% en promedio. Cabe señalar que esta etapa fue dividida en 

tres secciones (B, C y D) debido a la adición de M. muzei dentro del reactor; En la sección 

B se observa una mayor acumulación de acetato cuyo valor es de 0.36 g (6 mM) pero no 

hay producción de metano. En la segunda sección (C) después de adicionar M. mmei 
disminuye la acumulación de acetato a 0.08 g (1.3 mM) y se observa un ligero incremento 

en la concentración de metano de 1.6 mmolCH4/L dentro del reactor, pero no hay 

desplazamiento por biogás. En la sección D se observa un incremento en la acumulación de 

acetato (0.49 g) y también un incremento notorio en la concentración de metano (7.8 

mmolCi-i&,) dentro del reactor pero sin desplazamiento por biogás. 

Una vez alcanzado el estado estacionario de esa etapa se procedió a realizar un cambio en 

la carga volumétrica de entrada a 1.4 g 5 . d .  disminuyendo el TRH a 1.5 días obteniendo 

una eficiencia de hidrólisis de la acetamida de 36% (etapa E), observando también una 

ligera disminución en la concentración de. acetato (0.39 g) al igual que en el metano (5.6 

mmolCH&) dentro del reactor. Una vez mas se adicionó biomasa de la bacteria anaerobia 

dentro del reactor (etapa F) manteniendo las mismas condiciones anteriores de operación y 

se observó que la eficiencia de hidrólisis aumentó a un 47.3%, también se notó una 

disminución en la acumulación de acetato (0.06 g) de la misma manera que en la 

concentración de metano (2.5 mmolCH&) dentro del reactor. 

El siguiente cambio en la carga volumétrica del sustrato consistió en 2.1 glL.d a un TRH de 

1.5 días encontrando una eficiencia de hidrólisis del 47% (etapa G) en la fase final de la 

etapa, por lo que se observa un aumento en la acumulación de acetato (0.91 g), aunque no 

se observó la producción de biogás medida por desplazamiento pero la concentración de 

metano dentro del reactor se mantuvo constante (5.5 mmolCH4/L). 

Alcanzado una vez el estado estacionario de la etapa anterior se decidió hacer un cambio en 

la carga volumétrica a 1.43 g/L.d y un TRH de 2 días (etapa H). Bajo estas condiciones se 

observó una mayor concentración de metano en el biogás, es decir, mejores condiciones 

para M. mazei. La eficiencia de hidrólisis en este periodo es de 44.6%, la aparición de 

acetato es de 0.79 glL y la concentración de metano es de 11.1 mmolCHJL la mas alta 

alcanzada durante todo el experimento usando como sustrato a la acetamida. 

r-1 
-11 
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Dado que no se presentaron pruebas de que existiera una contaminación se decidió 

caracterizar al pigmento con un espectro de infrarrojo (véase Figura 5.6.). 
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Figura 5.6. Espectro de infrarrojo del pigmento colorido obtenido en el reactor continuo usando 
como fuente de carbono el acetato de sodio. 

El análisis del espectro es el siguiente se observa la señal a 3300cm*' indicando la 

presencia del grupo R-OH y éste no es muy abundante, lo que significa que no proviene de 

un ácido ó esta de forma coordinada con algún elemento. Para la confirmación del grupo 

ácido se indagan las señales a 1649 y a 1085cm-', lo que manifiesta la presencia del grupo 

carbonilo (C=O) indicando que es un ácido coordinado con algún elemento metálico 

Continuando con el análisis se ven señales en 2913, 2851 y a 1489cm-', lo que significa 

presencia de uniones C-H y a 304Ocm-' la presencia de un C tetraédrico. 

De acuerdo al sustrato utilizado se concluye que es ácido acético en forma coordinada a 

algún elemento que pueda r e a i i i  el proceso, lo cual también es corroborado con el valor 

del pH del reactor en continuo, ya que en esta etapa el valor medido siempre fue de 8 

unidades, esto es una unidad logarítmica más alta (ligeramente básico) respecto a las otras 

etapas en las cuales siempre fue de 7t0 1Sunidades. Se hizo un barrido por el visible sin 

determinar cual es el elemento metáiico central del pigmento 

.# f-l 
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En lo que se refiere ai lecho de Iodos ai inicio del experimento, después de la inoculación 

s610 se percibia la pequeña formación de una capa blanca en el fondo de la columna, arriba 

