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RESUMEN

El uso de plaguicidas por hectarea en Costa Rica es de los mas altos en el mundo. Este uso intensivo
de los plaguicidas representa un problema debido a los efectos secundarios que pueden sufrir los
seres humanos como consecuencia a la alta exposicion. EI mancozeb es el plaguicida mas utilizado
en el pais, el cual tiene efectos dafinos en las personas como el crecimiento de tumores, efectos
disruptivos en el sistema endocrino y la acumulacion de metales en las células. Por ello, es de gran
interés la remocion de estos compuestos de los cuerpos de agua. Este estudio pretende establecer
una metodologia de remediacién de mancozeb utilizando procesos de electroxidacién con
electrodos de grafito en una columna de biocarbdn. La columna de 1,4 cm de didametro y 26 cm de
largo se empaco con biocarbon y arena. Se realizaron 3 ensayos en la columna: a) retencion, b)
degradacién electroquimica en condiciones estaticas y c) degradacion electroquimica en
condiciones dindmicas con un tiempo de retencion hidraulico de 2,85 s y un flujo de 0,35 mL/s.
En el ensayo de retencién se obtuvo una reduccion de la concentracion del mancozeb de mas de
un 50%. En los ensayos de degradacion electroquimica se evidencid no sélo la degradacion del
mancozeb, sino también la degradacion del acido etilendiaminotetraacetico presente en la
disolucion. Se concluyé que se puede lograr la degradacién electroquimica realizada en conjunto
con el biocarbdn, el cual resultd ser un tratamiento complejo en el que interactian distintos
procesos cinéticos. La metodologia mostro ser de amplio espectro al evidenciar la degradacion de

las moléculas organicas cargadas presentes en la disolucion.

Palabras Clave: Mancozeh, biocarbén, acido -etilendiaminotetraacético, electroxidacion,

electrodos de grafito, tratamiento de aguas residuales.



ABSTRACT

The use of pesticides per hectare in Costa Rica is one of the largest in the world. The intensive use
of pesticides it’s a problem due to the side effects on human beings as a consequence of high
exposure. Mancozeb is the most widely used pesticide in the country, which has harmful effects
on people such as growth of tumors, disruptive effects on the endocrine system and the
accumulation of metals in cells. Therefore, the removal of these compounds from water bodies is
of great interest from the environmental and health point of view. This study aims to establish a
mancozeb remediation methodology using an electro-oxidation process on a biochar column
connected by graphite electrodes. The 1.4 cm diameter and 26 cm long column was packed with
biochar and sand. Three tests were carried out on the column: a) retention, b) electrochemical
degradation under static conditions and c) electrochemical degradation under dynamic conditions
with a hydraulic retention time of 2.85 s and a flow of 0.35 mL/s. In the retention test, a reduction
in the concentration of mancozeb of more than 50% was obtained. Electrochemical degradation
tests showed not only the degradation of mancozeb, but also the degradation of
ethylenediaminetetraacetic acid present in the solution. It was concluded that the electrochemical
degradation carried out together with biochar was achieved, which resulted in a complex treatment
where different processes have been detected. The methodology turned out to be wide-reaching by

showing the ability to degrade charged organic molecules present in the solution.

Key Words: Mancozeb, biochar, ethylenediaminetetraacetic acid, electrooxidation, graphite

electrode, wastewater treatment.



1. INTRODUCCION

El uso de plaguicidas por hectarea en el pais (Figura 1) es de los mas altos en el mundo, superando
incluso a China [1]. Segun el Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toxicas de la
Universidad Nacional (IRET-UNA), Costa Rica en los Gltimos afios ha importado méas de 13
millones de kg de plaguicidas por afio; lo que representa un uso promedio de 18,2 kg de plaguicidas

por hectarea [2]. Como la produccion de plaguicidas e ingredientes activos en el pais es minima,

se asume que el consumo anual es equivalente al monto que se importa anualmente [3].

Pesticide use per hectare of cropland
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Figura 1. Uso de plaguicidas por hectérea de cultivo.
Tomado de: [1]

En Costa Rica, el 90,1% de las fincas del pais aplican plaguicidas en sus suelos [4]. En cuanto al
manejo de los mismos, no siempre se siguen las mejores practicas ya que se dan aplicaciones
innecesarias, utilizacion de sobredosis, aplicacion en condiciones climéticas inadecuadas, desecho
inadecuado de envases y sobrantes de plaguicidas, entre otras [5]. Este uso intensivo y extensivo
de los plaguicidas genera preocupacion sobre los efectos secundarios que estos compuestos puedan
tener sobre los organismos no-objetivo (como los humanos), ya que se ha estimado que menos de
0,1% de los plaguicidas aplicados a cultivos alcanza su objetivo principal, el resto ingresa al

ambiente [6]. Especialmente, en un pais tropical como Costa Rica, donde la precipitacion
promueve la escorrentia de los plaguicidas desde los cultivos hacia los rios [7].



Los efectos del uso desmedido de los plaguicidas en Costa Rica, han sido evidenciados en diversas
ocasiones. Segun el Ministerio de Salud, a finales de los afios 70 alrededor de 1500 trabajadores
de las bananeras sufrieron esterilidad por la exposicion al nematicida dibromocloropropano;
mientras que en los afios 80, se encontraron concentraciones de diclorodifeniltricloetano y sus
metabolitos en la leche materna de varias mujeres a lo largo del pais [8]. También se encontraron
restos de plaguicidas organoclorados acumulados en el tejido de los lagartos del rio Grande de
Tarcoles, lo que indica la presencia de estos quimicos en los sedimentos del rio y otra biota
asociada [9]. Asi mismo, Humbert [3] indica que més del 75% de la ecotoxicidad acuética en el

pais es causada por 5 plaguicidas: diazindn, clorotalonil, terbutilazina, etoprofos y mancozeb.

El mancozeb es un fungicida perteneciente a la familia de los ditiocarbamatos utilizado
ampliamente en cultivos de frutas, vegetales y plantas ornamentales [10]. En la Figura 2 se
presenta su estructura. Este fungicida representa un 30% de los plaguicidas en el pais, siendo el
mas comun [3]. Debido a su extendido uso, se han realizado diversos estudios sobre sus efectos en
las personas y el medio ambiente, entre los que se menciona el riesgo de crecimiento de tumores
en distintos organos [11], efectos disruptivos en el sistema endocrino [12] y acumulacion de
metales en las células humanas [13], entre otros. Las investigaciones ambientales se han enfocado
principalmente en su degradacion a tiourea de etileno (ETU), un producto de transformacion que

al presentar una mayor solubilidad en agua, se considera mas toxico que el propio mancozeb [14].
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Figura 2. Estructura del mancozeb (elaboracién propia).

