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RESUMEN 
El presente trabajo contribuye al estudio de los proceso de eliminación de acetato de vinilo 

bajo condiciones metanogénicas y metanogénesis en presencia oxígeno, aportando evidencias 

del efecto del acetato de vinilo en la metanogénesis; las interacciones entre la respuesta 

fisiológica dentro de un consorcio metanogénico en presencia de oxígeno y glucosa; así como 

la estructura molecular de las comunidades microbianas de arqueas y bacterias presentes en 

ambos cultivos, mediante separación de ADN por electroforesis en gel con gradiente 

desnaturalizante (DGGE). 

 

Dos reactores UASB (A y B), en presencia de acetato de vinilo (AV) y glucosa (G), uno 

operando en condiciones metanogénicas (reactor A) y otro alimentado con 1 mg L-1 d-1 de 

oxígeno disuelto (reactor B). El reactor metanogénico mostró que al aumentar 150% en la 

velocidad de carga de AV, la ECOT disminuyó un 45%, por acumulación del 48% del carbono 

como acetato y la rCH4 disminuyó un 49%, mostrando un efecto negativo aparentemente ligado 

con el aumento de la velocidad de carga de AV (2.5 veces). Sin embargo, la eficiencia de 

consumo de AV fue siempre del 100%, sugiriendo que los efectos negativos no están 

vinculados con el aumento en la velocidad de carga de AV, sino con la disminución en la 

velocidad a la que se consume del acetato y la modificación de la ruta metabólica. En el 

reactor que se alimentó con 1 mg OD L-1 d-1, la eficiencia de eliminación se recuperó y el 

acetato acumulado se consumió, aún con el aumento de la velocidad de carga de AV. Esto 

debido a que el oxígeno aumentó la capacidad oxidativa de los lodos para metanizar y 

mineralizar este intermediario. 

 

Mediante ensayos en lote bajo condiciones metanogénicas, se evaluó el papel del AV en el 

proceso respiratorio metanogénico y el efecto del AV en la metanogénesis acetoclástica. Estos 

ensayos mostraron una aparente relación entre la disminución en la velocidad específica de 

formación de CH4 y la velocidad específica de formación de acetato, por lo que bajo estas 

condiciones la formación de CH4 a partir de acetato es lenta, debido a la baja velocidad de 

consumo de este intermediario en el lodo; y que la exposición del lodo al AV, provocó una 

disminución del 69% en la velocidad máxima de consumo de acetato. Con los ensayos en 
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presencia de oxígeno, se evaluó el papel que tiene 1 mg OD L-1 en la eliminación del AV y el 

proceso respiratorio de eliminación de 34 mg C L-1 de AV, con un cultivo axénico de B. agri 

(Lara-Mayorga y col., 2010) y lodos metanogénicos. Estos cultivos dieron evidencia de que al 

estar presente el oxígeno la metanogénesis se vio favorecida y la mineralización de una 

fracción de AV fue llevada a cabo por una ruta aerobia. 

 

El análisis molecular mediante DGGE de las poblaciones mostró que en las poblaciones de 

arqueas se lograron identificar dos poblaciones de arqueas metanogénicas acetoclásticas, 

Methanosarcina barkeri que estuvo presente en ambos reactores en todas las condiciones de 

operación evaluadas, y Methanosaeta concilli que desapareció en ambos reactores al aumentar 

la velocidad de carga de AV. Las poblaciones de bacterias desaparecieron en su mayoría 

cuando ambos reactores fueron alimentados con AV, y cuando el reactor B fue alimentado con 

1 mg OD L-1 d-1 se observó la aparición de nuevas bandas, identificadas como bacterias 

aerobias, destacando la presencia de Brevibacillus agri que está reportada como una bacteria 

aerobia que participa en la eliminación del AV en lodos metanogénicas en presencia de 

oxígeno. 
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ABSTRACT 
This work contribute to the study of the vinyl acetate removal process under methanogenic 

conditions and methanogenesis in presence of oxygen, showing evidence of the vinyl acetate 

effect in the methanogenesis, the interactions between the physiological response in a 

methanogenic consortium in presence of oxygen and glucose, as well as the molecular 

structure of microbial communities of archaea and bacteria in the continuous cultures by 

DGGE. 

  

Two UASB reactors (A and B) in presence of vinyl acetate (VA) and glucose (G), one 

operating in methanogenic conditions (reactor A) and fed with 1 mg L-1 d-1 of dissolved 

oxygen (reactor B). The methanogenic reactor showed that 150% increase in AV loading rate, 

the ECOT and rCH4 decreased 45 and 49% respectively, because the accumulation of carbon as 

acetate, showing an apparently negative effect when the AV loading rate increased (2.5 times). 

However, the VA consumption efficiency was always 100%, suggesting that the negative 

effect is not related to the increase in VA loading rate, but with the decrease in the acetate 

consumption rate and the modification of the metabolic pathway. The reactor was fed with 1 

mg DO L-1 d-1, the removal efficiency recovered and accumulated acetate was consumed, even 

with a higher VA loading rate. In this reactor the oxygen increased the oxidative capacity of 

the sludge for the metanization and mineralization of this intermediate. 

  

Batch cultures under methanogenic conditions were utilized for evaluate the VA role in the 

methanogenesis and the VA effect in acetoclastic methanogenesis. These tests showed an 

apparent relationship between the decrease in specific methane formation rate and the specific 

acetate formation rate, because under these conditions the methane formation from acetate is 

slow, due to the low consumption rate of this intermediate in the sludge that was exposed to 

VA, and also caused a decrease of 69% in the maximum acetate consumption rate. The batch 

cultures in presence of oxygen was evaluated the role of 1 mg DO L-1 in the VA elimination of 

34 mg C L-1 of VA with an axenic culture of B. agri (Lara-Mayorga et al., 2010) and 

methanogenic sludges. These cultures showed evidence that the oxygen stimulated the 

methanogenesis and the mineralization of a VA fraction by aerobic pathway. 
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The molecular analysis by DGGE of the communities, showed that populations of archaea 

were able to identify two populations of acetoclastic methanogenic archaea, Methanosarcina 

barkeri was present in both reactors for all operating conditions tested, and Methanosaeta 

concilli who disappeared in both reactors with the higher VA loading rate. Bacterial 

populations largely disappeared when both reactors were fed with VA, and when the reactor B 

was fed with 1 mg DO L-1 d-1 was observed the appearance of new bands, identified as aerobic 

bacteria, highlighting the presence of Brevibacillus agri is reported as an aerobic bacteria 

involved in the VA elimination in methanogenic sludges in the presence of oxygen. 
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PANORAMA GENERAL 
El desarrollo de la humanidad se ha caracterizado por la búsqueda constante de mejores 

niveles de vida, normalmente a través de formas de producción industrializadas, sin embargo 

dichos logros se han visto opacados por el deterioro y los perjuicios graduales que causan al 

ambiente. El problema de deterioro ambiental ha adquirido en los últimos años gran 

importancia, no sólo por la conciencia que se ha creado entre la población, sino por la 

necesidad de resguardar la vida y el entorno humano para las siguientes generaciones. 

Problemas como la destrucción de la capa de ozono, los cambios climáticos, la lluvia ácida, la 

pérdida de la biodiversidad, el sobrecalentamiento de la tierra, el destino de los residuos 

tóxicos, los derrames de petróleo y la escasez de agua no están encerrados en las fronteras de 

cada país, sino que afectan a todo el planeta y requieren de un marco de acción global. 

 

Los procesos de conservación ambiental por un lado, y la creciente necesidad de modelos de 

desarrollo acelerados, han sido cuestionamientos opuestos a lo largo del desarrollo de nuestra 

historia, planteándose un serio dilema entre crecimiento económico y preservación ambiental. 

Toda esta problemática que se ha planteado no es excluyente para ningún país, y mucho 

menos para México, en donde los procesos de contaminación son realmente alarmantes, las 

regulaciones son muy pobres y la conciencia cívica, política y social al parecer son casi, al 

parecer, inexistentes. 

 

Aunque en nuestro país los procesos de inversión, investigación, capacitación y desarrollo en 

materia ambiental no se han dado en forma cuantiosa, últimamente se han incrementado. Esto 

es en parte a la conciencia cívica y empresarial que se ha desarrollado, y en parte a la creciente 

regulación y exhortación por parte de los gobiernos, no sólo locales sino extranjeros, 

involucrados en los procesos de globalización e internacionalización. En México, en los 

últimos años, se han presentado casos y situaciones interesantes en materia de cuidado y 

protección ambiental. Algunas de estas acciones no sólo coadyuvan a mantener un ambiente 

sano y equilibrado, sino que en muchos de los casos, han propiciado la obtención de altas 

ganancias debidas al reciclaje y el tratamiento de desechos. 
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Las aguas residuales industriales representan, sin embargo, uno de los mayores problemas de 

contaminación. Las cuatro principales industrias contaminantes en México son: celulosa, 

papel, textil y química, las cuales afectan principalmente a bosques, aire y agua (CONAGUA, 

2009). 

 

El agua es un recurso natural fundamental y resulta indispensable para el desarrollo de la vida, 

ya que constituye del 50 al 90% de la masa de los organismos vivos (Neil y col., 2006). Es 

considerado un recurso renovable, sin embargo las actividades humanas han provocado la 

aparición de factores o agentes que causan su contaminación, como los agentes patógenos, 

desechos que requieren oxígeno, sustancias químicas orgánicas e inorgánicas. 

 

La naturaleza a través del ciclo del agua, trabaja para limpiarla, sin embargo no tiene la 

capacidad suficiente para eliminar todas las sustancias y contaminantes que se vierten en ella. 

Para evitar las consecuencias del uso del agua contaminada se han ideado mecanismos de 

control temprano de la contaminación. Existen normas que establecen los rangos permisibles 

de contaminación y que buscan asegurar que el agua que se utiliza no sea dañina. A pesar del 

control y prevención que se persigue en muchos países, la contaminación de las industrias ha 

provocado que la provisión de agua dulce disminuya, que haya un aumento en las 

enfermedades por aguas contaminadas y que un 20% de todas las especies acuáticas estén 

extintas o en peligro de desaparecer (Asano, 1996; Rail, 2000). 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Carbono 

Los compuestos orgánicos son todas aquellas especies químicas que en su composición 

contienen los elementos carbono e hidrógeno (Frieden, 1972). Aunque la clasificación no es 

rigurosa, algunos compuestos inorgánicos también están formados por carbono. El carbono y 

sus compuestos se encuentran distribuidos ampliamente en la naturaleza. Todas las plantas y 

animales vivos están formados de compuestos orgánicos complejos en donde el carbono está 

combinado con hidrógeno, oxígeno, nitrógeno y otros elementos. 

 

Mediante el ciclo biogeoquímico del carbono, los compuestos carbonados se intercambian 

entre biósfera, litósfera, hidrósfera y atmósfera de la tierra (Figura 1). Este ciclo puede ser 

dividido en dos: el ciclo lento o geológico y el ciclo rápido o biológico. Los conocimientos 

sobre esta circulación de carbono posibilitan apreciar la intervención humana en el clima y sus 

efectos sobre el cambio climático. Desde el punto de vista biológico, los eventos claves del 

ciclo del carbono son la fotosíntesis y la respiración microbiana, como reacciones 

complementarias. Los procesos mediante los cuales se obtiene energía pueden ser la 

respiración aerobia o la respiración anaerobia. La respiración aerobia, con el oxígeno como 

aceptor de electrones, utiliza moléculas de carbono con la finalidad de producir CO2, agua y 

energía en forma de ATP. La respiración anóxica utiliza diferentes aceptores de electrones 

como: nitrato, sulfato, CO2, entre otros. con la finalidad de producir compuestos reducidos de 

nitrógeno, azufre, carbono, etc. y energía en forma de ATP. Ejemplo de esta última es la 

digestión anaerobia. 
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Figura 1. Ciclo biogeoquímico del carbono (Post y col., 1990). 

 

1.2. Digestión anaerobia 

La digestión anaerobia es un proceso microbiano multietapas mediado por grupos de 

microorganismos funcionalmente diversos: hidrolíticos, fermentativos, oxidantes de ácidos 

grasos volátiles (AGV), acetogénicos y metanogénicos. La metanogénesis es la última etapa 

dentro de la digestión anaerobia y es el proceso anaerobio mediante el cual se obtiene energía 

a partir de la reducción de carbono. Esta etapa es de gran importancia ecológica, ya que 

interviene en la conversión química de la materia orgánica en la naturaleza y en el ciclo del 

carbono.  

 

Las arqueas metanogénicas son microorganismos procariontes, que viven en ambientes 

anaerobios y que obtienen energía mediante la producción de CH4, ya que utilizan los 

equivalentes de electrón para llevar el carbono hasta su estado de oxidación más reducido. Las 

arqueas metanogénicas son un grupo filogenéticamente heterogéneo en donde el factor común 

que las une es la producción de gas metano y sus cofactores únicos (Deppenmeier y col., 

1996). En dicho grupo la función del proceso metabólico es la obtención de energía en forma 

de ATP y de moléculas destinadas para la biosíntesis. Generalmente esta reacción se realiza a 
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partir de acetato o de dióxido de carbono (CO2) e hidrógeno (H2), donde el acetato y el CO2 

son los aceptores de electrones que son reducidos hasta CH4 (Speece, 1996). 

 

En la metanogénesis, las rutas metabólicas son únicas porque requieren de ciertas enzimas y 

coenzimas que sólo producen las arqueas metanogénicas (Blaut, 1994, García y col., 2000). 

Éstas se dividen en dos tipos, el primero contiene a los portadores C1 que transportan los 

átomos de carbono desde el sustrato inicial hasta el CH4; entre éstos encontramos al 

metanofurano, la tetrahidrometanopterina y la coenzima M (CoM). El otro tipo son las 

coenzimas redox que suministran los electrones para la reducción de acetato o CO2 a CH4 y 

que intervienen en las diferentes etapas de la metanogénesis; el Factor 420 (F420), la 7-

mercaptoheptanoil-treonina fosfato o coenzima B, el complejo enzimático metil-reductasa y la 

coenzima F430 (Rouvière y Wolf, 1968; Parés y Juárez, 1997). 

 

1.2.1. Metanogénesis acetoclástica 

Cuando el aceptor de electrones es el acetato, la vía mediante la cual se produce CH4 es la 

metanogénesis acetoclástica (Ec. 1). 

 

CH3COO¯ + H+  CH4 + CO2  ΔGº’ = -36 kJ/reacción (Ec. 1) 

 

En esta vía, inicialmente el acetato es activado a acetil-CoA por dos rutas diferentes 

(Deppenmeier y col., 1996), seguido de un rompimiento de los enlaces carbono-carbono y 

carbono-sulfuro que es catalizado por el complejo enzimático monóxido de carbono 

deshidrogenasa (CODH). Posteriormente, el componente níquel/sulfuro de hierro del 

complejo, lleva a cabo la oxidación del grupo carbonilo hasta CO2, reduciendo una 

ferrodoxina (Fd). Mientras, el grupo metilo es transferido al componente cobalto/sulfuro de 

hierro y posteriormente a la coenzima M, formando CH3-S-CoM que es dimetilado 

produciendo CH4. Este último paso es catalizado por una metil reductasa (MCR) y los 

electrones utilizados son derivados de átomos de sulfuro de CH3-S-CoM y HS-HTP con la 

formación de CoM-S-S-HTP (Figura 2). 
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Figura 2. Rutas de reducción del acetato a CH4 y CO2. (1) Acetato quinasa, (2) fosfotransacetilasa en 

Methanosarcina. (3) acetil-CoA sintetasa en Methanosaeta, (4) anhidrasa carbónica  e (5) Hidrogenasa. 
 

1.2.2. Metanogénesis hidrogenotrófica 

Cuando el aceptor de electrones es el CO2, se requiere al hidrógeno molecular (H2), formiato, 

metanol, metilaminas, etanol o propanol como donadores de electrones (Ferry, 1992a) y la vía 

mediante la cual se produce CH4 es la metanogénesis hidrogenotrófica (Ec. 2). 

 

CO2 + 4H2  CH4 + 2H2O  ΔGº’ = -131 kJ/reacción (Ec. 2) 

 

La Figura 3 muestra que mediante la metanogénesis hidrogenotrófica, inicialmente se da la 

activación del CO2 a N-formilmetanofurano, que a su vez es transferido a una enzima que 

contiene metanopterina. Posteriormente este intermediario es deshidratado formando metileno 

y dando un grupo metilo. Este grupo metilo es trasferido de la metanopterina a la CoM, y 

mediante una última reacción (catalizada por la metil reductasa), el metil-CoM es reducido a 

CH4 (Jones y col., 1987). 
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Figura 3. Ciclo de reducción del CO2 a CH4. (1) formil-MFR deshidrogenasa, (2) formal-MFR: H4MPT 

formiltransferasa, (3) 5,10 metenil- H4MPT ciclohidrolasa, (4) coenzima F420,  (5) y (6) coenzima M y (7) metil-
CoM reductasa. 

 

Una diferencia notable desde el punto de vista fisiológico, entre estas dos rutas es que la 

metanogénesis acetoclástica es menos lucrativa en términos energéticos que la metanogénesis 

hidrogenotrófica, aún cuando ambos procesos respiratorios son desasimilativos. Se ha 

demostrado que el acetato es utilizado principalmente para la formación de CH4 (Ferry, 

1992b), mientras que la utilización de compuestos con un solo carbono es una vía más 

favorable desde el punto de vista energético para la biosíntesis (Thauer, 1998). 

 

1.2.3. Cinética de consumo de acetato en Methanosarcina y Methanosaeta 

Desde el punto de vista cinético, la velocidad de consumo de acetato en lodos metanogénicos 

pudiera estar relacionada con el género microbiano presente en el inóculo. Los géneros 

Methanosarcina y Methanosaeta son los más frecuentes consumidores de acetato, sin embargo 

estos géneros presentan algunas diferencias fisiológicas (Conrad, 1999; Schmidt y Ahring, 

1999). Zinder (1993) menciona que las principales diferencias entre estos géneros son la baja 

afinidad por el acetato del género Methanosarcina y la exclusividad en el consumo de acetato 

por el género Methanosaeta (Tabla 1).  
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Tabla 1. Comparación fisiológica de los géneros Methanosarcina y Methanosaeta en el consumo de acetato. 
Microorganismo KS (mg L-1) μmax (h-1) Referencia 

Methanosarcina spp. 300 0.03 Grotenhuis y col. (1991) 
Methanosarcina barkeri 460 0.03 Lokshina y col. (2001) 
Methanosarcina mazeii 216 0.06 Schmidt y Ahring (1999) 
Methanosaeta concilii 90 0.02 Schmidt y Ahring (1999) 
Methanosaeta soehngenii 42 0.01 Oude Elferink y col. (1998a)  
Methanosaeta spp. 72 0.02 Oude Elferink y col. (1998a) 
KS, Constante de afinidad; μmax, Velocidad específica de crecimiento 
 

Hay evidencias de que el crecimiento y actividad metabólica del género Methanosaeta en 

lodos metanogénicos se ve favorecido con bajas concentraciones de acetato, mientras que la 

presencia del género Methanosarcina se da con concentraciones altas (Peng y col., 2008). 

Posiblemente la afinidad por el acetato se debe a que los mecanismos de activación en estos 

géneros son diferentes (Figura 3). Clarens y Molleta (1990) y Ferry (1992a) mencionan que el 

género Methanosarcina usa las enzimas acetato quinasa y la fosfotransacetilasa para activar el 

acetato (Ec. 3 y 4).  

 
CH3COO¯ + ATP  CH3CO2PO3

2- + ADP  (Ec. 3) 
CH3CO2PO3

2- + CoA  CH3COSCoA + Pi  (Ec. 4) 
 
Sin embargo, Smith e Ingram-Smith (2007) observaron que en el género Methanosaeta la 

activación del acetato es catalizada solo por la acetil-CoA sintetasa (Ec. 5). 

