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Resumen

Castilla Hernandez Patricia (2006). Biodegradacion anaerobia de compuestos
petroquimicos. Resumen de Tesis Doctoral. Universidad Autonoma Metropolitana
Iztapalapa. México.

Resumen

Una de las principales fuentes de contaminacion marina es la causada por hidrocarburos,
donde la transportacion de petréleo no refinado tiene una pequefia contribucién No obstante,
la mayor aportacion se debe a operaciones rutinarias realizadas por buques de carga; entre
las que se encuentra el vertido de aguas de lavado de tanques o contenedores empleados en
la transportacion de compuestos petroguimicos, las que son desechadas al mar sin ser
previamente tratadas. En este trabajo se evalu6 la biodegradacion anaerobia de compuestos
petrogquimicos presentes en aguas de lavado, entre los que se encuentran alcoholes (metanol,
etilenglicol e isopropanol), ésteres del acido acetico (acetato de metilo, etilo e isopropilo y
anhidrido acético), acido acrilico y sus ésteres metil y butil acrilato y aromaéticos (o-m-p-
xileno y estireno).

En primer lugar en sistemas en lote se determiné la biodegradabilidad por separado de
metil e isopropil acetato y metil y butil acrilato. Evaluando también el nivel de degradacion
y el indice de toxicidad (Clsy) de las mezclas de compuestos agrupados como alcoholes,
ésteres del acido acético y ésteres del acido acrilico. En los compuestos probados por
separado la velocidad de hidrolisis fue mayor para el metil e isopropil acetato (0.051 y 0.049
gDQO-gSSV™*.d™) en comparacién con metil y butil acrilato (0.014 y 0.032 gDQO-gSSV™*.d
1. El metano producido fue del 87, 32, 11 y 5%, respectivamente. En las mezclas, las
velocidades de hidrolisis para los esteres del acido acrilico, ésteres del acido acético y
alcoholes fueron de 0.039, 0.032 y 0.023 gDQO-gSSV™.dy los niveles de mineralizacion
de 54, 93 y 91%, respectivamente. De acuerdo al seguimiento de los sustratos e
intermediarios formados, se encontr6 que la presencia de acido acrilico disminuyé la
velocidad de hidrolisis de sus ésteres, afectando negativamente la produccion de metano ya
que causo un efecto toxico sobre las bacterias consumidoras de acetato y propionato.
Mientras que el isopropanol y su intermediario acetona evitaron que las mezclas de ésteres
del acido aceético y alcoholes se degradaran completamente. La Clsy encontrada para las
mezclas de alcoholes, ésteres del acido acético y ésteres del acido acrilico fue de 16, 19 y
0.25 gDQO-L™.

Por otra parte en un reactor UASB se evalu6 la degradacién de la mezcla de los catorce
compuestos alimentados a baja concentracion y se determiné el efecto del incremento de la
carga organica volumeétrica (B,) de la mezcla sobre la eficiencia de remocion, determinando
los compuestos que no se degradaron a las B, més altas. Los compuestos se adicionaron al
reactor uno a uno hasta alcanzar la mezcla compleja, de estos el isopropanol y el acido
acrilico provocaron una disminucion de la eficiencia de remocion hasta un 60% y 83%
respectivamente, requiriendo alrededor de 40 dias para su recuperacion. El metil acrilato y
etilenglicol llevaron al reactor a periodos cortos de inestabilidad y cuando los sustratos
restantes se alimentaron permanecio estable. Con la mezcla de los catorce compuestos la
eficiencia de remocién promedio fue alrededor del 95% y el metano producido alcanzé un
84%. Al incrementar la B, a 2.3, 3.2, 3.6, 4.8 y 6.5 gDQO.L™".d™ las eficiencias de remocion

VIl
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Resumen

disminuyeron en promedio hasta un 93, 87, 84, 79 y 74%. En las ultimas dos B, sélo los
alcoholes se degradaron completamente.

Finalmente se evaluo el efecto de metanol, etanol, etilenglicol, isopropanol y butanol
sobre la degradacién de acido acrilico y a su vez se determiné el efecto del acido acrilico
sobre la degradacion de estos alcoholes. Los resultados mostraron que aunque algunos
alcoholes favorecieron la velocidad especifica de consumo del acido acrilico, como el etanol
y butanol, esto no elimino el efecto toxico sobre las bacterias metanogénicas acetoclasticas
aunque lo disminuy0 ligeramente, caso contrario a las bacterias consumidoras de propionato
sobre quienes los alcoholes acentuaron la toxicidad. Se encontré que el acido acrilico es
toxico a bacterias acetogénicas consumidoras de etanol, afectando ligeramente a las
consumidoras de butirato, pero no causo un efecto negativo sobre las bacterias metilotrofas
consumidoras de metanol y bacterias que oxidan el butanol.

Patricia Castilla Hernandez



Abstract

Castilla Hernandez Patricia (2006). Anaerobic biodegradation of petrochemicals
compounds. Doctoral Thesis Abstract. Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa. Mexico.

Abstract

One of the main source of marine pollution is that caused by hydrocarbons, from this, oil
transportation spills has a small contribution. The main contribution is due to daily
operations carried out by cargo ships; between them tanks and containers washing
operations that are discarded without treatment during petrochemical compounds
transportation.

In this work the anaerobic biodegradation of petrochemical compounds from washing
wastewaters, such as alcohols (methanol, ethylene glycol and isopropanol), acetic acid esters
(methyl, ethyl, isopropyl acetate, acetic anhydride) acrylic acid esters (methyl and butyl
acrylate) and aromatics (0-m-p-xylene y styrene).

Firstly, methyl and isopropyl acetate besides methyl and butyl acrylate biodegradadbility
separately was tested in batch systems. As well as the degradation level and ICs
concentration of these chemicals mixed by chemical structure similarity.

The hydrolysis rate was higher for methyl and isopropyl acetate (0.051 y 0.049
gCOD-gVSS™.d?) compared to methyl and butyl acrylate (0.014 y 0.032 gCOD-gVSS™.d?),
while methane produced was 87, 32, 11 y 5%, respectively. In mixtures, hydrolysis rates for
acrylic acid esters, acetic acid esters and alcohols were de 0.039, 0.032 y 0.023
gCOD-gVSS™.d* and methanization levels of 54, 93y 91%, respectively. Accordingly to
substrates and intermediaries formed, acrylic acid presence diminished the hydrolysis rate of
its esters, afecting negativaly methane production, since it caused a toxic effect on
aceticlastic and propioniclastic bacteria. While isopropanol and its intermediary ketone
prevented that acetic acid esters and alcohols mixtures to be completely broken down. ICsg
\l/alues found for alcohols mixtures, acetic acid and acrylic acid were 16, 19 y 0.25 gCOD-L"

In the other hand, biodegradability of all chemicals mixed together was evaluated in a
UASB reactor fed at low concentration level (mass ratio of 0.1 gCOD-gVSS™), the increase
in organic loading rate (B,) was determined on removal efficiency and some chemicals were
not degraded at high HRT. The chemicals were added one by one to make up a complex
mixture, from them isopropanol and acrylic acid led to a renoval eficiency diminution to
60% y 83% respectively, requiring around 40 days for its recovery. Methyl acrylate and
ethyilenglycol addition led the reactor short instability periods while with the addition of the
rest of the chemicals the reactor remained stable. Mean removal efficiency was around 95%
when all chemicals were added, and methane production reached 84%. When B, increased
to 2.3, 3.2, 3.6, 4.8 y 6.5 gCOD-L™.d™" removal efficiencies diminished to 93, 87, 84, 79 y
74%. For the two higher loading rates, only alcohols were completely removed.

Finally, the effect of methanol, ethanol, ethylene glycol, isopropanol and butanol on
acrylic acid degradation was tested, and at the contrary, the effect of acrylic acid on the
biodegradtion of these alcohols was determined. Results showed that although some of the
alcohols like etanol and butanol, favored the acrylic acid consumption specific rate, the toxic
effect on methanogenic aceticlastic bacteria was not eliminated but only slightly
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Abstract

diminished. The contrary resulted in the case of propioniclastic bacteria, where the toxic
effect toxicity was increased. It was found that acrylic acid was toxic to ethanol fermenting
acetogenic bacteria, affecting slightly to butyrate consumers and without any effect on
methylotrophic and butanol oxidizing bacteria.
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1. Marco de referencia

Las aguas de origen doméstico, industrial y por hidrocarburos son las principales fuentes
de contaminacién marina. Las dos primeras se generan en tierra y representan el 50% de
¢ésta. La tercera generalmente se asocia a derrames accidentales de buques petroleros, dado
que de 2000 millones de toneladas de productos petroliferos que se transportan via maritima
anualmente en el mundo, el 80% corresponden a petroleo crudo; no obstante, sélo representa
el 5%. Mientras que otro 19% se genera a partir de operaciones rutinarias realizadas por
buques de carga como son vertidos de agua de salas de bombas y maquinas, eliminacion de
residuos de carga, derrames accidentales durante operaciones de carga, descarga y trasvase,
asi como lavado de tanques (Medio Ambiente en Andalucia, 2000).

Considerando todas las fuentes de contaminacidén, anualmente ingresan al mar alrededor
de 6,500,000 toneladas de hidrocarburos, la mitad causada por los buques transportadores
(Siciliano, 2002). En México en el afio 2005 se recolectaron 30 mil 551 toneladas de
desechos del mar, de éstas 117 fueron ocasionadas por derrames de hidrocarburos y
sustancias nocivas. También se recolectaron 3 millones mil litros de liquidos contaminantes,
de los que, 1,666, 440 contenian hidrocarburos (Medellin, 2006).

Ademas de la contaminacion producida por el transporte de petroleo no refinado, existen
una gran variedad de productos quimicos transportados por mar. Se calcula que de todas las
mercancias transportadas alrededor del 35% corresponden a productos quimicos peligrosos
transportados en buques tanque (Siciliano, 2000).

Especificamente de la reformacién de hidrocarburos bésicos del petréleo como las
olefinas ligeras (etileno, propileno y butenos), aromdticos y gas natural, se obtienen
productos quimicos entre los que se encuentran el metanol, el isopropanol, el etilenglicol, los
acetatos de metilo, etilo e isopropilo, el anhidrido acético, el acido acrilico, los acrilatos de
metilo y butilo, el estireno y el xileno que son embalados en contenedores y transportados
por esta via. Una vez en los lugares de destino, las sustancias quimicas son vaciadas y
posteriormente los contenedores son lavados, desechando el agua al mar sin un tratamiento
previo. Estos compuestos son transportados a las industrias segiin su requerimiento, por lo

que las aguas de desecho pueden contener mezclas variadas de todos ellos. Debido a su alto
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valor agregado y que provienen de aguas de lavado las concentraciones de estos compuestos
en aguas de desecho son bajas.

La legislacion ambiental en México, en la NOM-052-SEMARNAT-2005 clasifica a la
mayoria de estos compuestos como residuos peligrosos por su toxicidad al ambiente. Esta
situacion obliga al sector industrial y del transporte maritimo a la busqueda de procesos, a
través de la investigacion, que sean adecuados para el tratamiento de las aguas generadas del
lavado de contenedores de compuestos petroquimicos.

Se ha reportado que algunos de estos compuestos pueden ser tratados por digestion
anaerobia, dado que al hidrolizarse o fermentarse producen intermediarios que pueden ser
transformados hasta CH, y CO..

Por lo que en este trabajo se evalu6 la biodegradacion anaerobia de catorce compuestos
quimicos clasificados de acuerdo a su estructura quimica como alcoholes (metanol,
1sopropanol y etilenglicol), ésteres del acido acético (metil, etil e isopropil acetato y
anhidrido acético), ésteres del acido acrilico (dcido acrilico, metil y butil acrilato) y

aromaticos (0-m-p-xileno y estireno) ver Tabla 1.1.

2. Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso en el que la materia organica en ausencia de
oxigeno, es transformada a través de una serie de reacciones hasta los productos finales
metano y dioxido de carbono, obteniendo un bajo rendimiento en biomasa. Alrededor del
90% de la energia viable en el sustrato es retenida como CH,. Durante la digestion anaerobia
los consorcios microbianos activos realizan un proceso complejo que involucra varios pasos
intermedios definidos como hidrolisis-acidogénesis, acetogénesis-homoacetogénesis y

metanogénesis (Figura 1.1).

2.1. Hidrolisis y acidogenesis
Si los sustratos consisten de compuestos orgdnicos complejos como proteinas,
carbohidratos, lipidos, bases puricas y compuestos aromaticos, deben ser primeramente

hidrolizados a compuestos organicos simples, este proceso es catalizado por enzimas
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extracelulares excretadas por bacterias acidogénicas (Speece, 1996; Kleerebezem y Macarie,

2003).

Tabla 1.1. Clasificacion de los compuestos petroquimicos segun su estructura

quimica.
Clasificacion Estructuras quimicas
i
H—C—OH CH,CHCH, (L -OH
Alcoholes | | CH, -OH
H OH 2
Metanol Isopropanol Etilenglicol
O CH,4 /
, /9 L0 | CH,-C”
Esteres del | CH;-C 4 CH,-C-O-CH >
acido acético “OCH, CHTC\ | CH;-C~
Metil acetato Etil acetato Isopropil acetato  Anhidrido acético
Esteres del | oy —cHCOOH  cm,=cHcoocH, CH,=CHCOOC,H,
acido acrilico
Acido acrilico Metil acrilato Butil acrilato
CH =
Aromaticos @ CH; @
CH, CH,
orto-xileno meta-xileno para-xileno Estireno

En estos ambientes anaerobios no existe un suministro adecuado de aceptores de
i) _ + . . , .
electrones como SO,, NO;-, Fe'™ entre otros, por lo que las bacterias acidogénicas

fermentan los compuestos simples como azicares, aminoacidos y péptidos a alcoholes,
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acidos organicos volatiles como el acido acético, propionico, butirico, lactico, valérico,
acido formico, etc., produciendo H, y CO, (Madigan et al., 2004; Speece, 1996). Entre los
géneros representativos involucrados en la hidrolisis y acidogénesis se encuentran
Clostridium, Proteus, Streptococcus, Eubacterium, Butyrovibrio, Propionibacterium,

Raminococcus, Acetovirium celuloliticus.

5% Compuestos organicos complejos 20%
Carbohidratos, proteinas, lipidos
v HIDROLISIS
10% Compuestos organicos simples 35%

(AzGcares, aminoacidos, péptidos)

v ACIDOGENESIS

Acidos grasos de cadena corta
(Propionato, butirato, etc.)

| ACETOGENESIS
\ A / 13% l l 17% v v
H,, CO, Acetato
28% 72%
N CH,, CO, -«

Figura 1.1. Etapas que siguen los compuestos contaminantes al ser degradados
por digestion anaerobia (Speece, 1996).

2.2. Acetogénesis y homoacetogenesis

Los compuestos provenientes de la fermentacion son transformados hasta acetato
(acetogénesis), CO, e H, por bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrogeno
(OHPA), tales como Syntrophobacter wolinii, Syntrophomonas wolfei, Syntrophomonas
bryantii, etc. McInerney et al. (1981), reportan que la oxidacion anaerobia de acidos grasos
de cadena larga es realizada por S. wolfei mediante la B-oxidacion. A través de este
mecanismo la longitud de la cadena va disminuyendo, cuando los 4cidos tienen nimeros de
carbonos pares daran como producto acetato, si el nimero es impar resultaran en propionato
y acetato; cuando existe una ramificacion esta es mantenida en el &cido producido. Sin

embargo como se observa en las siguientes reacciones muchas de ellas no son espontaneas.
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CH, CH, CH,CO0™ +3H,0 —»2CH,CO0" +H" +2H,  AG"'=+48.1 K
CH,CH,CO0" +3H,0 > HCO; +CH,CO0” +H" +3H,  AG" =+76.1 KJ

Por lo que, para que estas reacciones sean favorables se requiere que el hidrogeno
producido durante la acidogénesis y acetogénesis sea utilizado, ya que las bacterias OHPA
son inhibidas por este producto. Monroy (1998) reporta que las reacciones oxidativas del
propionato y butirato respectivamente, se vuelven exergénicas a presiones parciales de
hidrégeno menores a 10 y 107 atm. Estas presiones se alcanzan por el consumo de
hidrégeno que se da a través de la sintrofia con bacterias metanogénicas hidrogenotrofas,
que lo utilizan durante la reduccion de CO, a metano. Los acidos grasos de cadena larga
mayores a cuatro carbonos se metabolizan lentamente y en determinadas condiciones pueden
ser toxicos debido a su baja solubilidad (Soubes, 1994).

Por otro lado, una fraccion de H, es utilizada como donador de electrones para reducir
CO, hasta acetato (homoacetogénesis) de acuerdo a la via del Acetil-Co-A (Figura 1.2). Esta
es llevada a cabo por organismos homoacetogénicos como Clostridium formicoaceticum,
Acetobacterium woodii, etc.

Esta reduccion es realizada a través de dos rutas que ocurren simultineamente (Figura
1.2), en la primera una molécula de CO, es reducida para formar el grupo metilo del acetato,
en la segunda, otra molécula de CO, es reducida formando el grupo carbonilo, ambas
seguidas de un ensamblaje con la formacion de acetil-CoA que finalmente es oxidada hasta
acetato (Madigan et al., 2004). Todas estas reacciones son catalizadas por diferentes enzimas

como se observa en la Figura 1.2.

2.3. Metanogénesis

Finalmente productos como el H,, CO, y acetato, son transformados por bacterias
metanogénicas hasta CH, y CO,. Las bacterias metanogénicas son anaerobias estrictas y
pertenecen a las Arqueobacterias, estas presentan algunas diferencias estructurales con
respecto a las bacterias verdaderas, como la pared celular que puede estar formada por un

pseudopeptidoglicano, polisacaridos, glicoproteinas o proteinas. Su membrana posee

Patricia Castilla Hernandez



L. Introduccion

cadenas laterales formadas por unidades repetitivas de una molécula de isopreno, en lugar de
acidos grasos. También presentan secuencias distintivas en su RNA ribosomal.

El proceso de metanizacion es llevado a cabo por dos vias diferentes dependiendo de los

sustratos.
CO Formil €
Z tetrahidrofolato 2 H2 B 12 T -
Reduccion de \\' \' )
Coz a grupo H2 CHO'TFH —_— > CH3-THF > H3_B12-/
metilo ;
- Metil .
ALP THFV\\ tetrahidrofolato Metil B,
C02 Hzo CO CO .
Reduccion de E Z | | ‘\\
CO, a grupo H2 ] Fe »Fe v
carbonilo . .
Fe EENI E}Nl-cm
le CO deshidrogenasa ’)COA
Fuerza
/\/\/\> N a+
motriz
v
| ?
CH,-C-O 7~ CH,;-C~SCoA
3 3
Acetato ATP Acetil-CoA

Figura 1.2. Reacciones que ocurren en la via del Acetil CoA para la sintesis de
acetato (Madigan et al., 2004).

2.3.1. Metanogénesis acetoclastica

En la metanogénesis acetoclastica el acetato es reducido hasta metano y bidxido de
carbono; aparentemente esta reduccion esta limitada al género Methanosarcina, entre las que
se encuentran M. barkeri, M. mazei, M. thermophila, etc., y al género Methanotrix
actualmente conocido como Methanosaeta (Thauer et al., 1989). Durante este proceso
(Figura 1.3) el acetato es activado a acetil-CoA, seguido de un rompimiento de los enlaces
carbono-carbono y carbono sulfuro, que es catalizado por el complejo enzimatico monoxido
de carbono deshidrogenasa (CODH). Posteriormente el componente niquel/ion-sulfuro del

complejo oxida el grupo carbonilo hasta CO, reduciendo una ferrodoxina. Mientras que el
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grupo metilo es transferido al otro componente del complejo enzimatico (cobalto/ion-
sulfuro) y posteriormente a la coenzima CH;-S-CoM, que es finalmente desmetilada
produciendo metano. Este paso es catalizado por una metil reductasa (CH3-S-CoM), los
electrones utilizados en esta ultima reduccion son derivados de atomos de sulfuro de CH;-S-
CoM y HS-HTP (7-mercaptoheptanoiltreonina fosfato) con la formacién de CoM-S-S-HTP
(Ferry, 1993).

ATP Fosfotrans-

acetilasa

*CH,*COO" 7—>JT>*CH #COSCoA

CoA Acetato

quinasa Monéxido de carbono
deshidrogenasa
(Complejo enzimatico CODIﬂ
Componente | Componente
#O0) .-« < Hjo# niquel cobalto -
H"CO; : CO, ion-sulfuro | ion-sulfuro i
Anhidrasa
carbdnica
e ] I |
Fertodoring CO  *CH,-H,SSPT H,SPT
Membranas i :r ----------------- 4
| HS-CoM !
e v
*CH;-S-CoM

Hidrogenasa ¢ Citocromo

Hs-HTP—l l

H = U
2 : Metil d t;
— - AR — .
Hidrogenasa HZase ¢ Heterodlsulﬁ,lro HDR 4
A (CoM-S-SHTP) 4 S—Ti(1II) o Fd
reductasa e ATP
H, CoM-S-S-HTP ’

Heterodisulfuro i | Metilreductasa
* Carbono del grupo metil del acetato inactiva

# Carbono del grupo carboxil del acetato

Figura 1.3. Ruta de conversion del acetato hasta CO, y CHy (Ferry, 1993).

2.3.2. Metanogénesis hidrogenotrofica
La otra via empleada es la metanogénesis hidrogenotrofica (Figura 1.4), en la cual el CO,

es reducido a metano, utilizando H, como donador de electrones. Dentro de las bacterias
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involucradas en este proceso se pueden mencionar a Methanobacterium formicicum,

Methanospirillum hungatei, Methanobrevibacter sp, etc.

. Co,
) —» i»—» \l
A MNa+ CHOill\q{{:Enl,}metanoﬁnano
CHO-H,MPT

N3-Formiltetrahidro-
N!0-Meteniltetrahidro- metanopterina

metanopterina CHEH4MPT+

H, — F,,H, i l/_ H,

CH,=H,MPT
N3, N10_metilenotetrahidro-

H2 . F420H2 T | metanopterina

v

N3, N10-metiltetrahidro-

A “,Na+ ¢ metanopterina

v
CH,-S-CoM
H2 — -> H— S -HTP Metil coenzima M
v
A uH* CH,

Figura 1.4. Bioquimica de la reducciéon de CO, hasta metano (Thauer, 1993).

En esta via el primer paso corresponde a la activacion del CO, a N-formilmetanofurano,
que a su vez es transferido a una enzima que contiene metanopterina, posteriormente es
deshidratado formando metileno y reducido dando un metilo, este grupo metilo es
transferido de la metanopterina a la CoM, finalmente el metil-CoM es reducido a metano
catalizado por una metil reductasa.

Por otra parte algunas bacterias metanogénicas también pueden utilizar otros sustratos
como las metilaminas o el metanol, las via que sigue este Gltimo durante su degradacion sera

descrita mas adelante.
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En la Tabla 1.2 se presentan las principales reacciones estequiométricas involucradas en

cada una de las etapas de la digestion anaerobia descritas anteriormente.

Tabla 1.2. Reacciones involucradas en cada una de las etapas de la digestion
anaerobia.

Reacciones AG*” Referencia
(kJ/mol)

Hidroélisis y acidogénesis

C.H,,0, +2H,0 — 2CH,COO™ +2H"'2CO,+4H, 215 Thauer (1998)
~ . Pipyny

C H,0, +2H, - 2CH,CH,COO™ +2H,0 + 2H 3581 yergirante (1981)

C.H,,0, +2H,0 — 2CH,CH,CH,COO™ +2HCO; +3H* +2H,  -254.6 Versi;gﬁg(yl%l)

C H,,0, +2H,0 — 2CH,CH,OH + 2HCO; +2H"* -225.9 Versf;;gz:g%l)

Acetogénesis y homoacetogénesis

CH,CH,COO™ +3H,0 — CH,COO™ + HCO; +3H, +H" +76 Stanzsl 3931)“%6
CH,CH,CH,COO" +2H,0 — 2CH,COO™ + H" + 2H, +48.1 thl;;l?t/:(yl o81)
2CO, +4H, — CH,COO™ + H"2H,0 95 Taf(nllgfg g; al.

Metanogénesis acetoclastica e hidrogenotréfica
CH,COO  +H" -» CO, +CH, -36 Thauer (1998)

4H, + CO, - CH, +2H,0 -131 Thauer (1998)

®AG°" = condiciones estandar considerando el ion H" a pH 7.

Monroy (1998), sefiala que la digestion anaerobia se ha aplicado con éxito a efluentes de
tipo municipal, industrial (agro-alimentaria) y mas recientemente a la industria quimica y
petroquimica, en donde los compuestos a biodegradar no son facilmente hidrolizados y
fermentados debido a su estructura quimica, como es el caso de compuestos aromaticos
entre ellos algunos isémeros del xileno (Edward y Grbi¢-Gali¢, 1994; Da Silva y Alvarez,

2004; Kleerebezem et al., 1999), o por su toxicidad sobre los consorcios bacterianos como
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ha sido reportado para compuestos cloro sustituidos, aldehidos y con dobles enlaces
carbono-carbono (Chou et al., 1978a). No obstante, los procesos anaerobios han demostrado
su eficiente capacidad para remover toxicos, siempre y cuando estos sean alimentados a
concentraciones tales que no afecten a la biomasa, mientras esta se adapta al compuesto a

degradar (Speece, 1996).

3. Caracteristicas quimicas y degradacion anaerobia de los compuestos
estudiados

La mayoria de los compuestos estudiados en este trabajo poseen un grupo carbono
carbonilo, que esta constituido por un atomo de carbono unido por un doble enlace a un
atomo de oxigeno, este grupo se encuentra altamente polarizado debido a que la nube
electronica es fuertemente atraida hacia el oxigeno, que es el mas electronegativo, dando
como resultado que el carbono carbonilo sea deficiente en electrones. El atomo de carbono
con carga positiva actia como un electrofilo y el oxigeno como nucledfilo (Morrison y

Boyd, 1998; Wade, 1993).

