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Resumen

Garcia Cruz Norberto Ulises (2006). Degradacion de metacrilatos bajo
condiciones anaerobias. Tesis de Maestria. Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa. México.

Resumen

Se estudié la degradacion en lote de metacrilatos (metil, etil y butil metacrilato) y acido
metacrilico y la toxicidad de estos compuestos en condiciones anaerobias utilizando
lodo proveniente de una planta de malteo, asi como el efecto de los intermediarios
generados por la hidrélisis de los ésteres sobre la velocidad de degradacion del acido
metacrilico.

Las pruebas se llevaron a cabo en botellas serolégicas de 60 mL, utilizando
medios minerales para los ensayos de degradacion y para los experimentos de
toxicidad. El lodo se activé por un periodo de 15 dias en un reactor UASB de 2.5 L,
alimentado con una mezcla de glucosa y acetato a concentracion de 1 gDQO-L™. En
las pruebas de degradacion se evalué una mezcla de ésteres de metacrilato, acido
metacrilico (AM) y &cido metacrilico adicionado con H, (AM+H,) o alcoholes (AM+AIc).
Los sustratos, intermediarios y biogas se cuantificaron por cromatografia de gases.
Las pruebas de toxicidad se evaluaron sobre la actividad metanogénica acetoclastica
(AMA) y se determiné la concentracidn inhibitoria de toxico, que disminuye en un 50%
la AMA (Clso).

En las pruebas de degradacion de los metacrilatos se observéd que el primer paso
es la hidrélisis del enlace éster, generando &cido metacrilico y el alcohol
correspondiente. Se encontr6 que la presencia de alcoholes (metanol, etanol y
butanol) increment6 la velocidad especifica de consumo de &cido metacrilico (0.063
gSus-gSSV*'.d?!) en comparacion con la prueba para AM (0.015 gSus-gSSV*'.d?) y
AM+H, (0.017 gSus-gSSV*.d™"). Durante los ensayos de AM+H, y AM+Alc se detectd
acetato, el cual modifico la velocidad de consumo del acido metacrilico, lo que difiere
de lo reportado en la literatura. En las pruebas de AM y AM+Alc, se observo una falta
de carbono aproximada del 60%, que fue utlizado para la sintesis de
polihidroxibutirato, como se constaté en observaciones al microscopio de luz tifiendo el
biopolimero con Azul de Nilo. Los resultados de la Cls, para el butil, etil, metil
metacrilato y &cido metacrilico, fueron 0.95, 3.75, 27.82 y 31.47 mmol-L*
respectivamente, indicando que conforme el nimero de carbonos aumenta en el

alcohol del éster, el compuesto es mas téxico.
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Abstract

Garcia Cruz Norberto Ulises (2006). Metacrylates degradation in anaerobic
conditions. Master Thesis from Universidad Autdnoma Metropolitana lztapalapa.
México.

Abstract

The biodegradation and toxicity effect of methacrylates (methyl, ethyl, butyl
methacrylate) and methacrylic acid under anaerobic conditions was studied in batch
systems, using non acclimated granular sludge from the malting industry. The effect of
the intermediaries generated by the ester bond hydrolysis in the degradation rate of the

methacrylic acid was also studied.

The tests were carried out in serologic bottles, using mineral media for the
biodegradation and toxicity essays. The sludge was activated for of 15 days in a 2.5L
UASB reactor, by feeding it with a mixture of glucose and acetate at 1 gCOD-L™.
During the degradation tests, mixtures of methacrylate esters, methacrylic acid (AM)
and methacrylic acid amended with H, (AM+H,) or alcohols (AM+Alc) were evaluated.
The substrates, intermediaries and biogas were quantified by gas chromatography.
The toxicity essays were evaluated on the decrease in 50% of the methanogenic

aceticlastic activity (AMA) and the inhibitory concentration of the toxic was determined
(ICs0).

The methacrylates degradation tests showed that the first step was the ester bond
hydrolysis, that generated methacrylic acid and its corresponding alcohol. The addition
of alcohols such as methanol, ethanol and butanol, increased the consumption specific
rate of methacrylic acid (0.063 g-gvSS™*.d*) compared with the AM (0.015 g-gvSS™
dh) and AM+H, essays (0.017 g-gvSS™.d™*). Acetate production was detected during
AM+H, y AM+Alc essays, but did not modified the consumption rate of methacrylic
acid, which differs with other reports. In AM and AM+Alc tests, it was observed a lack
of carbon approximately of 60%, that was used for the production of polihydroxybutyric
acid, an energy stock biopolymer synthesized by fermentative bacteria, and was
confirmed by fluorescence microscopic observations, when the biopolymer was dyed
with Nile Blue. The ICsy results for the butyl, ethyl, methyl methacrylates and
methacrylic acid were 0.95, 3.75, 27.82 y 31.47 mmol-L™?, respectively, indicating that
as the number of carbons of the alcoholic chain in the ester structure increased, the

toxicity increased as well.
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Introduccion

1. Introduccidén

1.1 Perspectiva Actual

En los ultimos afos las descargas de compuestos organicos al ambiente se han
incrementado, favoreciendo la contaminacion de rios, océanos y mantos freaticos, y
representando un peligro para la vida silvestre de estos ecosistemas. Un compuesto
organico toxico se define como una sustancia que es peligrosa tanto para los humanos
como para otro tipo de vida (Liu et al., 2004). En algunas instancias el peligro se agrava,
debido a que algunos compuestos organicos pueden reaccionar con el agua, suelo y la
luz, propiciando la formacion o transformacion de compuestos con mayor toxicidad y la
capacidad de bioacumularse (Danssonville y Renault, 2002), favoreciendo que se fijen en
plantas y tejidos de animales, produciendo con el paso del tiempo, dafnos en el sistema
reproductivo o en el caso, mas grave cambios en el material genético de los animales
(CICADS 4, 1998)

La mayoria de los compuestos organicos volatiles encontrados en los cuerpos de
agua provienen de la industria quimica, petroquimica, electrénica y de refinacién, siendo
en los procesos de manufactura y produccion donde se genera la mayor cantidad. Aunado
a esto, los lodos provenientes de la purga de las plantas de tratamiento de aguas
contienen una gran cantidad de téxicos organicos, los cuales incrementan la
contaminacion de los mantos freaticos al ser lavados por el efecto de la lluvia cuando han
sido depositados al aire libre.

En la actualidad se utilizan cerca de siete millones de compuestos organicos, cifra que
se va incrementando debido al avance tecnolégico en ingenieria quimica, industria

petroquimica, asi como en el desarrollo de herbicidas, insecticidas y fertilizantes, siendo la
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Introduccion

actividad humana y las plantas industriales las que producen la mayoria de los toxicos
organicos (Liu et al. 2004).

En 1989 en los Estados Unidos, la EPA (Enviroment Protection Agency) realizdé un
estudio en 1,671 plantas de tratamiento de agua residual, las cuales comprenden el 87%
de las plantas en ese pais, y son responsables de descargar 11,000 toneladas de
compuestos organicos al afio, entre los que se encuentran: tricloroetileno, percloroetileno,
metil cloruro, cloroformo y acrilonitrilo entre otros (WEF-ASCE, 1995). Para México no hay
datos sobre las descargas de compuestos organicos al medio ambiente. Monroy et al.
(2000) reportaron que sélo el 21% de los efluentes provenientes de la industria quimica
son tratados.

Durante la fabricacion o formulacion de pinturas se generan residuos liquidos
provenientes del lavado de estanques y reactores. Estos contienen subproductos de los
condensados de los reactores, asi como sosa y solventes utilizados tanto para el lavado
como para la fabricacién de aceites, resinas, plastificadores, pigmentos, ampliadores y
secadores. En un estudio llevado a cabo en la ciudad de Santiago de Chile se report6é que
este tipo de efluentes presenta una DQO de 20 g-L™' debido a la presencia de las
sustancias organicas utilizadas (estirenos, acetonas, xilenos, bencenos, fenoles, acrilicos,
etc.), ademas de contener restos de metales pesados provenientes de los pigmentos
utilizados (cromo, plomo, mecurio, niquel y zinc) (CNMA, 1998).

Estos residuos liquidos son tratados por procesos fisico-quimicos, lo que genera la
produccién de residuos solidos que pueden ser clasificados como residuos quimicos
peligrosos, los cuales son dispuestos en vertederos o son envasados para su
confinamiento. Otros sectores que contribuyen a la contaminacién con sustancias de este

tipo son la automotriz y la quimica, asi como los hospitales y las tintorerias. Lo anterior no
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Introduccion

sera permitido en el futuro y el destino final de estos residuos es el problema al que se

enfrenta estas industrias y la de la pintura (Nemerow y Dasgupta, 1998).

1.2 Metacrilatos

1.2.1 Aplicaciones

El metil metacrilato (CsHgO;) se usa principalmente para la fabricacion del polimetil-
metacrilato (PMMA), que es un plastico con una alta resistencia, ademas de ser incoloro,
lo que le permite ser tefido del color deseado para la elaboracion de bafieras, fregaderos,
anuncios luminosos, cristaleria y autopartes. En la medicina se utiliza en lentes intra-
oculares y de contacto, asi como en implantes (CEPA 1999). Los co-polimeros del metil
metacrilato estan formados por cadenas lineales que se ablandan cuando son calentados,
por lo que se les conoce como termoplasticos (Morrison y Boyd, 1985). Gracias a esta
propiedad se pueden moldear o extruir, y por lo tanto son utilizados en acuarelas,
solventes, adhesivos, selladores, recubrimientos para piel y telas, tintas, abrillantadores
para piso, protesis dentales, cementos quirdrgicos, en la preparacion de ufias postizas y
en protesis ortopédicas para calzado (Tabla 1.1).

En un estudio de mercado realizado en los Estados Unidos de América se reportd
que, de la produccién de metil metacrilato en 1991, el 24% se utilizé para la fabricacién de
moldes y laminas acrilicas, el 21% para envases y resinas, 18% para recubrimientos, 10%
para modificadores, 8% para emulsiones poliméricas, 3% para laminas con base mineral,
2% para fabricacion de metacrilatos, 2% para fibras sintéticas y solo el 11% de la
produccién se exportd. La produccion de metil metacrilato a nivel mundial en 1988 se
estimo en 1.4 millones de toneladas. En Estados Unidos, Japdn y la Union Europea en el
periodo de 1990 a 1993 fue de 536 000, 403 000 y 447 000 toneladas respectivamente.

(CICAD 4, 1998). En México, esta reportado que en el afio de 1998 se utilizaron 19,458
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Introduccion

toneladas para la fabricacién de diversos productos, de las cuales 17,364 se produjeron
en el pais y sélo se importaron 2,094 toneladas (INEGI, 1999).

Con el etil-metacrilato se fabrican polimeros para la industria aeroespacial, automotriz,
de la construccion y la fabricacién de muebles, asi como resinas para recubrimientos de
pinturas, lentes de contacto y emulsiones acrilicas. El butil-metacrilato, se emplea
principalmente como mondémero para la fabricacion de solventes como recubrimientos
acrilicos, adhesivos, pegamentos, aditivos de aceites, emulsiones en textiles, pieles y
para el acabado de papeles. Como polimero se usa para la fabricacion de resinas
dentales y componente de pesticidas y en copolimero para embeber la parafina (HSDB,
2006). Entre los mayores productores a nivel mundial de metacrilatos se encuentran las
siguientes compainias: Atocina, BASF, Cyro, Dow Chemical, ICI, Lucite, Celanese, Rohm

and Hass y Sumitomo (CICAD 4, 1998; HSDB, 2006).

Tabla 1.1 Aplicaciones de los metacrilatos (CICAD 4, 1998; HSDB, 2006).
Compuesto Usos Produccién a nivel mundial
Acrilicos, cristaleria, anuncios
Metil-metacrilato :umrg:gcrztsgss ,rlgglzi?i%?e(r:](t)géado 1,400,000
’ ’ toneladas (1998)
solventes selladores, etc.

Construccion, automovilismo,
Etil-metacrilato aeroespacial, recubrimientos, etc. NR

Textiles, pieles, adhesivos, resinas
Butil-metacrilato dentales, pesticidas, aditivo para NR
aceites, etc.

"CICAD: Concise International Chemical Assessment Document # 4,1998.
HSDB: Hazardous Substances Data Bank (2006).
NR = no reportado.
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1.2.2 Propiedades

El metil, etil y butil metacrilato son compuestos organicos empleados en la industria de
la pintura (Tabla 1.2 y Figura 1.1). Estas sustancias son utilizadas principalmente como
materia prima para la fabricacion de esmaltes, barnices y lacas, entre otros productos,

debido a que tienen la capacidad de formar lo que se conoce como polimeros vinilicos

(Figura 1.1).
CHs R=CHj Metil-metacrilato
CH,= (|;_ C<O R=CH,CHj Etil-metacrilato
O—R R=CH,CH,CH,CH3 Butil-metacrilato
(A)
CHs 6 CHs )

CHy=—C — 1 CHy—C————
2 \ —> 2 \

c=—0 < c=—0 >
O/ Q
\
CHj CHs
g “n

(B)
Figural.l1 (A) Estructura general de los metacrilatos. (B) Polimerizacion del metil-metacrilato
para obtener polimetil-metacrilato (psrc.usm).
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Tabla 1.2 Propiedades fisico-quimicas de los metacrilatos (HSDB, 2006; EPA, 1998).

