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RESUMEN

La aplicacion de bioindicadores en el campo de la digestion anaerobia no esta muy extendida
y por lo general se queda en experiencias de laboratorio con objetivos meramente
investigativos. En este trabajo, se ha querido llevar estos bioindicadores a otro nivel,
demostrando que son Utiles herramientas para la gestion de reactores anaerobios en el
tratamiento de aguas residuales urbanas e industriales. Se han aplicado bioindicadores en
diferentes inoculos para conocer su comportamiento y asi poder desarrollar un protocolo de
mantenimiento predictivo de anticipacion a los problemas que puedan existir en digestores
anaerobios. Esto tiene un contenido econémico y ecoldgico de un gran calibre, ya que hasta
ahora esto se ha hecho de manera rutinaria con indicadores fisicoquimicos que no permiten
prever situaciones no deseadas, cuando el problema ya ha aparecido.

Se han utilizado como bioindicadores la actividad hidrolitica especifica (AHE), la actividad
acidogénica especifica (AAE) y actividad metanogénica especifica (AME). Como
bioindicadores moleculares se han utilizado la extraccion de ADN, la identificacion de acido
ribonucleico ribosomal 16s (ARNr 16S) la coenzima A metilo (mcrA) y la adenosina
fosfosulfato reductasa alfa (aprA). La primera etapa de la investigacion ha consistido en
optimizar los métodos de las actividades especificas, para lo cual se experimentaron con
variables como la agitacion de viales, la adicion de nutrientes y tiempo de medicion.
También se ha optimizado el método de extraccion de ADN, probando diferentes vias de
purificacion de las muestras de in6culos anaerobios que contienen una gran concentracion
de impurezas.

Luego teniendo estos dos métodos a punto, se realizd la segunda etapa de la investigacion
que consistid en la aplicacion de las actividades especificas y la extraccion de ADN en cinco
indculos anaerobios, realizando paralelamente andlisis fisicoquimicos y mediciones
periodicas de metano para cuantificar las actividades especificas y correlacionarlas con los
parametros fisicoquimicos. Por su parte, en la tercera etapa de la investigacion, se aplicaron
todos los bioindicadores en tres indculos diferentes del laboratorio del IRTA (Instituto de
investigacion y tecnologia agroalimentaria) con el objetivo de obtener una muestra
representativa para obtener informacion genética. En esta Gltima etapa, primero se realiz6 el
ensayo de actividades especificas, luego de un tiempo de medicion de metano se tomaron
las muestras para la extraccion del ADN, para finalmente realizar el anlisis genético por
medio de la Quantitative Polimerasa chain reaction (QPCR).

Se ha encontrado que la fase limitante para los indculos estudiados fue la metanogénica, la
actividad hidrolitica y la actividad acidogénica obtuvieron mejores resultados. Se han
obtenido correlaciones positivas entre las actividades especificas y los parametros
fisicoquimicos y entre las actividades especificas y los bioindicadores moleculares. Se
evidencid también como la produccién de metano esta correlacionada con los bioindicadores
moleculares, ya que los indculos que tenian méas produccion de metano eran los que tenian
mas concentracion de ADN. Estas correlaciones nos han ayudado a establecer que estos
bioindicadores pueden complementarse con los parametros fisicoquimicos para entender
mejor el estado y la actividad del indculo. Se ha comprobado que los bioindicadores
moleculares son herramientas muy interesantes que permiten saber de la abundancia relativa
y la actividad de las poblaciones microbianas en indculos anaerobios. Finalmente, se
desarrolla una guia de como utilizar estos bioindicadores en un biomantenimiento y
biocontrol, que exponen soluciones practicas y bioldgicas en los reactores anaerobios.

10



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

11



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

1. INTRODUCCION

12



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

13



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

1.1 Enfoque de la Investigacion

Recientemente, la digestion anaerobia se hace mas interesante en varios sectores de la
economia debido principalmente al biogas que se obtiene generalmente de residuos liquidos
y sélidos. Esta tecnologia tiene la gran ventaja de ser sencilla y trabajar muy bien a pequefia
y gran escala. Cada dia es mas usual, que las grandes estaciones depuradora de aguas
residuales (EDARs) utilicen la digestion anaerobia para obtener beneficios energéticos del
biogas, pero si algun digestor llegara a fallar la reduccion de beneficios econémicos seria
significativa.

Los substratos que alimentan los reactores anaerobios en la mayoria de los casos son residuos
solidos que tienen un alto contenido de materia organica, sus caracteristicas son variadas lo
que hace mas facil su mezcla para acelerar y aumentar la produccion de biogas. Mezclar
substratos provenientes de diferentes fuentes se denomina codigestion, que no es mas que la
generacion de biogas mediante la digestion de varios residuos. La codigestion anaerobia
permite la gestion de residuos orgéanicos de alta carga, como residuos agroalimentarios, lo
que conlleva a que los reactores anaerobios sean mas vulnerables y requieran de un mejor
mantenimiento predictivo y de averias. Ultimamente, se utilizan digestores de alta velocidad
algunos en régimen terméfilo, para obtener una mayor produccion de biogas, lo que conlleva
a necesitar mantenimientos mas completos con una mejor rapidez de prediccion.

Existe una gran variedad de estas mezclas que se han probado e investigado alrededor del
planeta. La codigestion ha sido una herramienta muy importante en la valorizacion de la
digestion anaerobia como fuente de energia, ya que con estas mezclas de residuos se logran
mayores volimenes de biogas, comparadas con las que se realizan con un solo substrato. Por
ejemplo, las empresas que trabajan en la agroindustria, la agricultura, la produccion de
alimentos y bebidas utilizan la digestion anaerobia de residuos menos usuales, de alta carga,
los cuales producen grandes volimenes de biogas. Varios estudios demuestran que la
generacion de biogas ofrece ventajas significativas sobre otros tipos de bioenergia,
calificandola como una de las tecnologias mas eficientes y beneficiosa para el medio
ambiente (Lozanovski et al., 2014). Cuando se usa un residuo para producir energia, se esta
agregandole un valor y eliminando un pasivo ambiental, que de forma incontrolada podria
estar contaminando o contribuyendo al cambio climéatico. Ademas de esto, la legislacion de
fangos actual es mucho mas exigente y su disposicién final requiere un tratamiento mas
complejo.

La digestion anaerobia de residuos genera grandes cantidades de biogas necesarias para
producir importantes volimenes de energia. Como dice Weiland, la digestion anaerobia para
la produccion de biogés a gran escala ha estado en funcionamiento durante muchos afos,
pero muchas cuestiones a nivel tecnoldgico y microbioldgico han sido obstaculos para lograr
un proceso econoémicamente viable (Weiland et al,2010). Sin embargo, las EDARs
encargadas del tratamiento de los vertimientos urbanos y la del manejo del biogas y su
conversion a energia eléctrica han encontrado en el tratamiento de residuos agroindustriales
una alternativa de sostenimiento econdémico. En estas depuradoras, el biogas es almacenado
en un gasémetro para luego suministrarlo en motores de cogeneracion que convierten la
combustion del biogas en energia térmicay eléctrica. Estos sistemas de cogeneracion aportan
energia eléctrica a la depuradora y si existe exceso de biogas, pueden alimentar la red de
energia eléctrica.
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Alrededor del mundo, se ha investigado el comportamiento de los digestores anaerdbicos
para adelantarse a situaciones criticas debido a la alta expansion de esta tecnologia. La
respuesta temprana a fallas en el sistema puede ser muy til para mantener el sistema en
buenas condiciones y anticipar posibles adiciones de sustratos externos. Sin embargo, para
los operadores de las plantas de aguas residuales, es dificil saber el comportamiento de los
sustratos en el indculo. A veces la proporcion de sustratos de la codigestion no es buena y
podria causar la inhibicion en el reactor. En estos casos, los bioindicadores podrian
proporcionar informacidn sobre la compatibilidad de los sustratos y la actividad del in6culo,
evitando posibles episodios de inhibicién que pueden generar una disminucion de la
produccién de biogas.

La produccion de biogas, por ejemplo, es un pardmetro importante, ya que indica el
rendimiento general del proceso. Sin embargo, como expone Boe, no puede usarse para
indicar un desequilibrio del proceso, ya que los cambios en la tasa de produccion de biogas
dependen de la composicion del alimento. Ademas, tiene una baja sensibilidad a la
sobrecarga en comparacion con otros indicadores del proceso, con una disminucion en la
produccion de biogas que a menudo ocurre después de que el proceso se inhibe severamente
0 se descompone. Por lo tanto, no es un indicador efectivo de alerta temprana (Boe, 2006).
La mayoria de los pardmetros habitualmente utilizados, solo pueden revelar el estado actual
del reactor, pero a menudo es demasiado tarde para un control efectivo del proceso una vez
que se alcanzan estados de emergencia. Por ejemplo, las mediciones de s6lidos suspendidos
volatiles (SSV) no diferencian entre la biomasa microbiana y cualquier otro material
orgénico particulado (Hussain, 2015). Tampoco proporciona ninguna informacion sobre la
posible actividad metanogénica de los microorganismos. Varios parametros han sido
adoptados frecuentemente en el monitoreo del proceso, incluyendo pH, potencial redox,
amoniaco, alcalinidad, acidos grasos volatiles (AGV), demanda quimica de oxigeno (DQO)
y la tasa de produccion de biogas.

Se necesita entonces una herramienta que prevenga inhibiciones de los in6culos y que
posibilite también la toma de decisiones rapidamente. Los bioindicadores pueden ser el
instrumento que logre tomar una radiografia de los in6culos anaerobios, que sea confiable y
disponible para operadores de planta. Cuando nos referimos a bioindicadores se habla de
indicadores de origen bioldgico que representan de forma acertada el comportamiento
molecular y/o microbiol6gico de un indculo. Esta informacion podra ser Gtil si existe, por
ejemplo, una sospecha de inhibicion por presencia de sustancias agresivas a los
microorganismos, y ademas para determinar la carga organica que puede soportar un
digestor anaerobio.

Existen también bioindicadores ambientales, que indican en ciertos ecosistemas la presencia
de oxigeno como lo liquenes o la presencia de especies acuaticas, que dan idea de la calidad
del agua. Por ejemplo, Pérez et al, encontraron en procesos de eliminacion de nitrégeno, que
existen importantes poblaciones de flagelados y amebas, los cuales terminan por reducir su
abundancia a medida que disminuye el rendimiento de eliminacion del nitrogeno (Pérez et
al., 2010). En sistema aerobios como el anterior existe bastante investigacion y aplicacién a
nivel industrial del uso de los microorganismos como indicadores en el tratamiento de agua
residual, sin embargo, en sistemas anaerobios existen pocos estudios similares ya que sus
procesos bioquimicos son mas complejos.
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De forma paralela a estos estudios de bioindicacion, se ha realizado esta investigacion
novedosa, utilizando varios tipos de bioindicadores para definir el estado de un digestor
anaerobio. Para la presente investigacion, se utilizé inicialmente las actividades especificas
utilizando ensayos Bach en los cuales se suministra una alimentacion especifica para alentar
el crecimiento de un cierto tipo de microorganismo, midiendo diariamente la produccién de
biogas obtenida. Estas actividades especificas, sefialan la cantidad de materia orgéanica
degradada en términos de produccion de metano siendo una herramienta de andlisis de
comportamiento conocida.

Se han utilizado también bioindicadores moleculares como la extraccion de ADN que indica
la cantidad total de material genético en el indculo, se utilizaron también, la ARNr 16S que
describe la abundancia relativa y actividad de bacteria y arquea, asi como la mcrA que
describe la abundancia relativa y actividad de las metanogénicas y la aprA que describe la
abundancia relativa y actividad de las sulfatoreductoras. Los ensayos de la investigacion se
Ilevaron a cabo en el laboratorio del TAR en la Escuela politécnica de la Universidad de
Sevillay en el laboratorio del IRTA en Caldas de Montbui.
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1.2 Fundamentos de la investigacion

1.2.1 Digestion anaerobia

Por definicion, la digestion anaerobia es la utilizacion de microorganismos, en ausencia de
oxigeno, para estabilizar la materia organica por conversion a metano y otros productos
inorganicos incluyendo diéxido de carbono. Inicialmente los componentes de alto peso
molecular, tales como las proteinas y los polisacaridos, son degradados en sustancias
solubles de bajo peso molecular tales como aminoacidos y azucares, esta etapa es a veces
llamada "fase de licuefaccion". Seguidamente, los nutrientes organicos son convertidos en
acidos menos grasos en una fase de "fermentacion acida", la cual baja el pH del sistema.

Finalmente, en la fase de "fermentacion de metano™ o "metanogénica”, los acidos organicos
son convertidos en metano, didxido de carbono y una pequefia cantidad de hidrégeno. En el
proceso de biodegradacion puede dividirse en cuatro pasos principales; hidrolisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, las cuales se llevan a cabo por la accion
combinada de tres grupos fisiologicos de microorganismos: bacterias hidroliticas-
acidogénicas, bacterias acidogénicas sintroficas y arqueas metanogénicas (Schnirer, 2016).

1.2.2 Etapas de la digestion anaerobia

Para entender més el proceso se debe enfatizar en cuatro etapas del metabolismo necesarias
para la produccion de biogés a partir de residuos organicos (Kiely, 1999). A continuacion,
se explican las cuatro etapas de la digestién anaerobia por rompimiento de macromoléculas,
dando como producto metano como se puede observar en la siguiente figura.

Bacterias hidroliticas-acidogénicas Bacterias Bacterias metanogenicas
acetogenicas | hidrogendfilas y acetocasticas
DESINTEGRACION E HIDROLISIS ACIDOGENESIS ACETOGENESIS METANOGENESIS

. Acidos grasos de
(Grasa:mallcclg;tes ] cadena llarga (AGCL) h}g;an)o
g et Alcohales +
0
8] S
(%] Biogas
=
Z  Hidratos de carbono
ras, azlicares, onosacdridos
<X (Fib i M irid (€0 3)gas
U almidén,...)
3 A
0
0n
] . '}
-l Proteinas Acido propiénico, Jf .
< (Cdrnicas, Aminodcidos Acida butfrico, Bicarbonato (CO.) +H0
E vegetales,...) Acido valérico,... HCOy +H* EALMEE
B
= Commpuestns Compuestos no ;
inorgénicos biodegradables. Nitrogeno

amoniacal
(NH,*)

Inertes

Amonfaco
{NH 5+ H*)

Figura 1. Fases de la Digestion Anaerobia. Fuente: Flotats et al., (2005).
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1.2.2.1 Hidrdlisis

La hidrolisis es un proceso extracelular en el cual la materia organica es degradada a
mondmeros y oligomeros solubles. EI proceso requiere la participacion de las llamadas
exoenzimas unidas a la pared celular que son secretadas por las bacterias fermentativas y
permiten el desdoblamiento de la materia orgéanica. La velocidad de la hidrolisis varia segun
el caracter del compuesto polimérico al que se descompone, por lo que este paso a menudo
se considera limitante, especificamente cuando los materiales lignocelulésicos de plantas o
fangos de las EDARSs se utilizan con materia prima para producir biogas (Azam et al., 2015).

Los microorganismos responsables de la degradacion de estos compuestos como la
lignocelulosa utilizan sistemas enzimaticos extracelulares libres o sistemas enzimaticos
anclados a las células (Lynd et al., 2002). Son bacterias tipicas de este grupo las anaerobias
estrictas (Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus y Bacillus sp.) y las facultativas
(Esterichia Coli y Bacilus sp.), (Lebrato, 1990).

Las proteinas y los lipidos, que a mendo se encuentran juntos en los desechos animales, se
transforman mediante proteasas y lipasas, donde la tasa de degradacion depende de la
estructura quimica, pero también de la solubilidad. Por otro lado, las vias bioguimicas de la
formacion del azlcar son diversas, pero en la mayoria de los casos terminan con el piruvato
como un intermediario clave. En el siguiente paso, el piruvato se puede usar como un aceptor
interno de electrones para la reoxidacion de Nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), lo
que produce moléculas de carb6n como acetato, propianato, butirato, lactato, valerato,
caproato y un poco de hidrégeno. Si existe un agente que elimine el hidrégeno, como los
metanogénicos, algunas bacterias también pueden reoxidar el NADH mediante la formacion
de hidrégeno, redirigiendo la fermentacion hacia la produccion de productos finales
(Angelidaki et al., 2011).

La hidrdlisis es, por lo tanto, una funcion de la concentracion de biomasa y el sustrato.
Batstone et al, seleccionaron un modelo dependiente del &rea de la superficie para permitir
limitaciones de hidrdlisis, cuando se esperaba una variacion en el tamafio de particula. Sin
embargo, la mayoria de los autores explican la hidrdlisis como un proceso agrupado
utilizando una cinética de primer orden basada en el sustrato. Se ha demostrado que la
hidrélisis es un paso limitante para la digestion de sustratos altamente particulados como
desechos porcinos, estiércol de ganado y lodos de depuradora (Batstone et al., 2002).
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1.2.2.2 Acidogénesis

La acidogénesis también conocida como fermentacion en este caso anaerobia, se define
como un proceso microbioldgico en el que parte de la molécula organica a oxidar actia como
aceptor de electrones exogenos. Los compuestos disueltos, generados en el proceso de
hidrélisis, son absorbidos en las células de las bacterias fermentativas y después por las
acidogénicas, excretados como sustancias organicas simples como &cidos grasos volatiles,
alcoholes, &cido lactico y compuestos minerales como CO2, H2, NH3, H2S, etc. Los azlcares
obtenidos de la etapa de hidrdlisis pueden degradarse facilmente mediante el proceso de
fermentacion.