3.1. Alcoholes
3.1.1. Caracteristicas quimicas

En su mayoria los alcoholes son derivados del petroleo; el carbon mineral y el gas natural,
son obtenidos por un proceso de descomposicion por calor, seguido de un proceso de
reformacion.

Son compuestos que contienen un grupo alquilo y uno o varios grupos hidroxilo (—OH).
Estos grupos son lip6filo e hidréfilo, respectivamente. Dependiendo del nimero de grupos
alquilo unidos al carbono a, que es el que tiene el grupo hidroxilo, se clasifican en primarios
secundarios y terciarios. Los compuestos que tienen dos, tres o cuatro sustituyentes —OH se
denominan dioles, trioles y tetroles, respectivamente.

El grupo —OH es muy polar y puede establecer puentes de hidrogeno con sus moléculas
compafieras, con otras moléculas neutras y con aniones (Morrison y Boyd, 1998). El punto
de ebullicion se eleva conforme el nimero de carbonos aumenta (Tabla 1.3), en cambio en

alcoholes ramificados con el mismo nimero de carbonos, disminuye.
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El punto de ebullicion es mucho mas alto que el de hidrocarburos con el mismo peso

molecular y esto se debe a que requieren mayor energia para romper los puentes de
hidrogeno que mantienen unidas a moléculas adyacentes; en compuestos con mas de un
grupo —OH como el etilenglicol (diol), éste se incrementa significativamente (Tabla 1.3)
debido a que pueden formar un mayor nimero de puentes de hidrégeno.
La solubilidad de los alcoholes de cadenas menores a cuatro carbonos es alta ya que su
tendencia a formar puentes de hidrogeno favorece esta propiedad, sin embargo a medida que
aumenta el namero de carbonos la solubilidad decrece. Los compuestos polihidroxilados con
un bajo nimero de carbonos también son miscibles en agua.

Quimicamente los alcoholes al ser oxidados pierden uno o madas hidroégenos o del
carbonilo. Los alcoholes primarios se oxidan a aldehidos o 4cidos carboxilicos. Los

secundarios a cetonas. Los terciarios no se oxidan debido a que no presentan hidrégenos .

3.1.2. Degradacion biolégica
3.1.2.1. Metanol

El metanol es un alcohol primario utilizado como materia prima en la fabricacion de
formaldehido, clorometanos, metil metacrilato, metilaminas, dimetil tereftalato,
anticongelante para radiadores de automdviles y aceite diesel, es usado en gasolinas dado
que eleva el indice de octanaje. Se emplea ademas para la extraccion de aceites animales y
vegetales o como solvente en la manufactura de colesterol, estreptomicina, vitaminas,
hormonas y otros fArmacos (Budavari, 1989; EPA, 1994b).

Biologicamente en condiciones anaerobias puede ser transformado hasta metano.
Florencio et al. (1993), reportan que el metanol puede ser degradado por diferentes vias
como se muestra en la Figura 1.5. Las bacterias metanogénicas metilotrofas utilizan
directamente al metanol a través de dos rutas distintas que ocurren de manera simultdnea: en
una el metanol es reducido hasta metano y en la otra el metanol es oxidado hasta CO, (1),
estos microorganismos derivan de estas reacciones energia para el crecimiento (Keltjens y

Vogels, 1993).
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H,/CO,
3) (5)

CH,OH @, cH,/Co,

N 4 /(6)'
v

CO,, CO, HCOO- — CH;COOH

Figura 1.5. Vias involucradas en la degradacion de metanol a metano (Florencio
etal., 1993).

La acetogénesis del metanol (2) también puede llevarse a cabo utilizando como
cosustratos al CO,, CO o formiato. Cuando es empleado mondxido de carbono, el carbono
del metanol es usado preferentemente para la formacion de la parte metilada de la molécula
de acetato formada (Schink, 1994). En la reaccion (3) se observa que el metanol también
puede ser transformado a H, y CO,, no obstante como se muestra en la ecuacién 6 de la
Tabla 1.4, esta reaccion es endergdnica pero se vuelve exergénica cuando la concentracion
de H, se mantiene baja (Cord-Ruwisch y Ollivier, 1986). Finalmente los compuestos
formados como H, y CO, pueden formar acetato por homoacetogénesis (4) o metano por
metanogénesis hidrogenotrofica (5), mientras que el acetato formado es utilizado en la
metanogénesis acetoclastica para producir metano y CO, (6).

Bhatti et al. (1996), mencionan que a un pH entre 5.0 y 6.0 disminuye la actividad de las
vias (1) y (6) o son suspendidas completamente ya que el crecimiento de Methanosaeta y
Methanosarcina es inhibido, mientras que la metanogénesis hidrogenotrofica no se ve
afectada por esta condicion. A pH de 7.0 la mineralizacién directa del metanol (1) se ve

favorecida.

3.1.2.2. Isopropanol (2-propanol)
El isopropanol es un alcohol secundario usado en la manufactura de una amplia variedad

de lociones y cosméticos similares, como solvente para gomas, lacas, aceites esenciales,
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resinas, en la manufactura de acetona, glicerol, isopropil acetato y en procesos farmacéuticos

(Budavari, 1989).

Este alcohol es susceptible de ser degradado en condiciones anaerobias. Widdel (1986),

aislo dos tipos de bacterias metanogénicas a partir de enriquecimientos con 2-propanol,

encontrando que este alcohol es directamente utilizado por estas bacterias como donador de

hidrégeno para la reduccion de CO,, donde el isopropanol consumido es transformado hasta

acetona y metano segun la ecuacion 7 (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Reacciones involucradas en la digestion anaerobia de varios

compuestos quimicos organicos.

Ec. Reaccién AG®® Referencia
-106 kJ/mol Keltjen y Vogels
1 4CH,OH — 3CH,+CO, + H,0 CH, (1993)
-112.5 kJ/mol Keltjen y Vogels
2 CH,0H+H, - CH,+H,0 CH, (1993)
_ n -71 kJ/mol Diekert y
3 4CH,0H+2CO, —3CH,COO™ +2H,0+3H Jcetato Wohlfarth (1994)
4 CH,0H+CO — CH,COO +H" - Schink (1994)
5 CH,0OH+HCOO™ — CH,COO™ +H,0 - Schink (1994)
_ + +94 Cord-Ruwisch y
6 4CH,OH+8H,0 —12H, +4HCO; +4H W/reaccion  Ollivier (1956)
7  4CH,CHOHCH, + HCO; +H" — 4CH,COCH, +CH, +3H,0 -36.5kJ Widdel (1986)
Pl Schink
§ CH,COCH, +H,0 —2CH, +CO, -89.2 kl/mol T GIS
- + Platen et al.
9 CH,COCH, + CO,,, —» 2CH,COO™ +2H -34.2 kJ/mol (1994)
10 4HOCH,CH,OH — 2CH,CH,OH +2CH,COOH . P ges) e
Dwyer y Tiedje
11 2CH,CH,OH +2H,0 — 2CH,COOH + 4H, - (1983)
_ N Th t al.
12 CH,CH,OH +H,0 — CH,COO™ +H" +2H, +9.6 kJ/mol prhey
_ _ -63.2 Liu y Suflita
13 CH,COOCH, +OH™ — CH,COO™ + CH,OH J/reaccion (1994)
3CH, = CHCOO™ +H,0 — )
14 ? ’ 49.1 ,k:]/mOI Janssen (1991)
CH,COO™ +2CH,CH,COO™ +HCO, +H* acrilico
15 2R - CHon + 2HCO; - ) Eichler y Schink
2R —~COO™ +CH,COO™ +H* +2H,0 (1984)
16 2R -CH,O0H+HCO; —2R-COO™ +CH, +H" +H,0 - BT .

®AG®’ = condiciones estdndar considerando el ion H" a pH 7.
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La acetona producida puede ser transformada por cultivos anaerobios hasta metano y CO,
como reportaron Platen y Schink (1987) (ver ecuacion 8 de la Tabla 1.4). No obstante,
muestran que la degradacion se divide en dos fases, en la primera la acetona es fermentada
hasta acetato de acuerdo a la ecuacion 9, Tabla 1.4. En la segunda este intermediario es
consumido por bacterias metanogénicas utilizadoras de acetato, indicando que la
degradacion se lleva a cabo por sintrofia entre ambas especies. En cultivos donde las
bacterias metanogénicas no estan activas, concentraciones de acetato de 1200 mg-L™ inhiben
completamente la degradacion de acetona. No obstante, Platen et al. (1994) reportan que en
cultivos mixtos que contienen bacterias fermentativas y metanogénicas activas, el
crecimiento y degradacion de acetona no dependen de la concentracion de acetato, sino de la

presencia de ambos cultivos.

3.1.2.3. Etilenglicol

El etilenglicol es un diol usado en la producciéon de tensoactivos, explosivos, cosméticos,
fluidos para transferencia de calor, solventes usados en industrias de lubricantes y plasticos.
Es empleado en tintas para impresoras o plumas. Por su bajo punto de congelacion, alto
punto de ebullicion y alta solubilidad (Tabla 1.3) es empleado como anticongelante
(Budavari, 1989).

En condiciones anaerobias Dwyer y Tiedje (1983) reportaron que partir de un lodo
proveniente de un digestor municipal obtuvieron un consorcio capaz de degradar este
compuesto, cuya ruta de degradacion se muestra en la Figura 1.6. Es primeramente oxidado
hasta acetaldehido (1) seguido de una dismutacion dando como productos acetato (2) y
etanol (3), posteriormente este ultimo puede ser transformado en acetato (4) y el hidrogeno
producido mas CO, es llevado a metano. Las reacciones (1) y (3) son energéticamente
favorables, mientras que la oxidacion del etanol a acetato en la reaccion (4) sélo se realiza si
la concentracidon de hidrogeno se mantiene baja.

Schink (1984), encontr6 que el etilenglicol también puede ser fermentado a acetato y
propionato. En trabajos posteriores encontraron otras especies que crecieron con etilenglicol

como fuente de carbono y que también formaron acetato y etanol (Eichler y Schink, 1985).
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Mas tarde, Battersby y Wilson (1989), reportaron que el etilenglicol es facilmente degradado

y que grupos carboxilo o hidroxilo facilitan el proceso.

HO-CH,-CH,-OH

® }Hzo

CH,CHO
H,0
) H; 3)
CH,COOH CH,CH,OH
H,0
2H, \(C‘Oz (4)
CH,
CH;COOH

Figura 1.6. Ruta de degradacion del etilenglicol propuesta por Dwyer y Tiedje
(1983).

3.2. Esteres del 4cido acético
3.2.1. Caracteristicas quimicas

Los ésteres son derivados de acidos carboxilicos en los cuales el —OH ha sido remplazado
por el grupo R de un alcohol. Los grupos R pueden ser cadenas cortas o largas de tipo
alifatico (alquilo) o aromatico (arilo), saturadas o no saturadas.

Quimicamente se pueden hidrolizar a sus respectivos acidos y alcoholes. La hidrolisis
puede ser acida, dado que es catalizada por iones hidrogeno, pero ésta sélo ocurre a
temperaturas altas y puede ser reversible. La hidrolisis también puede ser promovida por una
base, pero a diferencia de la anterior no es reversible.

Los ésteres en general son moléculas moderadamente polares, no pueden formar enlaces
de hidrégeno entre si, dado que carecen de grupos hidroxilo; sin embargo, pueden establecer
enlaces de hidrogeno con otras moléculas que los contengan (agua, alcoholes, acidos

carboxilicos).
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Como se muestra en la Tabla 1.3., los ésteres de bajo peso molecular como el metil, etil e
1sopropil acetato son solubles en agua, presentando puntos de ebullicidon que aumentan
conforme incrementa el nimero de carbonos (Wade, 1993).

Aunque en este trabajo el anhidrido acético fue incluido dentro del grupo de los ésteres
(Tabla 1.1), éste no lo es. No obstante, al igual que los anteriores, es un derivado de acidos
carboxilicos. Los anhidridos de 4cidos carboxilicos son dos moléculas del acido unidas por
un oxigeno y cuya reaccion de union implica una deshidratacion. Este puede ser hidrolizado
produciendo dos moléculas de 4cido acético (Morrison y Boyd, 1998).

Tiene caracteristicas fisicas similares a las de los ésteres, aunque su punto de ebullicion es

muy elevado y es soluble (Tabla 1.3).

3.2.2. Degradacion bioldgica
3.2.2.1. Metil acetato

Es empleado como solvente para nitrocelulosa, acetil celulosa, aceites, grasas, resinas,
barnices, lacas, en la manufactura de seda y pieles artificiales (Budavari, 1989).

Se ha reportado al metil acetato como un compuesto que no causa toxicidad a bacterias
metanogénicas (Chou et al., 1978a). Sin embargo poco se ha estudiado acerca de cémo los
microorganismos realizan la degradacién de este compuesto en condiciones anaerobias.
Rakov et al. (1991), encontraron que dos cultivos de Pseudomona sp hidrolizaron este éster
llevandolo hasta metanol y acetato, la reaccién fue catalizada por la enzima inducible
carboxil esterasa presente en estos microorganismos. Liu y Suflita (1994), reportaron dos
microorganismos anaerobios Acetobacterium woodii y Eubacterium limosum, capaces de
hidrolizar metil acetato dando como productos el acido carboxilico y un alcohol, sefialando
que esta reaccion es energéticamente favorable (ecuacion 13, Tabla 1.4), en cultivos en
crecimiento el metanol fue oxidado a formiato y persistio en cultivos en estado estacionario.
Sin embargo ambos intermediarios son susceptibles de ser llevados hasta metano por
metanogénesis acetoclastica y degradacion de metanol como se describid en las secciones

23.1y3.1.2.1.
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3.2.2.2. Etil acetato

Este es utilizado como saborizante en esencias artificiales de frutas, como solvente para
nitrocelulosa, barnices, lacas y en la fabricacion de pieles artificiales, papel fotografico,
seda, perfumes y limpieza de textiles (Budavari, 1989).

El etil acetato no causa toxicidad a bacterias metanogénicas (Chou et al., 1978a). Estudios
posteriores han mostrado que este compuestos puede ser degradado eficientemente por
digestion anaerobia (Shelton y Tiedje, 1984; Schwartz, 1991; Kleerebezem y Macarie,
2003). No obstante, los pasos a través de los cuales se degrada no han sido reportados. Si la
hidrolisis del éster fuera realizada podria producir acetato y etanol, consecutivamente estos

pueden ser degradados hasta metano como se describi6 anteriormente (sec. 2.3.1 y 3.1.2.3).

3.2.2.3. Isopropil acetato

El isopropil acetato es utilizado como solvente en derivados de celulosa, plasticos, aceites
y grasas y es empleado en la fabricacion de perfumes.

Bioldgicamente en condiciones de anaerobiosis este compuesto puede sufrir degradacion.
Fox y Ketha (1996), sefialan que la hidrdlisis da como productos acetato e isopropanol. El
acetato es transformado por bacterias metanogénicas acetoclasticas a metano, mientras que
el isopropanol sera reducido hasta acetona la cual se transforma a CHy y CO, como se

describio en la seccion 3.1.2.2.

3.2.2.4. Anhidrido acético
Es uno de los compuestos mas importantes a nivel industrial. Se emplea en la
manufactura de acetatos de celulosa para plésticos y fibras, en sintesis de medicamentos
como la aspirina, como solvente de aceites y grasas volatiles. Es ampliamente utilizado en
sintesis organicas y en reacciones donde la remocién de agua es necesaria (Budavari, 1989).
La biodegradacion anaerobia de este compuesto no ha sido estudiada, pero quimicamente
al hidratarse forma dos moléculas de acetato, el cual es precursor del metano en la

metanogeénesis acetoclastica.
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3.3. Esteres del acido acrilico
3.3.1. Caracteristicas quimicas

El 4cido acrilico y sus ésteres, son alquenos dado que en su estructura tienen un enlace
doble carbono-carbono. Uno de los enlaces es fuerte (0) y el otro débil (), el segundo forma
una nube de electrones por encima y por debajo del plano de los atomos de carbono,
atrayendo compuestos deficientes en electrones (electréfilos). Por lo que, la reaccion mas
frecuente que este tipo de moléculas sufre es la adicién de reactivos acidos o adicion
electrofilica, dando como productos alcanos.

Se clasifican también como compuestos carbonilicos o, 3-no saturados, ya que ademas
del doble enlace C=C, tienen un doble enlace C=0, lo que les confiere otras propiedades y
tipos de adicién a las que sufren los alquenos simples. El doble enlace C=C en un alqueno
no es polar, mientras que el enlace C=C conjugado con un grupo carbonilo es polar. En este
tipo de moléculas el &tomo de carbono B y el carbonilico llevan una carga positiva parcial y
el oxigeno carbonilico una carga negativa parcial, por lo que, pueden sufrir tanto adicion
nucleofilica en el doble enlace C=C, como electrofilica en el doble enlace C=0O (Morrison y
Boyd, 1998; Carey, 1999).

El metil y el butil acrilato por ser ésteres pueden ser hidrolizados a su respectivo acido y
alcohol. Dentro de las propiedades fisicas, el acido acrilico es completamente soluble en
agua, el metil acrilato es moderadamente soluble, mientras que el butil acrilato es poco

soluble (Tabla 1.3).

3.3.2. Degradacion biologica
3.3.2.1. Acido acrilico

El acido acrilico es empleado en la manufactura de plasticos, es un producto intermediario
en la fabricacion de resinas, adhesivos, fibras sintéticas, dispersantes y floculantes. Una de
sus principales aplicaciones es en la produccion de ésteres como el etil, n-butil, metil y 2-
etilhexil acrilato, asi como de acido poliacrilico. Es utilizado en la fabricacion de resinas de

intercambio 16nico (Budavari, 1989; Environmental Health Criteria 191, 1997).
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La degradacion biologica anaerobia es a través de su fermentacion, que probablemente
ocurre de manera similar a la via de la acriloil-CoA (Janssen, 1991), en la cual como se
muestra en la Figura 1.7 una molécula de lactato es transformada a piruvato, con la

subsiguiente formacion de acetil-CoA que finalmente produce acetato (Gottschalk, 1986).

L-lactato | < OH L-lactil-CoA
2CH,—C—COOH > 2CH (= C0—CoA
H H
Tl Lactato No conocida
racemasa
D-lactato III ZHZO
CH—C—COOH 2CH;=CH—CO—CoA 3
3 | Acrilil-CoA £
8
OH &
D-lactato ETF Deshidrogenasa §
deshidrogenasa > ETE - H2 8

CH;— CO—COOH piruvato

CoA: Fd ETF - H,
*PFO Transhidrogenasa Deshidrogenasa
CO, FdH, ETF

CH;—CO—CoA
Acetil-CoA Pi i
Fosfotransacetilasa 2CH3_ CH2_ CO—CoA
CoA

Propionil-CoA
}

| CH3_ COOH | *PFO=Piruvato-ferrodoxin 2CH3— CHZ_ COOH

oxidorreductasa
Acetato Propionato

Figura 1.7. Degradacion de lactato hasta acetato, propionato y CO,
(Gottschalk, 1986), probablemente similar a la seguida para la fermentacion de
acrilato (Janssen, 1991).

Entonces analogamente una molécula de acido acrilico pasa a través de estos diferentes
pasos para dar como producto final acetato, CO, y cuatro equivalentes reducidos como
[4H]=2H,. Por otra parte dos moléculas de lactato son convertidas a lactil-CoA, que se
deshidrata formando acrilil-CoA que es reducida a propionil-CoA en donde el donador de H,
es la flavoproteina ETF-H, que transfiere los electrones necesarios para saturar el doble
enlace y finalmente producir propionato (Gottschalk, 1986). Similarmente, dos moléculas de

acido acrilico son activadas a acrilil-CoA y reducidas a propionato utilizando los cuatro
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equivalentes producidos durante la oxidacidén del acido acrilico. Pocos microorganismos
entre ellos Clostridium propionicum son capaces de llevar a cabo esta via.

Janssen (1991) reporta, que Clostridium propionicum denominada 19acry3 fermenta
acido acrilico hasta acetato, propionato y CO, en una relacion molar 1:2:1 respectivamente y
la reaccion (dismutacion) ocurre de acuerdo a la ecuacion 14 (Tabla 1.4).

Tschech y Pfennig (1984), reportaron el crecimiento de Acetobacterium woodii asociado a
la reduccién de cafeato, en donde la parte acrilica de este compuesto se reduce a
hidrocafeato utilizando como donadores de electrones al metanol o formiato, vainillato o
ferulato. Sin embargo, otra bacteria anaerobia estricta (Peptostreptococcus productus) en
presencia de CO, redujo la cadena acrilica de algunos compuestos aromaticos pero no utilizo
el acido acrilico, por lo que concluyen que la capacidad de los microorganismo para reducir
la cadena acrilica de un aromatico no esta relacionada a la habilidad para utilizar el acido

acrilico (Parekh et al., 1992).

3.3.2.2. Metil acrilato y butil acrilato

El metil acrilato es utilizado en la manufactura de textiles, resinas y peliculas plasticas. El
butil acrilato es empleado en la produccion de polimeros, terminacién de pieles y
formulaciones para pinturas y adhesivos.

Ambos compuestos en condiciones anaerobias pueden ser hidrolizados dando como
productos el acido carboxilico (acido acrilico) y su respectivo alcohol (metanol o butanol)
(Dohanyos et al., 1988). El metanol y el acido acrilico posteriormente pueden ser
degradados como se mostrd en la seccion 3.1.2.1 y 3.3.2.1 respectivamente. Mientras que el
butanol tal como reportaron Eichler y Schink (1984), puede ser fermentado por bacterias
homoacetogénicas como Acetobacterium carbinolicum sp. nov., hasta acetato y butirato
(ecuacion 15, Tabla 1.4), o bien en co-cultivo con wuna bacteria metanogénica
Methanospirillum hungatei produciendo metano y butirico, en donde la fermentacion es una

combinacion entre la ecuacion 15y 16 de la Tabla 1.4.
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3.4. Hidrocarburos aromaticos: arenos

3.4.1. Caracteristicas quimicas

Los compuestos que tienen una unidad aromatica asi como una cadena hidrocarbonada
lineal son llamados arenos; a su vez estos se dividen en alquil, alquenil y alquinilbencenos si
la cadena lineal es un alcano, un alqueno o un alquilo, respectivamente. El xileno y sus
1sdbmeros Orto, meta y para son alquilbencenos 1,2; 1,3 y 1,4 dimetil sustituidos,
respectivamente (Morrison y Boyd, 1998).

Quimicamente los alquilbencenos pueden sufrir oxidacion en la cadena alifatica en
presencia de un oxidante como el permanganato de potasio (KMnQO,), dando como
productos acidos carboxilicos, por ejemplo el p-xileno es oxidado a 4cido tereftalico.
Ademas de la oxidacion, pueden sufrir sustitucion o halogenacion en el anillo aromatico,
halogenacion en las cadenas laterales, etc.

Los alquenilbencenos de los cuales el estireno es el compuesto mas sencillo, pueden sufrir
reacciones de sustitucion en el anillo 6 de adicion en el doble enlace carbono-carbono de la
parte alifatica. Aunque las dos partes de la molécula son susceptibles de sufrir un ataque
electrofilico, el anillo se estabiliza por resonancia, por lo que, la mayor reactividad se
presenta generalmente en el doble enlace carbono-carbono de la cadena lineal, ademas de
que se requieren condiciones mas suaves para su oxidacion y si estas son adecuadas se
hidrogena la cadena lineal y el anillo permanece intacto, por ejemplo el estireno es
transformado a etil benceno. La oxidacion suave en el doble enlace también puede llevar a
formar un 1,2 diol, una oxidacién mas fuerte llevaria hasta un 4cido carboxilico (Morrison y
Boyd, 1998).

Los arenos son compuestos de baja polaridad, son menos densos que el agua, son
insolubles en agua, aunque Hartley (1990) y la Environmental Health Criteria, 190 (1997),
reportaron que bajas concentraciones de xilenos y estireno se solubilizan (Tabla 1.3), el
punto de ebullicion aumenta con el incremento del peso molecular. El isomero para tiene un

punto de fusidon mayor que los otros dos, probablemente debido a la simetria de la molécula.
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3.4.2. Degradacion bioldgica
3.4.2.1. 0, m, p-Xileno

Los xilenos son utilizados principalmente como solventes, materia prima para la
produccion de acido benzoico, anhidrido ftalico, acidos isoftalico y tereftalico. En mezcla
son usados en la fabricacion de perfumes, insecticidas, pinturas, tintas para impresoras,
adhesivos, caucho y en la sintesis de productos farmacéuticos. Ademas se emplean en
gasolinas de alto octanaje (Budavari, 1989; Environmental Health Criteria, 190, 1997).

En ambientes anaerobios donde existen aceptores de electrones como el SOy, NO7;, Fe
(II), Mn (IV) y CO; los compuestos aromaticos son facilmente degradados. En ambientes
donde no estan presentes y las bacterias no tienen la capacidad de atacar directamente el
anillo bencénico, el mecanismo de degradacion de aromaticos solubles requiere de tres
etapas generales como lo reportan Fuchs et al. (1994), Heider y Fuchs (1997) y Strand
(2005). En la primera etapa el compuesto debe ser activado mediante una serie de reacciones
que sufren los sustituyentes como son oxidacion o reduccion, rompimiento de enlaces
carbono-carbono, carboxilacidén, descarboxilacion, hidroxilacién, remocion de grupos O-
metilo, remocion de sulfuro o nitrogeno. Estas reacciones son empleadas por los
microorganismos como fuente de carbono, energia y nitrogeno (Heider y Fuchs, 1997;
Strand, 2005). Posteriormente, los compuestos activados son transformados a intermediarios
centrales como resorcinol (1,3-bencenodiol), floroglucinol (1,3,5-bencenotriol) vy
principalmente benzoil-CoA que es el intermediario mas comun de la degradacion de
diferentes aromaticos sustituidos (Gibson y Harwood, 2002). En una segunda etapa estos
intermediarios son atacados enzimaticamente por reductasas dando compuestos aliciclicos.
En la tercera etapa estos son transformados a compuestos simples como la acetil-CoA por
una via semejante a la B-oxidacion. En el caso de la benzoil-CoA en estas dos Ultimas etapas
se transforma a ciclohexil-1,5-dieno-1-carboxil-CoA, que a través de una serie de reacciones
es llevada hasta acetil-CoA como muestran Heider y Fuchs (1997). La acetil-CoA es
utilizada finalmente para la sintesis de acetato o biomasa (Fuchs et al., 1994; Strand, 2005;

Drake, 1994).
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La degradacion anaerobia del xileno y sus tres isomeros (0rto, meta y para) se ha
estudiado principalmente en condiciones nitrato y sulfato reductoras. En nitrato reduccion el
primer paso durante la oxidacion del m-o-xileno (Figura 1.8) es la adicion de fumarato a uno
de los grupos metilo, formandose 3-metilbencilsuccinato o 2-metilbencilsuccinato cuando el
sustrato es O-xileno, esta reaccion es mediada por la enzima 3-metilbencil-succinato
sintetasa. Subsecuentemente son oxidados a 3-metilbenzoato o 2-metilbenzoato, seguidos de
una transformacion a intermediarios centrales como la benzoil-CoA (Chakraborty y Coates,

2004).
"00C-HC-CH-COO’
CH3 "O0OC-HC=CH-COO" CH2

Fumarato

|

Metilbencilsuccinato

CH3 sintetasa CH3

m-Xileno 3-Metilbencilsuccinato

Figura 1.8. Adicién de fumarato al grupo metilo del meta-xileno para formar
metilbencilsuccinato.

