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RESUMEN

El humus es la materia organica acumulada en suelos y sedimentos acuaticos que
ocupa la mayor parte de la biésfera y se ha encontrado que puede jugar un papel
importante en la transformacion de compuestos organicos e inorganicos para la
restauracion de ambientes anaerobios contaminados. La presente investigacion se
realizo durante el periodo de Enero a Julio 2006, en los laboratorios de Ecodesarrollo
y Analisis Especiales del ITSON, con el objetivo de comparar la capacidad de un lodo
granular anaerobio y un sedimento de un manglar para degradar fenol y p-cresol en
presencia de diferentes aceptores de electrones. La mediciébn cualitativa y
cuantitativa de sustratos consumidos y productos generados se llevd a cabo
mediante técnicas cromatograficas y colorimétricas. Fenol y p-cresol fueron
convertidos a metano, excepto en los cultivos con sedimento de un manglar, cuando
bicarbonato fue el Unico aceptor de electrones disponible. Cuando AQDS, nitrato y
sulfato fueron incluidos al medio como alternativa de aceptor de electrones, la
oxidacion de los compuestos fendlicos fue acoplada a la reduccion de AQDS, nitrato
y sulfato respectivamente. Estos resultados demuestran en primer instancia que la
degradacion anaerobia de compuestos fendlicos puede ser acoplada a la reduccion
de quinona, nitrato y sulfato como aceptores finales de electrones y que ademas la
desnitrificacion es el proceso respiratorio preferido en todos los casos sobre la

respiracion de quinonas, la sulfato-reduccion y en dltimo lugar la metanogénesis.



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

El humus es la materia organica que se acumula en el suelo y en los sedimentos
acuaticos, y que constituye la fraccion organica mas abundante de la bidsfera. Su
recalcitrancia tan persistente le permite tener una vida media de hasta 500 afios
(Stevenson, 1994). Estudios recientes han indicado que el humus puede jugar un
papel importante en la transformacion de compuestos organicos e inorganicos en
ambientes anaerobios. Estos estudios revelan que las quinonas, estructuras muy
abundantes en el humus, son las responsables de las propiedades cataliticas del
humus que pueden facilitar multiples reacciones (Field et al., 2000, Scott et al.,
1998). La accidn catalitica del humus puede darse tanto en sustratos simples, como

en contaminantes prioritarios (Cervantes, et al., 2000, 2001).

Las tres principales funciones cataliticas que pueden jugar las quinonas en el humus
son: 1) como aceptor final de electrones en la cadena respiratoria de diferentes
microorganismos; 2) como mediadores o6xido reduccion (redox) acelerando la
transferencia de electrones entre una fuente reductora y un aceptor final de
electrones; y 3) como donador de electrones para la reduccion microbiana de

aceptores de electrones mas oxidados como el nitrato (Field et al., 2000).



La aplicacion del humus a sitios contaminados para estimular su bioremediacion,
resulta ser una idea atractiva, puesto que presenta ventajas respecto a otras
técnicas: En primer lugar es muy abundante y su obtencidn no representa una
inversion mayor; en segundo término las propiedades inertes del humus garantizan
que al aplicarlo no conlleva la acumulacién de intermediarios o productos
indeseables como ocurre con otros compuestos como el sulfato y el nitrato
(Anderson & Lovley, 2000; Hutchins et al., 1991). Otra ventaja es la mayor solubilidad
de las sustancias humicas en el agua respecto a otros aceptores de electrones
alternos (O, Fe(lll) y Mn(IV). Ademas se deben considerar también las propiedades
para absorber metales pesados y compuestos organicos (Stevenson, 1994). Por lo
tanto, la aplicacion del humus para estimular la biorremediacion de sitios
contaminados debe ser considerada como una buena alternativa para la

restauracion de sitios contaminados con diferentes contaminantes prioritarios.

Se conocen algunas de las bondades que representa el utilizar el humus para
restaurar ambientes anaerobios contaminados. Sin embargo, resulta necesario
conocer los efectos cataliticos del humus en presencia de otros aceptores de
electrones alternos; ver la competencia que se genera por el sustrato disponible en el

medio, y qué tan factible es la biodegradacién de los contaminantes presentes.

1.2. Justificacion.

La presencia del humus en procesos de conversion, tanto quimicos como bioldgicos,
es un tema recientemente descubierto. No se cumple una década que se reporté por
primera vez al humus como un potencial aceptor final de electrones en la respiracion
microbiana, sin embargo se sabe que puede jugar un papel importante en la

degradacion anaerobia de compuestos sencillos y complejos. Puede participar de



diferentes maneras: aceptor de electrones, donador de electrones y mediador en
reacciones oOxido reduccién. En un sistema anaerobio natural, puede existir una
diversidad de microorganismos, los cuales compiten por el sustrato disponible contra

las bacterias reductoras del humus, pudiendo afectar la accion catalitica del humus.

En la actualidad, se desconoce el efecto que pudiera impartir la presencia de
bacterias sulfato-reductoras y desnitrificantes en un sistema que se pretenda
restaurar con ayuda del humus. De aqui se deriva el interés por investigar la
capacidad catalitica del humus en presencia de aceptores de electrones alternos
como sulfato y nitrato, durante la oxidacion anaerobia de sustratos ecoldgicamente

importantes (compuestos fendlicos).

El conocimiento del efecto que imparte la presencia de aceptores de electrones
alternos en un sistema anaerobio conteniendo bacterias que compiten por los
sustratos disponibles, ayudara a entender el papel que juega el humus en este tipo
de ambientes: 1) si es estimulado o inhibido su poder catalitico; 2) si favorece la
desnitrificacion a nitrdgeno elemental, o propicia solo su reduccion a nitrito; 3) si
favorece la sulfato-reduccion hasta sulfuro, o solo propicia su reduccién a sulfito. Los
resultados obtenidos en estos experimentos permitirdn predecir el comportamiento
fisiologico de las bacterias reductoras del humus en presencia de contaminantes

prioritarios como el fenol.

1.3. Planteamiento del problema.

El humus presenta propiedades potenciales en la biodegradacion anaerobia de

compuestos simples y recalcitrantes. En un ambiente anaerobio natural, pueden



coexistir bacterias metanogénicas, bacterias reductoras de sulfato o nitrato que
tengan la capacidad de competir por los sustratos disponibles con las bacterias
reductoras del humus. En este caso, no es posible discernir si las propiedades

cataliticas del humus se ven afectadas por estos consorcios microbianos.

La competencia por sustratos puede darse entre bacterias metanogénicas, bacterias
reductoras del humus, nitrato y sulfato, ya que es factible encontrar estos aceptores
de electrones en multiples ambientes anaerobios. Los sustratos a los que
comunmente pueden acceder los microorganismos, son los intermediarios clave en

la ruta trofica (Ej. acetato, lactato).

El presente trabajo aportara datos inéditos que ayudaran a predecir el papel catalitico
del humus en la degradacion anaerobia de compuestos fendlicos, asi como la
competencia por el sustrato entre los diferentes aceptores de electrones (sulfato y

nitrato).