Punto L
Punto de Presion de
de . Gravedad .
Compuesto fUSi ebullicién vapor s Solubilidad
usion o especifica
: (°C) (mmHg)
, (C)
Acido
metacrilico 16 163 1.0 (25.5) 1.015 89.0 g.L™(25°C)
(20°C)
Metil
metacrilato -48 100-101 38.5 (25°C) 0.944 15.0 g-L ™" (30°C)
(20°C)
Etil
metacrilato -75 118-119 15.0 (20°C) 0.911 5.6 g-L"(20°C)
(25°C)
Butil
metacrilato 163 4.9 (20°C) 0.895 60 mg-L™
(20°C)

HSDB: Hazardous Substances Data Bank (2006).
EPA: Environmental Protection Agency U.S. (1998).

Quimicamente estan clasificados como compuestos carbonilicos a, $-no saturados
(Figura 1.2), debido a que tienen un doble enlace carbono-carbono y un doble enlace
carbono-oxigeno. Por tal motivo, pueden presentar propiedades tanto de un éster como
de una cetona. Los grupos funcionales estan separados por un enlace carbono-carbono lo
que se conoce como un sistema conjugado. A causa de esta conjugacion, estas
sustancias no sélo presentan las propiedades de las funciones individuales, sino también

otras (Morrison y Boyd, 1985).

1

C—C—Cc=—0

Figura 1.2 Compuesto carbonilico a, 3-no saturado, sistema conjugado.

Este tipo de moléculas pueden presentar en el doble enlace carbono-carbono la
adicién electrofilica de acidos y haldégenos, hidrogenacion e hidroxilaciéon tipicas de un
éster o una cetona no saturados, mientras que en el grupo carbonilo se puede llevar a
cabo la sustitucion nucleofilica de un éster o la adicién nucleofilica de una cetona. Por otra

parte, gracias al sistema conjugado que les permite la adicién electrofilica y nucleofilica en
6
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el doble enlace carbono-carbono, pueden dar origen a diferentes compuestos (Morrison y
Boyd, 1985).

La hidrélisis del enlace éster por medio de reacciones quimicas requiere de
condiciones especiales para llevarse a cabo, caso contrario a lo que sucede en los
procesos biolégicos, en donde los microorganismos son capaces de llevar a cabo la
hidrdlisis del enlace éster en diferentes tipos de moléculas organicas a, B-no saturados
(Speece, 1996). Castilla et al. (2004) estudiaron la degradacion de ésteres de acetato y
acrilato bajo condiciones anaerobias y encontraron que para ambos grupos de
compuestos la mineralizacién iniciaba con la hidrdlisis del enlace éster. En otro estudio
(Shtarkman et al., 1993) trataron un efluente proveniente de la fabricacién de acrilicos por
digestiéon anaerobia, que contenia metil metacrilato, el cual se degradaba a &acido
metacrilico y metanol debido a la hidrdlisis del enlace éster (Figura 1.3). El acido
metacrilico fue transformado en acido isobutirico y después isomerizado a butirico, lo que
sugiere la degradacion por B-oxidacién. Por su parte, el metanol se puede mineralizar a
CH, 6 acetato (Bhatti et al., 1996). Estas reacciones se llevaron a cabo en condiciones de

mesofilia y pH neutro.
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THS H CHg
o) / 0
cH=c—cZ ¥ O\ — > cH—=c—c7F  + HO—CH;
O—CHjs ’ l OH |
metil-metacrilato / 4
CHy CH3COOH
CHj
/O
ac. isobutirico CH3—CH—C\/
l OH
=0

ac. butiico CH; ——CHy;—CH,—C

l OH
2CH, + 2CO,

Figura 1.3 Ruta biolégica de la mineralizacién del metil metacrilato propuesta por
Shtarkman et al. (1993 y 1995).

1.2.3 Toxicidad de metacrilatos

Se han detectado concentraciones de metil metacrilato que van de 5 a 20 mg-L™" en
los efluentes provenientes de la industria para la fabricacién de pinturas a base de resinas
acrilicas, debido al proceso de lavado de equipo y contenedores de transporte (Liu et al.
2004). Siendo esta la principal via por la cual llegan los metacrilatos al ambiente, por otra
parte el transporte, almacenaje, la aplicacion de resinas acrilicas, polvo de polimetacrilato,
etc., son también fuente de contaminacion (HSDB, 2006). En el caso del etil y butil
metacrilato no hay reportes en la literatura sobre las concentraciones presentes en los
efluentes.

Respecto a los efectos del metil metacrilato se reportdé que es téxico en forma de
polimero o monémero. Se ha observado que en periodos cortos de exposicién y en

concentraciones que van de 0.4 a 1.5 mg-L" de aire puede afectar el sistema nervioso
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produciendo dolor de cabeza, aletargamiento, mareos, asi como sensacién de pesadez
en brazos y piernas, en el sistema respiratorio puede causar sofocamiento, distrofia, tos,
irritacion nasal y jadeo en una concentracién de 374 mg-L”" de aire (EPA, 1998)(Tabla
1.3). A largo plazo puede causar dermatitis, disminucion en las funciones olfatorias e
irritacion en los ojos; se ha visto que a altas concentraciones puede producir edema

pulmonar e incluso consecuencias fatales (HSDB, 2006).

Tabla 1.3 Datos de toxicidad y ecotoxicidad de los metacrilatos.

Capacidad de

Efectos en la DLgo* Capacidad para .

Compuesto salud (gkg™) bioacumularse absorcion
en sélidos (Koc)

Metil metacrilato 9.4 baja baja

Irritacidn en piel,

ojos y

membranas . .
Etil metacrilato  mucosas, fatiga, 14.8 baja baja

dolor de cabeza,
entre otros

padecimientos.

Butil metacrilato 22.6 moderada moderada

HSDB: Hazardous Substances Data Bank, 2006.

*La DLsq fue calculada en ratas.

En un estudio llevado a cabo en trabajadores que estuvieron expuestos al metil
metacrilato en un intervalo de concentraciones de 0.4 a 40 mg-L'1 de aire, se observaron
diferentes padecimientos como: dolor de cabeza y extremidades, fatiga, perturbacion del
suefo, pérdida de la memoria e irritabilidad (HSDB, 2006). En el caso del etil y butil
metacrilato, son menos toxicos para el humano que el metil metacrilato, ambos
compuestos producen efectos como son: irritacion, depresion y en contacto directo o con
vapores, pueden producir la irritacion de las membranas mucosas y los ojos, por otra

parte no se ha encontrado evidencia de que puedan ser cancerigenos (HSDB, 2006).
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En cuanto a efectos en animales, en estudios realizados en ratas se ha visto que los
metacrilatos son absorbidos en la sangre a través de la piel, los pulmones y el tracto
digestivo, la absorcién por la piel y las vias respiratorias puede llegar a tener
consecuencias letales. Saillenfait et al. (1999) reportaron que el etil y butil metacrilato
provocaron una pérdida de peso en fetos de rata asi como una disminucién en el apetito
de las hembras a concentraciones de 1200 y 600 mg-L™", respectivamente. En estudios
llevados a cabo en organismos acuaticos se observé que el metil metacrilato presenté una
toxicidad baja, por otro lado en un estudio mas detallado realizado en Scenedesmus
quadricauda se encontrd que a una concentracion de 37 mg-L” durante 8 dias de
exposicion, existe una inhibicién en la multiplicacién celular. En Daphnia magna el
compuesto se fijé a 720 mg-L™". En Lepomis macrochirus juveniles y en la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) se reportd que la CLsy se encontré a una concentracion de 191 y
79 mg-L™" de compuesto en el medio respectivamente, durante un periodo de 96 horas
(CICAD 4, 1998). La DLs, calculada via oral en ratas para el metil, etil y butil metacrilato
fue de 9.4, 14.8 y 22.6 g-kg™” de peso corporal respectivamente, de donde se infiere que la
toxicidad disminuye conforme la cadena lineal de carbonos aumenta (HSDB, 2006).

A pesar de que el metil metacrilato tiene un factor de bioconcentracion bajo (Tabla
1.3), que lo clasifica entre los compuesto con pocas probabilidades de acumularse en los
seres vivos, en pruebas de laboratorio se ha encontrado evidencia de que es capaz de
acumularse. Raje et al. (1985), expusieron ratas a vapores de metil metacrilato a una
concentracién de 96.7 mg-L" de aire durante varios periodos de tiempo, observaron que
la mayor concentracién se acumulé en la sangre (11.4 mg-100 mL™" de sangre), seguida
del cerebro (25.24 pg-g”" de cerebro) y por ultimo en los pulmones (20.6 ug-g”' de
pulmén), comprobando que el metil metacrilato se puede acumular en los tejidos. Por otra

parte el butil metacrilato se puede acumular en animales acuaticos, debido a que es una
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molécula hidrofébica (Sijm y Hermes, 2000) provocando que tenga un factor de
bioconcentracién moderado (HSDB, 2006). La bioacumulacién representa un peligro para
el organismo, ya que puede producir desde cambios metabdlicos hasta la muerte,
trayendo consigo problemas ecoldgicos en el ambiente debido a que en las cadenas
troficas se pueden acumular en un nivel o extenderse a los niveles sucesivos, lo que
puede derivar en un rompimiento de la cadena alimenticia o afectar a toda la biota
participante (Beek et al., 2000).

Estudios basados en el coeficiente de particion carbono-organico/agua (Koc),
indicaron que las moléculas del metil y etil metacrilato no se pueden adsorber en los
solidos suspendidos, ni en el sedimento marino, caso contrario al butil metacrilato el cual

se adsorbe en ambos materiales (Tabla 1.3).

1.3 Digestion anaerobia

Se ha reportado por digestidon anaerobia la degradaciéon de moléculas organicas con
diferente estructura (Speece, 1996). En lo que se refiere a los acrilatos se han realizado
estudios bajo estas condiciones en donde se han descrito las rutas metabdlicas que
siguen, asi como los intermediarios generados durante su degradacion (Shtarkman et al.,
1993 y 1995; Castilla et al., 2004).

La digestion anaerobia consiste en una serie de reacciones, que en ausencia de
oxigeno, degradan la materia organica hasta metano y didéxido de carbono como
productos finales. Este es un proceso complejo en donde se generan diferentes
reacciones, debido a la interaccion de varias especies de microorganismos (Schink,
2002). En anaerobiosis, compuestos inorganicos como son los sulfatos, nitratos o CO,

sirven de aceptores de electrones para poder llevar a cabo las reacciones de sulfato
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reduccion, desnitrificacion asi como la metanogénesis hidrogenotrofica. La digestion
anaerobia ha sido descrita en diferentes etapas: 1) Acidogénesis, 2) Acetogénesis y, 3)

Metanogénesis (Sanders et al., 2003) (Figura 1.4).

Polimeros
Biolégicos
. Ly . Bacterias
Hidrolisis Hidroliticas
v
.
Monoeros Bacterias
Fermentativas
BHA
v
P— , CH,
NO, iruvato, so v
N, +H,0 |« 2 Succinato, 2 »[Acetato—rn *
Bacterias Lactat BSR
Nitrato Reductoras actato, CO,
) Etanol
NO,
NZCi N Bacterias
NH i g
4 Fermg:ftlvas SOj BSR
Propionato
. L, . ; Acetato Butirato 2 \ 4
Acidogénesis | Formiato SO, Co, + A0
H,+ CO, Valerato BSR H,S
Caproato 1
o 2 |BSR
Bacterias Sintréficas
BHA OPHA
co,
SO, —Y Y o
+ |H,S|e = [Acetato e H, + CO, + Acetato —— Acetogénesis
H,0|
BMA BMH
BMA Metanogénesis
A\ 4 y
CH, CH, CH,
+ Ly + » + |e
co, co, co,
Figura 1.4 Etapas y rutas metabdlicas de la digestion anaerobia. BHA) bacterias

homoacetogénicas; BSR) bacterias sulfato reductoras; BMA) bacterias metanogénicas
acetoclastas; OHPA) bacterias sintréficas acetogénicas productoras obligadas de
hidrogeno; BMH) bacterias metanogénicas hidrogenotrofas.
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1.3.1 Acidogeénesis: hidrélisis y fermentacion

Esta etapa consiste en la hidrdlisis de polimeros o moléculas de alto peso molecular
(proteinas, carbohidratos, lipidos, etc.) (Figura 1.4) a compuestos mas simples o
mondémeros, por medio de enzimas extracelulares como las celulasas, xilanasas,
proteasas entre otras, las cuales son excretadas por bacterias hidroliticas.

Las proteinas son degradadas a péptidos, mientras que de los polisacaridos producen
azucares de 5 y 6 carbonos, los cuales pueden ser fermentados por una amplia variedad
de microorganismos y a través de diferentes vias metabdlicas. Generalmente azucares de
6 carbonos son degradados por la via de la glucélisis Entner-Doudoroff a piruvato,
mientras que los de 5 carbonos son convertidos a piruvato por una via combinada de la
pentosa y la ruta metabdlica de la glucdlisis. La conversion de azucares a piruvato es un
proceso oxidativo, el cual resulta en la formacion de NADH intracelular (Sanders et al.,
2003).