En condiciones metanogénicas estos compuestos han resultado ser de dificil degradacion.
Edward y Grbi¢-Gali¢ (1994), reportaron que un consorcio de este tipo degradd orto-xileno,
sin embargo no presentd capacidad para utilizar meta y para-xileno. Similarmente,
Kleerebezem et al. (1999) encontraron que después de 500 dias el p-xileno no se degrada.
Recientemente Da Silva y Alvarez (2004), empleando columnas bioaumentadas con un
consorcio que contenia el gene que codifica para la enzima bencilsuccinato sintetasa,
encontraron que el 0-xileno puede ser eficientemente degradado, caso contrario del m y p-

xileno.

3.4.2.2. Estireno

El estireno es usado en la fabricacion de plasticos de poliestireno, caucho sintético y
como material aislante (Budavari, 1989). Grbi¢-Gali¢ et al. (1990), estudiaron la
degradacion de estireno utilizando un consorcio metanogénico y encontraron que el proceso
aparentemente es fermentativo o probablemente el estireno y algunos de los productos
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intermediarios fueron téxicos para el consorcio, ya que no observaron la presencia de
metano. A partir de los intermediarios encontrados sugieren tres vias posibles de
degradacion, de las cuales, en la que se forman productos precursores de la metanogénesis

como el acetato es la llamada ruta del fenilacetato (Figura 1.9).

@—CH CH, —(F> @-CH2CH3
Estlreno %\‘ Etil benceno

C-CH
2[H] I 3
—CH,CH,0H - 0
1-fenil etanona

Femletanol
2[H]

ay

Fenilacetaldehido
H,0 —>l—> 2[H]
4[H]

@—CHZCOOH ------ ~ /N —CH, —&—> —CH,
: _

Acido fenilacético Tolueno 2-Metil-1-ciclohexano

H,0 —>l—> HCOOH

H]v
@—CHZOH < >_CH3

Alcohol bencilico Metilciclohexano

—>2[H
—CHO CO, v
Benzaldehido ) . Benceno
H20 KAZ[H _,"

H,0
CH;(CH,),CH=CHCOOH
@—w o b
[Ié] ‘{x’ Acido 2-hexanoico

Acido benzoico

HCOOH
0N -
DY i
—» —» CH;(CH,),COOH — CH;COOH

Acido butirico Acetato

Fenol OH C|clohexanol OH

Figura 1.9. Via de degradacion de estireno seguida por un consorcio
anaerobio metanogénico (Grbi¢-Galic et al., 1990).
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En esta, el doble enlace de la cadena lateral primeramente es hidratado, con la oxidacion
simultanea de un atomo de carbono y la reduccion de otro dando como producto feniletanol,
que consecutivamente es transformado a fenilacetaldehido y &cido fenilacético.

Este ultimo a través de una descarboxilacion oxidativa es convertido a alcohol bencilico y
posteriormente oxidado hasta benzaldehido y acido benzoico, que nuevamente es
descarboxilado formandose fenol. Su reduccion lleva a la formacion de ciclohexanol que, al
igual que el acido benzoico, es precursor de la formacion de acidos alifaticos de cadenas

larga y corta como el acido butirico y acético.

4.Toxicidad de los compuestos quimicos

La capacidad de una sustancia de provocar un efecto perjudicial sobre un organismo o su
biocenosis se define como toxicidad y esta puede ser a nivel celular, enziméatico o inclusive
sobre el organismo completo. El grado de toxicidad puede variar de acuerdo al tipo de
sustancia, concentracion y del tiempo o frecuencia de exposicion (Ronco et al., 2004). Se ha
encontrado que los catorce compuestos estudiados en este trabajo son toxicos a humanos, asi
como a la flora y fauna de ambientes acudticos. En la Tabla 1.5., se presentan algunos

efectos y concentraciones a los que causan toxicidad.

Tabla 1.5. Toxicidad de los compuestos petroquimicos en humanos, peces,
crustaceos y algas.

Patricia Castilla Hernandez

Humanos Peces Crustaceos Algas
Salmoén Gairdneri Artemia
. . CLso (96 h) CLso (24 h)
M Inhalacion, ingestion y 10.8 gL 10 gL 8.0 gL’
contacto con la piel , .
Carpa comun Dafnia magna
20.1-28.1 g-L”! CEso (48 h) 24.5 gL'
Dermatitis ¢ irritacion Dafnia magna y otros
IH>®| de ojos, garganta y CEs
nariz 23a9.7gL’
: : Desmodesmus
E :cién. inhalacid Carassius auratus Dafnia magna subspicatus
GHd Xposicion, mmnha aqon CLSO (24) CESO (481’1) p
y contacto con la piel 5 gL o] oL Clso (72)
g g >1 g'L-l
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Continuacion. Tabla 1.5.

Humanos Peces Crustaceos Algas
Inhalacion causa: Danio vero Dafnia magna Clsy (72 h)
ME® | somnolencia y vértigo CLs (96 h) CEs (48 h) o 258 e
Grietas en la piel 250-350 mg-L"! 1027 mg-L™! e
soImngzieelfllcoiz C\?e}lri?: o CLs0 (96 h) Ajolote mexicano™
EE® , > VETUEO, 1 9122230 mg L CLso (48 h)
nausea y dolor de B
cabeza 150 mg L
IE Narcosis e irritacion:
0jos, nariz y garganta
Liquido o vapores (0.09 Chlorella
AFY mg-L™"): grave irritacion | Trucha y carpa dorada pyrenoidosa
iel, ojos y membranas no causa toxicidad X
i : mlfcosas ( : 360 mg-L”
Trucha arco iris
-1
i Ingestion N(E)Lsg (gi?i{)lzifj mgngdo Dafnia CE
AAM! Absorcion por e - CEso (24-48 h) 0
inhalacion y piel | €ratico (6.3 meg:L7) 95y 765 mgL! |00%a63mel
Carpa comun M &
CLigo (24 h) 100 mg-L™!
MA | lmian severamente: CLso y CEso CEso (72 'y 96 h)
BAY | P fnucosas 1.1a82mgL" 73y52mgL’
Inhalacion afecta Agua dulce Dafnia magna
pxX sistema sensorial, CLso (24-48-96 h) CLsp (24-48 h)
MX* procesamiento de 2.6-36.8 mg-L" 9%(1a3.82mgL")
¢ informacion y Marinos MX(4.729.6 mgL™")
sistema nervioso central 1.7-10 mg-L™! (3.6-8.5 mg-L™")
| Vapores causan: .
ST irritacion de ojos, tracto CTIQZTE; ?1) CLs0 (96 h)
: . i 5 -1
respiratorio y sistema 27y 23 mgL” 25a74.8 mg-L

nerviosos central

%EPA (1994b). POSHA (1996b). “Environmental Halth Criteria 103 ( 1990). “Merck (2004). °Gangolli
(2005). 'OSHA (1999). “OSHA (1996a). "EPA (1994a). 'Environmental Health Criteria 191 (1997). IStaples
et al. (2000). “Environmental Health Criteria 190 (1997). 'EPA (1994c). "Ronco et al. (2004).

CLso y CLjgo = Concentracion que resulta letal para el 50% o 100% de los organismos expuestos a una
sustancia toxica durante un periodo especificado. CEs¢/Clsy = Concentracion a la que la sustancia toxica
provoca inmovilidad o reduccion del crecimiento en el 50% de los organismos considerados™. *Anfibio.
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5. Justificacion

La mayoria de los compuestos petroquimicos seleccionados, pueden ser degradados por
digestion anaerobia como sustratos Unicos. En el caso de los alcoholes, se han reportado
diversos estudios que incluyen las posibles vias involucradas durante su degradaciéon y los
niveles que se alcanzan. Para los ésteres del acido acético, los reportes se limitan al
conocimiento de los niveles de biodegradabilidad y poco se sabe de los intermediarios
generados y de las vias que estos siguen para ser transformados a metano. Del acido acrilico
y sus ésteres, los reportes muestran como el primero puede ser convertido a sustratos que
pueden ser posteriormente metabolizados por bacterias acetogénicas y metanogénicas, sin
embargo se considera como un sustrato de dificil degradacion ya que causa toxicidad sobre
algunos grupos bacterianos. De sus ésteres se han dilucidado algunos procesos como la
hidrolisis, sin embargo no se han mostrado directamente los intermediarios generados y las
vias que estos siguen para ser completamente degradados. Los estudios acerca de los
compuestos aromaticos incluidos en este trabajo, también se han limitado a determinar los
niveles de biodegradacion, excepto para el estireno.

Sin embargo la biodegradacion de todos los compuestos, ya sea agrupados por similitud
de estructuras quimicas o en mezclas complejas como la que formarian los catorce
compuestos seleccionados, no ha sido estudiada. Tal estudio determinaria la factibilidad de
degradar biologicamente mezclas de varios compuestos, a través del conocimiento de las
posibles interacciones quimicas y bioldgicas entre estos y la interaccion entre toxicos e
intermediarios durante este proceso. Con lo cual se pudiera proponer un proceso de
tratamiento sustentable. Por lo que para abordar este tema se planted la siguiente hipdtesis y

objetivos.

6. Hipotesis

En el proceso de digestion anaerobia, la integracion de diferentes grupos bacterianos con
metabolismos variados: fermentativos, acidogénicos, metanogénicos, que funcionan
mediante sintrofismos, permitira la conversion y degradacion de sustratos con estructuras

quimicas diversas que estarian presentes de manera simultanea en aguas de desecho.
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7. Objetivos
7.1. Objetivo general

Evaluar la biodegradacion anaerobia de compuestos petroquimicos con diferentes
estructuras quimicas, entre los que se encuentran alcoholes, €steres acéticos, ésteres acrilicos

y aromaticos, en sistemas en lote y continuos.

7.2. Objetivos Particulares

e Evaluar la biodegradabilidad anaerobia de compuestos petroquimicos en sistemas
en lote y evaluar los indices de toxicidad de estos compuestos sobre la
metanogénesis acetoclastica.

e Determinar la capacidad de tratamiento de un proceso anaerobio continuo para
una mezcla compleja de compuestos.

e Evaluar la biodegradacion del compuesto mas toxico, como el acido acrilico en
presencia de otros compuestos facilmente biodegradables de la mezcla, como los

alcoholes.

8. Metas
Para alcanzar los objetivos se plantearon las siguientes metas:

» Probar la biodegradacion anaerobia de alcoholes y ésteres, por separado y en mezcla,
siguiendo los intermediarios formados y los niveles de mineralizacion.

= Determinar la concentracion inhibitoria de las mezclas de ésteres del acido acético,
ésteres del acido acrilico y alcoholes a la cual la actividad metanogénica acetoclastica
especifica disminuiria en un 50%.

= A través del andlisis del desempefio de un reactor UASB, determinar la capacidad de
degradacion de la mezcla de los 14 compuestos seleccionados alimentados en baja

concentracion, adicionando uno a uno hasta alcanzar una mezcla compleja.
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» Determinar el efecto de la carga organica volumétrica sobre la eficiencia de remocion
del reactor, a través de la disminucidn del tiempo de retencion hidraulico, asi como
encontrar los compuestos que no se degradarian bajo estas condiciones.

= En procesos en lote y continuos determinar la interaccion entre compuestos toxicos y
de facil degradacion, tales como el acido acrilico y metanol, etanol, etilenglicol,

1sopropanol y butanol.
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1. Introduccion

En este Capitulo se presentan los materiales y metodologia utilizados en este trabajo. En
la Figura 2.1, se muestra el procedimiento experimental que se compone de tres etapas,
biodegradabilidad en sistemas en lote, en pruebas en continuo y biodegradabilidad del 4cido

acrilico con alcoholes. Cada uno se describe en las secciones 3, 4 y 5, respectivamente.

Procedimiento experimental

Biodegradabilidad Biodegradabilidad ) Biodegradabilidad
Sistemas en lote Sistemas en continuo Acido acrilico con alcoholes
| |
Adaptacion del lodo | _
Separados Mezclas a los 14 compuestos Sistemas en lote | |Sistemas continuos

Incremento de carga

ME, IE, MA, BA organica volumétrica por| | AA + metanol AA sin alcohol
disminucion de TRH AA + etanol AA + metanol
AA + isopropanol AA + etanol

AA + etilenglicol
| Identificacion de g AA + butanol

Alcoholes Esteres acéticos | | Esteres acrilicos compuestos en el
MH,IH, GH | | ME, EE, IE, AE|| AA, MA,BA | |efluente a TRH cortos

| —

Toxicidad Toxicidad Toxicidad Biodegradabilidad en lote
CL, CL, CL, 0-m-p-xileno y AA

Figura 2.1. Panorama general del procedimiento experimental utilizado en este
trabajo.

2. Generales
2.1. Demanda quimica de oxigeno (DQO) tedrica

Para cada uno de los compuestos probados se calcul6 el equivalente de la DQO como se
muestra en la Tabla 2.1, segtn la reaccidon estequiométrica (ecuacion 2.1) de la combustion
de compuestos organicos reportada por Kleerebezem y Macarie (2003).

4x+y—-2z-3v-u y-3v-u

‘H,O+V-NH,; +(u-v)-H"

C.,H,O,N; + -0, > x-CO, +

(Ec. 2.1)
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Tabla 2.1. Demanda quimica de oxigeno equivalente de los compuestos.

Compuestos Formula Nomenclatura (goxig)%:;::;m)
Metanol CH,O MH 1.49
Isopropanol C3Hg0 IH 2.39
Etilenglicol C,HeO; GH 1.28
Metil acetato C3HqO, ME 1.51
Etil acetato C4Hz0;, EE 1.81
Isopropil acetato CsH,00; IE 2.03
Anhidrido acético C4HeO; AE 1.25
Acido acrilico C3H40;, AA 1.33
Metil acrilato C4He0, MA 1.67
Butil acrilato CHRO; BA 2.24
p-Xileno CsHio PX 3.16
m-Xileno CsHio MX 3.16
0-Xileno CsHig 0X 3.16
Estireno CsHyg ST 3.07

2.2. Estimacion del metano teorico

El metano que se produciria de la reduccion de cada uno de los compuestos se calculd de
la reaccion estequiométrica propuesta por Tarvin y Buswell (1934), citada por Shelton y
Tiedje (1984), ecuacion 2.2. Esta reaccion no considera la proporcion de sustrato que se va a

sintesis de biomasa.

C.H,0, {n—:—ﬂHzo — B—‘;ﬂb}coz +[n+a—b}CH4 Ec.2.2

2.3. Medios de cultivo
En las pruebas de biodegradabilidad y reactores continuos, se usod el medio de cultivo

reportado por Balch et al. (1979), ver Tabla 2.2. Mientras que, en los experimentos de
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toxicidad se empled el medio de cultivo formulado para experimentos en lote por Visser

(1995), ver Tabla 2.3

Tabla 2.2. Medio de cultivo (Balch et al., 1979).

Composicion de las soluciones Soluciones
Solucion g.L?  Solucion gL? Solucién mL-L*
Mineral | Mineral 11 Mineral I 50
KH2P04 6.0 KzHPO4 6.0 Mineral 11 50
Cloruro de niguel NH,4C1 2.4 Oligoelementos 10
NiCl, 0.05 NaCl 12.0 Vitaminas 10
Sulfato ferroso MgCl,-6H,0 2.1 Cloruro de niquel 10
FeSO,4-7H,0 20  CaCl,-H,O 0.16 Sulfato ferroso 1.0
Oligoelementos Vitaminas
MgSO,47H,0 3.0 Biotina 0.0020
MnSO,-2H,0 0' 5 Acido folico 0.0020
NaCl 1 ' 0 Piridoxina 0.0100
FeSO47H,0 0 1 0 Ti.amina . 0.0050
CoCl, 0: 10 Rlboﬂaylna 0.0050
ZnS0, 0.10 D, L-é(r:lc'io
CuSO,-5H,0 0.01 pgntot.enlco 0.0050
AIK(SO4)2 0.01 Yltgmma B1.2 0.0001
H,BO; 0: 01 A01do'p-am1n0
Na,M00,-2H,0 0.01 benzoico 0.0050

Acido lipoico  0.0050

Tabla 2.3. Medio de cultivo (Visser, 1995).

Macronutrientes Elementos traza.
Compuestos mg-L™* Compuestos mg-L*
NaH,PO,-H,0 703 FeCl,-4H,0 2000
KzHPO4 600 Ml’lClz 500
NH,Cl 280 EDTA 500
MgSO,-7TH,0 111 Na,SeO; 100
CaCl,-2H,0 6 H;BO; 50
Extracto de levadura 20 ZnCl, 50
Soln. de elementos traza 1 mL-L" (NH4)6Mo070,4-4H,0 50

AlCl, 50
NiCl;-6H,0 50
COClz'ZHQO 50
CuCl,-2H,0 50
HCI concentrado 1 mL-L"

EDTA=Acido Etileno Diamino Tetracético

35
Patricia Castilla Hernandez



II. Material y métodos

2.4. Solidos suspendidos volatiles

La determinacion de los sélidos suspendidos volatiles (SSV) es un método directo para
estimar la concentracion de biomasa. Se realiz6é secando un volumen conocido de lodos en
una estufa a 105 °C durante 2 horas, para cuantificar los so6lidos suspendidos totales.
Posteriormente los lodos se calcinaron a 550°C por 30 minutos para conocer el contenido de
solidos fijos. La concentracion de solidos suspendidos volatiles se obtuvo de la diferencia

entre los totales y los fijos (APHA, 1995).

3. Ensayos de biodegradacion de alcoholes y ésteres en sistemas en lote
Los compuestos quimicos probados fueron acido acrilico y sus ésteres butil y metil
acrilato; ésteres del acido acético tal como metil, etil e isopropil acetato y anhidrido acético;

alcoholes como metanol, isopropanol y etilenglicol.

3.1. Compuestos probados por separado
Se realizaron ensayos en lote, probando por separado metil acetato, isopropil acetato,
metil acrilato y butil acrilato, las concentraciones iniciales se muestran en la Tabla 2.4 y se

eligieron para obtener una relacion mésica de alrededor de 0.1 gDQO-gSSV™.

Tabla 2.4. Concentracion inicial para los compuestos probados por separado.

Compuesto Nomenclatura mM mg-L*  mgDQO.L™
Metil acetato ME 8.6 637 962
Isopropil acetato IE 33 334 680
Metil acrilato MA 5.6 486 812
Butil acrilato BA 1.9 241 541

3.2. Compuestos probados en mezcla

Los compuestos se agruparon por similitud de estructuras quimicas y las mezclas
probadas fueron las siguientes: a) alcoholes integrada por metanol, isopropanol y
etilenglicol; b) ésteres del acido acético formada por metil acetato, etil acetato, isopropil

acetato y anhidrido acético y ¢) ésteres del 4cido acrilico compuesta por acido acrilico, metil
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y butil acrilato. La concentracion alimentada de cada compuesto se muestra en la Tabla 2.5y
se selecciono con la finalidad de tener una relacion masica alrededor de 0.1 gDQO-gSSV™

en cada mezcla.

Tabla 2.5. Concentracion inicial de los compuestos probados en mezcla.

Mezcla ~ Compuesto Nomenclatura mM mg-L? mgDQO-L™

Metanol MH 8.6 276 413

Alcoholes  Isopropanol H 2.07 125 298
Etilenglicol GH 4.2 263 337

Metil acetato ME 1.34 100 151

Esteres del  Etil acetato EE 1.25 110 201
acido acetico  [sopropil acetato IE 0.59 61 124
Anhidrido acético AE 0.84 86 108

, Acido acrilico AA 3.0 218 291
osieres €1 Meil acrilato MA 17 146 244
Butil acrilato BA 0.63 80 181

3.3. Preparacion de los sistemas en lote

Las pruebas se llevaron a cabo en botellas serologicas de 60 mL, adicionando 20 mL de
medio de cultivo y 2.0 g-L" de bicarbonato de sodio, inoculadas con 5 mL de lodo no
aclimatado, con una concentracion de 45.8 gSSV-L™. Las botellas se taparon con septos de
neopreno forrados con teflon, se engargolaron con arillos de aluminio y se intercambio la
atmosfera, introduciendo durante dos minutos una corriente gaseosa de una mezcla
80%/20% de N, y CO,. La alimentacion de sustrato se hizo con 2 ml de una solucion
concentrada del compuesto o de la mezcla de compuestos correspondientes a cada
experimento. Para la mezcla de alcoholes y ésteres del acido acético, el pH de esta solucion
se ajustd previamente a 7.0 con NaOH. Posteriormente se incubaron a 35 °C sin agitacion.

Se prepararon botellas por duplicado para cada tiempo de muestreo que fueron desechadas.
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3.4. Tratamiento de las muestras

Cada seis horas, con jeringas desechables se tomaron muestras de 1.5 mL de cada botella
y se vaciaron en viales plasticos, se taparon y sellaron con papel parafilm. Los viales se
centrifugaron por 20 minutos a 10417 x g. Posteriormente 0.95 mL de la muestra se
colocaron en viales de vidrio de 2.0 mL y se acidificaron con 0.05 mL de HCL al 50 %,
estas se taparon utilizando septos de teflon. Finalmente las muestras fueron analizadas por

cromatografia de gases.

3.5. Determinacion de sustratos

Para la determinacion por cromatografia de gases (CG) de cada uno de los sustratos y sus
intermediarios, estudiados por separado o en mezcla (excepto para la mezcla de ésteres del
acido acético), se prepard un solucion estandar concentrada a partir de la cual se realizaron
diluciones en el intervalo de concentracion requerido para cada prueba (ver Tabla 2.6). Cada
estandar de 0.95 mL fue acidificado con 0.05 mL de HCL al 50%. Posteriormente se
analizaron en un cromatografo de gases Hewlett Packard 5890, con una columna capilar AT-
1000 y con un detector de ionizacion de flama (FID). Las condiciones de separacion para
cada compuesto o mezcla se describen el la Tabla 2.6.

Para la determinacion de la mezcla de ésteres del acido acético, se prepararon
concentraciones en el intervalo mostrado en la Tabla 2.6. Posteriormente, en frascos
serologicos de 13 mL se adicionaron 2 mL del estandar méas 2 g de NaCl, se taparon con
septos y arillos de aluminio, incubandose a bano maria por 10 minutos a 30 °C.
Posteriormente se inyectaron 0.5 mL de la fase gas de los frascos a un cromatografo de gases
Hewlett Pakcard 5890, con una columna 5% Carbowax, 60/80 Carbopack y detector FID.
Las condiciones de operacion se describen en la Tabla 2.6.

Los parametros de la curva estandar se obtuvieron de la regresion lineal entre la
concentraciéon (mg-L™) con respecto al area de respuesta (unidades de area). Posteriormente,

las muestras obtenidas de cada experimento fueron tratadas como se describid en la seccion
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3.4 y analizadas por CG, estimando la concentracion a partir de los pardmetros obtenidos en

la respectiva curva estandar.

Los cromatogramas obtenidos en la separacion de los compuestos probados en mezcla se

muestran en las Figuras 2.2a, by c.

Tabla 2.6. Condiciones de operacion del cromatografo de gases y parametros

obtenidos para la determinacion de sustratos e intermediarios.

Intervalo de

Curva estandar

Compuesto ‘ tSustra(tlc')s € oncentracién Tem{)eraturaodce la y=mx+b
(s) intermediarios (mg-L™) columna (°C) b 2

' Isopropil acetato 3 min a 80°C: 846.71 57159 0.9964
Isopropil  Acetona 0-300  50°C/min hasta 120°C 795.84 95227 0.9989
acetato  y5opropanol (mantener por 3 min) 12472 4827.4  0.9925
Acetato 529.05  933.5 0.9989
Metil Metil acetato 3 min a 80°C; 49431 9393.1 0.9975
acetato Metanol 0-600 50°C/min hasta 120°C  691.73  25.268  0.9995
Acetato (mantener por 3 min) 5654 1007.0 0.9988
Metanol 532.87 424.11 0.9987
Mezcla de Isopropanol o . 1061.6 133.01 0.9990
alcoholes  Acetona 0-500 45°C/4.5 min 652.39  53.60 0.9998
Etanol 1089.60 119.82 0.9985
Metanol 632.84 136.93 0.9986
Metil acrilato 755.81 1532.23 0.9988
Mezcla de Butil propionato ' 735.38 5773.17 0.9961
ésteres del Butil acrilato 5 min a.SOOC; 958.60 1595.01 0.9985
Acido Butanol 0-500 50°C/min hasta 120°C 1336.56 -4726.7 0.9988
acrilico Acet'flto (mantener por 4.5 476.69 6005.86 0.9962
Propionato min) 855.46  -32.61 0.9990
Butirato 888.96 1667.98 0.9986
Acido acrilico 741.34 2282.65 0.9984
Etanol 38298 -1658.7 0.9886
a Metanol 133.08 -1049.1 0.9841
é\/lezcladd? Acetona 50°C hasta 110°Ca5 162699 -4313.2  0.9951
Sfcriejo " Isopropanol 0-200  °C/min (mantener por 406.51  -1689.3  0.9884
acético  1sopropil acetato 2 min) 11198.3 -58013.2 0.9932
Etil acetato 39183 -16732.0 0.9943
Metil acetato 2599.5  -8286.7 0.9955

Inyector y detector 130 y 150°C, respectivamente. *Inyector y detector 115 y 200°C. y = unidades de 4rea,
m = unidades de area/ mg-L"', x =mg-L" y b = unidades de area.
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Figura 2.2. Resolucion y tiempos de retencion de los diferentes compuestos e
intermediarios que integran cada una de las mezclas (A) alcoholes; (B) ésteres del
acido acrilico y (C) ésteres del 4acido acético.
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3.6. Produccion de metano
La produccién de metano en estas pruebas se siguid por desplazamiento de una solucion
de NaOH al 3%. Una vez preparada esta solucion, se llenaron tubos Hungate y se taparon
evitando la presencia de burbujas de aire. Como se muestra en la Figura 2.3, los tubos se
colocaron en un portatubos con la tapa hacia abajo, insertandole una aguja que permitiera la
salida de la solucion hacia una probeta.
~
-
o

O
(®)

Figura 2.3. Sistema de medicion por desplazamiento de una solucién de NaOH
al 3% para la produccion de metano.