del vidrio sinterizado (Figura 5.8.). Con el paso del tiempo y conforme se hacia las 

inoailaciones con Mefinmosarcina mazei el espesor del lecho de Iodos aumentó hasta 

alcanzar una aitura de 1.5 cm de promedio en la base de la columna. Se formaron diminutos 

gránulos (4 mm) y el color del lecho fue cambiando con el tiempo a negro pardusco. AI 
formarse el pigmento por el cambio de sustrato se observaron ligeros puntos mjdcafé sobre 

el lecho pero no hubo cambio de color aparente en el tramauso de éste (Figura 5.9.). Como 

se mencionó anteriormente se hicieron aigunas observaciones de este lodo en un 
microscopio de contraste, de fases en las cuales se aprecia el pigmento y la abundancia de 

Bacilhsphwrims (Figuras 5.5. a y b). Pi ,.e* 

Figura 5.7. Reecíor cc&luo m 
alllnentación da medio de Wch 
sin redudores. usando como 
sustratodcido~CO. 
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Figura 5.8. Vista del lecho del reactor al 
inicio del experimento en 
continuo. 

Figura 5.9. Vista del lecho del reactor 
continuo al final de la etapa 
experimental. 

5.4.22. CurntiFieión de Ir biomui en el I d o  dd reactor continuo 

Con la finalidad de conocer las condiciones en que se encontraban cada una de las 
bacterias, se hizo una cuantificación de dlulas viables en diferentes puntos de4 reactor, ai 

final del experimento con acetamida (etapa I). Se encontró que B. &rims está en mayor 

cantidad en la entrada del reactor (82.2 mgceüL) y en el lodo no presenta actividad. M. 
mmei. por el contrario, se encuentra en el lecho de Iodos (15.1 mgceüL) en muy poca 
cantidad a la entrada y a la salida (ver Tabla 5.4.). La informaci6n del cálculo de las 
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Resulíados 

cinéticas mostradas en el capítulo 3 fue usada para hacer el cslculo de estimación de la 

biomasa de Methanosarcina en el sistema y la biomasa de Bacillus de acuerdo a Ramírez et 

al. (1998). Estos resultados indican que efectivamente hay UM diferencia en cuanto a la 

relación de biomasa entre UM y otra bacteria, como ya se había observado en los 

experimentos anteriores. 

Una vez terminado el experimento se midió los sólidos totales del reactor, a partir del 

volumen del lecho de Iodos se obtiene el valor de 265.3 mgSSTL del reactor. Además se 

realizó una prueba de actividad metanogénica presentándose un valor de 0.0116 

mmolCH&ngSSV.d. Este valor es mayor que el reportado por Guyot (1994) en la 

degradación de acetamida con Iodos. 
(““1 
‘ Y  

Tabla 5.4. Resultados de la estimación de biomasa dentro del reactor 
para las bacterias, durante la alimentación con aceiamida y acetato. 

ETAPA M mazei B. sphaericus 
(mgceüL) (mg de BSn) 

Con ACETAMIDA 
En el LODO 15.0682 O 
En la ENTRADA (manguera de entrada) 0.3835 82.156 
En la SALIDA @arte sup. columna) 0.4441 62.919 

En el LODO 16.6760 O 

Con ACETATO 

5.4.2.3. Microscopía electrónica 

Durante las etapas con alimentación de acetamida como sustrato principal se mantuvo en el 

trayecto de la columna el medio transparente, solo se apreciaba pequeñas presencias de 

turbidez en las mangueras de alimentación y salida (ver Figura 5.2.), semejante a la que se 

observa por el crecimiento de Bacillus sphaericus. Cuando se hizo el cambio de sustrato 

por acetato la columna empezó a presentar una coloración rosa, sin embargo después de 

una semana, pasados 15 días la coloración se intensificó a una rojo/café, como se ve en la 

Figura 5.7. 

Para saber si las dos bacterias se encontraba en el lecho del reactor se realizaron una serie 

de observaciones en el microscopio electrónico de barrido (MEB). Se observa en las tomas 

panorámicas la abundancia del bacilo aeróbico (ver Figuras 5.10. y 5.12. a). 
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Sin embargo, como se señaló en el apartado 5.4.2.1, en un conteo de bacterias que se hizo 

está en forma latente y sin actividad en el lecho de Iodos. De igual manera en algunas tomas 

de acercamiento se aprecian las dos formas diferentes de las bacterias manipuladas en el 

experimento (Figuras 5.11, 5.12.b, 5.15. y 5.16.), las cuales coinciden en tamaño de 

acuerdo a los valores de la literatura, incluso se aprecian los flagelos del bacilo. Se hace 

hincapié en que en algunas tomas de Bacillus sphaericus es más largo de lo reportado. 