1.4. Objetivos.

Determinar la competencia entre metanogénesis, respiracion de quinonas,
desnitrificacion y sulfato-reduccion; mediante la cuantificacibn de compuestos
consumidos y generados durante la oxidacion anaerobia de compuestos fendlicos.

1.4.1. Objetivos especificos

e Explorar la capacidad de cultivos microbianos obtenidos de diferentes ambientes
de nuestro pais (suelos y sedimentos) para degradar compuestos fendlicos



utilizando sustancias humicas como aceptores de electrones en presencia de

sulfato y nitrato.

e Determinar el proceso respiratorio predominante durante la degradacion de
compuestos fendlicos en presencia de AQDS, sulfato y nitrato por consorcios

anaerobios.

1.5. Hipotesis.

Las bacterias desnitrificantes presentan mejor accién competitiva por los compuestos
fendlicos que las bacterias reductoras del humus, y éstas a su vez, que las bacterias
sulfato-reductoras. Asi mismo la adicion del compuesto modelo del humus,

antraquinona-2,6-disulfonato (AQDS) a los cultivos, inhibe la metanogénesis.



CAPITULO Il

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del Humus.

El humus es la materia organica que se acumula en el suelo y en los sedimentos
acuaticos y que constituye la fraccion organica mas abundante de la biosfera
(Stevenson, 1994). El humus esta compuesto de una estructura compleja en la que
los polimeros recalcitrantes prevalecen por décadas. Sin embargo, a pesar de ser
recalcitrantes, estos juegan un papel importante en la conversion anaerobia de
sustratos organicos mediante su participacion en la respiracion microbiana como
aceptores de electrones. Las quinonas son los grupos funcionales que aceptan los
electrones directamente durante la reduccion microbiana del humus. Las quinonas
sirven también como mediadores de 6xido reduccion (redox) durante la transferencia

de electrones en reacciones quimicas y microbianas (Cervantes, 2002).

2.2. Funciones del humus.

Estudios recientes han indicado que el humus puede jugar un papel importante en la

transformacion de compuestos organicos e inorganicos en ambientes anaerobios,



como el suelo y los sedimentos de acuiferos. Estos estudios revelaron que las
guinonas, estructuras muy abundantes en el humus, son las responsables de las
propiedades cataliticas del humus que pueden facilitar multiples reacciones (Field et
al., 2000, Scott et al., 1998).

Asi mismo, el humus proporciona un almacén para los cationes como potasio, calcio
y magnesio, intercambiables y disponibles. También impide la lixiviacion de los
fertilizantes amoniacales, porque el humus retiene el amonio en forma intercambiable
y obtenible (Villanueva, 1987).

Otra de las propiedades del humus es su capacidad para reaccionar con cationes
metalicos para formar complejos, algunos de los cuales son solubles y algunos
insolubles. La estabilidad de estos complejos varia con el pH pero se ha reportado
como (Wild, 1993):

Cu*?> Pb* > Fe** > Ni*®* > Mn*™® > Co™ > Ca*? > Zn*? > Mg*?

2.2.1. Como aceptor final de electrones en la respiracion microbiana.

Un aceptor de electrones es aquella sustancia que puede aceptar electrones de otra
sustancia y que se reduce durante el proceso. Por lo tanto, un donador de electrones
es aquella sustancia que puede ceder electrones a un aceptor y que se oxida durante
el proceso (Madigan, 2004).



Lovley, et al. (1996a) reportaron por primera vez que el humus podria jugar un papel
importante en el transporte de electrones durante la respiracion anaerobia de
microorganismos. En este estudio se probd la capacidad de diferentes bacterias,
como Geobacter metallireducens, para oxidar diferentes sustratos empleando acidos
hamicos o el compuesto modelo 2,6-disulfonato de antraquinona (AQDS) como
anicos aceptores de electrones. Se encontré que la conversion de acetato y otros
compuestos a CO,, esta acoplada a la reduccién de las quinonas en el humus a sus
correspondientes hidroquinonas (forma reducida de las quinonas).

La extensa variedad de microorganismos que son capaces de usar el humus como
aceptor final de electrones coincide con la diversidad de ambientes en los que se ha
reportado la capacidad de reducir el humus. Se ha reportado que muchos in6culos
originados de plantas de tratamiento de aguas residuales, sedimentos marinos,
sedimentos contaminados o ricos en materia organica y suelos con diferentes
caracteristicas pueden oxidar una gran variedad de sustratos acoplado a la reduccion
de sustancias humicas (Cervantes et al, 2000; Coates et al., 1998). Entre los
sustratos oxidados durante estos estudios estan acetato, lactato, etanol, fenol,

glucosa, hidrégeno, propionato, piruvato, entre otros.

2.2.1.1. Contaminantes.

En la actualidad existe una gran diversidad de compuestos que se utilizan para la
fabricacion de una variedad de objetos que nos rodean, es el caso de los polimeros.
El desarrollo de los procesos mediante los cuales se fabrican los polimeros sintéticos
han sido mas que ningun otro factor aislado, el responsable del crecimiento de la
industria quimica en el siglo XX. Sin embargo, algunos cientificos han estado

expresando su preocupacion a la largo de los afios, sobre la dependencia que se ha



9

desarrollado respecto a estos materiales fabricados por el hombre. Como son
productos de procesos de laboratorio e industriales y no de procesos que se lleven a
cabo en la naturaleza, ésta no dispone de formas para deshacerse de ellos
(Solomon, 1982).

Tolueno. Constituyente importante de la gasolina. Su relativamente alta solubilidad
acuosa de 515 mg/L permite su movilidad en el ambiente. Dada la toxicidad de éste,
es considerado como un contaminante prioritario por la Agencia de Proteccion al
Ambiente (Van der Zee, 2001).

La degradacion microbiana del tolueno ocurre bajo condiciones aerdbicas por una
variedad de bacterias, utilizando enzimas para iniciar el ataque. Por otro lado, en
ausencia de oxigeno, la degradacion ha sido ligada a la metanogénesis, sulfato-
reduccioén, desnitrificacion y a la reduccion de fierro(lll). Esta degradacion ocurre
también por la reduccion de 6xido de manganeso y por un proceso de oxidacion
fermentativa con fumarato como aceptor de electrones. EI mecanismo de la
biodegradabilidad de tolueno bajo condiciones anaerdbicas se basa en que los
microorganismos reductores del humus transfieren electrones de la oxidacion del

tolueno al 6xido metalico por medio de la reduccion del humus.

Otro de los contaminantes potenciales es el cloruro de vinilo, es un producto
manufacturado que se usa para fabricar el cloruro de polivinilo, mejor conocido como
PVC. También se origina de sustancias como tricloroetano y el tricloroetileno. El
Departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS) ha determinado que el cloruro
de vinilo es un reconocido carcinégeno en seres humanos (ATSDR, 1997).
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Estudios recientes reportan que la oxidacién microbiana del cloruro de vinilo y
dicloroetano fue estimulada por la adicion de acidos humicos, o AQDS como aceptor
terminal de electrones. En ausencia de estos se presentd poca mineralizacion

(Cervantes et al.,2001a).