 
CH3COO¯ + CoA + ATP  CH3COSCoA + AMP + PPi (Ec. 5) 

 
1.3. Compuestos químicos recalcitrantes 

Desde un punto de vista biológico y evolutivo la aparición de nuevos compuestos con una 

extraordinaria estabilidad, o la movilización a formas bioactivas de los ya existentes, plantea 

el problema de su integración en los ciclos naturales de regeneración de los elementos, 

mediados por distintos tipos de microorganismos. La fisiología y el metabolismo microbiano 

son actualmente herramientas fundamentales de la biotecnología ambiental, ya que las rutas de 

degradación aerobia y anaerobia de numerosos contaminantes ambientales son conocidas en 

gran detalle. Esto permite el estudio metabólico con cepas específicas y la creación de nichos 

ecológicos que permiten la degradación de compuestos químicos recalcitrantes. 
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Un ejemplo de este tipo de compuestos son los utilizados para la elaboración de resinas 

poliméricas, entre los que destaca el acetato de vinilo. Estos compuestos se han utilizado 

indiscriminadamente y sin evaluar los futuros riesgos para la salud y su potencial 

contaminante. 

 

1.3.1. Acetato de vinilo 

Es un compuesto químico versátil con una gran importancia económica por la amplia variedad 

de sus aplicaciones industriales y comerciales. Por ello es considerado uno de los compuestos 

químicos más utilizado a nivel mundial (3.2 millones de toneladas al año). El monómero de 

acetato de vinilo (AV, CH3COOCH=CH2) es utilizado para la fabricación de una amplia 

variedad de polímeros sintéticos, incluyendo acetato de polivinilo, alcohol polivinílico, 

polivinil acetales, copolímeros de etileno y acetato de vinilo, alcohol vinílico de etileno, etc. 

Estos polímeros son utilizados en la elaboración de productos industriales y de consumo tales 

como: 

• Plásticos • Películas 
• Lacas • Diferentes tipos de adhesivos 
• Elastómeros • Tintas 
• Emulsiones a base de agua (pinturas) • Revestimientos de papel 
• Acabados y materiales de impregnación • Vidrios de seguridad 
• Pisos de baldosas • Pegamentos 
• Fibras acrílicas • Textiles 

 

El uso exacerbado del acetato de vinilo ha provocando serios problemas de contaminación en 

suelo, aire y cuerpos de agua naturales (ATSDR, 2008). Debido a su extendido empleo es 

frecuente su presencia en las aguas residuales, principalmente de la industria de resinas 

poliméricas. 

 

1.3.1.1. Propiedades del acetato de vinilo 

El AV es un éster de vinilo del ácido acético, transparente e incoloro, con un aroma dulce a 

frutas y sumamente inflamable. El vapor del acetato de vinilo es más denso que el aire, se 

puede polimerizar fácilmente por el calentamiento suave o bajo la influencia de luz o de 
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peróxidos y reacciona violentamente con oxidantes fuertes (ATSDR, 2008). La Tabla 2 

presenta sus principales propiedades físicas y químicas. 

 
Tabla 2. Propiedades físicas y químicas del acetato de vinilo (Mackay y col., 1995). 

Propiedad Valor 
Solubilidad en agua 25 g L-1 @ 20°C 

Peso molecular 86.09 g mol-1 

Temperatura crítica 246 ºC 
Presión crítica 39 atm 

Punto de ebullición 72.7 ºC 
Punto de fusión -92.8 ºC 

Calor de formación -495 kcal mol-1 

Gravedad específica 0.934 g mL-1 

Viscosidad 0.43 cps 
 

1.3.1.2. Efectos nocivos del uso del acetato de vinilo 

Como ocurre con todas las sustancias químicas, los efectos en la salud asociados a la 

exposición al AV dependen del nivel de exposición y de la duración. En humanos, los vapores 

del acetato de vinilo causan irritación en los ojos, enrojecimiento, dolor y quemaduras leves en 

la piel en contacto directo con la sustancia; además forma ámpulas y causa irritación del tracto 

respiratorio. El umbral de detección del olor está reportado alrededor de 0.5 mg L-1 y la 

concentración por evaporación a 20 °C que resulta ser nociva en el aire es de 21 mg L-1. Al ser 

inhalado provoca tos, jadeo y dolor de garganta; puede afectar a los pulmones, dando lugar a 

lesiones del tejido. En caso de ingesta se presentan síntomas como somnolencia y dolor de 

cabeza. Los efectos debidos a la exposición aguda en animales pueden ser la formación de 

edemas pulmonares y tumores cancerígenos, así como mutaciones genéticas en tracto 

respiratorio y digestivo (Owen, 1988). Este compuesto se considera altamente tóxico para los 

organismos acuáticos, ya que en concentraciones mayores a 100 mg L-1 puede llegar a ser letal 

(Prager, 1998). 

 

1.3.2. Eliminación biológica del acetato de vinilo 

Hay evidencias de que el AV puede ser eliminado biológicamente, ya sea por vía aerobia o vía 

anaerobia bajo condiciones metanogénicas (Prince y col., 1974; Chou y col., 1979). Aunque se 

ha reportado que bajo condiciones aerobias la velocidad de eliminación del AV es mayor, sin 

embargo la alta volatilidad del compuesto hace difícil su eliminación bajo estas condiciones. 
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1.3.2.1. Eliminación del acetato de vinilo bajo condiciones aerobias  

Nieder y col. (1990) estudiaron la eliminación microbiológica bajo condiciones aerobias del 

acetato de vinilo, con tres diferentes inóculos (suelo, lodos y sedimentos), evidenciando que 

sólo fue posible la hidrólisis a una velocidad de 550 mg g-1 peso seco h-1. Estos mismos 

autores dieron indicios de la ruta de degradación del acetato de vinilo con un cultivo axénico 

(bacteria V2) aislado de sedimentos, con AV como única fuente de carbono. En la Figura 4 se 

muestra que inicialmente el acetato de vinilo es hidrolizado a acetato y alcohol vinílico, éste 

último es oxidado a acetaldehído, el acetaldehído es posteriormente reducido a etanol, 

nuevamente el etanol es oxidado a acetaldehído y, finalmente, éste es oxidado a acetato. 
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Figura 4. Ruta aerobia de eliminación del AV por la bacteria V2. (1) Acetato de vinilo esterasa, (2, 3) aldehído 

deshidrogenasa y (4) alcohol deshidrogenasa (Nieder y col., 1990).  
 

Con base en esta ruta, es posible la formación de dos moles de acetato por mol de acetato de 

vinilo. Las reacciones de hidrólisis y oxidación del acetato de vinilo a acetato (Ec. 6) están 

acopladas a la reducción de NAD+. 

  

CH3COOCH=CH2 + NAD+ → 2CH3COO– + NADH + H+  ΔGº’ =-69.89 kJ/reacción (Ec. 6) 
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En un tratamiento biológico aerobio in situ para la eliminación de 12,000 galones de acetato 

de vinilo de un suelo contaminado, se observó que es posible la recuperación de etanol y 

acetato como productos de la hidrólisis del acetato de vinilo. De 22,000 mg kg-1 de acetato y 

3000 mg kg-1 de acetaldehído que se encontraban al inicio se logró reducirlos a 2.5 mg kg-1 y 

15 mg kg-1, respectivamente (Flathman y col., 1996). 

 

1.3.2.2. Eliminación del acetato de vinilo bajo condiciones metanogénicas 

En general se considera que el AV en altas concentraciones es un inhibidor de la 

metanogénesis. Chou y col. (1979) estudiaron la eliminación del AV bajo condiciones 

metanogénicas en cultivos en lote, dando evidencias de que en un intervalo de concentraciones 

de 40 a 1600 mg L-1 el AV fue consumido al 100% y con una alta velocidad, pero con la más 

alta concentración (1600 mg L-1) éste solo fue hidrolizado formando acetato, acetaldehído y 

etanol, sin la formación de CH4 y CO2. Stuckey y col. (1980) obtuvieron resultados similares 

al evaluar la eliminación del AV en cultivos en lote y semicontinuos. Los cultivos en lote 

mostraron que con concentraciones entre 200 y 400 mg L-1, no hubo disminución significativa 

en la velocidad específica de formación de CH4 y se evidenció que por cada mol de AV se 

produjeron 2.25 moles de CH4 y 1.75 moles de CO2. Sin embargo, en el bioensayo 

semicontinuo con 1000 mg L-1 de AV, hubo una disminución del 50% de la velocidad 

específica de formación de CH4 y el AV se acumuló como acetato. Nieder y col. (1990) 

aportaron algunas evidencias del efecto de 1700mg L-1 de AV en lodos metanogénicos, 

observando que al ser hidrolizado a acetato a una velocidad de 2 g g-1 SSV d-1, no hubo 

actividad de las enzimas acetato quinasa y fosfotransacetilasa, dos enzimas clave en la 

metanogénesis del acetato (Frimmer y Widdel, 1989; Schnürer y col., 1996; Schink, 1997), 

debido a que la formación de acetato (que es catalizada por la alcohol deshidrogenasa) está 

asociada con la fosforilación a nivel de sustrato.  

 

Las aguas residuales generadas durante la elaboración de resinas poliméricas que contienen 

AV, han sido tratadas anteriormente mediante procesos metanogénicos. Sin embargo, los 

reactores UASB presentaron una disminución de 42% en la velocidad específica de formación 

de metano al ser alimentados con velocidades de carga de 1250 y 2020 mg L-1 d-1 de AV 

(Dangcong y Xingwen, 1994; Araya y col., 1999 y 2000). Durán y col. (2008) evidenciaron 
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que al aumentar un 35% la velocidad de carga de AV (de 58 a 80 mg L-1 d-1) las velocidades 

de producción de CH4 y CO2 disminuyeron alrededor del 60%. En cultivos en lote, los mismos 

autores mostraron que es posible la eliminación de 41 mg L-1 de AV hasta CH4 y CO2, pero si 

se utilizan concentraciones superiores, no hay formación de CH4 y CO2. 

 

Estos resultados, en general, muestran las limitaciones en el tratamiento de aguas residuales 

con AV bajo condiciones metanogénicas y sólo sugieren que el AV en altas concentraciones 

inhibe la metanogénesis. Sin embargo, no se muestran evidencias suficientes sobre el efecto de 

este compuesto en la metanogénesis, las posibles consecuencias que tendría la afinidad del 

inóculo por el sustrato y el estudio fisiológico de la ruta mediante la cual se elimina este 

compuesto. 

 

1.3.2.3. Posible ruta de eliminación del acetato de vinilo por metanogénesis con oxígeno 

El análisis cinético de las reacciones de oxidación aerobia (Ec.7) y metanogénesis (Ec.8), 

muestran que la primera es más factible y estable, ya que su energía libre de Gibbs es mucho 

mayor.  

 

Oxidación aerobia del AV: 

CH3COOCH=CH2 + 11/2O2 → 4HCO3
– + H2O ΔGº’ =-2035 kJ/reacción  (Ec. 7) 

 

Metanogénesis del AV: 

CH3COOCH=CH2 + 4H2O → 2CH4 + 2HCO3
– + H2 + 2H+  ΔGº’ =-111.7 kJ/reacción (Ec. 8) 

 

Hay evidencias que sugieren que bajo condiciones aerobias la velocidad de eliminación de AV 

es diez veces mayor, al compararla con la eliminación bajo condiciones metanogénicas 

(Nieder y col., 1990). No obstante, la alta volatilidad del compuesto (63% en 24 horas) es la 

principal limitante para su eliminación bajo estas condiciones. Sin embargo, la adición de 

bajas concentraciones de oxígeno en sistemas anaerobios puede promover la mineralización y 

la metanogénesis del AV (Ec. 9) que desde el punto de vista cinético es más estable.  
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Mineralización y metanogénesis del AV: 

CH3COOCH=CH2 + 5/2O2 + 2H2O → CH4 + 3HCO3
– + 3H+ ΔGº’ =-216.3 kJ/reacción (Ec. 9) 

 

La ruta de eliminación de AV en los lodos metanogénicos en presencia de oxígeno (Figura 5), 

requiere de una hidrólisis inicial del AV y reacciones de oxidación y reducción sucesivas para 

dar lugar a la formación de dos moléculas de acetato, que pueden ser consumidas vía 

metanogénesis acetoclástica o pueden ser mineralizadas vía ciclo de Krebs.  

 

2CO2 + 2H2OCH3COOCH=CH2

2 CH3COO¯

CH4 + CO2

Hidrólisis

CH3CO2PO3
2-

CH3COSCoA

ATP

ADP

CoA

Pi

CH3CO2PO3
2-

CH3COSCoA

ATP

ADP

CoA

Pi

Ciclo de

Krebs

Metanogénesis 
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Figura 5. Ruta propuesta para la metanogénesis y mineralización del AV con lodos metanogénicos en presencia 

de oxígeno. 
 

1.4. Efecto del oxígeno en lodos metanogénicos 

A pesar de las ventajas que se han atribuido a los procesos metanogénicos para el tratamiento 

de aguas residuales industriales que contienen compuestos tóxicos o recalcitrantes, aún no se 

ha evaluado a detalle los posibles efectos del oxígeno disuelto sobre el rendimiento y 

estabilidad de estos sistemas. Se cree que en este tipo de sistemas la producción de CH4 se ve 

inhibida por la presencia de oxígeno, el cual puede estar presente en efluentes con baja 

concentración. Este efecto puede justificarse porque el oxígeno es presuntamente un 

compuesto tóxico para las arqueas metanogénicas, que son consideradas anaerobias estrictas, 

dada la falta de la enzima catalasa (Whitman y col., 1992; Lowe y col., 1993; García y col., 

2000). Sin embargo, hay evidencias que sugieren que los gránulos anaerobios dada su 

estructura pueden tolerar bajas concentraciones de oxígeno disuelto (menores que 2 mg L-1). 
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Una posible explicación a tal tolerancia de los lodos metanogénicos podría consistir en que los 

microorganismos facultativos o aerobios presentes en el gránulo consuman los sustratos con 

mayor velocidad, generando un alto poder reductor para que posteriormente las arqueas 

metanogénicas consuman los compuestos intermediarios. Estrada-Vázquez y col. (2003) 

estudiaron la tolerancia al oxígeno sobre la velocidad específica de formación de CH4 de lodos 

anaerobios suspendidos, en presencia y ausencia de un sustrato primario (sacarosa). El lodo 

incubado con 17.5 g L-1 sacarosa y expuesto a una demanda de oxígeno del 20% (3 mg L-1 de 

oxígeno disuelto), mostró una alta resistencia al efecto tóxico del oxígeno y una disminución 

en la velocidad específica de formación de CH4 del 50%. Cuando el lodo fue incubado sin 

fuente de carbono bajo las mismas condiciones, la tolerancia al oxígeno disminuyó. Ergüder y 

Demirer (2005) estudiaron el efecto de dos concentraciones de oxígeno disuelto (0.5 y 3.3 mg 

L-1) en la granulación de lodos metanogénicos en cultivos semicontinuos. Las pruebas se 

realizaron a una velocidad de carga de 500 mgCOD L-1 d-1 utilizando etanol, glucosa y acetato 

como sustratos, con 7.6 g L-1 de sólidos suspendidos de licor mezclado y 3.2 g L-1 de sólidos 

suspendidos volátiles de licor mezclado. Los resultados mostraron que con 3.3 mg L-1 de 

oxígeno disuelto y utilizando etanol como fuente de carbono, se promovió la formación en el 

inóculo de gránulos estables y de mayor tamaño (2-2.25 mm), por los procesos simultáneos de 

consumo de oxígeno y metanogénesis. 

 

Otra posible explicación para la resistencia al oxígeno es que los gránulos son un protector 

físico frente al oxígeno, debido a los gradientes de difusión en los agregados de la biomasa. 

Shen y Guiot (1996) estudiaron el efecto de la adición de diferentes concentraciones de O2 

disuelto (de 0.5 a 8.1 mg L-1) a lodos de reactores UASB de 1 y 5 L, utilizando un medio con 

75% de sacarosa y 25% de acetato como fuentes de carbono. En los primeros 90 días, con 0.5 

mg L-1 de oxígeno disuelto, no hubo cambios significativos en la velocidad específica de 

formación de CH4 y se evidenció la formación de biocapas formadas por microorganismos 

facultativos y aerobios en los gránulos, los cuales posiblemente mineralizaron más de un 30% 

del carbono. 

 

Kato y col. (1997) estudiaron mediante cultivos en lote el efecto del oxígeno en lodos 

granulares metanogénicos recolectados de reactores UASB y EGSB. Los resultados obtenidos 
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revelaron la alta tolerancia al oxígeno en los lodos granulares metanogénicos, ya que la 

demanda de oxígeno que causó un 50% de disminución en la velocidad específica de 

formación de CH4 fue del 41% (correspondiente a 6 mg L-1 de oxígeno disuelto). Al evaluar 

parámetros como el tamaño de gránulo, la velocidad de respiración de las bacterias 

facultativas, el régimen de agitación y el tipo de sustrato, se evidenció que la velocidad de 

respiración de las bacterias facultativas fue el mecanismo de tolerancia al oxígeno, 

posiblemente porque las bacterias facultativas consumen rápidamente el oxígeno disuelto, 

creando micronichos anaerobios hacia dentro del gránulo que protegen a las arqueas 

metanogénicas (Figura 6). 
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Figura 6. Modelo de gránulo formado por la adición de bajas concentraciones de oxígeno disuelto a lodos 
metanogénicos (Kato y col., 1997). 

 

1.5. Efecto del oxígeno en cultivos axénicos de arqueas metanogénicas 

Fetzer y col. (1993) estudiaron el efecto de la exposición de cultivos axénicos de 

Methanosarcina barkeri y dos nuevas cepas de los géneros Methanosarcina y 

Methanobacterium aisladas de campos de arroz con células en suspensión (0.27 mg proteína 

mL-1) en presencia de una corriente de aire de 3.5 L min-1 (1.5 mg de O2 L-1). Se observó que 

la velocidad específica de formación de CH4 disminuyó un 75% después de 200 días de 

exposición, pero no afectó la viabilidad celular de estos cultivos. La disminución pudo estar 

relacionada con un efecto negativo sobre la coenzima F420. Tholen y col. (2007) evidenciaron 

que algunas especies de arqueas metanogénicas del género Methanobrevibacterium son 
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capaces de reducir el oxígeno molecular y producir CH4 simultáneamente. Con la adición de 

oxígeno a un cultivo de arqueas metanogénicas en suspensión la velocidad específica de 

formación de CH4 no disminuyó significativamente, ya que la coenzima F420 fue transformada 

a factor F390 con la finalidad de mantener la viabilidad celular y el proceso respiratorio en el 

cultivo axénico de arqueas metanogénicas (Kiener y col., 1987). Gerritse y Gottschal (1993) 

trabajaron con cultivos mixtos en lote de una cepa aerobia con dos arqueas metanogénicas 

Methanobacterium formicicum y Methanosarcina barkeri en presencia de bajas 

concentraciones de oxígeno, se observó que aún bajo estas condiciones estas arqueas son 

capaces de crecer y participar en el proceso, cuando se encuentran en asociación con bacterias 

aerobias. 

 

1.6. Sistemas anaerobios con bajas concentraciones de oxígeno 

El tratamiento de las aguas residuales municipales e industriales se ha realizado por 

tratamientos anaerobios (bajo condiciones metanogénicas, sulfatorreductoras o 

desnitrificantes) o aerobios (lodos activados o lechos bacterianos) o por combinaciones en 

serie de estos tratamientos (Tezel y col., 2001; Buitrón y col., 2003; Melgoza y col., 2004; 

Frigon y col., 2009). Sin embargo, en la búsqueda de nuevas alternativas para el tratamiento 

biológico de aguas residuales en los últimos años se ha estudiado la posibilidad de acoplar los 

procesos respiratorios anaerobios y aerobios en un mismo sistema (Gerritse y Gottschall, 

1993; John y Schügerl, 1996; Durán y col., 2008). El funcionamiento de estos sistemas se basa 

en la distribución de agregados microbianos, como biopartículas de lecho fluidizado o 

gránulos. Los agregados microbianos utilizan al oxígeno y al CO2 como aceptores de 

electrones, ya que permiten la actividad metabólica de los ambientes aerobio y anaerobio, por 

lo que la periferia de los gránulos está conformada por bacterias aerobias o facultativas y en 

las capas internas de los gránulos se encuentran bacterias anaerobias y arqueas metanogénicas. 