==y

@mzolﬂ XD

Posteriormente, se conectd una manguera de latex con una aguja en los extremos del tubo
de solucion y de la botella serologica, el metano producido desplazoé la solucion de NaOH
que se midi6 en una probeta graduada de 10 mL. Las mediciones se realizaron cada seis
horas.

El volumen de metano producido se ajustd a condiciones de temperatura y presion
estandar. Ademas se calcul6 la equivalencia de metano como DQO y en moles.

273°K 585 mmHg

V. L=V (L Ec. 2.3
cisste (L) =V, (L) 308°K * 760 mmHg ( )
DQO(g)
DQO-CH, =V, Lyx———=— Ec.2.4
gDQ 4 CH4STP( ) 0.35(Lyy) ( )
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0.7697 (atm) x V. (L
Ney, = (atm) <V, (L) (Ec. 2.5)

0.082 [ L -atm jx308 ‘K

mol - °K
Donde:
Vcns= volumen de metano a condiciones de temperatura y presion estandar

V= volumen parcial de metano producido

3.7. Pruebas de toxicidad de las mezclas de compuestos

Se realizaron pruebas de toxicidad de las mezclas de alcoholes, ésteres del 4cido acético y
¢ésteres del acido acrilico sobre la metanogénesis acetoclastica. Se llevaron a cabo en botellas
serologicas de 60 mL, se inocularon con 2 gSSV-L™ y 40 mL de medio de cultivo (Visser,
1995), ver Tabla 2.3. Se alimentaron con 2.5 g de acetato-L™' durante 24 h, posteriormente se
les adicionaron diferentes concentraciones del toxico. La concentracidon estuvo compuesta
por proporciones iguales en gDQO-L™ de cada compuesto que constituyé la mezcla. Para los
alcoholes las concentraciones fueron 1, 2, 3, 10, 15, 25 y 30 gDQO-L'l, para los ésteres del
acido acético se probaron 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 y 70 gDQO-L'1 y para la mezcla de
ésteres del 4cido acrilico fueron 55, 109, 162, 313 y 500 mgDQO-L™. Para cada prueba se
prepararon controles sin toxico. La exposicion al toxico fue durante 72 h, posteriormente
este se retird y los ensayos se realimentaron con acetato (1 gDQO-L™), cuantificandose cada
hora la produccion de metano como se describid en la seccion 3.6, este se ajustdo a
condiciones estandar (Ec. 2.3) y se calculd su equivalente en DQO (Ec. 2.4). La actividad
metanogénica especifica se determindé como se presenta en la seccion 3.9, ec. 2.7. Los
resultados de toxicidad estdn expresados como actividad metanogénica especifica relativa a

los controles no expuestos (100% de la actividad).
3.8. Balances

Los balances molares en cada una de las pruebas se calcularon a partir de las ecuaciones

estequiométricas mostradas en las Tablas 1.2 y 1.4 del Capitulo I.
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3.9. Velocidad especifica de consumo de sustrato y/o produccion de metano

La velocidad especifica de consumo y/o hidrélisis del sustrato (Vgcy) se calculd de la
pendiente obtenida de la concentraciéon de sustrato con respecto al tiempo, entre la
concentraciéon de biomasa. La pendiente se calculd en el intervalo de mayor velocidad de

consumo (ec. 2.6).

= m;g(sg//LLf) (Ec. 2.6)
Donde:

S = Sustrato (compuesto o DQO)

m = pendiente = gS-L™' respecto al tiempo (d)

X = biomasa (SSV)

La velocidad especifica de producciéon de metano o actividad metanogénica especifica
(términos utilizados indistintamente), se calculdé de acuerdo a la ec. 2.7, la pendiente se
obtuvo del metano producido expresado como DQO respecto al tiempo. La pendiente se
calcul6 en el intervalo de mayor velocidad de produccion de metano.

m(gDQO-CH,/L-d )
VEspCH4 = X (g/L)

(Ec. 2.7)

m = pendiente = gDQO-CH,-L™ contra el tiempo
X = biomasa (SSV)

4. Pruebas para evaluar la degradacion de la mezcla de compuestos en un
sistema continuo

4.1. Reactor

Se utilizé un reactor tipo UASB de vidrio (Figura 2.4), con un volumen de 1.4 litros. Se
inoculé con 500 mL de lodo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales
municipales de la Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa, el cual presentd una
concentracion de solidos suspendidos volatiles (SSV) de 22 g'L™. La alimentacién del

reactor se mantuvo a una temperatura de 4°C y a una distancia de 20 cm de la entrada del
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reactor, con la finalidad de evitar pérdidas de los compuestos en tuberias. El reactor se opero

a una temperatura de 35+2 °C.

Figura 2.4. Diagrama del reactor UASB en donde: 1) cilindro de vidrio; 2) lecho
de lodos; 3) sistema de separacion liquido-gas; 4) bidon de alimentacion; 5)
bomba peristaltica; 6) columna de desplazamiento para medicion de biogas; 7)
puerto de muestreo para biogas; 8) bidon para el efluente.

4.2. Adaptacion del lodo a los 14 compuestos
Durante la adaptacion del lodo a los compuestos, el reactor se operd a una carga organica
volumétrica de 2 gDQO-L'-d". La relacién masica especifica aplicada fue de 0.25

DQO-gSSV™'-d y se operé a un tiempo de retencion hidraulico (TRH) de 12 h.
g g
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4.2.1. Alimentacion del reactor

Para la preparacion de la alimentacion se utilizé el medio de cultivo descrito en la Tabla
2.2. Los compuestos quimicos se adicionaron en etapas subsecuentes como se muestra en la
Tabla 2.7. La DQO global de alimentacién fue de 1 g-L". En cada etapa la proporcion
alimentada de los compuestos se recalculé para mantener la misma proporciéon de DQO de
cada uno en la mezcla (Tabla 2.7). Posterior a la adicion de todos los sustratos, el pH del
medio se ajustd a 7.0 con NaOH.

Para observar el efecto de un nuevo compuesto sobre el desempefio del reactor, la adicion
del siguiente compuesto se realizo hasta que el anterior alcanzo eficiencias de remocion por

arriba del 90%.

Tabla 2.7. Estrategia de alimentacion en cada una de las etapas en el reactor

UASB.
Etapas I 1 i v V Vi Vil VI IX X X1 Xl
2%9DQO-L" 1 033 025 02 016 014 0.11 0.1 0.09 0.08 0.077 0.07

mg-L'1

Metanol 667.6(222.5| 1669 | 133.5 | 111.3 | 953 | 742 | 66.7 |60.7| 55.6 | 51.3 | 47.7
Isopropanol 139.4| 104.6 | 83.6 | 69.7 | 59.7 | 46.5 | 41.8 |38.0| 34.8 | 32.2 | 29.9
AnhidriJ(rlo acético 266.0| 199.5 [ 159.6 | 133.0 | 114.0 | 88.7 | 79.8 |72.5| 66.5 | 61.4 | 57.0
Butil acrilato 111.3 1 89.01 | 74.1 | 63.6 | 49.4 | 445 |40.4| 37.1 | 342 | 31.8
Metil acrilato 119.6 | 99.6 | 854 | 66.4 | 59.8 |54.4| 49.8 | 46.0 | 42.7
Metil acetato 1104 | 94.6 | 73.6 | 66.2 |60.2| 55.2 | 50.9 | 47.3
Acido acrilico 107.3 | 83.4 | 75.1 |68.2| 65.5 | 57.7 | 53.6
Etil acetato 61.2 | 55.1 [50.0| 45.9 | 424 | 393
Isopr0p+il acetato 54.6 | 49.1 |44.6| 409 | 37.8 | 35.8
Etilenglicol 77.6 |70.6| 64.7 | 59.7 | 55.4
p-xileno 28.7/26.33| 243 | 225
m-xileno 26.33| 243 | 22.5
o-xileno 243 | 225
Estireno 22.5

Concentracion de cada compuesto para obtener 1 gDQO-L™.
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4.2.2. Bioensayos de degradabilidad

Al final de la etapa VI se realizaron pruebas de biodegradabilidad para el AA de acuerdo
a la metodologia descrita en la seccion 3.3. La concentracion de SSV del lodo del reactor fue
de 24.5 g-L"". El 4cido acrilico se aliment6 a dos concentraciones 71.4 y 350 mgDQO-L™.
Como control se empled un lodo no adaptado a este compuesto.

Por otra parte, al término de la etapa XII se realizaron pruebas de degradacion para PX,
MX y OX y las concentraciones probadas fueron 133, 56, y 85 mgDQO-L™ respectivamente.
La concentracion del lodo fue de 24 gSSV-L™. Se utilizaron botellas seroldgicas de 60 mL,
adicionandoles 50 mL de medio de cultivo (Tabla 2.2), mas 5 mL de lodo proveniente del
reactor. Estas se taparon con tapones de hule y se engargolaron con arillos de aluminio.
Posteriormente se intercambid la atmoésfera (seccion 3.3). Finalmente los sustratos se
inyectaron con una jeringa de 10 pL. Las botellas se mantuvieron en agitaciéon en una
incubadora orbital a una temperatura de 30 °C. Se prepararon botellas para cada tiempo de
muestreo y por triplicado. Los xilenos y la produccion de metano se monitorearon por CG

como se describe en las secciones 4.4.5 y 4.4.6.

4.3. Aumento de la carga organica volumétrica (B,) con disminucion del TRH
Una vez que el reactor se alimentaba con la mezcla de catorce compuestos, a una
concentracién de 0.071 gDQO-L" cada uno, el TRH se disminuy6 de 12 a 8, 6, 5, 4 y 3
horas. Durante los dos ultimos periodos los compuestos quimicos presentes en la salida del
reactor se monitorearon individualmente por cromatografia de gases (ver apartado 4.4.7). El

promedio y desviacion estandar se estimaron de nueve muestras para cada TRH.

4.4, Parametros monitoreados

4.4.1. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO es una medida del oxigeno requerido para oxidar todos los compuestos tanto
organicos como inorgdnicos presentes en agua contaminada, se realiza a través de la accion
de agentes fuertemente oxidantes y un medio acido. Para la determinacion se utilizé la

técnica de digestion por reflujo cerrado (APHA, 1995). Las muestras se centrifugaron a
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10417 x g durante cinco minutos, posteriormente se les adiciond dicromato de potasio con
acido sulftrico y sulfato de plata, se colocaron en una parrilla de digestion durante 2 horas a
150 °C. La determinacion de la absorbancia fue colorimétrica a una longitud de onda de 620
nm; la concentracion se determind de los pardmetros obtenidos de una curva estandar con
glucosa, donde m = absorbancia/mgDQO-L", b = absorbancia. La DQO se midi6

diariamente en el influente y efluente del reactor.

4.42. pH
El pH se midi6 diariamente en el influente y efluente del reactor utilizando un
potenciometro Cole-Parmer 59003-20, con un electrodo Conductronic, calibrado a una

temperatura de 25 °C.

4.4.3. Relacion de alcalinidades

La relacion de alcalinidades es un método que estima la capacidad de amortiguamiento
del sistema, a través de la medida indirecta de acidos grasos volatiles y bicarbonato, la
relacion debe mantenerse de 0.5-0.7 lo que indica una alcalinizacion eficiente (Jenkins et al.,
1983). Del efluente del reactor se tomaron muestras de 25 mL, se titularon con una solucién
0.02 N de H,SO, hasta un pH 5.75 (promedio al que se titulan el 80 % de los carbonatos), la
titulacion se contintio hasta un pH 4.3 (promedio al que se titulan los AGV). Los voliumenes

gastados fueron registrados, calculdndose la relacion de alcalinidades 6 a de acuerdo a la

ecuacion 2.8.

L - Ale(HCO; ) o, (Ec. 2.8)
Alc (total)“'3

Donde:

Alc (HCO_3)5,75 = mL &cido consumido para llevar el pH original a 5.75.
Alc (total);; = mL acido consumido para llevar el pH de 5.75 a 4.3.
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4.4.4. Biogas, cantidad y composicion

El volumen de biogds producido en el reactor, se midido por desplazamiento de una
solucion salina saturada en una columna de vidrio de 25 cm de altura por 4 cm de didmetro.
La composicion del biogds se determind tomando muestras de 0.1 mL del puerto de
muestreo (Figura 2.4) y analizdndolas por cromatografia de gases, para lo que se procedio
primeramente a realizar una curva estandar de una mezcla de metano y bidxido de carbono.

Para la curva se llenaron tubos Hungate con solucién salina, se taparon con septos y
tapones de rosca, observando que no presentaran burbujas de aire. Posteriormente con una
jeringa de 10 ml y a presion atmosférica fueron inyectados en partes proporcionales
volumenes de CH, y CO, (Tabla 2.8), desplazando simultdineamente la solucion salina a una
probeta en donde se verificd que el volumen de gas inyectado correspondiera al volumen de

solucidn salina desplazado.

Tabla 2.8. Proporciones de CH, y CO, inyectados en los tubos Hungate.
Tubos CHy;(mL) CO, (mL) %CH; %CO,

1 10 0 100 0
2 9 1 90 10
3 8 2 80 20
4 7 3 70 30
5 6 4 60 40
6 5 5 50 50
7 4 6 40 60
8 3 7 30 70
9 2 8 20 80
10 1 9 10 90
11 0 10 0 100

De cada estandar se tomaron 0.1 ml de la fase gaseosa y se inyectaron en un cromatdgrafo
de gases GOW-MAC, con una columna Carbosphere 80/100 y detector de conductividad
térmica (TCD). Las temperaturas de la columna, inyector y detector fueron 140, 170 y 190

°C, respectivamente.
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Con las unidades de area registradas se obtuvo la fraccion de metano en cada uno de los
tubos como se muestra en la ecuacion 2.9.

u. area (CH,)
u. area (CH,) +u. area (CO,)

Fraccion de metano =

(Ec. 2.9)

Finalmente se realizo una regresion lineal entre la fraccion de metano y el porcentaje de
metano de cada proporcion, los parametros obtenidos fueron m = % CHy/fraccion de
metano, b = % CHy. A partir del area obtenida de la muestra del reactor, se calculo la

fraccion de metano y con los parametros de la curva estdndar se estimo el porcentaje de CHy.

4.4.5. Determinacion de xilenos

Para la determinacidén de estos sustratos se siguid la metodologia descrita en la seccion
3.5, excepto que la adicion de los compuestos se realizo directamente a cada botella con una
micro jeringa de 10uL. Las condiciones de resolucion y pardmetros de la curva estandar se

muestran en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9. Condiciones de separacion del xileno y sus isomeros.

Intervalo de Curva estandar
Compuesto concentracion L oTP eraturaode y = mx+b
(mg-L'l) la columna (°C) m b 2
para-Xileno 0-50 929.41 -213.7  0.9977
orto- Xileno 0-50 60°C/5 min 1622.3 -425.5  0.9973
meta -Xileno 0-50 1571.9 1196.1  0.9964

Inyector y detector 130 y 150 °C, respectivamente. y = unidades de area, m = unidades de area/ mg-L™", x
=mg-L" y b= unidades de area.

4.4.6. Determinacion de metano en las pruebas de degradacion de xilenos

Se realizé una curva estandar de metano empleando botellas serologicas de 60 mL que se
llenaron con 50 mL de H,O, se taparon con septos de hule y se engargolaron con arillos de
aluminio. Posteriormente con una jeringa desechable de 10 mL fueron introducidos
diferentes volumenes de CH,4 que correspondieron a 63, 94, 126 y 150 umol. En el mismo
equipo utilizado en la seccion 4.4.4 se analizaron muestras de la fase gas de las botellas. La

cantidad de CH,4 en umoles respecto de las unidades de area obtenidas se linealizaron y los
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parametros fueron m = unidades de area/umol de CH4, b = unidades de area. El metano

producido en las pruebas se calcul6 a partir de los pardmetros obtenidos en la curva estandar.

4.4.7. Determinacion de los compuestos en el efluente del reactor a un TRH de 4
y3h

Debido al influente tan complejo, el cual contenia la mezcla de los 14 compuestos, solo se
cuantificaron los compuestos presentes en el efluente del reactor. Primero se identificaron de
manera individual, posteriormente se prepard una solucion estdndar de la mezcla de metil
acetato, metil acrilato, m-p-o-xileno, butil acrilato, estireno, acetato y acido acrilico, a partir
de ésta se realizaron diluciones (Tabla 2.10) y se analizaron por cromatografia de gases.

Las condiciones de resolucion y pardmetros se muestran en la Tabla 2.10. El butil acrilato
y 0-xileno, asi como m-p-xileno se detectaron juntos debido a que no se logrd su separacion.
La concentracion de las muestras obtenidas del efluente del reactor se estim6 a partir de los
parametros obtenidos en la curva estandar. En la Figura 2.5 se presenta el cromatograma de

separacion los compuestos.

Tabla 2.10. Parametros para la determinacion de cada uno de los compuestos
presentes en el efluente del reactor a4 y 3 h de TRH.

Intervalo de Curva estandar
Compuesto concentracion Temlp eratu?r;lce la y = mx+tb
(mg-L'l) columna ) b 2
Metil acetato 0-20 495.29 -65.27 0.9995
Metil acrilato 0-20 790.48 114.33 0.9994
m-p-xileno 0-40 3mina50°C,  940.07  -14.17 0.9964
. . ) 10°C/min hasta
orto-xileno-butil acrilato 0-20 o 1412.80 -38.44  0.9967
150°C (mantener

Estireno 0-20 durante 5 min) 1266.4 -53.75 0.9987
Acetato 0-20 543.78 172.12  0.9989
Acido acrilico 0-20 706.48 -89.20 0.9989

Inyector y detector 130 y 150°C, respectivamente. y = unidades de area, m = unidades de 4rea/ mg-L™,
x =mg-L" y b= unidades de area.
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Figura 2.5. Cromatograma de los compuestos identificados en el efluente del
reactor a 4 y 3 horas de TRH.

4.4.8. Parametros de operacion del reactor

Se fij6 el TRH y a partir de éste, se calculd el gasto de alimentacion.

Reactor (L)

Gasto (L-d™") = TRH(d) (Ec. 2.10)

La carga organica volumétrica (B,) se estim6 de la concentraciéon en la alimentacion
dividida por el TRH

DQO(g/L)

B, (gDQO-L"-d")= TRH() (Ec. 2.11)

El biogés producido se llevo a condiciones estandar de temperatura y presion.

273°K y 585 mmHg
308°K 760 mmHg

Biogésproducido STP (L ’ d_l) = BlOgéS (L : d_l ) X

producido

(Ec. 2.12)

El metano producido se estim6 a partir del volumen de biogas, multiplicado por el

porcentaje de metano en la muestra.

Metano,,g,cigo.,, (L -d™) = Biogas g, (L-d ™) X C}llag%) (Ec. 2.13)

El metano producido se transform¢ a su equivalente en DQO.

DQO-CH,(g-L, o -d")= n(l)e;lz"cihd/gsggé? x th O (Ec. 2.14)
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La eficiencia de remocion (77) se calculo a partir del sustrato consumido (DQO) y se
expresd como porcentaje.

DQOinﬂueme (g/L) - DQOeﬂuente (g/L) % 100 (EC 2 1 5)

%)=
77( 0) DQOinﬂuente (g/L)

El metano tedrico se obtuvo de la cantidad de DQO consumida multiplicada por el

equivalente de metano en DQO.

Metano (L-d™) = Gasto(L/d)x DQO.

influente (

g/L)x%x 0.35(LCH,/gDQO) (Ec. 2.16)

tedrico

5. Pruebas para determinar la biodegradabilidad del acido acrilico con alcoholes
5.1. Alcoholes probados en lote

Los alcoholes probados en la degradacion del 4cido acrilico (AA) fueron metanol (MH),
1sopropanol (IH), etanol (EH) y etilenglicol (GH). Las cinéticas se realizaron utilizando 5
mL de lodo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de la UAM-I, con
una concentracion de 24.3 gSSV-L'. El lodo se aclimatd previamente con glucosa
alcanzando una actividad metanogénica especifica de 0.65-0.96 gDQO-CH4gSSV™'.d". La
preparacion de las botellas y toma de muestras se llevaron a cabo de acuerdo a la
metodologia descrita en la seccion 3.3 y 3.4. Para cada tiempo de muestreo se prepararon
botellas independientes y por duplicado las cuales fueron desechadas después del muestreo.
Los alcoholes se adicionaron a una relacion masica de 0.5 gDQO-gSSV™' del alcohol
respectivo mas 0.5 gDQO-gSSV™' de 4cido acrilico, las concentraciones alcohol/acrilico

alimentadas se muestran en la Tabla 2.11.

Tabla 2.11. Concentracion de 4cido acrilico y del alcohol respectivo.

Sustratos Metanol  Isopropanol  Etanol  Etilenglicol
Alcohol (mg-L™) 297 158 273 364
Acrilico (mg-L™) 287 258 252 242
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5.2. Determinacion de sustratos, intermediarios y productos

Los sustratos y sus intermediarios se determinaron como se describié en la seccion 3.5,
los intervalos de concentracién, condiciones de separacion y parametros obtenidos se
muestran en la Tabla 2.12. La produccion de metano se siguid por desplazamiento de una
solucion de NaOH al 3% como se describi6 en la seccion 3.6. Las velocidades especificas de
consumo de los compuestos o de produccion de metano en cada prueba, se calcularon como

se describio en la seccion 3.9.

5.3. Alcoholes probados en experimentos en continuo

Debido a que en las pruebas en lote la degradacion del 4cido acrilico no fue del todo
favorecida por la presencia del etilenglicol y del isopropanol, en los experimentos en
continuo no se evaluaron. Los alcoholes probados en esta etapa fueron metanol, etanol y

butanol.

5.3.1. Reactores
Los experimentos se realizaron en cuatro reactores UASB de 0.3 L de volumen (Figura
2.4), se inocularon con 100 mL de lodo proveniente de la planta de tratamiento de aguas

residuales de la UAM-I, con una concentracion de SSV de 24.3 g-L™". Todos los reactores se

operaron a 12 h de TRH.

5.3.2. Alimentacion de los reactores

En una primera etapa denominada de aclimatacidn, los reactores se alimentaron con
medio de cultivo (Tabla 2.2) y se adiciond acetato (317.4+41 mgL™") y propionato
(611.3+67 mg-L™") mas un alcohol: metanol (358.9+36 mg-L™"), etanol (261.5+35 mg-L") o
butanol (334.2430 mg-L™"); otro reactor utilizado como control s6lo se alimentd con acetato
y propionato. En una segunda etapa, en los cuatro reactores el acetato y propionato se
dejaron de adicionar y se alimentaron con 918.3+69 mg-L™" de 4cido acrilico mas el
respectivo alcohol. Los reactores se denominaron RC (control), RM (metanol), RE (etanol),
RB (butanol). En la etapa de adicion del acido acrilico las concentraciones iniciales de

acetato y propionato se calcularon a partir de la relacion molar de sustratos y productos de la
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reaccion de degradacion del acido acrilico reportada por Janssen (1991); ver Tabla 1.4,

ecuacion 14.

5.3.3. Parametros monitoreados

Los sustratos e intermediarios en cada uno de los reactores se siguieron diariamente por
cromatografia de gases como se describe en la seccion 3.5, en la Tabla 2.12 se muestran las
condiciones de operacion del cromatografo y los parametros obtenidos. El comportamiento
del pH, relacion de alcalinidades y produccion de metano se determinaron como se describid
en la seccion 4.4.

Tabla 2.12. Condiciones de separacion de los sustratos e intermediarios y
parametros obtenidos.