Los lipidos son degradados a glicerol y acidos grasos de cadena larga y estos ultimos
son transformados a acidos grasos volatiles (AGV) por la via de la B-oxidacion. EI ADN vy
ARN son degradados a azucares, purinas y pirimidinas (Mclnerney, 1988). En esta fase
intervienen bacterias proteoliticas, lipoliticas y celuloliticas (Tabla 1.4), las cuales son
anaerobias facultativas, crecen en un intervalo de pH entre 5.8-9.0 y a temperaturas que
oscilan entre 35 a 60°C (Monroy, 1998).

A este nivel existe la fermentacién de los intermediarios provenientes la hidrélisis, por
las bacterias fermentativas, conocida como acidogénesis. La fermentacion de los
alcoholes es similar a la del glicerol y puede formar varios intermediarios de la glucdlisis
(Sanders et al., 2003). Los productos mas importantes en esta etapa son el CO,, H,y los

AGV (férmico, acético, propionico, butirico, lactico, valérico, etc.).
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Tabla 1.4
1998).

Bacterias hidroliticas que intervienen en la digestién anaerobia (Monroy,

Microorganismo Sustrato

Bacteroides succinogenes
Ruminococcus albus Celulosa

Acetivibrio cellobioparum

Bacteroides ruminonicola Hemicelulosa

Butyrovibrio fibrisolvens

Anaerovibrio lipolytica Lipidos

Butyrivibrio fibrisolvens

Bacillus ssp Proteinas

Clostridium ssp

Lactobacillus ssp .
Almidén
Pseudomonas ssp

Clostridium butyricum

En estudios de ecologia microbiana realizados en lodos granulares, se ha observado

que este tipo de bacterias se encuentran en la superficie del granulo y su numero es

menor en comparacion a las bacterias acetogénicas y metanogénicas

(McLeod et al.,

1990; Wu et al., 1992) (Figura 1.5). La hidrdlisis es el inicio para la degradacion de

moléculas complejas que se encuentran en los efluentes de la industria quimica y

petroquimica, las cuales son recalcitrantes y toxicas para los microorganismos. La

acidogénesis y la acetogénesis resultan de gran importancia para el tratamiento de aguas

residuales, ya que en ellas se producen los sustratos especificos para la metanogénesis.
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Bact:

Figura 1.5 Modelo de distribucién microbiana en granulos anaerobios propuesto por

McLeod et al. (1990).

1.3.2 Acetogénesis.

En esta etapa los productos de la acidogénesis (AGV) son transformados a acetato,

Bacte

Bacte

hidrégeno y bidxido de carbono, por las bacterias acetogénicas productoras obligadas de

hidrogeno, también conocidas como OHPA por sus siglas en ingles (obligate hydrogen

producing acetogens) (Tabla 1.5). Otra reaccién que se presenta a este nivel es la llevada

a cabo por las bacterias homoacetogénicas quienes son capaces de producir acetato a

partir de didéxido de carbono e hidrégeno. Las bacterias sulfato reductoras fermentativas

tienen la capacidad de formar acetato a partir de lactato y etanol (Schink, 1994).

Tabla 1.5 Bacterias sintroficas acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno

(OHPA).

Bacterias Sustrato
Syntrophomonas wolfei Butirato
Syntrophomonas sapovorans Oleato
Syntrophomonas wolinii Propionato
Syntrophomonas buswellii Benzoato
Syntrophus aciditrophicus Benzoato y AGV

Monroy, 1998.
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Es importante que en la acetogénesis, la presion parcial del hidrogeno se mantenga
por debajo de 10" atm para que el equilibrio termodinamico se desplace hacia la
liberacion de energia (AG® < 0) y las bacterias OHPA no sean inhibidas (Monroy, 1998).
En este sentido las bacterias hidrogenotréfas son consumidoras de H, ayudando a
mantener la presién parcial por debajo de la inhibitoria, lo que indica que existe una
relacion sintréfica entre las hidrogenotréfas y las OHPA. Un ejemplo de como influye esta
relacion en las reacciones, es el caso del butirico y propiénico. La reaccioén del butirico
(Tabla 1.6), bajo condiciones estandar presenta un AG® mayor a cero, caso contrario a lo
que se ha observado en ambientes naturales y en lodos de reactores, en donde presenta
un AG® -70 KJ:mol”, debido a la participacion de tres bacterias. En el caso del
propiénico, se a encontrado que en estos ambientes presenta un AG® -62 KJ-mol”
(Schink, 1997).

En esta etapa también se ha reportado que a partir del butirico, la bacteria
Syntrophomonas wolfei es capaz de formar biopolimeros de polihidroxibutirato por la ruta
metabolica de la B-oxidacion (Mclnerney et al., 1981), este tema se abordara con mayor
detalle en el apartado 1.4 de este Capitulo.

Otra reaccién que se lleva a cabo en esta etapa, es la isomerizacién del isobutirico
(Tabla 1.6). Lovley y Klug en 1982 fueron los primeros en reportar esta reaccion bajo
condiciones anaerobias (Figura 1.9), en estudios posteriores se encontré6 que esta
reaccion se pudo llevar a cabo en diferentes lodos, los cuales procedian de plantas de
tratamiento de aguas industriales (Angelidaki y Ahring, 1995), asi como en reactores de

tanque agitado (Pind et al., 2003) y en condiciones de termofilia (Batstone et al., 2003).
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Tabla 1.6 Reacciones asociadas a la acetogénesis.

Sustrato Productos AG® (KJ-mol™)*
AGV

Butirico + 2H,0 2 acetato + H + 2H, +48.1**
Propidnico + 3H,0 HCO; + acetato + H* + 3H, +76.1**

Amino Acidos

2 Glicina + 4H,0 2 acetato + 2HCO3; + H* + NH," + H, -51.5**
Alanina + 3H,0 acetato + HCO; + H" + NH," + 2H, +7.5%*
Alcoholes

Etanol +H,0 acetato + H'+ 2H, +9.6**
Etilen glicol acetato + H'+ H, -78.7**
Isomerizacion

Iso-butirico n-butirico -1.98***

* AG®= condiciones estandar considerando el ion H" a pH 7.
(**) Thauer et al. (1977).
(***) Wu et al. (1996).

El isobutirico se puede formar a partir del butirico, como lo comprobaron Zinder et al.
(1984) al inhibir la hidrdlisis de este, quienes encontraron la formacion y acumulacion del
isobutirico. Por otra parte, la valina proveniente de la hidrolisis de proteinas también se

puede trasformar en isobutirico por la reaccion de Strickland (Batstone et al., 2003).
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Figura 1.6 Ruta metabdlica del isobutirico propuesta por Matthies y Schink (1992).

Estudios cinéticos efectuados por Aguilar et al. (1990 y 1995), mostraron que el
isobutirico no se puede hidrolizar a acetato directamente por la ruta de la B-oxidacion, por
lo que la Unica ruta de degradacién es la isomerizacion a butirico. Esto fue confirmado por
Stieb y Schink (1989) y Matthies y Schink (1992) al encontrar que el isobutirico es
activado por la coenzima “A” que en conjunto con la enzima isobutiril-CoA mutasa y la
coenzima Bq, sintetizan la reaccién, en donde el grupo carboxilo migra al atomo de
carbono adyacente (Tholozan et al., 1988)(Figura 1.6).

Esta reaccion no puede llevarse a cabo por un solo microorganismo, debido a que el
AG® es cercano a cero (Tabla 1.6), por este motivo se ha observado que las bacterias
que isomerizan el isobutirico realizan el proceso en sintrofia con bacterias acetogénicas

(Matthies y Schink, 1992) y metanogénicas (Shelton y Tiedje, 1984; Wu et al., 1994). Esta
18
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condicion ha dificultado su aislamiento y propagacion debido a que unicamente pueden
crecer asociadas a otra bacteria, por tal motivo, en la actualidad se cuenta con pocos

reportes de microorganismos identificados (Tabla 1.7).

Tabla 1.7 Bacterias identificadas capaces de isomerizar el acido isobutirico.

Bacterias Referencia
Desulfococcus multivorans Stieb y Schink (1989)
Syntrophothermus lipocalidus Sekiguchi et al. (2000)
Cepa
SF-1 Shelton y Tiedje (1984)
WoG13 Matthies y Schink (1992)
IB Wu et al. (1994)

En trabajos efectuados para evaluar el efecto del hidrogeno en la isomerizacién del
isobutirico, se observd que en cultivos puros la reaccion se detenia al alcanzar una
presiéon parcial de 0.4 atm (Wu et al.,, 1996), mientras que en lodos la inhibicion se
observé a 1 atm (Lovley y Klug, 1982). Esta diferencia se debid a una mayor presencia de

bacterias hidrogenotrofas en el lodo.

1.3.3 Metanogénesis

Las arqueobacterias metanogénicas, a nivel de sustrato consumen un pequefio
numero de compuestos (acetato, CO,, H,, metanol y formiato), por tal motivo se dividen
en dos grupos: acetoclastas e hidrogenotrofas (Tabla 1.8), pertenecen al dominio de las
Archaea y se encuentran distribuidas en seis géneros (Monroy, 1998). Estas bacterias

presentan diversidad de morfologias (cocos, sarcinas, bacilos, espiroquetas, etc), también
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presentan diferencias en la estructura de la pared celular, la cual puede estar constituida
por subunidades proteicas, de pseudo-mureina o de heteropolisacarido. Son anaerobias

estrictas, por lo que requieren potenciales redox menores a -330mV.

Tabla 1.8 __Generos de bacterias que participan en la metanogénesis (Monroy, 1998).

Género Sustrato

Acetoclastas

Methanosarcina acetato, metanol, H,
Methanosaeta acetato
CH3;COO + H,O —_— CH,4 + CO» AG? -31KJ

hidrogenotréfas

Methanobacterium H./CO,

Methanobrevibacter
Methanospirillum

Methanogenium
4H, + CO, > CH, + 2H,0 AG” -131 KJ

El metabolismo de las bacterias metanogénicas es particular ya que poseen
coenzimas y cofactores que sélo se encuentran en este tipo de bacterias, como son la
coenzima M, la Metil-coenzima M, y el cofactor F, (Thauer, 1998). Las coenzimas
catalizan la ultima etapa de la metanogénesis, mientras que el cofactor es un importante
transportador de electrones en la via metabdlica del metano. Tiene la caracteristica de

emitir un color azul-verde, cuando es observado en fluorescencia a 420 nm.
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Oftra caracteristica que muestran a nivel del metabolismo, es la formacién del ATP, el
cual obtienen de la reduccién de las enzimas y no de la fosforilacion de los sustratos
(Figura 1.7) debido a que generan gradientes de iones a través de la membrana

(ApNa+APp+) por la produccién de metano (Zeikus, 1977).

(A)

H
CH; CoM-S-S-CoB 2 [H*—HCOoO0.
Aceti-CoA
2-Propanol
H, Etanol
HCOO_ s 6 [H] +COz H'S'COM + H‘S‘CO CH3X
2-Propanol CH,COO
Etanol CHsX
ADP ATP
oxidacion reduccion

Figura 1.7 Produccion de ATP en arqueobacterias metanogénicas, la reduccion del
heterodisulfito (A) a coenzima M (CoM) y coenzima B (CoB) esta acoplada al transporte
de electrones lo que genera la fosforilacion del ADP (Tahuer, 1998).

En la naturaleza, las arqueobacterias metanogénicas se presentan en una amplia
variedad de ambientes como son: sedimentos de lagos, pantanos, lagunas costeras, el
rumen y el tracto digestivo de animales. Otros ambientes en donde se pueden encontrar
estos microorganismos son los sistemas de tratamiento de aguas residuales. En lodos
granulares se ha reportado que las bacterias metanogénicas se encuentran en mayor
cantidad en el centro del granulo (McLeod et al.1990) (Figura1.8) lo que ha llevado a
postular que estas bacterias tienen un papel importante en la estabilidad del mismo,
debido a las proteinas extracelulares que secretan, lo que favorece la adhesiéon de

bacterias (Wu et al., 1992).
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1.4 Polihidroxialcanoatos (PHA)

Los PHA son biopolimeros formados a partir de monémeros de 3-hidroxialcanoato (Figura
1.8), los cuales son sintetizados y almacenados intracelularmente por una amplia variedad
de bacterias como fuente de carbono y energia. El polihidroxibutirato (PHB) pertenece a
esta familia de biopolimeros, siendo el mas estudiado debido a las propiedades fisico-
quimicas que presenta (Lee, 1996). En la actualidad se conocen alrededor de 300
bacterias que sintetizan PHA. En condiciones anaerobias se han reportado las bacterias
Syntrophomonas wolfei (Mclnerney et al., 1981), Rhizobium ssp, Rhodobacter
sphaeroides, Clostridium kluyveri (Madison y Huisman, 1999) y Lampropedia ssp (Mino et
al., 1998). Se ha encontrado que los PHA se producen en las bacterias bajo relaciones
C/N altas con limitaciones en el medio de nitrégeno, fosfato, magnesio, sulfato y oxigeno
(Sudesh et al., 2000).