Algunas de las ventajas de estos sistemas son: a) la eliminación completa de compuestos 

químicos que requieren diversos aceptores, b) procesos respiratorios desasimilativos con bajo 

crecimiento de biomasa y c) la inversión y los costos operacionales son reducidos (Shen y 

Guiot, 1996; Kato y col., 1997). 
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Un ejemplo de esto son los sistemas metanogénicos con bajas concentraciones de oxígeno, los 

cuales han ampliado su estudio porque proporcionan resultados favorables en la eliminación 

de una amplia grama de compuestos químicos. Durán y col. (2008) vieron que los compuestos 

de resinas poliméricas, entre ellos el AV, pueden ser consumidos a una mayor velocidad en un 

reactor UASB  en presencia de 1 mg L-1 d-1 de oxígeno disuelto. Sin embargo, existe poca 

información sobre el papel del oxígeno en el proceso respiratorio. Es necesario entonces, 

explicar esta interrogante y ampliar los conocimientos sobre estos sistemas, ya que hasta la 

fecha son pocos lo estudios que se han realizado sobre el tema. En la Tabla 3 se muestras 

algunos ejemplos de procesos metanogénicos con bajas concentraciones de oxígeno utilizados 

en la remoción de compuestos químicos industriales que requieren los ambientes aerobio y 

anaerobio para ser eliminados completamente. 

 
Tabla 3. Ejemplos de sistemas metanogénicos con bajas concentraciones de oxígeno disuelto (OD) para el 

tratamiento de compuestos químicos industriales. 

Sistema Inóculo Condiciones 
de operación Compuesto Resultados Referencia 

Fermentador 
Airlift 

Biomasa inmovilizada 
en alginato 
(Enterobacter cloacae y 
Alcaligenes sp)  
 

T = 30 ºC 
OD= 0.15 L 
min-1 

4-cloro-2-nitrofenol 
(43.6 mg L-1) 

93% de 
eliminación  

Kudlich y 
col. (1996) 

Reactor UASB 
hibrido 

Lodo granular 
metanogénico 

T=35 ºC 
TRH=2 días 
OD=1.2 y 2.5 
LO2 LR

-1 d-1 
 

Pentaclorofenol (5-137 
mg LR

-1 d-1) 
Mineralización 
total 

Macarie y 
Guiot (1996) 

Reactor UASB Células inmovilizadas 
en Quitosano-
lignosulfonato 

T=30 ºC 
TRH=2.1 días 
OD=1.6-2.0 
LO2 LR

-1
 d-1 

 

Aroclor 1242 (10 mg 
LR

-1 d-1) 
81-84% de 
eliminación 

Tartakovsky 
y col. (2001) 

Filtro de lecho 
ascendente  

Gránulos de bacterias 
metanotróficas 
inmovilizadas en 
quitosano 
 

T=25 ºC 
TRH=17-20 
horas 
OD=4.9 LO2 
LR

-1 d-1 
 

Tetracloroetileno (14.3-
42.9 mg LR

-1 d-1) 
88% de 
eficiencia de 
decloración 

Gerritse y col 
(1995) 

Reactor de 
lecho 
empacado  

Gránulos y 
comunidades aerobias 
inmovilizadas en k-
carragenina/gelatina 

T=35 ºC 
TRH=1 h 
OD=3 LO2 LR

-1 
d-1 
 

2,4,6-Triclorofenol 
(101 mg LR

-1 d-1) 
Mineralización 
total 

Gardin y col. 
(2001) 

Reactor UASB Lodos granulares 
metanogénicos  

T=35 ºC 
TRH= 1 y 4 
días 
OD=5 mg L-1 
 

Acetamida (3.4-13.4 g 
L-1 d-1)  

53.3 a 96.2% de 
eliminación  

Guyot y col. 
(1995) 

Reactor UASB 
y cultivos en 
lote 

Lodos granulares 
metanogénicos 

T=35 ºC 
TRH=1 día 
OD=0.6-1 mg 
L-1 d-1 

AV, ácido acrílico, 
butil acrilato, estireno y 
metil acrilato (1.5 g 
DQO/L·d) 

73 y 80 % de 
eliminación de 
los acrilatos, 
AV y estireno 

Durán y col. 
(2008) 
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Cuando se respondan las interrogantes sobre los sistemas metanogénicos en  presencia de 

oxígeno, se podrá aportar información novedosa para el tratamiento de aguas residuales 

industriales que contengan bajas concentraciones de compuestos tóxicos y recalcitrantes. 

 

1.7. Dinámica poblacional de cultivos en continuo 

El uso de herramientas moleculares para el estudio de la dinámica poblacional de cultivos en 

continuo tiene la finalidad de identificar los cambios poblacionales y entender el papel de los 

microorganismos en los diversos sistemas. Sin embargo, en ocasiones estas técnicas no 

aportan las suficientes evidencias para sostener este supuesto y es necesario complementarlas 

con otras variables de respuesta de carácter fisiológico o metabólico. Los avances en las 

técnicas moleculares pueden proporcionar herramientas para seguir la estructura y dinámica de 

una comunidad, así como caracterizar los microorganismos de muestras ambientales y 

reactores biológicos. No obstante, es necesario seleccionar un método molecular apropiado 

para el estudio de las comunidades en consorcios microbianos. Algunos de los métodos más 

utilizados son la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (por sus siglas en inglés, 

DGGE), hibridación in situ por fluorescencia (por sus siglas en inglés, FISH), reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real (por sus siglas en inglés, RT-PCR), etc. 

 

La DGGE es una técnica de rastreo molecular, debido a que permite discernir diferencias o 

composiciones discretas entre moléculas de DNA de complejidad variable; por ejemplo, en 

fragmentos de DNA del mismo tamaño es posible discernir entre pequeñas variaciones en el 

contenido de GC de diferentes secuencias. Esta técnica en conjunto con la secuenciación de 

los fragmentos de DNA, ofrece la posibilidad de analizar los géneros y especies de los 

microorganismos presentes en comunidades complejas (Chan y col., 2001; Roest y col., 2005). 

Esta técnica permite la separación de bandas de DNA de igual tamaño (peso molecular) pero 

que difieren en una sola base en la secuencia del DNA. Por consiguiente, esta técnica es 

apropiada para obtener secuencias específicas generadas a partir de una mezcla compleja. 

Idealmente, el perfil electroforético (definido por el número de bandas) reflejará la abundancia 

relativa de miembros diferentes de una comunidad microbiana (Muyzer y col., 1993; Felske y 

col., 1997), por lo que es altamente recomendada para determinar la filogenia de los miembros 

de las comunidades (Ferris y col., 1996; Watanabe y col., 2000). 
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En la naturaleza, los microorganismos suelen vivir en consorcios vinculados a estructuras 

como los biofilms, flóculos o gránulos (Costerton y col., 1995). Bajo estas condiciones, los 

microorganismos se sitúan en un entorno heterogéneo con gradientes de nutrientes y productos 

de desecho, como consecuencia de procesos de difusión y transporte de masa, por lo que es de 

esperar que esta heterogeneidad se refleje en la fisiología de las células individuales. Por 

ejemplo, en los reactores metanogénicos utilizados en el tratamiento de aguas residuales, 

existe una gran variedad de microorganismos que consumen la materia orgánica (Speece, 

1996). Algunos estudios señalan una baja diversidad de especies en ecosistemas abiertos, 

como resultado de la presión selectiva de donadores de electrones particulares (Tirola y col., 

2002), aceptores de electrones (Von Canstein y col., 2002), o inhibidores (Nyman y col., 

1999). 

 

En este sentido, parece que la diversidad microbiana de estos sistemas provee un reservorio de 

cepas con nichos ecológicos complementarios que mejoran la estabilidad y desarrollo de 

sistemas como los biorreactores, bajo condiciones ambientales cambiantes (Von Canstein y 

col., 2002), o bien la posibilidad de formar interacciones entre grupos microbianos para 

aumentar la eficiencia y capacidad metabólica (Fernández y col., 2000). Sin embargo, existen 

trabajos como el reportado por García-Saucedo y col. (2008) en donde no hubo dependencia 

alguna entre el proceso respiratorio y la dinámica de las poblaciones.  

 

La caracterización y cuantificación de las poblaciones microbianas en sistemas biológicos es 

de gran importancia, ya que nos permite entender mejor estos sistemas. La dinámica de las 

poblaciones nos permite relacionar la estabilidad fisiológica con la composición microbiana, 

es decir, si un ecosistema funcionalmente estable implica necesariamente una comunidad 

constante o si una comunidad variable implica variaciones en el patrón respiratorio. Trabajos 

relacionados con este tema, presentan diferentes escenarios. Fernández y col. (1999) 

estudiaron mediante DGGE y secuenciación la estructura de las comunidades de arqueas y 

bacterias en un reactor metanogénico en continuo alimentado con glucosa en estado 

estacionario, observando que el dominio Archaea no varió significativamente y que la 

variación microbiana fue observada en el dominio Bacteria. Al evaluar la respuesta 

respiratoria se evidenció que el sistema se mantuvo funcionalmente estable, tal vez debido a la 
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influencia de las variaciones poblacionales del género Bacteria. Oude Elferink y col. (1998b) 

estudiaron las interacciones competitivas y sintróficas entre grupos de microorganismos 

sulfatorreductores, metanógenos y acetógenos en reactores en continuo. Estos autores 

evaluaron métodos clásicos de aislamiento de microorganismos y DGGE con secuenciación 

para caracterizar la composición de los lodos anaerobios, y observaron que la combinación de 

los métodos de caracterización microbiológica clásicos y los métodos moleculares 

demostraron ser de gran utilidad para estudiar la dinámica poblacional de los lodos anaerobios 

en reactores en continuo. Es por esto que las técnicas moleculares para determinación de la 

dinámica poblacional, como son DGGE y secuenciación (Muyzer y col., 1993; Nielsen y col., 

1999), son de gran utilidad para estimar de forma rápida la diversidad microbiana y la 

composición de una comunidad (Amann y col., 1995).  
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1. JUSTIFICACIÓN 
El uso indiscriminado del acetato de vinilo ha generado problemas para la salud y 

contaminación ambiental. Las aguas residuales contaminadas por acetato de vinilo han sido 

tratadas por sistemas biológicos anaerobios bajo condiciones metanogénicas, sin embargo hay 

reportes de las bajas eficiencias de eliminación e inestabilidad de estos sistemas, sin que se 

aporten evidencias del efecto de este compuesto sobre el proceso respiratorio metanogénico. 

 

Se ha observado que es posible la eliminación de una amplia gama de compuestos químicos 

recalcitrantes, adicionando bajas concentraciones de oxígeno a reactores metanogénicos. 

Existen reportes que evidencian la eliminación de compuestos de resinas poliméricas, entre 

ellos el acetato de vinilo, en sistemas metanogénicos con oxígeno, pero no se ha caracterizado 

cuantitativamente el comportamiento metabólico utilizando las variables de respuesta 

adecuadas para entender el papel del oxígeno, y tampoco se ha estudiado la dinámica de las 

poblaciones microbianas participantes. 

 

En consecuencia, en el presente trabajó se realizó un estudio de ciencia básica, utilizando el 

acetato de vinilo como una molécula modelo aparentemente tóxica, para entender el efecto de 

este compuesto sobre la fisiología del proceso respiratorio metanogénico, el papel que juegan 

del oxígeno y la glucosa en la eliminación del acetato de vinilo y la dinámica de las 

poblaciones microbianas participantes. La finalidad del trabajo es ampliar el conocimiento del 

proceso de eliminación del acetato de vinilo bajo estas condiciones, y aportar evidencias que 

permitan la implementación de los sistemas anaerobios con bajas concentraciones de oxígeno 

como una nueva alternativa para la eliminación de compuestos químicos recalcitrantes. 
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo general 

Estudiar la fisiología y la dinámica poblacional del proceso metanogénico en presencia de 

oxígeno para la eliminación de acetato de vinilo. 

 

2.2. Objetivos particulares 

 

1. Evaluar y analizar el efecto del acetato de vinilo en la metanogénesis. 

 

2. Evaluar y analizar el efecto del oxígeno en el proceso respiratorio metanogénico. 

 

3. Evaluar y analizar el efecto de la glucosa en la eliminación de acetato de vinilo. 

 

4. Evaluar y analizar la dinámica de las poblaciones microbianas participantes en la 

eliminación del acetato de vinilo. 
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3. HIPOTESIS 

 
Hipótesis 1: El acetato de vinilo inhibe la metanogénesis acetoclástica. 

 

Hipótesis 2: La adición de oxígeno a un consorcio microbiano metanogénico favorece la 

metanogénesis y mineralización del acetato de vinilo. 

 

Hipótesis 3: La glucosa favorece la metanogénesis y mineralización del acetato de vinilo. 

 

Hipótesis 4: El acetato de vinilo y el oxígeno modifican las poblaciones presentes en los 

lodos. 
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1. ESTUDIO FISIOLÓGICO DE ELIMINACIÓN DEL ACETATO DE 
VINILO POR LODOS METANOGÉNICOS: INFLUENCIA DEL 
ACETATO DE VINILO Y DEL ACETATO 
 
1.1. Resumen 

En este trabajo se estudió la eliminación de acetato de vinilo (AV) en un cultivo en continuo, y 

se evaluó mediante cultivos en lote el efecto del AV sobre la metanogénesis y el consumo de 

acetato (Ac). El ensayo en continuo se realizó con un reactor de flujo ascendente de lecho de 

lodos anaerobios (UASB, por sus siglas en ingles) de 1.5L que fue operado a una temperatura 

de 30±2 ºC, con un tiempo de residencia hidráulica (TRH) de 1 día, una concentración inicial 

de inóculo de 33.5 g sólidos suspendidos volátiles (SSV) L-1, una relación carbono/nitrógeno 

de 50 y una alimentación con una mezcla de carbono de AV (C-AV) y carbono de glucosa (C-

G) a dos velocidades de carga: 34 mg C-AV L-1 d-1 (100 mg DQO L-1 d-1) + 338 mg C-G L-1 d-

1 (900 mg DQO L-1 d-1) (AV1), y 85 mg C-AV L-1 d-1 (250 mg DQO L-1 d-1)+ 281 mg C-G L-1 

d-1 (750 mg DQO L-1 d-1) (AV2). Los ensayos en lote se realizaron con botellas serológicas de 

60 mL, a una temperatura de 30±2 ºC, una relación carbono orgánico total (COT)/SSV de 2 y 

con los SSV del reactor UASB en régimen estacionario como inóculo. Mediante estos cultivos 

se evaluaron diferentes concentraciones de AV (de 0 a 341 mg C-AV L-1) y de acetato (de 0 a 

200 mg C-Ac L-1). Las variables de respuesta evaluadas fueron: eficiencia de consumo del 

COT (ECOT), rendimientos (Y), velocidades volumétricas de consumo (rS), producción (rP) y 

las velocidades específicas de consumo de AV (qAV) y de formación de acetato (qAc) y metano 

(qCH4). 

 

Los resultados del reactor UASB mostraron que al cambiar de AV1 a AV2, un aumento de 

150% en la velocidad de carga de AV, modificó el comportamiento del lodo. La ECOT 

disminuyó un 45%, por acumulación del 48% de acetato y la rCH4 disminuyó un 49%. Los 

resultados negativos aparentemente están ligados al aumento de la velocidad de carga de AV 

(2.5 veces). Sin embargo, la eficiencia de consumo de AV fue siempre del 100%. Esto sugiere 

que los efectos negativos no estuvieron vinculados con el aumento en la velocidad de carga de 
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AV, sino con la disminución en la capacidad metanogénica relacionada con el consumo del 

acetato y la modificación de la ruta metabólica. 

 

En los ensayos en lote se evaluó el papel del AV en el proceso respiratorio metanogénico 

durante 98 horas en el intervalo de 0 a 341 mg C L-1. Se evidenció una aparente relación entre 

la disminución en la velocidad específica de formación de CH4 y la velocidad específica de 

formación de acetato, por lo que bajo estas condiciones la formación de CH4 a partir de acetato 

es lenta, debido a la baja afinidad del lodo metanogénico por el acetato. Se evaluó también la 

metanogénesis en función de la concentración del acetato, utilizando como inóculo el lodo del 

reactor UASB en régimen estacionario, cuando fue alimentado con glucosa y después de estar 

expuesto al AV. De esta forma se evidenció que la velocidad específica de consumo de acetato 

(qAc), como una función de la concentración de acetato tuvo un perfil de Monod en ambos 

ensayos. Sin embargo, la velocidad máxima de consumo de acetato (qAc,max) disminuyó un 

69% y la KS aumentó un 15%, después de exponer los lodos del reactor al AV. Estos 

resultados confirman que el AV provocó la disminución de la velocidad de consumo pero no 

modificó la ruta de consumo del acetato.  

 

En este resumen se presentan de forma general los principales aportes del estudio de 

eliminación del acetato de vinilo bajo condiciones metanogénicas, a continuación se presentan 

mayores detalles sobre los antecedentes, la metodología y la discusión de los resultados 

obtenidos. 

 
1.2. Antecedentes  

El AV es un compuesto químico volátil utilizado a gran escala en la fabricación de adhesivos, 

textiles, emulsiones y resinas para pinturas, por lo que su uso ha provocado serios problemas 

de contaminación en suelos, aire y cuerpos de agua naturales. En concentraciones mayores a 

60 mg C L-1 puede llegar a ser letal para varios organismos (Prager, 1998; ATSDR, 2008). 

Debido a su extendido empleo es frecuente su presencia en las aguas residuales, 

principalmente las de la industria de resinas poliméricas. Estas aguas ya han sido tratadas 

previamente mediante procesos metanogénicos; así se ha observado en reactores UASB que la 



CCAAPPIITTUULLOO    IIIIII  

 

  
41 

alimentación entre 63 y 102 mg C L-1 d-1 de AV provocan una disminución del 42% en la 

velocidad específica de producción de metano (Dangcong y Xingwen, 1994; Araya y col., 

1999 y 2000). Durán y col. (2008) evidenciaron que al aumentar de 32 a 44 mg C L-1 d-1 la 

velocidad de carga de AV, las velocidades de producción de CH4 y CO2 disminuyeron 

alrededor del 60%. En cultivos en lote, los mismos autores mostraron que sólo con 

concentraciones menores a 23 mg C L-1 fue posible la eliminación del AV hasta CH4 y CO2. 

Chou y col. (1979) y Stuckey y col. (1980), realizaron estudios sobre la eliminación del AV en 

el intervalo desde 22 a 893 mg C L-1 bajo condiciones metanogénicas en cultivos en lote, y 

observaron que es posible el consumo del 100%, aunque con las altas concentraciones 

utilizadas hubo acumulación de acetato y acetaldehído, sin formación significativa de CH4 y 

CO2. Todos estos resultados sugieren que el consumo del AV bajo condiciones metanogénicas 

se ve afectado negativamente a altas concentraciones del compuesto. 

