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RESUMEN

En este trabajo se presentan las pruebas realizadas para estudiar la interaccion de una
bacteria aerobia (Bacillus sphaericus) y una bacteria anaerobia estricta (del género
Methanosarcing), dentro de un reactor continuo. Se us6 como sustrato la acetamida que es
un compuesto xenobidtico toxico, frecuentemente desechado en las aguas residuales de
varios tipos de industrias quimicas.

En primer lugar, en una cinética en lote a diferentes concentraciones de acetato pero igual
volumen de indculo, se determinaron [as constantes de velocidad maxima de formacién de
metano (Vmix) ¥y de constante de saturacion (K) para Methanosarcina mazei, cuyos valores
corresponden a 0.046 mmolCH4/L.h y 124 mgAc/L respectivamente.

Después se hicieron cultivos en lote con B. sphaericus comparando dos especies de
bacterias metanogénicas (Methanosarcina barkeri y Methanosarcina mazei) y diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto, manteniendo constantes la concentracion de biomasa
del bacilo y la de acetamida (20 mM). Los mejores resultados se obtuvieron cuando hubo
un 90 % de desaparicion de la acetamida y formacién de metano (30 % de la produccion
méxima esperada) con la combinacion de B. sphaericus y M. mazei.

Luego se hizo un cuitivo de lote alimentado variandose la concentracion de acetamida
(Am) en diferentes volimenes de medio. Los resultados muestran que con los volimenes
de recambio usados, el oxigeno disuelto disponible permitia el aumento de B. sphaericus.
Esto es, el acetato producido por la hidrolisis de acetamida es consumido principalmente
por el mismo bacilo para producir biomasa, quedando una baja concentracion de acetato
residual (< 2 mM) para la metanogénesis, la cual no se vio favorecida.

Posteriormente se trabajé con el bicultivo de Bacillus sphaericus y Methanosarcina mazei
en un cultivo continuo a diferentes tasas de dilucién 1, 0.6 y 0.5 d!, variando e! sustrato a
1.5, 2 y 3 gAm/L. Los resultados indican que no hay metanogénesis debido a una
concentracion residual de acetato muy pequefia (100mg/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. sphaericus. Ademas de que el bicultivo no forma un

conglomerado activo, debido a que M. mazei pudo estar inhibida por el oxigeno.
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Descripcion de 1a tesis.

Esta tesis consta de siete capitulos, al principio de cada capitulo se hace una breve
introduccion o resumen, se plantean los objetivos particulares para cada uno de ellos y al
final se presentan las conclusiones particulares. Ademas consta de un indice general, uno de
figuras y otro de tablas.

En el primer capitulo se hace una descripcion de la digestion anaerobia en reactores UASB,
las caracteristicas mas importantes de Bacillus sphaericus y de Methanosarcina sp, ast
como de las caracterisﬁ_cas de la acetamida. Asimismo se presentan algunos trabajos en
donde se muestran las caracteristicas de los conglomerados de reactores bajo condiciones
anaerobias.

En el segundo capitulo se describen los métodos experimentales usados tanto para los
experimentos en lote como para los ensayos en continuo y las técnicas de analisis entre las
que destaca la de acetamida que fue desarrollada en el transcurso de esta tesis.

En el capitulo tres se muestran los resultados expenmentales de las constantes cinéticas
para Methanosarcina mazei.

En el capitulo cuatro se muestran los datos cinéticos en lote del bicultivo Bacillus
sphaericus y Methanosarcina sp bajo condiciones controladas de oxigeno.

El quinto capitulo muestra la informacion obtenida de un cultivo de lote alimentado, a
partir del cual se inicid el cultivo contimio. Este ultimo experimento fue el objetivo
principal de este trabajo de tesis, es decir, observar la interaccion entre una aerdbica y otra
bacteria anaerobia para producir metano a partir de acetamida.

En el sexto capitulo se dan las conclusiones generales a las que se llegaron, ademas de una
serie de recomendaciones para proyectos posteriores. Finalmente, se incluye toda la

bibliografia consultada durante el trabajo.
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1.1. Justificacion de la tesis

La acetamida es uno de los principales contaminantes producido en las industrias textil,
farmacéutica y de pinturas (Moretti ef a/. 1978). La toxicidad de la acetamida ademas de ser
altamente irritante, es un agente cancerigeno y mutagénico en ratas (Merck, 1994;
DiGeronimo ef al. 1967). Sin embargo, Gorniak ef al. (1994) indican que la acetamida
actu6 como antidoto en ratas que ingirieron Palicourea marcgravii, vegetal que en sus
hojas contiene acido monofluoroacético, el cual es el principio activo toxico de la planta. Es
un compuesto muy estable a condiciones ambientales por no encontrarse libre en la
naturaleza se dice que es xenobiético. Los valores de la energia libre de Gibbs (AG®)

calculados por Mavrovouniotis (1991), ecuacién 1.1; indican la estabilidad de la acetamida.

CH,CONH , —"5C 5 CH,COOH + NH }CI~ AG® = +29 2kcal / mol

(Ecuacién 1.1))

La degradacion biologica de la acetamida puede llevarse a cabo por bacterias de varios
géneros, como por ejemplo Bacillus, Pseudomonas y Acetobacter, entre otras (Toerien,
1967, Ramirez, 1995 y 1996; Guyot ef al. 1994 y 1995).

Torres ef al. (1992), Guyot et al. (1994 y 1995) y Ramirez et al. (1998), demostraron que la
degradacion de la acetamida se lleva a cabo en condiciones anaerobias por un consorcio
microbiano mixto debido a la interaccién de una bacteria aerodbica y una bacteria
metanogénica.

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

para degradar acetamida hasta metano.

1.2. Objetivo general

> Estudiar en bicultivo la interaccién de una bacteria metanogénica (del género
Methanosarcina) con una aerobia estricta (Bacillus sphaericus) en la degradacidn de un
compuesto no metanizable, la acetamida. Se revisé la interaccién del bicultivo con dos
cepas metanogénicas para estudiar la diferencia como por ejemplo la sensibilidad al

oxigeno en pequefios paquetes de células (tetradas) y conglomerados grandes.
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1.3. Hipotesis

» “Es posible sostener el crecimiento de Bacillus sphaericus y de una Methanosarcina en
bicultivo con acetamida. En este proceso Bacillus sphaericus hidrolizara el sustrato a
amonio y acetato; lhego las dos competiran bajo condiciones controladas, por el acetato,

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

1.4 Digestion anaerobia

Zitomer et al. (1997) comentan la amplitud de condiciones que implica el término
anaerobio, ya que para los zoologistas y paleontdlogos éstas condiciones se dan a
concentraciones menores de 0.8 mg0O,/L, mientras que para los microbidlogos este debe ser
menor a 0.08 mgQO,/L. presentando un espectro infinito de posibilidades.

De acuerdo a Toerien y Hattingh (1969) la digestion anaerobia es un proceso que ocurre en
la naturaleza y puede ser definido como una serie de transformaciones biologicas en las
cuales la materia organica, en ausencia de oxigeno, es convertida a metano y biéxido de
carbono. En el Gltimo paso los'microorganismos metanogénicos utilizan sustratos simples
como el Hy/CO,, 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 CO, como aceptor final de electrones, el cual es
reducido a metano y en donde el H; es el donador de electrones. También se muestran otras
tres reacciones, una a partir de formiato y las restantes a partir de acetato, observandose que

todas ellas son termodinamicamente esponténeas.

Tabla 1.1. Reacciones realizadas durante la metanogénesis.

Ecuacién AG®’(K¥/reaccion) Referencia
4H,+CO, »CH,+2H,0 - 1307 Madigan ef al. (1998)
4HCOO™ +4H* — CH, +3C0, +2H,0 - 1445 Thauer (1998)
CH,COO" +H* - CH,+CO, - 36 Daniels (1993)
CH,COO™ + H,0 - CH, + HCO; -31 Daniels (1993)

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

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

acidogénesis, la acetogénesis y la metanogénesis.

1.4.1. Hidrolisis y acidogénesis

La primera etapa es la hidrolisis de los polimeros complejos, polimeros naturales o
macromoléculas, tales como polisacaridos proteinas y grasas, a unidades mas simples o
monoméricas. En_este paso intervienen por ejemplo las bacterias celuloliticas y otras
hidroliticas anaerobias estrictas o facultativas.

Autores como Hattingh. er al(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 organicas complejas a unidades mas pequefias, en donde los resultados indicaron
que las actividades enzimaticas estuvieron correlacionadas de manera significativa con
alglin parametro tanto quimico como biologico.

Los productos finales de las poblaciones de bacterias en esta etapa son acidos grasos
saturados (valérico), acidos grasos volétiles (propionico, butirico y acético), lactato, etanol,
formiato y bioxido de carbono. McCarty et al. (1963) concluyeron que el acido acético es el
mas abundante y ademas el intermediario mas importante. La produccion de acidos en esta
etapa tiende a disminuir el pH y a provocar la inhibicion de la digestién anaerobia
(Ramirez, 1992).

Rivera ef al. (1993) proponen un ejemplo de hidrolisis y fermentacion a partir de la glucosa

como se muestra en la ecuacion 1.4.1.

CoH 205 — CH,CH,0H +CH,CH,COO™ +CH,(CH,),COO0™ +H, +CO,

Ecuacion 1.4.1.

1.4.2, Acetogénesis _
El segundo paso es la oxidacién de los acidos grasos volatiles (AGV) obtenidos en la
acidogénesis, como los acidos propibnico, butirico, succinico, alcoholes los cuales son

transformados a acido acético, hidrégeno y CO; por un grupo de bacterias acetogénicas
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productoras obligadas de hidrogeno (OHPA por sus siglas en inglés). Las reacciones que
realizan son inhibidas por el hidrogeno que producen, por lo que es necesario que éste no se
acumule en el medio, por lo que tienen una estrecha relacién con bacterias que remueven el
hidrogenc (hidrogenofilicas). De manera concertada, la etapa que se conoce como
acetogénesis es cuando los homoacetogenos producen acetato a partir del H; y CO; y las
bacterias oxidadoras (sintrofas) de acidos grasos continmian la fermentacion hasta acetato.
Es importante sefialar que todo el hidrogeno 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 pél;a llevar a cabo las reacciones acetogénicas a partir de los
compuestos de la primera etapa (Madigan ez 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 +CH,CH,COO™ +CH,(CH,),CO0™ - CH,CH,0" + H, + H"

ecuacion 1.4.2. (a)
H,+C0, - CH,CH,0" ecuacion 1.4.2. (b)

1.4.3. Metanogénesis

Esta es la Gltima etapa de la digestion anaerobia, en donde el sustrato principal es el acetato.
A partir de éste, las bacterias metanogénicas acetoclasticas llevan a cabo la produccién de
metano por el rompimiento del acetato en los grupos metilo y carboxilo del acetato. Por
otro lado, bacterias metanogénicas hidrogenofilicas usan los electrones del H, para reducir
al COz y producir metano.