Los monomeros que conforman a los PHA en los microorganismos tienen la
configuracion D(-) y poseen pesos moleculares de 2x10° a 3x10° daltons, este depende
del microorganismo y de las condiciones de crecimiento. Desde su descubrimiento en el
afno de 1926, se han identificado 125 mondmeros precursores de PHA (Sudesh et al.,
2000), los cuales se dividen en dos grupos dependiendo de los carbonos que tengan:
cadena corta (3-5 carbonos) y cadena media (6-14 carbonos) (Lee, 1996).

También se ha comprobado que un PHA puede ser sintetizado a partir de diferentes
fuentes de carbono, como es el caso del PHB, el cual se puede producir a partir de
carbohidratos y moléculas organicas de 1 a 4 carbonos (Yamane, 1992).

Los PHA presentan caracteristicas mecanicas similares a los polimeros derivados del
petréleo, por tal motivo tienen un amplio campo de aplicaciones (insecticidas, empaques,

utensilios, etc), ademas por ser biodegradables se utilizan ampliamente en medicina.
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Estas caracteristicas los convierten en una opcion para sustituir a los polimeros derivados

del petréleo que no son degradables por medios biolégicos (Lee, 1996).

H

O—C—(CHa)7xC

R

O

~ 100-30,000

Figura 1.8 Estructura general de los PHA (Lee, 1996).

R= hidrégeno
R= metil

R= etil

R= propill
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2. Justificacion

Anteriormente se ha reportado la degradacion anaerobia de manera individual de los
metacrilatos (Shtarkman et al., 1995 y 1993; Jung et al., 1993). No obstante en efluentes
industriales estos compuestos se encuentran mezclados ya que provienen del lavado de
equipos y de contenedores. Actualmente a estos efluentes se les somete a tratamientos
fisico-quimicos generando lodos quimicos no biodegradables y considerados como
residuos peligrosos, los cuales se incineran o se confinan lo que es muy costoso. Ademas
de generar residuos de menor peso molecular, como es el caso de la incineracion, estos
procesos promueven que el problema se traslade de un lugar a otro. Estos compuestos
pueden representar un riesgo para la salud ya que son tdxicos para el humano,
organismos y por ende a los ecosistemas. Por esta razon, los metacrilatos estan
clasificados como sustancias peligrosas por la Norma Mexicana NOM-052-SEMARNAT-
2005y la EPA.

La importancia del tratamiento de los efluentes de las industrias que contengan estos
compuestos o el tratamiento de aguas residuales, es reducir la concentracion de
compuestos organicos, para evitar o disminuir su efecto nocivo al entrar en contacto con
el ambiente. Al presente existen varios tipos de tratamientos de aguas residuales divididos
en tratamientos fisico-quimicos y biolégicos.

En los ultimos afios, se ha empleado el tratamiento bioldégico de efluentes bajo
condiciones anaerobias (Kleerebezem y Macarie, 2003), en donde se busca que los
compuestos organicos sean utilizados como fuente de carbono y energia por las bacterias
presentes en los sistemas de tratamiento, para ser hidrolizados hasta metano y biéxido de

carbono. Entre las ventajas del tratamiento anaerobio se tiene: un bajo consumo de
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energia ya que no requiere de aireaciéon y un balance positivo de energia debido a la
recuperacion del CH,.

La digestidon anaerobia, se ha propuesto como una alternativa biotecnoldgica atractiva
para tratar compuestos organicos complejos, debido a la asociacion sintréfica de grupos
microbianos especializados, capaces de hidrolizar moléculas con estructuras quimicas
complejas a compuestos mas sencillos precursores de metano y biéxido de carbono.

A la fecha hay pocos estudios sobre la degradacion de metacrilatos y sus
intermediarios, se ha estudiado Unicamente la degradacion de metil metacrilato, y no se
tienen reportes sobre la toxicidad de estos compuestos en consorcios microbianos
anaerobios. Por lo que en el presente trabajo se probara y estudiara la degradacion del
acido metacrilico en lote con un lodo anaerobio para determinar su tiempo de hidrélisis,
igualmente se evaluara la hidrélisis de una mezcla de metacrilatos y los posibles
intermediarios generados y por Ultimo, una mezcla de alcoholes se adicionara al acido

metacrilico para evaluar el efecto de los primeros sobre la hidrélisis de este ultimo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Estudiar la degradacién anaerobia del acido metacrilico y algunos de sus ésteres en
sistemas en lote.

3.2 Objetivos Particulares

o Determinar el perfil de degradacion del acido metacrilico y del metil, etil y butil

metacrilato e identificar los intermediarios formados.
e Evaluar el efecto de la adicién de H, sobre la degradacion del acido metacrilico.

e Evaluar el efecto de la adicion del metanol, etanol y butanol sobre la degradacion

del acido metacrilico.

e Determinar los niveles de toxicidad del acido metacrilico y de sus metil, etil y butil

ésteres sobre la actividad metanogénica acetoclastica.
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4. Materiales y Métodos

En el presente Capitulo se detallan los materiales y métodos utilizados. En la figura
4.1 se muestra la estrategia experimental que se siguid, la cual se compuso de 4 etapas:
1) activacion del lodo, 2) evaluacion de la actividad metanogénica especifica (AME) del
lodo, 3) evaluacion de la cinética de biodegradacion de los compuestos seleccionados en
4 experimento diferentes y 4) determinacion de concentraciones de toxicidad. Las etapas
1y 2 se describen en los apartados 4.1.1 y 4.2 respectivamente. Las etapas 3 y 4 se

refieren en el Capitulo 5.

Estrategia experimental

Activacion del lodo en Evaluacién del inéculo Biodegradacion en Toxicidad
un reactor UASB (AME) . k,)t_e Clso
(cinéticas)
Mezcla
AM AM + H2 MM Met MM
AM + Eta BM
EM
But EM
BM AM

Figura 4.1 Esquema del trabajo experimental seguido durante esta investigacion.

4.1 In6culo

En esta investigacion se utilizaron dos lotes de lodo granular procedentes de una
planta de tratamiento de aguas residuales de una productora de malta para cerveceria. El
primer lote presenté una concentracion promedio de sélidos suspendidos volatiles (SSV)
de 33.21 gSSV-L! y fue utilizado para las cinéticas de degradacién (Apartado 4.4.1). El

segundo lote presentd una concentracion de 51.06 gSSV-L™' y fue empleado para
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experimentos de toxicidad (Apartado 4.4.3). La concentracion de SSV se calculé como se

describe en el apartado 4.6 de este Capitulo.

4.1.1 Activacion del lodo

Antes de los experimentos, el lodo fue activado por un periodo de 15 dias en un
reactor UASB de 2.5 L, utilizando medio mineral (Balch et al., 1979; descrito en el Anexo
1.1) y una mezcla de glucosa y acetato de sodio como fuente de carbono en una relacion
1:1 como DQO, una carga organica volumétrica (Bv) de 1gDQO(L-d)* y un tiempo de

residencia hidraulica (TRH) de 2 dias.

4.2 Actividad metanogénica especifica (AME)

La actividad metanogénica especifica se define como la relacion de la producciéon de
metano expresado como gDQO-CHy,4, con respecto al contenido de SSV y al tiempo. Es
una manera indirecta de evaluar el desempefio de bacterias que intervienen en la
digestion anaerobia (Schmit y Arhing, 1996; Jawed y Tare, 1999). La AME depende de
factores como son la cantidad de bacterias viables, la afinidad de las bacterias por el
sustrato, el potencial redox y la fuente de energia (Schmidt y Arhing, 1996).

Después de activar el lodo en el reactor, se evalué la AME por triplicado en botellas
serolégicas de 60 mL como sigue: a cada una se le agregaron 5 mL de lodo, 2 mL de
solucién de glucosa a una concentracion de 15 gDQO-L™* y 23 mL de medio mineral
(Balch et al.,, 1979), para obtener un volumen de 30 mL a una concentracién de 1
gDQO-L™. Se sellaron las botellas con tapones de caucho forrados con cinta de teflon y se
intercambié la fase gaseosa con una mezcla de gases N,:CO, (80%:20%) durante 2

minutos, para obtener condiciones de anaerobiosis. El metano producido se midié por
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desplazamiento de una solucién de NaOH al 3% (Figura 4.2) cada 2 horas, la temperatura

de incubacién fue de 35°C.

(TTTdTTTTIT

—]

Figura 4.2 Cuantificacién de metano por desplazamiento de solucién de NaOH al 3%. 1)
botella seroldgica, 2) tubo con solucién de NaOH y 3) probeta.

El volumen de metano producido se ajusto a condiciones de temperatura y presion

estandar. Ademas se calcul6 la equivalencia de metano como DQO y en moles.

273°K o 585 mmHg

Y/ L) =V (L)x 4.1
enere (L) = Vol(L) 308° K 760 mmHg 1)
DQO(9)
DQO —CH,=V L) x ———=— 4.2
gbQ FVonsre(L) X 5= L) (4.2)
_ 0.7697(atm)x V (L) 4.3)
CHa ™ L - atm '
0.082| —————[x308 °K
mol - °K
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Donde:

VCH4 = Volumen de metano a condiciones de temperatura y presién estandar

V, = Volumen parcial de metano producido

La AME se calcul6 utilizando la ecuacién 4.4, obteniendo la pendiente del metano
producido expresado como DQO respecto al tiempo y se calculd en el intervalo de mayor

velocidad de produccién de metano (Anexo 2).

_M(@DQO-CH,-[L-d]?)

AMECH4 X(g Ll) (44)

En donde:

m = pendiente = gDQO-CH,-(L-d)*

X = biomasa (SSV)

El lodo presenté una AME de 0.46 gDQO-CH, (gSSV-d)*(Anexo 2), lo que concordd
con lo reportado por Schmidt y Arhing (1996) para este tipo de lodo que es de 0.5 gDQO-

CH, (gSSV-d)™.

4.3 Calculo de la DQO teorica

La DQO tedrica de cada compuesto se calculdé de acuerdo a la ecuacion propuesta

por Kleerebezem y Macarie (2003).

Ax+y-27 _

CH,0+ O, > x- COZ+)2/ ‘HO (4.5)
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Tabla 4.1 Valor de la DQO teérica para cada compuesto.

Sustrato DQO tedrica
Glucosa 1.066 gDQO(gCsH1206)™
Acetato 1.066 gDQO(gC,H40,)™
Metil metacrilato 1.91 gDQO(gCsHgO2) ™
Etil metacrilato 2.1 gDQO(gCsH100,)™*
Butil metacrilato 2.36 gDQO(gCsH1402) ™
Acido metacrilico 1.67 gDQO(gC4H:02)™
Metanol 1.5 gDQO(gCH,0)*
Etanol 2.08 gDQO(gC,H:0)™
Butanol 2.59 gDQO(gC4H100)™*

4.4 Cinéticas

Las cinéticas se realizaron en botellas serolégicas de 60 mL. Se prepararon por
duplicado para la cinética de degradacion de compuestos y por triplicado para las
cinéticas de toxicidad. Las botellas se sellaron utilizando arillos de aluminio y tapones de
caucho forrados con cinta teflén, y el cambio de atmdésfera se hizo utilizando una mezcla
N,:CO; (80%:20%) durante 2 minutos para asi desplazar el aire del espacio gaseoso. La

temperatura de incubacion fue de 35°C.

4.4.1 Cinéticas de degradacion de compuestos

A las botellas seroldgicas se les adicionaron 5 mL de lodo y 21 mL de medio mineral
(Balch et al.,, 1979) a pH 7, ajustado con 2g de bicarbonato de sodio por litro como

amortiguador. Por ultimo se les agregaron 4 mL de una solucion concentrada de los
31
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compuestos a estudiar, para tener un volumen de trabajo de 30 mL. Se adicion6é una
cantidad de acido metacrilico para obtener una concentracion de 11.61 mmol-L™ (1 g-L™).
Las botellas se mantuvieron en agitacion constante a 125 rpm en una incubadora a 34°C.
La relacidbn masica para cada una de las cinéticas se indica en la tabla 4.2. Las botellas se
prepararon por duplicado para cada tiempo de muestreo y se desecharon después de

tomar la muestra.

Tabla 4.2 Relacién masica para las cinéticas.

Cinética Relacién masica (gDQO-gSSV?)

Acido metacrilico

Acido metacrilico con H,:CO, 0.05

Mezcla de metacrilatos
i 0.089
Acido metacrilico y alcoholes

4.4.2 Velocidad especifica de consumo de sustrato

La velocidad especifica de consumo de sustrato o hidrélisis del sustrato (Ve.) se
calcul6 de la pendiente obtenida de la concentracién de sustrato con respecto al tiempo,
entre la concentracion de biomasa. La pendiente se calculé en el intervalo de mayor

velocidad de consumo (ec. 4.6)

V. = m(gSus[L-d]*)

= X@L) o
Donde:
Sus = Sustrato (compuesto o0 DQO)
m = pendiente = gSus-(L-d™)
X = biomasa (SSV)
32
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4.4.3 Cinéticas de toxicidad para determinar concentraciones
inhibitorias (Clsp)

La Clso se calculo para el acido metacrilico, butil, etil y metil metacrilato, y se define
como la concentracion de un téxico necesaria para disminuir en un 50% la actividad
metanogénica especifica. Seguin Speece (1996) la toxicidad se define como un efecto
adverso en el metabolismo microbiano y que no necesariamente sea letal.