Existen otros compuestos aromaticos que son muy recalcitrantes, tal es el caso del
benceno, tolueno, fenol, entre otros. La oxidacion de éstos compuestos es
estimulada por el complejo formado por el humus y una vez reducidas las sustancias

hamicas reaccionan con metales oxidados propiciando su reoxidacion (figura 1).

CO;

Dioxido de carbano
Benceno

Bacteria reductora de humus

O OH

Sustancia - |
humica @ § Hidroquinona
AN
R

| ® o

O
Oxido  Fe(Il) Fe(Il)

mineral

Figura 1. Reciclaje de quinonas en humus por O6xidos minerales para la
biodegradacion de benceno (Lovley, et al., 1996).
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Fenol. Es una sustancia manufacturada. En forma pura, el fenol es un sdélido blanco-
incoloro. Este se usa principalmente en la produccidén de resinas fendlicas, como

también en la manufactura de nylon y otras fibras sintéticas (ASTDR, 1998).

Fenol

OH
COOH CO-SCoA CO-SCoA COOH
................................................... P
OH OH

CO-SCoA CO-SCoA CO-SCoA

:

CO-SCoA CO-SCoA

HO\é/O HO\{/K COOH
—_— —p Intermediarios

Figura 2. Ruta propuesta para la degradacion anaerobia de fenol (Field et al., 1995).

Los fenoles son constituyentes comunes de los efluentes acuosos de industrias de
procesos como la produccion de resinas poliméricas y refinacion de aceites. Fenol es
toxico y letal para los peces relativamente a bajas concentraciones (ejem. 5-25 mg/L)
e imparte sabores desagradables al agua potable a concentraciones mucho mas
bajas (Hill & Robinson, 1975). Debido a su extenso uso, los compuestos fendlicos
son contaminantes comunes de los cuerpos de agua, los cuales reciben corrientes

no tratadas de estos compuestos. Ha sido demostrado que el fenol puede ser
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degradado por microorganismos que participan en consorcios metanogénicos (Wang
et al.,, 1986). Adicionalmente, el fenol puede ser degradado anaerGbicamente por
cultivos puros usando un aceptor de electrones alternativo como sulfato (Bak &
Widdel, 1986), nitrato (Tschech & Fuchs, 1987) y hierro férrico (Lovley & Lonergan,
1990).

El hecho de que hay una amplia variedad de compuestos organicos que pueden ser
utilizados por el consorcio de la respiracion del humus (Field et al., 2000) conduce a
la pregunta de que si el humus o el modelo himico puede también alcanzar la
oxidacion de compuestos fendlicos actuando como aceptor final de electrones
(Cervantes et al., 2000).

Metil-tertbutil-éter (MTBE). Es un contaminante potencial de la industria, utilizado
como aditivo de gasolina, el cual en presencia de Fe(lll) como aceptor de electrones
puede estimularse su biodegradacion y aminorar el impacto de esta sustancia en el
ambiente (Lovley, 1996).

2.2.2. Como mediadores redox (transportadores de electrones).

Las quinonas en el humus no solamente pueden actuar como aceptores de
electrones en la oxidacion microbiana de muchos compuestos organicos. Las
sustancias humicas también pueden estimular la biotransformacién de contaminantes
conteniendo grupos electrofilicos, como los grupos azo y nitro, asi como compuestos
policlorados y metales radiactivos, a través del transporte de electrones entre una
fuente externa de electrones y estos contaminantes (Figura 3). Los mecanismos

cataliticos del humus y las quinonas involucran procesos abidticos y biolégicos en los
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gue las sustancias humicas aceleran las transformaciones reductivas en uno a varios

ordenes de magnitud (Field et al., 2000).

P-,Hg QOa

R Hz

> . < . >< o
LY

. Col oratte Azo

ACDE

Figura 3. Mecanismo de reduccion de colorantes azo a través del compuesto modelo
AQDS (2,6-disulfonato de antraquinona). Los microorganismos reductores del humus
(MRH) reducen las quinonas en el humus y las hidroquinonas formadas transfieren
los electrones al grupo azo para reducirlo a aminas aromaticas (Field et al., 2000).

Las hidroquinonas formadas durante la reduccion microbiana del humus son muy
reactivas con diferentes 6xidos metélicos que son muy abundantes en diferentes
sedimentos y suelos, como la magnetita (FesO4) o la vernadita (MnOy), permitiendo
con ello su regeneracion al estado oxidado (Lovley et al., 1996). La regeneracion de
las hidroquinonas en el humus a su estado oxidado permite que una vez mas se
encuentren disponibles para ser reducidas por los microorganismos reductores de
humus (MRH). Este mecanismo de reciclaje en el humus implica que, para lograr la
oxidacion de compuestos organicos en sedimentos o suelos ricos en oOxidos
metalicos, no necesariamente se requerira la participacion de una gran cantidad de
humus (Benz et al., 1998; Cervantes et al., 2002). Existen microorganismos que no
son capaces de reducir 6xidos férricos directamente, pero que al estar presentes las
quinonas como acarreadores de electrones, logran acoplar este proceso a la

oxidacion de diferentes sustratos (Benz et al., 1998; Cervantes et al., 2002).



14

La reduccion quimica de hexacloroetano a tetracloroetileno por medio de diferentes
agentes reductores (sulfuro, Fe** y azufre elemental), fue acelerada hasta diez
veces por la adicion de diferentes quinonas en los medios de reaccién (Curtis &
Reinhard, 1994). La reduccion quimica de octaclorodibenzo-p-dioxinas (octa-CDDS)
a sus respectivos tetra-CDDs solamente pudo ser llevada a cabo cuando diferentes
analogos del humus fueron incluidos en los sistemas de reaccidén, mientras que no
hubo conversion en la ausencia de las sustancias humicas (Barkovskii & Adriaens,
1998).

Algunos contaminantes policlorados pueden ser degradados en presencia del
humus como acelerador de los procesos bioldgicos. La conversion de tetracloruro de
carbono a cloroformo ocurrié a una velocidad mayor cuando se adicion0 materia
organica del suelo a cultivos de la bacteria Shewanella putrefaciens. Se encontré que
la fraccion de acidos humicos en la materia organica fue la que contribuyé en mayor
medida a la aceleracion del proceso (Collins & Picardal, 1999). La adicion de AQDS,
a niveles por debajo del estequiométrico, a incubaciones de un lado granular
aument6 hasta siete veces la velocidad de conversion de tetracloruro de carbono,
permitiendo una mayor produccion de cloruro a partir de este contaminante
(Cervantes et al., 2004). Lo anterior indica que las quinonas contribuyen a aumentar
no solamente la velocidad de conversion de compuestos clorados, sino también, el
grado de mineralizacién. A partir de este lado granular se obtuvo un enriquecimiento
bacteriano capaz de acoplar la reduccion de sustancias humicas a la conversién de

tetracloruro de carbono usando diferentes sustratos como fuente de electrones.