McCarty ef al. (1963) 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 reduccion del bidxido de carbono por el hidrogeno.

Desde la década de los cincuenta han habido investigadores que han propuesto las vias de
formacion 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 servia como precursor de metano en extractos libres de células de
Methanosarcina barkeri. Recientemente Thauer {(1998) publicé un trabajo en el cual
explica la bioquimica de la metanogénesis propuesta hasta hoy en dia.

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

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

CH,CH, 0" =»CH, +CO, ecuacion 1.4.3. (a)
H,+C0O, » CH,+CO, ecuacién 1.4.3. (b)

1.5. Modelo estructural de un consorcio granular anaerobico

Guiot ef al. (1992) propusieron un modelo de la organizacion de poblaciones en los granos
anaerdbicos estructurado en multicapas. En él, las asociaciones de bacterias sintroficas,
incluyendo a las consumidoras de hidrogeno, deben estar localizadas en una capa externa
en donde predominan las acidogénicas y en el centro se sitlan a las metanogénicas
acetociasticas.

La teoria de Guiot ef al. (1992) se debid a observaciones bajo el microscopio electrénico,
de granos fragmentados; asi mismo como del analisis de actividades especificas de granos
gastados gradualmente y por los cambios en la actividad especifica metabdlica con el
tamafio de distribucion y extension del grano (ver figura 1.1.).

Los granos pueden ser de 1 0 2 milimetros de diametro 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 presién constante de seleccién
para los organismos, los cuales pueden ser adheridos a otros o formar granos con buena
sedimentacién (lo que se conoce como auto-inmovilizaciéon). La configuracion granulbar
presenta varias ventajas desde el punto de vista de la ingenieria de reactores como por
ejemplo, los microorganismos por lo general estan densamente empacados; no hay espacio
perdido en los soportes inertes; la esfericidad provee un miximo en la relacion
microorganismo y espacio; aunque la enorme densidad granular es equivalente a la
densidad de cada célula bacteriana, estos muestran excelentes propiedades de

sedimentacion por su gran tamaiio (Hulshoff Pol et al; 1986).
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Bacterias Fermentativas
(Facultativas)

Acetogénicas

)

etanogénicas

Flgura 1.1. Modelo conceptual de Guiot et al. (1992)
para la distribucién microbiana dominante de un lodo
granular anaerébico.

El proceso llevado a cabo en reactores tipo UASB se basa en la idea de que al interaccionar
o0 mantenerse muy cercanos los microorganismos presentes, efectiian una.disminucion de la
actividad de degradacién y posteriormente una desintegracion del lodo granular. Este tipo
de asociaciones sintroficas aparecen como colonias mixtas en lugar de microcolonias
separadas. Las relaciones sintréficas en los floculos o granos no son solamente de
importancia para la transferencia de hidrogeno entre especies sino también para otras inter
especies que transfieren otros sustratos (Rivera ef al. 1993).

Una hipétesis del modelo estructural propuesto es que la degradacion anaerdbica completa
de la materia orgéanica a biéxido de carbono y metano, requiere de la accién simultinea de
varios grupos metabdlicos, por lo que la agregacién de microorganismos anaerdbicos
dentro de un grano optimizaria la cooperacion entre los organismos participes. Esto es, por
la reducida distancia de difusién para la transferencia de metabolitos ademas de
incrementar de manera estrecha la asociacion celular. La termodinamica del proceso, la
cual es controlada por la presién parcial de hidrégeno, no deberia suceder a menos que el

hidrogeno producido sea consumido por las bacterias hidrogenotrofas (Boone y Bryant,
1980).

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

amplia variedad de tipos morfoldgicos bacterianos (Guiot ef al. 1992), en donde los grupos
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troficos aseguran los pasos exitosos de conversion desde el sustrato inicial hasta los
productos finales. Algunos autores han sostenido que estos grupos troficos estan
completamente distribuidos a través del espacio granular y una organizacion interna no es
obvia. Bochem ef al. (1982) describieron la apariencia estratificada de granos terméfilos
alimentados con acetato.

Beeftink y Staugaard (1986) encontraron una baja densidad celular en el centro del grano
producido por la inactivacién y autélisis de las células internas debido a la deficiencia de
sustrato provocada por las limitaciones de difusion, en un reactor acidificado y alimentado
con glucosa. Esto demostrd que las morfologias activas en la zona para acidogénicas esta
limitada por la profundiljad, en cambio sostienen la idea de un espacio interno a los granos
en una zona activa solo para microorganismos acidotroficos.

Un estudio realizado por Zitomer ef al. (1997) en presencia de oxigeno demostrd que no se
formaron granos y que los procesos aerdbicos y metanogénicos no ocurren de manera
secuencial. Observé que los cultivos que recibieron oxigeﬁo suficiente para oxidar
aproximadamente el 30% del DQO presentaron de 10 a 18 horas de fase !ag,. la cual és
significativa en la produccién de metano, ademas demostré que las bacterias metanogénicas
no pueden sobrevivir al incrementarse el oxigeno disuelto sino que, sélo bajo algunas
condiciones pueden producir metano al mismo tiempo que se utiliza el oxigeno.

Rivera ef al. (1993) propusieron que para entender el proceso de granulaci6n del lodo
anaerobio es importante conocer tres factores que juegan un papel decisivo en la

agrupacion bacteriana inicial:

1. La naturaleza del grano, incluyendo su porosidad, estructura y dimension de poro, carga
superficial, densidad de las particulas (en caso de reactores de lecho fluidizado y

expandido), area superficial especifica y tension superficial.

2. Factores ambientales como pH, temperatura, fuerza idnica, composicion vy

concentracion de los compuestos organicos en la solucién y régimen de flujo.

3. Las propiedades de los microorganismos involucrados tales como las caracteristicas de

superficie incluidos la hidrofobicidad y movilidad electroforética, la fisiologia

bacteriana (la produccion de polimeros extracelulares) y la morfologia bacteriana.
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También, Rivera et al. (1993) indicaron las ventajas de la formacion de agregados

bacterianos, las que a continuacion se enlistan.

1. Las poblaciones de microorganismos sintréficos establecidas como asociaciones
muiticelulares bajo condiciones fisiologicas favorables tienden a formar granos o
fléculos.

2. La interaccidén de microorganismos sintroficos 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 .iiibremente, debido a que pueden aumentar la asimilacion de
nutrientes.

4. La granulacion protege a las células de los protozoarios depredadores, por ejemplo de
los ciliados anaerobicos. |

5. La distancia de difusion para intermediarios de fermentacion es minima en los granos;
lo cual produce una mayor eficiencia que conserva cada fraccion de energia disponiﬁie
en un sistema de degradacion compleja.

6. Se forma un microambiente mas favorable dentro del agregado en el que el
metabolismo ain 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 oxigeno).

1.5.1. Consorcios aerobios dentro de la digestion anaerobia

Toerien et al. (1969) hicieron una notable referencia acerca del descubrimiento de las
bacterias metanogénicas ademas de su aislamiento. Las bacterias metanogénicas estan
aparentemente muy esparcidas en la naturaleza y pueden ser encontradas en el suelo
ordinario de jardin, lodo negro, en ¢l rumen de animales herbivoros, pantanos, laguﬁas,

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 respiracion aerébica sucedan
en el mismo cultivo, debido a que se utiliza el oxigeno en las reacciones biologicas
aerobicas, pero es potencialmente toxico para los microorganismos metanogénicos. Sin
embargo, bajo condiciones limitadas de oxigeno la biotransformacion puede ser efectuada
por una mezcla de cultivos (Zitomer ef al. 1997).

Toerien ef al. (1967) aislaron una gran variedad de bacterias aerébicas y anaerdbicas
facultativas de lodos, bajo tratamiento por digestion anaerobia. Ellos concluyeron que el
grupo de bacterias anaerdbicas del tipo acidogénicas formaban parte muy importante y
constante de la poblacion total del reactor. Ademas, encontraron que ambos grupos estaban
correlacionados de mane}a significativa con parametros quimicos tales como pH, contenido
de 4cidos grasos volitiles, alcalinidad y actividad enzimatica de la via glucolitica y del
ciclo de los acidos tricarboxilicos. ‘
En los sistemas aireados, la supervivencia de los metanogénicos se atribuye a la formacion
de micronichos anaerobios exentos de oxigeno (Field ef al. 1995). Los microorganismos
facultativos en la superficie de las particulas de los lodos granulares consumen el oxigeno
antes de que éste se difunda en las regiones internas (Kato e al. 1993). Este efecto de
desplazamiento de oxigeno puede explicar el desprendimiento de metano de los tanques de
aireacion de lodos activados (Wable ef al. 1994) o la presencia de bacterias metanogénicas
en lodos activados aerdbicos (Lens ef al. 1995) o al exitoso arranque de los procesos
metanogénicos inoculados con lodos aerdbicos (Wu ef al. 1987).

Zitomer y Shrout (1997) en un experimento con limitaciones de oxigeno alcanzaron la
mayor remocion de DQO del efluente y una recuperacion mas rapida de pH después de una
alta carga de carbohidratos en diferentes sistemas anaerobios estrictos. La velocidad de
remocion de la DQO es esencial en sistemas anaerobios y no es afectada en modo adverso
por una limitada aireacion e incluso se incrementa bajo ciertas condiciones. Otros posibles
beneficios de sistemas metanogénicos con oxigeno incluyen la degradacion de diversos
compuestos organicos especificos y mezclas que proceden de secuencias reductivas y
oxidativas de reacciones biolégicas y degradacion de compuestos orgénicos especificos a
través del cometabolismo de las reacciones metanotroficas.

Los sistemas limitados de aireacion deberian ser usados en el futuro combinando los

beneficios de los tratamientos anaerébicos y aerdbicos, tales como la baja produccién de
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biomasa de los sistemas anaerobicos y la rapida recuperacion de altas cargas de los sistemas
aerdbicos; para la mineralizacidn de compuestos organicos especificos (xenobidticos y
recalcitrantes) o mezclas que se transforman a través de una combinacion de pasos

oxidativos y reductivos.

1.6. Caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de los microorganismos involucrados
en la degradacion de acetamida en reactores anaerobios

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

manipularon bajo coiadiciones de aireacion controladas, son Bacillus sphaericus,

Methanosarcina barkeri y Methanosarcina mazei, por lo que es convenienie hacer una

breve revision de las caracteristicas de estos microorganismos.