Intervalo de Curva estandar
Prueba intS;rilU:c;?;rieos concentracion y = mx+b
(mg-L'l) m b r
Metanol 647.58  -2454.20 0.9956
Metanol-acrilico  Acetato 0-500 512.63 755.33 0.9967
Propionato 856.6 172826  0.9915
Acrilico 871.98  -1681.30 0.9969
Acetona 1034.59 41242  0.9997
Isopropanol 1188.6 890.26  0.9997
Lote  [sopropanol-acrilico Acetato 0-500 507.85 4948.39  0.9970
Propionato 881.83 2377.46  0.9888
Acrilico 896.77 1526.50  0.9988
Etanol 1071.3  -1825.96 0.9981
Etanol- acrilicoy  Acetato 0-500 524.29 1362.01  0.9963
etilenglicol-acrilico Propionato 897.18  4582.59 0.9913
Acrilico 965.51 1729.7  0.9955
Etanol 0-400 1071.3 1823.96  0.9981
Acrilico y acrilico-  Acetato 0-600 524.29 1362.06  0.9963
etanol Propionato 0-600 897.18 4582.59  0.9913
Acrilico 0-1000 965.51 1729.69  0.9951
Reactor Metanol 0-400 359.89 323.89  0.9999
Butanol 0-400 926.68 600.27  0.9999
Acrilico-metanol y  Acetato 0-600 410.68 2908.39  0.9988
acrilico-butanol ~ Propionato 0-600 647.77 1901.59  0.9998
Butirato 0-600 734.23 1487.4  0.9998
Acrilico 0-1000 541.17 1065.29  0.9999

Temperatura de la columna, 1.5 min a 80°C, 50°C hasta 120°C (mantener durante 2 min). Inyector y
detector 130 y 150°C, respectivamente. y = unidades de area, m = unidades de area/mg-L", x =mg-L"y
b = unidades de area.
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5.3.4. Identificacion de compuestos formados en el reactor RE

Durante la operacion del reactor RE, algunos intermediarios producidos como etil
acrilato, 2-propen-1-ol y 1-propanol se identificaron por cromatografia de gases con detector
de masas. Esto se realizd colocando 5 ml del efluente del reactor en frascos seroldgicos de
13 mL con 2 g de cloruro de sodio, se taparon con septos de plastico y arillos de aluminio.
Una columna empacada de fibra de vidrio se introdujo a través del septo y permanecio en
contacto con la fase gas de la muestra durante 30 minutos a una temperatura de 35 °C, para
que los compuestos contenidos en la muestra se volatilizaran y adsorbieran en la fibra.
Posteriormente ésta se retird y se inyectd en un cromatdgrafo de gases (Hewlett Packard
5890) acoplado a un detector de masas, dejandose desorber por 5 minutos. La columna
utilizada fue HP-FFAP, la temperatura inicial fue de 35 °C por 5 min., aumentando 10 °C
por minuto hasta alcanzar 150 °C. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 220 y
280 °C, respectivamente.

Los picos obtenidos se identificaron a través de la biblioteca de compuestos quimicos del
equipo. En donde el primero, con un tiempo de retencion (TR) de 9.20 min correspondid al
I-propanol, con una similitud del 91%. El segundo con un TR de 10.3 min fue para el etil
acrilato con una similitud del 81% y el tercero con un TR de 11.75 min correspondi6 a 2-

propen-1-ol, con una similitud del 94%.
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[II. BIODEGRADACION DE
ALCOHOLES Y ESTERES EN
LOTE
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1. Antecedentes

La bioquimica de la transformacion anaerobia del metanol a metano y bidéxido de carbono
ha sido ampliamente reportada (Keltjens y Vogels, 1993 y Miiller et al., 1993). En estudios
en lote 1408 mg'L"' (2.1 gDQO-L") de este compuesto requirieron 14 dias para ser
transformados hasta metano, alcanzando una produccion de 1.8 gDQO-CH, L™, resaltando
que, la adicion de cobalto disminuyo a cuatro dias el tiempo de degradacion; la Ks de
metanol encontrada para bacterias metilotrofas y acetogénicas fue de 8 y 512 mgL’
respectivamente (Florencio et al., 1994). Existen otros reportes que corroboran que el
utilizar cobalto y niquel como suplementos mejoran la degradacién de este compuesto
(Florencio et al., 1993; Florencio et al., 1994). Asi también la adicion continua de ambos
metales a una velocidad de 0.05-0.2 pmolh™ (1 y 4 uM, respectivamente) aceleran la
produccién de metano alcanzando aproximadamente 350 mgDQO-CH,-L"h" (Gonzalez-Gil
etal., 1999).

Por otra parte, Widdel (1986) reporté que de 20 mM y 100 mM (1200 y 6000 mg-L™) de
isopropanol, alrededor de 15 y 58 mM se consumieron, de los cuales el 90 y 92%
respectivamente se recuperaron como acetona, encontrando que por cada mM de
isopropanol consumido se formaron de 0.24 a 0.26 mM de metano. Fox y Ketha (1996),
mostraron que en concentraciones de 0.5 hasta 15 g-L"' la maxima conversion a metano fue
de 11.5%; en ambos estudios la escasa produccion de metano se debid a la formaciéon de
acetona. Platen y Schink (1987), mostraron que 10 mM (580 mg-L"') de acetona se
degradaron completamente hasta metano y CO, en un lapso de 28 a 30 dias.

Por otro lado, Dwayer y Tiedje (1983), reportaron que la degradacion de 40 mM de etilen
glicol rindieron 20 mM de acetato y 20 mM de etanol y este ultimo fue transformado a
acetato que se acumulo, el metano producido (10 mM) fue a partir del H, formado de la
oxidacion del etanol.

En contraste, la biodegradacion de ésteres del acido acético ha sido escasamente
reportada, el metil y el etil acetato no causaron reduccién de la actividad metanogénica, por
lo que fueron considerados no toxicos o facilmente biodegradables (Chou et al., 1978a;

Shelton y Tiedje, 1984). La hidrdlisis del isopropil acetato puede ser realizada bajo
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condiciones anaerobias (Fox y Ketha, 1996), mientras que la degradacion de anhidrido
acético no ha sido probada.

La degradacion de acido acrilico ha sido estudiada mayormente en anaerobiosis, ya que la
degradacion aerobia produce volatilizacion y malos olores (Dohanyos et al., 1988). No
obstante, se ha encontrado que es toxico a la metanogénesis acetoclastica con una Cls, de
0.86 g-L"' (Chou et al., 1978a), estudios posteriores reportan valores de 200 y 60 mg-L™
(Speece, 1996; Demirer y Speece, 1998). Qu y Bhattacharya (1996) reportaron que en
cultivos no aclimatados, el acido acrilico inhibe parcialmente la degradacion de acetato y
completamente la de propionato. El coeficiente de inhibicion (K;) obtenido de un modelo de
inhibicion competitiva para el cultivo de acetato fue de 4.2 mg de acrilico-L™". Mientras que,
en cultivos enriquecidos con acetato, propionato o glucosa, las constantes k y ks para la
degradacion de 4cido acrilico fueron de 0.22, 0.40 y 1.2 d' y 7.2, 16,8 y 22.9 mgL",
respectivamente. Por otro lado, la degradacion en continuo de una mezcla de metil, etil y
butil acrilato usando acetato como co-sustrato fue eficientemente realizada (Dohanyos et al.,
1988).

En general en la literatura, la degradacion de la mayoria de los compuestos ha sido
enfocada a conocer los niveles de remocién y poco se ha reportado acerca de los
intermediarios que se forman y de que manera aceleran o limitan su degradacion, ademas de
que la mayoria de los estudios se han realizado para compuestos individuales, aunque en
muchas aguas residuales estos pueden encontrarse mezclados. Por lo que en este capitulo se
presentan los resultados de la biodegradacion en lote de alcoholes, ésteres del acido acético y
¢ésteres del acido acrilico, a través del seguimiento de cada uno de los sustratos, de la
identificacion e interaccion de sus intermediarios, de las velocidades especificas de consumo
de sustratos y produccion de metano. Asi también se presenta la concentracion a la que cada

una de las mezclas de compuestos causé toxicidad sobre la metanogénesis acetocléstica.
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2. Resultados y discusion

2.1. Biodegradacion de compuestos por separado

a) Metil acetato (ME)

La Figura 3.l1a, muestra la cinética de degradacion de metil acetato (ME). Para

interpretarla nos podemos ayudar de la Figura 3.1b, que indica que el ME se hidroliza a

acetato y metanol (ryg). Posteriormente el acetato se transforma a metano y CO, (rac),

mientras el metanol se acumula.
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Figuras 3.1a y b. Descomposicion consecutiva de ME con formacion de
metanol y acetato como intermediarios.

Una vez que el acetato se consume, el metanol empieza a reducirse a metano por la

reaccion ryy, ya que su AG®’ es mas favorable que el de las reacciones ryys Y vy (Tabla

1.4), ademas de que la ks de la reaccion metilotrofa (ryv) €s 64 veces menor que la de las
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bacterias acetogénicas (Florencio et al., 1994). Con base en la reaccion estequiométrica de
Tarvin y Buswell (1934), la produccion de metano fue del 87% (ecuacion 3.1).

0.232mmolC,H,0O, + 0.1161mmolH,0 — 0.290mmolCO, + 0.406mmolCH, Ec. 3.1

b) Isopropil acetato (IE)

Las Figuras 3.2a y 3.2b, muestran la hidrdlisis del IE para formar acetato e isopropanol
(rig), este ultimo transformado consecutivamente en acetona con produccién de metano (ryy),
de acuerdo a la reaccion de Widdel (Tabla 1.4). Las primeras reacciones se llevaron a cabo

rapidamente, mientras que la acetona se acumul6 aparentemente sin inhibir las reacciones
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Figuras 3.2a y b. Degradacion consecutiva de isopropil acetato a metano con la
formacion de intermediarios como acetato, isopropanol y acetona.
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El metano producido fue de 0.086 mmol que corresponde a una recuperacion del 32% de
acuerdo a la ecuacidn 3.2 y provino principalmente del acetato (rac) y del isopropanol (1)

dado que la acetona no se degradd (racem ¥ race=0).

0.089mmolC,H,,0, + 0.133mmolH,O — 0.155mmolCO, + 0.289mmolCH, Ec.3.2

c) Metil acrilato (MA)

La Figura 3.3a, muestra que el MA se hidrolizé formando metanol y acido acrilico (ver
Figura 3.3b y ¢) y que este ultimo pudo haber causado la inhibicion de las tres reacciones
involucradas en la degradacion del metanol.

Posteriormente a partir del acido acrilico se formd propionato y acetato (racr) para este
ultimo transformarse parcialmente a metano (rac). Debido a que el metanol, propionato y
una fraccion del acetato permanecieron sin degradarse, el metano formado solo fue del 11%

de acuerdo a la ecuacion 3.3.

0.152mmolC,H O, + 0.228mmolH,0 — 0.266mmolCO, + 0.3426mmolCH, Ec.3.3

El acetato es el sustrato precursor de la metanogénesis acetoclastica con un AG®’
favorable (Tabla 1.2), el propionato también es degradado aunque requiere del sintrofismo
con bacterias que eliminan el H, para que la reaccion involucrada en su transformacion se
vuelva espontdnea (Tabla 1.2). En esta cinética el acetato fue inicialmente utilizado,
mientras que el propionato no fue degradado, probablemente debido a una inhibicién
causada por el acido acrilico sobre la reacciones rac y rpg, tal como lo han reportado Chou et

al. (1978a); Speece (1996); Qu y Bhattacharya (1996); Demirer y Speece (1998).
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Figuras 3.3a, b y c. Degradacion consecutiva de metil acrilato en diversos
intermediarios y produccion de metano.

d) Butil acrilato (BA)

Como se observa en las Figuras 3.4a,

b y ¢, el butil acrilato también fue hidrolizado

facilmente en 4cido acrilico y n-butanol (rg,), transformandose el primero en propionato y
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acetato (racr), mientras que el segundo inici6 su transformacidn a butirato (rgyy) hasta que
se agoto el acido acrilico, lo que ocurrié de acuerdo a la reaccion propuesta por Eichler y
Schink (Tabla 1.4), y que finalmente no se transformé en acetato (rgyr=0). El propionato

posteriormente no se consumio.
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Figuras 3.4a, b y c. Hidrolisis de BA, formacion de intermediarios y
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El metano formado pudo haber provenido inicialmente de la acetoclastia aunque
posteriormente la reaccion fue inhibida, por lo que el obtenido de acuerdo a la ecuacion 3.4
fue de un 5%.

0.152mmolC,H,,0, + 0.228mmolH,0 — 0.2664mmolCO, + 0.3426mmolCH, Ec. 3.4.

La baja produccién de metano para ambos ésteres (MA y BA) fue debida a la toxicidad
causada por el acido acrilico ya que las concentraciones producidas a partir de la hidrolisis
(406.6 y 134.7 mg-L"', respectivamente) se encontraron por arriba de los valores de Cls,

(200 y 60 mg-L™") reportados por Speece (1996) y Demirer y Speece (1998).

2.2. Biodegradacion de mezclas
a) Alcoholes

Los alcoholes alimentados en mezcla, siguieron una cinética de degradacién compleja
como se muestra en las Figuras 3.5a, b y c. El etilenglicol (GH) no se siguidé por
cromatografia, no obstante a través de los intermediarios se observa que se transformé en
acetato y etanol (rgy), consecutivamente este ultimo se convirtié rdpidamente en acetato,
hidrégeno y CO, (rgry) que a su vez se transformaron en metano (rac y ryyp). La degradacion
de metanol (MH) present6 una fase lag y subsecuentemente sufrié una rapida transformacion
a metano por bacterias metilotrofas (), coincidiendo su consumo con la utilizacion del
acetato (rac). El isopropanol (IH) se transformé casi completamente en acetona y metano
(rig), sin embargo, la acetona no se consumio (racg Y racem=0).

La produccion de acetato e hidrogeno (rgy y retu) sumado al rapido consumo de metanol
y la constante transformacion de isopropanol a acetona, llevaron a una acelerada formacion
de metano que represento el 91% de acuerdo a la ec. 3.5.

0.232mmolC H,O + 0.113mmolC ;H,0 + 0.055mmolC,H O + 0.027 mmolH ,0 —
0.184mmolC O, + 0.441mmolCH , + 0.172mmolH ,O

Ec. 3.5

64

Patricia Castilla Hernandez



II1. Biodegradacion de alcoholes y ésteres en lote

HH

T

MHM

9% A
8‘\A MH
1\ ab "
= ‘7al )L/
2ol X
= 1 & +4.2 mM de GH
n 97
9 .
© 4 \
a@  3- A
s Djzcﬁ\jmﬂ\m o /D_D -
] i = R
0- A—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A
2.0 CH, C)_'3’3/0-0.4
s acetato /0 \ _0—0-0-0-0-9"
€ N o— A
~ 154 g / A~ A 103
k< e A e
= A
[ * — h/-\
S O A \ - 0.2
() 1.()'_ <.’ / “://“ 53
c / * acetona g
3 Aada g
= ’Aﬁl - 0.1
£05- / s
'3 etanol
7 /D[D/ /’\ _OO
: - — e .
OOl 11 - % &
O 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
horas
GH Ton » etanol C
rETH
JH—X acetona Tace™0 Acetato ——AC
Tacem=0 _W +

> CH,

Figuras 3.5a, b y c. Alcoholes probados en mezcla; hidrolisis, formacion de
intermediarios y produccion de metano.

Patricia Castilla Hernandez

65



II1. Biodegradacion de alcoholes y ésteres en lote

De acuerdo a los intermediarios formados, el GH siguid el mecanismo sugerido por
Dwayer y Tiedje (1983) y el tiempo de formaciéon de los intermediarios también fue similar
al encontrado por estos autores. A pesar de que las enzimas involucradas en la degradacion
del metanol son constitutivas (Keltjens y Vogels, 1993) y las reacciones de acetogénesis o
metilotrofia son energéticamente favorables (Tabla 1.4), la degradacion de metanol presento
una fase lag y después alcanzo6 una velocidad especifica de consumo alta (Tabla 3.1).

Las reacciones de degradacion del isopropanol y de la acetona son energéticamente
favorables (Tabla 1.4). Pero se ha encontrado que los microorganismos requieren un periodo
de adaptacion para que la acetona pueda ser convertida a metano (Platen y Schink, 1987). En
esta mezcla la velocidad especifica de transformacion del isopropanol fue baja (Tabla 3.1) y

una fraccion no se transformo.

Tabla 3.1. Comparacion de la velocidad especifica de consumo o hidrolisis entre
compuestos correspondientes a cada mezcla.

Velocidad especifica

Mezcla Nomenclatura Alimenta(_ilo de consumo/hidrolisis
€DQOLY) D QO-gsSV'-d)
GH n.d n.d
Alcoholes MH 0.413 0.029
H 0.298 0.002
ME 0.151 0.007
Esteres de acetato EE 0.201 0.0l
IE 0.124 0.013
AE 0.108 0.004
AA 0.291 0.029
Esteres de acrilato MA 0.244 0.005
BA 0.181 0.023

b) Esteres del acido acético
En las Figuras 3.6a, b y c, se muestra la degradacion de la mezcla de ésteres del acido
acético alimentada asi como la interaccion de los sustratos e intermediarios y las vias que

siguen para transformarse en metano.
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Figuras 3.6a, b y c. Perfil de consumo de la mezcla de ésteres del 4cido acético,
subproductos y productos formados.
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El metil (ME) y etil acetato (EE) se hidrolizaron al mismo tiempo (ryg y reg), siguiendo
patrones similares, produciendo metanol, etanol y acetato.

El metanol se acumuld por un corto tiempo y posteriormente se transformé a metano
(rmam)- El etanol se transform6 inmediatamente en acetato con produccion de H, y CO,
(rern)- El 1sopropil acetato (IE) presentd una fase lag antes de la hidrélisis para formar
acetato e isopropanol (rg). Posteriormente, el isopropanol se transformé parcialmente en
acetona y metano (ryy), la que permanecid sin una conversion posterior.

El anhidrido acético (AE) y el acetato se detectaron juntos. El primero se hidroliza para
formar acetato (rag), el cual se acumul6 a partir de la hidrdlisis de los otros ésteres y del
etanol. Posteriormente, iniciaron el consumo presentando la menor velocidad especifica (ver
Tabla 3.1). En una prueba adicional con anhidrido acético como tnico sustrato (cinética no
mostrada), se corrobord que la baja velocidad especifica fue debida a la lenta hidrdlisis de
este compuesto, siendo de 0.003 gDQO-gSSV™'-d”, similar a la encontrada cuando en la
mezcla se consumieron juntos.

La velocidad especifica de hidrolisis fue ligeramente mayor para el IE, seguido del EE y
ME (Tabla 3.1). El metano producido en la mezcla alcanzo el 93% (ec. 3.6), la mayor parte
derivado del acetato (rac), una menor parte del metanol (ryyy), aunque también se pudo
haber formado del H, (ry,).

0.036mmolC,H O, + 0.0337mmolC,H,0, + 0.016mmolC,H,,0, + 0.0226mmolC,H O,
+0.098mmolH,0 — 0.169mmolCO, + 0.244mmolCH,

Ec. 3.6.
Similar a lo encontrado por Chou et al. (1978a) y Shelton y Tiedje (1984), el EE y ME y
sus intermediarios fueron facilmente degradados. La degradacion del isopropanol y la
acetona resultaron ser el paso limitante para alcanzar la completa biotransformacion a

metano en esta mezcla (Fox y Ketha, 1996).

c) Esteres del acido acrilico
La degradacion de los ésteres del acido acrilico alimentados en mezclas se muestra en las

Figuras 3.7a, b y c. Como se observa, el metil acrilato (MA) se hidroliz6 produciendo 4cido
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acrilico y metanol (ry4), este tltimo se transformé en acetato aparentemente por la reaccion

'mua, después de haberse acumulado por un periodo largo.
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Figuras 3.7a, b y c. Hidrélisis de la mezcla de ésteres del acido acrilico,
formacion de intermediarios y produccion de metano.
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El butil acrilato (BA) se hidrolizé rapidamente dando acido acrilico y butanol (rg,), el
butanol se oxidd produciendo 4cido butirico (rgyy), que durante un largo periodo no se
consumid, al final del experimento se observd un ligero consumo que coincidid con un
incremento en la concentracion de propionato, la mayor parte del butirato no se transformoé
en acetato (rgyr=0).

El acido acrilico (AA) alimentado y el proveniente de sus ésteres se acumuld y no se
consumi6 hasta que estos se hidrolizaron parcialmente, produciendo acetato y propionato
(racr)- El acetato generado en esta etapa ademads del proveniente del metanol se acumulo,
aparentemente debido a una inhibicion temporal causada por el 4cido acrilico, después de
ese periodo fue transformado a metano (rac). Mientras que el consumo de propionato, fue
inhibido completamente (rpr=0).

Comparando las velocidades especificas de consumo de los componentes de esta mezcla,
no obstante que el metil y butil acrilato iniciaron la hidrolisis, la mayor velocidad la presentd
el acido acrilico (Tabla 3.1). Probablemente la velocidad en los ésteres fue disminuida por la
presencia de este mismo, como se observd en las cinéticas de degradacion de los compuestos
separados.

El metano producido fue del 54% de acuerdo a la ecuacion 3.7 y se origind
principalmente del acetato y directamente de la oxidacién del butanol.

0.081mmolC;H,0, +0.046mmolC,H O, + 0.017mmolC,H,0, + 0.2008mmolH,0 —
0.244mmolCO, +0.301mmolCH,,

Ec. 3.7.

El acetato y propionato formados a partir del 4cido acrilico se encontraron en una relacion
molar 1:1 en esta cinética, mientras que Janssen (1991) para un cultivo puro encuentra una
relacion molar de 2:1. Kiene y Taylor (1989), sugieren que la concentracién molar inicial de
acido acrilico influye en la relacion; en lodos provenientes de sedimentos marinos
alimentados a concentraciones milimolares la relacion acetato:propionato es 1:1, mientras
que a concentraciones mil veces menores es 1:2.

Dado que el acelerado consumo de metanol coincidid con el incremento final en la

concentracion de acetato, se sugiere que este se transformo por la reaccion ryya, mecanismo
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propuesto por Florencio et al. (1993). La degradacion de butanol generado en estas
condiciones también sigui6 el mecanismo reportado por Eichler y Schink (1984). Aunque la
transformacion de butirato produce generalmente acetato, el propionato también se reporta
como un intermediario en la degradacion de este acido graso (Fang y Jia, 1999).

Qu y Bhattacharya (1996), encontraron que el 4cido acrilico tiene un efecto inhibitorio
mayor sobre las bacterias OHPA utilizadoras del propionato, que sobre las acetoclasticas
utilizadoras del acetato. En este estudio, las bacterias acetoclasticas transformaron parcial o
totalmente el acetato inhibiéndose temporalmente; mientras que las consumidoras de
propionato presentaron una inhibicidon aparentemente irreversible. Ademas, la concentracion
de 4cido acrilico (385 mg-L™") en esta mezcla fue mayor a las concentraciones inhibitorias
reportadas para bacterias metanogénicas. No se sabe si el retardo en el consumo del butirato
responde a una inhibicién de las bacterias utilizadoras del butirato por el acido acrilico, o por
la falta de adaptacion del lodo para realizar la B-oxidacion de este compuesto intermediario.
Posteriormente se encontrd que el retardo es debido a inhibicion por toxicidad, como se

muestra en el Capitulo V.

2.3. Comparacion de la biodegradabilidad entre alcoholes, ésteres acéticos y
ésteres acrilicos

La Tabla 3.2 presenta los coeficientes que indican el comportamiento cinético de las
reacciones de degradacion de los compuestos estudiados. La relacion masica aplicada fue de
alrededor de 0.1 gDQO-gSSV™, excepto para los ésteres del acido acético y para el butil
acrilato que es poco soluble presentando alta volatilidad.

Por otra parte, como se muestra en la Tabla 3.2 en los ensayos de biodegradabilidad de
compuestos alimentados como sustratos Unicos, aunque los cuatro compuestos son ésteres y
en términos de demanda quimica de oxigeno se alimentaron en concentraciones similares, la
velocidad especifica de hidrolisis fue maés alta para los ésteres del acido acético (metil e
isopropil acetato) que para los €steres del acido acrilico (metil y butil acrilato), lo que indic6
que intermediarios como el metanol e isopropanol afectaron menos la velocidad especifica
de hidrolisis que el acido acrilico. La conversion de estos sustratos a metano fue alta sélo

para el ME, ya que para el IE intermediarios como el isopropanol y la acetona no se
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degradaron. En los acrilatos la inhibicidn del acido acrilico sobre las bacterias consumidoras

de acetato y de propionato llevo a los bajos niveles de formacion de metano.

Tabla 3.2. Sustratos alimentados, relacion masica inicial, velocidad especifica
de consumo y/o hidrolisis de sustratos, intermediarios producidos y velocidad
especifica de produccion metano, en ensayos separados y mezclas.

Mezcla Esteres del acido acético Esteres del acido acrilico

Alcoholes ME IE Mezcla MA BA  Mezcla
MgDQO0jimentados' L™ 1046 962 680 582 812 541 716
%aDQO-gSSV ! 0.12 0.11  0.08 0.07 0.09  0.06 0.08
*mgDQO esiduar L 178 0.0 179 112 558 444 471
CHy producido (%) 91 87 32 93 11 5 54
mgDQO-CH, L™ 953 835 215 541 92 29 384
LCH,-gDQO" 0.32 0.30  0.10 0.32 0.04  0.02 0.19
°eDQO-gSSV'-d"! 0.023 0.051 0.049 0.032 0.014 0.032 0.039

4%9DQO-CH,gSSV'-d! 0.039 0.029 0.007 0.022 0.0014 0.0006 0.003

3Relacion mésica inicial. "Como intermediarios. “Velocidad especifica de consumo y/o hidrélisis del sustrato
(s). “Velocidad especifica de produccion de metano. Valor teérico: 0.35 L CH,-gDQO™.

Con respecto a los compuestos alimentados en mezcla, en la Figura 3.8 y en la Tabla 3.2
se muestra que en términos de demanda quimica de oxigeno, la mezcla de acrilatos presento
una mayor velocidad especifica de consumo, seguido de los acetatos y finalmente los
alcoholes. Mientras que la mayor produccion de metano se obtuvo en la mezcla de ésteres
del acido acético, seguido de los alcoholes y finalmente de los ésteres del acido acrilico.

En la mezcla de ésteres del acido acrilico, no obstante a presentar la mayor velocidad de
hidrolisis (Tabla 3.2), una inhibicion temporal de las bacterias utilizadoras de acetato y una
inhibicion irreversible de las bacterias consumidoras de propionato indujeron al bajo nivel
de produccion de metano, aunque mejord respecto a cuando se alimentaron por separado,
debido a que en la mezcla el metano producido a partir del acetato y el proveniente de la

oxidacion del butanol a butirato, contribuyeron a este incremento.
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Figura 3.8. Patrén de consumo de las mezclas de ésteres del acido acético,
¢ésteres del acido acrilico y alcoholes (A). Evolucion de la produccion de metano
para cada mezcla de compuestos quimicos (B).

En la mezcla de ésteres del acido acético, la menor velocidad de hidrolisis fue debida al

prolongado tiempo de hidrolisis del metil acetato y del anhidrido acético. En esta mezcla el

intermediario directo de la mayoria de los sustratos fue el acetato, lo que llevo a una alta

produccion de metano. Sin embargo una fraccion de intermediarios producidos como el

isopropanol y la acetona no se degradaron.