Durante el 2007, en el pais se encontraron restos de mancozeb en la orina de los nifios que vivian
cerca de las plantaciones bananeras que aplicaban el fungicida de forma aérea; asi como niveles

maés altos de manganeso (Mn) en la sangre y cabello de las madres [14]. Mora [15] demuestra



coémo la exposicion prenatal al mancozeb y al Mn excesivo durante las irrigaciones aéreas genera
un desarrollo socio-emocional deficiente en nifios de 1 afio y habilidades cognitivas pobres
especificamente en las nifias. Por otra parte, en materia ambiental, se encontraron altas
concentraciones de Mn y bajas de ETU en el suelo, pero altas concentraciones de ETU y bajas de

Mn en el agua superficial y subterranea en las zonas irrigadas [14].

Debido a las razones mencionadas previamente, se ha puesto especial énfasis en la remocién de
plaguicidas que entran a los cuerpos de agua. En los dltimos afios, el uso de técnicas
electroquimicas para tratar distintos contaminantes ha ido en aumento, como la electroxidacion
[16], electro-coagulacién [16], [17], electro-Fenton [18], entre otras, debido a su gran nimero de
ventajas frente a otros tratamientos, como su alta sensibilidad, exactitud y precision [19]; asi como
su alta eficiencia energética y facil operacion [20]. En este estudio se pretende evaluar la
degradaciéon del fungicida mancozeb por electroxidacion, utilizando pulsaciones eléctricas en una

columna de biocarbon.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer la metodologia de remediacién de mancozeb utilizando pulsaciones eléctricas en

columnas de biocarbén con flujo continuo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analizar el efecto del tratamiento por pulsaciones eléctricas en la degradacion de mancozeb.

Evaluar el proceso de la cinética de degradacion del mancozeb utilizando biocarbédn y pulsaciones

eléctricas.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1. PLAGUICIDAS COMO CONTAMINANTES EMERGENTES

Los plaguicidas se utilizan en la agricultura para prevenir o controlar plagas, enfermedades, hierbas
y otros patégenos que afecten los cultivos, con el objetivo de reducir o eliminar al maximo las
pérdidas de producto y mantener un nivel de calidad alto. Los plaguicidas pueden ser clasificados
seglin su poblacion meta, su modo o periodo de accién, o por su composicion quimica [6], [21].

A pesar de su popularidad y uso extensivo, los riesgos a la salud a los que los agricultores se ven
expuestos al mezclar y aplicar los plaguicidas a los cultivos; ademas del riesgo a que los residuos
lleguen a la comida y al agua potable ha generado una gran preocupacion en las poblaciones [21].
La movilidad de los plaguicidas en el suelo y, por tanto, su biodisponibilidad y transferencia a
otras matrices ambientales (atmdsfera, cuerpos de agua), depende de los mecanismos y cinéticas

de su absorcion y desorcion de las particulas del suelo [6].

Se ha demostrado que las sustancias quimicas aplicadas al suelo pueden llegar a ser transportadas
rapidamente al agua subterrdnea [5], [6]. La razon y magnitud del transporte parece ser
influenciado por factores multiples: las propiedades del plaguicida, propiedades del suelo
(estructura, materia organica, contenido de arcillas, 6xidos de hierro, entre otras), procesos
hidroldgicos del suelo y administracion del plaguicida (como los tiempos de aplicacion). El flujo
preferencial también constituye un proceso de contaminacion potencial del agua, especialmente

porque los plaguicidas tienen picos de concentracion en estos flujos [6].

La alta exposicién a plaguicidas puede dafar la vida humana, asi como interrumpir las funciones
de distintos 6rganos en el cuerpo, incluyendo el sistema nervioso, endocrino, inmunoldgico,
reproductivo, renal, cardiovascular y respiratorio [6], [22]. Entre las enfermedades cronicas que
han sido relacionadas con la exposicion a plaguicidas se pueden mencionar diferentes tipos de
cancer, diabetes, desordenes neurodegenerativos como Parkinson, Alzheimer, defectos de
nacimiento y desordenes reproductivos. La caracteristica principal de las enfermedades cronicas
es una perturbacion en la homeostasis celular, que puede ser introducida por la funcién principal
de los plaguicidas la cual puede consistir en perturbacion de las rutas ionicas, enzimas, receptores,

entre otros [22].



3.2. MANCOZEB

El mancozeb es un fungicida metalo-bis-ditiocarbamato que actia como biocida al inhibir la
germinacion de esporas, afectando el metabolismo lipido, respiratorio y la produccion de adenosin
trifosfato (ATP) [23]. Al ser un compuesto con una baja solubilidad en agua, se debe disolver en
una disolucion de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de al menos 3% cuando se utilice en
estudios cientificos. EI mancozeb es rapidamente degradado, tanto en el suelo como en el agua, a
tiourea de etileno (ETU); el cual es su principal producto de degradacion formado bajo condiciones
de alta humedad y temperatura. EI ETU tiene significancia ambiental porque se ha reportado como

un mutageno, teratégeno, carcindgeno y como un compuesto antitiroideo [24], [25].

Se han realizado diversos estudios sobre los impactos ambientales y en humanos que han sufrido
una alta exposicion a este fungicida. Entre ellos se puede mencionar el efecto toxico en las células
granulosas de mamiferos [25], descenso en la reproduccion, tasas de incremento poblacional y
tasas de alimentacion de ciertas especies de pulgas marinas [26]. También se ha evidenciado que
la alta exposicion durante la maternidad, asi como altas concentraciones de Mn durante el
embarazo, pueden tener efectos adversos en el desarrollo neurologico de infantes [15] [14]. Otros
de los impactos del mancozeb son la reduccion de la tasa de sobrevivencia y reproductiva en
invertebrados terrestres [27]; inhibicion de la espermatogénesis e irrupcion hormonal gonadal en
ratas macho [12]; efecto toxico en cultivos de cebolla [28]; acumulacion de metales en células
humanas del colén [13] y aumento en la incidencia de tumores en el sistema nervioso humano
[29]; entre otros. Por otra parte, el ETU tiende a acumularse en los cuerpos de agua por lo que

requiere de una fuerza externa para ser degradado [24].
3.3. ACIDO ETILENDIAMINOTETRAACETICO (EDTA)