Los colorantes tipo azo son otro tipo de contaminantes que pueden ser convertidos
aceleradamente por medio del humus o compuestos analogos (quinonas). Debido a
que el enlace —N=N- es muy electrofilico se requiere de condiciones reductivas para

poder convertir este tipo de colorantes a sus correspondientes aminas aromaticas. La
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reduccion del enlace azo ocurre muy lentamente en muchos tipos de colorantes azo
por lo que se requiere de la aplicacién de sustancias humicas, como acarreadores de
electrones, para acelerar el proceso decolorante. La reduccion de varios colorantes
azo a sus aminas aromaticas fue acelerada por medio de la adicion de diferentes
quinonas a cultivos bacterianos de Sphingomonas sp. BN6, usando glucosa como
fuente de electrones (Kudlich et al., 1997). A partir de este descubrimiento, se ha
probado la eficiencia de diferentes quinonas en la decoloracién de diferentes
colorantes azo en reactores de tratamiento de aguas residuales. Estos resultados
tienen importantes implicaciones en el tratamiento de aguas residuales de la industria
textil, ya que es posible lograr un proceso decolorante eficiente ain cuando se opera
el reactor a un corto tiempo de residencia hidraulico (Cervantes et al., 2001c;
Laszlo, 2000; Van der Zee et al., 2001).

Otro grupo de contaminantes que requieren condiciones reductivas para ser
convertidos, son los compuestos aromaticos que contienen uno 0 mas grupos nitro
(nitroaromaticos). Como en los casos anteriores, la aplicacion de diferentes
sustancias humicas a sistemas de conversion, ha permitido aumentar hasta 500
veces la velocidad de reduccion del grupo nitro al correspondiente grupo amino
(Dunnivant et al., 1992; Schwarzenbach et al., 1990).

La reduccion de metales radiactivos, como Uranio(VI) y Tecnecio (VII), es otro
proceso en el que se ha mostrado el papel catalitico del humus. EI microorganismo
resistente a radiaciones, Deinococcus radiodurans R1, pudo reducir ambos
radionucledtidos a sus formas insolubles, usando lactato como donador de
electrones, cuando se incub6 con AQDS. Por el contrario, en la ausencia de
quinonas no hubo reduccién de los metales radiactivos (Fredrickson et al., 2000).
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2.2.3. Como donadores de electrones.

El humus puede actuar como donador de electrones para la reduccién de aceptores
de electrones que presenten un potencial redox mas positivo. Los microorganismos
reductores del humus y los reductores de fierro Il oxidan el humus reducido y/o al
compuesto analogo reducido 2,6 disulfonato de antrahidroquinona AHQDS, usando
nitrato y/o fumarato como aceptor de electrones (Figura 4). Los microorganismos
involucrados en este proceso son: Geobacter metallireducens, Geobacter
sulphurreducens, Geothrix fermentants, Shewanella algay Wollinella succinogenes.
(Lovley, et.al. 1996).

Acetato CO,
,0 OH
uinorna Hidroquinora
Humus
K R
o OH
NOj3 N,

Figura 4. Oxidacién de acetato por microorganismos reductores del humus (MRH)
acoplado a la bioreduccion del nitrato en la que participan las hidroquinonas como
donadores de electrones (Coates et al., 1998; Lovley et al., 1996a).
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Coates, et. al. (1998), menciona que existe una diversidad de microorganismos en
diferentes ambientes anaerobios capaces de llevar a cabo la desnitrificacién. En
otros estudios se encontr6 que Paracoccus denitrificans puede llevar a cabo la
reduccion del nitrato a nitrdgeno molecular mediante la oxidacion del AHQDS. En
adicién, Wolinella succinogenes puede reducir arsenato o selenato utilizando el
AHQDS como donador de electrones (Lovley et al., 1999). También se ha
encontrado que la cepa CKB utilizada en los tratamientos de desechos de la
industrial del papel, puede reducir el clorato (ClIO3) teniendo al AHQDS como

donador de electrones (Bruce et al., 1999).

Los tres roles de las sustancias humicas se resumen en la siguiente figura:

CcO

\12

Acetato

Fe(lll) Fe(l)

Figura 5. Reacciones microbianas y abidticas en un ciclo de las quinonas en el
humus: 1) oxidacion anaerdbica de un sustrato organico; 2) Oxidacion abidtica de
humus reducido por un oxido metalico Fe (lIl); 3) Humus reducido como donador de
electrones para la reduccion microbiana de una aceptor de electrones oxidado
(Cervantes, 2002).



18

2.3. Aplicacién del humus en sitios contaminados.

Investigaciones realizadas por Anderson & Lovley (1999), sugieren que la adicion de
humus o AQDS a diferentes sedimentos contaminados con petroleo puede estimular
la biodegradacion de benceno en estos sitios. También se cree que la adicion de
AQDS a un sedimento contaminado permite la biodegradaciéon de metil-terbutil éter
(MTBE), el cual es un aditivo de la gasolina (Finneran & Lovley, 2001). En todos
estos casos, los sedimentos han presentado una alta concentracion de Fe(lll) en
diferentes formas, lo cual ha permitido reciclar las quinonas del humus durante el

proceso de degradacion.

Un sedimento fue incapaz de degradar tolueno cuando se adiciond 6xido férrico
como aceptor de electrones. La degradacién del tolueno se llevé a cabo cuando se le
adiciond al sistema una baja concentracién de acidos humicos. Asi se demostrd que
la conversion del tolueno estuvo acoplada a la reduccion del Fe (Ill) en presencia de

los &cidos humicos (Cervantes et al., 2001a).

2.3.1. Ventajas de utilizar el humus en biorremedacion.

e E humus es muy abundante y su obtencién no representa una inversion mayor,
tal como la que se requiere para inyectar oxigeno a acuiferos contaminados

mediante técnicas aerobias.

e Las propiedades inertes del humus garantizan que su aplicacion a sitios
contaminados no conlleva a la acumulacion de intermediarios o productos

indeseables. Algunas otras tecnologias necesitan de la inyeccién de nitrato o



19

sulfato, los cuales pueden ocasionar problemas de eutroficacion, cuando se
aplican para la degradacion de contaminantes (Anderson & Lovley, 2000;
Hutchins et al., 1991).

e Mayor solubilidad que presentan las sustancias humicas en el agua respecto a
otros aceptores de electrones alternos (O2, Fe(lll) y Mn(IV)), lo cual asegura un

buen transporte y disponibilidad para los microorganismos involucrados.

e Propiedades del humus para absorber metales pesados y compuestos organicos
que también contribuyen a una mayor disponibilidad de los contaminantes
(Stevenson, 1994).