1.6.1. Género Methanosarcina

Los microorganismos metanogénicos son reconocidos como arqueobacterias debido a un
analisis genealégico molecular basado en el conocimiento de la secuencia del segmento
16S de su acido ribonucleico ribosomal (16S rRNA), junto con los analisis quimicos de sﬁ
pared celular los cuales indican que no contienen mureina y st membrana citoplasmatica
esta constituida principalmente por lipidos poliisoprenoides (Balch er a/, 1979). 'Ademés,
las bacterias metanogénicas se diferencian por contener coenzimas como la Fyz, la cual se
degrada al contacto con el oxigeno formando, de manera paralela, los derivados Fag-A y
F390-G, perdiéndose un parametro caracteristico de estas bacterias: la fluorescencia (Rivera,
et al 1993). De acuerdo a Konig y Stetter (1989) las bacterias anaerobias metanogénicas
pertenecen al Reino de las Arqueobacterias y son representantes de la tercera linea
descendiente en la evolucion de la vida, definicion basada en la comparacién secuencial del
acido 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 fofmar metano
como producto metabélico final predominante. Los sustratos que utilizan mas comunmente
son la mezcla Hy/CO; y la de Hz/metanol; al formiato, al acetato, al metanol y a las

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

11
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expuestos a la longitud de onda de 420 nm. Las células poseen coenzima M, Fazg, Fao y
metanopterina (Boone y Mah, 1989). Las especies son del orden Methanomicrobiales, de 1a

familia Methanosarcinaceae y del género Methanosarcina.

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 micrometros de tamaifio. Contienen membrana isoprenoide C;s como
principal lipido neutral, ademés son cepas que no son disueltas o destruidas por dodecil
sulfonato de sodio (ver Tabla 1.2.). |

Su metabolismo producl;or de energia involucra la formacidén de metano; los sustratos
usados pueden ser la mezcla Hy/CO,, el metanol, la metilamina, la dimetilamina, la
trimetilamina, el acetato y el monoxido de carbono. El grupo metilo del metanol o el
acetato son reducidos a metano sin oxidacion intermedia a CO,. No pueden fermentar los
carbohidratos, aminoécidos, formiato, etanol, propionato y butirato.

Utilizan como fuente de nitrogeno al amoniaco, incluso pueden fijar el nitrégeno molecular
y como fuente de azufre usa sulfuros. El crecimiento y formaciéon de metano es més rapido
en un medio con Hy/CO2 o metanol que con acetato. La composicidn molar de los pares de
bases (Bd) guanina y citosina (G+C) del ADN es de 39 a 44 %. Su habitat 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
ultimo, la UBS que es equivalente a la DSM 1311 (Boone y Mah, 1989).

1.6.1.2. Methanosarcina 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 dias). De acuerdo a Boone y

Mah (1989) las colonias viejas son lisas, circulares, transparentes y brillantes. La

12
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composicion molar de los pares de bases de G+C en ADN es de 42%. Utiliza metilaminas,
metanol, H2/CO; y acetato como sustratos catabélicos.

Su hébitat se encuentra en las pilas de hojas en descomposicidn, suelos de jardin, digestores
de lodos residuales y sélidos urbanos, barro negro y heces de animales herbivoros. Los
diversos tipos de cepa comerciales son ia S-6 (utilizada en este trabajo) que corresponde a
la DSM 2953 y a la ATCC 43572; la cepa Z-558 es equivalente al biotipo 3 y a la DSM
2244, Para la LYC se encuentra como ATCC 43573 y por ultimo para MC3 se encuentra
como DSM 2907,

Algunos valores de constantes cinéticas para Methanosarcina barkeri encontrados en la
literatura se muestran- en la Tabla 1.3. Para la cepa Methanosarcina mazei no se

encontraron valores de las constantes cinéticas.

Tabla 1.2. Caracteristicas fisiologicas y taxondmicas de las especies de Methanosarcina.

Prucba Methanosarcina barkeri Methanosarcina mazei
Morfologia Cocos' largos y Cocos irregulares
Pequefios agregados®
Dimensiones 1.522.0 pm 1.0a3.0 pm
Gram Positiva Negativa
Motilidad Negativa Negativa
pH 5-7 55a8.5°
Temperatura de crecimiento 35a42*°C 20-45°
Concentracion de NaCl para el crecimiento
<0.2*M <0.1°M
Tiempo de duplicacién Cepa227144a1.5°d CepaS-60.69-1.29d

Cepa TM-10.48°d
Cepa MS 1.39°d

! Kanig y Stetter, 1989; “ Boone et al, 1993; * Zinder y Mah, 1975,

Tabla 1.3. Algunos valores de constantes cinéticas para Methanosarcina barkeri.
Parametro Valor Referencia
K. aparente a py 1700 Pa 13.0 pM  Robinson y Tiedje, 1984.
K aparente para acetato cepa Fusaro 3.0 mM Schonheit ef al. 1982,
K, aparente para acetato cepa 227 4.5mM  Westermann ef al. 1989.

13
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1.6.2. Bacillus sphaericus

Es una 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 mas de una por célula. Son bacterias Gram positivas, flageladas, aerobias o
anaerobias facultativas. El oxigeno es el aceptor final de electrones el cual puede ser
reemplazado por otros compuestos en aigunas especies. La morfologia y tamafio de las
colonias son muy variables, ademas algunas pueden producir pigmentos en ciertos medios.
La maybria de las especfics tienen una unidn cruzada con acido tipo meso-diaminopimélico
en su pared celular y los fosfolipidos 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
composicion 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 acido piruvico, biotripticasa, gelatina, acético, acetamida,
propionamida, isobutiramida, casaminoacidos y extracto de levadura (Ramirez, 1995). Se
han aislado de suelos, sedimentos marinos y de agua fresca, leche, alimentos antiacidos y
lodos anaerobios. El tipo de cepa comercial es la ATCC 14577 que corresponde a la DSM
28, NCIB 9370 y NCTC 10338.

En la tabla 1.4. se muestra la velocidad de crecimiento en diferentes condiciones (Ramirez,
1995). Un parametro importante es el valor de K, que se determiné a una concentracion de

oxigeno del 20% cuyo valor es de 0.330%.

Tabla 1.4. Velocidades especificas de crecimiento () de Bacillus sphaericus.

Pardmetro medido Velocidad especifica (')
Temperatura 0.110
Cloruro de sodio 0.107
Extracto de levadura y peptona de caseina 0.095
Oxigeno 0.126
pH 0.220
Ramirez, 1995
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Otras caracteristicas fisiologicas y taxonémicas 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. Caracteristicas fisiologicas y taxonomicas de Bacillus sphaericus.

Prueba Respuesta
Morfologia Bastones rectos
Dimensiones 1a25-5pm
Gram - Positiva
Motilidad - Positiva
Esporas Redondas, resistentes a
30 minutos de pasteurizacion
. pH 5a85
Temperatura de crecimiento 20 a 40°C
Oxigeno 5a350%
Catalasa Positiva
Citocromo oxidasa Positiva
%G-C 34

Ramirez, 1995

1.7. Reactor anaerobio UASB

El proceso de digestion anaerobia es una buena alternativa para el tratamiento de aguas
residuales debido a las ventajas que presenta con relacion a los sistemas aerobios: poca
formacion de biomasa, degradacion de desechos con la formacion de una fuente alterna de
energia como es el metano y que representa un proceso econdémico (Ramirez, 1993).

La necesidad de mejorar la eficiencia en la digestion anaerobia ha dado lugar al desarrolio
de diversos reactores. Los ejemplos mas significativos de tipo de reactores son los filtros
anaerobios, los de pelicula fija de flujo descendente, el lecho anaerobio expandido y el
lecho fluidizado (Kato, 1994). Uno de los mas importantes es el reactor anaerobio de lecho
de lodos 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 lodos de la columna
permitiendo que los microorganismos presentes en €[ floculen y sedimenten en el fondo del
reactor. El aspecto fundamental de los reactores UASB lo constituyen los lodos granulares

indispensables para su correcto funcionamiento. La caracteristica de éstos, es contar con
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una elevada actividad metanogénica y a su capacidad de sedimentacién lo que les permite
tener un alto grado de retencion en el reactor, lograndose por lo tanto, separar el tiempo de
residencia hidraulica del tiempo de retencion celular (Ramirez, 1993).

Otra de las ventajas que presenta este tipo de tecnologia en el tratamiento de aguas
residuales es por las altas cargas organicas (del orden de 10 kgDQO/m’d), el tamafio del

contenedor ocupa menos espacio respecto a los reactores aerébicos.
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Capitulo 2

Materiales y metodologias
& | generales

2.1. Introduccion

En este trabajo se observa que un compuesto tdxico, como la acetamida, es capaz de ser
degradado por un bicultivo de bacterias aerobias y anaerobias que cohabitan en un mismo
sistemna. Para ello se desarrollaron experimentos en lote para evaluar las condiciones con las
cuales deberia operarse el bicultivo en continuo. Las decisiones se hicieron mediante el
seguimiento de ciertos parametros analiticos, los cuales son el principal tema de discusion

de este capitulo y de los cuales se muestra a continuacion su procedimiento.
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2.2. Inéculo

Bacillus sphaericus se aislo y caracterizO 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 g/L) como fuente de carbono. Cada experimento se realizé 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).

Methanosarcina mazei cepa S-6 y Methanosarcina barkeri cepa 227 se obtuvieron de la
coleccion ATCC. Previo a cada experimento se propagaron en medio anaerobio de Balch e?

al. (1979) con reductores, con una concentracion de 5 g/L. de acetato y 1 g/L de extracto de

levadura y peptona respectivamente. El crecimiento se siguié de acuerdo a la produccion de

metano.

2.3. Medio de cultivo

El medio de alimentacién durante este trabajo fue hecho bajo condiciones estériles
utilizando como medio de cultivo el propuesto por Balch ef 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 tltimo se medio el pH sin ajustarlo a
7.0, solo se verificod si se encontraba cercano a la neutralidad y se esterilizaba a 121°C

durante 15 minutos.

Tabla 2.1. Preparacién del medio de cultivo.

Solucién Volumen usado por Concentracién de sales en [a solucién (g/1.)
litro de medio

Solucién mineral 1 50 mlL K,HPQO; 6.00

Solucidén mineral 2 50 mL KHPQ, 6.00; NH,Cl 2.40; NaCl 12.00, MgCl,.6H,0 2.10;
CaCLH,0 0.16.

Solucién de 10 mL Acido nitrilotriacético 1.50; MgS0.4.7H,0 3.00; MnS0,.2H,0

oligoelementos 0.50; CaCl;.2H;0 0.10; CoCl, 0.10; ZnSO, 0.10; CuS0,.5H:0
0.01; AIK(S0,); 0.01; H;BO; 0.01; Na;MoQ,.2H,0 0.01.

Solucion de 1 mL Biotina 0.0020; icido félico 0.0020; piridoxina 0.0100; tiamina

vitaminas 0.0050; riboflavina 0.0050, D-L-acido pamtoténico 0.0050;
vitamina B,;; 0.0001; icido p-aminobenzdico 0.0030; acido
lip&ico 0.0050.

Solucién de cloruro 1 mL NiCl, 0.50.

de niguel

Solucién de sulfato 1 mL FeS0,.TH,0 2.00.

de hierro
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2.4, Métodes analiticos

" 2.4.1. Medicién de acetamida.