Cada cinética se prepard como se describe en el apartado 4.4 de este Capitulo, con
las condiciones que se describen a continuacion. Para cada botella se pesaron y
agregaron 0.817 g de lodo himedo anaerobio con una concentracion de 51.06 gSSV-L™
para obtener una concentracion de 2 gSSV-L™! y se adicionaron 40 mL de medio mineral
(Visser, 1995, Anexo 1.2). Inicialmente se alimenté el lodo anaerobio con una solucién de
acetato a una concentracion de 2.5 gDQO-L™ y después de 24 horas se agregaron los
compuestos téxicos en diferentes concentraciones (Tabla 4.3) y se dejaron en exposicion
por un periodo de 72 horas con el fin de que los compuestos estuvieran en contacto con la
biomasa. Pasado este tiempo, se realimentaron con una solucién de acetato a 1gDQO-L™
y se determiné el metano producido para obtener la AME como se mencioné en el
apartado 4.2 de este Capitulo. Para cada prueba se prepararon controles sin téxico y los
resultados de toxicidad estan expresados como AME relativa a los controles (100% de la

actividad).

Tabla 4.3 Concentraciones utilizadas Eara determinar la toxicidad de cada comeuesto.

Concentraciones (mmol-L™)
BM 0.31 0.62 1.21 1.77 2.3 2.82
EM 0.88 1.75 5.26 7.01 8.77
MM 10 16.99 2399 30.98 37.98 4498 51.97 65.97
AM 2323 3485 46.46 58.08 69.69 81.31
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4.4.4 Preparacion de muestras para analisis en cromatografia de

gases

Se tomd un volumen de 1.5 mL de muestra, el cual se colocé en un vial de plastico, se
centrifugd a 12000 rpm durante 15 min. Se tomaron 950 pL del sobrenadante y se
depositaron en un vial limpio con 50 uL de HCI al 50%. La muestra asi preparada se
analizd por cromatografia de gases. La composicidon del biogas se determiné como se

describe en el apartado 4.5.2 de este Capitulo.

4.4 5 Balances de carbono

Los balances de carbono (C) se hicieron calculando la concentracion en milimoles de
este para cada compuesto: sustrato, intermediario o producto, utilizando la siguiente

relacion:

mmol X mmol C-X mmol C-X
X = 4.7)
L mmol X L

Donde :

X = COy, CHy, AM, Al, Ace, MM, EM 6 BM.

4.5 Técnicas analiticas

4.5.1 Cuantificacion de sustratos e intermediarios

Los intermediarios y sustratos se determinaron y cuantificaron con un cromatégrafo de
gases Hewlett Packard 5890 serie Il, de inyeccion automética y las condiciones de

analisis fueron las siguientes:

Detector de ionizacién de flama (FID)

Temperatura del detector: 180°C
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Temperatura del inyector: 150°C

Rampa de la columna: de 40 —170°C
Columna: AT-1000, longitud 10 m, @ 0.53 mm
Gas acarreador: Nitrogeno

Flujo: 6.6 mL/min

Tiempo de corrida: 20 minutos

Volumen de inyeccion: 0.5 uL

Se cred una rampa de temperatura, con el fin de poder resolver todos los sustratos e
intermediarios, iniciando en 40°C con un incremento de 5°C/min, hasta alcanzar 80°C.
Una vez a esta temperatura, se elevé hasta 170°C a 15°C/min, permaneciendo por 9
minutos a esta temperatura, con el fin de limpiar la columna de posibles residuos.

Las curvas de calibraciébn se corrieron por triplicado y se calculé el promedio, la

desviacion estandar, asi como los coeficientes de regresion (Anexo 4.1).

4.5.2 Cuantificacion de metano y bioxido de carbono

El metano y el biéxido de carbono se cuantificaron por cromatografia de gases durante
las cinéticas de degradacion de compuestos utilizando un cromatégrafo Gow-Mac, con

una columna de acero empacada. Con las siguientes condiciones de analisis:

Detector: TCD (Thermical conductivity detector)
Temperatura de la columna: 140 °C
Temperatura del detector: 190 °C
Temperatura del inyector: 170 °C

Corriente en el detector: 120 mA
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Gas acarreador: Helio

Flujo: 25 mL/min
Empague de la columna: Carbosphere 80/100, longitud 1.82 m, 3.2 mm 4.

Volumen de inyeccion: 0.1 mL.
Las curvas de calibracién se realizaron por triplicado y se calculd el coeficiente de

regresion (Anexo 4.2).

4.6 Determinacion de solidos suspendidos volatiles

Los soélidos suspendidos volatiles indican como un indice de la concentracién de
biomasa. Los sélidos suspendidos volatiles se determinaron segun los métodos
estandarizados para el analisis de agua residual (APHA, 1995).

Se lavaron perfectamente los crisoles y se secaron en la estufa a 105 °C hasta
obtener un peso constante. A continuacion se tomaron 5 mL de lodo y se procedi6 a
colocar los crisoles en estufa a 105 °C durante 1 hora, al enfriarse se registré el peso
(s6lidos secos). Posteriormente, se colocaron en una mufla a 550°C por 30 minutos. Al
enfriarse se registré el peso nuevamente (sélidos fijos). La concentracion de cada uno de

ellos se determiné de la siguiente manera:

S6lidos Totales (g'L'l): Peso de sélidos secos-Peso del Crisol (4.8)
Volumen de Muestra (L)
Sélidos Fijos (g'L‘l): Peso de soélidos fijos-Peso del Crisol 4.9)
Volumen de Muestra (L)
Soélidos Volatiles (g-L')=(Sélidos totales-Sélidos Fijos) (4.10)
36
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4.7 Carbono organico e inorganico

La cuantificacion de carbono total e inorganico se hizo en un analizador Shimadzu
TOC-500A.

La muestra se preparé tomando 5 mL de fase liquida de la botella serolégica y se
distribuyé en viales de plastico de 1.5 mL para ser centrifugados a 12000 rpm durante 15

min. Se recupero la fase liquida, la cual se filtrd utilizando filtros de nitrocelulosa (Millipore,

poro 0.22um, F13mm). EIl equipo detecta primero el carbono total y posteriormente el

carbono inorgénico. La concentracion minima detectable es de 1mg-L™. El carbono

organico total (COT) se calcul6 de acuerdo a la ecuacién 4.10.

COT (mgL") = [Carbono Total (mgL?) - Carbono inorgéanico (mgL?] (4.11)

4.8 pH

El pH se midi6 con un potenciometro marca Corning, modelo pH/ion 455.

4.9 Presion parcial de hidrégeno

La presion parcial de hidrogeno en la cinética de degradacion del apartado 5.2 del

Capitulo de Resultados y Discusion se calculé utilizando la ley de Henry:

PA=YA P (4.12)
En donde:

pa= Presion parcial de la especie A

ya= Fraccion molar de la especie A en la mezcla de gas
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P+= Presion total del sistema (atm)
Se utilizo una mezcla H,:CO; a una relacién 80:20 por lo tanto

_0.8 mol- H,
Y, mol gas

La Py se midié a 17 botellas serolégicas con un manémetro marca Alltech modelo QC
199. La Py fue de 19.44 psi+ 4.4

La pu2 del hidrogeno fue de 15.552 psi que equivale a 1.057 atm.

4.10 Tincién de polihidroxibutirato (PHB)

Loa biopolimeros se tifieron siguiendo la técnica de Ostle y Holt (1982) con Azul de
Nilo. Para realizar la tincion, se macero el lodo en un crisol para desintegrar los granulos,
posteriormente se centrifugd a 4500 rpm por 5 min, con el fin de separar la biomasa de los
sélidos suspendidos para asi obtener el sobrenadante. Las muestras se tifieron y se
analizaron en un microscopio marca OLYMPUS modelo BH2-RFCA equipado con una
lampara de fluorescencia OLYMPUS BH2-RFL-T3. Las fotos y observaciones se

realizaron con el objetivo de 100X a 460 nm (Figura 4.3).

Figura 4.3 Granulos de PHB en color naranja tefiidos con Azul de Nilo. (microscopia
de fluorescencia,100X).
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5. Resultados y Discusion

Las investigaciones sobre la degradacion de diversos metacrilatos se han llevado a
cabo de manera individual, lo que no ha permitido observar la influencia de los
intermediarios que se generan durante la hidrélisis de los compuestos. El estudio de los
intermediarios es importante debido a que por un lado estos pueden favorecer o inhibir
ciertas reacciones implicadas en la degradacién, lo que puede derivar en la formacién de
sustancias mas peligrosas o por el contrario favorecer las reacciones para una completa
hidrélisis hasta metano y diéxido de carbono y por otro lado arrojan informacién sobre la
ruta metabdlica de degradacion y mineralizacion. El 4cido metacrilico es un intermediario
gue se genera de la hidrélisis de los metacrilatos y se ha observado que tiene un efecto
inhibitorio sobre la digestion anaerobia debido a que no es mineralizado completamente
hasta metano y diéxido de carbono. Por tal motivo, en este trabajo se realizaron cinéticas
de biodegradabilidad de acido metacrilico en diferentes condiciones y una cinética de una
mezcla de metil, etil y butil metacrilato.

La primera cinética se disefidé con el fin de determinar el tiempo de hidrélisis y los
intermediarios generados a partir del acido metacrilico y se encontré que una fraccion de
carbono fue utilizada para la formacién de polihidroxibutirato. En la siguiente se evalué la
influencia del H, sobre la degradacion del 4cido metacrilico, se observé que la presencia
del H, en el medio no mejord la velocidad de consumo del metacrilico; sin embargo
inhibio el consumo del &cido isobutirico. Se llevd a cabo una cinética con la mezcla de
metacrilatos, en donde se encontré que la hidrélisis del enlace éster es el primer paso
para su degradacion, por lo que en una cuarta cinética se prob6 una mezcla de alcoholes
y acido metacrilico, encontrando que favorecen la saturacion del doble enlace del acido y

la formacién posterior de isobutirico.
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5.1 Cinética de degradacion de acido metacrilico

5.1.1 Acido metacrilico

En esta cinética se encontrd una concentracion inicial de 12.99 mmol-L™* (1.119 g-L™)
y se siguié por un periodo de 45 dias. Los resultados se presentan en la Figura 5.1. La
temperatura de trabajo fue de 34°C y el pH se mantuvo en 6.76 + 0.07. Durante la cinética

no se detectaron acetato ni butirato, la velocidad de consumo del acido metacrilico fue de

0.0153 gAM(gSSV-d)™.
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Figura 5.1 Degradacion de acido metacrilico y produccion de biogas. AM) é&cido

metacrilico; Al) acido isobutirico; Ace) acetato; AB) acido butirico.

El 4cido metacrilico se transformé completamente en &cido isobutirico desde el inicio
de la cinética en un lapso de 16 dias cuando alcanzé la concentracion mas alta (9.035
mmol-L™"). Permaneci6 constante por un periodo de 15 dias, debido posiblemente a una
fase de adaptacion del lodo a este compuesto, ya que a partir del dia 31 se empezo a

consumir, agotandose en el dia 38.
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Estos datos concuerdan con lo reportado por Shtarkman et al. (1993 y 1995), quienes
encontraron que el &cido metacrilico es transformado a isobutirico en un periodo de 6
dias. Encontraron también que este era consumido en un periodo de 12 dias, siendo
hidrolizado hasta metano y diéxido de carbono, produciendo acido butirico y acetato como

intermediarios como puede verse en la ruta mostrada de la Figura 5.2.

CH, CH,
(0] (0]
CHy=¢—c¥ > CH3—CH—C/
» on “oH
acido metacrilico iso-butirico
e, NADH +H NAD+
Isomerizacién
B-oxidacion
H (0]
2CH,COOH - H3C_CH2_C2_ C/
acetato \OH
n-butirico
2CH, + 2CO,

Figura5.2 Ruta metabdlica de la mineralizacion del acido metacrilico (Shtarkman et al.
1993y 1995).

Estd reportado por Mikoulinskaia et al. (1999) y Gross et al. (2001) que la
transformacion del acido metacrilico en isobutirico puede ser llevada a cabo en presencia
de acetato como donador de electrones, por las bacterias Geobacter sulfurreducens y
Wolinella succinogenes. Esta reaccion se da por medio de la enzima perisplasmica
metacrilato reductasa (50 KDa), la cual depende del citocromo “c” (Cit,) para llevar a cabo

dicha reaccién (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Secuencia del transporte de electrones en las bacterias Geobacter
sulfurreducens y Wolinella succinogenes. HG) hidrogenasa; NADHgesn) NADH
deshidrogenasa; Cit,) citocromo “b”; Mk) menaquinona; Cit;) citocromo “c”; META equc)
metacrilato reductasa.