 

Nieder y col. (1990) dieron indicios de la ruta de eliminación del AV bajo condiciones 

metanogénicas, sugiriendo que inicialmente ocurre una hidrólisis del AV dando lugar a la 

formación de alcohol vinílico y acetato (Ec.1), el alcohol vinílico es oxidado posteriormente a 

acetaldehído (Ec.2). Hay evidencias de que la presencia de bajas concentraciones de 

acetaldehído inducen la acumulación de acetato e inhiben la metanogénesis acetoclástica 

(Dwyer y Tiedje, 1983 y 1986). El acetaldehído puede ser posteriormente oxidado a acetato 

(Ec.3). La reacción de oxidación de acetaldehído a acetato es catalizada por la acetaldehído 

deshidrogenasa y está acoplada a la reducción de NAD+, sin embargo esta reacción no está 

asociada con la fosforilación a nivel de sustrato. Se ha observado que cuando esta reacción 

sucede no hay actividad de las enzimas acetato quinasa y fosfotransacetilasa, dos enzimas 

clave en la metanogénesis acetoclástica (Frimmer y Widdel, 1989; Schnürer y col., 1996; 

Schink, 1997). Finalmente, el acetato es consumido por las bacterias metanogénicas (Ec.4). La 

velocidad de consumo de acetato bajo condiciones metanogénicas está relacionada con el 

género microbiano presente en el inóculo. Los géneros Methanosarcina y Methanosaeta son 

los más frecuentes consumidores de acetato, sin embargo estos géneros tienen diferentes 

constantes de afinidad (KS) por este sustrato, siendo mayor para el segundo (Conrad, 1999; 
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Schmidt y Ahring, 1999). Las ecuaciones siguientes muestran las reacciones estequiométricas 

y la energía libre estándar (ΔGº’) para la metanización de AV: 

 

CH3CO2CH:CH2+H2O → CH2:CHOH+CH3COO− + H+     ΔGº’=−55.0 kJ/reacción (Ec.1) 

CH2:CHOH → CH3CHO              ΔGº’=+3.80 kJ/reacción (Ec.2) 

CH3CHO + H2O → CH3COO− + H+ + H2            ΔGº’=−32.2 kJ/reacción (Ec.3) 

2CH3COO− + 2H2O → 2CH4 + 2HCO3
−            ΔGº’=−28.3 kJ/reacción (Ec.4) 

 

 

La fermentación de la glucosa provee un mayor flujo de electrones (Chidthaisong & Conrad, 

2000), siendo un efector positivo en la metanogénesis de compuestos químicos recalcitrantes. 

Hendriksen y col. (1991), Garibay-Orijel y col. (2005) y Duran y col. (2008) observaron que 

la glucosa puede funcionar como donador o aceptor de electrones para lograr la metanogénesis 

de compuestos recalcitrantes como acrilatos, estireno, acetato de vinilo, triclorofenol y 

pentaclorofenol. Sin embargo, faltan evidencias que ayuden a entender mejor el papel de la 

glucosa en la metanogénesis de este tipo de compuestos. En la ecuación 5 se muestra la 

reacción estequiométrica para la metanogénesis de la glucosa en consorcios microbianos. 

 
C6H12O6 + 4H2 → 4CH4 + 2HCO3

− + 2H+   ΔGº’ = −399.4 kJ/reacción (Ec.5) 
 

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la velocidad de carga de AV sobre el 

proceso metanogénico en presencia de glucosa en un reactor UASB en régimen estacionario; 

así como evaluar el efecto de la concentración inicial de AV en el proceso metanogénico y la 

determinación de los parámetros cinéticos para la metanogénesis del acetato, mediante 

cultivos en lote. Para evaluar ambos cultivos se midieron los cambios a través de eficiencias 

de consumo, velocidades específicas y volumétricas de consumo y de producción. La finalidad 

del trabajo fue aportar evidencias que permitan entender el proceso metanogénico en presencia 

del acetato de vinilo. 
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1.3. Materiales y Métodos 

1.3.1. Métodos 

La cuantificación de los sólidos suspendidos totales (SST) y los sólidos suspendidos volátiles 

(SSV) en el inóculo, se realizaron de acuerdo con APHA (2005). Se cuantificó la producción 

de biogás usando columnas con solución salina saturada (300 g NaCl L-1) con pH de 2. El 

carbono orgánico total (COT) fue cuantificado utilizando un analizador de carbono total 

(TOC-5000 Shimadzu). Se cuantificaron AV, Ac y AcCHO mediante cromatografía de gases 

con detector de ionización de flama (FID) empleando una columna AT-1000 (0.53mm x 

1.2mm x 10m), con temperaturas de 120 °C para el horno, 130 °C para el inyector y 150 °C 

para el detector, y con nitrógeno como gas acarreador a un flujo de 6.6 mL min-1. Se cuantificó 

la composición del biogás (CH4 y CO2) por cromatografía de gases con detector de 

conductividad térmica (TCD) empleando una columna de Carbosphere 80/100, con 

temperaturas de 140 ºC para la columna, 190 ºC para el detector, 170 ºC para el inyector y 

utilizando helio a un flujo de 25 mL min-1 (Durán y col., 2008). 

1.3.2. Cultivo en continuo 

Se utilizó un reactor UASB de 1.5 L de volumen útil, inoculado con 0.5 L de un lodo 

procedente de un digestor anaerobio que trataba aguas residuales de resinas poliméricas 

(Duran y col., 2008). El reactor UASB fue operado a una temperatura de 30±2 ºC, un tiempo 

de residencia hidráulica (TRH) de 1 día, una concentración inicial de inóculo de 33.5 g SSV L-

1 y una relación C/N de 50. La alimentación del reactor consistió del siguiente medio basal (g 

L-1): NaH2PO4·H2O, 0.703; NH4Cl, 0.028; KCl, 0.5; MgSO4·7H2O, 0.111; CaCl2·2H2O, 0.1 y 

NaCl, 0.297. El medio basal fue inicialmente mezclado con glucosa para tener una velocidad 

de carga de 375 mg C L-1 d-1. Posteriormente, los reactores fueron alimentados con AV (C-

AV) más glucosa (C-G), a dos diferentes velocidades de carga (Tabla 1.1). 

 
Tabla 1.1. Velocidades de carga de carbono para los sustratos alimentados a reactor UASB. 

Compuesto AV1 (mg L-1 d-1) Carbono (%) AV2 (mg L-1 d-1) Carbono (%)
C-AV 34 9.1 85 23.2
C-G 338 90.9 281 76.8 
Total 372 100 366 100 

C-AV, Carbono de acetato de vinilo; C-G, Carbono de glucosa; 
AV1, Primera velocidad de carga con AV; AV2: Segunda velocidad de carga con AV  
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1.3.3. Ensayos en lote 

Se realizaron dos ensayos en lote por duplicado, en botellas serológicas de 60 mL con 40 mL 

de medio de cultivo, a una temperatura de 30±2 ºC y una relación COT/SSV de 2. Los SSV 

para inocular las botellas fueron tomados del reactor UASB en régimen estacionario. La 

composición del medio basal utilizado en los ensayos en lote fue similar al utilizado para la 

alimentación de reactor UASB. Mediante estos ensayos se evaluaron: 

 

a) La eliminación de diferentes concentraciones de AV (mg C-AV L-1): 0(control), 34, 85, 

170, 255 y 341. En la prueba control con 0 mg C-AV L-1 se utilizó glucosa a una 

concentración de 375 mg C L-1. 

 

b) La metanogénesis del acetato (mg C-Ac L-1): 0(control), 15, 30, 60, 90, 150 y 200. 

Utilizado lodos del reactor UASB antes y después de haber estado expuestos al AV. 

 

1.3.4. Variables de respuesta 

El reactor en continuo y los cultivos en lote fueron evaluados mediante el cálculo de variables 

de respuesta tales como: eficiencia de eliminación del COT (ECOT (%) = [mg COT consumido 

mg-1 COT alimentado] * 100), rendimientos de productos (YP/S = mg carbono de producto 

formado mg-1 carbono de sustrato consumido), velocidades volumétricas de consumo de 

sustratos (rS = mg carbono de sustrato consumido L-1 d-1), velocidades volumétricas de 

formación de productos (rP = mg carbono de producto formado L-1 d-1). Para los cultivos en 

lote se determinaron las velocidades específicas de consumo de acetato (qAc = g C-Ac g-1 SSV 

d-1) y de formación de metano (qCH4 = g C-CH4 formado g-1 SSV d-1). 

 

1.4. Resultados y Discusión 

1.4.1. Cultivo en continuo  

El reactor UASB fue inicialmente alimentado con glucosa a una velocidad de carga de 375 mg 

C L-1 d-1. Bajo estas condiciones, la eficiencia de remoción de la glucosa fue de 98±4%, con 

una velocidad de consumo de 374±11 mg C L-1 d-1, una velocidad de formación de CH4 de 

184±6 mg C-CH4 L-1 d-1 y rendimientos de 0.50 para CH4 y 0.48 para CO2. Estos resultados 
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muestran que el lodo del reactor inicialmente se encontraba en condiciones metabólicas 

adecuadas y se alcanzaron valores similares a los estequiométricos para la metanogénesis de la 

glucosa (de acuerdo con la Ecuación 5). Con base en las condiciones descritas anteriormente, 

se modificó la alimentación del reactor UASB a una mezcla de glucosa y AV (AV1, Tabla 1.1). 

Durante los primeros 40 días de operación bajo estas condiciones, el reactor mostró 

variaciones significativas en la eliminación de carbono y la producción de CH4 (coeficientes 

de variación del 23 y el 33%, respectivamente). Después de este período, se alcanzó el 

régimen estacionario con coeficientes de variación del 6%. Bajo estas condiciones, el balance 

de carbono fue el siguiente: 

 

34 mgC-AV L-1 d-1 + 338 mgC-G L-1 d-1 → 25 mgC-Ac L-1 d-1 + 149 mgC-CH4 L-1 d-1 + 139 

mgC-CO2 L-1 d-1 + 5 mgC-Biomasa L-1 d-1 + 50mgC-G L-1 d-1    (Ec.6) 

 
Con AV1, el 91% del carbono consumido fue eliminado como CH4 y CO2 con rendimientos 

para Ac, CH4 y CO2 de 0.08, 0.47 y 0.44, respectivamente, lo que indica que el proceso 

respiratorio fue claramente metanogénico. Sin embargo, al modificar las velocidades de carga 

a 85 mg C-AV L-1 d-1 y 281 mg C-G L-1 d-1 (AV2, Tabla 1.1), el metabolismo del lodo cambió, 

como se muestra en el siguiente balance de carbono:  

 

85 mgC-AV L-1 d-1 + 281 mgC-G L-1 d-1 → 136 mgC-Ac L-1 d-1 + 20 mgC-AcCHO L-1 d-1 + 

76 mgC-CH4 L-1 d-1 + 45 mgC-CO2 L-1 d-1 + 8 mgC-Biomasa L-1 d-1 + 73 mgC-G L-1 d-1 (Ec.7) 

 

Cuando se modificaron las velocidades de carga, particularmente por el incremento de un 

150% en la carga de AV, se observó una disminución de 53 y 68% en la producción de CH4 y 

CO2 respectivamente, debido al aumento en la acumulación de acetato y a la aparición de 

acetaldehído (Ver Ecuación 7 y Figura 1.1). El efecto negativo sobre la metanogénesis está 

aparentemente relacionado con el aumento en la velocidad de carga de AV (2.5 veces mayor), 

sin embargo la eficiencia de consumo de AV fue siempre del 100%. Esto evidenciaría que la 

disminución de la metanogénesis no está relacionada con el incremento en la velocidad de 
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carga de AV, como ha sido reportado en otros trabajos (Stuckey y col., 1980; Nieder y col., 

1990), sino con la acumulación de acetato. 

 

Con AV1 y AV2, se observó una acumulación de acetato en el reactor UASB, pero la velocidad 

de producción de acetato aumentó casi 6 veces con la segunda velocidad de carga alimentada. 

Nieder y col. (1990) proponen que la ruta metabólica para el consumo del AV puede 

modificarse con la concentración de sustrato, lo que podría explicar que un cambio de AV1 a 

AV2 causara un aumento significativo en la velocidad de hidrólisis del AV, pero con una lenta 

metanogénesis del acetato. Sin embargo, bajo estas condiciones no es posible atribuir la 

disminución en la producción de metano a un efecto inhibidor del acetato, ya que la velocidad 

de acumulación de este intermediario es inferior a 1200 mg C-Ac L-1 d-1, concentración que ha 

sido reportada como inhibitoria para la metanogénesis (Ferry, 1992). Esto sugeriría que la 

metanogénesis posiblemente disminuyó debido a una baja afinidad de los lodos 

metanogénicos por este compuesto. 

 

Al comparar la eficiencia de consumo del COT y las velocidades de formación de acetato y 

CH4 en el reactor, al ser alimentado con glucosa y en presencia de AV (Figura 1.1), se observó 

que al ser alimentado con glucosa se obtuvieron los valores más altos para la ECOT y rCH4. Con 

AV1 estas variables disminuyeron un 8 y un 19% respectivamente, y la rAc fue baja, debido que 

el CH4 producido fue por el consumo de las dos fuentes de carbono (AV y glucosa). Sin 

embargo, con AV2 la ECOT y la rCH4 disminuyeron un 57 y un 54%, respectivamente y la rAc 

aumentó significativamente, por lo que bajo estas condiciones hubo una disminución 

significativa en el consumo de acetato y la principal fuente de producción de CH4 fue la 

glucosa. Estos resultados evidenciarían que todo el AV se hidrolizó sin que la glucosa ayudara 

a mejorar su consumo, y muestran que el AV (en las concentraciones probadas) no fue toxico 

o inhibidor de la metanogénesis, por lo que fue necesario realizar ensayos en lote para evaluar 

el proceso respiratorio de eliminación del AV y las posibles causas de la acumulación del 

acetato. 
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Figura 1.1. Efecto de la velocidad de carga de AV en la eficiencia de consumo de COT (ECOT, ) y en las 

velocidades de producción de metano (rCH4, ) y acetato (rAc, ), en el reactor UASB. 
 

1.4.2. Ensayos en lote 

1.4.2.1. Efecto del AV sobre la metanogénesis 

Para evaluar el papel del AV en el proceso respiratorio metanogénico se probaron diferentes 

concentraciones (de 34 a 341 mg C L-1). En la Tabla 2 se muestra que con 34 mg C-AV L-1, se 

obtuvo la mayor eficiencia de eliminación en forma de CH4 y CO2 (79%), con rendimientos de 

0.49 y 0.29, respectivamente. Sin embargo a partir de 85 mg C-AV L-1 las eficiencias 

disminuyeron de un 30 hasta 100% y los rendimientos para CH4 y CO2 disminuyeron 

significativamente. Esto fue debido a una creciente acumulación de acetato, que representó el 

100% a la máxima concentración de AV ensayada (341 mg C-AV L-1). En todas las 

concentraciones probadas, la eficiencia de hidrólisis del AV fue siempre del 100%.  

 
Tabla 1.2. Balance de carbono de ensayos con lodos metanogénicos en presencia de diferentes concentraciones 

de AV. 
Carbono inicial (mg L-1)  Carbono final (mg L-1)

C-AV  C-Ac C-AcCHO C-CH4 C-CO2
34.1±0.8  4.1±0.7 2.2±0.4 15.2±2.5 8.9±1.2
85.1±2.1  50.5±3.0 2.9±0.6 14.7±4.3 8.1±2.5

169.9±4.2  133.8±6.2 4.1±0.8 9.6±3.9 5.5±2.2
254.9±3.8  218.2±7.6 3.7±0.7 4.9±1.0 2.8±6.6
341.0±3.2  307.2±5.1 ND ND ND

C-AV, Carbono de acetato de vinilo; C-AcCHO, Carbono de acetaldehído; C-Ac, Carbono de acetato; C-CH4, Carbono de metano; C-CO2, 
Carbono de dióxido de carbono; ND, no detectado 
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La Figura 1.2 muestra la velocidad específica de consumo de AV como una función de la 

concentración del mismo. Se puede observar que el consumo de AV tiene un comportamiento 

de Monod, con una velocidad específica máxima (qAVmax) de 32.19 mg C-AV g-1 SSV d-1 y 

una constante de afinidad (KS) de 203 mg C-AV L-1, mostrando que bajo estas condiciones no 

se presenta un fenómeno de inhibición en el consumo del AV. Estos resultados concuerdan 

con los observados en el reactor UASB con AV2, e indican que las altas concentraciones de AV 

modifican el metabolismo en el lodo, provocando la caída en la producción de CH4 debido a 

un efecto negativo en el consumo del acetato. Estos resultados difieren de lo reportado por 

Stuckey y col. (1980), quienes mencionan que a concentraciones mayores a 100 mg C-AV L-1 

se inhiben la metanogénesis, atribuyendo este efecto al AV. 
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Figura 1.2. Modelo de ajuste para el consumo de AV bajo condiciones metanogénicas. 

 

La Figura 1.3 muestra que al incrementarse la concentración de AV la velocidad específica de 

formación de CH4 (qCH4) disminuye significativamente, provocando un aumento en la 

velocidad específica de formación de acetato (qAc). La qCH4 no disminuyó debido a las 

concentraciones de AV, sino que la formación de CH4 a partir de acetato es lenta, 

probablemente por la baja afinidad del lodo metanogénico por el acetato. Hay evidencias de 

que lodos metanogénicos con arqueas del género Methanosarcina presentan valores de KS 

para el acetato altos, en comparación con lodos que contienen preferentemente arqueas del 

género Methanosaeta (Wu y col., 1995; Schmidt & Ahring, 1999). 
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Figura 1.3. Relación aparente entre las velocidades especificas de formación de metano (qCH4, ) y de acetato 

(qAc, ) para diferentes concentraciones de AV. 
 

1.4.2.2. Efecto de la concentración de acetato en la velocidad de producción de CH4 

Para evaluar el efecto del acetato en la metanogénesis de los lodos del reactor UASB se 

probaron diferentes concentraciones de acetato (de 0 a 200 mg C-Ac L-1), utilizando los lodos 

del reactor UASB en régimen estacionario cuando fue alimentado con glucosa y después de 

estar expuesto al AV. Cuando los ensayos se realizaron con el lodo del reactor alimentado con 

375 mg C L-1 d-1 de glucosa, la eficiencia de consumo de Ac fue siempre del 100%, 

independientemente de la concentración de Ac probada. Mientras que al utilizar el lodo del 

reactor después de la exposición a 85 mg C-AV L-1 d-1 (AV2), se obtuvo un consumo del 100% 

sólo para las concentraciones de Ac entre 15 y 30 mg C-Ac L-1. A partir de 60 mg C-Ac L-1 la 

eficiencia de consumo disminuyó hasta un 24% y la qCH4 del lodo del reactor disminuyó entre 

70 y 90% después de que el lodo estuvo expuesto al AV (Figura 1.4). Sin embargo, los 

rendimientos de CH4 y CO2 se mantuvieron siempre en 0.49±0.04 y 0.51±0.05, 

respectivamente. Estos resultados muestran evidencia de que la exposición del lodo al AV no 

modificó la ruta de consumo del acetato. 
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Figura 1.4. Velocidad específica de producción de CH4 (qCH4) como una función de la concentración de acetato, 

con lodo metanogénico del reactor antes ( ) y después ( ) de estar expuesto al AV. 
 

La velocidad específica de consumo de acetato (qAc), como una función de la concentración de 

acetato tuvo un perfil de Monod en ambos ensayos, obteniendo ajustes con los resultados del 

lodo antes y después de estar expuesto al AV (con coeficientes de correlación de 0.978 y 

0.985, respectivamente). Las ecuaciones 8 y 9 muestran que la velocidad máxima de consumo 

de acetato (qAcmax) disminuyó un 69% y la KS aumentó un 15%, después de exponer los lodos 

del reactor al AV. Estos resultados confirman que el AV provocó la disminución de la 

velocidad de consumo, pero no modificó significativamente la afinidad por el acetato. Al 

comparar nuestros valores de KS con los 35.8 mg C-Ac L-1 reportados por Schmidt & Ahring 

(1999) para el lodo de un reactor bajo condiciones de operación similares, se observó que no 

hay diferencias significativas en la afinidad por el acetato para ambos ensayos, sugiriendo que 

la exposición del lodo al AV durante 350 días afectó a la velocidad a la que se consume el 

acetato. Estos resultados aportan mayores evidencias de que posiblemente las poblaciones de 

arqueas acetoclásticas, como el género Methanosarcina estén presentes en los lodos y hayan 

sido las responsables del consumo del acetato, ya que algunos autores señalan que este género 

es el responsable del consumo de acetato en lodos con bajas velocidades de formación de CH4 

(Wu y col., 1995; Díaz y col., 2006). 
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Perfil de Monod para el consumo de acetato con el lodo antes de ser alimentado con AV: 

( ) [ ]
[ ]Ac-CL Ac-mgC32.3

Ac-C0.051dSSVgAc-mgCq 1-
11

Ac +
=−−  (Ec.8) 

 

Perfil de Monod para el consumo de acetato con el lodo expuesto al AV: 

( ) [ ]
[ ]Ac-CL Ac-mgC2.38

Ac-C0.016dSSVgAc-mgCq 1-
11

Ac +
=−−  (Ec.9) 

 

1.5. Conclusiones  

En el reactor UASB, hubo una disminución del 53% en la metanogénesis cuando la velocidad 

de carga se modificó de AV1 a AV2, y la velocidad de producción de CH4 disminuyó un 49%. 