Ramírez (1996) observó que E. sphaericus puede formar cadenas de dos o más células 

(Figuras 5.12.b y 5.14). Las Figuras 5.12.b y 5.13, presentan la formación de exopolímeros 

formados por UM o ambas bacterias. La presencia de exopolímeros de estas dos bacterias 

ha sido reportado por Krieg et al. (1984), y Veiga et al. (1997). En un acercamiento (Figura 

5.14.) se observa la predominancia del bacilo aerobio y panorámicamente parecía una nata. c' 

Figura 5.10. imagen panorámica en MEB (8kV; 9 0 ~ ~  1000~) de un fl6culo obtenido del 
reactor continuo, en donde se observa la predominancia y algunas agiomeraciones de B. 
sphaericus. 
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Figura 5.11. genes de MEB (8kV; 30pm; 3000x) del flÓculo obtenido del Ictor. Las 
.lo. En la fib muestran-- amplificación de la parte superior izquierda de la Figur; 

superior se observan algunas aglomeraciones de B. sphericus, así como una pequeña 
aglomeración de M. mazei. En la imagen inferior se aprecia un cúmulo de M maze¡ y la 
predominan& de B. sphericus. 

. -  
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FIGURA 5.12. imágenes de MEB de un flóculo obtenido del reactor. La figura superior (8kV; 
90pm; 1000s) muestra otra toma panorámica de un grano en donde se ve la predominancia de B. 
sphaencus. La imagen inferior (8kV; 30pm; 2000x) es una amplificación en la que se observa el 
bicultivo, así como la presencia de filamentos largos. 
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Figura 5.13. Imagen de MEB 
(8kV; 900pm; 1OOx) del flóculo 
obtenido del reactor, la cual 
muestra una sene de filamentos 
que está presente en otra fiacción 
del grano, lo que sugiere que es 
parte de los exopolímeros 
formados por ambas bacterias. 

Figura 5.14. Imagen de 
MEB (8kV; 30pm; 30003 
de un flóculo del reactor, 
en donde se ve la 
formación de una red de B. 
sphaen'cus y en la parte 
superior derecha un bacilo 
mucho & grande que el 
resto de la población. 
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Figura 5.15. imágenes de MEB del flóculo del reactor. En la hagen superior (8kV; 
30pm; 3000x) se contempla el bicultivo en donde el B. sphuericur está recubriendo las 
aglomeraciones formadas por parte de M m z e i .  En la imagen inferior (5kV; 90pm; 
IOOOx) se observan otras anlomeraciones del bicultivo. 
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Figura 5.16. imagen de MEB (1OkV; 30bm; 3000x) de un flóculo del reactor, en donde se 
contempla el bicultivo, resaltando la presencia de Methanosurcinu rnuzei. 

5.5. Discusión 

A partir de los resultados de eficiencia de hidrólisis de la acetamida (q) se construyó la 

gruica q = f{Bv(g/L.d)}, (Figura 5.17.). Ahí se muestra que a partir de bajas cargas (1.062 

g/L.d) y a la más alta usada en este experimento (de 2 095 g/L.d) a un TRH de 1.5 días la 

eficiencia de hidrólisis de acetamida es muy cercana al 50%. Sin embargo, para cargas 

intermedias (1398 y 1457 mg/L) después de las reinoculaciones con M muzei la eficiencia 

permanece casi constante y alrededor del 45%. Lo anterior indica que la eficiencia de 

hidrólisis de acetamida es independiente a la carga aplicada. Guyot et al. (1995) reportan 

una inhibición en la hidrólisis de acetamida y producción de metano del 50% cuando se 

trabajan cargas mayores a 1.18 gDQ0L.d en un reactor UASB con Iodos. 