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (ver Figura 3) es un acido tipo aminopolicarboxilico y
un sélido incoloro soluble en agua. EI EDTA es un agente quelante bastante comun que se ha
utilizado en aplicaciones industriales y domésticas. Es empleado en diversas industrias como la
fotogréfica, manufactura de textiles y de papel [30]. En la industria de quimicos de limpieza su
uso es amplio, pues las funciones que puede realizar en estas sustancias cubren un gran rango. Este
acido se ha utilizado para sustituir el uso de fosfatos en los detergentes y prevenir la precipitacion

de los metales en las mezclas [30], [31]. También lo utilizan para prevenir la turbidez del



detergente, la formacion calina, estabilizar el cloro perborato, evitar la precipitacion de detergentes

liquidos durante su almacenamiento y la interaccion de los abrillantadores 6pticos con cobre [31].
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Figura 3. Estructura del acido etilendiaminotetraacético (elaboracion propia).
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Por otra parte, el EDTA también es un importante descontaminante de reactores nucleares. Cuando
los residuos radioactivos son tratados con EDTA se forman complejos metalicos radioactivos de
gran fuerza y altamente moviles [32]. En el caso de la agricultura, su uso también se ha
popularizado. Se utiliza en herbicidas, en fertilizantes para asegurar que los micronutrientes se
mantengan solubles; incluso en la comida, para inhibir la oxidacion enzimatica (cuando los

alimentos toman un color café) [31].

Por si mismo, el EDTA es relativamente inofensivo para los seres humanos por su baja toxicidad,
sin embargo, su habilidad para crear complejos metélicos puede tener efectos perjudiciales en el
ambiente. Por ejemplo, su efecto en las aguas residuales puede dificultar la remocidn de metales
pesados por procesos convencionales de precipitacion, al incrementar en gran medida la
solubilidad de los iones metalicos [30]. También, su presencia en aguas residuales puede
incrementar los niveles de plomo y zinc hasta en un 200% [32]; ademas de tener un impacto
negativo en los tratamientos bioldgicos de las plantas de tratamiento al remover los metales

esenciales disponibles para las bacterias [33].



En la actualidad, es de gran interés ambiental la degradacién de este compuesto por diversas
razones. Su degradacion microbiana es relativamente pobre y toma lugar solamente bajo
condiciones especiales, es decir, no es facilmente biodegradable [30]. Se han encontrado
concentraciones tanto en rios y lagos [30], lo cual es alarmante ya que los procesos de
potabilizacién del agua no son efectivos, debido a que tampoco se degrada por tratamientos con
cloro o algun otro desinfectante [33]. Cuando comienza a degradarse, genera diversos compuestos
recalcitrantes y se ha determinado que es un compuesto dificilmente retenido por los filtros de
carbon [30], [33].

3.4. BIOCARBON

El biocarbon se define como el conjunto de los compuestos organicos de carbon sélidos, derivados
de una biomasa pirolizada, proveniente de distintas fuentes en una atmdsfera limitada o libre de
oxigeno [34]. Generalmente son porosos, ricos en carbono y sus propiedades fisicoquimicas
pueden variar enormemente segun la fuente de materia organica seleccionada y los parametros
utilizados en el tratamiento de pirdlisis [35]. La composicién del biocarbén es altamente
heterogénea, con componentes tanto estables como inestables [36]. En la Tabla 1 se presenta la
relacion relativa de los compuestos principales encontrados en los biocarbones, tomando en cuenta

distintas materias primas y condiciones de pirolizacion.

Tabla 1. Rango de proporcion relativa de los cuatro componentes principales del biocarbdn
(porcentaje en peso) que se encuentran comunmente en una variedad de materias primas y

condiciones de pirolizacion.

COMPONENTE PROPORCION (%)
Carbono fijado 50-90
Materia volatil 0-40
Contenido de humedad 1-15
Cenizas 0,5-5

Tomado de: [36]



El contenido de cenizas es de gran importancia para determinar la calidad del biocarbdn. Este
depende de la materia primay el proceso utilizado, en su mayoria son sustancias minerales (arcilla,
silice, entre otros) [37]. Se han realizado estudios recientes que prueban la capacidad de los
biocarbones de aceptar o donar cantidades considerables de electrones desde y hacia su entorno
por medio de procesos abidticos o microbioldgicos [35]. También se ha evidenciado que utilizar
como materia prima una biomasa alta en contenido de ceniza produce biocarbones con capacidad

de intercambio catidnico mayores [34].

El principal atractivo del biocarb6n es su gran area superficial y su correspondiente superficie
quimica, caracteristicas que le permiten una gran capacidad de sorcion de nutrientes,
contaminantes y gases [35]. La materia prima seleccionada y las condiciones del proceso son los
factores principales en la determinacion de la distribucion del tamafio de poro y, por lo tanto,
también de su area superficial total [36]. La clasificacion del tamafio de los poros en el biocarbon
se hace en referencia al diametro interno (DI), conociéndose como macroporos si DI > 50 nm,

mesoporos si 2 nm < DI <50 nm y microporos si DI < 2nm [38].

En este estudio se utilizé el biocarbon de bambi producido por el Carbotec; un carbonizador
portatil de bajo costo, disefiado y construido en el Tecnoldgico de Costa Rica en el afio 2012, con
una capacidad de 0,21 m®. En la Figura 4 se presentan las partes del carbonizador. A continuacion

se presenta la metodologia utilizada para la carbonizacion del bambu, segn Pérez [37].

a. Se colocaron las piezas de bambu en forma vertical; no se pueden dejar espacios libres para
la circulacion de gases, por lo que se rellenan los espacios con trozos pequefios.

b. Se tapo el reactor, se colocé la campana encima y se coloc sobre la chimenea.

c. Se agrego0 lefia bajo el barril a través de la puerta de la campana y se encendio.

d. Se coloco lefia hasta que inicié la etapa autosostenida, proceso en el que se genera la
temperatura de pirolizacion.

e. Se coloco una Ultima carga de lefia cuando los gases que salen por la chimenea
disminuyeron.

f.  Cuando el sistema se enfrig, se retird la campana y se traslado el carbon hasta su lugar de

almacenamiento.
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Figura 4. Partes que conforman el Carbotec.
Tomado de: [37]

En la Tabla 2 se presentan las caracteristicas fisicas del biocarbén de bambd producido por el
Carbotec. El area superficial especifica fue calculada utilizando el método Brunauer-Emmett-
Teller (BET). El volumen de los poros se determiné por el método Barrett-Joyner-Halenda (BJH),

asi como el didmetro promedio de los poros de la curva de desorcion.