La medicion de este compuesto se hizo a través de cromatografia de gases con un equipo
Varian Star 3400 CX, con detector de ionizacion de flama (FID). Las condiciones de
operacion del equipo fueron: temperaturas controladas de la columna 120°C; del inyector
200°C y del detector 220°C. Se utilizd helio como gas acarreador a través de una columna
capilar AT-1000 de 25 m de longitud y 0.25 mm de diametro interno. El procedimiento que |
se sigui¢ fue recolectar 1 mL de muestra respectiva para cada tiempo, se acidificaba con la
adicion de 50 pL de éci%ip formico concentrado, seguida por una centrifugaciéon a 12800xg
durante 15 minutos y se inyectaban 2 pl al equipo (o se juntaban lotes semanales
guardandolos bajo refrigeracion a 4°C). La cuantificacion se hizo a través de una curva

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

[Am]= 42178x +12663 con 1* = 0.9946

donde [Am]=concentracion de acetamida (mmoldm/L) y

x = la respuesta leida del equipo (area bajo la curva).

2.4.2. Medicion de acetato.

Este compuesto fue medido en un cromatografo de gases HP 5890 a través de un detector
tipo FID. Las condiciones de operacion del equipo fueron la temperatura controlada de
columna a 130°C, temperatura del inyector 200°C y del detector 220°C. Se utilizd nitrogeno
como gas acarreador a través de una columna capilar AT-1000 (ALTECH) de 10 m de
longitud y 0.53 mm de diametro interno. El procedimiento fue el siguiente; se recolecta 1
mL de muestra que se acidifica con 50 pL de 4cido clorhidrico al 50% v/v e
inmediatamente se centrifuga a 12800xg durante 15 minutos y se inyectan 0.2 pL en el
equipo (0 se juntaban lotes semanales guardandolos bajo refrigeracion a 4°C). La
cuantificacion se hizo a través de una curva patron de acetato a diferentes concentraciones

en el intervalo de 1 a2 20 mM.
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[4c]=33-10"x-009319 con r* = 0.9845

donde [Ac]=concentracion de acetato (mmoldc/L) y

x = la respuesta leida del equipo (area bajo la curva).

2.4.3. Medicion de amonio.

La medida de amonio se realizo con el uso de un electrodo selectivo, que emplea una
membrana hidrofbbica.ge gas permeable, intercambiadora de iones, que separa la muestra
problema de la solucion interna de cloruro de amonio del electrodo (Suarez, 1998). Este
método es aplicable a concentraciones de 0.03 a 1400 mg de N-NH,'/L (APHA 1989).

El procedimiento es el siguiente: a 10 mL de muestra se adiciona 0.5 mL de NaOH 10 Ny
se afora a 50 mL con agua desionizada. La mezcla se coloca en un vaso de precipitados de
50 mL junto con un agitador magnético, se introduce el electrodo a una inclinacion de 45°

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

potencial de reduccion. La cuantificacion se realiza a través de una curva patron de cloruro

de amonio (NH4CI) a diferentes concentraciones en el intervalo de 50 a 500 mg/L.

[NH:]=1.99-102x +0.6975 con r* = 0.9845

donde [NH, ]=concentracién de amonio (mg/L) y

x = la respuesta leida del equipo (mV).

2.4.4. Medicién de metano.

El metano se midié mediante un cromatografo de gases GOW-MAC serie 550 con detector
de conductividad térmica (TCD). Las condiciones del equipo fueron: temperaturas
controlada de columna 140°C, del inyector 170°C y del detector 190°C. Se utilizd6 una
columna empacada de Carbosphere 80/100 de 3 m de largo y de didmetro interno de 1/8 de
pulgada utilizando helioc como gas acarreador. El procedimiento fue recolectar 1 mL de
muestra bajo condiciones estériles de la fase gaseosa e inyectar 0.1 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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protegian mediante un septo). La cuantificacion se hizo a través de una curva patrén de

acuerdo al ensayo: 1.5 a 20 mmolCH4/L y de 0 a 100% de metano.

[cH,]= 4655x 126 con r* = 0.9985

donde {CH,}=concentracion de metano (mmolCHy) y

x = la respuesta leida del equipo (area bajo la curva).

© 2.4.5, Medicion de biomasa.

En estudios realizados p;or Ramirez (1997) se encontré una relacién de la absorbancia de
Bacillus sphaericus en crecimiento exponencial en funcién de la cantidad de biomasa como
peso seco. Se usd un espectrofotometro 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.

2.4.6. Peso seco
La cuantificacion de peso seco se hizo a través de la ecuacidn obtenida a partir de una curva
patron de absorbancia producida por B. sphaericus en fase exponencial en funcion al peso

seco medido.

7 = 4655x 126 conr® = 0.9845
“donde y = concentracion en peso seco (mgcel) y

x = la respuesta leida del equipo (absorbancia).

2.4.7. Medicion de oxigeno disuelto
La medicion del oxigeno disuelto se realizé mediante el uso de un electrodo de referencia,
calibrandolo con una solucién de sulfito de sodio al 2 % p/v (0 mg/L) y el segundo punto es

una exposicion al aire {100 mg/L). El procedimiento fue tomar una alicuota suficiente para
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cubrir la zona de deteccidn de la sonda y que la lectura se estabilizara por al menos durante

15 segundos.

2.4.8. Medicién del valor de pH.

La medicion de este pardmetro se realiz6 mediante el uso de un electrodo de referencia,
calibrandolo con soluciones de amortiguador de fosfatos para trabajar en el intervaio de
pH=7. El procedimiento fue tomar una alicuota suficiente para cubrir la zona de deteccidn

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

2.5. Reactivos

Las sustancias utilizadas durante todo el experimento para preparacidn de medio fueron
grado reactivo analitico. Respecto a los equipos de cromatografia, las curvas patrén de
referencia se hicieron con reactivos calidad cromatografica, al igual que los gases
requeridos en cada uno de los equipos usados. Se utiliz6 agua destilada para la preparacion

del medio de alimentacion.
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Capitulo 3

Determinacion de las
constantes cinéticas
de M. mazei

o
-

3.1. Resumen

En la literatura se encuentran valores de las constantes cinéticas de algunas bacterias
metanogénicas, pero no las de Methanosarcina mazei en particular. En este capitulo se
describen los experimentos que se hicieron, en donde se varié la concentracion de acetato
para encontrar las constantes cinéticas de crecimiento y de consumo de sustrato de M.
mazei. Se encontrd que la velocidad maxima de formacién de metano (vmax) es de 0.046

mmolCH4/Lh y la constante de afinidad (Ks) es de 124 mgAc/.
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3.2. Objetivo particular
» Calcular las constantes cinéticas de M. mazei mediante experimentos para medir la

cinética de consumo de sustrato.

3.3, Diseilo experimental

En frascos serolégicos de 60 mL que contenian 20 mL de medio de Balch ef al. (1979), en
los cuales se afiadi6 acetato en distintas concentraciones (2.4; 4.7; 12; 16 y 24 mM) usando
como indculo 2 mL de un cultivo de M. mazei en fase de crecimiento exponencial.

Los pardmetros que se midieron para evaluar el desarrollo de este experimento fueron las
concentraciones de metdno a través del tiempo y de acetato al inicio y al final del
experimento. Los bioensafos se hicieron por duplicado.

3.4, Resultados y discusiéon
En la Figura 3.1 se presenta la produccion de metano en funcién del tiempo para cada una
de las concentraciones de acetato usadas de acuerdo al disefio experimental. En esta se

observa como aumenta la produccién de metano respecto al incremento de sustrato
adicionado.

25 -
20 A %4 mM
- 16 M
515 12mM
£ 10 1
E 47mM
5 - 25mM
0 ' : i 1
0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)

Figura 3 1. Produccion de metano por Methanosarcina mazei a través del tlempo usando diferentes
concentraciones de acetato.
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La produccién de metano comienza después de una fase lag muy grande debido
probablemente a la baja concentracion de extracto de levadura y peptona 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 resultados se muestran en la Tabla 3.1 en
donde la fase exponencial o de crecimiento esta representada por la pendiente obtenida por

un ajuste de linea recta. Ademas se muestran los tiempos de inicio de la fase exponencial de

1a produccién de metano para cada una de las diferentes concentraciones de acetato. Se

observa que entre mayor sea la concentracién de sustrato en el medio menor es la fase lag
de formacién de metano. La tercer columna muestra ¢! balance de materia. La cantidad
méxima de metano esperada (teérica) se calculd basindose en la concentracion inicial de
acetato. La cantidad de metano experimental se calculé 2 partir de la maxima produccién de
metano.

Tabla 3.1. Tiempo de retardo y vélocidades de formacion de metano por Methanosarcina mazei.
Ac, (mM)  Ac, (mg/L) %mn CHi tewras (dias)  k (mmolCHJ/Ld) r

24 144 100 21 0.5866 0.8667
4.7 282 100 21 0.8052 0.9531
12 720 100 13 0.8666 0.9526
16 960 91 13 1.0171 0.9885

24. 1440 74 13 1.0292 0.9278

A partir de las velocidades de formacion de metano en funcion de la concentracidn de

acetato se construye la ecuacion de Monod, (Figura 3.2.).

Velocidad inicial de produccidn de
metano (mmolCH4/L.d)

0 L] - 1 Li . L] L] T L]

0 5 10 15 20 25 30
Acetato {mmol/L))

Figura 3.2. Efecto de la concentracion de Ac en la velocidad de formacion de CH, por M. mazei.
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La tendencia muestra que a mayor concentracion del sustrato mayor es la velocidad de
metanogénesis. La grifica de Linerwaver-Burk, es decir, el inverso de la velocidad de
produccién de metano en funcion del inverso de la concentracién de sustrato, (figura 3.3.)
nos proporciona la velocidad maxima de produccién de metano y la constante de

saturacion.

25 -
o 27
§ 15 1/V = 1.8705(1/S) + 0.9055
E ' R =0.9596
3
a4 11
=
~ 05
O T T T T al
0 02 04 0.6 08 i
1/S (Lfmmol)

Figura 3.3. Ecuacién de Linerwaver-Burk para evaluar la formacién de metano por M. mazei.

1 _1mmolCH, _ mmolCH ,

=mm————" = I — —_~o,o461"_'f_°’C_Hi
Ld

K, = m-v,, =1.8705 ZMmOUC oy mmoICH, _ o5 mmoldc
mmolCH ,

2-OsmmolAc,,‘ﬁo mgAc =124;mgAc

L mmolAc L
en donde: m es la pendiente y
b es la ordenada al origen.

Los valores de las constantes cinéticas obtenidas se comparan en la Tabla 3.2. con algunos
datos obtenidos de la literatura. No fue posible medir ef rendimiento celular (Y) para M.
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mazei debido a dificultades en la manipulacién del equipo, por la pequefia cantidad de

células suspendidas en cada unidad experimental.

TABLA 3.2. Constantes cinéticas para algunas cepas de Methanosarcina.