2.4. Microorganismos reductores del humus.

La mayoria de los microorganismos reductores del humus (MRH) son bacterias
reductoras de Fe(lll) de la familia Geobacteraceae (Coates et al., 1998; Lovley et al.,
1996b), pero la gran diversidad incluye también otros tipos de bacterias reductoras
del Fe(lll) como Pantoea agglomerans (Francis et al., 2000) y Thermoanaerobacter
siderophilus (Slobodkin et al., 1999). Ademas, existen bacterias sulfato-reductoras,
como Desulfovibrio G11, halorespiradoras, como Desulfitobacterium dehalogenans,
fermentativas, como Propionibacterium freudenreichii, y metanogénicas, como
Methanospirillum hungatei, que también pueden acoplar la reduccion de sustancias
hamicas a la oxidacion anaerobia de diferentes sustratos (Benz et al.,, 1998;
Cervantes et al.,, 2002). La tabla 1 resume la biodiversidad de microorganismos
reportados en la literatura que son capaces de oxidar diferentes sustratos acoplado a

la reduccién de quinonas.
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Tabla 1: Diversidad filogenética de microorganismos reductores de humus y/o AQDS

(Field & Cervantes, in press)

Filogenia Microorganismo Aceptor electronico’

Archaea

Metanococcales Methanococcus thermolithitrophicus AQDS
Methanococcus voltarei AQDS

Methanobacteriales Mhetanobacterium thermoautotrophicum | AQDS
Methanobacterium palustre AQDS Y HA

Methanosarcinales Methanosarcina barkeri AQDS Y HA
Methanolobus vulcani AQDS
Methanosphaera cuniculi AQDS Y HA

Methanomicrobiales Methanospirillum hungatei AQDS

Methanopyrales Methanopyrus kandleri AQDS

Thermoproteales Pyrobaculum islandicum AQDS Y HA

Thermococcales Pyrococcus furiosus AQDS

Archaeoglobales Archeaoglobus fulgidus AQDS

Bacteria

¥ - Proteobacteria Pantoea agglomerans AQDS
Shewanella alga AQDS Y HA
Shewanella putrefaciens AQDS
Shewanella sacchrophila AQDS
Aeromonas hydrophila AQDS
Geospirullum barnseii AQDS
Wolinella succinogenes AQDS Y HA
Escherichia coli K12 AQS YL

a - Proteobacteria Sphingomonas xenophaga BN6 AQS

/3 - Proteobacteria Ralstonia eutropha 335 AQS

J - Proteobacteria Geobacter metallireducens AQDS Y HA
Geobacter sulfurreducens AQDS Y HA
Geobacter humireducens AQDS Y HA
Geobacter JW-3 AQDS Y HA
Geobacter TC-4 AQDS Y HA
Geobacter grbiciae AQDS
Desulfovibrio G11 AQDS
Desulfovibrio vulgaris DMBQ, NQ
Desulfuromonas acetexigens AQDS
Desufuromonas SDB-1 AQDS
Desulfuromonas FD-1 AQDS
Deinococcus radiodurans AQDS
Thermotoga maritima AQDS
Thermoanaerobacter siderophilus AQDS
Bacillus subtilis AQS, AQDS Y L
Propionibacterium freudenreichii HA
Enterococcus cecorum HA
Lactococcus lactis HA, ACNQ
Desulfitobacterium dehalogenans AQDS Y HA
Desulfobacterium PCE1 AQDS

AQDS, antraquinona 2,6 disulfonato; AQS, antraquinona 2 sulfonato; ACNQ, 2
amino-3-carboxi-1,4-naftoquinona; DMBQ, 2,6 dimetil-1,4- benzoquinona; L, lawsone
(2-hidroxi-1,4 naftoquinona); HA, acidos humicos; NQ, naftoquinona.
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2.5. Metanogénesis.

El metano es producido por la accion de las arqueobacterias metanogénicas que se
desarrollan en ambientes andxicos. Los sustratos empleados para la metanogénesis
se clasifican en tres grupos generales: los sustratos monocarbonados, como el
diéxido de carbono; los sustratos metilicos, como el metanol; y, los sustratos

acetotroficos, como el acetato (Madigan et. al., 2004).

otros polisacaridos,
proteinas

Bacterias

celuloliticas Hidrolisis
vy otras bacterias

hidroliticas

Monémeros
Azdcares,
aminoacidos
Bacterias Fermentacion
fermentadoras
Y U Propionato™
g Butirato™
Acetato- Succinato?-

Alcoholes

Bacterias oxi-
Homo- dadoras de
acetogenos acidos grasos

4 y productoras
de H, (sintrofos)

Acetogénesis Fermentacion

Y. Metano-
Asstato g5 }
Acetato™
Metandgenos I
Metandgenos
Metanogénesis
CH, + CO,

Figura 6. Proceso global de la descomposicidon andxica, mostrando la forma en que
varios grupos fermentativos actian en la conversion de materiales organicos
complejos a CH,y CO, (Madigan et. al., 2004).
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Los estudios sobre metanogénesis han demostrado que la produccion biolégica de
metano tiene lugar a través de una serie exclusiva de reacciones en las que se
clasifican como las que transportan la unidad de C; (molécula de di6xido de carbono
que se introduce al ciclo) desde el sustrato inicial, CO,, hasta el producto final,
metano; y las enzimas que en la reaccion rédox suministran los electrones

necesarios para la reduccion de CO, a metano.

Un gran numero de Euryarchaeota produce metano. Tales organismos se denominan
metandgenos. Entre estos se encuentran los géneros Methanobacterium,

Methanococcus, Methamicrobium, Methanosarcina, entre otros.

En la figura 6 se muestra como también los organismos sintrofios convierten los
acidos grasos y alcoholes en sustratos para la metanogénesis y acetogénesis.
Cuando abundan otros aceptores de electrones alternativos, como el sulfato en los
sedimentos marinos, prevalece la respiracion anaerébica, ya que los sintrofios no

pueden competir por los &cidos grasos/alcoholes con las bacterias sulfato reductoras.

2.6. Desnitrificacion.

Los compuestos nitrogenados inorganicos actian comunmente como aceptores de
electrones en la respiracion anaerébica. Las formas de nitrégeno inorganico mas
frecuentes en la naturaleza son el amoniaco y nitrato. Uno de los aceptores de
electrones alternativos mas comunes es el nitrato, NO3, que se convierte a formas
mas reducidas del nitrégeno, NO;," N,O, NO y N, (Madigan et. al., 2004).
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La desnitrificacion es un proceso respiratorio anaerobio en el que ocurre la reduccion
de nitrato a nitrdgeno molecular. Consta de dos etapas: desnitratacion y
desnitritacion. En la primera el nitrato es reducido a nitrito, para ser reducido a su vez
a nitrogeno molecular, formandose en etapas intermedias los 0xidos nitrico y nitroso
(Jetten et al., 1997).

Coates, et. al. (1998), menciona que existe una diversidad de microorganismos en
diferentes ambientes anaerobios capaces de llevar a cabo la desnitrificacion. Los
géneros de bacterias desnitrificantes mas comunes son: Achromobacter,
Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Chrbacterium,
Clostridium, Desulfovibrio, halobacterium, Neisseria, Paracoccus, Propionibacteium,
Pseudomonas, Rhizobium, Thiobacillus, Vibrio, Xanthomonas, entre otras (Mateju et
al., 1992).