En la mezcla de alcoholes la baja velocidad especifica de consumo (Tabla 3.2), la

causaron la lenta velocidad de transformacion del isopropanol y la prolongada fase que el

metanol presento antes de su consumo. El metano producido fue alto ya que sustratos como
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el etilenglicol, el metanol y sus intermediarios se consumieron totalmente. La fraccion no
degradada correspondio a la acetona proveniente del isopropanol.

En las mezclas de ésteres de acido acético y de alcoholes, la presencia de otros ésteres o
compuestos como el etilenglicol, el metanol y de intermediarios como el etanol y el acetato,

no mejoraron la degradacion del isopropanol y la acetona.

2.4. Toxicidad de la mezcla de compuestos sobre la metanogénesis acetoclastica

A partir de estas pruebas se determind la concentracion inhibitoria (Clsg), la cual se
definié como la concentraciéon de la mezcla de compuestos, alcoholes, ésteres del acido
acético o ésteres del 4cido acrilico (gDQO-L™), a la que la actividad metanogénica especifica

(gDQO-CH,-gSSV™'-d™") disminuy6 en un 50%.

a) Mezcla de alcoholes

Como se muestra en la Figura 3.9, concentraciones entre 1 y 3 gDQO-L™ llevaron a un
rapido decremento de la actividad metanogénica de un 100% hasta 65%. Los valores en el
intervalo de concentracion alta causaron una disminucién paulatina hasta 30%. La Cls
encontrada fue de 16 gDQO-L™ que correspondieron a 3.6, 42 y 2.2 g-L"' de metanol,
etilenglicol e isopropanol, respectivamente. Los alcoholes aparentemente resultaron ser mas
toxicos a la metanogénesis acetoclastica en mezcla, ya que la Clsy para el metanol como
Ginico sustrato es de 22.0 g-L™' y para 1-propanol 34 g-L™ (Speece, 1996), la concentracion

inhibitoria para el etilenglicol no ha sido reportada.

b) Mezcla de ésteres del acido acético

En la Figura 3.10 se observa, que con la mezcla de ésteres acéticos la actividad
metanogénica especifica presentd una disminucion lineal hasta una concentracion de 50
gDQO-L", en la que la actividad metanogénica fue reducida hasta 13%. A concentraciones
por arriba de la anterior, la actividad metanogénica no fue suprimida. La Cls, fue de 19

gDQO-L™" que correspondieron a 3.2, 2.6, 2.3 y 3.8 g-L" de metil, etil e isopropil acetato y
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anhidrido acético, respectivamente. En la literatura no se reportan valores de Cls, para estos

compuestos.
3 100;\
S e
@ 80 @
()] — J \
§2 97 o
g5 507 \0
g o 50 O,
% -\2 40 - E\
E< 304 g — o
-O T 1
S 204
2 10- .
< oOr———F———T——T 77—

0 5 10 15 20 25 30
Mezcla de alcoholes (gDQO L™)

Figura 3.9. Concentracion de la mezcla de alcoholes a la que se inhibid el 50%
de la actividad metanogénica acetoclastica.
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Figura 3.10. Concentracion de la mezcla de ésteres del acido acético a la que se
inhibid el 50% de la actividad metanogénica acetoclastica.

75

Patricia Castilla Hernandez



II1. Biodegradacion de alcoholes y ésteres en lote

c) Mezcla de ésteres del &cido acrilico

En la Figura 3.11 se muestra que concentraciones menores a 0.16 gDQO-L™' causaron una
ligera disminucién de la actividad, sin embargo al duplicar esta concentracion se presentd un
decremento hasta 34%. A la concentracion mas alta a la que se expusieron las bacterias (0.5
gDQO-L™"), la actividad metanogénica decrecid a 22%. La Cls, para esta mezcla fue de 0.25
¢DQO-L" y correspondi6 a 49, 37 y 63 mg-L" de metil acrilato, butil acrilato y acido
acrilico, respectivamente. Las concentraciones inhibitorias (Clsy) que se han reportado son
150 mg-L" para butil acrilato y 200 mg-L™" para el 4cido acrilico (Speece, 1996), lo cual

indica que en mezcla estos compuestos son mas toxicos.
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Figura 3.11. Concentracion de la mezcla de ésteres del acido acrilico a la que se
inhibid el 50% de la actividad metanogénica acetoclastica.

En la Tabla 3.3 se muestra que las concentraciones iniciales en las pruebas de
biodegradacion para la mezcla de alcoholes y ésteres del acido acético fueron 15 y 32 veces
menores a la concentracion inhibitoria encontrada para este lodo, lo que concuerda con sus
altas velocidades especificas de producciéon de metano y sus niveles de metanizacion.
Mientras que, para la mezcla de ésteres del acido acrilico la concentracion inicial fue tres

veces mayor a la concentracion inhibitoria, sin embargo en las pruebas de biodegradabilidad
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la actividad metanogénica acetoclastica se recuperd, dejando ver nuevamente que hay un

efecto mas toxico sobre las bacterias utilizadoras de propionato.

Tabla 3.3. Concentraciones iniciales en ensayos de biodegradacion de mezclas
de compuestos y concentracion inhibitoria (Cls).
Concentracion en ensayos

.y Clsg
Mezcla de degradacion )
(GDOOLY) (9DQO-L™)
Alcoholes 1.046 16
Esteres del acido acético 0.582 19
Esteres del acido acrilico 0.716 0.25

3. Conclusiones
De los resultados obtenidos de la biodegradacion de compuestos separados se concluye
que los ésteres del acido acético presentaron una mayor velocidad especifica de hidrolisis
(0.051 y 0.049 gDQO-gSSV'-d") que los ésteres del acido acrilico (0.014 y 0.032
gDQO-gSSV™'-d™), aparentemente el acido acrilico afectd negativamente esta reaccion.
El metano producido a partir del ME, IE, MA y BA fue del 87, 32, 11y 5% y la
degradacion de cada sustrato y sus intermediarios fue mas rapida en el siguiente orden:
ME>acetato>metanol
[E> acetato>isopropanol>acetona
MA>3acido acrilico>acetato>metanol>propionato
BA>4cido acrilico>butanol> acetato> butirato>propionato
En las pruebas de biodegradaciéon de mezclas de compuestos, la velocidad especifica de
hidrolisis y/o consumo fue mayor para la mezcla de ésteres del acido acrilico, seguida de los
¢ésteres del acido acético y menor en la mezcla de alcoholes (0.039, 0.032 y 0.023
gDQO-gSSV™'-d™"). Mientras que la mayor produccion de metano se obtuvo en la mezcla de
¢ésteres del acido acético, alcoholes y ésteres del 4cido acrilico (93, 91 y 54%).
La degradacion de los sustratos e intermediarios en las mezclas fue mas rapida en el

siguiente orden:

77

Patricia Castilla Hernandez



II1. Biodegradacion de alcoholes y ésteres en lote

Mezcla de alcoholes

Sustratos: GH>MH>IH

Intermediarios: Etanol>acetato>acetona
Mezcla de ésteres del acido acético

Sustratos: [IE>EE>ME>AE

Intermediarios: Etanol>metanol>acetato>isopropanol>acetona
Mezcla de acrilatos

Sustratos: AA>BA>MA

Intermediarios: AA>butanol>metanol>acetato>butirato>propionato

Por otra parte, para ésteres del acido acético como el IE, la presencia de otros ésteres o
compuestos como el metanol, etanol y acetato, no mejoraron la degradaciéon de sus
intermediarios (isopropanol y acetona).

Mientras que cuando se siguieron por separado los ésteres del acido acrilico, tanto la
velocidad de produccion de metano como el porcentaje encontrado fueron muy bajos,
mejorando cuando se adicionaron en mezcla, debido a la metanogénesis a partir del acetato y
del metano producido de la oxidacion del butanol a butirato. Sin embargo el efecto
inhibitorio del acido acrilico sobre las bacterias utilizadoras del propionato no se revirtio.

En las pruebas de toxicidad se encontr6 que la concentracion de la mezcla de compuestos
a las que la actividad metanogénica especifica disminuy6 en un 50% fue de 16, 19 y 0.25
gDQO-L" para alcoholes, ésteres del 4cido acético y ésteres del acido acrilico,
respectivamente.

En general, de las pruebas de biodegradabilidad y toxicidad se concluye que los
alcoholes y ésteres del acido acético en mezclas pueden ser considerados como compuestos
de facil degradacion, excepto el isopropanol. Mientras que los ésteres del acido acrilico
como Unicos sustratos o en mezcla son menos biodegradables ya que en lodos no adaptados
a estos compuestos, bajas concentraciones causan toxicidad sobre grupos bacterianos clave

que participan en el proceso de digestion anaerobia.
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[V. DEGRADACION EN
CONTINUO DE LA MEZCLA
DE COMPUESTOS
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1. Antecedentes

Aguas contaminadas que contienen bajas concentraciones de mezclas de compuestos
petroquimicos provenientes de operaciones de lavado y enjuagado de contenedores usados
en su transportacion, se descargan a cuerpos receptores sin tratamiento alguno.

En la actualidad existen una gran variedad de estudios sobre la degradacion de metanol en
procesos continuos. Florencio et al. (1993), reportd que en reactores alimentados con 4 g-L™
sin y con adicién de cobalto la méxima remocioén alcanzada fue del 50.6 y 99.7 %.
Posteriormente, Bhatti et al. (1996), mencionan que cargas organicas volumétricas de 21
gDQO-L"-d" pueden ser tratadas eficientemente hasta en un 80%, con una actividad
metanogénica especifica maxima de 2 gDQO-CH4gSSV™'-d"'. Por otro lado, un reactor
operado durante un periodo de 15 dias a una concentracién de 1400 mgDQO-L" sélo
alcanzé eficiencias de remocion del 55%, obteniendo después de 28 dias una actividad de
155 mgDQO-CH,SSV™'-d" (Zandvoort et al., 2002).

Otros alcoholes, como el isopropanol a una carga organica volumétrica de 0.5 g-L™"-d" en
un CSTR, después de 90 dias de aclimatacion alcanzd una conversion a metano del 56%
(Chou et al., 1978b). Por otra parte, Dwayer y Tiedje (1983) encontraron que 2.5 g-L™”' de
etilenglicol se transformaron a acetato y etanol en concentraciones equimolares y este ultimo
ademés produjo acetato e hidrégeno. Una bacteria marina aislada por Eichler y Schink
(1985) crecid a una carga de 0.62 g-L™'-d”! produciendo los mismos intermediarios.

Los ésteres en general, al ser hidrolizados pueden posteriormente ser degradados y sus
intermediarios en algunos casos resultan menos toxicos que las moléculas originales.
Compuestos como metil y etil acetato probados a una carga de 0.5 g-L™"-d"' se metanizaron
en un 96% (Chou et al., 1978b); igualmente, concentraciones de etil acetato entre 200-1000
mg-L" se transforman a mentano rapidamente (Schwartz, 1991). Por otra parte, reactores
continuos aclimatados a 4cido acrilico a una carga organica de 0.5 g-L™'-d", aun después de
largos periodos so6lo presentaron una degradacion del 21% (Chou et al., 1978b). Mientras
que en un quimiostato suplementado con glucosa, se degradaron 0.416 g-L'-d" de acido
acrilico, seis veces mas que con un lodo adaptado a acetato (Qu y Bhattacharya, 1996). En

. -1 -1 P :
reactores en serie 1.4 g-L"-d” de este compuesto quimico se transformaron eficientemente
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hasta metano (Demirer y Speece, 1997). Por otro lado, una mezcla de metil, etil y butil
acrilato probados en un reactor CSRT a concentraciones menores de 1 g'L™' y enriquecidos
con 10 g'L™" de acido acético se removieron eficientemente hasta en 98% (Dohényos et al.
1988).

Para compuestos aromaticos, entre ellos los xilenos, se ha encontrado que
concentraciones de 10 y 50 mg-L™" no inhiben la actividad metanogénica, sin embargo
concentraciones de 200 mg-L"' resultan toxicas (Schwartz, 1991). Por otra parte, se ha
reportado que la maxima concentraciéon de orto-xileno degradada después de 255 dias de
incubacion fue de 0.21 gL, caso contrario para m y p-xileno que permanecieron sin
degradarse (Edwards et al., 1994). Kleerebezem et al. (1999), encontraron que en un lapso
de 500 dias, 0.15 g'L"' de p-xileno no fueron utilizados. Zheng et al. (2001), reportan que de
15-20 mg-L" de orto-xileno como unico sustrato se degradaron lentamente (0.009 d™'), en
mezcla con otros compuestos aromaticos como el tolueno la velocidad de degradacion
incrementd a 0.026 y 0.046 d”', sugiriendo que las bacterias utilizan la misma enzima para la
degradacion de estos compuestos. Da Silva y Alvarez (2004), encontraron que de 2 a 3
mg-L" de este mismo compuesto, se degradaron eficientemente en columnas bioaumentadas
con microorganismos que codifican para la enzima metilbencil-succinato sintetasa, que
cataliza la adicion de fumarato a uno de los grupos metilo lo que representa el primer paso
en la degradacion de compuestos aromaticos.

Por otra parte, concentraciones de estireno en un intervalo de 0.01 hasta 1.04 gL se
transformaron a una gran variedad de intermediarios incluyendo &cidos grasos volatiles y
CO,, sin embargo no se produjo metano (Grbi¢-Gali¢ et al., 1990). Posteriormente, Araya et
al. (2000), mostré que en estudios en lote el 74% de 0.2 g-L"' de este aromatico fue
transformados a metano, pero cuando este provino de agua industrial en donde se encontraba
a una concentracion 6 mg-L™ en mezcla con otros quimicos, no se degrado, atribuyéndolo a
la presencia de otros compuestos toxicos como acrilatos y detergentes.

Como se sefialdé anteriormente, algunos alcoholes pueden ser rapidamente convertidos a
metano, asi como algunos ésteres del acido acético. Mientras que los acrilatos y aromaticos
son toéxicos y de dificil o nula biodegradacion. Estos compuestos quimicos debido a su

origen, frecuentemente son descargados juntos. Por lo que, con la finalidad de proponer un
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proceso de tratamiento estratégico que resulte sustentable, se realizd un estudio sobre la
biodegradacion anaerobia de la mezcla de catorce compuestos quimicos en un reactor
continuo. Asi también se evalud el efecto de la carga organica volumétrica sobre la
eficiencia de remocion a través de la disminucion del tiempo de retencion hidraulico (TRH),

determinando los compuestos que no se degradaron a TRH cortos.

2. Resultados y discusion
2.1. Adaptacion del lodo del reactor a los 14 compuestos

Durante el arranque (Figura 4.1 a y b), el reactor se alimenté con MH alcanzando en 14

dias eficiencias de remocion del 95%, con una produccion de metano de 0.83 gDQO-CH, L
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Figura 4.1. Desempefio del reactor durante la adicion de cada uno de los

compuestos. B, (A); eficiencia de remocion y produccion de metano (B). (H)
Influente; (@) remocion; (O) CH,.
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En la etapa II se adicion6 una mezcla de IH y AE, lo que llevd a una importante
acidificacion (Figura 4.2) que tuvo que ser amortiguada con la adicion de bicarbonato de
sodio (1 g'L™") en la alimentacion. La produccién de metano decrecié y la eficiencia de
remocion cayo alrededor del 60%. Después de 43 dias esta se recuperd alcanzando un 98%
lo que indic6 que el isopropanol fue transformado a acetona y la aclimatacion a este
intermediario requirid un tiempo de entre 28 a 35 dias, similar a lo encontrado por Platen y
Schink (1987). Al final de la etapa la adicion de bicarbonato de sodio fue suspendida.
Ademas, se descarta el efecto del anhidrido acético ya que es hidrolizado a acetato y

posteriormente transformado a metano.
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Figura 4.2. Evolucion de la relacion de alcalinidades durante la aclimatacion a
los compuestos.

La incorporacion del BA en la etapa III no presentd un efecto negativo sobre el
comportamiento del reactor. La adiciéon de MA al inicio de la etapa IV hizo que la eficiencia
de remocion bajara a un 85 % seguida de una répida recuperacion hasta un 92%. En esta
etapa, 23% de la DQO total (0.165 g-L™) correspondi6 a acido acrilico como intermediario.
Cuando se adicioné a la mezcla el ME, alrededor del dia 145, la remocion de DQO
permanecié constante y la producciéon de metano incrementd ligeramente (1.16 gDQO-

CH,L"-d™.
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La adicion del &cido acrilico en la etapa VI disminuy¢ la eficiencia de remocion hasta un
83% y también se presentd una pérdida en la granulacion del lodo, llevando a un incremento
en los solidos suspendidos en el efluente de 25 hasta 46 mg-L"'. En esta etapa, la
concentracion de acido acrilico en la mezcla fue de alrededor de 0.214 g-L™', cercana al valor
de Clsy reportado (Speece, 1996). La mineralizaciéon de sus intermediarios acetato y
propionato se inhibi6 provocando acidificacion, en donde la relacion de alcalinidad
disminuy¢6 de 0.78 hasta 0.58 (Figura 4.2) y nuevamente se adiciond bicarbonato de sodio.
Después de 40 dias el reactor se recuperé y la productividad promedio de metano fue de 1.31
¢DQO-CH,-L"-d". La carga organica volumétrica de acido acrilico en esta etapa fue mas
alta que la reportada de 16.7-66.7 mg-L"'-d"' para un reactor metanogénico (Qu y
Bhattacharya, 1996).

Al final de esta etapa, se realizaron pruebas de biodegradabilidad del &cido acrilico
utilizando lodo no adaptado (control) y lodo aclimatado obtenido del reactor. Como se
observa en la Figura 4.3a, en 72 horas con lodo no adaptado, s6lo 40% de los 337.0

-1 .. .
mgDQO-L™ adicionados se consumieron.
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Figuras 4.3. Degradaciéon de 4cido acrilico con lodo no adaptado (A) y lodo
adaptado en el reactor (B). (®) Acido acrilico; (A\) acetato; (O) propionato; (@)
CH,.
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Cuando se utiliz6 lodo adaptado, en una primera corrida, 71.4 mgDQO-L"' se
transformaron hasta metano en 24 horas alcanzando una actividad especifica de 0.124
gDQO-CH,gSSV'-d". Debido a la rapida degradacion, el lodo se realimentd con una
concentracion cinco veces mas alta, como se muestra en la Figura 4.3b, que se consumio
completamente en 24 horas presentando una transformacién primaria a propionato y en
menor cantidad a acetato. Sin embargo la produccion de metano inici6 hasta que todo el
acido acrilico se consumid, la actividad especifica alcanzada fue de 0.025 gDQO-CH,4 gSSV”
L.d"!. Este resultado mostrd que el lodo adaptado a la mezcla de compuestos, fue capaz de
degradar completamente el acido acrilico, en un tiempo de adaptacion menor a los
reportados como Unico sustrato o con acetato como cosustrato (Demirer y Speece, 1999).

La adicion de EE e IE en la etapa VII, no tuvieron un efecto negativo sobre la eficiencia
de remocion, indicando una apropiada aclimatacion a todos los compuestos adicionados
antes. Ademas de que el EE se ha reportado como un compuesto de facil degradacion (Chou
et al., 1978a y Schwartz, 1991). También, el isopropanol y acetato proveniente de la
hidrolisis fueron totalmente consumidos debido a la aclimatacion de estos intermediarios en
la etapa II.

En la etapa VIII (dia 262), se adiciond el etilenglicol y se observé una inestabilidad en la
produccion de metano, aunque se ha reportado que este sustrato es facilmente transformado
a etanol, acetato e hidrogeno en reactores en lote y en continuo (Dwayer y Tiedje, 1983;
Eichler y Schink, 1985). El valor promedio de productividad fue de 0.98 gDQO-CH,L"-d".

Cuando PX, MX, OX y ST se adicionaron (etapas IX a XII), no se detectd ningin efecto
negativo sobre la eficiencia de remocion la cual permanecidé en 93%. En pruebas en lote
utilizando como inoculo lodo obtenido del reactor en la etapa XII (Figura 4.4a), el para-
xileno presentd un consumo mayor, mientras que, meta y orto-xileno mostraron un patrén
similar. La produccion de metano en los tres xilenos probados inici6 después de las 96 horas
(Figura 4.4b).

Como se muestra en la Tabla 4.1, de los sustratos alimentados un porcentaje se consumio,
indicando s6lo una transformacioén primaria y aunque el para-xileno presentd la mayor

velocidad y nivel de transformacion, también se obtuvo la produccion de metano mas baja.
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En general los tres fueron escasamente transformados a metano, similar a lo encontrado por

Edwards et al. (1994); Kleerebezem et al. (1999) y Zheng et al. (2001).
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Figura 4.4. Patron de degradacion de xilenos (A); produccion de metano con
respecto al control (B). (O) Control; (ll) para; (A) meta; (®) orto.

Tabla 4.1. Velocidad de transformacion y metanizacion de isdmeros de xileno
en ensayos en lote.

Sustratos alimentados Sustrato Velocidad de CH,

p .. consumido consumo o
(mg'L”) (mgDQO-L™) (%) (ngQO'L_l'd_l) (%)
p-xileno 41.9 132.9 67.1 6.2 13.3
m-xileno 17.7 56.1 48.1 4.6 36.4
o-xileno 26.7 84.6 44.8 3.6 37.9
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Como se observa en la Figura 4.5, durante las primeras etapas los porcentajes de
transformacion de los compuestos hasta metano fueron bajos, pero conforme el reactor se
aclimat6 a los diferentes compuestos la transformacion aumenté6 manteniéndose en las
ultimas etapas alrededor del 80%. El metano experimental recuperado durante las primeras

cinco etapas fue alrededor del 60% del tedrico estimado, en las siguientes se mantuvo

alrededor del 80%.

100
90
80 0""\.
- > 4IR
60

oLy

40

CH, (%)

30
20
10+

0 T T T T T T T T T T T T
| Il m v v v vl vl IX X X Xl

Etapas

Figura 4.5. Evolucién del metano durante las diferentes etapas de aclimatacion a
los compuestos. (¢#) Transformacion de compuestos a metano y (0) porcentaje de
metano medido con respecto al estequiométrico.

2.2. Incremento de la carga organica volumétrica

Cuando la adicion de los catorce compuestos se completd, el reactor todavia operd
durante 21 dias al mismo TRH. Posteriormente el TRH fue disminuido hasta 8 horas
incrementando la B, a 2.3 gDQO-L"-d" (Figura 4.6), presentandose en la eficiencia de
remocion una ligero decremento a un 89% y un incremento en la produccion de metano que
en promedio fue de 1.57 gDQO-CH,L™"-d” (Figura 4.7).

A un TRH de 6 horas y una B, de 3.2 gDQO-L"-d”, la eficiencia bajo hasta un 67%
seguida de una recuperacion que tomo alrededor de 10 dias para alcanzar la maxima

remocion (95%). El metano obtenido en estas condiciones fue de 1.25 gDQO-CH,-L'-d™.
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Con un TRH de 5 horas y 3.6 gDQO-L"-d" la eficiencia disminuyé hasta un 75%, después
de este tiempo la remociéon promedio fue de 84%, mientras que la produccion de metano

incrementd ligeramente.
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Figura 4.6. Comportamiento del reactor durante el aumento de la carga organica
volumétrica por la disminucion del TRH y DQO residual. () B, en el influente;
(A) concentracion de materia organica en el efluente.

La disminucion del TRH a 4 y 3 horas (4.8 y 6.5 gDQO-L™"-d™), llevo a eficiencias de
remocion promedio del 79 y 74% respectivamente. La produccion de metano incremento6 de
2.2 hasta 3 gDQO-CH,-L"-d". La disminucion de la eficiencia de remocion en estas dos
ultimas etapas se debid probablemente a una sobrecarga en la capacidad metabolica del lodo,
causada por los TRH tan cortos a los que se operd.

En la Figura 4.7 se muestra como el incremento de la carga orgéanica volumétrica a
valores mayores de 2.3 gDQO-L™-d"", tuvo un efecto mas pronunciado sobre la eficiencia de
remocion la cual no recuperd su valor inicial. Aunque se observa un incremento en la
produccion de metano conforme la B, aumenta, éste no es equivalente a la B, consumida

como veremos mas adelante.
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aumento de la carga organica volumétrica y produccion de metano. (@)
Remocion; (O) metano.

La Figura 4.8 muestra que a TRH de 4 y 3 horas, sustratos como el ME, MA ¢
intermediarios como el acetato y propionato se encontraron en el efluente en mayor
concentracion. También, se detectaron en concentraciones mas bajas AA, BA, OX, PX, MX

y ST.
80

TRH (4 h) _
O TRH (3 h)

(o))
o
\

77 7

\

N\

N
o
\

Compuestos en el efluente
(MgDQO L™)
N
o

Vo

ME MA  AA BA OX PX MX ST AC PR

Figura 4.8. Compuestos quimicos detectados en el efluente del reactor a 4 y 3
horas de TRH. (ME) metil acetato; (MA) metil acrilato; (AA) acido acrilico;
(BA) butil acrilato; (OX) o-xileno; (PX) p-xileno; (MX) m-xileno; (ST) estireno;
(AC) acetato y (PR) propionato.
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En ambos TRH todos estos compuestos representaron del 16 al 21% de la concentracion
alimentada. Ademads, se detectaron alrededor de 32% de los acrilatos y acido acrilico
alimentados. Bajo estas condiciones (TRH cortos) s6lo los alcoholes se degradaron
completamente.

Como se presenta en la Figura 4.9, durante la disminucién de los TRH el reactor, el
porcentaje mas alto de transformacion de los sustratos a metano se encontré a un TRH de 8
horas, a partir de este tiempo permanecio alrededor del 50%. Comportandose de manera
similar el porcentaje de metano recuperado con respecto al tedrico estimado, indicando que a
un TRH por abajo de 8 horas los microorganismos muestran una capacidad de utilizacion de

los compuestos menor y probablemente la pérdida por volatilidad incrementa.
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Figura 4.9. Evolucién del metano cuando el reactor se operd a distintos TRH.
(#) Transformacion de compuestos a metano y (0) porcentaje de metano medido
con respecto al estequiométrico.