Parametro Methanosarcina Methanosarcina Methanosarcina
mazei barkeri’(227) sppz
bnix (071) 0.046 mmol/Lh* 0.023 0.0125
K, (mgAc/L) 124 300 180
Y (geel/gAc) n.d. 0.0267-0.0533" 0.035

1, Zehnder, 1988; 2, Jetten ef al. 1992, a, es velocidad maxima de formacion de metano; b, es M. barkeri spp;
n.d, no determinado. '

Con respecto al valor de K; este se encuentra por debajo de los reportados por Zehnder
(1988) y Jetten ef al. (1992) para otras especies, lo cual indica que M. mazei presenta una

mayor afinidad por el sustrato, respecto a las comparadas.

3.5. Conclusiones
En los valores cinéticos de M. mazei calculados experimentalmente se observa que la
velocidad méaxima de formacion de metano es favorable para la metanobacteria, en

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

respecto a las otras Methanosarcina spp.
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Capitulo 4

Degradacion de acetamida
por bicultivos de bacterias
metanogenicas y B.
sphaericus en lote

4.1. Resumen

Los experimentos que se muestran en este capitulo fueron el soporte principal de la
hipotesis propuesta, debido a que en la literatura se encuentra informacion acerca de la
coexistencia de poblaciones de bacterias aerobias estrictas y anaerobias estrictas. Sin
embargo, no hay informacién de dos cepas puras cultivadas conjuntamente (bicultivos), en
los que se hubieran encontrado las condiciones adecuadas para coexistir. En este capitulo se
hizo una serie de experimentos, en los cuales se variaron la concentracién del in6culo
anaerobio (Methanosarcina barkeri y Methanosarcina mazei) en un medio con
concentraciones limitadas de oxigeno disueito manteniendo con;stante a Bacillus
sphaericus. Los resultados muestran que la mejor eficiencia de degradacion (del 95%), con
una produccion esperada de metano del 30% fue con la combinacion de B. sphaericus y M.

mazei,
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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 degradacion de acetamida hasta metano por Bacillus
sphaericus con Methanosarcina mazei o con Methanosarcina barkeri y comparar los

resultados.

4.3. Diseilo experimental

El experimento consistié en comparar el comportamiento de los cultivos M. barkeri y B.

'jf sphaericus con M. mazei y B. sphaericus.
Se realizaron en frascos serologicos de 60 mL (figura 4.1), en los cuales se varié el
volumen de inéculo de Methanosarcina (5, 10, 15 y 20 mL) manteniendo constante el
volumen de indculo de Bacillus (2 mL) (tabla 4.1), con una concentracion de acetamida de
20mM.

®,

Figura 4.1. Vista de los bioensayos en los que fueron inoculados los bicultivos para medir la
produccién de metano,
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Tabla 4.1. Proporciones de medio e inoculo usados en los bioensayos.
Proporcién inéculo aerobio 12% 17% 28% 100%
Volumen de inéculo aerobio (mL.) 2 2 2 2
Volumen de inéculo anserobio (mL) 15 10 5 0
Volumen de medio serobio 3 8 13 i8

Los experimentos se trabajaron bajo condiciones limitadas de oxigeno y cada bioensayo se
realizd por duplicado. Los pardmetros que se midieron para evaluar esta serie de
experimentos fueron acetamida, acetato, metano y amonio a través del tiempo. Ademas, la

concentracion del oxigeno disuelto y pH se midieron al inicio y final del experimento.

4.4. Resultados y discusién

Los resultados cualitativos de la cinética con los bicultivos fueron los siguientes. Al inicio,
cuando se realizaron las inoculaciones, el bioensayo no present6 color ni turbidez en el
medio. Sin embargo, a partir del segundo dia aparece una turbidez blanca muy semejante
entre los bioensayos, debida al crecimiento de B. sphaericus, misma que después de 15 dias
desaparece y se advierte la formacion de diminutos fléculos (<tmm de didmetro) de color
negro.

La proporciéon 100% (6.11 mgOD/L) corresponde solamente a B. sphaericus en medio
Balch sin reductores y se tomara como blanco. En la Figura 4.2 se observa como disminuye
en 2 dias la concentracion de acetamida, se incrementa la concentracién de amonio a una
similar de la acetamida hidrolizada indicando que éste no es utilizado como fuente de
nitrégeno por B. sphaericus. Ademas, el no detectar la presencia de metano indica que no

puede producirlo a partir de acetamida, pero si hidrolizarla y consumir el acetato formado.

a8 W

[y
o

Concentracion (mM )

o h

0 10 20 A0 40 50
Tiempo (dias)

Figura 4.2. Cultivo de B. sphaericus con 20 mM de
Am (@); productos formados Ac (A) y NH," (+).
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A partir de las siguientes relaciones del bicultivo hablamos ya de cultivos mixtos, es decir,

se mezclaron las diferentes proporciones variando las dos especies diferentes de

- Methanosarcina,

En la proporcién 12% 6 0.92 mgOD/L (ver Figuras 4.3 y 4.4), se ve que la hidrolisis de la
acetamida es a los seis y ocho dias, pero con mayor eficiencia en Methanosarcina mazei
(90%) que en Methanosarcina barkeri (72%). También la concentracion de metano fue
mayor para M. mazei siendo de casi 25% mientras que para M. barkeri-es de 15% del
esperado. La aparicion de amonio se presenta en ambas series alcanzando una
concentracion final de 16 y 17 mM respectivamente.

El acetato residual se observa con mayor abundancia en M. darkeri (13 mM) que para M.
mazei {4 mM) debido prbbablemente a que M. barkeri es mas sensible a la presencia de

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

a3y

10

o

Concent racién (mM)

0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)
Figura 4.3. Bicultivo de M. mazei con B. sphaericus en la

proporcién 12% de oxigeno disuelto. Los simbolos
indican: Am (@), Ac (4), CH, (%) y NH." ().
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Figura 4.4. Bicultivo de M. barkeri con B. sphaericus en la
proporcién 12% de oxigeno disuelto. Los simbolos
indican: Am (®), Ac (4), CH, (%) y NH," (+).
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En la proporcién del 17% 6 1.22 mgOD/L (Figuras 45. y 4.6), la degradacion de
acetamida para M. mazei es a los 3 dias con una eficiencia del 81%; Para M. barkeri es de
10 dias con una eficiencia del 92%. La producciéon de metano no fue buena, siendo menor
al 10% del esperado en ambas Methanosarcina. Respecto al acetato se observa en las
gréficas que permanece casi constante y alrededor de 5 mM, en ambos bicultivos.

3 o 8 W

Concentracién (mM)

o

{

0 10 40 50

Fempo (éia)

Figura 4.5. Bicultivo de M. mazei con B. sphaericus en la
proporcion 17% de oxigeno disuelto. Los simbolos
indican: Am (@), Ac (), CH, (%) y NH," ().
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Figura 4.6. Bicultivo de M. barkeri con B. sphaericus en la
proporciéon 17% de oxigeno disuelto. Los simbolos
indican: Am (#), Ac (A), CH, (#) y NH;" (+).

En la proporcion 28% 6 4.22 mgOD/L (Figuras 4.7. y 4.8.) la hidrélisis de acetamida es
lenta (después de los 8 dias); Aunque con una eficiencia del 95% para M. mazei y del 75%
para M. barkeri. En estos experimentos se ve al inicio la acumulacion de acetato, el cual es

consumido a los 8 dias y empieza la aparicién de metano, siendo la mayor produccién para
M. mazei (30%) que para M. barkeri (20%). |
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Tabla 4.2. Degradacion de acetamida por bicultivo de Bacillus sphaericus y Methanosarcina sp a

temperatura de 35°C; pH de 7.0 y Am= 20mM. _
Microorganismo M. mazei M. barkeri B. sphaericus
Proporcién % 12 17 28 12 17 28 100
Tr (d) 6 3 8 8 10 10 2
mAm% 91 81 95 72 92 75 93
Am,, (mM) 3.83 381 3.71 492 1.67 4,92 1.39
Acy,, (mM) 3.71 297 412 1 1339 | 749 1.91 1.51
Fase lag de CH, (d) 27 20 6 41 24 6
CHL (% del total esperado) 23 8 30 16 10 20 0.00
NH, fin (mM) 16 17 18 17 17 19 10
{OD)i.r (mg/L) 0.92-0 | 1.22-0 | 4.22-0 | 0.92-0 | 1.22-0 | 4.22-0 6.11-0
pH;. ¢ 74-82({74-79(7.1-79]|74-80)174-78|7.1-78 7.0-7.1

Abreviaturas: Tr = tiempo para la mixima degradacién; n} = eficiencia; Am = acetamida; Ac = acetato; res =
residual en el tiempo de mdxima degradacion, CH, = metane; NH," = amonio; [OD] = concentracién de
oxigeno disuelto en la solucién; i = al inicio y f = al final del proceso,

De acuerdo a la tabla 4.2. se observa que el maximo de eficiencia de hidrolisis de la
acetamida por parte de B. sphaericus (93%) es a los 2 dias de haber iniciado el
experimento. Sin embargo se encontrd un promedio del 90% conforme se varia la
proporcion de indculo aerobio, con excepcion de las proporciones 28% utilizando a M.
barkeri como méculo anaerobio en donde el valor es del 75% y del 72% para la proporcion
12%. En los bioensayos donde se utilizo a M. mazei como indculo se observa que la
hidrolisis de acetamida es mayor en el medio que tiene mas oxigeno. Con M. barkeri no se
observa que el valor mas alto de hidrolisis sea donde hay mas oxigeno.