Estas bacterias son bioquimica y taxondmicamente muy diversas. La mayoria de
estos géneros son heterotrofos, algunos utilizan fuentes unicarbonadas, otros crecen
autotroficamente en hidrogeno y diéxido de carbono o en compuestos sulfurados
reducidos (Knowles, 1982). Algunos de estos microorganismos poseen la enzima
nitrato reductasa, necesaria para formar nitrégeno molecular a partir de nitrato, sin
embargo, existen otros microorganismos que no poseen tal enzima, por lo que son
llamados nitrito dependientes. Los microorganismos que no poseen la enzima 6xido

nitroso reductasa, obtienen por producto final N,O (Halling-Sorensen, 1993).

Se han identificado dos tipos de nitrato reductasas, una enzima membranal de tres
subunidades (120, 60 y 20 kDa) que emplea ubihidroquinona como donador de
electrones y una enzima soluble que se localiza en el periplasma conteniendo dos
subunidades (94 y 19 kDa) y que aun se desconoce su donador de electrones

(Berks, et al. 1995). EI mecanismo de accion de ambas enzimas no ha sido descrito
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aun, pero se asume que la reduccion de nitrato a nitrito ocurre en un atomo de fierro

0 molibdeno como centro (Stouthamer, et al. 1976).

La fase final del proceso desnitrificante se lleva a cabo en presencia de la enzima
oxido nitroso reductasa. Esta enzima es severamente inhibida por la presencia de

oxigeno (Ferguson, 1994).

2.7. Sulfato —reduccion.

El sulfato, la forma méas oxidada del azufre, es uno de los aniones mayoritarios del
agua de mar y es usado por las bacterias sulfato-reductoras. El producto final de la
reduccién del sulfato es SH,. El sulfuro de hidrogeno es el principal gas volatil de
azufre que se forma principalmente por reduccién bacteriana de sulfato (SO, + 8H*
- H,S + 2H,0 + 20H’). Muchas bacterias son capaces de crecer sobre acetato
como Unica fuente de carbono, la mayoria de estos organismos son de origen marino
(Madigan, et. al 2004).

La sulfato-reduccién es un proceso respiratorio anaerobio donde el sulfato es usado
como aceptor de electrones, pero tiene menor capacidad aceptora que O, y NOs. Al
igual que la desnitrificacion, esto difiere por los procesos de asimilacion de
compuestos sulfurados en el material celular. Muchas bacterias y arqueobacterias

pueden desasimilar la reduccion de azufre.

Los microorganismos que pueden participar en este tipo de reacciones son de los

géneros:  Desulfobacterium,  Desulfobacter, Desulfonema, Desulfosarcina,
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Archaeoglobus y Desulforhabdus. La reduccién incompleta del sulfato puede darse
con  Desulfomicrobium,  Desulfobulbus, Desulfobotulus, Desulfovibrio vy
Desulfotomaculum. Los donadores de electrones mas comunes son: &cidos

organicos, acidos grasos, alcoholes e hidrogeno (Vallero, et al 2003),

Ademés, existen bacterias sulfato-reductoras, como Desulfovibrio G11,
halorespiradoras, como Desulfitobacterium dehalogenans, fermentativas, como
Propionibacterium freudenreichii, y metanogénicas, como Methanospirillum hungatei,
que también pueden acoplar la reduccion de sustancias humicas a la oxidacién

anaerobia de diferentes sustratos (Benz, et al., 1998; Cervantes, et al., 2002).



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de los experimentos.

Los experimentos se llevaron a cabo en los laboratorios de ecodesarrollo y analisis
especiales del ITSON, en el periodo de Enero a Julio de 2006.

3.2. Inoculos vy sustrato.

Se exploraron dos tipos de indculos: un sedimento de un humedal procedente de un
manglar de la Bahia de Tobari, y un lodo granular anaerobio procedente de una

planta tratadora de aguas residuales.

Durante su almacenamiento, el lodo se mantuvo en refrigeracion a 4°C y, cuando fué
necesario se reactivo colocandolo en un biorreactor anaerobio, bajo las condiciones

gue seran descritas en la seccién 3.3.
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Con el fin de establecer la cantidad de lodos a emplear en los bioensayos, se
determiné el contenido de sélidos suspendidos totales (SST), los soélidos
suspendidos volatiles (SSV) y los solidos suspendidos fijos (SSF).

Los SST se determinaron tomando 10 g (para cada repeticién) de lodo previamente
tamizado (tamiz #40) y se coloc6 en un crisol puesto previamente a peso constante;
posteriormente se mantuvieron en el horno a una temperatura de 103-105°C hasta
que el peso no presentd variacion; se determino el peso y se obtuvo el valor de los
SST. Enseguida, se introdujeron los crisoles en un mufla a 500°C, 30 minutos, hasta
obtener valores constantes de peso; el valor obtenido corresponde a los SSF. Los
SSV se obtienen de la diferencia entre los SST y SSF (Estandar Métodos, 1995).

Como sustrato se utilizé Fenol (1.5 mM) y p-cresol (1.5 mM). La cantidad inicial de
los dos sustratos se calculé en base a 335.6 mg de Demanda Quimica de Oxigeno

(DQO) por litro, en todos los casos.

3.3. Medio basal.

El medio basal que se utilizé6 para la reactivacion de los inéculos contiene (g/L):
NaHCO3; (2), NH4CI (0.1), KH,PO,4 (0.05), MgCI*6H,O (0.012), CaCl*2H,0 (0.005);
Na,S (0.013); 1 ml I'* de elementos traza y vitaminas. El medio basal fue flujado con

N2/CO, (80/20) durante 3 minutos antes de su uso.

Las botellas se incubaron a 30 °C y el pH se mantuvo a 7.3 + 0.2 mediante el sistema

de amortiguamiento bicarbonato/CO.,. El tiempo de incubacién fue de 15-30 dias.



28

3.4. Diseio experimental.

Para todos los experimentos, se usaron botellas serolégicas de vidrio de 120 ml, en
las cuales se deposit6 el inéculo (10 g/l en peso seco), medio basal (60 ml), con o sin
fuente de fenol (1.5 mM), 2,6 disulfonato de antraquinona AQDS (2.5mM), nitrato de
potasio (1mM), sulfato de sodio (0.625mM), inyectando una atmdsfera de N,/CO,
(80/20) en el espacio de cabeza. A cada botella se le dejo un espacio de cabeza de
60 ml. Con el fin de mantener condiciones andxicas las botellas fueron selladas con

tapones de hule y un seguro de aluminio.

El experimento consta de 7 tratamientos (tabla 2). Las constantes en todos los casos
son el medio basal (con bicarbonato 2 g/l), el inéculo (10 g/l en peso seco) y la
concentracion de contaminante (fenol 2.5 mM).

Tabla 2. Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
AQDS No Si No No Si Si Si
SO, No No Si No Si No Si
NO3™ No No No Si No Si Si

En todos los experimentos se incluyd controles enddgenos por duplicado con el fin
de diferenciar la actividad en los medios con y sin la presencia del contaminante.
Todas las condiciones de cultivo se realizaron por triplicado con el fin de verificar la

reproducibilidad de los resultados.
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tomaron muestras cada dos dias durante la primer semana y cada 5 la segunda

semana, a las cuales se les hicieron las siguientes determinaciones, descritas en la

seccion 3.5.