3. Conclusiones

Durante la etapa de adaptacion del lodo a los compuestos en el reactor se encontr6 que el
isopropanol y el acido acrilico requirieron tiempos de adaptacion alrededor de 40 dias para
ser eficientemente degradados. Compuestos como el metil acrilato y etilenglicol llevaron al

reactor a periodos cortos de inestabilidad. Mientras que la adicién de los compuestos
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restantes no causaron un efecto negativo sobre la eficiencia de remocion. En la ultima etapa
cuando todos los compuestos estaban presentes en el reactor, la eficiencia de remocién
alcanzada fue del 95%. La metanizacion promedio de los compuestos aumentd desde 50%
(obtenido en las dos primeras etapas) hasta alrededor de 80%.

Al aumentar la carga orgéanica volumétrica a 2.3, 3.2, 3.6, 4.8 y 6.5 gDQO-L'l-d'1 las
eficiencias de remocion disminuyeron en promedio hasta un 93, 87, 84, 79 y 74%,
respectivamente. El metano producido de la degradacion de los compuestos sélo fue alto
durante la primera carga orgéanica aplicada; en las posteriores el metano recuperado fue
alrededor del 50% indicando la falta de cuantificacion de algunos compuestos en el
efluente, probablemente debido a su volatilizacion.

La actividad del lodo cambi6o utilizando preferentemente a los alcoholes, que a
intermediarios como acetato y propionato, durante los niveles més altos de carga organica
volumétrica, indicando que las bacterias acetogénicas y acetoclasticas fueron afectadas
negativamente por estas condiciones y algunos compuestos que no se degradaron
completamente se encontraron en el efluente (metil acetato, metil y butil acrilato, acido
acrilico, 0-m-p-xileno y estireno).

Con los resultados anteriores se concluye que de las condiciones de operacion del reactor
UASB, las 6ptimas para el tratamiento de este tipo de aguas, en las que se obtienen altas
eficiencias de remocion y recuperacion de metano son a un TRH de 8h y una carga orgénica

volumétrica de 2.3 gDQO-L™"-d™.
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1. Antecedentes

El acido acrilico es un producto intermediario en la fabricacién de resinas, adhesivos,
fibras sintéticas, dispersantes, floculantes (Budavari, 1989). Uno de los principales usos es
en la fabricacion de sus ésteres tales como metil, etil y butil acrilato (WA, 1997). En 1994 la
produccion mundial fue estimada en 2 millones de toneladas (Environmental Health Criteria
191, 1997). Este compuesto también se encuentra en aguas residuales industriales y es
descargado junto con otras sustancias quimicas como alcoholes. En Estados Unidos un
inventario sobre descargas hecho en 1992 por distintos tipos de empresas industriales mostro
que 9.9x10° ton fueron liberados al subsuelo, 1.2 ton se liberaron a la atmosfera, 41.8 ton a
aguas superficiales y 0.9 ton a suelos (EPA, 1994a).

Como se mostrd en los antecedentes y resultados de los Capitulos anteriores, el acido
acrilico al ser tratado por procesos bioldgicos como la digestion anaerobia causa toxicidad
sobre algunas de las etapas que la constituyen, lo que se refleja en los niveles de
transformacion a metano.

La degradacion de compuestos quimicos significativamente toxicos o recalcitrantes puede
ser favorecida por la adicion de sustratos primarios, en un proceso conocido como
cometabolismo, en el cual un microorganismo oxida una sustancia sin ser capaz de utilizar la
energia derivada de esta oxidacidn para soportar el crecimiento, y lo realiza en presencia de
un segundo compuesto organico que es usado como fuente primaria de energia (Horvath,
1972; Madigan et al., 2004).

La utilizacion de sustratos primarios en la degradacion de 4cido acrilico esta poco
documentada, en algunos estudios se han utilizado altas concentraciones de acetato (2000
mg-L™"), no obstante se requieren largos periodos de aclimataciéon (300 dias) para degradar
una carga organica volumétrica de 220 mg-L'-d"' de este 4cido (Demirer y Speece, 1999).
Por otra parte, se ha encontrado que una mezcla de metil, etil y butil acrilato en una
concentracion menor a 1 g'L™" puede ser degradada usando 10 g-L" de acetato (Dohanyos et
al., 1988). En los Capitulos III y IV de este estudio se observd que la presencia de acetato no
favoreciod la degradacion del acido acrilico.

En la literatura se han reportado otros sustratos primarios que mejoran la degradacion de

compuestos recalcitrantes. Speece (1996), menciona que uno de los cometabolitos mas

93

Patricia Castilla Hernandez



V. Biodegradacion de dcido acrilico: Efecto de la adicion de alcoholes

efectivos para alcanzar la biotransformacidon secundaria de compuestos organoclorados ha
sido el metanol, aunque también se usan frecuentemente, el etanol, el lactato y la glucosa.
Tschech y Pfennig (1984), reportan que este alcohol puede ser utilizando como donador de
electrones para reducir la parte acrilica de compuestos como el cafeato. En otros estudios el
etanol se ha utilizado para mejorar la degradacion anaerobia de 2,4,6-trinitrotolueno y del
colorante azo azul79 (Davel et al., 2003; Melgoza et al., 2004).

Por otra parte, el 4cido butirico y la glucosa se han utilizado como sustratos primarios que
inducen la degradacion de acido tereftalico y p-toluico (Speece, 1996). Mientras que, el n-
butirato promueve la deshalogenacion del 2-clorofenol y del 2,6-diclorofenol (Dietrich y
Winter, 1990). Speece (1996), menciona que si los sustratos primarios (como donadores de
electrones o cometabolitos) no forman parte de un agua residual, estos pueden ser
suministrados.

En base a lo anterior, se infiere que alcoholes como el metanol, etanol, etilenglicol,
1sopropanol y butanol podrian ser empleados como sustratos primarios, ya que a partir de sus
reacciones de oxidacion o reduccion (ver Tabla 5.1) se liberan electrones y protones que
pudieran ser utilizados en la saturacion del doble enlace carbono-carbono del acido acrilico,
favoreciendo su velocidad de transformaciéon y por ende eliminando la toxicidad sobre los
distintos grupos bacterianos que integran el proceso de digestion anaerobia. Por otra parte,
no se ha reportado la manera en que el acido acrilico puede afectar la degradacion de estos
alcoholes.

En este Capitulo se estudi6 la influencia del metanol, etanol, etilenglicol, isopropanol y
butanol en la degradacion de acido acrilico y a su vez, el efecto del acido acrilico en la
degradacion de estos mismos alcoholes. Se muestra que la presencia de los alcoholes y/o
algunos productos de su degradacion favorecieron la velocidad especifica de consumo del
acido acrilico, sin embargo, esto no llevo a la eliminacion de la toxicidad sobre las bacterias
metanogénicas acetoclasticas, aunque la disminuyd ligeramente. En las bacterias
consumidoras de propionato la presencia de los alcoholes acentud la toxicidad de este acido.
Por otra parte, se encontrd que el acido acrilico no tiene un efecto téxico sobre las bacterias

aclimatadas al consumo de metanol y butanol, pero si sobre las consumidoras de etanol.

94
Patricia Castilla Hernandez



V. Biodegradacion de dcido acrilico: Efecto de la adicion de alcoholes

Ademas, este acido afectd ligeramente el consumo de butirato, pero el efecto toxico se

elimino rapidamente.

Tabla 5.1. Reacciones involucradas en la degradacion de diversos alcoholes.

AG®’
Metanol® 4CH,0OH +2CO, - 3CH,COO™ +2H,0+3H" -71(kJ/mol acetato)
Metanol” CH,OH + CO — CH,COO™ + H* _
Isopropanol® 4CH,CHOHCH, + HCO; +H" — 4CH,COCH, + CH, +3H,0 -36.5kJ
Etilenglicol® HOCH,CH,OH — CH,COO™ +H"* +H, -78 kJ/mol
Etanol® CH,CH,OH +H,0 — CH,COO™ +H" +2H, +9.6 kJ/mol
2CH ,CH ,CH ,0OH + 2HCO ; — 2CH ,CH ,CH ,COO "
Butanol® o -
+CH,COO " +H" +2H,0
. 2CH,CH,CH,CH,OH + HCO; — 2CH,CH,CH,COO"
Butanol -

+CH,+H" +H,0

*Diekert y Wohlfarth (1994). "Schink (1994). ‘Widdel (1986). “Thauer et al., (1977). ®Eichler y Schink
(1984).*AG®” = condiciones estandar considerando el ion H a pH 7.

2. Resultados y discusion
2.1. Biodegradacion en lote de acido acrilico en presencia de alcoholes

En la Figura 5.1a se observa que el 4cido acrilico en presencia de metanol o isopropanol,
presentd una fase lag similar, antes de iniciar el consumo, que finalizé en el mismo tiempo.
Con etilenglicol, el 4cido acrilico presentd una fase lag similar a los anteriores, pero requirio
un periodo de tiempo mayor para ser consumido completamente. Mientras que con etanol, el
acido acrilico presento la menor fase lag, seguido de una répida utilizacion.

La Figura 5.1b muestra que el metanol no promovi6 el consumo del acido acrilico ya que
su degradacion inicid después de que el 4cido se habia transformado completamente. El
1sopropanol se consumi6 gradualmente durante todo el ensayo, sin embargo al final una
fraccion permanecio sin ser utilizada. El etanol se consumié rapidamente y se termind poco
antes de que el acido acrilico se consumiera totalmente.

Igualmente, en la Tabla 5.2 se muestra que el acido acrilico alcanzé una velocidad

especifica de consumo mas alta cuando se utiliz6 etanol, seguido del isopropanol, metanol y
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la menor con etilenglicol. De la misma manera, la velocidad especifica de consumo de los

alcoholes fue mayor para el etanol, seguida del metanol y del isopropanol.

acido acrilico (mg L™)
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Figura 5.1. Degradacion de acido acrilico en presencia de los alcoholes (A) y
consumo de los alcoholes (B); (O) metanol; (#) isopropanol; ([]) etanol; (A)
etilenglicol.

Tabla 5.2. Velocidades especificas de consumo de sustratos y produccion de
metano.

Vecn AA Vecn OH Visp CHy
(ggSSV'd")  (ggSSV'd') (gDQO-CH,gSSV'-d™"
Metanol 0.028 0.026 0.02
Isopropanol 0.032 0.013 0.009
Etilenglicol 0.021 n.d. 0.023
Etanol 0.034 0.048 0.038

Vecn AA: velocidad especifica de consumo de 4cido acrilico; Vg OH: velocidad
especifica de consumo de alcohol; Vi, cna: velocidad especifica de produccion de metano.

T

(.1 Bw) sajoyooly

No obstante a que tanto el 4cido acrilico como los alcoholes se consumieron, los

intermediarios producidos como acetato, propionato y acetona no se degradaron

completamente (ver Figura 5.2).

Patricia Castilla Hernandez
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La Figura 5.3 muestra la produccién de metano. En la prueba en la que se utilizé metanol
se formaron 250 mgDQO-CH,4 L que representan una recuperacion del 30%; mientras que
con isopropanol fue del 3%. En cambio con etanol se alcanz6 una recuperacion del 37%, de
los cuales el 60% aparentemente provino del hidrégeno formado durante la fermentacion del
etanol y un 23% a partir del acetato consumido al inicio. En el ensayo con etilenglicol se
produjeron 267.5 mgDQO-CH,L", de los cuales el hidrogeno probablemente contribuyo
con 36% y el acetato con 20%. De ambas pruebas se infiere que un porcentaje del metano
fue producido por bacterias metanogénicas hidrogenotrofas, ya que cuando el etanol o
etilenglicol se terminaron, la metanogénesis también se detuvo.

La mayor velocidad especifica de produccion de metano se alcanzd con el etanol, seguida
del etilenglicol y metanol, con isopropanol fue despreciable (Tabla 5.2). Los bajos niveles de
mineralizacién estdn asociados a la acumulacion de acetato, propionato y acetona

provenientes del 4cido acrilico y de los respectivos alcoholes.
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Figura 5.2. Intermediarios formados a partir de la degradacion del 4cido acrilico
y de los alcoholes (O) acetato; (@) propionato; (A ) acetona.
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Figura 5.3. Produccion de metano a partir de la degradacion de acido acrilico y
de los alcoholes (O) metanol; (®) isopropanol; (L]) etanol; (A) etilenglicol.

Aunque se ha encontrado que el metanol favorece la degradacion de compuestos
organoclorados (Speece, 1996) o compuestos como los alquenilbencenos, en los cuales la
parte acrilica se reduce con este donador de electrones (Tschech y Pfennig, 1984); en estas
pruebas no contribuy6 en la degradacion del 4cido acrilico, aparentemente por la falta de
adaptacion del inoculo a este alcohol, que lo llevo a presentar una fase lag prolongada antes
de consumirse, periodo en el que el acido acrilico ya habia sido agotado. Probablemente el
metanol podria contribuir en la degradacion si el indculo es aclimatado previamente.

El isopropanol presentd una baja velocidad especifica de consumo pero la del acido
acrilico fue alta; aparentemente la oxidacion de este alcohol la favorecio. Sin embargo, los
intermediarios formados son recalcitrantes, aunado a que una posterior transformacion de
estos no generaria donadores de electrones que pudieran ser empleados en la saturacion del
acrilato, por lo que se descart6 su utilizacion en las pruebas en continuo.

La alta velocidad especifica de consumo del etanol mejoré la velocidad de consumo del
acido acrilico, ya que probablemente produjo el hidrogeno necesario para la saturacion del

doble enlace, como se mostrd en el mecanismo sugerido por Gottschalk (1986). Ademas este
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alcohol es un sustrato que estimula la degradacioén anaerobia de ciertos compuestos (Speece,
1996).

La velocidad de consumo del 4cido acrilico con etilenglicol deberia haber sido similar a la
encontrada con etanol, ya que entre las reacciones intermedias que involucran la degradacion
del etilenglicol esta la produccion de etanol, acetato e hidrogeno (Dwyer y Tiedje, 1983),
pero el paso por estas reacciones consecutivas provoca un retraso en la disponibilidad de los

intermediarios ttiles, por lo que tampoco se empled en las pruebas en continuo.

2.2. Degradacion de &cido acrilico con alcoholes en reactores continuos

Los alcoholes probados en la degradacion en continuo del acido acrilico fueron metanol,
etanol y butanol. La utilizacion de este ultimo alcohol se plante6 a partir de que durante su
oxidacion a butirato, se producen donadores de electrones que pudieran ser empleados en la
reduccion del acido acrilico y adicionalmente determinar si el acrilico causaba toxicidad a
las bacterias consumidoras de butirato. Los experimentos se dividieron en dos etapas, la
primera de aclimataciébn a acetato, propionato y al respectivo alcohol y la segunda

correspondiente a la adicion del 4cido acrilico.

2.2.1. Reactor control (RC)

La evolucion del reactor (RC) al cual no se le adicion6 ninguno de los alcoholes se
muestra en la Figura 5.4. Durante la aclimatacion, la utilizacién completa del acetato y
propionato requirieron de 46 y 32 dias respectivamente (Figura 5.4a y b); después de este
tiempo y hasta antes de la adicion del acido acrilico la remocion de ambos sustratos
permaneci6 en un promedio del 90 y 98%, respectivamente. El metano promedio producido
en este periodo de estabilizacion fue de 0.14 L-d” (Figura 5.4d), y como consecuencia de la
eficiente degradacion de los acidos grasos la relacion de alcalinidades se mantuvo en 0.8.

El dia 56 el acetato y el propionato se retiraron y como se muestra en la Figura 5.4c, el
acido acrilico se aliment¢ al reactor consumiéndose completamente en los 3 dias posteriores.
No obstante a la aclimatacion del consorcio bacteriano a ambos sustratos, la adicion del

acrilato afectd severamente la utilizacion del acetato y en menor grado la del propionato
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producidos a partir del acrilato, disminuyendo hasta 17 y 58% respectivamente. Después de

15 dias se consumieron nuevamente alcanzando valores similares a los de la etapa de

aclimatacion.
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Figura 5.4. Reactor RC: degradacion de acido acrilico, sin la adicion de alcohol (@)
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La produccion de metano fue anulada y se recuperd paulatinamente hasta alcanzar 0.19
L-d". Debido a la acumulacién de intermediarios, la relacion de alcalinidades disminuyd
hasta 0.4 y para controlar la acidificacién se adicionaron 1.5 g-L" de bicarbonato de sodio, 4

dias mas tarde esta se recuperé manteniéndose alrededor de 0.71.

2.2.2. Reactor con metanol (RM)

Durante el arranque del reactor RM, al igual que en las pruebas en lote, el metanol se
degrad6 completamente en los primeros 5 dias (Figura 5.5a). Mientras que el acetato y
propionato requirieron 30 y 36 dias para ser mineralizados (Figura 5.5b y c), con eficiencias
de remocion de 82 y 91% y una produccién de metano promedio de 0.17 L-d™' (5.5¢).

A partir del dia 50 se aliment6 el acido acrilico y su transformacién completa tomo6 5 dias
(Figura 5.5d). La adicion de este acido no afectd negativamente la degradacion de metanol,
pero la remocion de acetato disminuyo a 25% y se recuperd paulatinamente dentro de los 37
dias posteriores a la adicion. La remocion del propionato también decrecid hasta 25% vy
permanecio sin recuperarse durante 37 dias, seguida de un rapido consumo. Debido a que el
metanol fue continuamente degradado, la producciéon de metano sélo decay6 a 0.07 L-d”,

seguida de una recuperacion alcanzando alrededor de 0.15 L-d™' (Figura 5.5¢).

2.2.3. Reactor con etanol (RE)

El comportamiento del reactor RE se muestra en la Figura 5.6. En la etapa de
aclimatacion el etanol se consumi6 en los 5 dias posteriores al arranque (Figura 5.6a), sin
embargo, al transformarse en acetato requiri6 33 dias para alcanzar una degradacion
constante, 90% en promedio (Figura 5.6b). El propionato tard6 40 dias en ser consumido
totalmente (Figura 5.6¢) con eficiencias de remocion alrededor de 95%. La produccion de
metano incrementé y el promedio fue de 0.17 L-d" (Figura 5.6¢), mientras que la relacion de
alcalinidades permanecio alrededor de 0.76. El dia 56 se adiciond acrilato, requiriendo 3 dias
para su completa transformacion (Figura 5.6d), la degradacion de etanol disminuy¢é hasta un

55%, recuperandose 6 dias mas tarde. En este tiempo algunos intermediarios temporales
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como 1-propanol, etil acrilato y 2-propen-1-ol (CH,=CHCH,OH) se detectaron en el

efluente.
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La mineralizacion del acetato decrecid hasta un 36% e inicid su recuperacion hasta que el
acido acrilico y el etanol fueron totalmente utilizados. La mineralizacion del propionato
resultdé severamente afectada, disminuyendo la eficiencia de remocién a 7% y presentando
un periodo prolongado de acumulacion.

La producciéon de metano fue suspendida completamente y se recuper6d una vez que el
acetato y propionato se degradaron nuevamente, alcanzando una produccion maxima de 0.35
L-d". La alcalinidad disminuy6 a 0.4 y requiri6 de la adicién de bicarbonato para neutralizar

la acidificacion, después de 4 dias fue de 0.7.

2.2.4. Reactor alimentado con butanol (RB)

En la Figura 5.7 se presenta el comportamiento del reactor RB. En la primera etapa, el
butanol se consumi6 en los 3 primeros dias, siendo transformado a butirato, el cual fue
paulatinamente consumido en los siguientes 33 dias (Figura 5.7a). La degradacién completa
del acetato y propionato se alcanzd después de 50 dias (Figuras 5.7b y ¢), con eficiencias de
remocion del 89 y 94%. La produccion de metano incrementd lentamente hasta alcanzar
0.42 L-d"'(Figura 5.7¢). La relacién de alcalinidades se mantuvo alrededor de 0.73.

La adicion de 4cido acrilico se realizo el dia 67 (Figura 5.7d) y este fue inmediatamente
transformado a sus intermediarios, no obstante, causo la disminucion del consumo de acetato
y de propionato hasta un 38 y 26% y se recuperd en los 15 y 18 dias posteriores,
respectivamente. La transformacion de butanol a butirato no se vio afectada y la utilizacion
de este intermediario decreci6 en un 13%, seguida de una rapida recuperacion. La
produccidon de metano cayd a 0.1 L-d”', siendo paulatinamente recuperada hasta alcanzar
0.36 L-d". La relacion de alcalinidades disminuy6 hasta 0.35 y la adicion de bicarbonato la

mantuvo alrededor de 0.89.

2.2.5. Comparacion de la degradacion del acido acrilico y alcoholes en reactores
continuos.

Comparando entre cada uno de los experimentos llevados a cabo (Tabla 5.3), se observa

que durante la etapa de aclimatacion en el reactor RB el acetato requirio un periodo mas
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Figura 5.7. RB: degradacion de acido acrilico con butanol; consumo de
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efluente; (A) butirato.
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amplio para alcanzar una remocioén cercana al 90%, probablemente debido a que la
concentracion de acetato en este reactor fue mas alta por el proveniente de la degradacion de
butanol. El periodo de aclimatacion a propionato fue similar en los reactores RC y RM, en
los reactores RE y RB este fue mayor. En el caso del etanol puede ser debido a la
competencia entre un sustrato facilmente biodegradable como el etanol que es utilizado
preferentemente sobre el propionato como han reportado Hyun et al. (2001). En el reactor
RB el butanol podria haber afectado la utilizacion del propionato de manera analoga a la del
etanol. La inhibicion del butirato se descarta ya que en condiciones termofilicas han
mostrado que este no inhibe la utilizacion del propionato (van Lier, 1993). La eficiencia de
remocion de acetato alcanzada en esta etapa fue similar en todos los reactores (90%),
excepto para el RM. Para el propionato la eficiencia de remocion mas alta se alcanzo en el
RC. En los demas reactores variaron entre 91 y 95%.

Como se muestra en la Tabla 5.3, el metanol requiri6 cinco dias de aclimatacion para ser
completamente consumido, coincidiendo con el tiempo que requiri6 en las pruebas en lote.
El consumo de etanol se llevd a cabo en el mismo periodo, mientras que para el butanol la
aclimatacion requiri6 un menor tiempo. Los tres alcoholes alcanzaron eficiencias de
consumo del 100%.

En la etapa de adicion del toxico (Tabla 5.3), el acido acrilico fue inmediatamente
transformado en el reactor RB, presentando la mas alta velocidad especifica de consumo. En
los reactores RC y RE requiri6 tres dias obteniendo una velocidad especifica de consumo
mayor el segundo. En el RM fueron necesarios hasta cinco dias para obtener la degradacion
completa del acido acrilico y present6 la menor velocidad de consumo. Las altas velocidades
de consumo para el RE y RB no favorecieron la hipotesis de eliminacion de la toxicidad
sobre los distintos grupos bacterianos que integran el proceso de digestion anaerobia; y
aunque para algunos la toxicidad fue atenuada, en otros casos esta se acentué como se
muestra enseguida.

A pesar de la aclimatacion de los consorcios a acetato, la adicion del acido acrilico en los
cuatro reactores afectd su consumo, siendo mas severo en el RC, sugiriendo que la
aclimatacion a los diferentes alcoholes atenu6 ligeramente el efecto tdxico del acido acrilico

sobre las bacterias metanogénicas acetoclasticas.
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Tabla 5.3. Comparacion del comportamiento de los cuatro reactores
degradando 4cido acrilico y alcoholes.

Etapas Sustratos RC RM RE RB
Acetato 46 30 33 50
Tiempo de Propionato 32 36 40 50
aclimatacion (d) | Alcohol - 5 5 3
Butirato - - - 33
A Acetato 90 82 90 89
Ef. Remocioén (%) |Propionato 98 91 95 94
Alcohol - 100 100 100
e Recuperado 0.14 0.17 0.16 0.27
Metano (L-d") | gy iométrico 0.16 | 031 | 023 | o041
Adaptacion (d) 3 5 3 0
Acido acrilico VecHAA
(g-gSSV'-d™) 0.045 | 0.037 | 0.079 | 0.11
Acetato 17 25 36 38
Ef. Remocion (%) | Propionato 58 25 7 26
B Alcohol - 100 55 100
Tiempo de Acetgto 15 37 30 15
Recuperacion (d) Propionato 15 37 30 18
Alcohol - 0 6 0
« e Recuperado 0.16 0.16 0.28 0.26
Metano (L-d7) | b niomeétrico 021 | 030 | 032 | 036

A) Aclimatacion. B) Adicion del 4cido acrilico. *Promedio en los periodos de alta eficiencia de
remocion. VecyAA: velocidad especifica de consumo del acido acrilico.

La degradacion del propionato, contrario al RC, decreci6 mds en los tres reactores
alimentados con alcoholes, presentandose un periodo mas largo para su reutilizacion en el
RM vy el RE. Aparentemente en el RE el etanol actué como un inhibidor sinérgico en la
utilizacién del propionato, debido a una represion catabdlica. En el caso del RM, la
prolongada recuperacion se debio al efecto toxico del acido acrilico sobre las bacterias
utilizadoras de propionato. En el RB, la utilizacion de propionato se recuper6 rapidamente y
la degradacion del butirato fue escasamente afectada.

En resumen, empleando consorcios previamente adaptados a acetato y propionato, una
concentracion de 918 mg'L™" de 4cido acrilico como tnico sustrato fue completamente
degradado después de 15 dias, mientras que en presencia de los alcoholes el periodo de
recuperacion de consumo de acetato y propionato fue entre 15 y 37 dias. Aunque los

periodos de recuperacion en este estudio parecen prolongados, se ha reportado que en un
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cultivo enriquecido con Methanosarcina utilizando acetato (2000 mg-L™") como sustrato
primario, 900 mg-L" de 4cido acrilico causaron inhibicion sobre las bacterias utilizadoras de
acetato y propionato, requiriendo un periodo de 44 dias para recuperar la actividad sobre
estos sustratos en reactores de tanque agitado. Mientras que para un cultivo homogenizado y
en el que predominaban bacterias acetogénicas y metanogénicas después de 50 dias de
inhibicion el 4cido acrilico fue consumido como tnico sustrato (Demirer y Speece, 1999).