Los aminoé&cidos, por ejemplo, pueden degradarse a través de reacciones de Stickland, donde
un aminoacido actia como donador de electrones y otro actia como receptor (Ramsay et al,
2001). Aqui los pares de aminodcidos se degradan por reacciones acopladas de
oxidacion/reduccion. Un aminoacido se usa como donador de electrones y el otro como
aceptor de electrones. EI aminoacido que actia como donante de electrones se oxida a un
acido carboxilo volatil que es un atomo de carbono mas corto que el aminoacido original. Si
la presion parcial de hidrégeno es suficientemente baja, la fermentacion de aminoécido
también puede proceder a través de una via alternativa que implica la oxidacion desacoplada
y la liberacién de electrones como hidrégeno. El flujo de hidrégeno méximo posible siempre
fue mayor que la tasa de formacién y consumo de hidrogeno, lo que indica que es ventajoso
reducir la distancia entre especies por agregacion. Zwirello et al, demostraron que una
disminucion en la distancia interbacteriana entre los degradadores de propianato y los
metanogénicos de 5,3 a 0,29 um caus6 un aumento en el flujo de hidrégeno maximo posible
de 1,1 a 10,3 nmol/ml min (Zwirello et al, 2013).

La transferencia de hidrégeno se considera un factor clave para la sintrofia, porque muchas
relaciones sintréficas dependen del hidrégeno como lanzaderas de electrones. También se
ha demostrado que el acetato, un intermediario clave en los procesos de biogas, actia como
un portador de electrones para los socios sintroficos (Morris et al., 2013). Los
microorganismos fermentativos de glucosa, por ejemplo, tiene metabolismos ramificados, lo
que significa que pueden metabolizar el sustrato en diferentes vias que dan diferente cantidad
de energia y producen diferentes productos de fermentacion (Dolfing, 1988).

Las bacterias fermentativas pueden funcionar a altas concentraciones de hidrogeno y
formiato (Batstone et al., 2002a). Sin embargo, con esta condicion, la bacteria usara una via
metabolica en al cual se producen metabolitos mas reducidos, como AGV, lactato y etanol
(Angelidaki et al., 2002). La via dominante depende de varios factores, como la
concentracion del sustrato, el pH y las concentraciones de hidrdgeno disuelto (Rodriguez et
al., 2006).
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1.2.2.3 Acetogénesis

Algunos productos de fermentacion como los acidos grasos de mas de dos atomos de
carbono, los alcoholes de mas de un 4&tomo de carbono y los &cidos grasos aromaticos y de
cadena ramificada no pueden usarse directamente en la metanogénesis. En el proceso de
acetogénesis, estos productos son oxidados a acetato y H» por bacterias estrictas reductoras
de protones en relacion sintréfica con arqueas metanogénicas, ya que la presion parcial de
H> baja es esencial para que las reacciones acetogénicas sean termodindmicamente
favorables (Schink, 1997; Stams et al., 2005). Entre los productos de fermentacion, los
acidos grasos volatiles (AGV) son los intermediarios mas comunes que se encuentran en un
digestor anaerobio (Pind et al., 2003b).

La acetogénesis es realizada por un grupo bacteriano filogenéticamente diverso (acetdgenos)
y se caracteriza por la reduccion del dioxido de carbono a acetilo de la acetilcoenzima
A(CoA) por medio de la via acetil-CoA, también llamada Wood-Ljungdhl (W-L) (drake et
al, 2008). Esta via cumple dos funciones: como via de aceptacion de electrones y de
conservacion de energia y como via de asimilacion de carbono. Los acetogéenicos pueden
usar una amplia variedad de fuentes de carbono, donantes y aceptores de electrones logrando
crecer como autotrofos y heterétrofos. Entre algunos compuestos de carbono utilizados para
el crecimiento estan el CO, H, + COy, formiato, metanol y grupos metilo de muchos
compuestos aromaticos metoxidados. Estas reacciones solo pueden realizarse si la presion
parcial de estos productos mantiene niveles bajos, por ejemplo, mediante su consumo por
las metanogénicas.

Para algunos acidos como el propianato, la eliminacion del acetato también puede ser de
importancia crucial (Drake et al, 2002). Las bacterias acetogénicas no solo se benefician de
los metandgenos hidrogenotroficos, sino también de los metanogénicos acetoclasticos, ya
que la eliminacion del acetato influye en la energia de las reacciones oxidantes de AGV,
especialmente en la degradacién donde se forman tres moléculas de acetato y solo una
molécula de H2 (Schink, 2002). Ademas, la acumulacién de acetato puede tener un efecto
inhibidor bioquimico sobre la acetogénesis (Kuninobu et al., 1999).

La temperatura también afecta la termodinamica de las reacciones acetogénicas. La
formacion de H: a partir de la oxidacion de acidos organicos se vuelve mas energética a
temperaturas mas altas, mientras que el consumo de H> por parte de los metandgenos se
vuelve menos energético. Sin embargo, dado que los coeficientes de difusion se vuelven mas
altos y los gradientes de difusion mas pronunciados, se espera que la degradacion de los
acidos organicos sea mas rapida a altas temperaturas (De Bok et al., 2004).
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1.2.2.4 Metanogeénesis

En general, es el paso que limita la velocidad del proceso de digestion. EI metano es
producido por las bacterias acetotroficas a partir de la reduccion del acido acético o por las
bacterias hidrogenotréficas a partir de la reduccion del CO2. Los metanogenicos catalizan el
paso final en la cadena de la digestion anaerobia. Si las metanogénicas mantienen una baja
concentracion de productos como el hidrdgeno y el acetato, varias fermentaciones primarias
clasicas se desplazan a la formacion de hidrogeno, CO> y acetato, produciendo muchos
menos productos secundarios reducidos, como los &cidos grasos. Segun el sustrato y la via
utilizada, los metanogeénicos se clasifican generalmente en dos grupos: hidrogenotréficos y
los metilotréficos (Costa et al,2014). Los hidrogenotroficos utilizan formato o hidrogeno
como fuente de energia 'y el CO> se reduce a metano. Algunas metanogeénicas dentro de este
grupo también pueden usar ciertos alcoholes como donadores de electrones.

Ademas, este grupo contiene metanogénicos con la capacidad de usar hidrogeno
obligatoriamente y reducir el metanol y las metilaminas en lugar de CO.. La capacidad de
usar hidrégeno y formiato es comun entre las metanogénicas, pero la capacidad de utilizar
alcoholes es menos comun. Las metanogénicas hidrogenotréficas usan exclusivamente
hidrogeno o formiato como donador de electrones. Las metanogénicas metilotroficas son
mas versatiles y los sustratos para su metanogénesis incluyen hidrégeno y CO-, acetato,
compuestos de metilo como metanol y metilaminas. Aqui el grupo metilo se reduce a
metano. Los metanogénicos tienen un metabolismo que involucra enzimas y coenzimas
unicas (Ferry et al, 2011). Ademas, las arquea que producen metano a partir del hidrégeno
crecen mas rapidamente que aquéllas que usan &cido acético, de modo que las metanogénicas
acetotréficas generalmente limitan la tasa de transformacion del material organico complejo
presente en el agua residual y en biogas.

La metanogénesis elimina el hidrégeno y el acetato del sistema y, por lo tanto, tiene una
fuerte influencia tanto en la acetogénesis como en la fermentacion. La metanogénesis
hidrogenotrdfica ocurre simultaneamente con la acetogénesis sintroficamente. La
metanogénesis hidrogenotrofica es un regulador primario en el proceso anaerobico y su falla
en la funcion afectara fuertemente las bacterias acetogénicas sintroficas y el proceso de
fermentacidn en su conjunto (Schink, 1997). La acumulacion de productos de fermentacién
reducidos en el digestor anaerdbico se debe principalmente a la eliminacién inadecuada de
hidrogeno y acetato.

Estas cuatro etapas de la digestion anaerobia se dividen a su vez en seis subprocesos que se
detallan a continuacion:

e Hidrdlisis de la materia organica particulada compleja.

e Fermentacion de los aminoacidos y azucares.

e Oxidacion anaerobia de los &cidos grasos de cadena larga y alcoholes.
e Oxidacion anaerobia de los productos intermedios.

e Produccion de acetato a partir de CO2 y Ho.

e Conversion del acetato a metano por medio de los metanogénicas
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1.2.3 Ecuacion de la digestion anaerobia

La produccién de metano depende principalmente del estado de oxidacidn carbono en la
materia organica. Si la composicion del sustrato es conocida y es completamente convertido
a CHay CO2 (y NHz en el caso que el sustrato contenga nitrégeno), la produccion teorica de
metano puede ser calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion.

CnHsOpNg + (N - /4 - b/2 + 3d/4) - (n/2 + a/8 - b/4 - 3d/8) CH4 + (n/2 - a/8+b/43d/8) CO,
+ dNHs.

Generalmente el biogéas obtenido contiene mucho menos CO2 que el calculado con la
ecuacion anterior, debido a la alta solubilidad del CO> en el agua (Molano, 2002).

1.2.4 Parametros de operacion de la digestion Anaerobia

Se consideran parametros de operacion los que acttan directamente en el reactor anaerobio
y que dependen de las caracteristicas de los residuos que se tratan y del desarrollo del
proceso. Para mantener un proceso estable, es necesario asegurar que estos parametros
mantienen unos valores adecuados. A continuacion, se describen brevemente los distintos
parametros para tener en cuenta en un proceso basico de digestion anaerobia.

1.2.4.1 Temperatura

La digestion anaerdbica se puede aplicar en un amplio rango de temperaturas desde psicréfila
<20 °C, mesofilica de 25-40 °C, termofilica de 45-60 °C e incluso condiciones termofilicas
extremas > 60 °C (Kashyap et al., 2003). La temperatura tiene un efecto directo sobre las
propiedades fisicoquimicas de todos los componentes del digestor y también afecta la
termodinamica y la cinética de los procesos bioldgicos. La temperatura determina si la
reaccion especifica es favorable y, por lo tanto, también influye en la metanogénesis. El
aumento de la temperatura tiene varias ventajas (Van Lier, 1995):

Aumenta la solubilidad de los compuestos organicos, lo que los hace mas accesibles a los
microorganismos, asi mismo aumenta las velocidades de reaccién quimica y bioldgica, por
lo tanto, acelera el proceso de conversion para que el reactor pueda ser mas pequefio y pueda
funcionar con tiempos de retencion mas cortos. Mejora varias propiedades fisicoquimicas,
la difusividad del sustrato soluble, aumenta la velocidad de transferencia de liquido a gas
debido a una menor solubilidad del gas, disminuye la viscosidad del liquido, lo que hace que
se requiera menos energia para la mezcla y también mejorar la separacion de biomasa
liquido-s6lido. También, aumenta la tasa de mortalidad de bacterias patdgenas,
especialmente en condiciones termofilicas, lo que disminuye el tiempo de retencion
requerido para la reduccion de patégenos (Bendixen, 1994; Smith et al., 2005).

Ademas, las reacciones de oxidacién de &cidos organicos se vuelven mas enérgicas a
temperaturas mas altas, lo cual es una ventaja para la degradacion de AGV y otros productos
intermedios (Van Lier, 1995). Sin embargo, la alta temperatura puede tener algin efecto
negativo. El aumento de la temperatura aumenta la fraccion de amoniaco libre (NH3) que
inhibe los microorganismos. Ademas, aumenta la fraccion no disociada de AGV,
especialmente a pH bajo (4-5) como en un reactor acidogénico (Van Lier, 1995).
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Esto hace que el proceso termofilico sea mas sensible a la inhibicion. Sin embargo, debido
a muchas ventajas de alta temperatura, la operacion termofilica es popular en aplicaciones
anaerdbicas donde la inhibicién de amoniaco no es una consideracion importante.

La digestion anaerobia termofilica puede convertirse en una alternativa atractiva a la
digestion mesofilica, debido a la mayor tasa de crecimiento de las bacterias implicadas v,
por lo tanto, una alta actividad por unidad de biomasa, y una mayor velocidad de carga de
materiales orgénicos que puede ser empleados. (Dugba, 1999). Si es econémico de operar
un digestor a elevadas temperaturas es una cuestion de disefio, porque la eficiencia de la
operacion debe ser compensado con los costos de calefaccion.

1.2.4.2 Carga orgénica.

La cantidad de residuo alimentado diariamente es otro de los puntos para tener en cuenta con
respecto al modo de operar un digestor anaerobio. La alimentacion o carga organica con la
que se trabaja, concretamente la carga organica volumétrica (COV), se puede expresar tanto
en kilogramos de sélidos volatiles como en términos de DQO (kg/m®*d), respectivamente.
La cantidad de alimentacion empleada depende del disefio del reactor, de la tecnologia
empleada y de las caracteristicas del residuo a tratar. Hay que prestar atencion a los distintos
pardmetros para utilizar una cantidad de alimentacion adecuada, ya que una elevada carga
puede provocar la inhibicion del proceso por la gran cantidad de AGV producidos (Alonzo
A, 2017).

1.2.4.3 Tiempo de Retencion

Este pardmetro afecta a la eficiencia del digestor con respecto a la eliminacion de materia
organica y la produccion especifica de biogas y metano. Trabajando en el campo del
tratamiento de aguas residuales, podemos hablar de tiempo de retencion de sélidos (TRS),
parametro que hace referencia al tiempo de residencia del substrato en el reactor,
directamente relacionado con el tiempo que la biomasa es retenida en el mismo; y de tiempo
de retencion hidraulico (TRH), parametro referido al tiempo de residencia del agua o fase
liquida.
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1.2.4.4 Biogas

Se llama biogas al gas que se produce mediante un proceso metabdlico de descomposicion
de la materia orgénica sin la presencia del oxigeno del aire. La generacién natural de biogas
es una parte importante del ciclo biogeoquimico del carbono.

Figura 2. Quema de Biogas

El Biogas es una forma bioldgica de energia que puede ser sintetizada. De modo natural se
produce en la putrefaccidn de la materia organicay se llama gas de los pantanos o gas natural.
También hay diferente material en descomposicién de donde se puede extraer el biogas;
estiércol animal y humano, lagos, grasas, residuos solidos municipales y agricolas que
tengan un contenido alto en materia organica (U. Habana, 2002). El principal componente
del biogas es el metano que es el ultimo eslabon en una cadena de microorganismos que
degradan material organico y devuelven los productos de la descomposicion al medio
ambiente.

1.2.4.5 Produccién teorica de biogas

Para estimar la produccion de biogas con todos sus componentes se debe primero saber la
produccién de metano, la cual, se puede hallar con la carga organica removida en la planta
de tratamiento de agua residual. Para esto se encontraron dos relaciones entre la DQO
removida y el volumen de metano producido. La produccion de biogas en un reactor
anaerobio que trata agua residual es pequefia porque la concentracion de materia orgéanica
biodegradable es baja y una considerable parte de la produccién de biogas se disuelve en la
fase liquida. Esta es una particularidad en el caso del di6xido de carbono: el biogas de
digestores de agua residual siempre tiene un alto contenido de metano.

La solubilidad del metano a presién atmosférica es cerca de 20 mg/L, aunque esté en un
digestor de agua residual (CH4 presion parcial de 0.8 Atm), la concentracion de metano
disuelto esta en el rango de 0,8%20=16 mg/L o 1 mol/L CHs aproximadamente. La
produccion tedrica de metano por unidad de volumen de agua residual o per capita puede ser
facilmente calculada. La digestion de 1 kg DQO resulta en masa de ¥ kg = 250 kg CHa.
Conociendo esto, 1 mol CH4 (16 g) tiene un volumen de 22,4 T/273 en 1 presion atmosférica,
el volumen de gas metano es calculado como sigue (Lettinga, 1994):

224T  1,28T CH,

250 x =
273 x16  Kg DQO
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1.2.4.6 Presencia de toxicos e inhibidores

Ademas de diversas formas quimicas en exceso, problemas fisicos que puedan ocurrir y
contaminaciones bioldgicas en el medio, la presencia de desinfectantes en los sustratos y, en
menor medida, de antibidticos, puede provocar problemas en el desarrollo de los
microorganismos. Uno de los inhibidores méas importante en los reactores anaerobios es el
amoniaco, el cual aumenta a una concentracion determinada de nitrégeno amoniacal en
medida que sube el pH. No suelen producirse problemas relevantes en concentraciones de
nitrégeno amoniacal de menos de 3 g /L (Institut Catala d’Energia, 2007).