Al no utilizar una fuente de electrones como el acetato, posiblemente los electrones
requeridos para la reduccion del acido metacrilico provinieron de otra fuente, como la
presencia de hidrogeno molecular en el medio. Caccavo et al. (1994) y Kroger et al.
(2002) reportaron que las bacterias Geobacter sulfurreducens y Wolinella succinogenes
poseen en su membrana celular enzimas hidrogenasas que son capaces de activar el H,
(ec. 5.1).

H, ——> 2H"+ 2¢ E, =-414mV  (5.1)

Estos ultimos son translocados por la misma hacia el interior de la membrana (Figura
5.3), donde son transportados por diferentes acarreadores, entre los que se destaca la
presencia de la menaquinona (la bacteria Geobacter sulfurreducens posee la
menaquinona-8), que transfiere los electrones al citocromo “b” (City,) y este a su vez al Cit,
para finalmente cedérselos a la enzima metacrilato reductasa (Mikoulinskaia et al., 1999;

Gross et al., 2001).
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Otra posible fuente de electrones en las bacterias, seria la coenzima NAD®
(nicotinamida adenin dinucle6tido), ya que esta molécula tiene la capacidad de almacenar
y transportar electrones (Madigan et al., 2003; Berry, 2002). Los electrones provenientes
de la NAD" entran a través de la membrana, por medio de la NADH deshidrogenasa
(Figura 5.3), la cual se encarga de reducir el NADH+H. Los electrones son transportados
hacia el interior, y siguen la misma ruta antes descrita, hasta llegar a la enzima metacrilato
reductasa que es responsable de la saturacion del doble enlace del &cido metacrilico para

la produccion del acido isobutirico.

5.1.2 Dioxido de carbono y metano

Durante los 8 dias iniciales de la cinética, se produjo CO, que alcanzé una
concentracion de 2.67 mmol-L™ (Figura 5.1) constante hasta el final del experimento. La
mayor produccidon de metano se dio después del dia 31, que es precisamente cuando se
empez0 a consumir el &cido isobutirico. Esto se pudo deber a que una fraccién de &cido
isobutirico se isomerizé a acido butirico el cual posteriormente fue mineralizado hasta
CH,. La concentracion final de metano fue de 5.97 mmol-L™ (Figura 5.1). Después del dia

45 tanto la concentracién de CH, como de CO, se mantuvieron constantes.

5.1.3 Balance de carbono y formacion de polihidroxibutirato (PHB)

El carbono recuperado como CH, y CO; al final de la cinética, solo represent6 el 17%
del carbono proveniente del acido metacrilico, por lo que hubo un faltante del 83%. El
balance de carbono mostrando este faltante se presenta en la Tabla 5.1.

Anteriormente y de manera similar Shtarkman et al. (1995), reportaron solamente
una recuperacion del 20% de carbono como metano en experimentos llevados a cabo con

acido metacrilico adicionado a un lodo anaerobio no adaptado.
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Tabla5.1 Carbono recuperado a diferentes tiempos de la cinética de degradacién de
acido metacrilico (mmol-L™).

) Fase liquida Fase gaseosa Total
Tiempo
Acido Acido recuperado
(d) , , CH, CO,
Metacrilico Isobutirico (%)
0 52 0 0 0 100

16 2.26 36.13 0.7 2.2 79.4

31 0 36 1.1 2.66 76.5

45 0 0 5.96 2.83 17.0

El faltante mas importante de carbono se encontr6 después del consumo de
isobutirico (dia 45) debido a que no se detectd ningln otro compuesto en la fase liquida, y
solamente se observo un incremento de 4.87 mmol-L™* como C-CH, en la fase gas al final
de la cinética (Figura 5.1, Tabla 5.1). Una posible explicacion para el carbono faltante, es
gue el &cido metacrilico es téxico para lodos no adaptados, imponiendo una condicion de
estrés bajo la cual algunos microorganismos tienen la capacidad de almacenar energia en
forma de sustancias intracelulares como los PHB, por lo que se procedi6 a la realizacién
de tinciones con Azul de Nilo tanto al lodo que habia sido expuesto al compuesto y al lodo
utilizado como control para la deteccidn de estos biopolimeros.

En las muestras del control no se detect6 la presencia de PHB, pero se observo la
presencia abundante de PHB en el lodo expuesto al 4cido metacrilico (Figura 5.4), lo que
sugiere que el carbono faltante fue utilizado para la sintesis de este polimero. No se
detecto butirico durante la cinética, posiblemente porque fue consumido rapidamente por
el in6culo para la formaciéon de PHB.

Mclnerney et al. (1981) y Amos y Mclnerney (1991), reportaron la formacion de PHB y
acetato en la bacteria anaerobia Syntrophomonas wolfei cuando utilizaron acido butirico
como sustrato. La presencia de PHB sugiere que el acido isobutirico fue isomerizado a n-

butirico antes de ser consumido por las bacterias fermentativas como lo han reportado
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Tholozan et al.(1988), Aguilar et al. (1990), Angelidaki y Ahring (1995), Pind et al. (2003) y

Yu et al. (2004).

Figura 5.4 Granulos de PHB tefidos con Azul de Nilo al final de la cinética
(microscopia de fluorescencia: 460 nm, 100x).

Estos resultados sugieren que la presencia del acido metacrilico en el medio tuvo un
efecto de induccion sobre las bacterias fermentativas y por ende en la ruta metabdlica de
la B-oxidacién (Figura 5.5), favoreciendo la formacién de PHB a partir del butirico y no la
de acetato como habia sido reportado (Mclnerney et al., 1981; Wofford et al., 1986).

Amos y Mclnerney, en 1991 describieron la ruta para la formaciéon de PHB en
Syntrophomonas wolfei (Figura 5.5), y en ésta se puede distinguir que el D(-)3-
hidroxibutiril-CoA es la molécula precursora del PHB, la cual puede ser formada a partir
de la crotonil-CoA y la acetoacetil CoA.

En el caso de esta cinética, el acido metacrilico pudo inhibir a las enzimas 3-enoil-CoA
o la fosfotransacetilasa, evitando asi la formacion de acetato y una mayor produccion de

metano.
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Butirico

Butiril -CoA

@ Crotonil -CoA

~ D(-)-3-Hidroxibutiril -CoA
L(+) -3-Hidroxibutiril -CoA > l

Acetoacetil ;CoA g PHB

2 Acetil-CoA

Acetill-PO4-
Acetato
Figura 5.5 Ruta de la degradaciéon del acido butirico por B-oxidacion en

Syntrophomonas wolfei y de sintesis de PHB. Posibles enzimas inhibidas, (1) 3-enoil-CoA,
(2) fosfotransacetilasa (tomado de Amos y Mclnerney, 1991).

5.2 Cinética de acido metacrilico con H,:CO»

5.2.1 Acido metacrilico

En base a los resultados de la cinética anterior y considerando la necesidad de
adicionar una fuente de electrones para acelerar la saturacion del doble enlace del acido
metacrilico, se decidié adicionar en esta cinética H, en una mezcla H,:CO, (80%:20%) a
la fase gaseosa de las botellas serologicas, como se describe en el apartado 4.4 de
Materiales y Métodos. La presion parcial de hidrégeno al inicio fue de 1.057 atm, la
concentracién detectada inicialmente de acido metacrilico fue de 11.37 mmol-L™ (0.979
g-L™"), el pH fue de 6.8 + 0.15, la temperatura de trabajo fue de 34°C y la cinética tuvo una

duracion de 45 dias.
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El acido metacrilico se consumié en 24 dias, tiempo en el que el 4cido isobutirico
alcanzé su maxima concentracion: 8.59 mmol-L™ (Figura 5.6). La velocidad especifica de

consumo del acido metacrilico fue de 0.017 gAM-(gSSV-d)™.

12

Compuestos (mmol-L™)

Tiempo (d)

Figura 5.6 Degradacion del acido metacrilico en presencia de hidrégeno molecular.
Obsérvese la formacion de acetato durante los primeros 4 dias. AM) acido metacrilico;
Al) &cido isobutirico; Ace) acetato.

La adicion de H, no tuvo un efecto importante en la transformacion del acido
metacrilico, ya que la velocidad especifica de consumo de &cido metacrilico (0.015
gAM-gSSV™*.d™), fue muy similar a la obtenida en la cinética descrita anteriormente en el
apartado 5.1.1. Durante la cinética se detectd acetato a partir del dia 2 que alcanzé una
concentracion maxima de 9 mmol-L* y que se agot6 en el sexto dia (Figura 5.6). El
acetato formado durante la cinética tampoco influyd en la velocidad de transformacion,
como lo habian reportado Shtarkman et al. (1993 y 1995), quienes reportaron que la

oxidacion del &cido metacrilico en isobutirico se ve favorecida por la presencia de acetato.
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Es probable que el hidrogeno no haya sido utilizado por las bacterias para la reduccion
del acido metacrilico, ya que la presencia de acetato permite inferir que el hidrégeno
presente fue consumido principalmente por las bacterias hidrogenotrofas y
homoacetogénicas (Thauer et al., 1989; Drake, 1994) para la produccion de metano y
acetato (ec. 5.2 y ec. 5.3 respectivamente), reacciones que son favorables por el valor de

AG® que presentan.

4H, + CO, — CH, + 2H,0 AG® -131 KI mol-L™....... (5.2)

4H, + 2C0, ——>» CHyCOOH + 2H,0 AG® -94 KJ mol-L™ ....... (5.3)

Debido a que no hubo un efecto del acetato y del H, sobre la velocidad de saturacion,
se podria considerar que los microorganismos que llevaron a cabo la formacién de acido
isobutirico pueden ser diferentes a las bacterias Geobacter sulfurreducens y Wolinella
succinogenes (Mikoulinskaia et al., 1999; Gross et al., 2001), las cuales utilizan el H, y el
acetato como fuente de electrones (Caccavo et al.,1994; Kroger et al., 2002) para la
saturacion del acido metacrilico.

Debido a que la concentracién que alcanzé el isobutirico en el dia 24 (8.59 mmol-L™)
permanecié casi constante hasta el final de la cinética, y a pesar de que hubo una
disminucion apreciable en la presién parcial del H, debido su consumo en un 87% para la
formacion de acetato, en este trabajo se considera que la presion parcial inicial de
hidrégeno en la cinética (1.057 atm), pudo tener un efecto inhibitorio en las bacterias que
intervienen en la isomerizacion de isobutirico (Shelton y Tiedje, 1984; Wu et al., 1994) a
nivel de la enzima isobutiril-CoA mutasa como lo describieron Matthies y Schink (1992), la
cual en conjunto con la enzima butiril-CoA y la coenzima Bi, llevan a cabo la

isomerizacion por la migracién del grupo carboxilo al carbono adyacente,.

Degradacion de Metacrilatos Bajo Condiciones Anaerobias 48

Norberto Ulises Garcia Cruz



Resultados y Discusion

Esta suposicibn se apoya en lo reportado por Lovley y Klug (1982), quienes
encontraron que a una presion parcial de hidrogeno de 1 atm, hay una inhibicion del 97%
en el consumo de isobutirico. Igualmente. Wu et al. (1996) también reportaron que a una

presioén parcial de 0.4 atm, el isobutirico no es consumido.

5.2.2 Dioxido de carbono y metano

La mayor produccién de CO, se encontr6 durante los primeros tres dias de la cinética,
cuando alcanz6é una concentracion de 2.18 mmol-L™, que permaneci6 casi constante
hasta el final de la cinética (2.82 mmol-L™) (Figura 5.7)

Se observo que la produccion de CH, se inici6 después de que el acetato fuera
consumido en el sexto dia (Figura 5.6 y 5.7), alcanzando una maxima concentracion de

9.18 mmol-L* hacia el final.
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Figura 5.7 Produccion de dioxido de carbono y metano en presencia de H,. La

concentracion de metano se triplicd durante la segunda mitad del ensayo.
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5.2.3 Balance de carbono y formacion de polihidroxibutirato (PHB)

Durante la cinética se calculd una recuperaciéon de carbono de 138%, debido al
acetato formado en el dia 4 (Figura 5.6).

Al término de la cinética se determiné el carbono orgéanico total (COT) residual en la
fase liquida encontrando 34.55 mmol-L™, que es aproximadamente equivalente al carbono
contenido en el isobutirico detectado por cromatografia de gases en el dia 24 (34.36
mmol-L™"), lo que confirmé que no fue consumido por los microorganismos. El balance
mostré una pérdida del 24% del carbono inicial del &cido metacrilico (45.48 mmol-L™) con
respecto al isobutirico encontrado finalmente, probablemente debido a volatilizacion (ver
Tabla 5.2). La formacion de CH,y CO, provino del acetato formado, aunque se estimé
una pérdida aproximadamente de 6.2 mmol-L™" de acetato. Al no haberse consumido el
acido isobutirico y junto con la formacion de CH,y CO, se obtuvo una recuperacion del
102 % de carbono al final de la cinética con respecto al carbono alimentado,

Al realizar las tinciones en esta cinética con Azul de Nilo, no se detect6 la presencia

de PHB en el lodo.