En la misma figura también se construye la gráfica del por ciento de remoción de la 

demanda química de oxígeno total en función de la carga volumétrica, en donde se observa 

UM disminución conforme aumenta la carga. 
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Figura 5.17. Eficiencia de hidrúlisis de acetamida con respecto a la carga volumétrica. 
(e): DQO; % q ~ ~  = 52 - 5.68 x lO3Bv: (b: Am %qAm = 53 - 18.26 x lO3Bv; 2 = 99% 

Respecto a la última etapa realizada en el reactor en continuo, es decir, alimentada con 

acetato de sodio se alcanzaron eficiencias del 93%. Para determinar la ffacción de acetato 

consumido por M mazei para la producción de metano y la que consume E. sphuericus 

para su crecimiento se desarrollaron los siguientes cálculos. De acuerdo con la 

concentración introducida de ácido acético (Ac,) la diferencia entre la concentración de 

metano promedio producido y la concentración del mismo en el efluente se sabe que 448 

mg de Ac, (7.47 mmol) sirvieron para la formación de la biomasa de Bacillus sphuericus 

(ver valores de la Tabla 5.4.). Considerando el valor de la constante de rendimiento de 

biomasa de Bacillus se obtiene el valor de 20.86 mg del bacilo hay en la Última etapa. 

La concentración de acetamida, en la entrada y en la salida del sistema muestra una 

influencia negativa en la utilización del acetato formado (ver Figura 5.18.). 

120T 

O 400 8 O0 1200 1600 2000 
Am (mg/L) 

Figura 5.18. Eficiencia de remoción de acetat0 en función de la concentración de acetamida 
residual. 
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Finalmente se determinó la actividad metanogénica de Mefhunosarcina mazei, para 

verificar el cambio en las condiciones de cultivo, ya que se encontraban disminuidas 

respecto a las que Boone y Mah (1989) proponen como Óptimas para el crecimiento y 

sobrevivencia de cepas puras. Los resultados obtenidos demuestran que la actividad de M. 
mazei bajo el bicultivo presenta un valor de 0.0116 mmolCH.+/mgSSV.d más alto que el 

valor reportado por Guyot et al. (1995) de Iodos en un reactor UASB alimentado con 

acetamida (ver Tabla 5.5.). Lo que significa que la tendencia de formar agregados de M. 
mazei en su crecimiento favorece a las condiciones reducidas o de bajos potenciales 

químicos dentro de la célula y por lo tanto a la probable formación de flóculos. 

Tabla 5.5. Comparación de las actividades especificas deM. mazei bajo diferentes condiciones 
Sistema k, (mmolCWmgSSVd) Referencia 

Methanosarcina mazei 0.0116 Este esaidio 
LODO dimciitadou>nAm 0.0034 Guyot ef  al. 1995. 

5.6 Conclusiones 

5.6.1. Reactor de lote alimentado. 

Los experimentos realizados en el reactor de lote alimentado sugieren que una parte del 

acetato formado sirvió para la metanogénesis (ver etapa I), pero en las siguientes etapas la 

disminución de metano se debió a un incremento en la concentración celular de Bacillus 

qhaericus y a una exposición mayor deMeihanosarcina con el oxígeno. 

También fue posible que la cantidad de oxígeno adicionado al sistema a través de un gran 

volumen de medio con UM concentración de 6.4 mgO& favoreciera la hidrólisis de 

acetamida y la concentración de metano. Esto se observa en la tercera alimentación, es decir, 

la hidrólisis de acetamida es rápida debido a que la cantidad de biomasa de Bacillus era mayor 

y no porque la competencia estuviera favorecida hacia el acetato, por lo que es necesario 

encontrar el punto donde la cantidad de acetato sea mayor para que no pueda ser consumido 

por B. qhaericus. 

Considerando los tiempos de duplicación diferentes entre los dos microorganismos (6h para 

Bacillus y 35-40h para Mefhunosurcinu) y a las constantes de afinidad (37 mg/L para B. 
qhuericus y 124 m a  para M mazei Capitulo 3) la competencia por el acetato debió haber 

sido mayor por parte de la bacteria aerobia. 
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5.6.2. Reactor de cultivo continuo. 

Los resultados obtenidos del reactor continuo sugieren una inhibición del acetato por la 

acetamida. 

Los resultados indican que el bicultivo en continuo no puede realizar la metanogénesis 

debido a una inhibición por la acetamida en el proceso de hidrólisis, cuyas eficiencias 

fueron menores al 50% y en el consumo de acetato por la bacteria metanogénica debida al 

oxígeno presente en el lecho. 