Otro compuesto problematico en la operacion de digestores anaerobios es el sulfato. En el
momento en que las bacterias sulfatoreductoras compiten con las especies que intervienen
en el proceso, la reduccidn de sulfato a sulfuro he hierro puede provocar toxicidad. Por otro
lado, algunos metales pesados como Cobre, Zinc y Cadmio etc., en concentraciones
pequefias son necesarios para sostener la actividad de numerosas enzimas o coenzimas, pero
pueden resultar toxicos por encima de determinados niveles. Por ejemplo, para el Zn el limite
de toxicidad es de 600 mg/L y para el Cd es de 20 mg/L (Angelidaki et al., 1997).
Adicionalmente, las formas no ionizadas de los AGV Yy el &cido sulfhidrico son inhibidores
de las bacterias metanogénicas (Flotats et al., 2005).

La disminucion del pH en la acumulacion de acompafiamiento de AGV es la principal causa
de la toxicidad y el fracaso del reactor en el proceso de digestion anaerobia (Ahring, 1995).
Esto se debe a que la toxicidad de los AGV depende del pH, ya que sélo la forma no ionizada
es toxica para los microorganismos. Los AGV son tdxicos al pH cuando existen en formas
protonicas a valores bajos de pH, ya que pueden penetrar la membrana celular. Cuando estan
dentro de la célula, donde el pH es de alrededor de 7, se ionizan y los iones de hidrégeno se
liberan causando una disminucion en el pH intracelular (Bjornsson et al., 2000).

1.2.5 Codigestion Anaerobia

El término codigestion se utiliza para expresar la digestién anaerobia conjunta de dos 0 mas
sustratos de diferente origen. La ventaja principal radica en el aprovechamiento de la sinergia
de las mezclas, compensando las carencias de cada uno de los sustratos por separado. La
codigestion de residuos organicos de diferente origen ha resultado una metodologia exitosa
tanto en régimen termofilico como mesofilico (UPC, 2007).

El cotratamiento consiste en el tratamiento conjunto de residuos organicos diferentes, con el
objetivo de:

1. Aprovechar la complementariedad de las composiciones para permitir perfiles de proceso
mas eficaces.

2. Compartir instalaciones de tratamiento.
3. Unificar metodologias de gestion.

4. Amortiguar las variaciones temporales en composicion y produccion de cada residuo por
separado.

5. Reducir costes de inversion y explotacion
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Con esta tecnologia se consigue una operatividad muy buena generando mayor cantidad de
energia sin aumentar la tasa de CO», aprovechando los residuos sélidos y reduciendo el coste
asociado. Asimismo, se obtiene un inéculo digerido, estabilizado y se disminuyen los
requerimientos de espacio para el almacenamiento o los gastos derivados del transporte,
abaratando los costes de gestion. Con estas caracteristicas la codigestion anaerobia se ha
convertido en una de las tecnologias de produccion de bioenergia muy eficientes desde el
punto de vista energético, y una de las mas beneficiosas para el medio ambiente. Investigar
esta tecnologia es muy positivo para la EDAR, ya que puede convertirse en gestora de
residuos, generando un plus de energia y mejorando las emisiones de COa.

Por otro lado, el uso de un cosustrato en ocasiones resulta ventajoso en términos econdémicos,
ya que implica la combinacién de flujos de residuos distintos en una Unica instalacion y
permite tratar mayores cantidades de residuos en instalaciones centralizadas a gran escala.
Una revision publicada recientemente sobre procesos de digestion anaerobia revela que los
principales residuos utilizados son: fango de depuradora (27%), estiércol de distinto origen
(25%), FORSU (Fraccion Organica de Residuos Solidos Urbanos) (21%), residuos
organicos industriales (13%), cultivos (5%), residuos de actividades agricolas (4%) y
residuos de animales y de industrias carnicas (4%) (Mata-Alvarez et al., 2011).

Sin embargo, la proporcién mas baja puede ser suficiente si hay desechos concentrados
disponibles (Gregersen, 2003). Otra ventaja de la codigestion es que el alto contenido de
agua en el estiércol ayuda a diluir los desechos organicos concentrados que serian
inhibitorios y dificiles de tratar por separado. Ademas, la alta capacidad de amortiguacion
en el estiércol hace que el proceso sea mas resistente al efecto de la acumulacion de AGV.
(Angelidaki y Ellegaard, 2002).

Se han conseguido buenos resultados con la codigestion de lodos de depuradoray la fraccion
organica de residuos municipales, la mezcla de estos Gltimos con aguas residuales urbanas,
y la codigestion de fangos de depuradora y residuos de frutas y verduras. EI mezclar un
residuo solido con otro méas diluido como un fango, permite un mejor manejo y
degradabilidad, ademas de diluir y contrarrestar el efecto de inhibidores y también aportar
nutrientes especificos que puedan estar ausentes (Schmidt, 1999).

La codigestion de residuos agropecuarios y de la industria alimentaria es en la actualidad el
método en el que se basan las plantas que presentan balances econdémicos equilibrados o
favorables en los paises de la UE, lo cual permite abordar la gestion posterior del material
digerido con menores costes que la via usual de compostaje aerobio. Esto es posible por las
primas a la produccion eléctrica a partir del biogas que la mayoria de los paises tiene
aprobadas. En Espafia, estas primas se rigen por el Real Decreto 661/2007 (EurObserver,
2019).

Sin embargo, la falta de estudio sobre los sustratos y el analisis de las distintas mezclas en
la codigestion es un punto en el cual hay que trabajar, ya que un asunto débil de este
tratamiento es la mezcla indebida de dos 0 mas sustratos. También hay que prestar atencion
en los posibles inhibidores que puedan tener estos sustratos, para lo cual, lo mejor es realizar
ensayos de BMP (biochemical methane potencial) o AME para saber su compatibilidad y
evitar sustratos inhibitorios.
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1.2.6. Legislacion de Fangos

A nivel nacional y europeo existe normatividad acerca de los residuos sélidos y su debida
disposicion final, a continuacion, se expone la Orden de la junta de Andalucia y la directiva
86 de la union europea.

1.2.6.1 Orden de 6 de agosto de 2018

Orden de 6 de agosto de 2018 conjunta de la Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo
Rural y de la Consejeria de Medio Ambiente y Ordenacion del Territorio, por la que se regula
la utilizacién de lodos tratados de depuradora en el sector agrario. En el apartado otros
tratamientos, se expone: Se incluyen en este apartado distintas metodologias para el
tratamiento de lodos, distintas del compostaje, que permiten obtener un lodo tratado
mediante la reduccion de su poder de fermentacion y de su potencial para causar molestias
y dafios para la salud y el medio ambiente.

Digestion anaerobia termofila, a una temperatura minima de 55 °C con un tiempo de
retencion media de 15 dias, o bien a la temperatura minima de 53° durante 24 horas en
«batch», es decir, sin alimentacion ni purgas del digestor durante el método de tratamiento.

Digestion anaerobia mesofila, a una temperatura minima de 35 °C, con un tiempo de
retencion medio de 12 dias, siempre que a los lodos se le haya sometido a un tratamiento
térmico inmediatamente anterior de, al menos, 70 °C durante 30 minutos (Boja, 2018).

1.2.6.2 Directiva 86/278

Por la cual se dispone la proteccion de los suelos en la utilizacion de los lodos de depuradora
en agricultura.

La presente Directiva establece las normas que regulan el uso de lodos de depuradora como
fertilizante por parte de los agricultores, para evitar los efectos nocivos para el medio
ambiente y el ser humano al poner en peligro la calidad de los suelos o de las aguas
superficiales y subterraneas. Normalmente, los lodos deben tratarse antes de utilizarse para
la agricultura. Sin embargo, algunos paises de la Union Europea (UE) pueden permitir que
los agricultores utilicen lodos no tratados cuando se inyecten o entierren en el suelo. En
ciertas situaciones, queda totalmente prohibida la utilizacion de lodos para la agricultura:

En pastos o en cultivos para pienso que van a ser objeto de pastoreo y durante un minimo de
tres semanas antes de la cosecha de los cultivos. En cultivos horticolas y fruticolas durante
el periodo de vegetacion, con la excepcion de los cultivos de arboles frutales En suelos
destinados a cultivos horticolas o fruticolas que estén normalmente en contacto directo con
el suelo y que se consuman normalmente en estado crudo. Esta prohibicion se aplica durante
un periodo de diez meses antes de la cosecha y durante la propia cosecha Las autoridades
nacionales deben velar por que los agricultores no superen los limites legales al utilizar
lodos, obtener muestras y analizar los lodos y los suelos en que se usan, y mantener un
registro de las cantidades de lodo producidas y las que se dedican a la agricultura; la
composicion y las caracteristicas de los lodos; el tipo de tratamiento realizado; donde y quién
los utiliza. La Comision Europea publica un informe periddico sobre la utilizacion de los
lodos en la agricultura de la UE, en el que se recopila la informacion facilitada por cada pais
sobre esta cuestion (UE, 1986).

27



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

1.2.7 Residuos organicos de alta Carga

El caracter que define a un material como residual no es tanto el interés o no de su
generacion, sino el hecho de que se forma como subproducto sobrante de una operacion o
actividad, tanto en los procesos intermedios como por el uso o consumo final. Asi, se
entiende por residuo todo material o sustancia inutil, o no deseado, que es abandonado por
quien lo genera, y que es susceptible de aprovechamiento o transformacién en un nuevo bien,
con valor econdémico o para disposicion final.

Los residuos industriales son residuos resultantes de los procesos de fabricacion, de
transformacion, de utilizacion, de consumo, de limpieza 0 mantenimiento generados por la
actividad industrial. Algunos ejemplos de industrias con residuos adecuados para la
generacion de biogas son: Industria cervecera, industria lactea, industria panadera,
frigorificos, procesamiento de frutas, vegetales, cereales., produccion de conservas; de
levaduras, preparacion de melazas. También, se incluyen los residuos de produccion de
bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas; residuos de la industria de cuero y pieles y residuos de
procesamiento de azlcar (Hernandez, 2015). A continuacion, se muestra en la tabla 1
algunos residuos industriales y su potencial de produccién de metano.

Clase de residuo Contenido organico  Solidos volatiles = Produccion de biogéas
% m?/tonelada
Aceites de pescado 30-50% lipidos 80-85 350-600
Suero 75-80% lactosa 7-10 40-55
Hidrolizado de carne y 70 % proteina — 10-15 70-100
huesos 30 % lipidos
Aceite soja/margarinas = 90% aceites vegetales 90 800-1000
Bebidas alcoholicas 40 % alcohol 40 240
Tierras filtrantes de 80 % lipidos 40-45 350-450
aceites
Lodos de flotacion 70 % proteinas 13-18 90-130
30 % lipidos

Tabla 1. Potenciales de producciéon de biogas de algunos residuos organicos de la industria
alimentaria. Fuente: Angelidaki, 1., Ahring, B.K. (1997).

La alta carga orgénica que convierte residuos industriales en residuos contaminantes
favorece la utilizacion como insumo para la generacion de biogas. Los componentes de
residuos organicos que presenta una excelente biodegradabilidad, favoreciendo una mejor
produccién de biogas, son los azucares, el almidon y las proteinas. Otros componentes
organicos como las grasas, aceites y la celulosa tienen una buena biodegradabilidad.

Como se ha visto, el sector industrial genera una gran cantidad de residuos que son
susceptibles de ser tratados con la digestion anaerobia, aunque se debe evitar exceso en la
alimentacion ya que la abundancia del sustrato puede interferir con el buen funcionamiento
del reactor. Unos afios atras, la industria disponia estos residuos en vertederos o celdas de
seguridad para evitar la contaminacion del suelo y las aguas subterraneas, lo que
incrementaba el costo de disposicion de estos residuos. Sin embargo, recientemente el sector
industrial ha visto en las EDARs un sitio donde se puede disponer de manera controlada los
residuos, a un menor costo y con un valor agregado que es la produccién de energia eléctrica
que beneficia a todos los sectores econdmicos.
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1.2.8 Digestores de alta Velocidad

El tratamiento anaerdbico de alta velocidad se ha convertido en una alternativa viable para
el tratamiento de muchas aguas residuales industriales y municipales, debido a su capacidad
para separar los tiempos de retencion hidraulica y solida de manera efectiva. Dado que se
puede acumular una alta concentracion de biomasa en el sistema, se permiten tiempos de
retencion hidraulica relativamente bajos en los procesos de tratamiento anaerdbico de alta
velocidad. La retencion de una alta concentracion de lodo activo asegura un buen
rendimiento del tratamiento, por ejemplo, se informan reducciones totales de DQO de hasta
80-90% (Leitao et al., 2006).

Incluso a temperaturas inferiores a 20°C, se puede esperar una eliminacion total promedio
de DQO del 70%. EIl bajo costo de construccion, los pequefios requisitos de terreno y las
altas tasas de carga son otros beneficios de estos sistemas. Los costos de operacion y
mantenimiento son mas bajos, asi como el consumo de energia y los requisitos de equipo.
En comparacion con los procesos de tratamiento aerébico y fisicoquimico, se produce una
menor produccion de lodo y el biogas producido, se puede utilizar para la produccion de
energia (Kujawa-Roeleveld y Zeeman, 2006; Leitao et al., 2006).

Los reactores anaerobicos de alta velocidad tipicos se clasifican como proceso de contacto
anaerdbico, pelicula fija o reactor de filtro anaerobico (AF), reactor de pelicula fija
estacionaria de flujo descendente, reactor de lecho fluidizado, reactor de lecho de lodo
granular expandido (EGSB), reactor de circulacion interna, reactor anaerdbico deflector
(ABR), reactor de capa de lodo de flujo ascendente hidrolitico (HUSB), reactor de lecho de
lodo anaerobico de flujo ascendente (UASB) y el reactor hibrido anaerobio (AH) (Aiyuk et
al., 2006). De acuerdo con Leitao et al. (2006), existen cuatro indicaciones para evaluar la
robustez y la estabilidad de un UASB vy, por lo tanto, de otros reactores anaerobicos:
eficiencia de eliminacién de DQO, variabilidad del efluente, estabilidad del pH y tiempo de
recuperacion. En la siguiente tabla se exponen residuos industriales tratados con algunos de
los reactores mencionados.

Residuo Reactor = T?2(°C) Carga TRH Degradacion
(kg DQO/m3d) (h) DQO %

Grasas EGSB 10-12 10-12 1,6-2,5 90

Malteria EGSB 16 4,4-8,8 2,4 56
Frigorifico FA 4,2 12,5 80-85

Conservas UASB 0,5-1,2 12-18 80
Aceite de palma FH 38 3-23 1,5-3 89-97
Destileria whisky UASB 35 30-39 20 90-96
Lacteas UASB 35 4-20 2 72-90
Patata UASB 35 2,5-10 0,75 85-95
Papel UASB 40 17-20 6-24 60-80

Tabla 2. Referencias de sistemas anaerobios de alta carga. Fuente: Xavier Flotats, Belén Fernandez,
(2008).

Estos reactores de alta velocidad requieren de mas vigilancia debido a que se incrementa la

presencia de microorganismos anaerobios y también existe una mayor probabilidad de
inhibicion.
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Los procesos termodinamicos mas veloces por lo general requieren de mas atencion debido
a que la actividad del indculo es mas alta y los microorganismos requieren una atencion
adicional. La necesidad de mantenimiento en esta clase de sistemas es mas recurrente lo que
puede llevar a subir los costos de operacion. Segun lza, tres aspectos fundamentales en los
que se basa el concepto de reactores anaerobicos de alta velocidad son: que la biomasa puede
acumularse dentro del reactor por medio de sedimentacion, fijacion de sélidos (fijos o
moviles) o por recirculacion, que se mejora el contacto entre la biomasa y las aguas
residuales que supera los problemas de difusion de sustratos y productos de biopeliculas o
granulos y finalmente, debido a la adaptacion y al crecimiento, que se mejora la actividad de
la biomasa (lza, 1991).

Ademas, la operacion eficiente se puede determinar principalmente por la separacion
efectiva de la biomasa de la fase liquida. Los microorganismos de crecimiento lento se
pueden retener asegurando que el tiempo medio de retencién de s6lidos sea mucho més largo
mientras se mantienen cortos los tiempos medios de retencién hidraulica. Por lo tanto, estas
configuraciones permiten altas cargas organicas en tamafos de reactores pequefios, y los
largos tiempos de retencidn de solidos proporcionan generalmente una buena estabilidad del
proceso (Aiyuk et al., 2006).

El UASB es uno de los reactores anaerobios de alta velocidad méas expandidos alrededor del
mundo, sobre todo en paises tropicales, ya que en estas zonas la temperatura se mantiene
constante todo el afio. Son utilizados para la industria alimentaria, en la industria de bebidas
gaseosas, cerveceras, fabricacion de zumos, tratamiento de residuos de matadero, residuos
porcinos y residuos de alta carga organica. En estos reactores generalmente se forman
granulos en los cuales los microorganismos conforman consorcios y permiten una alta
velocidad de degradacion, la formacion de granulos como se observa en la figura 3 es un
indicador de que el UASB esta operando de forma correcta.