Tabla 2. Caracteristicas fisicas del biocarbon de bambd producido por el Carbotec.

AREA SUPERFICIAL VOLUMEN DE LOS DIAMETRO PROMEDIO
ESPECIFICA (m2g?Y) POROS (cm®g?) DE LOS POROS (nm)

37,8 0,002 4,2




El biocarbdén puede ser producido desde un nivel industrial hasta un nivel doméstico, lo que lo
vuelve aplicable a diferentes situaciones socioecondmicas [39]. Esto es de gran importancia, pues
en la actualidad no hay un mercado industrial de biocarbén [40], por lo que se tienen que buscar
las metodologias de produccion que se ajusten al presupuesto. A pesar de que el biocarbdn
utilizado presentd baja area superficial y porosidad, en comparacion a otros biocarbones [38], [41],

el Carbotec tiene la ventaja que tanto su produccion como la del biocarbon es de bajo costo [37].

3.5. DEGRADACION DE CONTAMINANTES POR TECNICAS
ELECTROQUIMICAS

Existe un constante interés en desarrollar nuevas maneras de tratar con los contaminantes
organicos en las aguas residuales [42]. Las plantas de tratamiento convencionales, en general, no
han sido disefiadas para tratar con compuestos tan complejos como tintes, farmacos, plaguicidas,
entre otros [43], [44]. Como resultado, muchos de estos compuestos y sus productos de
degradacion pueden ser encontrados en aguas superficiales o subterraneas, e incluso terminar en

el agua potable a bajas concentraciones [44].

La solucién a este problema se resume facilmente en que los contaminantes organicos, cuya
estructura quimica es compleja, deben ser fraccionados en moléculas mas sencillas y no
contaminantes, de manera que puedan ser dispuestas en los cuerpos de agua, sin afectar
significativamente la fauna silvestre y el ambiente [42]. Por ello se recomienda el tratamiento
electroquimico, pues es capaz de degradar efectivamente compuestos organicos tdxicos en

distintos tipos de agua residual [45]-[47].

Existen tres principales procedimientos electroquimicos que se pueden clasificar segin sus vias de
reaccion: oxidacion electroquimica, reduccion electroguimica, y otras técnicas combinadas [48].
En los procesos convencionales de electroxidacion, los contaminantes pueden ser degradados por
dos técnicas: (i) oxidacion directa y (ii) oxidacion indirecta. En la oxidacion directa el
contaminante es oxidado por la transferencia de electrones de un material anodico [43]. En muchos
casos, la oxidacion directa es limitada por la transferencia del contaminante en la superficie del
electrodo y es generalmente, resuelta por el disefio del reactor y utilizando electrodos porosos que

permiten el paso de flujo [49].



Por otra parte, en la oxidacion indirecta la transferencia de electrones es intermediada por especies
oxidantes como el radical *OH y cloro activo [43], [47]. También se ha optado por el uso de
disoluciones electroquimicamente activas (ECAS) como donadores de electrones [50]. Los
procesos de oxidacion electroquimica son mas utilizados y estudiados para la degradacion de
compuestos; sin embargo, los tratamientos electroreductivos también estan ganando interés pues
tienen el potencial de reciclar o recuperar parcialmente los quimicos a tratar [51]. En el caso de la
electroreduccién, la seleccion del material catddico es clave ya que determina la via de la reaccion,

la selectividad y el consumo de energia del proceso [51].

En la aplicacion de tecnologias electroquimicas, es de gran importancia reducir los tiempos de
tratamiento y optimizar las condiciones de operacion a fin de obtener un buen resultado de
remocion que represente un tratamiento simple y de bajo costo [52]. Por esta razon, se ha
incentivado la combinacion de los métodos electroquimicos con otros tratamientos, tales como
electro-Fenton, foto-electro-Fenton, sono-electro-Fenton [53], [54], oxidacién avanzada UV/H20;

[55], electro-ozonacidn [56], electroxidacién con H2O; [52], entre otros.

El tratamiento de oxidacion electroquimica ha ganado popularidad en el tratamiento de aguas
residuales por sus diversas ventajas. Entre las que se mencionan su facilidad de implementacion y
operacion [43], [47], [49], el que no necesita la adicion de nuevos quimicos [43], [47]; su gran
capacidad oxidante que le permite obtener altas eficiencias de remocion [43], [57]; el desarrollo y
mejora de nuevos materiales para anodos tiende a mejorar su eficiencia energética, lo que lo vuelve
ambientalmente compatible [43], [47], [57], [58]; es un proceso versatil y seguro [47], [58]; la
facilidad para inmovilizar los electrodos y que el costo de los equipos no es tan alto [49].

En cuanto a los electrodos, es bien sabido que el material es un factor primordial en el desarrollo
de las técnicas electroquimicas y en la efectividad de la oxidacién [45]. Para oxidar compuestos
organicos en el agua residual, el material anodico debe tener un potencial de evolucion de oxigeno
alto [46]. Entre los electrodos mas comunes se mencionan anodos de platino (Pt), 6xido de rutenio
(IV) (RuOy2), oxido de plomo (1V) (PbO2), oxido de estafio (1V) (SnO2) y el diamante recubierto
de boro (BDD), este tltimo es el méas utilizado debido a su gran capacidad quimica, estabilidad y
larga vida dtil, aunque es de alto costo y tiene limitaciones para ser aplicado a gran escala [46],
[57].



Como alternativa a los anodos tradicionales, se ha implementado el uso de electrodos de carbono
debido a su alta sensibilidad, ventana de potencial amplia, inercia quimica, fuerza duradera y bajo
costo [59], [60]. El principal problema asociado con los electrodos comerciales de carbon es la
adherencia del analito o de los intermediarios formados durante la reaccién electroquimica en su
superficie [59]. Por ello, sea sustituido su uso por electrodos de lapiz de grafito (PGE, por sus
siglas en inglés), ya que tienen un gran nimero de ventajas como su gran reactividad
electroquimica, buena rigidez mecanica, facil modificacion, reproducible, baja toxicidad, alta
estabilidad, calidad uniforme y extremadamente econémico [59]-[61]. Los PGE cuando se
combinan con técnicas voltamétricas mas sensibles y exactas, tales como onda cuadrada o
voltametria de pulso diferencial, pueden llevar a una técnica de analisis muy atractiva [60]. Por

esta razon, se decidio el uso de PGE en este estudio.



4. MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se describen en detalle los procedimientos realizados en el presente estudio. En la
ruta de investigacion, se inicié con el disefio y fabricacién de una columna de biocarbon que
permitiera un flujo continuo, asi como una conexion para aplicar pulsos eléctricos. Posteriormente,
se procedié a evaluar la capacidad del método electroquimico para degradar mancozeb en la
columna. Las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Sintesis y Quimica Aplicada y en el
Centro de Investigacion y de Servicios Quimicos y Microbioldgicos (CEQIATEC) del

Tecnoldgico de Costa Rica.

4.1. MATERIALES

Mancozeb 94% (m/m) (estdndar analitico, PESTANAL®) adquiridos a Sigma-Aldrich (San José,
Costa Rica). Mancozeb 80% (m/m) (grado comercial: Titan 80 WP) comprado en Dow Agro
Sciences (San José, Costa Rica). Acido etilendiaminotetraacético tetrasddico (EDTA) de grado
analitico comprado en Sigma-Aldrich (San José, Costa Rica). Biocarbon de bambld Guadua

Angustifolia obtenido del Tecnoldgico de Costa Rica (Cartago, Costa Rica).

4.2. PREPARACION DEL BIOCARBON

En el laboratorio, el tamafio del biocarbdn fue reducido en un molino automatico. Seguidamente,
el material particulado fue tamizado en una configuracion de tamices compuesta por mallas de 710
pm, 500 pm, 355 pm y 250 pm (Tabla 3). Se selecciono el biocarbdn retenido por la malla de 355
pum, debido a que su tamafio es lo suficientemente grande para no impedir el paso de disolucion
dentro de la columna y lo suficientemente pequefio para que haya gran area contacto entre las

particulas.

Tabla 3. Distribucidn de tamario de las particulas del biocarbén.

TAMANO DE PARTICULA (um) PROPORCION (%)

>710 12
710-500 26




TAMANO DE PARTICULA (um) PROPORCION (%)

500-355 19
355-250 31
<250 12

Cualquier particula fina que se encuentre atrapada dentro del biocarbdn podria tener un impacto
en el estudio, por lo que se procedié a realizar la limpieza del material consistente de dos pasos:
(1) tamizado en seco para remover particulas finas, seguido por (2) un tamizado humedo con agua
desionizada para eliminar cualquier fraccion de material fino restante [62]. Ambos procesos de
tamizaje fueron realizados con una malla de 150 um. Luego de ser lavado, el biocarbdn fue secado
a 65°C hasta sequedad.

4.3. PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES DE MANCOZEB

Las disoluciones de mancozeb se prepararon diariamente al disolver una cantidad medida
gravimétricamente del componente, en una disolucion de EDTA (3%) y agua ultra pura a pH 7.
Las disoluciones se mantuvieron en la oscuridad a 4+1 °C hasta su uso. Las disoluciones de
mancozeb se denominaron como MNZx, donde x = 0 a 100 uM dependiendo de la concentracion,

segun previas experiencias [23].

4.4. CONFIGURACION DE LA COLUMNA

En la Figura 5 se muestra la configuracion de la columna utilizada en este estudio. Esta consiste
en una columna de vidrio con un diametro interno de 1,4 cm y un largo de 26 cm. Para evitar que
el biocarbdn se filtrara en el efluente y obstruyera la malla de vidrio en el fondo de la columna, se
colocé una capa de 2 cm de algodon. Debido a la baja densidad del biocarb6n en comparacién a
otros materiales como suelo, el biocarbon no se empaco en la columna por peso, se empaco a la
longitud equivalente a 10 g de arena secada al aire [63], correspondiente a una altura de 8 cm. Para
finalizar el empaque, se colocd una capa de 2 cm de arena (con un tamafio de particula entre 1500-

100 um), con el objetivo de permitir condiciones de un flujo uniforme a través del biocarbén [62].



A partir de la capa de biocarbdn, se colocd una ldamina de teflon del ancho de la columna; de

manera que se pudiera colocar un electrodo a ambos lados del empaque.

Los electrodos fueron barras de grafito de 4 mm de grosor con cables de cobre adheridos por cinta
de carbdn y resina epoxica. En la parte superior de la columna se coloco un tapon de hule, por el
cual salen los cables de cobre y un codo de 90° para ingresar la disolucion. El influente fue

bombeado por una bomba peristaltica hacia la columna.

2cm de
arena

8cm de
biocarbén

2cm de
algodén

Figura 5. Esquema de la configuracion de la columna (elaboracién propia).



4.5. ENSAYO DE RETENCION

Para la prueba de retencion se agregdé 10 mL de disolucién de mancozeb a 100 uM a la columna 'y
se dejo reposar el sistema por 6 horas (tiempo aproximado en el que las columnas tuvieron contacto
con las disoluciones durante el ensayo estatico). Pasado ese tiempo, se tomd una muestra a la salida

de la columna.

4.6. DEGRADACION ELECTROQUIMICA BAJO CONDICIONES
GALVANOSTATICAS

Un potenciostato Autolab PGSTAT 101 (AUTOLAB, modelo PGSTAT-302, Utretcht, Holanda)
fue utilizado en todos los experimentos de este estudio. Los experimentos de degradacion se
realizaron en disoluciones de mancozeb a 100 uM y disoluciones de EDTA al 3%, tanto en

condiciones de flujo estaticas como dinamicas dentro de la columna.

4.6.1. ENSAYO ESTATICO

Se disefid una configuracion de procedimientos en el potenciostato para aplicar pulsos eléctricos a
las disoluciones dentro de la columna. La configuracién consistio en tres procesos de
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS por sus siglas en inglés) y dos procesos de
ciclovoltometria (CV). Las EIS fueron realizadas con una sefial sinusoidal alterna de 50 mV de
amplitud a potencial de circuito abierto, combinado con un modelo FRA32M [23]. El espectro de
impedancia fue recolectado al escanear el rango de frecuencia de 5 a 10 000 Hz. Las CV se
realizaron con un perfil escalonado, un rango de potencial aplicado de -0,1 a 1 V y una tasa de
escaneo de 0,3 V/s por 50 ciclos cada una. La configuracion se aplicé 6 veces a 10 mL de
disolucién de EDTA vy disolucion de mancozeb (por separado) dentro de la columna. Se tomaron

muestras del efluente de la columna cada 100 ciclos.