Un punto interesante que se encontró al final de este trabajo fue observar que la eficiencia 

de hidróhsis de acetamida no depende de la carga aplicada, aunque se observa una 

tendencia negativa en Ia.eficiencia de remoción de la demanda química de oxígeno, la cual 

sí depende de la carga. 

Por otro lado respecto a la falta de producción de metano de M. mmei es posible que 

dependa de la competencia que existe por el acetato entre las dos bacterias, ya que el valor 

de afinidad por el sustrato es diferente entre los microorganismos y de la presencia de 

oxígeno en el lecho de Iodos funcionando como bactericida pero no bacteriostático ya que 

la actividad de M. mazei se restablece cuando se le cultiva en condiciones reducidas. 

Zitomer et al. (1997), demuestró que los metanogénicos pueden sobrevivir al transitar 

oxígeno disuelto en el medio que los rodea y solo bajo ciertas condiciones pueden producir 

metano al mismo tiempo que el oxígeno es utilizado. 

Las observaciones hechas por microscopía electrónica de barrido, el conteo final de 

biomasa al final del experimento y la presencia del bacilo en la tubería de entrada del 

reactor indican que en asociación B. sphaericus y M. mmei forman un conglomerado 

dominado por el primero de manera inerte, ya que Bacillus se encuentra activo en la ZOM 

más rica en oxígeno y la bacteria metanogénica en la zona más restringida de oxígeno. 
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Conclusiones Y Recomendaciones 
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"Capítulo 6 

Conclusiones generales y 
recomendaciones 

La evidencia experimental nos iievó a las siguientes conclusiones. 

Los resultados de la cinética de M. mazei a diferentes concentraciones de acetato nos 

proporcionan los valores de la constante de saturación f& = 124 mgAdL) y la 

velocidad máxima de formación de metano (p,- = 0.046 mmo1CI-bíL.h). 



Conclusiones Y Recomendnciones 

Los resultados en lote indican que es posible lograr la metanogénesis, con una 

eficiencia de hidrólisis de acetamida del 95% y UM producción de metano esperada del 

30%, por la asociación de una bacteria aerobia estricta (B. sphaericus) y una bacteria 

anaerobia estricta (A4 mazei). 

El cultivo de lote alimentado sugiere que el oxígeno favorece la hidrólisis de la 

acetamida (por parte de B. sphaericus) y una vez consumido el oxígeno, la acumulación 

de acetato favorece la metanogénesis. Además, la realimentación sucesiva de oxígeno, 

indica que hay una mayor competencia de B. sphaericus sobre M. mazei por el acetato 

formado 
P 

~ JJ 

El cultivo en continuo sugiere una inhibición por acetamida en el proceso de hidrólisis 

de B. sphaericus. La baja producción de metano es debido a la concentración mínima de 

acetato residual. 

Los resultados de las observaciones bajo el microscopio electrónico de barrido en el 

cultivo continuo, indican la formación de un conglomerado de las dos bacterias, pero no 

se observó la formación de un grano semejante al modelo de Guiot et al. (1992). El 

crecimiento del bacilo y su mayor actividad de crecimiento a través de la tubería de 

entrada permite suponer que la asociación no sea del tipo parásito. P .J 

De manera general, la evidencia de los resultados anteriores nos permite recomendar 

equipos altamente sensibles a las concentraciones de oxígeno (<0.01 m&); porque es 

un parámetro muy importante a controlar, para verificar la reacción de hidrólisis y de 

producción de metano dentro del reactor. Aunque se intentó medir el oxígeno en los 

sistemas las lecturas que siempre se leyeron fueron de cero. 
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o Este trabajo se desarrolló con bacterias anaerobias que utilizan de manera preferente al 

ácido acético en forma de bicultivo, sin embargo sena interesante trabajar con un 

tricultivo para observar el comportamiento del mismo proceso. Esto debido a que existe 

una posibilidad de que se mejore la producción de metano, dado que en el reactor 

UASB estudiado por Guyot et al. (1995), se encontraron varias especies de bacterias 

metanogénicas acetoclásticas. 

Estos resultados abren alternativas para realizar tratamientos de aguas residuales en un 

reactor de tipo UASB. Asociando bacterias aeróbicas y metanogénicas para sistemas 

recalcitrantes más complejos, por ejemplo, los compuestos aromáticos 
p'l ..+I 
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