’ g \
Figura 3. Reactor UASB y granulos anaerobios, laboratorio TAR
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1.3 Hipdtesis de Investigacion

Los bioindicadores estudiados son indicadores representativos del estado y actividad de un
indculo anaerobio.

Es posible gestionar los digestores anaerobios con bioindicadores para conocer el
comportamiento interno de estos, mejorando con anticipacion las evidencias que resultan del
uso de pardmetros fisicoquimicos.

Con la utilizacién de bioindicadores se hace mas rapido y exacto el mantenimiento y control
de digestores anaerobios en planta donde las respuestas tempranas son fundamentales para
evitar la inhibicion de estos sistemas.

En el laboratorio de la EDAR, estos bioindicadores pueden utilizarse para realizar un
histérico y utilizarlos como herramientas de seguimiento que permitan observar el
comportamiento de los microrganismos en un determinado control. Estos procesos de toma
de datos historicos puede ser un paso determinante a nivel operacional y un plus en las
depuradoras municipales. Ademas, pueden usarse para una gestion preventiva aplicandolos
cada cierto tiempo y para la solucién de averias en el momento en que se produzcan.

La aplicacion de los bioindicadores como las actividades especificas y el ADN se pueden
realizar en primera instancia en el laboratorio de la EDAR y luego con una asistencia técnica
externa se realicen el andlisis de otros bioindicadores moleculares que requieran de
equipamiento mas especializado.

1.4 Objetivos

Ensayar diferentes métodos analiticos para validar la técnica de los diferentes
bioindicadores.

Evaluar el uso de bioindicadores como herramientas de prediccion en digestores y reactores
de laboratorio.

Determinar si los resultados de los bioindicadores se correlacionan con los parametros
fisicoquimicos en su aplicacion a indculos anaerobios en sistemas estables e inestables.

Determinar el mantenimiento y control necesarios para trabajar con bioindicadores tanto en

las estaciones de depuradoras urbanas e industriales como en asistencias técnicas que puedan
realizar un control externo.
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1.5 Metodologia

En esta investigacion utilizamos la metodologia de la investigacion para plantear los
objetivos e hipdtesis de investigacion. Asi mismo, trabajamos con disefios experimentales
que se aplicaron a los ensayos realizados en cada etapa de la investigacion. A continuacion,
se explica el propésito y la metodologia de cada etapa.

1.5.1 Etapa 1

En esta etapa de la investigacion, se queria optimizar el método de las actividades especificas
ya que no se encuentra un método estandarizado. Existen varias referencias en bibliografia
como la de Soto et al, de donde se obtuvo informacion importante ademas de otras
referencias que se enuncian en la introduccién (Soto et al,1993). El experimento se realizo
con tres réplicas para cada actividad especifica y para el control. Al inicio y el final del
experimento se midio los parametros fisicoquimicos. Lo mismo se realizé con el método de
la extraccion de ADN, el cual se optimizd y adecud a las caracteristicas de muestras de
fangos anaerobios. El resultado de esta etapa fue la obtencién de estos dos métodos.

1.5.2 Etapa 2

Esta etapa de la investigacion consistio en la aplicacion de los dos bioindicadores
optimizados en la primera etapa. Para esto, se realizaron ensayos de actividades especificas
en cinco indculos diferentes, algunos de ellos con codigestion. El objetivo principal de la
etapa dos, es observar el comportamiento de los in6culos mediante el uso de actividades
especificas y la extraccion de ADN, ademas de realizar correlaciones entre los
bioindicadores y los pardmetros fisicoquimicos. Con los resultados en esta etapa, se podria
obtener informacion como: ¢Cuél inéculo tuvo mejor rendimiento y por qué? (Qué
pardmetros se correlacionan fuertemente con los bioindicadores? y definir si estos
bioindicadores son representativos en el diagnostico de digestores anaerobios. El
experimento se realiz6 con tres réplicas para cada actividad especifica y para el control. Al
inicio y el final del experimento se midio los parametros fisicoquimicos y se midi6 el metano
producido todos los dias del ensayo.

1.5.3 Etapa 3

En la etapa tres, se quiso utilizar los bioindicadores con el fin de obtener informacion
genética de tres reactores anaerobios. Se queria conocer la abundancia relativa y la actividad
de las bacterias, las arquea metanogénicas y las sulfatoreductoras presentes en los indculos.
La metodologia utilizada consistié en aplicar primero las actividades especificas para
realizar un seguimiento a la produccion de metano de cada reactor y en el momento en que
la produccidn de metano se estabilizaba, se realizd una segunda alimentacién para favorecer
la especialidad de los microorganismos. La muestra para la extraccion de ADN vy para la
gPCR se tom6 un dia antes de la estabilizacion de la curva de crecimiento. Esto se puede
hacer, si la primera curva de produccion de metano tiene una tendencia exponencial.
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2. BIOMANTENIMIENTO Y BIOCONTROL DE
DIGESTORES ANAEROBIOS
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2.1 Biomantenimiento

En este capitulo se hablard de los diferentes bioindicadores, las técnicas y métodos
microbioldgicos y genéticos que se han utilizado hasta ahora en el mejoramiento de la
digestion anaerobia. Posteriormente se expondran diferentes vias biologicas para remediar
problemas ocasionados en los reactores, medidas que estan ligadas a los parametros de
operacion de los digestores anaerobios.

En la figura 4 se observa como se puede reducir las pérdidas energéticas aplicando el
Biomantenimiento. Estos indicadores al ser biolégicos permiten obtener una foto mas
realista de lo que estd sucediendo con las comunidades microbianas y por ello los
diagndsticos pueden ser méas efectivos.
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Figura 4. Mantenimiento vs Biomantenimiento de la digestion anaerobia. Adaptada de Fernandez
Polanco.

El Biomantenimiento consiste en realizar un diagnostico del indculo utilizando
bioindicadores, con los cuales se puede realizar un histérico que nos facilitaria una
radiografia mas precisa del metabolismo de los microrganismos. Las medidas correctivas y
preventivas del biocontrol se realizardn por medio de medidas bioldgicas, es decir, la
manipulacion sintréfica y metabdlica de los microrganismos.

La mayoria de los biorreactores de digestion anaerobia funcionan de manera conservadora
al limitar la velocidad de carga organica porque una falla de la operacion no solo es costosa
y lleva mucho tiempo (hasta varios meses) reiniciar o restablecer los consorcios microbianos
y el proceso, sino que también afecta o interrumpe la energia producida (Zhang, 2010). En
este sentido, los bioindicadores serian una herramienta Gtil para lograr aumentar velocidades
de carga sin miedo a excesos en el sistema.

Los esfuerzos combinados de los microbidlogos ambientales, que trabajan en
investigaciones fundamentales y los ingenieros ambientales, que tienen experiencia en el
trabajo practico, siguen siendo muy esenciales para garantizar que se pueda incorporar un
mayor avance de la microbiologia molecular ambiental en el disefio y operacion de reactores
anaerobios. Esta es una gran oportunidad, pero también un gran desafio, para el desarrollo
posterior de la tecnologia anaerdbica.
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2.1. Bioindicadores Anaerobios

Los bioindicadores proporcionan informacién determinante acerca de estado y la actividad
de los microorganismos y se ha comprobado su correlacion con pardmetros fisicoquimicos
comunmente utilizados en las depuradoras. Los estudios de comunidades microbianas, por
ejemplo, en el tratamiento anaerdbico han avanzado significativamente con la aplicacion de
diversas técnicas moleculares. Las referencias acerca de bioindicadores como indicadores
de comportamiento en la digestion anaerobia son variadas en literatura. Por ejemplo, se han
investigado los efectos interactivos sobre la AME en mesofilos y termofilicos y se aplicd la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) para optimizar la produccion de metano. Los
resultados de estas investigaciones muestran una interaccion significativa entre los sustratos
y una mejora de la produccion de metano y la AME, e hicieron posible identificar los efectos
de interaccion del sustrato en un rango de concentracion con un ndmero reducido de
experimentos (Jiménez et al., 2015).

La coenzima Fa2o ha sido estudiada como indicador del potencial de un in6culo en producir
metano, es rapida su extraccion y facil determinar por espectofluorimetria. Este factor, acta
como cofactor de varias enzimas por la incorporacién de COz en un carbono orgénico. Este
factor tiene un rol principal en la produccion de metano como donador de electrones en el
sistema reductasa en el paso final de la reduccién de CO2 en metano. Se ha encontrado una
alta correlacion entre la Fs20 y la biomasa microbiana. Sin embargo, no se ha encontrado
correlacion entre la Faxo y la produccion de metano, por lo que los resultados de este factor
y el potencial de produccion de metano son contradictorios (Koorneef et al., 1990).

Por su parte, Min Zhang descubrid que la dindmica del nivel de dinucleétido de adenina de
nicotianamina (NADH) durante la codigestion anaerdbica era un indicador valido de la
produccién de VFA, especialmente en la etapa mas temprana de fermentacion (Min Zhang,
2019). Dong Lin y sus colaboradores recomendaron como indicadores de calentamiento
temprano las proporciones de CH4/CO2, AGV/ALC, propionato, n-butirato e iso-valerato
(Dong Lin, 2017).

Se ha utilizado una poblacion de metandgenos para encontrar un bioindicador que represente
una forma de conocer el comportamiento del reactor para el diagnostico temprano de un
desequilibrio o una situacion de estrés en la comunidad microbiana (Traversi et al., 2011).
Rosenblum et al, trabajaron con indicadores microbianos y quimicos que sugieren que puede
existir una relacion entre un ambiente de digestor ideal y el pH (Rosenblum et al., 2015).
Campafia et al, estudiaron la actividad enzimatica como indicador de la evolucién de
procesos anaerobios, considerando que, en la hidrélisis, las enzimas son las encargadas de
reducir moléculas de gran tamafio. Fueron determinadas la actividad de celulasas y
glucosidasas utilizando como sustrato estiércol vacuno y pasta de cebolla. Las variaciones
encontradas en las actividades enzimaticas especificas y su relacion con las condiciones
operativas serian indicadores tempranos de cambios en la produccion de biogas (H. Campafia
etal., 2015).

Estos bioindicadores descritos seran alternativas para realizar un diagnéstico efectivo. Como
argumenta Dong, el monitoreo y diagnostico efectivo de los procesos es un gran desafio para
los reactores de digestion anaerdbica, lo que limita su funcionamiento estable. Estos
bioindicadores deberian ser idealmente precisos y sensibles a las fluctuaciones ambientales
y revelar la dindmica de cambio del estado de un reactor (Dong et al., 2017).
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2.1.1 Actividades Especificas

Alguno investigadores han trabajado con la actividad metanogénica especifica, pero no lo
utilizan como bioindicador sino la utilizan como herramienta para analizar reactores pilotos
antes de poder utilizar el método en estaciones depuradoras. Por ejemplo, Ince y Anderson
trabajaron con AME para el control de la carga organica en el sistema anaerdbico (Ince et
al, 1995). Can Liu, caracterizd la digestion anaerobica con alto contenido de soélidos
utilizando acetato, glucosa, celulosa microcristalina, hidrégeno y dioxido de carbono como
sustratos (Can Liu, 2016). También, Jiménez optimizo la AME en codigestion de estiércol
de cerdo y paja de arroz, corroborando un efecto positivo de la arcilla como aditivo
inorganico para estimular la digestion anaerdbica de estiércol de cerdo, encontrando que en
el rango termofilo el comportamiento de la AME es mejor (Jiménez et al., 2015).
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Figura 5. Elaboracion actividades especificas

2.1.2 Actividad hidrolitica especifica

La hidrdlisis de algunas moléculas complejas es un paso limitante en los digestores
anaeradbicos, por esto, la determinacion de la actividad hidrolitica del lodo anaerébico y un
sustrato especifico podria ser importante en la seleccién del mejor equipo para el control de
las condiciones del proceso (Soto et al., 1993). Para llevar a cabo la actividad hidrolitica
generalmente se utilizan como sustrato moléculas complejas como un azUcar, proteina o
algun lipido. Normalmente se utiliza la celulosa, un azlcar que se encuentra en gran variedad
de residuos lignocelulosos, como podas de jardines, arboles o residuos de cosechas. También
se puede utilizar la peptona, una proteina que se encuentra de manera abundante en residuos
de origen animal.

Una de las razones por las cuales se realiza esta actividad, es debido a que es considerada
una fase limitante en la digestion anaerobia, también es usada para saber si la actividad
hidrolitica es la causa de una baja produccion de biogas o de alguna falla en el sistema. Si
en el ensayo la curva de la AHE es menor que la del control, quiere decir que las bacterias
hidroliticas tienen problemas para degradar la materia organica. Para este tipo de
inconvenientes, se puede tomar medidas en el reactor para facilitarle el trabajo a las bacterias
hidroliticas. Por ejemplo, se puede realizar un pretratamiento de trituracion, para eliminar
los grandes solidos de residuos vegetales y darselos mas desmenuzados a las bacterias.
También suele utilizarse una degradacion aerobia, como pretratamiento para que la
alimentacion este mas digerida.
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2.1.3 Actividad acidogénica especifica

En la fase acidogénica, los monosacaridos y los aminoacidos se degradan por la accion de
las enzimas secretadas por las bacterias acidogénicas obteniendo nutrientes y la energia
necesaria para sobrevivir. Como "subproductos” se generan &cidos butiricos, propionico y
valérico y, en pocas proporciones, acetatos. Esta fase no limita la reaccion anaerdbica, pero
es importante para las bacterias acetogénicas.

La evaluacion de la actividad acidogénica puede proporcionar informacion importante sobre
el desarrollo de la biomasa y el comportamiento dindmico en los digestores anaerobios (Soto
et al., 1993). Para realizar el ensayo de la AAE, se utiliza generalmente Glucosa que es un
azucar abundante en el mundo vegetal y que estas bacterias pueden digerir directamente para
producir &cidos.

Uno de los objetivos para realizar este ensayo, es conocer el estado de las bacterias
fermentativas y si existe un equilibrio del Hidrégeno para todo el proceso. Recordemos que
en esta fase se produce mucho del Hz que las metanogénicas toman para producir biogés. Si
las bacterias acidogénicas estan fallando, no habrd muchos AGV para convertirlos en
acetato. Sin embargo, esto es poco comun y en general esta fase se comporta de manera
efectiva.

Otro escenario que se puede observar es cuando la AAE es més alta que las otras actividades,
generalmente es debido a la abundancia de AGV que las acetogénicas no pueden transformar
en acetato e hidrégeno, por lo cual, el nivel de pH puede bajar drasticamente. En estos casos,
se debe adicionar alguna base o cambiar la alimentacion del reactor para bajar el nivel de
AGV y por consecuente subir el pH. No es muy conveniente utilizar bases para alcalinizar
el indculo, una mejor técnica es adicionar algan sustrato a la alimentacién como sueros de
leche o agua residual alcalina en tratamiento de codigestion para equilibrar los niveles de
acidos.
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2.1.4 Actividad Metanogenica especifica

La AME se utiliza para conocer la calidad del inoculo en los reactores anaerobios, que evalla
el comportamiento de la biomasa contaminada y determina el maximo material organico que
se puede ingresar a un reactor anaerobio. El principal objetivo de este analisis es obtener la
capacidad del tratamiento de un indculo, la toxicidad del sustrato determinado y la
posibilidad de elegir un indculo (Ortiz et al, 2011). Segun Hussain, la AME, determina la
capacidad de produccion de metano del in6culo para un sustrato especifico en el nivel de
concentracion donde la disponibilidad del sustrato no es un factor limitante (Hussain y
Dubey, 2013).

Javed por su parte, enuncia que la prueba de la AME también permite la evaluacion de lodos
anaerdbicos para niveles de microorganismos metanogénicos y relativos en diferentes
condiciones. El uso de la AME podria ser posible para determinar la capacidad de carga
potencial de los sistemas de tratamiento anaerdbico, permitiendo asi aplicar las tasas de carga
orgénica apropiadas (Javed y tare, 1999). Cuando se conoce la AME de un in6culo, también
es posible establecer la capacidad méaxima de eliminacion de la DQO de la fase liquida,
permitiendo una carga organica maxima estimada que es posible aplicar a un reactor
anaerobico evitando su desestabilizacion.

Cuando se realiza este ensayo por lo general se utiliza acetato de sodio como sustrato, aunque
algunas investigaciones utilizan &cidos butiricos, propiénico, valérico, etc. Sin embargo, en
esta investigacion se probG con estos &cidos sin encontrar buenos resultados. La fase
metanogénica es clave en el proceso, por esto, si la curva del AME es més baja que la del
grupo control, quiere decir que las metanogénicas no estdn cémodas en el medio. En este
caso se debe revisar los analisis fisicoquimicos y en base a ello, tomar decisiones de cambio
de alimentacion, adicion de nutrientes, o suministro de enzimas 0 microorganismos
metanogénicos. Es posible que las arquea se vean afectadas por la saturacion de AGV,
debido, por ejemplo, a un desequilibrio debido de hidrégeno o acetato.
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2.2 Bioindicadores Moleculares

Las comunidades microbianas involucradas en la digestion anaerobia han sido investigadas
principalmente a través del trabajo de aislamiento y cultivo, pero en los Gltimos afios también
se han utilizado diversas técnicas moleculares para determinar la abundancia relativa y la
dinamica de la comunidad microbiana y el nivel de actividad extracelular (Cabezas et al.,
2015).