4.6.2. ENSAYO DINAMICO

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo estéatico, se disefio el ensayo dinamico.
Se aplicaron pulsos de 0,100 A mientras se bombeaban 30 mL de disolucion de mancozeb y 10
mL de disolucién de EDTA (por separado) dentro de la columna. En total se emplearon 50 pulsos
con una duracion de 2,85 s; tiempo que le toma a 1 mL de disolucion atravesar la columna con un
flujo de 0,35 mL/s. Los 2,85 s se dividen en 0,31 s de aplicacion de corriente y 2,54 s para que la
disolucién salga de la columna. Se realiz6 una saturacion previa y posterior con EDTA para
obtener los espectros de impedancia antes y después del tratamiento electroquimico; el cual se
obtuvo bajo las mismas condiciones que en el ensayo estatico. Se tomaron muestras de 10 mL del

efluente de la columna mientras el experimento estaba en progreso.

4.7. METODO DE ANALISIS

Se determinaron las absorbancias de las muestras de EDTA y mancozeb utilizando un
espectrofotdbmetro UV-Vis (Thermo Scientific, model: Genesys 10 S, Waltham, MA, USA) a una
longitud de onda de 283 nm. Adicionalmente, el espectro de absorcion de las muestras se midio
en un rango de 200 a 400 nm. Las lecturas de las muestras se realizaron en una celda de cuarzo

con una trayectoria dptica de 1 cm por quintuplicado.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ENSAYO DE RETENCION

El ensayo de retencidn se realiz6 para evaluar a capacidad del biocarbdn de retener fisicamente el
mancozeb. Se obtuvo la curva de calibracion de concentracion del mancozeb al utilizar los valores
de absorbancia a 283 nm. Se obtuvo un valor R? de 0,99 para la concentracion maxima de 100
UM, Utilizando el ajuste lineal, la curva de calibracion tuvo un intercepto de 0,6428 unidades
arbitrarias (U.A) de absorbancia y una pendiente de 0,0271 U.A/uM.

En la Figura 6 se presenta la diferencia en la concentracion del mancozeb luego de 6 horas de
contacto con el biocarbédn de la columna. Se aprecia como la concentracion inicial disminuye de
100 a 45,32 uM. Ya se ha demostrado la capacidad del biocarbdn en inmovilizar y retener sélidos
suspendidos totales, nutrientes, metales selectos y otros tipos de contaminantes por lo que estos

resultados concuerdan con investigaciones previas [62], [63].
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Figura 6. Concentracion (uM) inicial y final de la disolucién de mancozeb en el ensayo de retencion.

Recuadro: absorbancia UV del mancozeb en funcion de la concentracion.



5.2. ENSAYO ESTATICO

En la Figura 7 se presentan los resultados de la CV del mancozeb 100 uM en condiciones estaticas,
asi como su espectro de absorbancia. La figura 7.a muestra como la columna de biocarbén junto
con la disolucion de mancozeb generan una matriz conductora que ofrece las condiciones
necesarias para gque se dé la degradacion electroquimica. Por otra parte, el espectro de absorbancia
de la disolucion de mancozeb indica que su punto maximo de absorbancia se encuentra en la

longitud de onda a 283 nm (figura 7.b).
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Figura 7. a) Ciclovoltometria del mancozeb en condiciones estéaticas y b) su espectro de absorbancia.

La carga aplicada, tiene un papel importante en los procesos de degradacion, pues el nimero de
electrones involucrados en la reaccion es medido en términos de carga total (q) [64]. En la Figura
8 se presenta la carga acumulada aplicada durante la CV de la disolucion de mancozeb en
condiciones estaticas en funcion de la cantidad de ciclos aplicados. Se observa que el aumento de
la carga inyectada al sistema no presenta una tendencia continua en cada grupo de ciclos, lo que
puede atribuirse a cambios en el area de los electrodos, reduccion de los iones disponibles y/o

menor cantidad del analito.
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Figura 8. Carga acumulada aplicada (mC cm-?) en funcién del nimero de ciclos para la disolucién de

mancozeb en condiciones estaticas.

En la Figura 9 se muestra la absorbancia de la disolucién de mancozeb en relacion a la carga
acumulada que se aplicé al sistema. Los resultados de la CV indican que hasta alcanzar una carga
aplicada aproximada de 172 mC cm™ se da una disminucion de la absorbancia registrada por la
disolucién de mancozeb. Esta disminucion representa la degradaciéon electroquimica de la
sustancia presente en el sistema. Sin embargo, en los ciclos posteriores se da un aumento gradual
de la absorbancia. Este comportamiento podria indicar la aparicion de un producto cuyo espectro
de absorbancia se traslapa con el espectro del mancozeb. Por este motivo, no se puede calcular la

concentracion del mancozeb resultante de este ensayo.
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Figura 9. Absorbancia (UA) en funcién de la carga acumulada (mC cm2) para las disoluciones de

mancozeb (linea sélida) y EDTA (barras).



Por consiguiente, se aplico el mismo analisis ciclovoltométrico a la disolucion de EDTA (3%) sin
presencia del analito mancozeb. En la Figura 10 se aprecia como la columna de biocarbén y el
EDTA genera una matriz conductora, de igual manera que el mancozeb. Para la disolucion de
EDTA también se obtuvieron los valores de absorbancia en relacion a la carga acumulada aplicada
al sistema (Figura 9). Se observa que al no aplicarse corriente no hay absorcion del EDTA,

mientras que dicha absorbancia aumenta conforme mas carga se aplique.
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Figura 10. Ciclovoltometria del EDTA en condiciones estaticas.

Segun la Figura 11, la carga aplicada al sistema tampoco tiene un aumento constante conforme se
aplican mas ciclos; lo que indica la reduccion de los iones disponibles y/o de la cantidad del EDTA.
Este comportamiento permite asumir que el aumento en la absorbancia de las mediciones de la
disolucién de mancozeb es causada por la formacion de una sustancia producto de la degradacion
del EDTA.
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Figura 11. Carga aplicada (mC c¢cm) en funcion del nimero de ciclos para la disolucion de EDTA.