Tabla 5.2 Carbono recuperado durante la degradacién del acido metacrilico en
presencia de H,:CO, (mmol-L™?).
_ Fase liquida Fase gas Total
Tiempo _ _
Acido Acido recuperado
(d) - N Acetato CH, CO;, o
Metacrilico Isobutirico (%)
0 45.48 0 0 0 0 100
4 35.84 7.6 18 0 1.38 138
24 0.64 34.36 0 5.84 2.63 95.58
45 0 34.36 0 9.18 2.63 102

Degradacion de Metacrilatos Bajo Condiciones Anaerobias >0

Norberto Ulises Garcia Cruz



Resultados y Discusion

5.3 Cinética de degradacion de metil, etil y butil

metacrilato en mezcla

5.3.1 Metil, etil y butil metacrilato

En esta cinética se calcularon las concentraciones de metil, etil y butil metacrilato de
acuerdo a la relacion estequiométrica de la siguiente ecuacién para obtener una

concentracion de acido metacrilico de 11.61 mmol-L™ (1 g-L ™).
metil metanol
etil metacrilato + H,O —— etanol  + é&cido metacrilico
butil butanol

Las concentraciones detectadas inicialmente para el metil, etil y butil metacrilato se

muestran en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3 Concentraciones de metacrilatos en el ensayo de biodegradabilidad en
mezcla.
Concentracion teorica Concentracion real
Compuesto L N
(mmol-L™) (mmol-L™)
MM 3.87 3.32
EM 3.87 2.84
BM 3.87 1.17

No se alcanzaron las concentraciones teéricas debido a la volatilidad de los
compuestos, la cual se aparentemente se incrementd en funcién del nimero de carbonos
cuando los compuestos se mezclaron.

En la Figura 5.8 se muestra el perfil de hidrélisis de la mezcla de metacrilatos y la
formacién de metanol, acido metacrilico e isobutirico como intermediarios. El enlace éster
es hidrolizado como paso inicial en la degradacion, como se ha reportado para otros

ésteres del acrilico (Castilla et al., 2004).
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Figura 5.8  Degradacion de la mezcla de metacrilatos. MM) metil metacrilato; EM) etil
metacrilato; BM) butil metacrilato; Met) metanol; AM) acido metacrilico; Al) acido
isobutirico.

El butil y etil metacrilato fueron consumidos dentro de los primeros 3 dias, mientras
que el metil metacrilato fue consumido en un 87% en este tiempo (Figura 5.8), que fue
cuando se detectd la mayor concentracion de metanol (2.2 mmol-L™") y acido metacrilico
(1.3 mmol-L™Y). Durante la cinética no se detect6 etanol ni acetato. Después del dia 5 se
agotaron los intermediarios. En esta cinética se realizaron tinciones y no se encontré la
formacion de PHB, ni se observé la produccion de biogas.

Las velocidades calculadas de hidrélisis para el metil, etil y butil metacrilato fueron
0.017, 0.019 y 0.027 gCompuesto-(gSSV-d)™, respectivamente. Estos valores fueron altos
debido a que la concentracion encontrada de los metacrilatos fue mucho menor a la
concentracion esperada, por lo que se consumieron en tiempos cortos aumentando la

magnitud numérica del valor de velocidad que esta relacionado al tiempo.
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5.4 Cinética de acido metacrilico y alcoholes

5.4.1 Acido metacrilico, metanol, etanol y butanol

Se consider6 que los resultados obtenidos en la cinética anterior no son
representativos. Por tal motivo y para evitar pérdida por volatilidad de los compuestos, se
agreg6 el acido metacrilico a una concentracion de 11.61 mmol-L* y los alcoholes
correspondientes derivados de la hidrélisis de cada metacrilato: metanol, etanol y butanol
a una concentracion cada uno de 3.87 mmol-L™. La cinética se sigui6 por un periodo de
45 dias, el pH se mantuvo en 6.8 £ 0.25 y la temperatura en 34°C.

La concentracion de &cido metacrilico al inicio de la cinética fue de 11.32 mmol-L™" y
hacia el segundo dia se consumi6 el 74% (Figura 5.9), por lo que la mayor produccién de
acido isobutirico se observo en este tiempo. Como se muestra en la Figura 5.9a, el acido
metacrilico se agotd en el sexto dia, presentando una velocidad especifica de consumo

de 0.063 gAM(gSSV-d)™.
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Figura 5.9 (a) Degradacién de acido metacrilico y alcoholes durante los primeros 6
dias. (b) Formacion y consumo de isobutirico. AM) &cido metacrilico; Al) acido isobutirico;
But) butanol; Eta) etanol; Met) metanol; AB) acido butirico; Ace) acetato.
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Aparentemente la rapida transformacion del acido metacrilico se vio favorecida por la
fermentacion del etanol y butanol, ya que es precisamente al segundo dia cuando se
consumieron estos y fue transformado en un 74%. En este momento el acido isobutirico
alcanz6 una concentracion de 7.52 mmol-L™*, que corresponde al 68% con respecto a la
concentraciéon mas alta detectada de 10.98 mmol-L™ (dia 12), como se puede observar en
la Figura 5.9. La fermentacién de ambos alcoholes produjo acetato y butirato (ec. 5.5y
5.6, Figura 5.10), estos intermediarios fueron consumidos hacia el dia 4 lo que increment6

la produccion de metano (Figura 5.10 y 5.11).

2CH3CH,-OH + 2H,O0 —  2CH3;COO™ + 2H" +8[H] .............. (5.5)
(Dwyer y Tiedje, 1983)

2CH3CH,CH,CH,-OH + HCO'3 ——p»  2CH3CH,CH,COO™ + CH, + H' + H,0 ....(5.6)
(Eichler y Schink, 1984)

Las reacciones involucradas en esta cinética y que ocurrieron en algunos casos de

manera simultanea y en otros en secuencia, se muestran en la siguiente Figura.

Eta r l'AB-PHB . PHB
Eta .
AM ——>» Al » AB —» Ace —» CH;+CO,
Fam Fal l'AB-Ace —
-
I'But
Met |
Met
Figura 5.10 Reacciones implicadas en la degradacion del acido metacrilico y

alcoholes. AM) acido metacrilico; Al) acido isobutirico; But) butanol; Eta) etanol; Met) metanol; AB)
acido butirico; Ace) acetato.
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La velocidad especifica de consumo del acido metacrilico fue superior a la de las
cinéticas descritas en los apartados 5.1 y 5.2 de este Capitulo, como se muestra en la
Tabla 5.4. El incremento en la velocidad, posiblemente se debid al hidrégeno generado a
nivel citoplasmatico a partir del etanol (ec. 5.5), el cual pudo ser utilizado mas
eficientemente para la saturacion del doble enlace del acido metacrilico. A nivel
citoplasmatico, la utilizacion de electrones derivados del H, que se producen por la
fermentacion del etanol, se lleva a cabo por la ruta metabdlica de la acetil-CoA (Miller y
Gottschalk, 1994).

Tabla5.4 Velocidad especifica de consumo del acido metacrilico en las diferentes
cinéticas.

Vel. especifica de consumo

Cinética [gCompuesto:(gSSV-d)™]
AM 0.015
AM + H, 0.017
AM + alcoholes 0.063

Por su parte el metanol se consumi6 lentamente durante la cinética y aparentemente
no intervino en la transformacion del acido metacrilico (Figura 5.9). Se sabe que las
enzimas implicadas en el metabolismo del metanol requieren de un periodo de activacion

para reducir el metanol hasta metano por metilotrofia (Keltjens y Vogels, 1993).

4CH;OH — 3CH,+CO,+2H,0  AG® -106 KJmoL™........ (5.7)

En esta cinética tampoco se pudo observar un efecto del acetato formado en la
saturacion del acido metacrilico.

Como se mencioné anteriormente la mayor produccion de acido isobutirico se
presentd en el segundo dia y continué por un periodo de 10 dias a una velocidad de 2.84

mmol-L"-d”" hasta alcanzar una maxima concentraciéon de 10.98 mmol-L™" (Figura 5.9). A
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partir de este momento, el &cido isobutirico se consumié lentamente durante 5 dias,
posiblemente debido a una etapa de adaptacion del lodo al isobutirico, ya que fue
consumido a partir del dia 17 agotdandose en el dia 24 (Figura 5.9b). Después del
consumo del isobutirico no se detecto la formacion de butirato y/o acetato (Figura 5.9b y

5.10).

5.4.2 Dioxido de carbono y metano

Durante los primeros 3 dias se produjo el 70% del CO, total, el cual permanecié casi a
una concentracion de 3.89 mmol-L™ (Figura 5.11). En cambio, la produccién de CH, se
realizé en dos etapas, la primera se llevé a cabo al inicié de la cinética durante tres dias,
debido a la fermentacién del etanol y butanol y se produjeron 7.48 mmol-L™. La segunda
se presentd después del dia 14 y alcanz6 una concentracion final de 22.46 mmol-L™. Este

incremento se debi6 al consumo del acetato, butanol y metanol (Florencio et al., 1993).
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Figura 5.11  Formacion de diéxido de carbono y metano. Obsérvese el incremento en
la concentracion del metano hacia el final de la primera mitad de la cinética.
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5.4.3 Balance de carbono y formacion de polihidroxibutirato (PHB)

En la Tabla 5.5 se muestra el balance de carbono a diferentes tiempos de la cinética.
El acido isobutirico detectado en el dia 6 provino del acido metacrilico, pudo
transformarse a butirico (ra) y posteriormente a acetato (ras.ace) para finalmente ser
mineralizado (race) (ver Figura 5.10).

Al final de la cinética s6lo se recuperd un 36.3% de carbono como CH; y CO,, v el
acido isobutirico fue consumido (Figura 5.9, Tabla 5.5), por lo que se detectd un faltante
de carbono de 63.7%. El cual se corrobord al analizar el carbono organico total de la fase
liquida, encontrando una concentracion de 10 mg-L™*, que representa aproximadamente el
1% del carbono organico alimentado (Tabla 5.5).

Tabla5.5 Carbono recuperado a diferentes tiempos en la cinética de acido metacrilico
adicionada de alcoholes (mmol-L™).

) Fase liquida Fase gaseosa Total
Tiempo
recuperado

(d) AM Met  Eta But Al Ace CO, CH,
(%)
0 45.28 5.03 7.64 14.6 0 0 0 0 100
2 11.76  4.58 0 0 30.06 6 2.04 5.13 82.1
6 0.56 0 0 0 38.48 0 2.42 7.67 67.7
45 0 0 0 0 0 0 3.9 22.46 36.3

AM) acido metacrilico; Met) metanol; Eta) etanol; But) butanol; Al) acido isobutirico; Ace)

acetato.

Al no encontrarse el carbono en la fase liquida, se infirié que fue almacenado en forma
de PHB y se procedié a hacer tinciones con Azul de Nilo al final del experimento. Se
detectaron granulos de PHB (Figuras 5.13 y 5.14), por lo que el carbono faltante se
encontré en forma de este polimero. También se observé que la presencia de los granulos
de PHB se almacenaron en células con diferentes morfologias, como bacilos y cocos, lo

que dio evidencia de que se encontraron en el lodo diversas bacterias capaces de
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sintetizar este tipo de polimeros. En este caso se aprecia huevamente el efecto inductor

de este compuesto sobre los microorganismos para la formacion PHB.

Figura 5.12 Fotografia de fluorescencia de microorganismos provenientes de la
cinética de acido metacrilico y alcoholes, en donde se puede ver un camulo de bacterias
con granulos de PHB.

a)

b)

Figura 5.13 Granulos intracelulares de PHB en un bacilo: (a) contraste de fases
(100x), (b) fluorescencia en color naranja (460 nm).
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5.5 Toxicidad de Metacrilatos

Para evaluar el efecto de los metacrilatos sobre la produccién de metano, se
determind la Clso de cada uno de los compuestos, por medio de pruebas de toxicidad
como se describe en el apartado 4.4.3 del Capitulo de Material y Métodos. Las
concentraciones utilizadas para cada compuesto se calcularon para que la concentracion
mas alta, alcanzara una inhibicién de aproximadamente el 80% con respecto a la maxima
actividad de cada cinética. Los resultados se muestran en la Tabla 5.6 y las Figuras 5.14,

5.15y 5.16.

100

Actividad metanogénica especifica
(% del control)

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Butil metacrilato (mmo-L™)

Figura 5.14  Concentracion de butil metacrilato a la que se inhibe el 50% de la
actividad metanogénica acetoclastica.

Como se observa en la Figura 5.14, la actividad metanogénica decrecié de forma
lineal hasta una concentracién de 1.2 mmol-L? de butil metacrilato. La Clsy encontrada

para el butil metacrilato fue de 0.95 mmol-L™.
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En la Figura 5.15 se muestra la toxicidad del etil metacrilato sobre la actividad
metanogénica. Se observé que entre 2 y 5 mmol-L™ disminuy6 rapidamente. Por arriba de
5 mmol-L™ la actividad se reduce lentamente. La Cls, encontrada para el etil metacrilato

fue de 3.75 mmol-L™.
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Figura 5.15 Concentracion de etil metacrilato a la que se inhibe el 50% de la actividad
metanogénica acetoclastica.