El conocimiento que tenemos hoy sobre las capacidades fisioldgicas de los microorganismos
involucrados en el proceso de biogas deriva en gran medida de las metodologias
microbiologicas tradicionales, es decir, del aislamiento y el cultivo de cepas y especies puras.
La invencion de técnicas para el cultivo de anaerobios estrictos puede considerarse un avance
en el area de la digestion anaerobia. Durante muchos afios, estos métodos representaron las
principales herramientas para generar conocimiento sobre los organismos que participan en
la produccion de metano (Schnirer, 2015).

Sin embargo, con las poderosas herramientas disponibles en la actualidad, el conocimiento
de estos organismos aislados se ha expandido para incluir informacion detallada sobre su
estructura gendmica y expresion génica, asi como informacion valiosa sobre mecanismos
dentro del metabolismo microbiano. Para generar informacion con respecto a la fisiologia,
la filogenia, la expresion y la actividad, se puede utilizar una variedad de enfoques diferentes,
tanto métodos de cultivo como moleculares, asi como técnicas de etiquetado, utilizando
muestras ambientales, cocultivos definidos o cepas microbianas puras como se aprecia en la
figura 6.

. Microorganismos puras Comunidades microbianas
7 o co-culturas definidas en muestras ambientales
o o~ ) )
« : v ' v v

cultivos ADM ABRN proteinas Metabalitos Isatonos
rRNA gen Meta transcriptasa Actividad Metabdlica
gen funcional Fasos y células
Meta genoma Meta proteasa Metabaoloma

Fisiologia Patencial/Filogénica Expresion Actividad

Figura 6. Técnicas de estudio microbioldgicas de la digestion anaerobia. Figura adoptada de
Vanwonterghem et al.

El aislamiento y el cultivo se pueden utilizar para estudiar la fisiologia y generar informacion
con respecto a la utilizacion del sustrato, etc. El analisis del ADN revela informacion con
respecto a la filogenia y muestra el potencial genético de cepas puras y comunidades enteras,
y el analisis del ARN (transcriptoma) muestra datos reales y expresion de diferentes genes.
Tanto el ADN como el ARN también se pueden usar para apuntar y cuantificar genes
especificos, ya sea ARNr o genes funcionales.
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La protedmica y la metabolomica reflejan la expresion y la actividad de las proteinas
funcionales. Por su parte, las técnicas de marcado como sondas de fluorescencia e is6topos
estables o radiactivos se pueden utilizar para generar informacion sobre rutas especificas,
para mostrar la correlacion entre la actividad y las células y para visualizar las células. El
uso de una combinacidn de estos enfoques puede generar informacion valiosa necesaria para
vincular la estructura de la comunidad con la funcion de los digestores anaerdbicos
(Schndrer, 2015).

Por otro lado, la identificacion de microorganismos anaerobicos estrictos es un gran desafio,
debido al requerimiento de bajas concentraciones de oxigeno y el alto grado de
comensalismo y mutualismo en las comunidades, lo que dificulta su aislamiento y cultivo
(Mori et al., 2014). Se ha introducido un namero significativo de nuevos métodos de cultivo
en los ultimos 10 afios, lo que ha llevado a un aumento significativo en la recuperacion
microbiana. Las estrategias que han tenido éxito incluyen el uso de metabolitos / sustancias
sefial en los medios, tiempos de incubacidn prolongados y cocultivo (Epstein., 2013).

Ademas, para facilitar y simplificar su aislamiento, métodos menos laboriosos para cultivar
y aislar microorganismos anaerobios, como un sistema de placa de seis partes, se han
desarrollado (Nakamura et al, 2011). Esta técnica se ha utilizado con éxito para aislar una
serie de anaerobios estrictos, incluido el primer representante metanogénico de la clase
Thermoplasmata, Methanomassilicoccus (Narihiro, 2013). Este organismo se aislo por
primera vez de las heces humanas, pero Gltimamente también se ha observado en diferentes
procesos de biogas y se sugiere que es importante para mantener la produccion de metano a
altas cargas organicas (Westerholm et al, 2015).

La identificacion y cuantificacion de especies microbianas involucradas en la degradacién
anaerdbica son esenciales para el estudio de la tecnologia anaerdbica y para la optimizacién
de las condiciones operativas de los reactores. Convencionalmente, los microorganismos se
identifican aislando cultivos puros y luego caracterizando sus propiedades fisiologicas,
bioquimicas y morfoldgicas (Rao et al. 2000). Sin embargo, estos métodos tradicionales
tienen sesgos serios. Primero, muchos microorganismos pueden no estar adecuadamente
aislados, porque los medios de crecimiento artificiales pueden no simular exactamente el
ambiente en los reactores anaerobios. Segundo, muchos microorganismos requieren
interaccion sintréfica con otros, especialmente para la degradacién de contaminantes
refractarios, y por lo tanto no pueden ser cultivados individualmente (Wagner et al. 1993).
En tercer lugar, algunos microorganismos comparten caracteristicas fisioldgicas,
bioquimicas y / o morfoldgicas similares y, por lo tanto, no se pueden distinguir entre si.
Como resultado, muchos estimaron que no mas del 1% de las bacterias existentes habian
sido aisladas y caracterizadas (Amann 1995).

Actualmente, los microorganismos pueden distinguirse sin ambigliedades por las secuencias
de ADN de sus genes, por ejemplo, genes de ARN ribosomico (ARNr), que se usan como
biomarcadores. Con la aplicacion de técnicas moleculares basadas en acidos nucleicos, se ha
descubierto que las comunidades microbianas en el proceso anaerobico son muy diversas, y
las interacciones entre las diferentes especies y la regulacion de las funciones metabdlicas
siguen siendo desconocidas. Otros estudios sobre los efectos de los factores operativos
(incluida la temperatura, el pH, la velocidad de carga, etc.) en las comunidades microbianas
utilizando técnicas moleculares ayudaran a la optimizacion del proceso anaerdbico, en un
aumento de la estabilidad del reactor y la maximizacion del rendimiento de metano.
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2.2.1 Acidos nucleicos

La fiabilidad de las técnicas moleculares depende de la calidad y la representacion del
ARN/ADN extraido de las muestras del indculo en reactores anaerobios. La cantidad inicial
de muestras para la extraccion de acido nucleico debe cuantificarse en términos de numero
de células, masa seca del indculo o su volumen. Dicha informacién es importante para la
cuantificacion absoluta de microorganismos especificos. Los &cidos nucleicos en muestras
ambientales se degradan facilmente debido a la actividad de las nucleasas enddgenas. Para
los analisis de ARN, la actividad nucleasa debe inhibirse congelando la muestra
inmediatamente usando nitrogeno liquido y luego almacenarla a -80°C, mientras que para el
ADN las muestras pueden almacenarse a -20°C o -80°C (Schndirer, 2016).

El proceso de extraccion de ADN se compone de lisis celular, eliminacion de contaminacion,
extraccion con solventes, precipitacion y purificacion (Miller et al., 1999). Se han publicado
algunos protocolos para la extraccion de ADN o ARN de varias muestras ambientales
(Griffiths et al., 2000). Los métodos de extraccion deben optimizarse de acuerdo con el tipo
de muestras. Para irrumpir eficazmente la pared de células que son dificiles de romper, como
las metanogénicas y las bacterias Grampositivas, el método que se puede usar es el de
extracciones de fenol y cloroformo con bajo pH y tampon con citrato (Libonati y Sorrentino,
2001). Adicionalmente, deben eliminarse los materiales que interfieren con la extraccion de
acido nucleico o la manipulacion al final de la prueba.

La aplicacion de diferentes técnicas para el analisis del genoma depende de la capacidad de
extraer ADN. La concentracion y la pureza de una muestra de ADN pueden determinarse
por espectrofotometria en funcién de la capacidad de absorbancia obtenida a una longitud
de onda de 260 nm, mientras que la relacion de absorbancia a 260/280 se utiliza para evaluar
la pureza de las muestras. La relacién 260/280 es muy estable y se considera que un ADN
de pureza Optima tiene un valor entre 1,8 -2,0. Una relacion de menos de 1,8 indicara la
presencia de contaminantes en la muestra.

En general, el ADN se considera puro cuando la relacion 260/230 es de alrededor de 1,5-
2,2. Sin embargo, esta relacion es mucho mas variable que la relacion A260/280
dependiendo de factores como la concentracion de ADN o la composicién del tampdn de
resuspension de muestra. Una absorbancia de 1 a 260 nm corresponde a una concentracion
de 50 mg/mL de ADN. Para evitar interferencias, se deben usar Rnasa y DNasa, si es
necesario, para eliminar el ARN y el ADN, respectivamente, aunque se debe considerar la
degradacion parcial de los acidos nucleicos debido a las impurezas de la ARNasa y la
ADNasa. La cantidad de acido nucleico, segin expresado por las proporciones A260/A280
se mide espectrofotométricamente usando un espectrofotometro convencional de UV-visible
0 con un Nanodrop.
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2.2.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Con la intencion de tener una herramienta estandarizada para la identificacion de los
organismos existentes en los diversos ambientes se ha propuesto el cddigo de barras del
ADN, que proyectaba su utilidad en estudios de sistematica, ecologia y biologia evolutiva
(Herber et al., 2003). Estos autores pretendieron generar un método rapido, confiable y
reproducible, basado en la amplificacion de una region estandarizada del ADN por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), y la region propuesta
fue un fragmento de 600 pares de bases del ADN mitocondrial, que codifica la subunidad I
del citocromo ¢ oxidasa (COIl). El uso de la regién COI fue excelente herramienta para la
clasificacion taxondémica de muchos animales, incluso para distinguir entre especies; sin
embargo, su utilidad para estudios taxonémicos y/o filogenéticos en plantas, hongos y
microorganismos estuvo limitada y fue necesario buscar otras secuencias o genes candidatos
que pudieran usarse como marcadores (Lebonah et al., 2014).

En general, para que sea considerada como un marcador molecular para estudios de cddigo
de barra y/o en cualquier estudio taxonémico o de evolucion, una regién de ADN debera
cumplir con las siguientes caracteristicas:

a. Contener una variabilidad y una divergencia genética significativa a nivel de especie.

b. Poseer sitios conservados adyacentes, que permitan el disefio de iniciadores universales,
para su amplificacion por PCR.

c. Tener una longitud adecuada que permita la extraccion y secuenciacion de forma fécil,
reproducible y precisa (Kress y Erickson, 2012).

Aunque se sugirieron varias regiones o genes, el acido ribonucleico ribosomal 16S (ARNr
16S), originalmente propuesto por Pace et al, fue presentado como una buena opcion para la
clasificacion de bacterias (Pace et al., 1986). La idea fue rapidamente adoptada por la
comunidad cientifica y la secuencia del ARNr 16S se ha utilizado para conformar bases de
datos especializadas. Lo anterior ha permitido que las secuencias del ARNr 16S sean
utilizadas como una herramienta importante en la reconstruccion de relaciones filogenéticas.

Ademas, el uso de secuencias del ARNr 16S facilito el establecimiento del proyecto arbol
de la vida universal, el cual se ha constituido como una referencia de relacién de procariotas
facilmente organizada en bases de datos dindmicas que compilan y curan los datos de todas
las secuencias accesibles del gen ARNr 16S (Yarzaet al. 2008, 2010). Pese a algunas
controversias y dificultades técnicas, el ARNr 16S se sigue utilizando como un excelente
marcador molecular y se han planteado nuevas estrategias de estudio, aprovechando las
bondades de las nuevas técnicas gendmicas (Savolainen et al. 2005, Tanabe y Toju 2013).
Para la cuantificacion de microorganismos y la aclaracion de la expresion génica asociada
con actividades especificas, la PCR cuantitativa (QPCR) es casi siempre la primera opcion
debido a su alta confiabilidad y amplios rangos dindmicos (Zhang y Fang 2006).
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2.2.3 Caracteristicas del ARNr 16S

El ARNr 16S es un polirribonucleotido de aproximadamente 1500 nucledtidos codificado
por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S. Como cualquier secuencia
nucleotidica de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega y adquiere una estructura secundaria
que se caracteriza por tener segmentos de doble cadena que permiten la formacién de asas y
hélices (Rodicio y Mendoza 2004). Esta molécula ha sido reconocida como un poderoso
marcador universal debido a que se encuentra en todos los organismos conocidos. Su
estructura parece mantenerse por largos periodos de tiempo y, como su funcién no ha
cambiado, los cambios en la secuencia probablemente son aleatorios.

En su contraparte eucariota, el ARNr 18S, las mutaciones son adquiridas lentamente, y es
posible obtener informacion acerca de todos los organismos en una escala evolutiva. Sin
embargo, los ARNr poseen suficiente variabilidad para diferenciar no sélo los organismos
mas alejados, sino también los mas proximos, y es posible diferenciar especies, cepas o
variedades. Ademas, el tamafio relativamente largo de los ARNr 16S (1500 nucleétidos)
minimiza las fluctuaciones estadisticas, y la conservacion de su estructura secundaria
favorece el alineamiento preciso durante la comparacion de secuencias (Rodicio y Mendoza
2004).

El ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) menos conservadas o hipervariables
(Baker et al. 2003), que son las que aportan la mayor informacion util para estudios de
filogenética y taxonomia. Las regiones conservadas son de gran ayuda para disefiar
iniciadores universales que permitan la amplificacion de las diversas regiones hipervariables
de la gran mayoria de los ARNr 16S de los microorganismos presentes en una comunidad.
Segun el analisis del ARNr 16S, toda la vida celular se divide en tres dominios, es decir,
Archaea, Bacteria y Eukarya (Woese et al. 1990).

Aunque las propiedades filogenéticas del ARNr 16S y la gran cantidad de secuencias
disponibles ofrecen una ventaja considerable, las técnicas moleculares basadas en el gen
ARNr 16S todavia tienen algunas desventajas. Por ejemplo, la heterogeneidad de ARNr 16S
entre copias multiples en una especie (Klappenbach et al. 2001) dificulta el analisis de
patrones y puede confundir la interpretacion de la abundancia relativa microbiana obtenida
de las bibliotecas de clones o secuencias de las bandas DGGE cortadas.

Ademas, la secuencia de ARNr 16S puede carecer de resolucion a nivel de especie para
algunos grupos microbianos. Otra limitacion del uso de ARNr 16S para la cuantificacion de
microbios es que hay poca informacion disponible sobre el nimero de copias de ARNr en
genomas microbianos. Ueno y Tatara, investigaron la comunidad microbiana en la
produccién de metano termofilico a partir de &cidos organicos en un reactor de lecho
empaquetado utilizando un andlisis de clones de ADNr 16S que mostro que las poblaciones
microbianas cambiaron con el tiempo de retencion hidraulica (Ueno y Tatara, 2008).
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2.2.4 Caracteristicas de la Metil-coenzima reductasa (mcrA)

El gen mcrA codifica la subunidad o de Metil enzima M reductasa, la enzima que cataliza el
paso final en la metanogénesis (Ferry, 1999), este gen es exclusivo de los metandgenos.
Dada esta exclusividad, es posible detectar la presencia y abundancia de arqueas
metanogénicas en muestras ambientales (Gagnon et al., 2011).

La secuencia de la enzima Metil coenzima M reductasa es otro marcador genético que ha
sido empleado para establecer relaciones filogenéticas en arque metanogénicas (Luton et a.,
2002). Esta enzima estd compuesta por dos subunidades alfa (mcrA), dos beta (mcrB), y dos
gama (mcrG). Las subunidades son filogenéticamente conservadas (Hallam et al., 2003). El
gen mcrA ha sido utilizado como marcador genético alternativo, mostrando relaciones
filogenéticas similares como aquellas encontradas por el ARNr 16S (Luton et al., 2002).

Las comunidades con funciones especificas también se han estudiado apuntando a diferentes
genes funcionales, como Metil coenzima A (mcrA), una enzima clave para la metanogénesis
(Dziewit et al., 2015).

2.2.5 Caracteristicas de la fosfosulfato reductasa (aprA)

El aprA es un gen marcador funcional util utilizado para detectar el ciclo microbiano de
azufre es el gen de la subunidad alfa reductasa (aprA) de adenosina-5'-fosfosulfato (APS),
que codifica una enzima clave para la reduccion disimiladora de sulfato y la oxidacion de
azufre (Meyer et al., 2007).