Con AV1 los principales productos fueron CH4 y CO2, pero con AV2 la producción de acetato 

fue mayor. El metabolismo de los lodos cambió significativamente cuando las velocidades de 

carga se modificaron, sin embargo la eficiencia de consumo del AV fue siempre del 100%, 

indicando que el efecto negativo no está asociado con este sustrato, sino con sus 

intermediarios. La disminución en la capacidad metanogénica parece estar relacionada con la 

forma en la que se consume el acetato y con la modificación en la ruta metabólica de consumo 

del AV. Para los cultivos en lote con diferentes concentraciones de AV, se observó que bajo 

condiciones metanogénicas no se presentó un efecto inhibitorio por el AV, sin embargo con 

altas concentraciones fue hidrolizado pero se acumuló como acetato. El estudio cinético con 

diferentes concentraciones de acetato mostró que el largo periodo de exposición del lodo al 

AV no modificó la ruta de consumo del acetato. Sin embargo, la velocidad máxima de 

consumo de acetato (qAcmax) disminuyó un 69%, sugiriendo que la exposición del lodo al AV 

durante 350 días afectó a la velocidad a la que se consume el acetato y parece estar 

relacionada con la diversidad de las poblaciones microbianas presentes en el lodo.  
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2. EFECTO DEL OXIGENO DISUELTO EN LA METANOGÉNESIS Y 
MINERALIZACIÓN DEL ACETATO DE VINILO EN LODOS 
METANOGÉNICOS 
 
2.1. Resumen 

En este estudio se evaluaron el efecto del oxígeno disuelto (OD) sobre la metanogénesis del 

acetato de vinilo (AV) en cultivos en continuo. Se realizaron ensayos en lote con un cultivo 

axénico de Brevibacillus agri (Lara-Mayorga y col., 2010) y lodos metanogénicos de un 

reactor alimentado con OD, para evaluar el efecto del OD y la ruta de eliminación de AV. Se 

utilizaron dos reactores (A y B) alimentados con una mezcla de carbono de AV (C-AV) y 

carbono de glucosa (C-G). El reactor A bajo condiciones metanogénicas se alimentó con dos 

velocidades de carga de la mezcla de AV y glucosa (AV1 y AV2) y el reactor B, inicialmente 

bajo condiciones metanogénicas, se alimentó con dos velocidades de carga de la misma 

mezcla (BV1 y BV2) y posteriormente alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 (BV3). Los ensayos en 

lote con los lodos metanogénicos se realizaron en presencia de 1 mg OD L-1 y con 

concentraciones variables de AV (mg C L-1): 34, 68, 136, 205, 273 y 341. En otros ensayos en 

lote se evaluó el proceso respiratorio de eliminación de 34 mg C L-1 de AV, con un cultivo 

axénico de B. agri (Lara-Mayorga y col., 2010) y lodos metanogénicos; alimentados con 1 mg 

OD L-1, en presencia y ausencia de 30 μM de azida sódica.  

 

En ambos reactores fue posible la metanogénesis de 34 mg C-AV L-1 d-1 (AV1 y BV1). Al 

operar el reactor A con AV2, la eficiencia de eliminación y los SSV disminuyeron 

significativamente, debido a que el AV solo fue hidrolizado acumulándose como acetato y 

acetaldehído. Debido a que la velocidad de consumo de acetato se vio afectada negativamente, 

hubo una modificación significativa del metabolismo de los lodos bajo estas condiciones. El 

reactor B tuvo un comportamiento similar al observado en el reactor A, cuando operó con BV1 

y BV2, sin embargo después de la adición de 1 mg OD L-1 d-1 la eficiencia de eliminación se 

recuperó y el acetato acumulado se consumió, debido a que el oxígeno aumentó la capacidad 

oxidativa de los lodos para metanizar y mineralizar este intermediario. Se concluye que bajo 

condiciones metanogénicas el aumento en la velocidad de carga de AV afectó a la 
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metanogénesis acetoclástica, mientras que en presencia de OD el acetato acumulado fue 

mineralizado y metanizado. Los cultivos en lote mostraron que en presencia de OD la 

metanogénesis no se vio afectada significativamente y la mineralización de una fracción de 

AV fue llevada a cabo por la participación de microorganismos aerobios como B. agri. 

 

En este resumen se presenta de forma general los principales aportes del estudio del efecto del 

oxígeno disuelto en la metanogénesis del acetato de vinilo, para mayores detalles sobre la 

metodología y discusión de los resultados obtenidos sobre este tema. 

 

2.2. Antecedentes 

El acetato de vinilo (CH3COOCH=CH2) es un compuesto xenobiótico utilizado en la 

elaboración de suspensiones, emulsiones y resinas poliméricas utilizadas para la fabricación de 

adhesivos, textiles, revestimientos para papel y pinturas (Daniels, 1983). Sin embargo, el uso 

desmedido de este compuesto ha provocando serios problemas de contaminación en suelos, 

aire y cuerpos de agua naturales (ATSDR, 2008). Existen evidencias de que es nocivo para la 

salud (Suzarte y col., 2004), e incluso en concentraciones mayores a 100 mg L-1 es letal para la 

vida acuática (Prager, 1998). Es muy frecuente la presencia de AV en aguas residuales 

industriales, principalmente las generadas en la industria de las resinas poliméricas, las cuales 

ya previamente han sido tratadas bajo condiciones metanogénicas por algunos autores 

(Dangcong y Xingwen, 1994; Araya y col., 1999 y 2000). Sin embargo, la metanogénesis del 

AV en reactores UASB sólo es posible con velocidades de carga menores a 60 mg C L-1 d-1, y 

con velocidades de carga mayores se presenta una disminución del 42% en la producción de 

metano (CH4) y la acumulación de intermediarios tales como el acetato (Durán y col., 2008). 

El acetato es uno de los principales intermediarios formados por la hidrólisis del AV (Nieder y 

col., 1990), por lo que algunos autores sugieren que el AV inhibe el consumo de este 

intermediario bajo condiciones metanogénicas (Stuckey y col., 1980), pero no hay evidencias 

claras de la forma en que se lleva a cabo esta inhibición. En lodos anaerobios el acetato puede 

ser consumido por Methanosarcina, Methanosaeta o por ambas arqueas metanogénicas 

(Conrad, 1999; Schmidt & Ahring, 1999), sin embargo la velocidad a la que se consume el 

acetato podría estar relacionada con tres factores: a) el género microbiano presente en los 
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lodos (Ince y col., 2003), b) los mecanismos de activación del acetato los cuales difieren para 

estos dos géneros (Ferry, 1992; Thauer, 1998), o c) la actividad metabólica que es una función 

de la concentración de acetato (Peng y col., 2008).  

 

Hay evidencias de que bajo condiciones aerobias la velocidad de eliminación de AV es 10 

veces mayor, al compararla con la eliminación bajo condiciones metanogénicas (Nieder y col., 

1990); sin embargo, la toxicidad y volatilidad del compuesto (63% en 24 horas) es la principal 

limitante para su eliminación bajo estas condiciones. Se ha reportado que el OD en 

concentraciones menores a 2 mg L-1 no es tóxico para los lodos metanogénicos (Shen & Guiot, 

1995; Ergüder & Demirer, 2005), y algunos autores sugieren que es un efector positivo en la 

eliminación diversos compuestos químicos recalcitrantes (Guyot y col., 1995; Macarie y col., 

2002) por la coexistencia y actividad metabólica de microorganismos aerobios y anaerobios 

(Kato y col., 1997; Stephenson y col., 1999; Durán y col., 2008). Sin embargo, las evidencias 

sobre el efecto del oxígeno en los lodos son escasas y no muy claras. 

 

Debido a las limitaciones en el tratamiento de aguas residuales industriales, ya sea bajo 

condiciones metanogénicas (Castilla y col., 2005) o metanogénesis con OD (Guiot y col., 

1993; Corona-Cruz y col., 1999), algunos autores han adicionado donadores de electrones 

como la glucosa para aumentar la velocidad de eliminación de compuestos químicos 

recalcitrantes (Hendriksen y col., 1991; Wu y col., 1993; Garibay-Orijel y col., 2005; Duran y 

col., 2008) y como mecanismo de tolerancia de los lodos metanogénicos al oxígeno (Zitomer 

& Shrout, 1998; Estrada-Vázquez y col., 2003). No obstante, hasta el momento no se sabe cuál 

es el papel de la glucosa en el proceso respiratorio de eliminación de estos compuestos. 

 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la metanogénesis y mineralización del AV como 

una molécula modelo, mediante cultivos en continuo, y el efecto del oxígeno en la ruta de 

eliminación del acetato de vinilo (mediante ensayos en lote con lodos del reactor B en estado 

estacionario y un cultivo axénico de B. agri aislado a partir de estos lodos). La finalidad del 

trabajo fue entender mejor el papel que juega el oxígeno disuelto en la metanogénesis del 

acetato de vinilo.  
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2.3. Materiales y Métodos 

2.3.1. Medio de cultivo 

La alimentación de los reactores en continuo y los ensayos en lote se realizaron con el 

siguiente medio basal (g L-1): NH2PO4·H2O, 0.703; NH4Cl, 0.028; KCl, 0.5; MgSO4·7H2O, 

0.111; CaCl2·2H2O, 0.1 y NaCl, 0.297. 

 

2.3.2. Cultivos en continuo 

Se utilizaron dos reactores UASB de 1.5 L de volumen útil. Se inocularon con 0.5 L (33.5 g 

sólidos suspendidos volátiles L-1) de lodos procedentes de un digestor anaerobio que trataba 

aguas residuales de resinas poliméricas (Duran y col., 2008). Los reactores UASB operaron a 

una temperatura de 30±2 ºC, un tiempo de residencia hidráulica (TRH) de 1 día y una relación 

C/N de 50. El medio basal fue inicialmente mezclado con glucosa para tener una velocidad de 

carga de 375 mg C L-1 d-1. Posteriormente, ambos reactores fueron alimentados con una 

mezcla de carbono de AV (C-AV) y carbono de glucosa (C-G), a dos diferentes velocidades 

de carga. El reactor A fue utilizado como un control que operó bajo condiciones 

metanogénicas durante todo el experimento, y el reactor B después de operar 408 días bajo 

condiciones metanogénicas, fue alimentado con aire puro a un flujo de 2 mL min-1 para 

obtener una concentración de 1 mg OD L-1 d-1 en el lodo (Ver Tabla 2.1). 

 
Tabla 2.1. Velocidades de carga de carbono de AV (C-AV) y carbono de glucosa (C-G), alimentados a los 

reactores en continuo. 
Etapa OD (mg L-1 d-1) C-AV (mg L-1 d-1) C-G (mg L-1 d-1) 

Reactor A (control) 
AV1

 0 34 338 
AV2 0 85 281 

Reactor B 
BV1 0 34 338 
BV2 0 85 281 
BV3 1.0 85 281 

AV, Velocidades de carga para el reactor A, que opero bajo condiciones metanogénicas 
BV, Velocidades de carga del reactor B, que fue alimentado con oxigeno en la ultima etapa 
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2.3.3. Ensayos en lote 

Los cultivos en lote se realizaron por duplicado en botellas serológicas de 60 mL, con 40 mL 

de medio de cultivo, a una temperatura de 30±2 ºC, una concentración de inóculo de 33.4 g 

SSV L-1 y una relación carbono orgánico total (COT)/SSV de 2. Los lodos para inocular las 

botellas fueron tomados del reactor B en régimen estacionario cuando era alimentado con 1 

mg L-1 d-1 de OD (BV3). Con los ensayos en lote se evaluaron: 

 

a) El efecto del oxígeno en la metanogénesis del AV, empleando los lodos metanogénicos 

alimentados con 1 mg L-1 de OD y concentraciones variables de AV (mg C L-1): 34, 

68, 136, 205, 273 y 341. Los ensayos se hicieron en presencia y ausencia de azida 

sódica (30 μM) como agente inhibidor de la respiración aerobia. 

 

b) Cinética del proceso respiratorio de eliminación de AV con un cultivo axénico de B. 

agri (Lara-Mayorga y col., 2010) y lodos metanogénicos. Los cultivos fueron 

alimentados con 1 mg OD L-1 y 34 mg C L-1 de AV, en presencia y ausencia de 30 μM 

de azida sódica. 

 

2.3.4. Métodos analíticos 

La cuantificación de sólidos suspendidos totales (SST) y SSV, biomasa por peso seco y la 

producción de biogás por desplazamiento de una solución salina saturada (300 g NaCl L-1) a 

pH de 2, se realizaron de acuerdo con APHA (2005). El carbono orgánico total (TOC) se 

determinó con un analizador de carbono total (TOC-5000, Shimadzu). Se cuantificó el 

consumo de acetato de vinilo, la formación de acetato, acetaldehído y etanol mediante 

cromatografía de gases con detector de ionización de flama empleando una columna AT-1000 

(0.53mm x 1.2mm x 10m), operando a temperaturas de 120°C para columna, 130°C para el 

inyector y 150°C para el detector, con nitrógeno como gas acarreador a un flujo de 6.6 mL 

min-1. Se cuantificó la composición del biogás (CH4 y CO2) por cromatografía de gases con 

detector de conductividad térmica (TCD) empleando una columna de Carbosphere 80/100, 

operando a temperaturas de 140ºC para la columna, 190ºC para el detector, 170ºC para el 

inyector y utilizando helio a un flujo de 25 mL min-1 (Durán y col., 2008). 
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2.3.5. Variables de respuesta 

El reactor en continuo y los cultivos en lote fueron evaluados mediante el cálculo de las 

siguientes variables de respuesta: eficiencia de eliminación (E(%) = [mg C-sustrato consumido 

mg-1 C-sustrato alimentado] * 100), rendimientos de productos (Yp/s = mg C-producto 

formado mg-1 C-sustrato consumido), velocidades volumétricas de consumo de sustratos (rs = 

mg C-sustrato consumido L-1 d-1), velocidades volumétricas de formación de productos (rp = 

mg C-producto formado L-1 d-1), velocidades específicas de consumo de sustrato (qs = g C-

sustrato consumido g-1 SSV d-1) y la velocidad específica de formación de CH4 (qCH4 = g C-

CH4 formado g-1 SSV d-1). 

 

2.4. Resultados y Discusión 

2.4.1. Cultivos en continuo 

Los primeros 17 días de operación, los reactores UASB fueron alimentados con glucosa a una 

velocidad de carga de 375 mg C L-1 d-1. Con ambos reactores en régimen estacionario, la 

eficiencia de eliminación del carbono fue de 98±4%, con una velocidad de formación de CH4 

de 184±6 mg C L-1 d-1 y rendimientos de 0.50±0.03 para CH4 y 0.48±0.04 para CO2. Por lo 

que bajo estas condiciones los lodos de ambos reactores se encontraban metabolicamente 

estables y se alcanzaron los valores estequiométricos para la metanogénesis de la glucosa 

(Thauer, 1998). Durante 389 días, ambos reactores operaron bajo condiciones metanogénicas 

con dos velocidades de carga de la mezcla de AV y glucosa, y los 360 días restantes el reactor 

A se mantuvo bajo condiciones metanogénicas y el reactor B fue alimentado con 1 mg L-1 d-1 

de OD (Tabla 2.1). Bajo estas condiciones de operación ambos reactores fueron evaluados en 

régimen estacionario, con coeficientes de variación menores a 10% en las principales variables 

de respuesta. 

 

Con la mezcla inicial de AV y glucosa (AV1 y BV1), ambos reactores presentaron un consumo 

de AV y glucosa altos (30.7 mg C-AV L-1 d-1 y 287.6 mg C-G L-1 d-1, respectivamente) y se 

formaron CH4 y CO2 como principales productos (Figuras 2.1c y d). Al modificar la velocidad 

de carga en el reactor A (AV2) el consumo de glucosa disminuyó y no hubo producción 

significativa de CH4 y CO2, debido a que 158 mg C L-1 d-1 se acumularon como acetato (Ac) y 
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60 mg C L-1 d-1 como acetaldehído (AcCHO). En este reactor, el aumento en la velocidad de 

carga de AV provocó la disminución del consumo de Ac y AcCHO, modificando 

significativamente el metabolismo de los lodos. Durán y col. (2008) al trabajar con resinas 

poliméricas que contenían 45±5 mg C L-1 d-1 de AV en un reactor UASB, mostraron que la 

velocidad de consumo del acetato de vinilo fue muy lenta bajo condiciones metanogénicas. 

Cuando el reactor B operó bajo condiciones metanogénicas y con BV2, tuvo un 

comportamiento similar al reactor A. Sin embargo, después de ser alimentado con 1 mg OD L-

1 d-1 en estado estacionario (BV3), tuvo una recuperación del 11% en el consumo de glucosa 

(Figura 2.1b), la acumulación de Ac disminuyó un 59% y no hubo formación de AcCHO 

(Figura 2.1d). El carbono alimentado fue metanizado y mineralizado, con un mayor aumento 

en la producción de CO2 lo que sugiere que la adición de oxígeno tuvo un efecto positivo en la 

mineralización del carbono. Shen & Guiot (1995) y Kato y col. (1997) obtuvieron resultados 

similares en el consumo de sustratos fácilmente asimilables como acetato, glucosa y sacarosa 

por lodos metanogénicos, donde se logró aumentar significativamente la velocidad de 

consumo y la eficiencia de eliminación después de adicionar concentraciones de OD menores 

a 2 mg L-1. Stephenson y col. (1999) mencionan que la participación de microorganismos 

aerobios o facultativos en el proceso respiratorio mantienen un ambiente reducido para una 

mejor actividad de las arqueas metanogénicas, logrando la metanización y mineralización del 

carbono consumido. 
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Figura 2.1. Perfil de consumo de sustratos: AV y G. Perfil de formación de productos: CH4, CO2, acetato (Ac) y 

acetaldehído (AcCHO). En reactores A (a y c) y B (b y d), respectivamente. 
 

Al operar ambos reactores bajo condiciones metanogénicas y con la velocidad de carga inicial 

(AV1 y BV1), el 91±4% del carbono fue eliminado como CH4 y CO2. Sin embargo, en el reactor 

A el aumento de la velocidad de carga a AV2 provocó una disminución del 69% en la 

eliminación del carbono, las velocidades de formación para CH4 y CO2 cayeron 71 y 70% 

respectivamente, y los rendimientos de los productos se modificaron (Tabla 2.2). Bajo estas 

mismas condiciones y con 85 mg C-AV L-1 d-1, el AV solamente fue hidrolizado a acetato y 

acetaldehído. Estos resultados son similares a los reportados por Nieder y col. (1990) quienes 

probaron que al utilizar lodos metanogénicos como inóculo, el AV en concentraciones 

mayores a 100 mg C L-1 sólo es hidrolizado, produciendo acetato y acetaldehído. Además, 

hubo una reducción en los SSV con respecto a los 33.5 g SSV L-1 inoculados inicialmente 

(Tabla 2.2), lo que sugiere un efecto selectivo del AV sobre las poblaciones de 
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microorganismos que participan en el proceso respiratorio. Dado que hay una relación entre la 

concentración de inóculo y la actividad metabólica de los microorganismos presentes en lodos 

granulares anaerobios (Díaz y col., 2006), el consumo de acetato podría depender de los 

géneros de bacterias metanogénicas presentes, ya que la afinidad por el acetato (relacionada 

con el valor de KS) es menor cuando las bacterias metanogénicas acetoclásticas presentes son 

del género Methanosaeta y aumenta cuando el género Methanosarcina está presente (Ferry, 

1992). En estos términos, los resultados muestran que con las dos velocidades de carga 

estudiadas la eficiencia de consumo del AV fue siempre del 100%, pero el aumento en la 

velocidad de carga (BV2) afectó al consumo de acetato, provocando una disminución en la 

velocidad a la que se consume. 