El periodo de recuperacion del consumo de acetato en cultivos en lote adaptados fue de
16 dias después de la adicion de 750 mg-L" de 4cido acrilico (Qu y Bhattacharya, 1996),
similar al encontrado en este estudio, mientras que el periodo de recuperacion del consumo
de propionato después de la adicion de acido acrilico (500 mg ‘L") es de 28 dias (Qu y
Bhattacharya, 1996)

Demirer y Speece (1999), reportan que con lodo previamente adaptado a 4cido acrilico y
alimentado como unica fuente de carbono alcanzaron una transformacion del 99%, sin
embargo los intermediarios acetato y propionato no se degradaron, argumentando que las
bacterias utilizadoras de propionato no estaban presentes en cantidades suficientes, dado que
el inoculo provenia de un cultivo enriquecido con acetato. En este estudio se muestra que
aun con lodo adaptado a propionato el acido acrilico afecta negativamente su utilizacién tal
como lo reportaron Qu y Bhattacharya (1996). Ademas la presencia de metanol, butanol y en
mayor grado la del etanol incrementaron el efecto toxico del acido acrilico sobre las
bacterias consumidoras de propionato.

La maxima carga orgéanica volumétrica consumida cuando los alcoholes estuvieron
presentes fue de 1.84 g acido acrilico-L™"-d”', mientras que en reactores agitados utilizando
acetato como sustrato primario después de 300 dias de aclimatacion han alcanzado 220
mg-L"-d" (Demirer y Speece, 1999). A pesar de que la presencia de alcoholes afectd la
degradacion de propionato, la carga organica degradada fue mayor y se alcanzé en menor
tiempo.

La adicion del acido acrilico (Tabla 5.3) caus6 toxicidad aguda sobre las bacterias
acetogénicas utilizadoras de etanol. En este tiempo algunos intermediarios como el 1-
propanol, etil acrilato y 2-propen-1-ol se detectaron en el efluente. La formacién del 1-

propanol fue debida a la reduccién del propionato por los protones producidos de la
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oxidacion del etanol como reportan Smith y McCarty (1989). El segundo pudo haberse
formado de la sintesis de etanol con el acido acrilico y el tercero provenir de la reduccion del
acido acrilico. Para el ultimo, la Cls, reportada es alta (3000 mg'L'l) y €n procesos continuos
aclimatados por 30 dias, una concentracion de 1000 mg-L" se remueve eficientemente
(Demirer y Speece, 1998).

La eficiencia de remocion de butanol y metanol no fue afectada negativamente por la
adicion del acrilato, mostrando que en lodos aclimatados a estos alcoholes este 4acido no
tiene un efecto toxico sobre las bacterias fermentativas que oxidan butanol y las
consumidoras de metanol, que probablemente siguieron una via de degradacion
independiente como lo es la metilotrofia. En el RB se encontrdé que la presencia del acido

acrilico afecto escasamente la degradacion de butirato.

3. Conclusiones

De los alcoholes probados en sistemas en lote, con etanol se alcanz6 la mayor velocidad
especifica de consumo de 4cido acrilico (0.034 g-gSSV™'-d™), asi como la mayor velocidad
especifica de consumo del etanol (0.048 g-gSSV'-d"), sin embargo, una fraccion de los
intermediarios producidos no se degradaron. Por otra parte, la falta de aclimatacion del lodo
a metanol provoco que este fuera consumido cuando el 4cido acrilico ya se habia terminado.
El isopropanol, por los intermediarios recalcitrantes que produce y el etilenglicol por las
diferentes reacciones involucradas que retrasan la disponibilidad de los sustratos utilizables,
se descartaron como sustratos que favorecerian la degradacion del acido acrilico.

Los resultados en continuo mostraron que aunque la presencia de alcoholes como butanol
y el etanol favorecieron la velocidad de consumo del acido acrilico (0.079 y 0.11 g-gSSV™"-d"
! respectivamente), el efecto toxico no se elimind. Sin embargo la presencia de los alcoholes
(metanol, etanol o butanol) disminuy6 el efecto toxico sobre las bacterias metanogénicas
acetoclasticas. Caso contrario en las bacterias utilizadoras de propionato, en las que la
presencia de alcoholes lo increment6. No obstante los tiempos de recuperacion de la
utilizacion del acetato y del propionato fueron menores respecto a otros estudios en donde se

ha empleado acetato como suplemento.
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Por otro lado el acido acrilico causé una inhibicion de la acetogénesis de etanol, sin
afectar las vias de degradacion del metanol (metilotrofia), butanol (oxidacion) y sélo en un

menor grado la de butirato (B-oxidacion).
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1. Conclusiones generales

El objetivo de este trabajo fue evaluar la biodegradacion anaerobia de compuestos
petroquimicos con diferente estructura quimica, entre los que se encuentran alcoholes,
ésteres acéticos, ésteres acrilicos y aromaticos. Se parti6 de la hipotesis de que la integracion
de diferentes grupos bacterianos con metabolismos variados como el fermentativo,
acidogénico y metanogénico que conforman el proceso de digestion anaerobia, permitirian la
degradacion de estos compuestos, que estarian presentes de manera simultdnea en aguas de
desecho.

Se encontrd que la hipdtesis no se cumplié para todos los casos, ya que cuando se evalud
la biodegradabilidad de compuestos en sistemas en lote con lodos no adaptados, se encontro
que algunos de estos como el isopropil acetato, metil acrilato y butil acrilato adicionados
como Unicos sustratos no se degradaron completamente, en el primer caso debido a que se
formaron intermediarios como el isopropanol y la acetona que resultaron recalcitrantes en
estas condiciones. En el segundo y tercer caso debido a una inhibicioén causada por el 4cido
acrilico formado sobre las bacterias consumidoras de acetato y propionato.

Cuando los compuestos se alimentaron en mezclas por similitud de estructuras quimicas
en las mismas condiciones que los anteriores se encontrd que:

En la mezcla de ésteres del acido acético, todos los compuestos fueron degradados
excepto los intermediarios como el isopropanol y la acetona formada durante su reduccion.
En la mezcla de alcoholes coincidentemente estos mismos compuestos evitaron la completa
degradacion. Mientras que en la mezcla de ésteres del acido acrilico se encontré que una
limitante para alcanzar la completa biodegradabilidad fue la acumulacion temporal de
acetato y la permanente del propionato y butirato, causada por la inhibicion del é4cido
acrilico sobre los grupos bacterianos que los consumen.

Los indices de toxicidad para las mezclas de alcoholes y de ésteres del acido acético
fueron altos, indicando que las bacterias pueden tolerar concentraciones elevadas de estos
compuestos y soOlo requieren de un tiempo de aclimatacion para transformarlos
completamente a metano. Caso contrario en la mezcla de ésteres del &cido acrilico en la que
concentraciones 70 veces menores a las encontradas en las otras dos mezclas causaron

toxicidad.
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Sin embargo en el sistema continuo la hipotesis fue aceptada incluso para una mezcla mas
compleja como la formada por todos los compuestos (metanol, isopropanol, anhidrido
acético, butil y metil acrilato, metil acetato, acido acrilico, etil acetato, isopropil acetato,
etilenglicol, para-meta y orto-xileno y estireno), en donde se observd que aquellos que en
sistemas en lote limitaron la biodegradabilidad como el isopropanol y el acido acrilico,
después de un periodo de aclimatacion fueron degradados eficientemente. Compuestos como
el metil acrilato y el etilenglicol provocaron una ligera inestabilidad en el desempefio del
reactor, mientras que los compuestos restantes se degradaron eficientemente. Cuando la
mezcla completa se alimento al reactor se alcanzo6 una eficiencia de remocion del 95%.

Cuando a través de la disminucidon del TRH se aument6 la carga organica por arriba 2.3
gDQO-L"-d", los microorganismos mostraron incapacidad para degradar los sustratos en
corto tiempo, disminuyendo las eficiencias de remocion (74%).

Se encontrd que a cargas organicas de 4.8 y 6.5 gDQO-L"-d"" el metabolismo bacteriano
utilizé preferentemente sustratos facilmente biodegradables como los alcoholes.

En general, se concluye que este tipo de aguas de desecho puede ser eficientemente
tratada por digestion anaerobia, en un proceso continuo a un TRH de 8h y una carga
organica volumétrica de 2.3 gDQO-L™-d™.

Al evaluar la capacidad del consorcio para degradar el compuesto mas toxico como fue el
acido acrilico en presencia de alcoholes, se encontrdé que aunque la velocidad de consumo de
este compuesto fue mayor con etanol y butanol, esto no implicé la desaparicion de la
toxicidad sobre las bacterias utilizadoras de acetato y propionato, como se habia inferido.
También se encontrd que la toxicidad sobre las primeras disminuy6 cuando los alcoholes
estuvieron presentes, caso contrario en las segundas en las que el efecto toxico se
increment6. Ademas de que los periodos de recuperacion del metabolismo de estos grupos
bacterianos con alcoholes fueron menores que con sustratos como el acetato.

Al mismo tiempo se encontrd que el 4cido acrilico afectd ligeramente la via de la -
oxidacion del butirato, pero no caus6 toxicidad sobre bacterias metilotrofas y acetogeénicas

oxidadoras de butanol.
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2. Recomendaciones

La estrategia de adaptacion de los microorganismos en el reactor que consistid en
adicionar uno a uno los compuestos hasta alcanzar una mezcla compleja, llevo a buenos
resultados en términos de eficiencia de remocion. Sin embargo el periodo de adaptacion a
todos estos requirio de 330 dias, por lo que se recomienda el estudiar otra estrategia, que
podria ser la adaptacion de los microorganismos del reactor con la mezcla de todos los
compuestos desde el inicio para tratar de minimizar este periodo.

Se recomienda que una vez con el reactor adaptado, se realicen variaciones de la
presencia de algunos compuestos ya sea de estructuras similares o diferentes, en los que
cierto tiempo dejen de ser alimentados y nuevamente realimentados para determinar su
efecto sobre el comportamiento del reactor, ya que como se planted6 en el marco de
referencia, las aguas de desecho de este tipo pueden contener mezclas variadas de algunos

compuestos.
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Abstract A wastewater containing a mixture of methanol, isopropyl alcohol, ethylene glycol, acetic
anhydride, methyl, ethyl and isopropyl acetate, acrylic acid, butyl and methyl acrylate, o, m and p-xylene and
styrene was fed to an UASB reactor. Isopropanol addition diminished the removal efficiency to 60% and
required a long adaptation time for its total mineralization. When acrylic acid was added to the mixture, the
removal dropped to 83% and recovered after 40 days. As for the rest of the substrates, p-m-o-xylene
addition had no effect on reactor performance, although in batch assays it showed low mineralization. Also
the effect of volumetric organic load on removal efficiency was followed up. After diminishing the HRT to

4 and 3 h yielding 4.8 and 6.5 gCODL ™ 'd™", removal efficiencies decreased to 79 and 74% respectively.
Keywords Complex wastewater; degradation; methanogenesis; UASB reactor

introduction

Low concentration wastewaters from washing and rinsing operations of containers carry-
ing petrochemicals derivatives (alcohols, acetic and acrylic acid esters, aromatics) have
to be treated before being disposed. Anaerobic digestion is a suitable option for the bio-
degradation of these chemicals, since the mineralization pathways of several of them are
well known. Among alcohols, the methanol methanization has been extensively reported
(Keljens and Vogels, 1993), as the effect of cobalt and nickel {I7lorencio er al., 1993,
1594; Gonzalez et al., 1999), the preferential pathway as a function of pH and organic
load (Bhatti er al., 1996). Widdel (1986) reported that isopropyl alcohol is oxidized to
acetone and that has been mineralized in 56% in a CSTR at a rate of 0.5gL " d™" after
90 days of sludge acclimation (Chou and Speece, 1978), while in batch tests at concen-
trations ranging from 0.5 to 15gL~", an 11.5% conversion to methane was the highest
attained (Fox and-Ketha, 1996). Dwayer and Tiedje (1983) found that 2.5gL™! of ethyl-
ene glycol were transformed to acetate and ethanol at equimolar ratios and ethanol was
further converted to acetate and hydrogen. A marine strain isolated by Eichler and Schink
(1985) growing on ethylene glycol at 0.62gL~'d ™! yielded the same intermediaries.

All esters will be hydrolyzed to an organic acid and a 'primary alcohol prior to undergo
mineralization and their intermediaries will often be less toxic than the original compound
as in the case of isopropyl acetate that yielded isopropyl alcohol and acetate (Fox and
Ketha, 1996). At an OLR of 0.5gL™*d ™! methyl and ethyl acetates were 96% removed
(Chou and Speece, 1978). Acrylic acid can be fermented to acetate and propionate by Clos-
tridium propionicum 19acry3 (Jansen, 1991) but is a well known inhibitor of methanogenic
activity. Chou et al. (1978) found an ICso of 0.86 gL ™" while 02gL™" was found by
Speece (1996). After long acclimatization periods it has been partially removed (21%) in
continuous reactors at a rate of 0.5gL 'd™! (Chou and Speece, 1978). It completely
inhibited propionate and partially inhibited acetate utilization of unacclimated cultures. An
acidogenic chemostat, fed on glucose, was able to remove it at 0.416 gL ™' d™!, six times
higher than with a sludge degrading acetate (Qu and Bhattacharya, 1996). Acrylic acid at
1.4gL.7'd"" was efficiently transformed to methane in reactors in series (Demirer and
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Speece, 1997). A 98% removal efficiency of a mixture of methyl, ethyl and butyl acrylaie
at concentrations below 1 gL~ and enriched with 10gL ™" of acetic acid was obtained by
Dohanyos et al. (1988).

On the other hand, o-xylene was mineralized after 255 days, the maximum substrate
concentration degraded was 0.21gL™"', while m and p-xylene were not degraded
(Edwards and Grbié-Galié, 1994). Even after 500 days, 0.15gL ! of p-xylene were not
mineralized (Kleerebezem er al., 1999). Grbi¢-Gali¢ et ¢f. (1990), found that styrene at
concentrations ranging from 0.01 to 1.04gL™" was transformed to a variety of inter-
mediaries including VFA and CO;, with no methane formation while Araya et al. (2000)
showed that at 0.2gL™" it was 74% mineralized, however it was not degraded in an
industrial wastewater at 6mgL ™" which also contained acrylates and detergents.

It has been pointed out that some alcohols can be fully degraded and mineralized, as
well as some acetic acid esters, while acrylates and aromatics are toxic and of difficult
handling policies and suitable treatment processes, research on the biodegradation of mix-
tures of those compounds has been made through the continuous anaerobic treatment of a-
mixture of some selected chemical compounds, as well as the evaluation of the effett of °
volumetric organic loading rates increase by decreasing HRT, on removal efficiency.

Material and methods

A 1.4 L UASB reactor was inoculated with sludge (22g VSSL™!) from a municipal
wastewater treatment plant. The reactor was operated at 2 gCOD L 'd!, 025gC0ODg
V58S~ 'd™! and 12h HRT. Balch ef al. (1979) mineral solutions were used. The chemi-
cals were addec 1 subsequent stages as shown in Table 1, and the COD concentration of
each chemical was amended to keep the same proportion of each one in the mixture. To
observe the effect of 2 new chemical added on performance, a removal efficiency higher
than 90% was allowed before the addition of another one.

As soon as the mixture of 14 chemicals was complete and once the reactor showed
high removal levels, the HRT was diminished from 12 to 8, 6, 5, 4 and 3 hours. The
reactor was followed up by daily COD, pH, alkalinity ratio, biogas amount and compo-
sition determinations. During HRT stages of 3 and 4 h, the chemicals in the effluent were
followed up by FID-GC anzilysis. The mean and standard deviation was estimated from
nine samples at each HRT.

Biodegradability assays for AA and PX, MX, OX, were carried out in serological
bottles inoculated with sludge from the reactor and mineral solutions, incubated at 35 °C.

Table 1 Staged feeding sirategy of the UASB reacior

Stage Chemiicals fed - Nomenclature (g CODpal™ )"
I Methanol MH 1.00
It Isopropyl alcohol+acetic anhydride - IH4+AE 0.33
It - Butyl acrylate BA 0.25
v Methyl acrylate MA 0.2

v Methyl acetate ME 0.165
vi Acrylic acid AA 0.14
vil Ethyl acetate+isopropyl acetate EE+IE 0.11
Vill Ethylene glycol GH 0.1

IX p-Xylene PX 0.09
X m-Xylene MX 0.08
Xl o-Xylene . [9)4 0.075
Xii Styrene ST 0.071

“Each chemical concentration to make up 1 gL ™"



The AA concentrations were of 71 and 350mg CODL™' while for PX, MX, OX they
were of 133, 56, and 85mg CODL™! respectively.

Results and discussion ‘

During start up (Figure 1), the reactor was fed with MH reaching 95% removal efficien-
cies with a methane production of 0.83 gCH,-CODL ™ 'd™". In the second stage, a mix-
ture of IH and AE was added to MH, leading to a slight acidification, methane
production decreased and removal efficiency dropped around 60%. After 43 days removal
efficiency reached 98% suggesting that sludge acclimation to acetone took between 28 to
35 days, similar to what Platen and Schink {1987) found. BA incorporation in stage III
had no effect on performance. MA addition at the beginning of stage IV, made the
removal efficiency drop to 85% followed by a fast recovery, up to 92%. In this stage,
23% of the total COD (0.165 gL™") corresponded to acrylic acid as intermediary. When
ME was added to the mixture, around day 145, COD removal remained constant and
mineralization increased slightly (1.16 gCOD-CH, Lk

Acrylic acid addition in stage VI decreased removal efficiency to 83% and also granu-
lation loss was found, leading to an increase in suspended solids in the effluent (from 25
to 46mgL™"). In this stage, acrylic acid in the mixture was around 0.214 gL™", near the
ICso value reported by Speece (1996), and mineralization of its intermediaries, acetate
and propionate, was inhibited yielding an important acidification. After 40 days the reac-
tor recovered and the average methane was of 1.31gCOD-CH,L™"'d™! at higher AA
loading rates than those reported by Qu and Bhattacharya (1996) between 16.7-
66.7mgL"'d™! for a methanogenic reactor.

At the end of this stage, AA biodegradability tests showed an specific activity of
0.124 g CH,-COD g VSS™'d ™! in 24 hours. In a second test the sludge fed was increased
five times, which was transformed mainly to propionate and in a smaller amount, to ace-
tate. Methane production began until AA was completely consumed, after 50 hours, and
specific activity was of 0.025 gCH,-COD gVSS~'d™".
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Figure 1 Reactor performance for the chemicals mixture; OLR (1a); removal efficiency and methane
production {1b)
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The addition of EE and IE in stage VII, had no effect on the removal efficiency, indi-
cating a proper acclimation to all compounds added before. Also, isopropyl alcohol and
acetate from IE hydrolysis were totally consumed due to the acclimation of these inter-
mediaries in stage II. In stage VIII (262 days), GH was added and a methane production
instability was observed to reach a mean value of 0.98 gCOD-CH4 L-1d-1, although this
substrate is easily transformed to ethanol, acetate and hydrogen in batch and continuous
reactors (Dwayer and Tiedje, 1983; Eichler and Schink, 1985).

When PX, MX, OX and ST were added, (stages IX to XII), no effect was detected on
removal efficiencies which remained at 93%. In batch tests, xylenes were scantly mirnera-
lized and their concentration diminished, indicating a primary transformation only (Table
2), similar to what was found by Edwards and Grbi¢-Gali¢ (1994) and Kleerebezem et al.
(1999). . .

When the mixture was completé, the reactor was still operated for 21 days at 12 hours
HRT. Then it was diminished to 8 hours increasing the OLR to 2.3gCOBL™'d™!
(Figure 2a). ' )

As the OLR was increased by reducing the HRT, the efficiency drogped apd;methani- :
zation rate increased (Figure 2b). 2

H

Table 2 Transformation rate and mineralization of xylenes in batch test

Substrate fed Ti formed ate T i tion rate Mineralization
(%) (mgcoDL™'d™") (34)

(mgl™) (mg CODL™")

pxylene 419 1329 67.1 6.2 133
m-xylene 17.7 56.1 48.1 46 36.4
o-xylene 26.7 84.6 44.8 3.6 379
8h 6h 5h 4h 3h
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Figure 2 Reactor performance during HRT reductions. OLR and effluent concentration (2a). Methane
productivity and removal efficiency against OLR (2b)
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Figure 3 Chemicals detected in the reactor effluent of the 4 and 3 hours HRT; AC (acetate), PR
{propionate}

Figure 3 shows that ME, MA and intermediaries as acetate and propionate_were the
main substrates found in the effluent at the highest organic loading rates. Also, small
amounts of OX, PX, MX and ST, were detected. )

All of them represented 16—-21% at both HRT, of the concentration fed. Around 32%

of acrylates and acrylic acid fed were detected. Only alcohols were degraded under these
low HRT conditions.

Conclusions

Removal efficiency of the mixture fed to the reactor was around a mean value of 95%
while mineralization remained around 66%, indicating the lack of quantification of some
compounds due to volatilization. Some chemicals such as methyl acrylate and ethylene
glycol led to short instability in reactor performance. Isopropanol and acrylic acid showed
an effect on removal and recovery which was longer than that of dther chemicals. Due to
toxicants loading rate at lower HRT, removal efficiency decreased and mineralization
remained around 50%. When the reactor was stressed by HRT decrease, sludge activity
shifted to the preferential utilization of alcohols rather than VFA as acetate and propio-
nate, indicating that acetogenic and acetoclastic bacteria were affected by loading rate of
some substrates and intermediaries.

Acknowledgements

This work was financed by the Mexican Petrolenm Institute and the National Council for
Science and Technology (CONACyT) We wish to tha.nk M. B. Carmen Fajardo for the
analytical support.

References

Araya, P., Chamy, R., Mota, M. and Alves, M. (2000).,Biodegradability and toxicity of styrene in the
anaerobic digestion process. Biotech. Lett., 22, 1477—1481.

Balch, W.E., Fox, G.E_, Magrum, L.J., Woese, CR. and Wolfe, R.S. (1979). Methanogens: reevaluaiion of a
unique group. Microbiol. Rev., 43(2), 260-296.

Bhatti, Z.I., Furukawa, K. and Fujita, M. (1996). Feasibility of methanolic waste treatment in UASB reactors.
Wat. Res., 30(11), 2559--2568.

Chou, W.L. and Speece, R.E. (1978). Acclimation and degradation of petrochemical wastewater components
by methane fermentation. Biotech. Bioeng. Symp., 8, 391-414.

Chou, W.L., Specce, R.E, Siddiqui, R.H. and McKeon, K. (1978). The effect on petrochemical structure on
methane fermentation toxicity. Prog. Wat. Tech., 10(5/6), 545-358.

Demirer, G. and Speece, R. (1997). Anaerobic biotransformation of acrylic acid in UASB reactors:
significance of process staging, physical homogenization of microorganisms and microbial acclimation.
Environ. Technol., 18, 1111-1121.

1t e|used °d f

339



‘fe 12 ejised 'd |

380

Dohanyos, M., Zabranska, J. and Grau, P. (1588). Anacrobic breakdown of acrylic acid. In Procecdings of
the 5™ internarional Symposium on Anaerobic Digestion, Bologna, fialy, Pergamon, Oxford,
pp. 287-294.

Dwayer, F.D. and Tiedje, M.J. (1983). Degradation of ethylene glycol and polyethylene glycols by
methanogenic consortia. Appl. Enviren. Microbiol., 46(1), 185-190.

Edwards, A.E. and Grbi¢-Gali¢, D. (1994). Anaerobic degradation of tohiene and xylene by methanogenic
consortium. Appl. Environ. Microbiol., 60{1), 313-322.

Eichler, B. and Schink, B. (1985). Fermentation of primary alcohols and diols and pure culture of
syntrophically alcohol-oxidixing anaerobes. Arch. Microbiol., 143, 60-66.

Florencio, L., Field, J.A_ and Lettinga, G. (1994). Importance of cobalt for individual trophic groups in an
anaerobic methanol-degrading consortium. Appl. Environ. Microbiol., 60(1), 227-234.

Florencio, L., Jenifek, P., Field, J.A. and Lettinga, G. (1993). Effect of cobalt on the anaerobic degradation
of methanol. J. Ferment. Bioeng., 75(5), 368-374. T

Fox, P. and Ketha, S. (1996). Anaerobic trgatment of high-sulfate wastewater and substrate interactions with
isopropanol. J. Environ. Eng., 122(11), 989-994.

Gonzalez-Gil, G., Kleercbezem, R. and Lettinga, G. (1999). Effects of nickel and cobalt on kinstics of
methanol conversion by methanogenic studge as assessed by on line CH, monitoring. Appl. Environ.
Microbiol., 65(4), 1789-1793.

Grbic-Galié, D., Churchman-Eisel, N. and Marakovié, L (1990). Microbial transformation of styrene by
anaerobic consortia. J. Appl. BacterioL, 69, 247-260.

Janmssen, P.H. (1991). Isolation of Clostridium propionicum strain 19acry3 and further characteristics of the
species. Arch. Microbiol., 155, 566—571.

Keltjens, T.J. and Vogels, D.G. (1993). Conversion of methanol and methylamines in methane and carbon
dioxide, Part I: biochemistry. In Methdnogenesis: Ecology, Physiology, Biochemisiry and Genetics,
Ferry, 1.G. (ed.), Chapman & Hall, New York, pp. 253-303.

Kleerebezem, R., Hulshoff Pol, L.W. and Lettinga, G. (1999). Anaerobic biodegradability of phtalic acid and
related compounds. Biodegradation, 10, 63—69.

Platen, H. and Schink, B. (1987). Methanogenic degradation of acetone by an enrichment culture. Arch.
Microbiol., 149, 136—141.

Qu, M. and Bhattacharya, K. (1996). Degradation and toxic effects of acrvlic acid on anaerobic systems.
J. Environ. Eng., 122(8), 749-756.

Speece, R.E. (1996). Anaerobic Biotechnology, Archae Press, Nashville, Tennessee, WA, pp. 274-275.

Widdel, E. (1986). Growth of methanogenic bacteria in pure culture with 2-propanol and other alcohols as
hydrogen donors. Appl. Environ. Microbiol., 51(5), 1056—1062.