En la Figura 5.16 (A) se muestra que la actividad metanogénica disminuy6 en forma
lineal conforme las concentraciones de metil metacrilato se incrementaron, esta tendencia
se observé hasta una concentracion de 37.98 mmol-L*, en donde la actividad se vio
reducida a 26%. La Cls, encontrada para el metil metacrilato fue de 27.82 mmol-L™.

En la Figura 5.16 (B) concentraciones entre 23 y 35 mmol-L™ de &acido metacrilico
redujeron a 37% la actividad metanogénica. Se observd que concentraciones por arriba

de 35 mmol-L™ no tuvieron un efecto inhibitorio importante.
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Figura 5.16 Concentraciéon de metil metacrilato (a) y acido metacrilico (b), en donde
se inhibe el 50% de la actividad metanogénica acetoclastica.

La Clsp encontrada para el acido metacrilico fue de 31.47 mmol-L™", y cabe destacar
que en las cinéticas de degradacion la concentracion utilizada de este compuesto (11.61
mmol-L'“) fue tres veces menor a la Clsx.

Esto permite inferir que la falta de produccién de metano no se debié a una inhibicién
por sustrato sino posiblemente a un efecto de induccién del acido metacrilico en algunas

encimas de la B-oxidacion para la formacién de PHB.
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En la siguiente tabla se comparan los valores de Clsg para cada compuesto.

Tabla 5.6 Concentraciones inhibitorias Clsg de los metacrilatos.

Compuesto Cls
mmol -L(mg-L™h)

Butil metacrilato 0.95 (134.97)
Etil metacrilato 3.75 (427.72)
Metil metacrilato 27.82 (2783.39)
Acido metacrilico 31.47 (2709.25)

Por otro parte, la comparacion entre estos resultados, sugiere que existe una relacion
directa entre el nimero de carbonos del alcohol unido al enlace éster con la toxicidad,
como se muestra en la Tabla 5.7. Ya que como se pudo observar en los resultados de la
Clsp, entre mas carbonos tenga el alcohol, mas téxico se vuelve el compuesto para los

microorganismos.

Tabla 5.7 Clsg y estructura quimica de los metacrilatos.

Compuesto Cls, (mmol-L™Y) Estructura
CH3
(6}
Butil metacrilato 0.95 CHz:c—C{
O——CHy;——CHy;——CH,——CHg3
CHs3
, . )
Etil metacrilato 3.75 CHy == C/
\O—CHz—CHg
CH3
: . o)
Metil metacrilato 27.82 =i F
\o—CH3
[
_ o )
Acido metacrilico 31.47 CHy ==t C/
OH
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La manera como influye el nUmero de carbonos con la toxicidad no esta del todo
claro. Una posible causa pudiera estar dada por la combinacion de las propiedades fisico-
quimicas que presentan esta clase de compuestos, ya que por su estructura quimica
pueden presentar propiedades tanto de una cetona como de un éster. A su vez el tener un
enlace conjugado le profiere otras propiedades quimicas (Morrison y Boyd, 1985), las
cuales podrian ser las causantes de la toxicidad sobre las bacterias. En un estudio
realizado por Chou et al. (1978), evaluaron la toxicidad de diferentes compuestos
organicos sobre la actividad metanogénica, encontrando que la posicion del grupo
funcional y los dobles enlaces carbono-carbono incrementan la toxicidad del compuesto.
En otro estudio llevado a cabo por Jung et al. (1993) en donde analizaron tres
compuestos de diferente estructura molecular, encontraron que conforme la molécula es
mas compleja, la toxicidad del compuesto se va incrementando.

Estos estudios sugieren que hay una estrecha relacion entre la estructura molecular y
la toxicidad como se observO en esta investigacion. También se infiere que estas
moléculas son capaces de difundirse a través de los granulos del lodo, afectando la

actividad metanogénica acetoclastica.
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6. Conclusiones

La transformacién del acido metacrilico a isobutirico se lleva a cabo lentamente en
condiciones anaerobias con lodos no adaptados a estos compuestos. La adiciéon de H, no
mejoré la velocidad de transformacién del &cido metacrilico y se considera que la
acumulacion de acido isobutirico y la baja mineralizacion se debid a una inhibicion por la
alta presion parcial del hidréogeno.

Igualmente, el acetato producido en esta cinética no fue utilizado como donador de
electrones, lo que difiere con lo reportado por Shtarkman et al. (1995 y 1993). Por lo que
se concluye que la presencia de estos no modificé la velocidad de transformacion y por lo
tanto, no son utilizados como co-sustratos.

En el caso de la fermentacion del acido metacrilico adicionado con alcoholes, el
proceso se vio favorecido por la presencia de H, producido durante la fermentacion de los
alcoholes. Esta reportado que la produccion de este metabolito se lleva a cabo a nivel
intracelular, por lo que se encuentra facilmente disponible para los microorganismos.

Durante la degradacién de acido metacrilico y acido metacrilico adicionado con
alcoholes se produjo PHB que fue detectado por tincion con Azul de Nilo y fluorescencia.
De estos experimentos se concluye que, el acido metacrilico actua como inductor sobre
los microorganismos fermentativos presentes en los lodos anaerobios, para la formacion
de PHB.

La falta de produccién de biogas en estas cinéticas, se pudo deber a un efecto
inductor del acido metacrilico en la via metabdlica de la B-oxidacion sobre la formacion de
PHB. No fue debido a toxicidad por la concentracion adicionada del compuesto, ya que la
Clso encontrada para el acido metacrilico (31.47 mmol-L™") fue casi tres veces mayor a la

alimentada (12.15 mmol-L"+ 1.18).
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Se encontrd una relacion entre el niumero de carbonos de los ésteres del acido
metacrilico y la Clsg, siendo el mas téxico el butil metacrilato y el menos toxico el acido

metacrilico.
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Anexos

8. Ahexos

1. Medios de cultivo

1.1 Medio mineral Balch et al. (1979)

Solucién mineral 1 Oligoelementos
‘Compuesto gLt “Compuesto gLt
KoHPO, 6 MgSO,-7H,0 3.0

MnSQO,4-2H,0 0.5
NacCl 1.0
Solucién mineral 2 FeSO,-7H,0 0.1
m CoCl, 0.1
KH,PO. 5 ZnSOq, 0.1
NH.CI 24 CuSQO,4-5H,0 0.01
NaCl 12.00 AIK(SO4): 0.01
MgCl,-6H;0 2.10 H2Bos 0.01
caCl,H,0 016 Na,MoO,-2H,O 0.01
Vitaminas
Biotina 0.002 NiCl, 0.005
Acido folico 0.002 FeSO4-7H,O0 0.2
Piridoxina 0.01
Tiamina 0.005
Riboflavina 0.005
Acido pantotéico 0.005
Vitamina B12 0.0001
Acido p-amino benzoico 0.005
Acido lipoico 0.005
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Preparacion del medio

Solucion mL-L*
Mineral 1 50
Mineral 2 50
Oligoelementos 10
Vitaminas 10
Cloruro de niquel 10
Sulfato ferroso 1

1.2 Medio mineral Visser (1995)

Macronutrientes

Elementos Traza

Compuesto mg-L™*
NH,CI 1044
KCI 270
KH,PO, 169
MgCL,-6H,0 150
CaCl,-2H,0 50
Extracto de levadura 18
Solucion de elementos traza  1mL-L™

Compuesto mg-L™*
FeCl,-4H,0O 2000
MnCl, 500
EDTA 500
Na,SeO; 100
H3BOs 50
ZnCl, 50
(NH2)sM070,4-4H,0 50
AlCl; 50
NiCl;-6H,0 50
CoCl,-2H,0 50
CuCl,-2H,0 50
HCI concentrado 1mlL?

EDTA = Acido Etileno Diamino Tetracético

Degradacion de Metacrilatos Bajo Condiciones Anaerobias

Norberto Ulises Garcia Cruz

72



Anexos

2. Actividad metanogénica especifica

Resultados de la actividad metanogénica especifica de los lodos provenientes de la
planta de tratamiento de aguas residuales de Central de Malta.

Tabla 8.1 Resultados de la actividad metanogénica especifica

AME gDQO-L™ CHuproducido ~ CHatesrico ~ MLCH4-h™
Sustrato 4 )
gDQO-CH4(gSSV- d) Alimentado (mL) (mL)
Glucosa 0.4674 1.0 12.72 10.2 1.0512

14

12 - /
¢

I
§/Y CH, tedrico

mL CH4
(0)] 0]
| |

c\

0 I I I I I I
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

Figura 8.1 Produccién de metano con glucosa como sustrato.
Debido a que todo el sustrato fue hidrolizado hasta metano y biéxido de carbono, se
puede considerar que el lodo contiene una poblacion balanceada de bacterias

fermentativas y arquoebacterias metanogénicas.
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4. Curvas estandar

4.1 Curvas estandar de metacrilatos e intermediarios

Las curvas de calibracion para los compuestos se realizaron con el método para

cromatografia de gases que se describe en el apartado 4.5.1 de Materiales y Métodos.

)13 DLIZEZ0M9.CHI

Foido meta 13,722

B0+ 04

40«04

hdetil meta 2751
Bil metac 3.458

UG butanol 6063

2.0 04~

UG etanol 1896
Butil meta 6.310

UG metandll 35 1.444

12.003

5.260
15380
4

7587

8244

=
(— 2.900
L5 504

QLOE«0n |

B |A_J|ﬁ‘“"

T T
.00 4.00 5.00 .00 000 1200 14.00 16.00  [min]

L

Figura 8.2 Cromatdégrama de la mezcla de los metacrilatos e intermediarios por
cromatografia de gases.
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Figura 8.3 Curvas estandar de metacrilatos y alcoholes.
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500000 acido acético 1000000 acido butirico

4000004 8000004

300000 600000
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< 8

2000004 400000

100000 2000004

0+ T T T T T 0 : : : : :
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
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Figura 8.4 Curvas estandar de AGV y acido metacrilico.

Tabla 8.2 Coeficientes para cada compuesto.

Compuesto Ecuacion R?
Metanol y=372.81x+ 647.31 0.996
Etanol y=909.23x + 16.672 0.999
Butanol y= 1406x + 4845.9 0.997
Metil metacrilato y=961.59x + 1475.5 0.999
Etil metacrilato y=1005.1x + 5134.1 0.999
Butil metacrilato y= 651.86x + 25195 0.985
Acetato y=480.65x + 2371.6 0.999
Butirico y=948.43x + 5907.4 0.999
Isobutirico y=953.8x + 3325 0.999
Acido metacrilico y=992.27x + 5198.5 0.999
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4.2 Curva estandar de metano y diéxido de carbono por
cromatografia de gases

Figura 8.5 Croamtograma de la mezcla de gases CH,y CO..

Las curvas se realizaron por triplicado. Se calcularon las moles de gas usando la ec.

8.1.

PV =nRT (8.1)
Donde
P = 0.7697 atm (Presion de la Ciudad de México)
V = volumen (L)

n = ndmero de moles

R = O_OSZML'L
mol-°K
T =298.15 °K
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Tabla 8.3 Curva estandar de metano.

Volumen (L) mmol area
0 0 0
0.002 0.063 16384
0.004 0.126 29992.33
0.006 0.189 43804.33
0.008 0.252 55278
0.01 0.315 74175.67
80000
60000 -
& 40000
@
20000 -
0 T T T
0.0 0.1 0.2 0.3
mmol

Figura 8.6 Curva estandar de metano [y = 227504 + 793.41; R* = 0.9962].

Degradacion de Metacrilatos Bajo Condiciones Anaerobias 8

Norberto Ulises Garcia Cruz



Anexos

Tabla 8.4 Curva estandar de dioxido de carbono.

Volumen (L) mmol area
0 0 0
0.002 0.063 19314
0.004 0.126 38843.33
0.006 0.189 57309
0.008 0.252 77654.33
0.01 0.315 98092.5
100000 -
80000
60000 —
®
o
\@
40000
20000 -
0 T T T
0.0 0.1 0.2 0.3
mmol

Figura 8.7 Curva estandar de diéxido de carbono [y = 310351 - 317.98; R* = 0.9998].
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Adendo.

/. CONCLUSIONES GENERALES

La saturacion del doble enlace del acido metacrilico y la subsecuente transformacién a
isobutirico, se lleva a cabo en las etapas fermentativas acidogénicas de la digestion
anaerobia. Para este proceso se requiere un donador de electrones y dada la variedad
microbiana y la asociacion sintrofica de los consorcios anaerobios (no aclimatados), estos
son capaces de proveerlos, ya que la degradacion de este compuesto se lleva a cabo
bajo estas condiciones aunque lentamente.

No se alcanzé la mineralizacion completa del compuesto téxico adicionado aldn en bajas
concentraciones, debido a la formacién de biopolimeros que son almacenados en las
células y funcionan como reserva energética y de fuente de carbono, como el
polihidroxibutirato. Sin embargo estos compuestos son de gran interés comercial debido a
sus propiedades analogas a los polimeros derivados del petréleo, pero en contraste,
completamente biodegradables.

De los ensayos en los que se encontré la formacién de estos biopolimeros, se puede
inferir que el acido metacrilico actia como inductor para la formacién de este polimero,
contrariamente a lo reportado, en donde la produccion y el almacenamiento de estos

compuestos esta asociado a condiciones de estrés ambiental.