 

El reactor B tuvo un comportamiento similar al reactor A cuando operó con BV1 y BV2, pero 

cuando fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 se observó un aumentó de 12% en la eficiencia de 

consumo de glucosa, las velocidades de formación de CH4 y CO2 aumentaron 45 y 33%, 

respectivamente. Bajo estas condiciones la acumulación de acetato disminuyó y la producción 

de CO2 aumentó (Tabla 2.2). Por lo tanto, la adición de oxígeno aumentó la capacidad 

oxidativa de los lodos para metanizar y mineralizar el acetato acumulado. Algunos trabajos 

han evidenciado un aumento en la eficiencia de consumo y cambios en la composición del 

biogás en reactores metanogénicos alimentados con bajas velocidades de carga de oxígeno, 

posiblemente por la participación de bacterias aerobias o facultativas en el proceso respiratorio 

(Kato y col., 1997; Zitomer & Shrout, 1998; Estrada-Vázquez y col., 2003). En este reactor los 

SSV no presentaron cambios significativos (Tabla 2.2), probablemente porque la adición de 1 

mg OD L-1 d-1 disminuyó el efecto del AV sobre los microorganismos y promovió el 

crecimiento y participación de microorganismos facultativos o aerobios en el metabolismo. 

Existen evidencias que sugieren que la tolerancia al oxígeno de lodos metanogénicos se debe a 

que los microorganismos aerobios presentes en el lodo actúan como un mecanismo de 

tolerancia al oxígeno (Shen & Guiot, 1996; Kato y col., 1997). Ergüder & Demirer (2005) 

comprobaron que después de adicionar bajas concentraciones de OD a lodos metanogénicos 

hubo un aumento de los SSV y la formación de gránulos estables con mineralización y 

metanogénesis simultáneas. 
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Tabla 2.2. Variables de respuesta: eficiencias de consumo (E), rendimientos de productos (Y), concentración de 
biomasa (SSV) y velocidades de formación de productos (rP) en reactores. 

 Reactor A (control)  Reactor B Variable 
 AV1 AV2  BV1

(a) BV2
(b) BV3 

E (%) 
 ECOT  89.7±2.2 27.9±6.2  91.4±2.9 42.5±4.4 83.0±5.2 
 EAV  99.5±2.1 100.0±1.0  98.9±1.7 100±1.6 100±2.2 
 EGLU  85.0±4.3 75.2±5.5  85.3±3.2 74.2±4.1 84.7±6.4 

Y (mg producto formado mg-1 de sustrato consumido) 
 YCH4  0.47±0.02 0.14±0.03  0.47±0.05 0.21±0.06 0.42±0.03 
 YCO2  0.43±0.04 0.14±0.01  0.44±0.04 0.18±0.04 0.41±0.07 
 YAc  0.08±0.03 0.52±0.07  0.07±0.01 0.48±0.05 0.17±0.01 
 YAcCHO  ND 0.20±0.02  ND 0.07±0.02 ND 

VSS (g L-1)  28.8±2.3 12.8±1.9  29.5±3.4 25.8±2.5 25.2±3.3 

rP (mg C L-1 d-1) 
 rCH4  148.2±3.8 42.9±5.6  149.6±3.2 76.1±5.0 138.9±11.1 
 rCO2  136.8±1.6 41.7±4.6  141.5±1.4 45.1±3.4 136.9±8.9 
 rAc  26.0±6.8 158.2±9.3  23.9±7.0 136.0±3.7 55.6±8.0 
 rAcCHO  ND 60.3±5.3  ND 19.8±2.5 ND 
(a), (b) En estas etapas el reactor operó bajo condiciones metanogénicas; ND, no detectado 

 

2.4.2. Ensayos en lote 

2.4.2.1. Papel del oxígeno sobre la metanogénesis del AV 

Para entender el papel del oxígeno en la eliminación del AV bajo condiciones metanogénicas, 

se utilizó azida sódica que ha sido reportada como un inhibidor del ciclo de Krebs (Ginestet y 

col., 1998). El balance de masa de carbono de los ensayos con azida mostró que con 34 y 68 

mg C L-1 el AV fue metanizado y sólo una pequeña fracción del carbono inicial se acumuló 

como acetato. Pero, a partir de 136 mg C-AV L-1 la mayoría del carbono se acumuló como Ac 

y la producción de CH4 y CO2 disminuyeron hasta ser el Ac el único producto formado en la 

concentración más alta de AV (Ver Tabla 2.3). Sin embargo, en los ensayos sin azida con 

concentraciones de 34 a 136 mg C-AV L-1, no hubo acumulación de Ac y todo el carbono se 

metanizó y mineralizó. A partir de 205 mg C-AV L-1 hubo acumulación de Ac, pero la 

metanogénesis y mineralización del AV fue mayor que en las pruebas con azida, lo que indica 

que el oxígeno modificó el metabolismo del AV en los lodos y promovió la eliminación del 

AV como CH4 y CO2 aún en altas concentraciones. Estos resultados sugieren que el acetato 

formado por la hidrólisis del AV bajo condiciones metanogénicas fue eliminado por dos rutas 

distintas: metanogénesis acetoclástica y ciclo de Krebs cuando el oxígeno estuvo presente. 
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Esto concuerda con lo reportado por Nieder y col. (1990), quienes estudiaron la eliminación 

del AV con un cultivo axénico aerobio y propusieron que el acetato formado por la hidrólisis 

del AV es asimilado por el ciclo de Krebs. 

 
Tabla 2.3. Balance de masa de carbono en cultivos en lote con lodos metanogénicos con 1 mg OD L-1, en 

presencia y ausencia de azida sódica. 
Carbono inicial (mg L-1)  Carbono final (mg L-1) 

C-AV*  C-Ac C-AcCHO C-CO2 C-CH4
Lodos metanogénicos con 1 mg OD L-1 + azida sódica

34.1±2.1  5.4±2.0 ND 11.2±3.6 14.1±8.3
68.2±3.0  21.4±4.1 ND 16.9±2.7 23.0±3.2

136.3±4.0  84.7±4.3 5.7±1.3 11.0±7.4 21.6±6.2
204.5±3.6  149.1±5.3 7.8±3.3 9.3±5.2 18.2±4.3
272.6±5.5  226.5±5.1 5.8±2.3 4.5±3.1 8.9±2.1
340.8±7.1  307.6±6.2 ND ND ND

Lodos metanogénicos con 1 mg OD L-1

34.1±2.1  ND ND 13.5±2.6 16.8±3.0
67.3±1.9  ND ND 27.8±4.3 33.7±4.4

135.9±4.0  ND ND 55.0±5.3 67.5±8.5
204.8±6.3  20.1±3.2 ND 73.0±3.3 91.3±8.3
272.1±8.3  44.0±6.4 ND 88.3±7.4 113.3±9.2
340.4±6.2  102.4±8.3 ND 86.4±4.7 117.7±14.4

*9.7% del AV inicial se volatilizó; ND, no detectado 

 

Las velocidades de consumo de AV (rAV) fueron similares en ambos ensayos, sugiriendo que 

bajo condiciones metanogénicas y en presencia de oxígeno la hidrólisis del AV es 

independiente del oxígeno disuelto (Figura 2.2). Los lodos en presencia de azida tuvieron una 

alta velocidad de formación de acetato (rAc) y las velocidades de formación de CH4 y CO2 no 

fueron significativas. Los resultados de estos ensayos muestran que debido a la presencia de 

azida sódica, los lodos presentaron un perfil respiratorio similar al observado bajo condiciones 

metanogénicas. En los lodos en presencia de 1 mg OD L-1, las velocidades de formación de 

CH4 y CO2 aumentaron proporcionalmente con la concentración de AV. Estos resultados 

sugieren que la adición de OD a los lodos diversificó las poblaciones microbianas, 

aumentando las aerobias como B. agri (Lara-Mayorga y col., 2010) y favoreciendo la 

mineralización de una fracción del AV. Existen reportes sobre el aislamiento de bacterias 

aerobias estrictas y facultativas a partir de lodos anaerobios (Assih y col., 2002; Ouattara y 

col., 2003; Rapheal y col., 2003), que participan en el metabolismo cuando los lodos son 

alimentados con bajas concentraciones de OD.  
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Figura 2.2. Velocidades de hidrólisis de AV ( ) y velocidades de formación de acetato ( ), CO2 ( ) y CH4 
( ), en cultivos en lote. Utilizando lodos metanogénicos con 1.0 mg OD L-1, en presencia (a) y ausencia (b) de 

azida sódica. 
 

2.4.2.2. Proceso respiratorio de eliminación de AV con un cultivo axénico de Brevibacillus 

agri y lodos metanogénicos  

Se realizó un estudio comparativo del proceso respiratorio de eliminación de AV, con lodos 

metanogénicos y con B. agri aislado a partir de estos lodos (Lara-Mayorga y col., 2010). Los 

ensayos del cultivo axénico con azida, muestran que el AV se acumuló como acetato, debido a 

la presencia del inhibidor del ciclo de Krebs (Fig. 2.3a). En los lodos con azida hubo 

metanogénesis del AV, aunque una fracción del acetato no fue consumido (Fig. 2.3c). Sin 

embargo, cuando se realizaron los ensayos en presencia de OD y sin inhibidor, el metabolismo 

se modificó. En el cultivo axénico el 80% del AV fue mineralizado, debido a que la 

concentración de OD era menor a la estequiométrica para la completa mineralización del AV 

(Fig. 2.3b). Con el lodo metanogénico hubo un 100% de eliminación de AV, porque una 

fracción del acetato fue mineralizado por el cultivo axénico y otra parte fue convertida en CH4 

y CO2 por las arqueas metanogénicas (Fig. 2.3d). Esto evidenciaría que Brevibacillus agri 

participa en la eliminación del AV en estos lodos, como ya ha sido mencionado anteriormente 

por Lara-Mayorga y col. (2010). 
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Figura 2.3. Perfil respiratorio de AV con 1.0 mg OD L-1. (a, b) B. agri y (c, d) lodos metanogénicos, en presencia 

(izquierda) y ausencia (derecha) de azida sódica. AV ( ) Ac ( ) CH4 ( ), CO2 ( ) y acetaldehído ( ).  
 

Las velocidades específicas de consumo de AV fueron mayores en un 19% en los ensayos 

realizados con el lodo metanogénico (Figura 2.4b), pero las velocidades en presencia y 

ausencia de azida no presentaron diferencias significativas, evidenciado que la azida y el OD 

no afectaron la velocidad a la que se consume el AV. En los ensayos con azida la velocidad 

específica de formación de acetato (qAc) fue mayor para el cultivo axénico (Figura 2.4a), 

debido a que en el lodo las velocidades específicas de formación de CH4 (qCH4) y CO2 (qCO2) 

fueron muy similares a ésta. En los ensayos sin azida y con 1 mg L-1 de OD del cultivo 

axénico la qAc y qCO2 fueron similares, indicando que la velocidad a la que se forma acetato es 

la misma a la que se mineraliza, aunque una parte del acetato no se haya consumido. En el 

lodo metanogénico, las qCH4 y qCO2 aumentaron 78 y 77% respectivamente, con una mayor 

velocidad de producción de CO2. Esto estaría reflejando la actividad aerobia en los lodos, 

debida a la presencia de oxígeno. 
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Figura 2.4. Velocidades específicas de consumo de acetato de vinilo (qAV) y velocidades específicas de 

formación de acetato (qAc), metano (qCH4) y dióxido de carbono (qCO2). (a) B. agri y (b) lodos metanogénicos. 
 

Mediante estas evidencias se propone la siguiente ruta de eliminación de AV con los lodos 

metanogénicos alimentados con oxígeno (Figura 2.5), que surge del balance de masa de ambos 

ensayos. En presencia de azida la fracción de acetato acumulada fue por la inhibición de la 

entrada de este compuesto en el ciclo de Krebs y en ausencia de azida el oxígeno no afectó 

significativamente a la metanogénesis, por lo que el AV se elimina completamente. 
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Figura 2.5. Ruta propuesta para la eliminación del AV en lodos metanogénicos en presencia de oxígeno. 
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2.5. Conclusiones 

En ambos reactores fue posible la metanogénesis de 34 mg C-AV L-1 d-1 (AV1 y BV1). Al 

operar el reactor A con AV2, la eficiencia de eliminación y los SSV disminuyeron 

significativamente, debido a que el AV sólo fue hidrolizado acumulándose como acetato y 

acetaldehído. Cuando el reactor B operó con 1 mg OD L-1 d-1 (BV3), la eficiencia de 

eliminación se recuperó, los SSV permanecieron sin cambios y la acumulación de acetato 

disminuyó un 41%. Se concluye que bajo condiciones metanogénicas el aumento en la 

velocidad de carga afectó la metanogénesis acetoclástica, mientras que en presencia de OD el 

acetato acumulado fue mineralizado y metanizado. Los cultivos en lote mostraron que en 

presencia de OD la metanogénesis no se vio afectada significativamente y la mineralización de 

una fracción de AV fue llevada a cabo por la participación de microorganismos aerobios como 

B. agri.  
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3. ANÁLISIS POBLACIONAL DE ARQUEAS Y BACTERIAS 
MEDIANTE DGGE DE DOS REACTORES EN CONTINUO 
UTILIZADOS EN LA ELIMINACIÓN DEL ACETATO DE VINILO 
 

3.1. Resumen 

Esta parte del trabajo describe el análisis molecular mediante electroforesis en gel con 

gradiente desnaturalizante (DGGE) de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en los 

lodos de dos reactores UASB (A y B), en presencia de acetato de vinilo (AV) y glucosa (G), 

en condiciones metanogénicas (reactor A) y con 1 mg L-1 d-1 de oxígeno disuelto (OD) 

(reactor B). Se utilizaron muestras de 5 g, por triplicado, del lodo de los reactores en régimen 

estacionario. Para llevar a cabo este análisis las muestras de lodo se tomaron en las diferente 

etapas de operación: antes de inocular los reactores (t0), cuando estuvieron operando con 34 

mg C-AV L-1 d-1 (AV1 y BV1), con 85 mg C-AV L-1 d-1 (AV2 y BV2) y una última muestra del 

reactor B después de ser alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 (BV3). El análisis se realizó mediante 

la extracción de DNA y PCR de las regiones V2-V3 de los genes de arqueas y V6-V8 de genes 

bacterianos del rDNA 16S, para posteriormente ser separadas por DGGE y secuenciadas. 

 

El perfil de las bandas del 16S rDNA DGGE de arqueas no mostró cambios significativos y se 

lograron identificar dos poblaciones de arqueas metanogénicas acetoclásticas, Methanosarcina 

barkeri que estuvo presente en ambos reactores en todas las condiciones de operación 

evaluadas, y Methanosaeta concilli que tiende a desaparecer a partir de que los reactores 

fueron alimentados con 85 mg C L-1 d-1 de AV. El perfil de bandas de 16S rDNA DGGE del 

dominio bacteria mostró la desaparición de una gran mayoría de las bandas que correspondían 

a bacterias anaerobias estrictas, cuando ambos reactores fueron alimentados con 34 mg C L-1 

d-1 de AV. Sin embargo, cuando el reactor B fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 se observó la 

aparición de nuevas bandas, algunas de ellas identificadas como bacterias aerobias. Destaca la 

presencia de Brevibacillus agri, que está reportada como una bacteria aerobia y que fue 

aislada a partir de estos lodos metanogénicos. 
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En este resumen se presentan de forma general los principales aportes del estudio molecular de 

las poblaciones de arqueas y bacterias de dos reactores UASB. A continuación se presentan 

mayores detalles sobre la metodología y discusión de los resultados obtenidos. 

 

3.2. Antecedentes 

Como se ha mencionado, el monómero de AV (CH3COOCH=CH2) es un compuesto químico 

versátil con una gran importancia económica. Se utilizan aproximadamente 3.2 millones de 

toneladas al año de este compuesto en la fabricación de polímeros sintéticos y resinas 

poliméricas, utilizados en la elaboración de plásticos, lacas, adhesivos, tintas, emulsiones a 

base de agua (pinturas), fibras acrílicas, pegamentos y textiles (Daniels, 1983). Sin embargo, 

el AV ha sido utilizado hasta la fecha sin evaluar los futuros riesgos para la salud y su 

potencial de contaminación, por lo que es frecuente su presencia en las aguas residuales 

provocando serios problemas de contaminación en suelo, aire y cuerpos de agua naturales 

(ATSDR, 2008). 

 

Algunos autores han realizado el tratamiento de aguas residuales con AV bajo condiciones 

metanogénicas (Dangcong y Xingwen, 1994; Araya y col., 1999 y 2000). Hay evidencias de 

que concentraciones de AV mayores a 85 mg C L-1 inhiben la metanogénesis (Stuckey y col., 

1980). No obstante, hasta el momento no existen reportes de la forma en que el AV inhibe a la 

metanogénesis, aunque posiblemente se deba a un efecto selectivo del compuesto sobre las 

poblaciones microbianas presentes en los lodos. Por otro lado, hay evidencias que sugieren 

que el OD en concentraciones menores a 2 mg L-1 no es tóxico o inhibitorio para los lodos 

metanogénicos (Shen & Guiot, 1995; Ergüder & Demirer 2005), y podría ser un efector 

positivo en la eliminación del AV (Durán y col., 2008) por la actividad metabólica de 

microorganismos aerobios y anaerobios en un mismo reactor (Kato y col., 1997; Stephenson y 

col., 1999; Macarie y col., 2002). 

 

Muchos microorganismos presentes en lodos granulares no son cultivables o son difíciles de 

cultivar por métodos tradicionales de microbiología (Atlas y col., 1992). Hay evidencias de 

que en la caracterización de la composición microbiológica de los lodos anaerobios los 
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métodos clásicos son muy lentos (Briones y Raskin, 2003) y pueden resultar poco útiles para 

identificar a las poblaciones presentes en sistemas complejos (Felske y col., 1997). Los 

métodos moleculares, por el contrario, son de gran utilidad para estimar de forma rápida la 

diversidad microbiana y la composición en estos sistemas (Amann y col., 1995). Actualmente 

la DGGE-secuenciación ha sido una de las herramientas más útiles para estudiar la dinámica 

poblacional (Muyzer y col., 1993 y 1996) y para identificar los microorganismos presentes en 

estos sistemas (Casserly y Erijman, 2003; Nielsen y col., 2004). En los estudios de perfiles de 

bandas de DGGE, las similitudes entre los patrones de bandas por presencia/ausencia, se 

pueden expresar como un porcentaje de similitud mediante los coeficientes de Jaccard (Díez y 

col., 2001) o Dice (Van der Gucht y col., 2001).  

 

Son escasos los estudios sobre el efecto selectivo del AV en las poblaciones microbianas 

presentes en lodos metanogénicos, en presencia y ausencia de oxígeno disuelto. De tal forma, 

el objetivo del presente trabajo fue estudiar la dinámica de las poblaciones de arqueas y 

bacterias por medio de DGGE-secuenciación de los lodos de dos reactores UASB alimentados 

con AV y glucosa, bajo condiciones metanogénicas y en presencia de 1 mg OD L-1 d-1. En 

consecuencia, el objetivo del trabajo fue entender el efecto del AV sobre las poblaciones 

presentes bajo condiciones metanogénicas y el papel que juega el oxígeno en la dinámica de 

éstas. 