Un enfoque molecular alternativo para superar estos problemas es el uso de genes
funcionales. Un gen marcador funcional candidato es el aprA que codifica la subunidad alfa
reductasa adenosina-5'-fosfosulfato (APS). La reductasa de APS que consta de dos
subunidades (AprB y AprA) convierte APS en sulfito y monofosfato de adenosina (AMP)
en el proceso de reduccion de sulfato disimilatorio, y también se postula para operar en la
direccién inversa en el proceso de oxidacion de azufre disimilatorio (B. Meyer, J Kuever,
2007). El gen aprA se empleo originalmente para evaluar la diversidad de los procariotas
sulfato reductores (M.W. Friedrich, 2002).
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2.3 Nuevas tecnologias moleculares

En los ultimos afios la tecnologia en el &mbito molecular ha avanzado a pasos gigantes, y
ahora podemos obtener mas informacion metabdlica, por ejemplo, teniendo como punto de
partida la PCR. Se han inventado técnicas novedosas que permiten observar las especies de
microrganismos y su actividad por medio de microscopios de Ultima tecnologia y
electroforesis. A continuacion, exponemos algunas de estas tecnologias que seran cada dia
mas comunes en el campo de la digestion anaerobia.

2.3.1 Huella digital molecular de microbiomas

En la era de la técnica de biologia molecular, las huellas digitales de microbiomas también
se usan con frecuencia para evaluar y comparar diferentes microbiomas, incluidos los
microbiomas productores de biogas. Los que se han utilizado incluyen polimorfismo de
longitud de fragmento de restriccion terminal (T-RFLP), polimorfismo de conformacion de
cadena sencilla (SSCP), electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) y
analisis de espaciador intergénico ribosomico automatizado (ARISA) (Jun Wey et al., 2020).
Todos estos métodos de huellas dactilares de microbioma implican la amplificacién por PCR
de unaregion hipervariable del gen ARNr 16S utilizando cebadores universales o especificos
de taxones y la separacion, deteccién y cuantificacion de individuos.

Las principales limitaciones de SSCP, T-RFLP, ARISA y DGGE incluyen baja resolucién y
la incapacidad de identificar de manera confiable los microorganismos representados por los
picos de banda o cromatograma, porque es dificil obtener informacion de secuencia de los
fragmentos del gen ARNr 16S. Para identificar supuestamente las bandas en geles SSCP o
DGGE, un conjunto de amplicones de especies conocidas puede servir como referencias,
pero dicha identificacion no es confiable (Zhang, 2010).

2.3.2 Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

FISH es una técnica de visualizacion basada en el examen microscopico de una especie 0
grupo de bacterias 0 arqueas después de tefiir sus células con sondas oligonucleotidicas
fluorogénicas especificas que unen las moléculas de ARN dentro de sus células. Las sondas
FISH son secuencias cortas de ADN monocatenario (aproximadamente 16-20 nucle6tidos)
marcadas con uno o dos colorantes fluorescentes. La sonda hibrida especificamente in situ
con ARNr 16S, 23S ARNr o ARNm dentro de las células microbianas de acuerdo con la
combinacion complementaria de ADN-ARN (Zhang, 2010).

Para visualizar las diferentes células en el lodo anaerobico, la FISH es el método bésico y se
puede mejorar para generar muchas variantes mediante la combinacién con otras técnicas,
incluyendo CLSM (microscopia de escaneo laser cofocal) FISH (Zhang et al. 2005), MAR-
FISH (microautoradiografia-FISH) (Lee et al. 1999), CARD-FISH (deposicion de reportero
catalizado - FISH) (Pernthaler et al. 2002), etc. Aungue no se usa tan cominmente como
FISH, la PCR in situ también es una alternativa para visualizar células (Hodson et al. 1995).

47



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

2.3.3 Micromatrices (Microarrays)

Las Micromatrices son una herramienta poderosa y de alto rendimiento que permite la
deteccion y cuantificacion de miles de genes o transcripciones de ARN simultaneamente. La
innovacion central de la técnica de microarrays es la capacidad de unir sondas de
oligonucledtidos en una matriz sélida para crear una matriz densamente empaquetada. Las
Micromatrices de ADN ofrecen la posibilidad de determinar la aparicion de una serie
completa de microorganismos en un microbioma, incluyendo eso en biorreactores. Se han
desarrollado varios tipos de micromatrices para el analisis de microbiomas en diferentes
entornos. Las matrices filogenéticas tienen sondas especificas para los genes de ARNr 16S
0 18S u otros genes funcionales conservados y se utilizan para examinar la abundancia
relativa de especies y la composicion de los microbiomas (Zhang, 2010).

2.3.4 Sondeo de isotopos estables (SIP)

El acoplamiento de técnicas de biologia molecular con sondeo de is6topos estables (SIP) de
biomarcadores ha proporcionado un enfoque in vitro independiente del cultivo para vincular
la identidad de los microorganismos con sus funciones en los microbiomas. En SIP, un
sustrato marcado con un isétopo pesado, como 13C, 15N o 180, se agrega a los cultivos in
vitro de interés que se incuban (Zhang, 2010). Los genomas (ADN), los transcriptomos
(ARN) y los proteomas (proteinas) de microorganismos en crecimiento activo que pueden
utilizar el sustrato estdn marcados con el is6topo. En combinacion con otras técnicas, como
el sondeo de is6topos estables (SIP) (Hori et al. 2007), la selectividad y la eficacia de los
métodos de caracterizacion anteriores podrian mejorarse ain mas.

La hibridacion (Raskin et al. 1995), el método de la ARNasa H (Ueno et al. 2004), etc.,
también son dtiles para cuantificar microorganismos. Para lograr un vinculo directo de la
funcién del metabolismo y la clasificacion filogenética, la tecnologia de is6topos es esencial
mediante el uso de isétopos radioactivos (Lee et al. 1999) o isétopos estables e (Hori et al.
2007).

2.3.5 Las tecnologias émicas y el microbioma.

El répido avance y la mejora de las tecnologias 6micas, especialmente en la Gltima década,
han brindado oportunidades sin precedentes para caracterizar la abundancia relativa,
composicion, expresion génica y metabolismo de varios microbiomas, incluidos los de los
biorreactores AD, de manera integral. Estas tecnologias émicas incluyen metataxonomia,
metagendmica, metatranscriptomia, metaproteémica 'y metametabolomica. La
metataxonomia puede ayudar a identificar las bacterias, arqueas, hongos y protozoos al
secuenciar una biblioteca de amplicones de un gen marcador (principalmente un gen
marcador). Por lo tanto, es una herramienta poderosa para examinar exhaustivamente la
diversidad, composicion y estructura de los microbiomas productores de biogas (Zhang,
2010). La metagendmica, o metagendmica de escopeta, puede revelar potencialmente todos
los genes presentes en un microbioma mediante la secuenciacion del ADN extraido de una
muestra de microbioma.

La Metatranscriptomia analiza el ARN (ARN total o ARNm) transcrito en un microbioma
y, por lo tanto, proporciona una instantanea de la expresion del gen en el momento del
muestreo. Todas estas tres tecnologias 6micas basadas en secuenciacion estan potenciadas
por las tecnologias NGS, que incluyen 454 pirosecuenciacion (ya no se usa), secuenciacion
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Illumina y secuenciacion lon Torrent, todas las cuales permiten una secuenciacion de alto
rendimiento de manera rentable (Zhang, 2010).

Las tecnologias 6micas han reemplazado la mayoria de las técnicas de biologia molecular
en estudios sobre microbiomas productores de biogés. Sin embargo, las micromatrices de
alta densidad, gPCR, incluida la PCR digital de gotas, y SIP pueden ser muy Utiles porque
pueden complementar las tecnologias 6micas cuantificando con precision los taxones o
gremios de microorganismos importantes para ciertos aspectos de la produccion de biogas,
como la tasa y la estabilidad del proceso, o desenterrando el metabolismo de sustratos o
intermedios importantes durante la digestion anaerobia. El uso de las huellas digitales de
microbiomas también ha permitido evaluar y examinar rapidamente la dindmica y las
respuestas de los taxones individuales a las condiciones cambiantes, incluidos el inicio, la
velocidad de carga, el cambio de materia prima y la temperatura y pH de operacion (Zhang,
2010).

Aunque tales correlaciones no pueden identificar directamente los impulsores o las barreras
de la digestion anaerobia, pueden fomentar investigaciones futuras hacia el monitoreo y
control racional del sistema. De hecho, varios estudios encontraron respuestas distintas de
ciertas bacterias y metandgenos a la acumulacion de amoniaco (Peng et al., 2018),
temperatura de operacion (Kim et al., 2017) y pH (Zhang et al., 2019b). Algunos de los
grupos de microorganismos sensibles pueden servir como indicadores durante el monitoreo
del proceso de digestion anaerobia (Sun et al., 2019), mientras que otros pueden usarse en
bioaugmentacion para ayudar a restaurar el proceso normal y ayudar con un manejo efectivo
de disfuncion de los biorreactores de AD (Onwosi et al., 2019).

Las investigaciones futuras sobre microbiomas productores de biogas ayudaran ain mas a
mejorar la eficiencia y la estabilidad de la digestion anaerobia. Dicha investigacion se
beneficiard enormemente de la mejora continua de las tecnologias émicas, particularmente
la metaprotedmica y la metametabolémica. Ademas, se necesitan métodos y analisis
estandarizados para producir datos que se puedan comparar en el desarrollo y la mejora de
los modelos de digestion anaerdbica.
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2.4 Biocontrol

Con las herramientas antes expuestas, podemos realizar un seguimiento de los indculos y
con ello estar preparados para cualquier anomalia que disminuya la produccion de biogas.
En las grandes plantas de biogas la maximizacion del rendimiento energético en relacion con
los costos de tratamiento es una prioridad. (Angelikadi et al., 2005). Sin embargo, este paso
estad lleno de retos, ya que las soluciones biologicas has sido relegadas por las soluciones
quimicas y mecanicas que en muchas ocasiones no son efectivas. La aplicacion de
bioindicadores logrard una respuesta mas temprana a averias y optaremos por aplicar
medidas Bio, ya que sabremos el orden o la especie de microrganismo que podremos alentar,
0 que tipo de compuesto esta afectando las poblaciones microbianas y poder retirarlo de la
alimentacion. Asi mismo, la utilizacion de estas nuevas tecnologias nos dara una visién mas
amplia de lo que ocurre en un inoculo y con esto optimizar el proceso del biogas. A
continuacion, se detallan algunas medidas que se pueden adoptar en caso de fallos de
reactores, asi como biosoluciones.

2.4.1 Incremento de la retencion de biomasa

Realizando este incremento, se mejora la eficiencia del proceso y su estabilidad y es la llave
de los sistemas de alta carga (Bjorsson, 2000). Un medio denso de microorganismos es
esencial para una transferencia eficiente de hidrdégeno entre especies, un proceso que juega
un papel clave en la metanogenesis (Stams et al., 2005). Po ejemplo, en los sistemas CSTR,
el método tradicional para la retencion de biomasa es tener una unidad de sedimentacion de
lodo y recircular la biomasa de regreso al reactor. Otros métodos incluyen aumentar el
tiempo de retencion hidraulica o mejorar el patron de mezcla, por ejemplo, apagando el
agitador media hora antes y después de la adicidn del sustrato para aumentar la retencién de
biomasa debido a una mayor sedimentacion (Hansen et al., 1999b).

2.4.2 Mejorar la configuracion y operacion del reactor

El aumento de la temperatura puede permitir una mejora significativa en la produccion de
biogas. Para sustratos degradados lentamente, la aplicacion de sistemas de dos fases donde
el paso de acidogénesis termofilica con tiempo de retencion hidraulico corto es seguido por
el paso de metanogénesis mesofilica con tiempo de retencion hidraulico prolongado, puede
aumentar la produccion de biogas debido a la mejora de la hidrélisis y también a la reduccién
de patogenos (Huyard y col.2000). También se ha demostrado que la configuracion de dos
fases de termofilica extrema (68 °C) seguida de termofilica (55 °C) mejora la produccién de
biogés en comparacion con una sola unidad termofilica para la digestion del estiércol de
ganado (Nielsen et al., 2004).

El aumento de la carga en el reactor también aumenta las actividades microbianas segun la
cinética de Monod. Esto se demostré utilizando un modelo de computadora que mostro que
el aumento de la concentracion de sustrato resulta en una mejora en la tasa de produccion de
biogas. Ademas, en la operacion de biogéas a gran escala con almacenamiento de efluentes,
el rendimiento extra de biogas también se puede recuperar del almacenamiento de efluentes
y al aumentar la temperatura del almacenamiento a 55 °C, se puede recuperar biogas extra
en més del 10%.
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2.4.3 Pretratamiento del sustrato

Otra forma de aumentar la produccion de biogas es aumentar la biodegradabilidad mediante
pretratamiento del sustrato, tales como lodos domeésticos, desechos solidos y la mayoria de
los productos agricolas con alto contenido de celulosa y hemicelulosa (Ahring y Angelidaki,
2000). La disminucion del tamafio de particula del material de celulosa ayuda a aumentar la
velocidad de hidrolisis y fermentacion (Hu et al., 2005). Para los desechos organicos solidos,
el método comin de pretratamiento es usar un reactor de hidrdlisis para licuar el sustrato
antes de alimentarlo al reactor metanogenico (Scherer et al., 2000; Pavan et al., 2000).
También se ha informado el pretratamiento del estiércol por condicion aerdbica termofilica
(Pagilla et al., 2000).

La separacion de la lignina y la celulosa de los desechos del estiércol también puede obtener
un mayor rendimiento de biogas por volumen de entrada de alimentacion (Mgller et al.,
2004), o el uso de la etapa acidogénica anaerdbica en el sistema de dos fases también puede
aplicarse como una etapa de pretratamiento.

2.4.4 Eliminacion del componente toxico.

En muchos casos donde los compuestos tdxicos estan presentes en la alimentacion, el
proceso puede funcionar en un estado de equilibrio inhibido, lo que significa un
funcionamiento estable, pero con bajo rendimiento de biogas. La produccion de biogéas se
puede mejorar eliminando los compuestos toxicos e inhibidores. Por ejemplo, el nivel de
sulfato/ sulfuro se puede disminuir con cloruro férrico (Fe2Cls) o cloruro ferroso (FeCl) para
precipitar sulfato/ sulfuro en forma de sulfuro ferroso (Hansen et al., 1999b). Yamaguchi et
al, informaron el uso de un dispositivo de separacion de sulfuro incorporado a un reactor
UASB para aliviar la inhibicion de sulfuro en tratamiento de aguas residuales ricas en sulfato
(Yamaguchi et al., 1990).

El nivel de amoniaco puede disminuirse mediante la eliminacién de amoniaco libre (Siegrist
et al., 2005). El efecto de la inhibicidn del amoniaco puede contrarrestarse disminuyendo el
pH o mediante la codigestion con otros compuestos. Se informo que la adicion de bentonita
que contiene Caz +y Na +, 0 aceite unido a bentonita, ayuda a la estabilizacion del proceso
con alta concentracion de amoniaco (Angelidaki y Ahring, 1993). También se ha informado
que la adsorcion del compuesto LCFA en la bentonita o el carbén activado disminuye el
problema de la inhibicién de LCFA (Angelidaki et al., 1990). Ademas, Los antibidticos se
pueden eliminar por floculacién antes de ingresar a un reactor UASB (Deng et al., 1998).

La temperatura, junto con el sustrato, es el pardmetro mas determinante para la estabilidad y
el rendimiento del proceso. Como se mencioné anteriormente, la temperatura impacta
fuertemente en la estructura de la comunidad, pero también en la diversidad microbiana, las
vias de degradacion y la tasa de degradacion (McGenity, 201) En general, la digestion
anaerdbica a temperaturas termofilicas da mayores tasas de produccion de metano y mayor
rendimiento de metano, pero este no es siempre el caso (labatut et al., 2014). Ademas, la
digestion termofilica da como resultado una reduccion comparativamente mayor de los
patdgenos (Sahlstrom, 2003) y proporciona una viscosidad mas baja, lo que resulta en un
menor consumo de energia para la agitacion (Bambrilla et al.,2013) Las desventajas con
temperaturas mas altas incluyen una menor diversidad microbiana, con el consiguiente
riesgo de un proceso menos estable y una degradacion menos eficiente de ciertos compuestos
guimicos, como los fenoles.
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Experiencias en el funcionamiento a gran escala, muestra que las fluctuaciones de
temperatura no deben exceder 2-3 °C para obtener mejores resultados y evitar la
inestabilidad (Dros B, 2013).

2.4.5 Cambios en la Alimentacién

Se ha demostrado que la alimentacién repetida por pulsos con la adicion de sustrato cada dos
dias, en comparacion con la alimentacion diaria, da como resultado una comunidad
bacteriana que es mas tolerante a la carga de choque organico y al alto amoniaco (De Vrieze
et al., 2013). La alimentacion dindmica también se ha sugerido ultimamente como un
enfoque para permitir el suministro de electricidad flexible a partir del biogas (Mauki et al.,
2015). Un aumento en la tasa de carga organica generalmente resulta en una disminucion en
el tiempo de retencion que, si es demasiado corto, podria causar el lavado de
microorganismos y una degradacion ineficiente.