3.5.

Métodos analiticos.

La reduccién de sustancia huamicas se midi6 por método colorimétrico bajo
condiciones anaerobias (camara anaerobia), en un espectrofotometro marca
Génesis 20 Thermospectronics a una longitud de onda de 450 nm. La camara
anaerobia (marca COY modelo 14500) se usO para propiciar condiciones
anaerodbicas en la misma, se utiliz6 una atmosfera formada por N, /H; (95/5), asi
como la presencia de un catalizador de paladio para asegurar la ausencia de

oxigeno.

El consumo de los compuestos fendlicos fue cuantificado por la técnica de DQO
al inicio y al final de cada experimento.

Las concentraciones de nitrato, nitrito y sulfato se determin6 mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC marca Waters Alliance) por el
método de determinacién de aniones. Para llevar a cabo esta determinacion se
tomaron muestras de cada tratamiento, se centrifugaron a 8500 rpm por 20 min.
Las muestras se colocaron en los viales correspondientes y se congelaron hasta

el momento del andlisis.
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Se emple6 una columna para aniones de alta resolucién, marca Water IC-Pack™:

y un detector de conductividad, del mismo fabricante, modelo 432.

El eluente que se empled fue borato/gluconato de sodio, para ello se prepar6é una
solucion concentrada de borato/gluconato de sodio, descrita en el manual del
equipo (HPLC marca Waters Alliance), que posteriormente se prepardé una
segunda solucion: 20 ml soluciéon concentrada borato/gluconato de sodio, 20 ml
de n-butanol y 120 ml de acetonitrilo se afora a 1000 ml con agua desionizada, y
se procede a filtrar al vacio con papel Watman #1, finalmente se sonic6 antes de
su uso en el equipo de HPLC, con el fin de desplazar el oxigeno disuelto en la

solucién, para evitar interferencias en las mediciones.

e La produccion de metano fue medida por cromatografia de gases, por el método
establecido para la determinacion de biogas, utilizando un CG marca VARIAN
3800. El cromatografo cuenta con un detector de conductividad térmica (TCD) y
una columna Porapak Q con una malla 80/100. Las temperaturas de operacion de
la columna, el inyector y el detector fueron 35, 170 y 190°C respectivamente. Se
obtuvo el andlisis cuantitativo de metano en cada muestra que se inyecto,

calculando el &rea bajo la curva.

Tales determinaciones sirven para saber cantidades de productos consumidos y

generados, y como esto se ve influenciado por la presencia del humus.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de 4 diferentes experimentos,
descritos en Materiales y Métodos. El objetivo de los experimentos fue explorar la
capacidad de dos consorcios anaerobios distintos para oxidar sustratos
ecolégicamente importantes (fenol y p-cresol) en presencia de diferentes aceptores
de electrones (bicarbonato, nitrato, sulfato y AQDS). Lo anterior permitira predecir el
papel que juegan las bacterias reductoras del humus (quinonas) en la degradacion
de diferentes compuestos organicos, cuando actian en presencia de aceptores de

electrones alternos (bicarbonato, sulfato y nitrato).

A) Experimentos con lodo granular anaerobio

La conversion parcial de fenol a metano fue observada en los experimentos que se
llevaron a cabo, con y sin la presencia de AQDS, SO,y NO3, por el lodo granular

anaerobio (Figura 7).
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Conversion de fenol a metano por lodo granular anaerobio
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Figura 7. Productos obtenidos en la degradacion de fenol en ausencia (a) y en
presencia de AQDS, SO,y NO3 (b).

A partir de aproximadamente dos dias de incubacion la degradacion de los

compuestos fendlicos tomo lugar en ambos bioensayos. La biodegradacion de estos
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compuestos se evidencia por la reduccién de los distintos aceptores de electrones
incluidos (nitrato, sulfato, y AQDS) o por la produccién de metano, ya que estos
procesos no fueron observados cuando no se incluy6 fenol en el medio (cultivos

endogenos).

Se observo que la reduccion del nitrato fue el proceso respiratorio predominante en
los primeros dias de incubacion, siendo aproximadamente a los 2 dias de incubacion
qgue se reduce por completo este aceptor de electrones. Inmediatamente después de
la reduccion total del nitrato, se observa que comienza la reduccion del AQDS. La
reduccion de sulfato es similar a la reduccion de AQDS mientras la desnitrificacion
toma lugar, pero después de que esta termina, la reduccion de AQDS prevalece
sobre la reduccion de sulfato y, la produccién de metano es de solo 0.06 mM al

finalizar el experimento (Figura 7b).

El 88% de fenol fue consumido después de 15 dias de incubacion por el lodo
granular anaerobio, cuando el Unico aceptor final de electrones era el bicarbonato,
mientras que solo el 65% de fenol fue degradado por el mismo lodo en presencia de
AQDS, SO,?y NOg3, en el cuél hubo produccién de metano insignificante (Tabla 3).

Por otra parte, el p-cresol fue también parcialmente degradado después de 30 dias
de incubacién por el lodo granular anaerobio, aunque solamente el 64% fue
consumido en condiciones metanogénicas. Por otro lado, en presencia de de AQDS,
SO4? y NOs3, se degradd el 71% de este contaminante y el nivel de metano
producido fue insignificante al igual que en el caso de fenol. Durante los primeros
dias de incubacion se observdé una competencia entre la desnitrificacion y la
reduccion de AQDS. Una vez que se redujo todo el nitrato, se observé una fase de

latencia en la reduccion de AQDS, misma que se reactivo en los siguientes 10 dias
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de incubacion. La reduccién de sulfato y la metanogénesis jugaron un papel

insignificante durante el proceso de degradacion del p-cresol. (Figura 8).

Conversion de p-cresol a metano por lodo granular anaerobio
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Figura 8. Productos obtenidos de la degradacién de p-cresol por un lodo granular

anaerobio en ausencia (a) y en presencia de AQDS, SO,y NO3 (b).
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B) Experimentos con sedimento de un manglar

Cuando el in6culo empleado para la degradacion de fenol fue el sedimento de un
manglar el proceso que prevalecio fue otra la vez la desnitrificacion, seguida de la
sulfato reduccién en ultima instancia por la reduccién de AQDS y metanogénesis
(Figura 9).

Conversiéon de fenol en metano por sedimento manglar
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Figura 9. Productos obtenidos de la degradaciéon de fenol por el sedimento de un

manglar en ausencia (a) y en presencia de AQDS, SO,y NO3 (b).
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la

metanogénesis fue nula y la reduccion de AQDS insignificante mientras que los

procesos predominantes fueron la reduccion del nitrato sobre la reduccién del sulfato

(Figura 10).

Conversién de p-cresol a metano por sedimento manglar
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Figura 10. Productos obtenidos de la degradacién de p-cresol por un sedimento de

un manglar en ausencia (a) y en presencia de AQDS, SO42y NO3 (b).
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La baja recuperacion observada de fenol y p-cresol en el balance (Tabla 3) sugiere
gue estos compuestos fendlicos fueron convertidos, por estos consorcios, también en

otros intermediarios no identificados.