 

3.3. Materiales y Métodos 

3.3.1. Muestreo de reactores en continuo 

Para el estudio molecular, se tomaron por triplicado 5 g de lodo de dos reactores UASB que 

operaron bajo condiciones diferentes, en régimen estacionario. Las muestras de lodo de ambos 

reactores se tomaron antes de inocular los reactores (t0), cuando fueron alimentados con 34 mg 

C-AV L-1 d-1 (AV1 y BV1), cuando estuvieron operando con 85 mg C-AV L-1 d-1 (AV2 y BV2) y 

se tomo una última muestra del reactor B después de ser alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 

(BV3). Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm durante 10 minutos y congeladas a –20 

°C hasta la extracción del DNA. 
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3.3.2. Extracción de DNA 

Se realizó con el kit de extracción UltraCleanTM Soil DNA Isolation (MO BIO Laboratories, 

Carlsbad, CA, USA), verificando la cantidad y rendimiento del DNA por medio de una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) a 90 voltios (V) durante 1 hora. Después de la 

electroforesis, el gel fue teñido con bromuro de etidio y se visualizó con un transluminador de 

luz ultravioleta. 

 

3.3.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La región V2-V3 de los genes de arqueas del 16S rDNA fue amplificada usando los 

iniciadores A109 (T)-f (5’–ACTGCTCAGTAACACGT–3’) y 515-r (5’–ATCGTATTACCGC 

GGCTGCTGCTGGCAC–3’) con grapa (Lane, 1991; Muyzer y col., 1993; Grosskopf y col., 

1998), con el siguiente programa: pre-desnaturalización a 95 ºC durante 5 min, 35 ciclos con 

una desnaturalización a 95 ºC durante 30 seg (desnaturalización), una hibridación a 53 ºC 

durante 40 seg y una elongación a 72 °C durante 1 min, y una post-elongación a 72 °C durante 

7 min (García-Saucedo y col., 2008). La región V6-V8 de los genes bacterianos del rDNA 16S 

fue amplificada usando los iniciadores bacterianos 968-f (5’–GAACGCGAAGAACCTTACC 

–3’) con grapa y 1401-r (5’–CGGTGTGTACAAGACCC–3’) (Nübel y col., 1996), con el 

siguiente programa: pre-desnaturalización a 94 ºC durante 2 min, 30 ciclos con una 

desnaturalización a 94 ºC durante 45 seg, una hibridación a 60 ºC durante 30 seg y una 

elongación a 72 °C durante 1.5 min, y una post-elongación a 72 °C durante 10 min (Nielsen y 

col., 2004). La grapa utilizada para DGGE consistió en una secuencia de 40 pb (5’– 

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG–3’). Las reacciones de 

PCR se realizaron en un termociclador CG1-96 (Corbett Research, Sydney, Australia), con 50 

μL de una mezcla de reacción para la PCR, que consistió en (μL): 2.5 de cada primer (20 

mM), 1 de mezcla de nucleótidos (10 mM por nucleótido), 10 de amortiguador (10X), 5 de 

MgCl2 (25 mM), 0.5 de Taq DNA polimerasa (5u/μL), 1 de ADN del lodo y 27.5 de agua 

estéril. El rendimiento y calidad de los productos amplificados fue verificado por 

electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v). 
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3.3.4. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 

Los productos de amplificación fueron separados por DGGE en un DCode universal mutation 

detection system (Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) a 60 °C; inicialmente se aplicaron 

200 V durante 5 minutos y posteriormente 85V durante 16 horas, de acuerdo al procedimiento 

descrito por García-Saucedo y col. (2008), utilizando geles de poliacrilamida al 6% (p/v) y un 

gradiente desnaturalizante de 40 a 55% y de 30 a 55% para arquea y bacteria, respectivamente. 

Los geles de DGGE fueron teñidos con nitrato de plata, de acuerdo con Sanguinetti y col. 

(1994) y escaneados mediante un fotodocumentador Epichemi3 Darkroom (UVP Biolmaging 

Systems, Upland, CA). 

 

3.3.5. Purificación y secuenciación de las bandas de 16S rDNA 

Las bandas del gel de DGGE fueron cortadas y reamplificadas usando los mismos iniciadores, 

pero sin grapa. Los productos de PCR fueron purificados (Wizard® SV gel and PCR clean-up 

system, Promega, Madison, WI, USA), visualizados por electroforesis en gel de agarosa y 

secuenciados usando el kit ABI Prism Big-Dye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle 

Sequencing en un secuenciador ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

Warrington, UK). Las secuencias de ADN fueron analizadas usando los programas Chromas 

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y BioEdit (http://www.mbio.ncsu. 

edu/BioEdit/ bioedit.html). La afiliación filogenética de las secuencias parciales fue estimada 

usando el programa Basic Local Alignment Search Tool BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (McGinnis y Madden, 2004). La presencia de 

quimeras fue revisada por medio del programa Ribosomal Database Project Chimera Check 

(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSU) (Cole y col., 2003). Los árboles 

filogenéticos de las secuencias del gen para el ARNr 16S de las bandas del gel de DGGE 

(posiciones de Escherichia coli 110 a 482 y 969 a 1367) fueron construidos usando el método 

de neighbor-joining (Saitoi & Nei, 1987) por medio del software MEGA4 

(http://www.megasoftware.net) (Tamura y col., 2007). 
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3.3.6. Análisis de las secuencias 

La identificación de las secuencias se realizó en la base de datos RDP (Ribosomal Database 

Project), utilizando las herramientas desarrolladas por Cole y col. (2008) para la búsqueda de 

la identidad de las secuencias. 

 

3.3.7. Análisis de resultados 

El software NTSYSpc 2.11T (Exceter Software, NY, USA) fue utilizado para la construcción 

de dendogramas mediante un agrupamiento de ausencia/presencia de bandas (1/0), utilizando 

el coeficiente de similitud de Dice (SD, Ec. 1), por el método de los promedios no ponderados 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Aritmetic Averages), para comparar los 

patrones de bandas obtenidos en los geles de DGGE (Gelsomino y col., 1999). 
  

 

3.4. Resultados y Discusión 

3.4.1. Análisis molecular de arqueas 

Desde el punto de vista fisiológico, en ambos reactores se presentó una inhibición de la 

metanogénesis cuando se aumentó la velocidad de carga de AV de 34 a 85 mg C L-1 d-1, sin 

embargo este comportamiento no se puede atribuir a la desaparición de algunos grupos de 

arqueas metanogénicas, ya que el perfil de bandas de 16S rDNA DGGE y el dendograma 

mostrados en la Figura 3.1, no muestran cambios significativos en el patrón de bandas de estas 

poblaciones microbianas. Posiblemente este efecto se debió a la inactivación de algunas 

enzimas o a la disminución en la afinidad en éstas. El reactor B no presentó diferencias en el 

patrón de bandas, aún después de la adición de 1 mg L-1 d-1 de oxígeno disuelto (OD), 

sugiriendo que el oxígeno no provocó un cambio significativo en las poblaciones de arqueas 

como ha sido reportado por otros autores (Keiner & Leisinger, 1983; Patel y col., 1984). 

 

BA
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Donde: 
nAB: número de bandas entre los carriles A y B 
nA: número de bandas en el carril A 
nB: número de bandas en el carril B 
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El análisis estadístico mediante el coeficiente de similitud de Dice mostró que las bandas de 

ambos reactores formaron dos grupos principales. El primer grupo estuvo formado por los 

perfiles de bandas de ambos reactores obtenidos con el inóculo inicial (t0) y cuando éstos 

operaron con la primera velocidad de carga de AV (AV1 y BV1). Con la primer velocidad de 

carga de AV no hubo desaparición de arqueas, con respecto al inoculo inicial, obteniéndose 

evidencia de que la técnica es reproducible con un bajo nivel de error. El segundo grupo 

estuvo formado por los perfiles de bandas cuando los reactores fueron alimentados con 85 mg 

C L-1 d-1 de AV (AV2 y BV2) y cuando el reactor B fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1, debido 

a que bajo estas condiciones la cantidad de bandas presentes disminuyó de 8 a 7, sin 

diferencias significativas. 
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Figura 3.1. Perfil de 16S rDNA-DGGE de arqueas de lodos de dos reactores UASB (izquierda) y Dendograma 

de 16S rDNA-DGGE utilizando el coeficiente de similitud de Dice y analizados por UPGMA (derecha). 
 

Las bandas obtenidas en el 16S rDNA-DGGE fueron cortadas y secuenciadas. La Figura 3.2 

muestra que el árbol filogenético de las arqueas, de ambos reactores, se agrupó en cuatro 

órdenes filogenéticos principales. El 50% de las secuencias pertenecieron al orden de los 

Methanomicrobiales, el 12.5% de las secuencias pertenecieron al orden de los 

Methanosarcinales y las secuencias restantes no fueron agrupadas. Se ha reportado que los 

Methanomicrobiales y Methanosarcinales son los principales consumidores de acetato en 

reactores anaerobios (Ferry, 1992), evidenciando que en ambos reactores estos dos órdenes 

son los responsables del consumo de acetato, que es un intermediario en la hidrólisis del AV. 
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Figura 3.2. Árbol filogenético de las secuencias de arqueas del rDNA 16S a partir de bandas de DGGE.  

Generado por el método de Neighbor-Joining. 
 

Las bandas D y F fueron identificadas como cercanas a Methanosarcina barkeri y 

Methanosaeta concilii, respectivamente; las bandas C, E, G y H correspondieron con arqueas 

secuencias depositadas en la base de datos de arqueas  no cultivadas, y las bandas A, B y E no 

pudieron ser identificadas (Tabla 3.1). Los géneros Methanosarcina y Methanosaeta se 

encuentran en lodos anaerobios y son las principales consumidoras de acetato, sin embargo 

hay evidencias de que estos dos géneros tienen diferentes mecanismos de activación 

(Deppenmeier y col., 1996) y afinidad por el acetato (Zinder, 1993). Con respecto a los dos 

microorganismos identificados se puede observar que Methanosarcina barkeri estuvo presente 

en ambos reactores en todas las condiciones de operación evaluadas, sin embargo 

Methanosaeta concilii desapareció a partir de que los reactores operaron con 85 mg C L-1 d-1 

de AV. Esto se debió a que bajo estas condiciones hubo una alta acumulación de acetato, y se 

ha reportado que el crecimiento y actividad metabólica del género Methanosaeta en lodos 
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metanogénicos se ve favorecido con bajas concentraciones de acetato, mientras que la 

presencia del género Methanosarcina se da con concentraciones altas (Peng y col., 2008). Por 

lo tanto, el AV no tuvo un efecto significativo en las poblaciones de arqueas en los reactores, 

ya que solo hubo desaparición de Methanosaeta concilii cuando los reactores fueron 

alimentados con 85 mg C L-1 d-1 de AV, debido a una mayor acumulación de acetato. 

 
Tabla 3.1. Secuencias de bandas del 16S rDNA de arqueas de dos reactores UASB. 

Aparición 

Reactor A1 Reactor B2 Banda Cercanía relativa en GenBank 

AV1 AV2 BV1 BV2 BV3 

Similitud 

(%) 

A Unidentified archaeon + + + + + – 
B Unidentified archaeon + + + + + – 
C Uncultured archaeon AM-10 (AB056013) + + + + + 95±1.3 
D Methanosarcina barkeri (AF028692) + + + + + 94±2.0 
E Unidentified archaeon + + + + + – 
F Methanosaeta concilii (X51423) + – + – – 97±1.0 
G Uncultured archaeon WCHD3-07 (AF050617) + + + + + 98±0.8 
H Uncultured archaeon OS-16 (AB056041) + + + + + 99±0.5 

1 El reactor A fue utilizado como un control anaerobio 
2 Reactor B operó bajo condiciones anaerobias durante 400 días (BV1 y BV2) y después fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 (BV3)    
 

3.4.2. Análisis de bacterias 

Al evaluar si hay una relación entre la dinámica de las poblaciones de bacterias y el proceso 

respiratorio en los reactores, se evidenció la desaparición de la mayoría de las bandas cuando 

ambos reactores fueron alimentados con 85 mg C L-1 d-1 de AV (BV2). Sin embargo, cuando el 

reactor B fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 (BV3) se observó la aparición de nuevas bandas 

(Figura 3.3, derecha). En condiciones metanogénicas y en ambos reactores la carga de AV 

tuvo un efecto inhibitorio sobre las poblaciones de bacterias, pero en el reactor B la adición de 

OD favoreció a las poblaciones de bacterias y la recuperación de la metanogénesis, por lo que 

la acumulación de acetato disminuyó significativamente. Bajo estas condiciones, se puede ver 

una relación entre la dinámica de las poblaciones de bacterias y el proceso respiratorio, ya que 

en el rector B se mejoró la eficiencia de eliminación como resultado de una mayor 

mineralización del AV. En el reactor A es muy probable que el efecto inhibitorio del AV, que 

ha sido reportado por otros autores (Stuckey y col., 1980; Durán y col., 2008), esté relacionado 

con la actividad de las bacterias. 
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Mediante el análisis estadístico se evidenció que sólo se formó un grupo principal, 

correspondiente a las bandas presentes en lodos de los reactores antes de ser alimentados con 

AV; sin embargo, la mayoría de las bandas no se agruparon, ya que las poblaciones de 

bacterias se modificaron significativamente al cambiar las condiciones en el reactor B.  
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Figura 3.3. Perfil de 16S rDNA-DGGE de bacterias de lodos de dos reactores UASB (izquierda) y Dendograma 

de 16S rDNA-DGGE utilizando el coeficiente de similitud de Dice y analizados por UPGMA (derecha). 
 

Al igual que las bandas del 16S rDNA-DGGE de arqueas, éstas fueron cortadas y 

secuenciadas, la Figura 3.4 muestra que en el inóculo inicial (t0) y después de operar los 

reactores con 34 mg C L-1 d-1 de AV, únicamente la secuencia de la banda E no pudo ser 

agrupada en ningún orden, y las secuencias restantes pertenecieron a 4 ordenes: Alpha 

Proteobacteria (12.5%), Beta Proteobacteria (12.5%), Gamma Proteobacteria (37.5%) y 

Bacilli (37.5%).  Todas las bacterias presentes en estas condiciones fueron anaerobias 

estrictas. Sin embargo, cuando el reactor A operó con 85 mg C L-1 d-1 de AV la mayoría de las 

bandas desaparecieron, aunque en el reactor B aparecieron nuevas bandas de bacterias que han 

sido reportadas como aerobias estrictas o facultativas (Guiot y col., 2000; Garibay-Orijel y 

col., 2005), cuando éste fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1.  
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Figura 3.4. Árbol filogenético de las secuencias del rDNA 16S de bacterias a partir de bandas de DGGE.  

Generado por el método de Neighbor-Joining. 
 

En el inóculo inicial las bandas A, B, C, D, F, G, I y J fueron identificadas como cercanas a 

Novosphingobium tardaugens, Roseateles depolymerans, Pseudomonas putida, Enterobacter 

dissolvens, Enterobacter cloacae, Bacillus simples, Bacillus funiculus y Bacillus mycoides, 

respectivamente (Tabla 3.2). Sin embargo, en ambos reactores la mayoría de estas bacterias 

desaparecieron cuando los reactores fueron alimentados con 34 mg C L-1 d-1 de AV, tan sólo 

Pseudomonas putida que ha sido reportada como una bacteria versátil y resistente en 

condiciones de estrés (Lovley y Lonergan, 1990), permaneció en ambos reactores. Las bandas 

E, H y K aparecieron en el reactor B después de ser alimentado con 1 mg OD L-1 d-1, y fueron 

identificadas como cercanas a Pelotomaculum propionicicum, Brevibacillus agri y 

Clostridium propionicum. Además de que Roseateles depolymerans y Pseudomonas putida se 

mantuvieron en este reactor (Tabla 3.2). Los resultados del reactor B mostraron que en 

presencia de oxígeno, el AV pudo ser mineralizado vía aerobia por bacterias aerobias. Existen 
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diversos reportes sobre el aislamiento de bacterias aerobias estrictas y facultativas a partir de 

lodos anaerobios (Assih y col., 2002; Ouattara y col., 2003; Rapheal y col., 2003; Guyot y 

col., 2004; Lara-Mayorga y col., 2010), bacterias que participan en el metabolismo cuando los 

lodos son alimentados con bajas concentraciones de OD. Algunas de estas bacterias han sido 

identificadas como es el caso de Lara-Mayorga y col. (2010), quienes aislaron una bacteria 

aerobia a partir de lodos metanogénicos alimentados con AV y la identificaron como 

Brevibacillus agri. 

 
Tabla 3.2. Secuencias de bandas del 16S rDNA de bacterias de dos reactores UASB. 

Aparición 

Reactor A Reactor B Banda Cercanía relativa en GenBank 

AV1 AV2 BV1 BV2 BV3 

Similitud
(%) 

A Novosphingobium tardaugens (AB070237) + – + – – 81±2.0 
B Roseateles depolymerans (AB062129) + – + + + 90±1.8 
C Pseudomonas putida (D85999) + + + + + 97±1.0 
D Enterobacter dissolvens (EDZ96079) + – + – – 94±2.0 
E Pelotomaculum propionicicum (AB154390) – – – – + 95±0.8 
F Enterobacter cloacae (AY787819) + – + – – 62±3.3 
G Bacillus simplex (AF478071) + – + – – 95±0.6 
H Brevibacillus agri (D79454) – – – – + 85±2.4 
I Bacillus funiculus (AB049195) + – + – – 96±0.9 
J Bacillus mycoides (AF155957) + – + – – 95±1.2 
K Clostridium propionicum (CP16SRRN) – – – – + 99±0.5 

 

Stephenson y col. (1999) mencionan que al participar los microorganismos aerobios o 

facultativos en el proceso respiratorio de un lodo mantienen un ambiente reducido para la 

función de las arqueas metanogénicas. Lara-Mayorga y col. (2010), demuestran que B. agri 

participa en la eliminación del AV en los lodos, ya que ambos presentan una velocidad 

específica de consumo y afinidad por el AV similares. 

 

3.5. Conclusiones 

Las poblaciones de arqueas no presentaron cambios significativos en su patrón de bandas, en 

ambos reactores. Las bandas D y F fueron identificadas como próximas a Methanosarcina 

barkeri y Methanosaeta concilii, que pertenecen a los ordenes Methanomicrobiales y 

Methanosarcinales, respectivamente. Methanosarcina barkeri estuvo presente en ambos 

reactores en todas las condiciones de operación evaluadas y Methanosaeta concilii 
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desapareció a partir de que los reactores operaron con 85 mg C-AV L-1 d-1 de AV, por lo que 

al desaparecer está última la velocidad de consumo de acetato disminuyó y se observó una 

mayor acumulación de este intermediario. Con respecto a la dinámica de las poblaciones de 

bacterias, la mayoría de las bandas desaparecieron cuando ambos reactores fueron alimentados 

con 85 mg C-AV L-1 d-1, sin embargo cuando el reactor B fue alimentado con 1 mg OD L-1 d-1 

se observó la aparición de nuevas bandas de bacterias aerobias o facultativas. Las secuencias 

obtenidas pertenecieron a 4 ordenes: Alpha proteobacteria, Beta proteobacteria, Gamma 

proteobacteria y Bacilli. Las bandas A, B, C, D, F, G, I y J fueron identificadas como cercanas 

a Novosphingobium tardaugens, Roseateles depolymerans, Pseudomonas putida, Enterobacter 

dissolvens, Enterobacter cloacae, Bacillus simples, Bacillus funiculus y Bacillus mycoides, 

respectivamente. Las bandas E, H y K, identificadas como próximas a Pelotomaculum 

propionicicum, Brevibacillus agri y Clostridium propionicum, aparecieron sólo en el reactor B 

después de ser alimentado con 1 mg OD L-1 d-1.  
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4. CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES 
4.1. Conclusiones generales 

En base a los objetivos planteados para esta tesis, el presente trabajo muestra evidencias de 

que sólo es posible la metanogénesis del AV con bajas velocidades de carga; que el AV no es 

el responsable de la disminución en la metanogénesis de, sino la acumulación de acetato; con 

la adición de 1 mg L-1 d-1 de oxígeno disuelto, el AV puede ser metanizado y mineralizado aún 

a altas velocidades de carga; y que la glucosa no mejoró la eliminación del AV en ambos 

cultivos. 