Respecto a los valores de metano registrados en la tabla 4.2, cabe sefialar en primer lugar
que cuando las proporciones de indculo aerobio es de 17% estos maximos son menores al
10% de la acetamida convertida a metano aunque la tendencia observada siempre fue

menor a 5% de la acetamida metanizada. Ademas, cabe sefialar que estos son los valores

‘mas pequefios respecto a las otras proporciones en los bioensayos, por lo que se considera

que ain no hay una fase exponencial sino que aiin es una fase lag. Se observa también, que
a mayor concentracion de oxigeno es menor la fase lag y es mayor la produccion de
metano. Con respecto a este parametro se esperaba una tendencia de aumento conforme se
incrementara la proporcién de indculo anaerobio, sin embargo este no se presentd y se
registraron valores de hasta 30% en la proporcion de 28% de la combinaciéon de B.
sphaericus y M. mazei donde predomina el medio aerobio debido a una mejor hidrélisis de

acetamida. Por otro lado, no se observa una tendencia en los tiempos donde se presentan
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estos maximos, pero se observa que todos son después de los 20 dias de haber iniciado el
experimento, es decir cuando el oxigeno esta totalmente consumido.
De acuerdo a las mediciones iniciales de oxigeno disuelto, se observa una disminucién del
valor conforme aumenta el volumen de inoculo anaerobio. El valor final de este parametro
al final del experimento fue de cero mg/L, por lo que se procedio hacer otro experimento
para medir el oxigeno disuelto a través del tiempo y saber en qué momento se consume.
Este ensayo se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones. En un matraz se puso un
volumen de 200 mL de medio aerobic el cual se inoculdé con el 20 % v/v de Bacillus
sphaericus se sello y se registrd el oxigeno disuelto que al inicio fue de 6 mg/L, a las dos
horas fue de 4 mg/L, pefq a las 12 y 24 horas el electrodo siempre registrd un valor de cero.
e Se recuerda que el tiempo de duplicacién de esta bacteria es de 6 horas, es decir, es el
tiempo en el que utiliza el oxigeno para su proliferacion por lo que se acepta este valor
como cierto.
Acerca de los valores de pH se observa que al inicio es de 7.2 +0.2 y al final para el blanco
no hay mucha variacion 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 capitulo 3 y los de B. sphaericus (tabla 4.3.) se decidio trabajar con una

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

TABLA 4.3. Constantes cinéticas para B. sphaericus y de M. mazei.
Parametro Bacillus sphaericus '

Methanosarcina mazei

Hmix (0 0.0042 0.046 (mmolCH./Lh)
K, (mg/L) 37 124
Y (geel/gAc) 0018

1, Ramirez et al. 1998; a, es velocidad maxima de formacién de metano,
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4.5. Conclusiones
Los resultados de los bicultivos en lote muestran que el consorcio formado con M.
mazei presentd mayor conversion de acetamida a metano, menor tiempo de retardo
y menor concentracion de acetamida residual que el formado con M. barkeri; tanto
en la acumulacién de metano como en la hidrélisis de acetamida, indicando que la
cepa de M. mazei 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 sphaericus, por lo que la produccion de
" metano presente en los bicensayos pudiera originarse de una hidrolisis celular del
bacilo debido al.:‘gambio en la turbidez del medio después de 15 dias de haber
iniciado el experimento. Esto es, al estar reducido el medio sin oxigeno, esta
bacteria aerobia decrece. Para poder estar seguros de lo anterior se sugiere hacer un
conteo de células viables de Bacillus sphaericus al inicio y al final de futuros

experimentos.
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Capitulo 5

Degradacion de acetamida
por un bicultivo de Bacillus
sphaericus y Methanosarcina
mazei

5.1. Introduccion

Los estudios de reactores en lote son ttiles debido a que el experimentador logra apreciar
algunos puntos importantes acerca de los cultivos en estudio antes de inicializar un reactor en
continuo. Por ejemplo, un factor importante es el no cambiar las condiciones de operacion
encontradas en los estudios anteriores para poderlos aplicar en los estudios. en continuo. En
este capitulo se indicara el disefio experimental y los resultados obtenido; trabajando en un |
reactor por lote alimentado asi como los resultados de un reactor en continuo para degradar
acetamida hasta metano. Durante el experimento se debieron cuidar varios aspectos tales

como el efecto de la adicion sucesiva de Merthanosarcina al lecho de lodos que se estaba
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formando. Este proceso se hizo en etapas debido a que es muy dificil proliferar estas

bacterias en voliimenes mayores a un litro bajo condiciones anaerobias.

5.2. Objetivos particulares

» Evaluar la concentracién de metano en un reactor de lote alimentado y de un reactor en
continuo.

» Observar el proceso de hidrolisis de la acetamida a diferentes tasas de dilucion en
ambos reactores.

» Evaluar por medio ‘del microscopio electrénico de barrido el lecho formado por

Methanosarcina mazei y Bacillus sphaericus en el reactor continuo.

5.3. Diseiio experimental

5.3.1. Reactor de lote alimentado

El reactor de lote alimentado consistié en una botella serologica de un litro de capacidad
que contenia 750 mL de medio (ver Figura 5.1.), los cuales se encontraban en condiciones
estériles. La botella en su tapa de rosca se encontraba horadada e insertado un tapén de hule
y el cual a su vez contenia 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 inéculo consistié en 100 mL de Bacillus sphaericus (27 mg de
biomasa) y 200 mL de Methanosarcina mazei (90 mg de biomass), los cuales se
encontraban en crecimiento en fase exponencial y 450 ml. de medio de Baich sin
reductores (aerobio), ademéas se desplazo el oxigeno del aire en la fase vacia con No/CO,.

Figura 5.1. Reactor de lotc alimentado.
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Se hizo un monitoreo a través del tiempo y en el momento de que la acetamida casi habia sido
hidrolizada por completo, el reactor fue realimentado con cuatro diferentes concentraciones y
volimenes de medio aerobio (ver Tabla 5.1), desplazando el oxigeno por la mezcla de gases

N/COs. Los recambios se hacian en la camara anaerobia quitando la tapa del frasco

Tabla 5.1. Diferentes concentraciones de acetamida en ta
alimentacion del reactor de lote alimentado.

Etapa 1 1 i IV
Oxigeno Disuelto /0, 80, | /0, | /O,
Acetamida (g/L) 20 1.5 10 { 20
Volumen de medio aerobio (ml.) 500 100 1 500 | 500

Los parametros que se determinaron fueron concentraciones de metano, acetamida y acetato
por las técnicas ya establecidas en la metodologia.

5.3.2. Reactor continuo
El trabajo experimental consisti® 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 inoculado con Bacillus sphaericus y Methanosarcina mazei.

Este reactor en condiciones estériles se inoculd con 25 mL de Bacillus sphaericus (17.5 mg
de biomasa), 75 mL de Methanosarcina mazei (60 mg de biomasa), dentro de la camara
anaerobia para evitar el contacto del aire con el cultivo; El resto del reactor se llen6 con

medio de Balch sin resarzurina y sulfuro de sodio. Para llevar la biomasa a una alta
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concentracién, el reactor permaneci6 en lote durante 72 h y posteriormente fue alimentado
en continuo a diferentes concentraciones de acetamida como sustrato principal variando el
tiempo de residencia hidraulico, hasta tenerio en fase de estado estacionario, como se
observa en la Tabla 5.2. La etapa final de alimentacion se hizo con acetato para estudiar el
comportamiento del bicultivo con este compuesto. El estado estacionario se consider6
cuando se tenian al menos valores constantes en la acetamida de salida, después de haber

transcurrido cinco veces el tiempo de residencia hidraulica.

Tabla 5.2. Disefio experimental para el crecimiento de B. sphaericus y
M. mazei en un cultivo continuo.

ETAPA Al B | C D’ E- F G' H:
Amgmg/L) | 1000 | 1500 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 3000 [ 3000
TRH (d) 1 1.5 2.0 2.0 1.5 1.5 1.5 2.0

* Ac; 1, cambio por carga volumétrica; 2, reinoculacién de M. mazei.

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

carga de alimentacidn, asi como de una adicion de la bacteria anaerobia (60 mg) para tener

una mayor concentracion de biomasa y es precisamente la Gltima etapa en donde se hace un

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

Los pardmetros que fueron monitoreados en el transcurso del experimento son: la
concentracion de metano, la hidrolisis de acetamida, la produccion de acetato, la medicion
de amonio, del pH y de la biomasa en el efluente, los solidos totales, fijos y volatiles al
final del ‘experimento; asi como también una observacién en el microscopio electronico de
barrido (MEB) de una pequefia muestra de los floculos formados dentro del reactor. La
produccién de metano se mide por desplazamiento de una solucién saturada de cloruro de
sodio a pH de 2. También se efectud una cuantificacion de la biomasa, tanto aerobia como
anaerobia, a través de diversos puntos del reactor como son en la entrada, en el lecho de
lodos y en la salida de la columana al final de la alimentacion con acetamida.

La metodologia seguida para el tratamiento de la muestra para microscopia fue la propuesta
por Sepulveda et al. (1998):

1 mL de lodos se centrifuga a 750xg durante 3 minutos. Después se decanta el sobrenadante
y se adiciona una solucion de giutaraldehido al 6% en amortiguador de fosfatos (0.02 My
pH de 7.2) durante al menos 12 horas.
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Transcurrido ¢l tiempo se retira la solucion de glutaraldehido y se bacen 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 6 3
horas (tener MUCHA PRECAUCION con la manipulacion de este reactivo USAR
GUANTES Y TRABATAR BAJO LA CAMPANA DE EXTRACCION). Inmediatamente
transcurrido el tiempo se retira la solucion 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 deshidratacion y
desecacion en frio, esto es, mediante una serie de soluciones porcentuales de etanol desde el
30 al 100 % v/v con 3 Eyados de 10 a 15 minutos cada una y siempre en frio. Terminado
este proceso se hace la deshidratacién con el equipo desecador a punto critico, en donde el
CO, liquido desplazard el etanol y residuos de agua. La muestra se somete a una
temperatura de 36.1°C y a una presion de 1070 Ib/pl* para que pase a fase gaseosa el
bioxido de carbono. A partir de este momento la muestra es altamente higroscopica por lo
que las condiciones de trabajo seran en un desecador.- |

Se monta la muestra en un soporte de aluminio especifico compatible para la evapofadora
de carbon y oro y el MEB v se realiza el recubrimiento con una capa de C y Au.

Finalmente terminado el proceso anterior, las muestras estan listas para ser observadas en el
MEB Zeiss Modelo DSM 640 A.

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
inoculacién no hubo ningin cambio en el medio, pero a pariir del segundo dia ya se
apreciaba una turbidez del medio. Al final del experimento se advierte la formacion de
fléculos (<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 logrd pues al medir poca produccion de metano se pensd que el
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bicultivo formado no se encontraba en las condiciones idoneas, ademas de observar el
comportamiento durante la experimentacion.

Los resultados de los pardmetros monitoreados en el experimento del reactor de lote
alimentado, se muestran en la Figura 5.3. la cual se construye como concentracién en funcion
del tiempo. En ésta figura se observan las etapas de acuerdo a la variacion en la concentracion
de acetamida.

En la etapa uno, se tiene que a partir de una concentracion de acetamida de 2 g/L
(experimental 38 mM), ésta se agota a los siete dias mientras que el acetato formado presenta
un periodo de saturacion maxima de 19 mM (aprox. el 50 % del sustrato inicial). Cuando el
acetato empieza a desaparecer comienza a registrarse la produccion de metano hasta llegar a
una concentracion de casi 30 mmolCH/L a los veinte dias. Sin embargo, esta concentracion
de metano es mayor que el acetato formado por lo que es probable que parte de la bacteria
aerobia se estuviera hidrolizando por la falta de oxigeno en el medio y esta hidrélisis celular
sirviera para que Methanosarcina mazei produjera metanc. Guyot ef al. (1994) demostraron la

presencia de metano por hidrolisis celular a partir de cultivos con lodos.
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Figura 5.3. Comportamiento del reactor de lote alimentado, el cual muestra la desaparicion de
acetamida (#), la formacién de acetato (4) y 1a aparicién de metano (%).