En los experimentos en los que se empleé sedimento del manglar, se observa un
periodo de tiempo notoriamente mas largo que con lodo granular anaerobio para
iniciar los procesos reductivos de NO3 y SO42 (Figuras 9b y 10b).

Tabla 3. Grado de degradacion y recuperacion de sustratos consumidos para fenol y

p-cresol por lodo granular anaerobio y sedimento de manglar.

Cociente de productos

o oa
Grado de degradacion (%) reducidos (% Recuperacién)|D

Condiciones Lodo granular ~ Sedimento  Lodo granular  Sedimento
anaerobio manglar anaerobio manglar
Fenol 88.24 61.98 3.28 0.00
Fenol - AQDS 71.9 33.33 7.56 0.25
Fenol - SO, 45.38 73.17 27.60 7.58
Fenol - NO3’ 82.05 74.79 16.90 11.51
Fenol - AQDS - SO,? 53.72 62.02 19.11 8.82
Fenol - AQDS - NO3’ 54.17 51.24 33.03 13.38
Fenol - AQDS - SO42 - NOy 64.96 31.15 35.81 41.20
p-cresol 64.71 40.91 5.33 0.00
p-cresol — AQDS 59.5 28.33 13.44 0.14
p-cresol - SO42 78.51 47.54 15.77 6.91
p-cresol - NO3’ 94.07 51.61 15.33 21.75
p-cresol - AQDS - SO, 63.93 45.6 28.40 12.63
p-cresol - AQDS - NO3’ 76.8 36.51 22.18 21.41
p-cresol - AQDS - SO, - NOg 71.31 67.19 38.97 27.12

 9oDegradacion = (DQOj,icial fenol o p-cresol — DQOjny fenol o p-cresol)/( DQOj,icial fenol o p-cresol)
b %Recuperacion = (productos obtenidos)/(fenol o p-cresol consumido)

La degradacion de fenol esta acoplada también a la reduccion de AQDS, pero en

menor grado comparado con las condiciones metanogénicas (Tabla 3).

Cuando se incluyé NO3 en presencia de fenol-AQDS, el grado de degradacion de
fenol por el lodo granular anaerobio fue levemente menor, mientras que con el

sedimento del manglar fue levemente mayor. De manera similar se observo al
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adicionarse SO, al medio, siendo la actividad de éste menor a la desnitrificante. El
comportamiento fue el mismo en el caso de la degradacion de p-cresol, a diferencia
que la actividad con este Ultimo sustrato se registrd6 en menor cantidad de productos

obtenidos.

4.2. Discusion.

La observacion de que la degradacion de fenol y p-cresol ocurre bajo condiciones
metanogénicas es consistente con humerosos reportes anteriores, los cuales indican
gque estos contaminantes pueden ser utilizados por consorcios metanogénicos (Boyd
et al. 1983; Dwyer et al. 1986; Wang et al. 1989; Tawfiki et al. 2000).

El periodo de tiempo que tarda en iniciar la degradacion de estos contaminantes se
debe al tipo de indculo utilizado, que no fue previamente expuesto a los
contaminantes fendlicos. Este periodo es el mismo tiempo requerido para el
crecimiento de las bacterias responsables de la degradacién y desarrollo de los

sistemas enzimaticos involucrados en la ruta de degradacion.

En este estudio se observé que tanto los iones nitrato y sulfato asi como las
quinonas pueden ser utilizados como aceptor de electrones alterno en apoyo a la

oxidacion anaerobia de fenoles.

La adicién de AQDS al consorcio microbiano previene la metanogénesis. Esto puede
deberse a el hecho de que AQDS fue inhibitorio para los metandgenos 6, que AQDS

fue el aceptor de electrones preferido sobre el bicarbonato. AQDS aumenta el
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potencial redox de los cultivo (dato no mostrado). Este alto potencial redox
probablemente interfiere con los procesos bioquimicos requeridos para la
metanogénesis. Sin embargo, se observd también que NOj; fue el aceptor de
electrones preferido sobre AQDS, SO,? y bicarbonato, creandose una especie de
sintrofia en el medio, ya que una vez que la disponibilidad de NO3™ se agot6 en el

medio, ésta dio lugar a los demas procesos.

Uno de los aceptores de electrones alternativos mas comunes en ambientes
anoxicos es el nitrato (Madigan, et. al 2004), lo que permite que su reduccidon sea
predominante sobre la reduccidbn de quinonas, la sulfato reduccién y la
metanogénesis. Ademas, Coates, et. al. (1998), menciona que existe una diversidad
de microorganismos en diferentes ambientes anaerobios capaces de llevar a cabo la

desnitrificacion.

La sulfato-reduccion es un proceso respiratorio anaerobio donde el sulfato es usado
como aceptor de electrones, pero tiene menor capacidad aceptora que Oz y NOs.
Muchas bacterias sulfato-reductoras son de origen marino (Madigan, et. al 2004), lo
cual podria explicar por qué la reduccién de sulfato superé a los procesos de
reduccion de AQDS y metanogénesis cuando se empled el sedimento del manglar

como inéculo.

Los bajos niveles de degradacion puede ser atribuida al tipo de indculo utilizado en
éstos experimentos, en el caso de lodo granular anaerobio se sabe que tiene una
alta actividad metanogénica, y muy probablemente poca cantidad de
microorganismos reductores de quinonas y, en el caso de sedimento manglar no hay
actividad metanogénica registrada y una insignificante respiracion de
microorganismos reductores de quinonas, sin embargo se sabe que las bacterias

reductoras de nitrato y sulfato si estan presentes en este indculo, esto puede explicar
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la poca actividad degradativa durante la degradacién de estos compuestos fenélicos

bajo estas condiciones.

Estos resultados tienen gran importancia en la biorremedacion de sitios anaerobios
contaminados con compuestos fendélicos. De hecho, los resultados sugieren que el
humus, el cual es muy abundante en muchos sitios anerobios y rico en moléculas de
quinonas, puede contribuir a la capacidad de biorremedacion de sitios contaminados
con compuestos aromaticos sirviendo como aceptores finales de electrones. Estos
resultados sugieren también que las quinonas juegan un papel muy importante en la
biodegradacion de material de plantas, los cuales contienen una variedad de
substancias fendlicas simples y complejas (Harborne 1980). Ademas, las quinonas
en el humus pueden contribuir en importantes procesos del ciclo del carbono en la

biosfera.
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CONCLUSION

Los resultados presentados en este estudio indican que la presencia de quinonas,
nitratos y sulfatos pueden contribuir en la oxidacion de compuestos fendlicos
sirviendo como aceptores finales de electrones. Los resultados sugieren que el
humus puede ser un potencial aceptor final de electrones para la degradacion de
compuestos aromaticos en sitios anaerobios. Esta informacion necesita ser
considerada en estudios futuros del flujo de electrones en suelos y sedimentos ya

gue tienen importantes implicaciones para la biotransformacién de materia organica.
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