Los sustratos ricos en azucar y almidon generalmente se descomponen facilmente y
requieren tiempos de retencion mas cortos. Para la degradacion de estos materiales, no es
necesaria la hidrolisis y la degradacion comienza directamente en la segunda etapa de
degradacion, la fermentacion. Sin embargo, se requieren tiempos mucho mas largos para la
degradacion microbiana de la materia vegetal rica en fibra y celulosa. Para tales materiales,
a menudo es el paso de hidroélisis y no la metanogénesis lo que limita la velocidad de
descomposicion. Un signo tipico de una tasa de carga organica demasiado baja es la
acumulacion de intermedios de degradacién o un bajo grado de degradacion.

La composicion del gas es de gran interés para el monitoreo, ya que un cambio en la
composicion del gas, es decir, el aumento de los niveles de dioxido de carbono, puede ser
un signo de inestabilidad del proceso. Sin embargo, si el material de entrada varia con el
tiempo, un cambio en la composicion del gas también puede reflejar el caracter del sustrato.
Para detectar una desviacion de la variacion "normal”, es importante tener en cuenta la
composicion del gas y el contenido de dioxido de carbono durante un periodo mas largo y
buscar tendencias de aumento / disminucion.

2.4.6 Bioaunmentacion

Recientemente, se han realizado diferentes intentos para mejorar el proceso de biogas
mediante la adicion directa de microorganismos o enzimas, algunos con resultados exitosos
(Romero et al., 2016). La bioaugmentacion se ha realizado principalmente para mejorar el
paso hidrolitico del proceso de biogas y mejorar la degradacion de la lignocelulosa. Por
ejemplo, recientemente se demostré que la adicién de la bacteria que degrada la celulosa
Clostridium cellulolyticum aumenta la eficiencia de degradacion de la paja de trigo (Peng X
etal., 2014).

La bioaugmentacion con el objetivo de mejorar la hidrdlisis también demostrd ser exitosa
utilizando un hongo anaeroébico, Piromyces rhizinflata, en un proceso de dos etapas para la
produccion de biohidrogeno y biogas utilizando ensilaje de maiz y con la bacteria
fermentativa Acetobacteroides hidrogenigenes para la produccion de metano a partir de paja
de maiz (Zhang J et al., 2015).
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Ademas, se demostro que la adicion de un consorcio compuesto por 16 cepas aisladas de
bacterias que degradan la celulosa mejora el rendimiento de metano del ensilaje de maiz con
hasta un 38% (Poszytek et al., 2016) También se han realizado intentos para mejorar la
estabilidad y la eficiencia de la produccidn de metano a niveles altos de amoniaco y aqui se
propuso la adicion de un cultivo metanogénico puro (Methanoculleus bourgensis, cepa
MS2T) para mejorar con éxito el rendimiento de metano en un digestor de régimen continuo
estresado con amoniaco (Fotidis, 2014). También se obtuvo un rendimiento de metano
mejorado después de la adicion del acetdgeno productor de hidrogeno Enterobacter cloacae
(Acs N et al., 2015) y se obtuvo una degradacion lipidica mejorada con la bacteria lipolitica
Clostridium lundense (Cirne et al., 2006).

La mayoria de los estudios que utilizan la adicion directa de enzimas al proceso de biogas
han mostrado resultados negativos. Sin embargo, se demostré que la adicion de proteasas
aumenta el rendimiento de metano en las pruebas por lotes con ensilaje de maiz, estiércol de
pollo y estiércol de vaca, pero no se observOo ningln efecto durante las operaciones
semicontinuas (Hanrecih et al., 2013). La aplicacion de una mezcla enzimética disponible
en el mercado, preparada por fermentacion fungica, dio como resultado un mayor
rendimiento de produccion de biogas (10-15%) y un mayor contenido de metano del biogas
(5-10%) en un proceso semicontinuo utilizando ensilado de grano y maiz. ensilaje como
sustrato (Quifiones et al., 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.Materiales y Métodos

En este capitulo se realiza una explicacion detallada del material empleado para llevar a cabo
los ensayos experimentales, incluyendo una descripcién tanto de los diferentes equipos y
reactores utilizados, como del procedimiento seguido en los analisis de laboratorio.

A continuacion, se detallan los materiales utilizados en todas las etapas de la investigacion

3.1 In6culos Anaerobios

A lo largo de la investigacion se utilizaron varios indculos anaerobios para la aplicacion y
evaluacion de los bioindicadores estudiados en esta investigacion, a continuacion, se detalla
cada uno de ellos.

3.1.1 In6culo Anaerobio Etapa 1

Para esta etapa de la investigacion, se utiliz6 un inéculo en digestion de un digestor de la
EDAR Copero para todas las pruebas, ya que en esta prueba lo que se queria era afinar el
método de las actividades especificas.

3.1.2 In6culo Anaerobios Etapa 2

Los Indéculo de las pruebas A y B fueron obtenidos del reactor Macondo 11 alimentado de
fango mixto (FM), el cual es la mezcla de fangos procedente del tratamiento primario y
secundario de la EDAR Copero. En la segunda prueba se utilizé el mismo indculo utilizado
en la primera prueba, pero con tratamiento de decantacién. Para las demas pruebas, se
tomaron las muestras del reactor FM, el cual es alimentado con fango mixto también, pero
con codigestion. En la prueba C se ha analizado la codigestion de lixiviado, procedente de
una estacion de transferencia de residuos sélidos urbanos como se parecia en la tabla 3.

Para la prueba D, se ha analizado la codigestion de detergente y aceite de motor. Finalmente,
para la prueba E, se analiz6 la codigestion de materia seca y fango deshidratado en un
momento en que el reactor no estaba operando de forma dptima. El ensayo de la AME
también puede usarse para evaluar el rendimiento del lodo en presencia de compuestos
inhibidores (McHugh et al., 2004). El in6culo del ultimo ensayo se deshidraté con materia
seca y agua industrial. EI pH era muy &cido y la produccion de biogas era casi nula, sintomas
tipicos de un digestor en inhibicién, el cual puede ser optimizado mediante el seguimiento
de bioindicadores.

Prueba 0 0 A entaclio Pretratamiento
A Macondo |11 Fango Mixto
B Macondo |11 Fango Mixto Decantacion
C FM Lixiviado
D FM Detergente + aceite de motor
E FM Fango deshidratado + materia seca Dilucién

Tabla 3. Caracteristicas de los indculos utilizados en la etapa 2.
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3.1.3 Ino6culos Anaerobios Etapa 3

Los Indculos utilizados en esta etapa fueron tomados de un reactor anaerobio de mezcla
completa llamado reactor de digestion anaerobia (AD), de un Inéculo de un reactor
metanogénico (RM), estos dos en rango termofilo y el tercero fue tomado del reactor FM el
cual opera en régimen mesofilo 35°C. Ninguno de estos Indculos tenia algln pretratamiento,
pero el reactor AD se alimentaba con codigestion como se observa en la siguiente tabla.

0 0 A entacio Rango te 0
RM Efluente reactor hidrolitico Termdfilo
Residuos de matadero
AD esterilizados +agua residual de Terméfilo
matadero
FM Fango Mixto Mesofilo

Tabla 4. Caracteristicas de los Indculos utilizados en la etapa 3.

3.2 Reactores anaerobios

Se utilizaron varios reactores anaerobios de donde se extrajo el indculo para su analisis por
medio de los bioindicadores, a continuacion, se describe cada uno de ellos.

3.2.1 Reactor Macondo I11- Mezcla completa

Es un reactor anaerobio de mezcla completa de 6 litros que operaba en régimen mesofilo
(37°C), con un in6culo procedente de un digestor anaerobio de la planta COPERO y como
alimentacion fango mixto de la misma EDAR. Como se aprecia en la siguiente figura, el
reactor tiene su cabeza en vidrio, una bomba de recirculacion, dos bombas peristaticas una
para el efluente y otra para el afluente. En la cabeza del reactor se ubica la entrada de
alimentacidn, la recirculacién y la salida de biogas. El biogas se media mediante un medidor
magnético el cual daba el volumen en litros. La alimentacion se mezclaba con un agitador
magnético diez minutos antes de cada alimentacion.

Fig}ura 7. Reactor Macondo I11
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A continuacion, se expone los datos operacionales y la caracterizacion de la alimentacion
del reactor.

Alimentacion
Parémetros operacionales Fango mixto
Prueba TR Carga Biogds DQOd DQO SV ST AGV/ALC pH
dias  (g/L*d) (L/dia) % (o/L)  (g/L) (g/L)
A-B 24 1,17 2,8 51,3 17 12,1 21,5 0,45 8,7
Tabla 5. Pardmetros de operacién y de alimentacién Reactor Macondo 11

3.2.2 Reactor FM — Mezcla completa

Es un reactor anaerobio de mezcla completa alimentado con fango mixto, el cual trabajaba
en régimen mesofilo (37°C) y en el cual se experimentan varios tipos de codigestion en el
laboratorio TAR. Consta de una bomba de recirculacion y dos bombas peristaticas una para
la entrada de la alimentacion y otra para el efluente, como se aprecia en la figura 8.

le %]
Figura 8. Reactor 7 litros

Generalmente en este digestor se probaba diferentes combinaciones de sustratos. Para esta
investigacién trabajamos con la codigestion de fango mixto y otros residuos de diferentes
sectores agroindustriales. A continuacion, en la tabla 6, se muestra los datos de operacion
del reactor en la codigestion y la caracterizacion de las alimentaciones para este reactor.

Parametros operacionales Alimentacién
Prueba TR Carga Biogas DQOd DQO Svd* ST AGV/ALC pH
dias  (g/L*d) (L/dia) % (9/lL)  (g/L) (g/L)

C 188 1,27 0,29 58,3 23,9 172 25 0,29 5,95
D 24 1,41 0,47 18,9 33,9 32,1 41.4 0,47 8,4
E 215 1,82 0,66 53,2 47,5 2,9 35,9 0,4 6,1
FM 21 1,75 2,2 56 36,7 23,1 335 0,29 8

Tabla 6. Parametros de operacion y de alimentacion reactor 7 litros. *d: degradado
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3.2.3 Reactor Metanogénico (RM) y reactor AD —Mezcla completa

El reactor metanogénicos (RM) era un reactor anaerobio especializado en la fase
metanogénica de la digestion anaerobia con el cual se queria investigar la capacidad de
respuesta a sobre cargas y su evolucion en estas contingencias. Constaba de un cuerpo en
cristal con una cabeza metalica hermética. Un agitador mecanico mezclaba el sustrato y el
indculo y una bomba peristatica realizaba la alimentacion. La alimentacion del reactor RM
era el efluente de un reactor que trabajaba en fase hidrolitica.

Figura 9. Reactor RM y reactor AD de izquierda a derecha

El reactor AD era un reactor con todas las fases de la digestion anaerobia el cual era utilizado
para realizar ensayos de codigestion. Ambos reactores trabajaban en rango terméfilo y el
indculo de ambos provenia de la depuradora la Llagosta. La alimentacion el reactor AD era
residuos esterilizados y agua residual de matadero. Para la extraccion del efluente se
utilizaba un balén aforado el cual se llenaba del efluente por el impulso de nitrégeno gaseoso.
La medicidn de biogas se realizaba en cromatografo de gases, tomando la muestra en la
cabeza del digestor.

A continuacion, se puede apreciar los parametros operacionales y la caracterizacion de cada
uno de los dos reactores.

Parametros operacionales Alimentacion
Reactor TR Carga Biogas DQOd DQO Svd* AGV pH
dias  g/L*d (L/dia)  (g/L) (g/L) (g/L) mg/L
RM 24 2,1 2,5 60 34,6 13,3 41893 8,1
AD 24 1,8 2,3 40 18,7 4,6 1289 1,7
Tabla 7. Parametros de operacion y de alimentacion reactor RM y AD. *d: degradado
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3.2.4 Planta piloto en EDAR Tablada de 1 m?

Es una planta piloto de la depuradora Tablada, EMASESA en Sevilla, consta de un tanque
de alimentacién que tiene forma cilindrica y de un agitador para mantener homogéneos los
sustratos. El digestor de 1 m® de volumen atil fue alimentado mediante una bomba Mono,
tipo CGG de 1”. La temperatura de funcionamiento fue de 35 + 1°C, mesofilica y se mantuvo
en el digestor durante el periodo de ensayo utilizando un elemento calefactor (Camisa de
calentamiento de 500 mm de ancho con aislamiento de lana de roca de 50 mm de espesor y
chapa de recubrimiento soldada y pulida). El biogas producido se mide con un contador de
membrana Elster, modelo BK G4. Volumen ciclico de 1,2 litros o 2,0 litros, Rango 0,04-6
m3/ h. En la figura siguiente se puede ver la planta piloto.

FiguralO. Planta Piloto
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3.2.5 Equipos laboratorio TAR

A continuacion, se detallan equipos de laboratorio utilizados en el laboratorio TAR para esta

investigacion

Equipo Imagen

Centrifuga

Uso

Esta centrifuga fue
utilizada para realizar
la extraccion de
ADN.

Medidor
presion

Con este equipo se
realizaba la
verificacion de
presion en mbar en
los viales de las
actividades
especificas.

Viales de vidrio

Estos viales de 250
mL cada uno tenian
un tapon de caucho y
tapa plastica, fueron
los que se utilizaron
para realizar las
actividades

especificas.

Shaker

Este agitador
mecanico fue
utilizado en la
primera etapa
experimental de las
actividades
especificas para
agitar los viales, los
cuales se agitaban a
100 rpm vy se
calentaban a 37°C.

Tabla 8. Equipos utilizédds én ei-laboratorio TAR
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3.2.6 Equipos laboratorio Microbiologia IRTA

A continuacion, se detallan equipos de laboratorio utilizados en el laboratorio del IRTA

para esta investigacion

Equipo

Imagen

Vortex

Mastercycler gradient

Uso

Este equipo fue utilizado
para la agitacion de los
ependorf utilizados en la
extraccion de ADN

NanoDrop 1000

=
=
ol |

Este equipo fue usado
para la transformacion
del ADN en ADNc

Este equipo fue utilizado
para cuantificar el ADN
de las muestras de los
indculos estudiados.
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Equipo

gPCR

Uso

Este equipo del
laboratorio de biologia
molecular fue utilizado
para la generacion de
copias genéticas y para
la lectura del ARN.

Kit micro

Viales de 100 mL

Tabla 9. Equipos utilizados en el laboratorio del IRTA

RNeasy®
PowerMicrobiome” Kit (50)

Store at room temperature (15-25°C)

Store DNase | at 2-8°C upon arrival

04053228029694
157047416

8 2019-06-19
26000-50

Kit para realizar
extracciones de ADN vy
ARN

Viales de 100 mL
utilizados en la tercera
parte de la investigacion
en el laboratorio del
IRTA
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3.3 Meétodos Fisicoquimicos de analisis Laboratorio TAR

Para realizar las analiticas de los ensayos realizados, se utilizaron los siguientes métodos en
el laboratorio TAR.

3.3.1 Determinacion del pH (APHA, 4500-H+,2015)

El pH 6ptimo se encuentra en torno a la neutralidad, entre 6,5y 8. La alcalinidad debe ser
suficiente para mantener la regulacion del pH. El potencial redox: debe ser lo
suficientemente bajo para poder asegurar el desarrollo de poblaciones metanogénicas
estrictas. Para ello es necesario que el medio de digestion no tenga oxidantes, como el
oxigeno (libre de aire), nitratos o sulfatos.

Los &cidos grasos volatiles y el acetato tienden a disminuir el pH del sustrato. Si las bacterias
metanogeénicas no alcanzan a convertir rapidamente los AGV a medida que lo producen las
bacterias acetogénicas, estos se acumulan y disminuyen el pH en el digestor. Sin embargo, el
equilibrio CO»-bicarbonato opone resistencia al cambio de pH.

La determinacién electrométrica del pH se basa en la medida de la actividad de los iones de
H+ por mediciones potenciométricas utilizando, un electrodo indicador de vidrio, otro de
referencia y tampones de pH 4 y 7. La fuerza electromotriz (fem) producida en el sistema de
electrodo de vidrio, varia linealmente con el pH y esta relacion se describe comparando la
fem medida con el pH de diferentes tampones. EI pH de la muestra se determina por
extrapolacion.

La temperatura afecta a la medida del pH de dos formas, efectos mecanicos producidos por
cambios en las propiedades de los electrodos y efectos quimicos causados por cambio de
equilibrio. De esta forma, es conveniente proceder a la medida del pH de la muestra siempre
a la temperatura ambiente. Un pH elevado indica una baja concentracién de iones H+, y por
tanto un medio alcalino. Por el contrario, un pH bajo indica la acidificacion del medio. Dado
que los principales microorganismos involucrados en este proceso trabajan de forma 6ptima
en un rango de pH de 7-8, éste debe mantenerse cercano a la neutralidad.
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3.3.2 Determinacion de los Acidos Grasos Volatiles (AGV) (APHA, 1992)

La concentracion de AGV es uno de los pardmetros mas importantes en el control del
proceso de digestion anaerobia. Es comunmente aceptado que la acumulacion de acidos
grasos volatiles es el resultado del desequilibrio en condiciones de digestion.