 

Bajo condiciones metanogénicas, el metabolismo de los lodos del reactor UASB, cambió 

significativamente cuando las velocidades de carga se modificaron, sin embargo la eficiencia 

de consumo del AV fue siempre del 100%, indicando que el efecto negativo no está asociado 

con el efecto tóxico del compuesto, sino debido a la acumulación de acetato. Desde el punto 

de vista poblacional, Methanosarcina barkeri estuvo presente en ambos reactores en todas las 

condiciones de operación evaluadas y Methanosaeta concilii desapareció a partir de que los 

reactores operaron con 85 mg C-AV L-1 d-1. Evidenciando que la disminución en la capacidad 

metanogénica parece estar relacionada con el género que consume el acetato y con la 

modificación en la ruta metabólica de consumo del AV. Cuando el reactor B operó con 1 mg 

OD L-1 d-1 (QB3), la eficiencia de eliminación se recuperó y la acumulación de acetato 

disminuyó 41%, debido a que el oxígeno aumentó la capacidad oxidativa de los lodos para 

metanizar y mineralizar este intermediario. Confirmando los resultados del análisis molecular 

de las bacterias, donde se observó, la aparición de nuevas bandas algunas de ellas identificadas 

como aerobias estrictas, como es el caso de Brevibacillus agri, que probablemente 

participaron en la mineralización del AV. 
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Para los cultivos en lote, se observó que bajo condiciones metanogénicas no se presentó 

ningún fenómeno de inhibición en el consumo del AV, pero a altas concentraciones éste 

solamente se hidrolizó y se acumuló como acetato; la exposición del lodo al AV durante 350 

días provocó una disminución de 69% en la velocidad específica máxima de consumo de 

acetato; los ensayos en presencia de oxígeno evidenciaron que con 1 mg OD L-1 la 

metanogénesis se ve favorecida y una fracción de AV fue mineralizada por una ruta aerobia. 

 

4.2. Recomendaciones 

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis se recomienda: 

 

• Evaluar las barreras que impiden el consumo de acetato, con cultivos axénicos de 

arqueas metanogénicas del lodo. 

 

• Realizar estudios enzimáticos en lote, de la ruta de metanogénesis y mineralización del 

acetato de vinilo. 

 

• Evaluar el proceso de eliminación de este compuesto, con cultivos axénicos de 

bacterias aerobias y arqueas metanogénicas, aisladas a partir de los lodos. 
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ANEXO I. Materiales 
1.1. Diseño y operación de cultivos en continuo 

Los experimentos en continuo se realizaron en dos reactores anaerobios UASB con un 

volumen de 1.5 L cada uno, temperatura de incubación de 30±2 ºC, pH de 7±0.3, tiempo de 

residencia hidráulico (TRH) de 1 día, concentración inicial de inóculo de 33.5 g sólidos 

suspendidos volátiles (SSV) L-1 (correspondiente a 500 mL) y relación carbono/nitrógeno 

(C/N) de 50. En la Figura 1 se muestra el diseño de los reactores. Uno de los reactores fue 

alimentado con oxígeno mediante una columna de saturación burbujeada con aire comprimido 

a un flujo de 2 mL min-1. En ambos reactores el biogás se recolectó mediante columnas 

invertidas con solución salina saturada (NaCl 300 g L-1), a un pH de 2 y con rojo de metilo 

como indicador de la dilución de CO2. El influente se mantuvo en refrigeración para evitar 

perdidas por volatilidad AV.  
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Figura 1. Diagrama de reactores en continuo. 

 

1.2. Diseño de cultivos en lote 

Los cultivos en lote se realizaron por duplicado en botellas serológicas de 60 mL, con un 

volumen útil de 40 mL. Los SSV para inocular las botellas fueron tomados de los cultivos en 

continuo bajo régimen estacionario y condiciones metabólicas estables. Todos los cultivos en 
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lote se realizaron a una temperatura de 30±2 ºC, pH de 7±0.3, una concentración de inóculo de 

33.4 g SSV L-1 y una relación carbono orgánico total/sólidos suspendidos volátiles 

(COT/SSV) de 2. Las botellas fueron selladas herméticamente bajo una atmósfera de 

nitrógeno para mantener las condiciones anaerobias. 

 

1.3. Fuente de inóculo 

Se utilizó un lodo metanogénico procedente de un reactor en continuo que trataba aguas 

residuales de resinas poliméricas (Durán y col., 2008). Previamente los lodos fueron 

caracterizados con base a la concentración de SSV. La concentración inicial fue de 33.4 g L-1.  

 

1.4. Medio mineral 

El medio mineral utilizado (Visser, 1995) contenía un alta concentración de sales de fosfato y 

una fuerza iónica baja (0.022 M), por lo que fue reformulado disminuyendo la concentración 

de fosfatos y aumentando la fuerza iónica a 0.025 M con la adición de iones sodio (Na+) y 

potasio (K+), para reducir los posibles problemas de transporte celular. El medio reformulado 

fue utilizado para alimentar los cultivos en continuo y para los ensayos en lote (Tablas 1 y 2). 

 
Tabla 1. Composición del medio mineral base. 

Componente Concentración (g L-1) 
NH2PO4·H2O 0.703 

NH4Cl 0.028 
KCl 0.500 

MgSO4·7H2O 0.111 
CaCl2·2H2O 0.100 

NaCl 0.297 
 

En la Tabla 2 se muestra la composición de la solución de elementos traza, de la cual se 

adicionó 1 mL por cada litro de medio mineral. 
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Tabla 2. Solución de elementos traza. 

Componente Concentración (g L-1) 
FeCl2·4H2O 2 
MnCl2·4H2O 0.786 

Na2SeO3 0.1 
H3BO3 0.05 
ZnCl2 0.05 

(NH4)6Mo7O24 0.05 
AlCl3 0.05 

NiCl2·6H2O 0.05 
CoCl2·6H2O 0.07 
CuCl2·2H2O 0.05 

HCl 36% (Concentrado) 0.5 mL 
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ANEXO II. Métodos Analíticos 
2.1. Cuantificación de sólidos 

La cuantificación de los sólidos suspendidos totales (SST), los sólidos suspendidos fijos (SSF) 

y los SSV en el inóculo, se realizó con base en el método estándar (APHA, 1995). La 

cuantificación de los sólidos presentes, se realizó por duplicado utilizando un volumen 

conocido de inóculo, previamente filtrado mediante vacío en una membrana de fibra de vidrio 

a peso constante. Posteriormente para la determinación de los SST, las muestras fueron 

secadas a 105 ºC y los SSF se cuantificaron, después de haber incinerado la muestra a 550 ºC 

durante 30 minutos. A continuación se muestran las ecuaciones utilizadas en esta técnica:     

 

SST (g L-1) = (B - A)/V SSF (g L-1) = (C - A)/V SSV (g L-1) = SST – SSF 
 
Donde: 
A = peso del filtro (g) 
B = peso del filtro + muestra seca (g) 
V = volumen de muestra (L) 

 
 
Donde: 
C = peso del filtro + cenizas (g) 
 

 
 

 

2.2. Medición de carbono orgánico total 

El carbono orgánico total (COT) se determinó con un analizador de carbono total (TOC-5000 

Shimadzu TM; Kyoto, Japan). Para realizar la cuantificación, la muestra fue filtrada a través 

de una membrana de nylon de 0.45 µm. La muestra para determinar carbono fue acarreada por 

un flujo de aire extrapuro (150 mL min-1) a una cámara de combustión a 680 °C, obteniéndose 

un área proporcional a la concentración de carbono presente en la muestra. La curva patrón se 

realizó con AV como carbono.  
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Figura 2. Curva estándar de carbono orgánico total. 

 

Para la estandarización del método, la curva estándar (Figura 2) se realizó por triplicado, con 

la finalidad de evaluar la reproducibilidad del método. En la Tabla 3 se presentan los 

resultados de la curva estándar y los resultados estadísticos del método. 

 
Tabla 3. Parámetros de curva estándar de carbono orgánico total. 

Parámetro Valor C.V. (%) 
Pendiente 50.13 ± 0.9 1.84 
Ordenada al origen 258.33 ± 11.5 4.45 
Coeficiente de determinación  0.9996 ± 0.0002 0.02 
 

2.3. Determinación de los compuestos volátiles por cromatografía de gases 

Se cuantificó el consumo de AV y la formación de acetato (AcCOOH), acetaldehído (AcCHO) 

y etanol (EtOH) con un cromatógrafo de gases HP-5890 series II con detector de ionización de 

flama (FID), con una columna AT-1000 (0.53 mm x 1.2 mm x 10 m), operando a temperaturas 

de 120°C para el horno, 130°C para el inyector y 150°C para el detector, utilizando nitrógeno 

como gas acarreador a un flujo de 6.6 mL min-1 (Durán y col., 2008). 
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Se elaboraron curvas estándar de AV, AcCOOH, AcCHO y EtOH (Figura 3). Se preparó una 

solución madre de los compuestos en mezcla a una concentración de 1000 mg L-1, haciendo 

diluciones para tener intervalos de concentración de 50 a 1000 mg L-1 para cada uno. Se 

prepararon viales de inyección con 950 µL de muestra y 50µL de HCl al 50% como medio 

acidificante. El programa para la determinación de los compuestos fue el siguiente: 

temperatura inicial de 50 ºC, temperatura final de 120 ºC, una rampa de temperatura de 10 ºC 

por minuto y un tiempo de análisis de 5.95 minutos. 
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Figura 3. Curvas estándar de compuestos volátiles. Ac ( ), AcCHO ( ), AV ( ) y EtOH ( ). 

 

Para la estandarización del método, se cuantificaron los compuestos en mezcla y por 

triplicado. En la Tabla 4 se presenta los resultados de las curvas estándar. Al evaluar la 

reproducibilidad del método, se obtuvieron coeficientes de variación menores que 10%, para 

cada compuesto. 

 
Tabla 4. Parámetros de curvas estándar de compuestos volátiles. 

Compuesto Pendiente Ordenada al origen Coeficiente de determinación (R2)
Ac 249.32 ± 2.5 (1.0) 13827 ± 516 (3.7) 0.9934 ± 0.0011 
AcCHO 554.57 ± 8.6 (1.6) -21269 ± 518 (2.4) 0.9971 ± 0.0021 
AV 913.93 ± 5.5 (0.6) 11872 ± 523 (4.4) 0.9993 ± 0.0003 
EtOH 301.98 ± 4.2 (1.4) 13621 ± 1326 (9.7) 0.9934 ± 0.0012 
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2.4. Determinación de CH4 y CO2 

El biogás producido se cuantificó con solución salina saturada (300 gNaCl L-1) a pH de 2, de 

acuerdo con APHA (1995). La composición del biogás (CH4 y CO2) se determinó con un 

cromatógrafo de gases GOWMAC series 580, con detector de conductividad  térmica (TCD) 

empleando una columna de Carbosphere 80/100, operando a temperaturas de 140ºC para la 

columna, 190ºC para el detector, 170ºC para el inyector, presión de 40 psi, polaridad de 120 

mA y utilizando helio a un flujo de 25 mL min-1. Se determinó la composición del biogás 

inyectando 0.1 mL de biogás por duplicado, directamente de los cultivos y comparando el área 

de pico para cada gas con la curva estándar de la Figura 5.  
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Figura 4. Curvas estándar de CH4 ( ) y CO2 ( ). 

 

Para la estandarización del método, se determinó la composición de una mezcla de CH4 y CO2 

por triplicado. En la Tabla 5 se presenta los resultados de las curvas estándar, los cuales 

muestran que hubo reproducibilidad del método, con coeficientes de variación menores que 

10%. 
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Tabla 5. Parámetros de curvas estándar de metano (CH4) y dióxido de carbono (CO2). 

Compuesto Pendiente Ordenada al origen Coeficiente de determinación (R2) 
CH4 8458 ± 162 (1.9) 1175 ± 87 (7.4) 0.9937 ± 0.0039 
CO2 10868 ± 215 (2.0) 671 ± 29 (4.4) 0.9974 ± 0.0003 
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ANEXO III. Análisis de Resultados 
3.1. Variables de respuesta 

Los cultivos en continuo y los cultivos en lote fueron evaluados mediante el cálculo de 

variables de respuesta, tales como: 

 

Eficiencia de consumo: 

 

100*(%) ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

alimentadosustratomg
consumidosustratomgE  

 

Velocidades volumétricas de consumo de sustratos: 

 

Cultivos en continuo Cultivos en lote 

TRH
consumidosustratomgrS =  

)(díast
consumidosustratomgrS =  

 

Velocidades volumétricas de formación de productos: 

 

Cultivos en continuo Cultivos en lote 

TRH
formadoproductomgrP =  

)(díast
formadoproductomgrP =  

 

Rendimientos de productos: 

 

consumidosustratomg
formadoproductomgY SP =/  

 

Para los cultivos en lote se determinó las velocidades específicas de consumo de 

sustratos y de formación de CH4: 
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Velocidad específica de consumo de sustratos Velocidad específica de formación de CH4 

)(díastSSVg
sustratocarbonogqS

−
=  

)(
4

4 díastSSVg
CHcarbonogqCH

−
=  

 

3.2. Análisis estadístico 

Se utilizó el programa estadístico NCSS 2000 para determinar las diferencias en las variables 

de respuesta del cultivo en continuo por la modificación de las condiciones de operación, 

mediante análisis de varianza (ANOVA) y análisis multivariados de varianza (MANOVA). En 

los cultivos en continuo se determinaron coeficientes de correlación y diferencias en los 

tratamientos con respecto a un grupo control, por medio de ANOVA (NCSS, 2000).
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



AANNEEXXOOSS  

 

 

 
  

105

ANEXO IV. Ensayos 
4.1. Pruebas abióticas aerobias y anaerobias 

Con la finalidad de verificar que no existieran interacciones químicas o fenómenos de 

volatilización del AV, se realizaron pruebas abióticas en botellas serológicas de 60 mL, 

determinando la concentración inicial y final de éste después de 98 horas de incubación. 

 

Se realizó una cinética bajo condiciones anaerobias utilizando una atmósfera de nitrógeno para 

desplazar el oxígeno presente y una cinética con 1 mg L-1 de oxígeno disuelto, utilizando el 

medio mineral de la Tabla 1 y una concentración inicial de AV de 1000 mg L-1. Las dos 

pruebas se realizaron a una temperatura de 30±2 °C y un pH de 7±0.3. 
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ANEXO V. Análisis molecular 
5.1. Preparación de las muestras de lodos de los cultivos en continuo 

Las muestras de lodos para el estudio molecular fueron tomadas de los cultivos en continuo en 

régimen estacionario. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos y se 

mantuvieron en congelación a –20 °C hasta ser utilizadas. 

 

5.2. Extracción de DNA 

La extracción del DNA se realizó con el kit de extracción UltraCleanTM Soil DNA Isolation 

(MOBIO Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Después de la extracción se determinó la 

concentración y calidad del DNA, por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2% a 

90 V por 1 hora. Después de la electroforesis, el gel fue teñido con bromuro de etidio y se 

visualizó con un transluminador de luz ultravioleta. 

 

5.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La región V6-V8 de genes bacterianos del rDNA 16S fue amplificada usando los iniciadores 

bacterianos 968-f con grapa (5’- GAACGCGAAGAACCTTACC – 3’) y 1401-r (5’-

CGGTGTGTACAAGACCC –3’) (Nübel y col., 1996). La región V2-V3 de los genes de 

arqueas del 16S rDNA fueron amplificados usando los iniciadores A109 (T)-f (5’- 

ACTGCTCAGTAACACGT –3’) y 515-r con grapa (5’- 

ATCGTATTACCGCGGCTGCTGCTGGCAC –3’) (Lane, 1991; Muyzer y col., 1993; 

Grosskopf y col., 1998). La grapa consistió en una secuencia de 40 pb compuesta 

exclusivamente de guanosinas y citidinas (5’– CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCG 

GGGGCACGGGGGG–3’). La composición de la mezcla de reacción para la PCR se puede 

ver en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Mezcla de reacción para PCR, con un volumen final de 50 μL. 
Componente Volumen (μL) 
Iniciador delantero 2.5 
Iniciador trasero 2.5 
Mezcla de nucleótidos (10 mM / nucleótido) 1 
Amortiguador 10X 10 
Cloruro de magnesio (25 mM) 5 
Taq DNA polimerasa (5u / μL) 0.5 
DNA del lodo 1 
Agua estéril 27.5 

 

La reacción de amplificación para bacterias se realizó con el siguiente programa: pre-

desnaturalización a 94 ºC por 2 min., 30 ciclos con una desnaturalización a 94 ºC por 45 seg., 

una hibridación a 60 ºC por 30 seg. y una elongación a 72 °C por 1.5 min., y una post-

elongación a 72 °C por 10 min (Nielsen y col., 2004). La reacción de amplificación para 

arqueas se realizó con el siguiente programa: pre-desnaturalización a 95 ºC por 5 min., 35 

ciclos con una desnaturalización a 95 ºC por 30 seg. (desnaturalización), una hibridación a 53 

ºC por 40 seg., una elongación a 72 °C por 1 min., y una post-elongación a 72 °C por 7 min. 

(García-Saucedo y col., 2008). Las PCR se realizaron en un termociclador CG1-96 (Corbett 

Research, Sydney, Australia). El tamaño de los productos amplificados fue verificado por 

electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

 

5.4. Separación por DGGE 

Los productos de amplificación fueron separados por DGGE en un DCode universal mutation 

detection system (Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) siguiendo el procedimiento descrito 

por García-Saucedo y  col. (2008), utilizando geles de poliacrilamida al 6% p/v y un gradiente 

desnaturalizante de 30 a 55% y 40 a 55% para bacteria y arquea, respectivamente. Los geles 

de DGGE fueron teñidos con nitrato de plata, de acuerdo con Sanguinetti y col. (1994) y 

escaneados mediante un fotodocumentador Epichemi3 Darkroom (UVP Biolmaging Systems, 

Upland, CA). 
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5.5. Secuenciación y análisis filogenético 

Las bandas representativas del gel de acrilamida fueron cortadas y reamplificadas usando los 

iniciadores 968-f y 1401-r para el género Arquea, así como los iniciadores A109 (T)-f y 515-r 

para el género Bacteria. Los productos de PCR fueron purificados (Wizard® SV gel and PCR 

clean-up system, Promega, USA) y visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

 

 La secuenciación de los productos purificados se realizó con el ABI PRISM 310 genetic 

analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Calif.). En todas las secuencias obtenidas se 

indagó que no fuesen el producto de quimeras con el programa en línea CHIMERA-CHECK 

de la bases de datos RDP-II. 

 

Las secuencias parciales fueron sujetas a una búsqueda con el programa en línea BLAST 

version 2.2.3 (Altschul y col., 1990) y con ayuda de los programas de la base de datos RDP 

Analysis Tools of Ribosomal Database Project-II Release 9 para buscar la jerarquía 

taxonómica. Los alineamientos múltiples fueron llevados a cabo con CLUSTAL X (Thompson 

y col., 1997) seleccionando secuencias emparentadas depositadas en GeneBank del National 

Center for Biotechnology Information-Taxonomy Homepage (TaxBrowser) y la base de datos 

ribosomales de la base de datos de Ribosomal Database Project-II. 

 

Los porcentajes de similitud nucleotídica se calcularon con ayuda del programa MEGA v. 2.1 

(Kumar y col., 2001). Los porcentajes de similitud de nucleótidos para definir géneros y 

especies fueron 95% y el 97.5%, respectivamente (Rossello-Mora y Amman, 2001). La 

similitud de las secuencias con porcentajes por debajo del 95% fueron asignados para definir 

el nivel más cercano de la familia.  
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