Para la identificacion del producto de la degradacion del EDTA que se estaba generando, se
procedié a medir el espectro de absorbancia de la muestra de EDTA luego del proceso de CV (es
decir, después de aplicar 600 ciclos). Como se presenta en la Figura 12, la disolucién de EDTA
sin ningun proceso electroquimico aplicado, muestra una sefial de absorbancia casi entre los 230
y 320 nm. Mientras que la disolucién de EDTA degradado tiene su punto maximo en 268 nm. La
mejor manera para identificar el producto formado durante el proceso de degradacion es
comparando los espectros de absorbancia de los compuestos mencionados en el mecanismo de

degradacién electroquimica del EDTA.

Abs (UA)

240 260 280 300 320 340

Longitud de Onda (nm)

Figura 12. Espectro de absorbancia UV-Vis de la disolucion de mancozeb 100 uM (linea negra

continua), EDTA (3%) (linea gris continua) y EDTA después de 600 ciclos (linea punteada azul).

No se pudo determinar un mecanismo de degradacién electroquimico del EDTA en la literatura,
por lo que en este estudio se utiliza el esquema de mecanismo de degradacion fotocatalitico del
EDTA (Figura 16) segin Babay et al. [33]. Este estudio resulta una opcion viable, ya que los
mecanismos asociados a la degradacion fotocatalitica del EDTA son muy complejos,
especialmente por la cantidad de intermediarios que pueden formarse durante la reaccion, ademas

de la formacion de intermediarios recalcitrantes que vuelven mas compleja la mineralizacion total

[30], [33].

Siguiendo el mecanismo anteriormente mencionado, se hizo una revision bibliografica de los
espectros de absorbancia de los siguientes compuestos: acido inmunodiacético (IMDA), glicina,
acido glioxilico, &cido glicdlico, acido oxamico, acido oxalico y &cido férmico. Se encontrd que



de dichos compuestos, la glicina tiene el punto maximo de absorbancia mas cercano al mancozeb,
siendo este a 280 nm (Figura 17) [65]. La glicina (Figura 14) es de los aminoacidos mas
importantes, simples y no esenciales en seres humanos y muchos otros mamiferos [66]. Su funcién
principal es como neurotransmisor inhibitorio de muchas interneuronas en la médula espinal,

tronco encefalico, y otras partes del cerebro donde se den procesos de motora [67].

Segun el mecanismo de degradacion del EDTA, la glicina esté entre los primeros compuestos en
los que se degrada esta sustancia. Asi mismo, la glicina se menciona como uno de los productos
menores en la degradacién de mancozeb [23]. Por ello, se sugiere que el producto encontrado en

el ensayo estatico es glicina.

Aun cuando la glicina es un aminodacido simple, el exceso de concentracion puede ser toxico para
los vertebrados en las Gltimas etapas de desarrollo, generando defectos en la motora, en el sistema
respiratorio, e incluso la muerte [68]. Del mismo modo se ha encontrado que concentraciones de
al menos 10 mM de glicina causan una marcada hiperexcitabilidad y neurotoxicidad en cultivos
del hipocampo de los humanos [69]. Teniendo esto en cuenta, se debe considerar también la

neutralizacién de los productos que se generen de la degradacion del EDTA.

En el caso de los amino&cidos, estos pueden ser fermentados por bacterias anaerobias. Estas
bacterias pueden ser clasificadas en 5 grupos (I-V) (Tabla 5) basados en su intervencién en las
reacciones de Stickland (dos aminoacidos que actian como donador y receptor de electrones para
degradarse) y los aminoacidos que normalmente utilizan. La glicina puede ser fermentada por los
organismos presentes en los grupos | y Il [70]. Se ha encontrado evidencia de la reduccion de
concentracion de los aminoécidos en los efluentes de las plantas de tratamiento municipales [71].
Esto indica que los aminoacidos, principalmente la glicina, seran degradados si son descargados

en un sistema de tratamiento anaerobio de aguas residuales.

5.3. ENSAYO DINAMICO

En la Tabla 4 se muestra la absorcion de las muestras del efluente de la columna. La muestra
EDTAL corresponde a la fraccion de disolucion de EDTA que se hizo pasar por la columna antes

de la aplicacion de corriente y que se mantuvo alli hasta que el ensayo dio inicio. Las muestras de



MNZ (1-3) corresponden a los 30 mL de disolucion de mancozeb que se bombearon en la columna.
Por altimo, la muestra EDTAZ2 corresponde a los 10 mL de disolucion de EDTA que se hicieron

pasar al final.

Tabla 4. Absorcion de las muestras de mancozeb y EDTA para el ensayo dinamico.

CODIGO ABSORBANCIA (U.A)
EDTA1 0,239 + 0,002
MNZ1 2,231 + 0,002
MNZ2 2,850 + 0,003
MNZ3 2,989 + 0,005
EDTA2 0,994 + 0,004

Como se menciono en el ensayo estatico, la disolucion de EDTA no presenta absorbancia alguna
a los 283 nm sin recibir estimulo eléctrico. Sin embargo, las muestras EDTAL y EDTA2 presentan
una lectura de absorbancia mayor a cero. Esto se debe a que las muestras se les aplicé la corriente
de 0,100 A lo que genero una degradacion del EDTA. Se aprecia que la absorbancia de la muestra
EDTAZ2 es mucho mayor que la de EDTAL, pues esta tuvo un tiempo de retencién mayor en la

columna mientras se aplicaba la corriente.

Por otra parte, la muestra MNZ1 es la que presenta la menor absorbancia entre las muestras de
mancozeb. El valor de absorbancia bajo se debe probablemente a un remanente de EDTA de la
fraccién anterior que diluy6 la concentracion de la muestra. En el caso de MNZ2 Y MNZ3, los
valores de absorbancia no varian en gran manera uno del otro. Lo cual podria ser indicador de la
degradacion consistente del ensayo. No obstante, los valores no disminuyen comparados a la

absorbancia de la disolucion original, la cual fue de (3,171 = 0,009) unidades arbitrarias (U.A).

Los resultados previos evidencian que efectivamente se realiza una degradacion del mancozeb por
efecto del proceso electroquimico, sin embargo, la absorcion que presentan los subproductos de la
degradacion del EDTA en el rango de estudio hacen que la técnica UV-Vis no sea selectiva para
el mancozeb. Por esta razon, no es posible estimar la degradacion especifica obtenida por la

metodologia empleada.