En la segunda etapa, cuando todo el acetato se consume, se realimenta el reactor con 1.5 g/L
de acetamida en 100 mL de medio aerobio con la finalidad de no perder las condiciones
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anaerobias que ya se tenian, esperando que la desaparicion del sustrato fuera en menos tiempo.
Sin embargo, la falta de oxigeno en el reactor hace que la hidrolisis sea mas lenta y con muy
poca formacion de acetato. Esto tal vez se debi6 a la baja concentracién de oxigeno adicionado
al medio, por lo que se decidié realimentar el reactor con 500 mL de medio aerobio y 1 g/L de
acetamida (dia 25). En esta fase la hidrolisis del sustrato fue todavia mas lenta que la etapa
anterior y la acumulacién de acetato no se vio favorecida (< SmM en promedio), y en lo que
concierne al metano formado alcanzo los 12 mmoiCHYL cuando se observé que la acetamida
casi habia desaparecido por completo, indicando que parte de este metano se origind
probablemente de una hidrélisis cefular.

En la ultima etapa a los cﬁarenta y un dias de tiempo de iniciado el experimento, se realimenté
con 2 g/l. de acetamida en 500 mL de medio aerobio con la finalidad de repetir las
condiciones iniciales las cuales habian sido satisfactorias. La hidrolisis del sustrato se mejord
ﬁotablemente siendo similér que al inicio pero la formacion de acetato no se vié favorecida (<
25%) y por lo tanto, también la concentracion de metano.

Los resultados muestran que al adicionar la acetamida y oxigeno disuelto en el medio dentro
del reactor aumenta la biomasa de Bacillus sphaericus, ya que el acetato producido por la
hidrélisis es consumido principalmente por el mismo bacilo para producir biomasa, quedando
muy poco acetato residual para la metanogénesis.

Se muestra también que la producciéon de metano presenta una fase lag cada vez mas larga

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

5.4.2. Reactor Continuo

5.4.2.1. Hidrolisis de la acetamida

El comportamiento de los pardmetros mas importantes como son la acetamida, la
producciénl de acetato y de metano se muestran en la Figura 5.4, la cual se construye como
carga volumétrica a través del tiempo, B«{g/L.d)=f{t(dias)}. La concentracién del oxigeno
disuelto en la entrada del reactor fue constante e igual a 6.4 mg/L y en la salida no se
detecto valor alguno.
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Figura 54. Comportamienitb de la acetamida a 1a entrada (#), a la salida (I), del acetato a la
entrada (4,), a la salida (®) y la deteccién de metano (%) a las diferentes cargas volumétricas en el
reactor continuo.

El analisis se hard con referencia a la degradacién de acetamida como indicador del estado
estacionario mencionando como se comportaron los otros parametros en cada periodo. La

informacion detallada se presenta sintetizada en la Tabla 5.3. -

Tabla 5.3. Hidrdlisis de acetamida y formacién de productos medidos por etapa en el reactor.
ETAPA Periode TRH Bv [Am] . [Am].a EficAm [Acl, [CH)] OD

©ias) @) (i) (L) (g/1) L) (@) (mg/ld)
4 138 108 14980 09021 39.57 0.1302 0.0079 4.63

7 1.85 1.18 20074 10791 4535 03624 00062 346
9 1.87 109 20320 1.0832 4846 0.0792 00261 3.42
40 1.94 101 19553 1.0207 47.79 04914 0.1189 330
29 141 139 19553 1.2467 36.24 03900 0.0925 4.60
17 141 139 19553 1.0301 47.29 00552 00395 4.60
5 146 2.05 29960 1.6496 46.65 09117 0.0885 3.12
44 209 143 29960 1.6597 44.61 07925 0.1688 4.50
11 201 149 29960 16691 4429 06781 0.1002 430
9 207 0.70* 0.1637 0.2374 3.09
NOTA: Elpu'iodoaemﬁetealnempodeopuac:bn;‘almhméncmwm Abrevisturas: TRH = tiempo de
residencia hidrdulico, Bv = carga volumétrica; [Am] = concentracién de acetamida; [Ac] = concentracién de acetato;
{CH,} = concentracién de metano; subindices; inf = influente; eff = efluente. :

En la etapa (A) con una carga de 1.1 g/L.d de acetamida se obtuvo una hidrolisis del 39.6%
en promedio y aunque hay una acumulacion de acetato del orden de 0.13 g (2mM) no se
observa produccion de metano.
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Se decidid subir la carga volumétrica a 1.2 g/L.d de acetamida, de la cual se obtuvo una
eficiencia de hidrdlisis del 48.1% en promedio. Cabe sefialar que esta etapa fue dividida en
tres secciones (B, C y D) debido a la adicién de M. mazei dentro del reactor; En la seccion
B se observa una mayor acumulacioén de acetato cuyo valor es de 0.36 g (6 mM) pero no
hay produccion de metano. En la segunda seccion (C) después de adicionar M. mazei
disminuye la acumulacion de acetato a 0.08 g (1.3 mM) y se observa un ligero incremento
en la concentracién de metano de 1.6 mmolCH4/L dentro del reactor, pero no hay
desplazamiento por biogas. En la seccién D se observa un incremento en la acumulacion de
acetato (0.49 g) y también un incremento notorio en la con.centracién de metano (7.8
mmolCH./L) dentro del f'c_eactor pero sin desplazamiento por biogas.

Una vez alcanzado el estado estacionario de esa etapa se procedio a realizar un cambio en
la carga volumétrica de entrada a 1.4 g/l..d, disminuyendo el TRH a 1.5 dias obteniendo
una eficiencia de hidrolisis de la acetamida de 36% (etapa E), observando también una
ligera disminucion en la concentracion de acetato (0.39 g) al igual que en el metano (5.6
mmolCHL/L) dentro del reactor. Una vez mas se adiciono biomasa de la bacteria anaerobia
dentro del reactor (etapa F) manteniendo las mismas condiciones anteriores de operacion y
se observd que la eficiencia de hidrélisis aumentoé a un 47.3%, también se noté una
disminucién en la acumulacién de acetato (0.06 g) de la misma manera que en la
concentracion de metano (2.5 mmolCH4/L) dentro del reactor.

El siguiente cambio en la carga volumétrica del sustrato consistio en 2.1 g/[..d a un TRH de
1.5 dias encontrando una eficiencia de hidrélisis del 47% (etapa G) en la fase final de la
etapa, por lo que se observa un aumento en la acumulacion de acetato (0.91 g), auhque no
se observo la produccion de biogds medida por desplazamiento pero la concentracion de
metano dentro del reactor se mantuvo constante (5.5 mmolCH4/L).

Alcanzado una vez el estado estacionario de la etapa anterior se decidio hacer un cambio en
la carga volumétrica a 1.43 g/L.d y un TRH de 2 dias (etapa H). Bajo estas condiciones se
observé una mayor concentracion de metano en el biogas, es decir, mejores condiciones
para M. mazei. La eficiencia de hidrolisis en este periodo es de 44.6%, la aparicion de
acetato es de 0.79 g/L y la concentracién de metano es de 11.1 mmolCH4/L la mas alta

alcanzada durante todo el experimento usando como sustrato a la acetamida.
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Dado que no se presentaron pruebas de gue existiera una contaminacién se decidid

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 et acetato de sodio.

El analisis del espectro es el siguiente: se observa la sefial a 3300cm™ indicando la
presencia del grupo R-OH y éste no es muy abundante, lo que significa que no proviene de
un acido 6 esta de forma coordinada con algin elemento. Para la confirmacién del grupo
acido se indagan las sefiales a 1649 y a 1085cm™, lo que manifiesta la presencia del grupo
carbonilo (C=0) indicando que es un acido coordinado con algiin elemento metélico.
Continuando con el analisis se ven sefiales en 2913, 2851 y a 1489cm™, lo que significa
presencia de uniones C-H y a 3040cm™ la presencia de un C tetraédrico.

De acuerdo al sustrato utilizado se concluye que es acido acético en forma coordinada a
algun elemento que pueda realizar 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 logaritmica mas alta (ligeramente bééico) respecto a las otras
etapas en las cuales siempre fue de 7+0.15unidades. Se hizo un barrido por el visible sin

determinar cual es el elemento metalico central de! pigmento.
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En lo que se refiere al lecho de lodos al inicio del experimento, después de la inoculacibén
s6lo se percibia la pequeiia formacion 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
inoculaciones con Methanosarcina mazei el espesor del lecho de lodos aumenté hasta
alcanzar una altura de 1.5 cm de promedio en la base de la columna. Se formaron diminutos
granulos (<1 mm) y el color del lecho fue cambiando con el tiempo a negro pardusco. Al
formarse el pigmento por el cambio de sustrato se observaron ligeros puntos rojo/café sobre
el lecho pero no hubo cambio de color aparente en el transcurso de éste (Figura 5.9.). Como
se mencioné anteriormente se hicieron algunas observaciones de este lodo en un
microscopio de contrasté de fases en las cuales se aprecia ¢l pigmento y la abundancia de
Bacillus sphaericus (Figuras 5.5. a y b).

Figura 5.7. Reactor continuo con
alimentacién de medio de Balch
sin reductores, usando como
sustrato acido acético.
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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
continio al final de la etapa

experimental.

5.4.2.2. Cuantificacién de la biomasa en el lecho del reactor continuo

Con la finalidad de conocer las condiciones en que se encontraban cada una de las
bacterias, se hizo una cuantificacién de células viables en diferentes puntos del reactor, al
final del experimento con acetamida (etapa I). Se encontr6 que B. sphaericus esti en mayor
cantided en la entrada del reactor (82.2 mgcel/L} y en el lodo no presenta actividad. M.
mazei, por el contrario, se encuentra en el lecho de lodos (15.1 mgcel/Ll) en muy poca
cantidad a la entrada y a la salida (ver Tabla 5.4.). La informacién del calculo de las
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cinéticas mostradas en el capitulo 3 fue usada para hacer el clculo de estimacion de la
biomasa de Methanosarcina en el sistema y a biomasa de Bacillus de acuerdo a Ramirez et
al. (1998). Estos resultados indican que efectivamente hay una diferencia en cuanto a la
relacién de biomasa entre una y otra bacteria, como ya se habia observado en los
experimentos anteriores. _

Una vez terminado el experimento se midié los solidos totales del reactor, a partir del
volumen del lecho de lodos se obtiene el valor de 265.3 mgSST/L del reactor. Ademas se
realizO una prueba de actividad metanogénica presentindose un valor de 0.0116
mmolCHy¢/mgSSV.d. Este valor es mayor que el reportado por Guyot (1994) en la

degradacion de acetamida con lodos.