En cuanto a los analisis de EIS (Figura 13), se evidencia que durante el ensayo estatico la
resistencia eléctrica de contacto (Rc) ejercida por el biocarbon se mantuvo constante (Rc = 23 Q),
lo que indica una estabilidad del biocarbon como sustractor de electrones. También se logra
apreciar la resistencia de transferencia (Rre) de electrones con una magnitud de 7 Q seguido de un
sistema difusivo [11]. Por otro lado, en el ensayo dinamico se observa que la resistencia de contacto
(R¢) del sistema dinamico esta cercano a los 35 Q. Mientras que la resistencia de transferencia de
electrones (Rre) no se logra apreciar, debido al dominio de los fenémenos de difusion asociados al

sistema en movimiento.
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Figura 13. Espectroscopia de impedancia electroquimica en el ensayo estatico (cuadros), asi como EIS
previa (circulos) y posterior (tridngulos) al experimento de degradacion en el ensayo dindmico.



6. CONCLUSIONES

La degradacion electroquimica realizada en conjunto con biocarbon, es un tratamiento complejo,
en los que interactian distintos procesos, como la sorcion/desorcion de los contaminantes y la

electroxidacion de los mismos.

La metodologia utilizada tanto en el ensayo estatico como en el ensayo dinamico demostrd tener
un amplio rango; ya que no se enfoca Unicamente en la sustancia objetivo (mancozeb), sino que

tiene la capacidad de degradar otras moléculas organicas cargadas presentes en el influente.

Se dio la degradacion de mancozeb y EDTA en ambos ensayos de degradacion; no obstante, en el
ensayo estatico se pudo identificar que la degradacion del EDTA se vuelve significativa a partir

de la aplicacion de una carga de 243 mC cm aproximadamente.

Se evidencio que el biocarbén de bambu producido por el Carbotec, ademas de tener la funcién de
sustractor de electrones en el tratamiento electroquimico, posee una gran capacidad de reducir la
concentracion de la disolucion de mancozeb. Se puede concretar que se da una retencién
significativa por parte del biocarbdn a pesar de su baja area superficial y porosidad comparado a

otros biocarbones.

Durante los ensayos estaticos y dindmicos se demostrd la generacion de productos por la
degradacion electroquimica del EDTA. Se sugiere que este producto es glicina, la cual puede ser

tratada por sistemas de tratamiento anaerobios convencionales de aguas residuales.

El tratamiento electroquimico empleado con biocarbdn demostro tener potencial para ser utilizado

como método de tratamiento primario en la remocién de mancozeb en agua residual.



7. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis por cromatografia liquida de ultra-alta resolucion/masas (UHPLC-MS) para
establecer la cinética de degradacion del mancozeb, al aislar la concentracidn de glicina presente
en las muestras. También, se recomienda este analisis para establecer si se da la produccion de

ETU durante la degradacion del mancozeb al seguir la metodologia empleada.

Realizar un andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) del biocarbon recuperado
de las columnas, para establecer las concentraciones de manganeso y zinc remanente en el material

y el contenido de cenizas.

Evaluar la capacidad de degradacion del metodo en otro tipo de moléculas organicas cargadas,
como farmacos; de tal manera que se pueda crear un sistema integral que permita la degradacion

de més contaminantes organicos emergentes en sistemas de tratamiento domésticos o agricolas.
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9. ANEXOS
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Figura 14. Estructura quimica del aminoacido glicina (elaboracién propia).

Figura 15. Caracterizacion inicial del biocarbén en tiempo 0.



z
10. APENDICES
Il(l()CC[I:\N o [!CHEN/E{H]C{]OH
HOOCCH” EDTA ~CHzCOOH
h* or HO*
fal,r’/{gjlxh‘“*a{i]
— T H
o 0

Figura 16. Posible mecanismo de degradacion fotocatalitica del EDTA. *Productos identificados.
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Otros productos detectados: amonio y formaldehido.

Tomado de: [33]
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Figura 17. Espectro de absorbancia para diferentes composiciones de glicina (lineas sélidas) y glicil-
glicina (lineas punteadas) en 0,0005 mol kg-1 cloranfenicol.

Tomado de: [65]



Tabla 5. Clasificacion de bacterias anaerobias que degradan aminoacidos.

Group Sspecies

Enzyme production®

Amino acids utilised

Characteristics

I

IV

C. bifermentans

C. sondellii

C. botulinum types A, B, F
C. caloritolerans

C. 5rOgeEnes

C. cochlearium — one straimn.

C. difficile

C. pufrificemm

C. stickiandii

C. phomi

C. mangenotii

C. scatologenes

C. litusehurense

C. aerfoetidum

C. Bubyricum

C. capryicum

C. carnafoetidum

C. indolicum

C. muitelmmanii

C. saprrotericam

C. valerignicim

C. botulinum tpes C
C. histolvticim

C. cochlearinm — oRe strain
C. subterminale

C. botulinum types G
P, angerobius

P variabiliz

P micros

C. cochlearinm — one sirgimn.

C. tefani

C. refanomorphim
C. lenfopritrescens
C. limosum

C. malenomenalim
C. microsperum

C. perfringens

C. Butyricum

P asaccharobticns
P prevotii

P activiis

C. putrefaciens

C. propicmicium

protenfsaccharolytic
protensaccharolytic
protenfsaccharolytic
protensaccharolytic
specialist
saocharolyvtic
protensaccharolytic
specialist
protenlytic
proteclytic
saccharolytic
protendsaccharolytic

saccharolytic

protendsaccharolytic
proteclytic
specialist
proteclytic
Specialist
Proteolvtic
Saccharolytic
proteclytic
specialist
protenfsaccharolytic
saccharolytic

protenlytic

specialist

proline, serine, arginine, glvcine,

leucine, isoleucine, valine,
ornithine, lysine, alanine,

cysteine, methionine, aspartate,

threonine, phenylalanine,

tyrosing, tryptophan, and
glutamate

glvcine, arginie, histidine and
lysine

glutamate, serine, histidine,
arginine, aspartate, threonine,
tyrosing, tryptophan and
cysteing

sering and threonine

alanine, sering, threonine,
cysteine and methionine

organism that carry out Stickland
reaction;

proline utilised by all species;
S-aminovalerate,
oe-aminobutyrate and
p-aminobutyrte produced.

glycine used by all species;
f-aminovalerate not produced,

f-aminovalerate nod produced:;
histidine, serine and glutamate
used by all species.

f-aminovalerate not produced

f-aminovalerate not produced

Tomado de: [70]
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