Tabla 5.4. Resultados de la estimacién de biomasa dentro del reactor
para las bacterias, durante la alimentacién con acetamida y acetato.
ETAPA M. mazei B. sphaericus
(mgcel/L) (mg de Bs/L)

Con ACETAMIDA
En el LODO - 15.0682 0
En la ENTRADA (manguera de entrada) 0.3835 82.156
En la SALIDA (parte sup. columna} 0.4441 62.919
_ Con ACETATO
En el LODO 16.6760 0

5.4.2.3. Microscopia electrénica

Durante las etapas con alimentacién de acetamida como sustrato principal se mantuvo en el
trayecto de la columna el medio transparente, solo se apreciaba pequefias presencias de
turbidez en las mangueras de alimentacion 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 empez6 a presentar una coloracién rosa, sin embargo después de
una semana, pasados 15 dias la coloracion se intensifico 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 electronico de barrido (MEB). Se observa en las tomas

panoramicas la abundancia del bacilo aerobico (ver Figuras 5.10. y 5.12. a).
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Sin embargo, como se sefialo en el apartado 5.4.2.1, en un conteo de bacterias que se hizo
estd en forma iatente y sin actividad en el lecho de lodos. 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 tamafio 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 mis largo de lo reportado.
Ramirez (1996) observd que B. sphaericus puede formar cadenas de dos o mas células
(Figuras 5.12.,b y 5.14). Las Figuras 5.12.b y 5.13, presentan la formacién de exopolimeros
formados por una o ambas bacterias. La presencia de exopolimeros de estas dos bacterias
ha sido reportado por Kﬂé_g et al. (1984), y Veiga ef al. (1997). En un acercamiento (Figura

5.14.) se observa la predominancia del bacilo aerobio y panoramicamente parecia una nata.

Figura 5.10. Imagen panoramica en MEB (8kV; 90um; 1000x) de un fléculo obtenido del
reactor continuo, en donde se observa la predominancia y algunas aglomeraciones de B.

sphaericus.
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Figura 5.11. Imagenes de MEB (8kV; 30pm; 3000x) del floculo obtenido del reactor. Las

figuras muestran una amplificacién de la parte superior izquierda de la Figura 5.10. En la
superior se observan algunas aglomeraciones de B. sphaericus, asi como una pequefia
aglomeracién de M. mazei. En la imagen inferior se aprecia un cimulo de M. mazei y la
predominancia de B. sphaericus.
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FIGURA 5.12. Imagenes de MEB de un floculo obtenido del reactor. La figura supenior (8kV;
90pm; 1000x) muestra otra toma panoramica de un grano en donde se ve la predominancia de B.
sphaericus. La imagen inferior (8kV; 30pm; 2000x) es una amplificacion en la que se observa el
bicultivo, asi como la presencia de filamentos largos.
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Figura 5.13. Imagen de MEB
(8kV; 900pm; 100x) del fldcuio
obtenido del reactor, la cual
muestra una serie de filamentos
que esti presente en otra fraccion
del grano, lo que sugiere que es
parte de los exopolimeros
formados por ambas bacterias.

Figura 5.14. Imagen de
MEB (8kV; 30pm; 3000x)
de un fléculo del reactor,
en donde se ve Ila
formacién de una red de B.
sphaericus y en la parte
superior derecha un bacilo
mucho mas grande que el
resto de 1a poblacién.
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Figura 5.15. Imigenes de MEB del floculo del reactor. En la imagen superior (8kV;
30pm; 3000x) se contempla el bicultivo en donde el B. sphaericus esta recubriendo las
aglomeraciones formadas por parte de M. mazei. En la imagen inferior (5kV; 90um;
'1000x) se observan otras aglomeraciones del bicultivo.
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Figura 5.16. Imagen de MEB (10kV; 30pm; 3000x} de un floculo del reactor, en donde se
contermpla el bicultivo, resaltando la presencia de Methanosarcina mazei.

5.5. Discusion

A partir de los resultados de eficiencia de hidrélisis de la acetamida (1) se construyé la
gréfica n = f{Bv(g/L.d)}, (Figura 5.17.). Ahi se muestra que a partir de bajas cargas (1.062
g/L.d) y a la mas alta usada en este experimento (de 2.095 g/L.d) a un TRH de 1.5 dias la
eficiencia de hidrélisis de acetamida es muy cercana al 50%. Sin embargo, para cargas
intermedias (1398 y 1457 mg/L) después de las reinoculaciones con M. mazei la eficiencia
permanece casi constante y alrededor del 45%. Lo anterior indica que la eficiencia de
hidrélisis de acetamida es independiente a la carga aplicada. Guyot ef al. (1995) reportan
una inhibicién en la hidrélisis de acetamida y produccién de metano del 50% cuando se
trabajan cargas mayores a 1.18 gDQO/L.d en un reactor UASB con lodos.

En la misma figura también se construye la grafica del por ciento de remocioén de la
demanda quimica de oxigeno total en funcion de la carga volumétrica, en donde se observa

una disminucion conforme aumenta la carga.
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Figura 5.17. Eficiencia de hidrélisis de acetamida con respecto a la carga volumétrica.
(#): DQO; %Mpgo = 52 - 5.68 x 10°Bv: (A): Am %Man = 53 - 18.26 x 10°By; r* = 99%

C" Respecto a la ultima etapa realizada en el reactor en continuo, es decir, alimentada con
acetato de sodio se alcanzaron eficiencias del 93%. Para determinar la fraccion de acetato
consumido por M. mazei para la produccion de metano y la que consume B. sphaericus
para su crecimiento se desarrollaron los siguientes calculos. De acuerdo con la
concentracion introducida de acido acético (Ac,) la diferencia entre la concentracion de
metano promedio producido y la concentracion del mismo en el efluente se sabe que 448
mg de Ac, (7.47 mmol) sirvieron para la formacion de la biomasa de’ Bacillus sphaericus
(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 Gltima etapa.

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

influencia negativa en la utilizacion del acetato formado (ver Figura 5.18.).
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Figura 5.18. Eficiencia de remocién de acetato en funcion de la concentracion de acetamida
residual.
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Finalmente se determind la actividad metanogénica de Methanosarcina 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 Optimas 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 mmolCH4/mgSSV.d mas alto que el
valor reportado por Guyot ef al. (1995) de lodos 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

quimicos dentro de la célula y por lo tanto a la probable formacion de floculos.

Tabla 5.5. Comparaciéri de las actividades especificas de M. mazei bajo diferentes condiciones.

Sistema A; (mmolCH,/mgSSVd) Referencia
Methanosarcina mazei 00116 Este estudio
LODO stimentado con Am 0.0034 Guyot et 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 sirvié para la metanogénesis (ver etapa 1), pero en las siguientes etapas la
disminucién de metano se debid a un incremento en la concentracién celular de Bacillus
sphaericus y a una exposicion mayor de Methanosarcina con el oxigeno.

También fue posible que la cantidad de oxigeno adicionado al sistema a través de un gran
volumen de medio con una concentracion de 6.4 mgQO,/I. favoreciera la hidrélisis de
acetamida y la concentracion de metano. Esto se observa en la tercera alimentacidn, es decir,
la hidrélisis de acetamida es rapida 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. sphaericus.

Considerando los tiempos de duplicacion diferentes entre los dos microorganismos (6h para
Bacillus y 35-40h para Methanosarcina) y a las constantes de afinidad (37 mg/L para B.
sphaericus y 124 mg/L para M. mazei Capitulo 3) la competencia por €l acetato debié 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 inhibicién del acetato por la
acetamida.

Los resultados indican que el bicultivo en continuo no puede realizar la metanogénesis
debido a una inhibicion por la acetamida en el proceso de hidrélisis, cuyas eficiencias
fueron menores al 50% v en el consumo de acetato por la bacteria metanogénica debida a
oxigeno presente en el lecho.

Un punto interesante que se encontrd al final de este trabajo fue observar que la eficiencia
de hidrolisis de acetamida no depende de la carga aplicada, aunque se observa una
tendencia negativa en l;i‘eﬁciencia de remocidn de la demanda quimica de oxigeno, la cual
si depende de la carga.

Por otro lado respecto a la falta de produccién de metano de M. mazei 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

oxigeno en el lecho de lodos funcionando como bactericida pero no bacteriostatico ya que
la actividad de M. mazei se restablece cuando se le cultiva en condiciones reducidas.
Zitomer et al. (1997), demuestré que los metanogénicos pueden sobrevivir al transitar
oxigeno disuelto en el medio que los rodea y solo bajo ciertas condiciones pueden producir
metano al mismo tiempo que el oxigeno es utilizado.

Las observaciones hechas por microscopia electronica de barrido, el conteo final de
biomasa al final del experimento y la presencia del bacilo en la tuberia de entrada del
reactor indican que en asociacién B. sphaericus y M. mazei forman un conglomerado
dominado por el primero de manera inerte, ya que Bacillus se encuentra activo en la zona

mas rica en oxigeno y la bacteria metanogénica en la zona mas restringida de oxigeno.
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- Capitulo 6

Conclusiones generales y
recomendaciones

La evidencia experimental nos llevé a las siguientes conclusiones.

e Los resultados de la cinética de M. mazei a diferentes concentraciones de acetato nos
proporcionan los valores de la constante de saturacion (K; = 124 mgAc/L) y la
velocidad maxima de formacién de metano (pmax = 0.046 mmoiCHL/L h).
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Los resultados en lote indican que es posible lograr la metanogénesis, con una
eficiencia de hidroélisis de acetamida del 95% y una produccion de metano esperada del
30%, por la asociacién de una bacteria aerobia estricta (B. sphaericus) y una bacteria

anaerobia estricta (M. mazei).

El cultivo de lote alimentado sugiere que el oxigeno favorece la hidrdlisis de la
acetamida (por parte de B. sphaericus) y una vez consumido el oxigeno, la acumulacion
de acetato favorece la metanogénesis. Ademas, Ia realimentacion sucesiva de oxigeno,
indica que hay una mayor competencia de B. sphaericus sobre M. mazei por el acetato

formado.

El cultivo en continuo sugiere una inhibicidén por acetamida en el proceso de hidrolisis
de B. sphaericus. La baja produccion de metano es debido a la concentracion minima de

acetato residual.

Los resuitados de las observaciones bajo el microscopio electronico de barrido en el
cultivo continuo, indican la formacion de un conglomerado de las dos bacterias, pero no
se observd la formacién de un grano semejante al modelo de Guiot ef al (1992). El
crecimiento del bacilo y su mayor actividad de crecimiento a través de la tuberia de

entrada permite suponer que la asociacién no sea del tipo parasito.

De manera general, 1a evidencia de los resultados anteriores nos permite recomendar
equipos altamente sensibles a las concentraciones de oxigeno (<0.01 mg/L); porque es
un parimetro muy importante a controlar, para verificar la reaccién de hidrélisis y de
produccion de metano dentro del reactor. Aunque se intenté6 medir el oxigeno en los

sistemas las lecturas que siempre se leyeron fueron de cero.
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Este trabajo se desarrollé con bacterias anaerobias que utilizan de manera preferente al
acido acético en forma de bicultivo, sin embargo seria interesante trabajar con un
tricultivo para observar el comportamiento del mismo proceso. Esto debido a que existe
una posibilidad de que se mejore la producciéon de metano, dado que en el reactor
UASB estudiado por Guyot ef al. (1995), se encontraron varias especies de bacterias

metanogénicas acetoclasticas.
Estos resultados abren alternativas para realizar tratamientos de aguas residuales en un

reactor de tipo UASB. Asociando bacterias aerdbicas y metanogénicas para sistemas

recalcitrantes mas complejos, por ejemplo, los compuestos aromaticos.
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