1. Para realizar el analisis mas rapidamente se debe aprovechar el proceso anterior donde se
calculaba la alcalinidad. Una vez terminado el analisis se recoge el erlenmeyer y, se pone a
calentar en la placa calefactora. Cuando llegue al punto de ebullicién y comience a hervir,
se debe dejar durante tres minutos de reloj y, una vez pasados se retira el erlenmeyer de la
placa y se deja enfriar a temperatura ambiente.

Una vez frio se realiza una valoracion de la misma forma que en el analisis de alcalinidad,
empleando esta vez una base fuerte, como es el hidroxido sddico (NaOH). Se mide el pH,
bajo en sus inicios debido al &cido clorhidrico afiadido en el proceso anterior, hasta llevarlo
a pH 7 con la adicién de la base fuerte. Tal y como se realiza en el analisis de alcalinidad, se
anota el dato de volumen de base gastado en el proceso (Benito, 2016).

Los AGV se calculan con la siguiente formula:

AGV (mg CaC03 L) =VtxN+50000ml de muestra

Donde,

Vt: Volumen de disolucion de NaOH gastado en la valoracion (mL)

N: Normalidad de la base estandar utilizada, ml de muestra: Volumen de muestra utilizado
(mL) 50.000: Es una constante de equivalencia.

2. También se utilizo el procedimiento APHA, WPCF and AWWA, 2005. Estandar Methods
for the Examination of water and wastewater para Hallar los AGV en el laboratorio del
IRTA.

Se toma 1.5 mL de la muestra en un ependorf, luego se centrifuga a 13 mil rpm por 10
minutos. Se afiade en otro ependorf 300 pL del sobrenadante, 600 pL de agua y 100 pL de
acido férmico (esto es segun la dilucion que depende de la carga organica de la muestra).
Luego se centrifuga a 13 mil rpm por 5 minutos. Finalmente, de toman 1 mL de la Gltima
centrifugay se encapsula en los viales de cristal para luego llevarlo al cromatografo de gases,
donde se observan en el software el resultado.
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3.3.3 Determinacion de la Alcalinidad Total (APHA, 1992)

La alcalinidad es uno de los parametros de control de los procesos anaerobios, ya que el
sistema CO3=/HCOs- es el mejor tampdn para el rango de operacion de los digestores, se
considera como suficiente para funcionar como tampon una cantidad de alcalinidad mayor
de 1000 mg CaCOs/L, aunque para més seguridad se trabaja con valores de 2000-5000 mg/L.

Variaciones en la alcalinidad se visualizan en el biogéas, ya que si el ion bicarbonato
reacciona con los cationes Ca2+y Mg2+, la concentracion de CO2 disminuira, debido a que
la reaccion siguiente se desplazara hacia la derecha:

CO2+H)O @ Hr;CO; @mp COs=+ 2H+

Un descenso en la alcalinidad puede ser reflejo de un aumento en los &cidos grasos volatiles,
producto del metabolismo de las bacterias hidroliticas que son las primeras en actuar en el
proceso degradativo anaerobio.

Para su analisis se recogen 25 mL de la muestra, a los que se le afiade 100 mL de agua
destilada en un Elenmeyer. Se realiza una valoracion de &cido clorhidrico 0,1N. Se mide el
pH de la muestra en un inicio, debiendo estar cercano a la neutralidad. A medida que se
afiade el acido fuerte el pH va bajando hasta que llega a pH 4, donde se para la valoracion y
se anota el volumen de acido utilizado indicado en la bureta desde la que se afiade el acido.

La alcalinidad se calcula con la siguiente formula:

Alcalinidad (mg CaC03 L) =Vt*N*50000ml de muestra

Donde:

Vt: Volumen de disolucion de HCI gastado en la valoracion (mL).

N: Normalidad del &cido estandar utilizado, ml de muestra: Volumen de muestra utilizado

(mL) 50000: Es una constante de equivalencia. Los resultados son expresados como mg.1 L
de CaCO3 o acético.

Figura 11. Adicién de acido [:;ara hallar la alcalinidad
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3.3.4 Sélidos Totales (ST): Solidos totales fijos (STF) y Solidos totales Volatiles (STV)
(APHA, 2540 A, 1992).

El término engloba la materia en suspension, la materia sedimentable, la materia coloidal y
la materia disuelta. Es un parametro bastante importante en el control de procesos fisicos y
bioldgicos. El contenido en materia solida del agua residual estda formado por varias
fracciones que engloban tanto los so6lidos organicos como inorganicos. Con la medida de los
solidos totales fijos y volatiles, es posible determinar la cantidad de materia solida inerte y
la cantidad de materia organica o biomasa existente en la muestra.

Previamente, se debe preparar la capsula donde se va a proceder al analisis de la muestra. Si
en la medicion se pretende analizar SV, se debe incinerar la capsula a 550 + 50°C durante al
menos 1 hora en una mufla. Si, por lo contrario, solamente se pretende hacer el anélisis de
los ST, se debe calentar la capsula a 103-105°C durante al menos 1 hora en una estufa.
Después de preparar la capsula, se debe conservar en un desecador y pesar inmediatamente
antes de usar. Lo mas comodo es realizar primero los sélidos totales y después de pesarlo,
llevarlo a la mufla y obtener asi los volatiles. Para realizar el andlisis de los Sélidos totales
se vierten 25 mililitros en una cépsula, la cual se ha pesado con antelacion. Posteriormente,
se introduce en la estufa durante 24 horas. Transcurridas las 24 horas, se debe dejar en el
desecador unos 20 minutos y pesarla en la balanza analitica.

Para determinar los sélidos volatiles, la misma muestra con la que se ha medido los sélidos
totales se llevan a la mufla a 550°C durante 20 minutos. Al sacar la capsula trascurridos los
20 minutos, se lleva a la estufa para suavizar la temperatura con la intencion de no producir
un cambio brusco de temperatura y producir un error de pesado. Se repite el proceso y, en
este caso se lleva el recipiente al desecador durante 10 minutos. Por Gltimo, se vuelve a pesar
la capsula y se anota el valor afiadido. Equipos necesarios: Balanza analitica, estufa y mufla,
Crisol, espatula.

ST=B—AV %1000
SV=B—-CV*1000

Siendo:

ST: Solidos totales (g.L-1).

SV: Sélidos volatiles (g.L-1).

A: Tara de la capsula vacia (g).

B: Peso de capsula + muestra tras 24 horas a 105°C.
C: Peso de capsula + muestra tras 20 minutos a 550°C.
V: Volumen de muestra (L).
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3.3.5 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) (APHA, 5220 C, 2005)

La DQO representa la cantidad de oxigeno necesario para oxidar por via quimica la totalidad
de la materia orgénica. El requerimiento de oxigeno quimico se utiliza como una medida del
equivalente de oxigeno del contenido de materia organica de una muestra susceptible de
oxidacion por un oxidante quimico fuerte. Para las muestras de una fuente especifica, la
DQO puede relacionarse empiricamente con la demanda bioldgica de oxigeno (DBO5).

La DQO se determina valorando la oxidacion con dicromato potasico, segun el método de
reflujo cerrado. Tras haber tomado 10 mL de la muestra y enrasar hasta 2 litros, se procede
a tomar 5 mililitros, introduciéndolo en un tubo de ensayo. A continuacion, se afiaden 3mL
de disolucidn de digestion de dicromato potasico 0,066N y 7 mL de reactivo acido sulfurico
de plata (catalizador) de forma que se cree una capa de acido debajo de la disolucion de
digestion de la muestra.

Colocar los tubos en el termoreactor, previamente calentado, a 150°C y mantener la digestion
durante 2 horas. Una vez transcurridas las dos horas, se enfria a temperatura ambiente. Una
vez enfriadas las muestras, se procederd a su valoracion y para ello, se abre el tubo, se afiaden
tres gotas de indicador de ferroina, un iman de agitacion y se valora con una disolucién
sulfato de hierro y amonio (sal de Méhr, 0,025N).

El punto final de la valoracion se observa con un marcado cambio de color de azul verdoso
a marron rojizo, aungue el azul verdoso puede volver a aparecer pasados unos minutos.

El volumen obtenido en la valoracién con la sal de Mohr se introduce en la siguiente férmula
para calcular el dato de DQO. Se expresan en mg de O2, necesarios para oxidar un litro de
muestra (mg. L-1).

DQO enmg de 02/L=(A—B) *M+8000«Fdml de muestra
Donde:

A: Volumen de sal de Mahr utilizados para el Blanco

B: Volumen de sal de Mo6hr obtenido en la valoracion de la muestra

M: La molaridad de la sal de M6hr, 8000: La constante de equivalencia mL de muestra:
Volumen de muestra analizada.

Fd: Factor de dilucion

Figura 13. Valoracién de DQO
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3.3.6 Determinacion de Metano

Para medir el metano contenido en los viales de las actividades especificas, se utiliz6 un

transductor de presion (IFM PN 5007) y el método de desplazamiento de una solucién
alcalina para medir volumétricamente el metano. En la medicidn de metano, el dioxido de
carbono disuelto es separado antes de ejecutar la medicion; cualquier otro gas presente
correspondera a trazas proporcionalmente insignificantes. Este proceso de seleccion es
implementado mediante una trampa de COz, en una solucion acuosa de hidréxido de sodio.

Cuando se emplea el método volumétrico, se usa una solucion alcalina desplazante, siendo
la mas comun el hidroxido de sodio (NaOH) con una concentracion de 1N (Cardenas et al.,
2016), cuyo pH debe ser superior a 12 unidades para garantizar la captura del CO2 producido.
A continuacion, se describe el procedimiento a seguir del método:

1.
2.

Se llena un recipiente de vidrio con solucion de NaOH a 1N de concentracion.

Se coloca una entrada y una salida del biogas, sellando bien el recipiente para evitar
que se generen fugas.

Se conecta el transductor de presién y se instala en un soporte universal, con una
goma a la salida de este y una aguja médica.

Se coloca una aguja en la goma de entrada del biogés y se coloca una probeta para
recolectar la solucion desplazada.

Se coloca el vial debajo del medidor de presion, luego se introduce la jeringa en tapon
del vial esperando que la presion quede constante en la pantalla del transductor.

Se introduce la goma de entrada en el vial para que se desplace la solucion alcalina
y se deposite en la probeta. Es importante que la presion en el vial quede en cero para
saber que todo el biogas ha sido capturado como se observa en la siguiente figura:

Figura 14. Medicion de metano
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3.4 Metodo Actividades especificas

No existe un meétodo estandar de la actividad metanogénica especifica (AME), actividad
acidogénica especifica (AAE) y actividad hidrolitica especifica (AHE) para lodos
anaerdbicos. Existen varios métodos encontrados en literatura como el realizado por Soto et
al, quienes realizaron la aplicacion de las tres actividades especificas y da una guia de como
Ilevar acabo el procedimiento. También Lopez et al, ensayaron la aplicacion de la AME para
el andlisis de residuos sélidos En general, los investigadores prueban varias concentraciones
de sustratos como azlcares y proteinas para luego observar la degradacion de la materia
orgénica en el tiempo, y determinar la AME de varios indculos. Normalmente, se tienen en
cuenta variables como el suministro de nutrientes, mediciones de temperatura, biogas y
agitacion temporal o permanente de los viales.

3.4.1 Consideraciones previas

Para llevar a cabo las actividades especificas, se puede utilizar viales de cristal. Se
recomienda realizar por triplicado y tener un blanco con el cual controlaremos el
experimento por cada prueba. Se debe tener una caracterizacion del inoculo a analizar para
obtener valores de ST, SV, AGV y DQO.

Para llevar a cabo el ensayo de actividad especificas se debe seguir los siguientes pasos:
1. Conservacion de la muestra

Es conveniente introducir el inoculo en una incubadora (de 35 a 37 °C si estd en régimen
mesofilo y a 55°C si esta en régimen termofilo) durante al menos tres dias antes de iniciar el
ensayo. Este tiempo es suficiente para que los microorganismos se adapten a la temperatura
del ensayo. Los viales por utilizar pueden ser de volimenes entre 100 y 500 mL, depende
del tipo de in6culo y su disponibilidad, ademas Ortiz recomienda que el volumen libre en la
cabeza del vial debe estar entre 20 al 25% del volumen total (Ortiz, 2011).

2. Preparacion de Substratos para cada actividad

Es importante sefialar que la Unica diferencia que existe entre las tres actividades es la
adiccion del substrato, que para cada actividad es diferente:

2.1 AHE: para el ensayo de la actividad hidrolitica especifica se utiliz6 celulosa, ya que es
una molécula que cominmente degradan las bacterias hidroliticas.

2.2 AAE: para esta actividad se utilizd glucosa, la cual, se considera el principal
intermediario en la via de la digestion anaerobica de los compuestos organicos de
carbohidratos complejos.

2.3 AME: Para realizar la prueba del AME, se puede utilizar acetato de sodio o acidos
butirico, propidénico, valérico como sustrato, sin embargo, en literatura y en esta
investigacion se probaron estos acidos sin tener un buen resultado. Dados estos resultados
se ensay0 con el acetato de sodio que arrojaron muy buenos resultados en la primera etapa
de la investigacion. Por lo cual se utilizé acetato de sodio como substrato de la AME.
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Para conocer la cantidad adecuada de cada substrato, se puede afiadir la cantidad necesaria
para que la concentracion final sea 5 g DQO/L. Sin embargo, para calcular el peso necesario
de sustrato a partir de la DQO se utiliza la siguiente relacion:

5 (D%O) * V medio(mlL)

DQO Sol substrato (%)

MSubstrato (g) =

Si la actividad del indculo a estudiar se sabe que es baja o0 se quiere realizar un ensayo mas
rapido se puede utilizar una concentracion de 2.5 g DQO/L.

3.Nutrientes y Tampdn

Se debe preparar el inoculo adicionando la solucion de macronutrientes y elementos traza.
Por cada litro de indculo se adicionan 2 ml de nutrientes. Para todos los viales, se ha utilizado
como tampdén KH2PO4y se nivel6 el pH a 7 antes de iniciar el experimento. Se adiciona 1.2
g de KH2POg4 /L de indculo. En la tabla 2 se puede observar los micro y macronutrientes que
se suministran a los viales para que las bacterias tengan elementos traza y compuestos
organicos en abundancia y con esto, un buen metabolismo.

Compuesto uds. Cantidad
MH.CI g/l 85
Macro-nutrientes KH,PO, el 18,5
Cadl; g/l 6
MgS0,-7H,0 g/l 115
FeCl,-6H,0 mg/| 2307
CoCly-6H,0 mg/| 2000
MnClz-4H20 mg/! 500
CuCl,-2H,0 mg/! 30
Znicl, mig/T S0
Elementos traza H;BO0; mg;T G0
{NHs)sMo7Ozs-4H;0 mg/| 90
Ma5203-5H,0 mg,T 100
Nicl,-6H,0 mg/| 50
EDTA mg/1 1000
HCl 36% ml/l 1

Tabla 10. Macro y micronutrientes utilizados en las actividades especificas. (Field et al.
1988)

4. Pretratamiento

Antes de adicionar los sustratos se recomienda introducir los viales llenos del indculo en una
incubadora para temperarlos a 37°C 0 a 55 °C segun sea el caso, por 30 minutos.

71



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

5. Analiticas

Para realizar la analitica de los ensayos, se toma un cuarto bote aparte por cada actividad al
cual se le afiade el sustrato correspondiente la solucion tampdn y los nutrientes y el
correspondiente sustrato. Con esto, tenemos la muestra para analizar la demanda quimica de
oxigeno (DQO), éacidos grasos volatiles (AGV), alcalinidad, s6lidos totales (ST), solidos
volatiles (SV) y pH. EI mismo dia del inicio de los experimentos, se realizan los analisis
fisicoquimicos. Al siguiente dia del comenzar en ensayo se puede empezar a medir la
produccién de metano una o dos veces al dia, dependiendo de la actividad del inéculo. La
medicién de metano se realiza durante un tiempo determinado, se puede realizar este
seguimiento desde un periodo de 120 horas (5 dias) hasta los 40 dias si lo que se quiere es
realizar una segunda alimentacion para evaluar la especializacién de los microorganismos.

6. Puesta en marcha

Se adicionan los sustratos en cada vial percatandose que cada substrato corresponda a su
actividad especifica. La concentracion depende de las condiciones del ensayo y del tipo de
indculo. Se recomienda una concentracién entre 1.0-1.5 g SSV/L. La cantidad para preparar
un 1 Litro de medio sera:

1.5 1000

Vinocuto (mL) = W

Por cada actividad se hacen 3 repeticiones y como control se adicionan tres botes sin sustrato.
Se cierran bien los viales si son de rosca o se utiliza una prensa si las tapas son de aluminio.
Luego se agitan por 30 minutos para homogenizar la mezcla de substrato, in6culo, nutrientes
y tampén. Luego de esto se llevan los viales a una incubadora 30 minutos a la temperatura
mesdfila o termdfila segln el tipo de indculo.

3.4.2 Calculo Actividades Especificas

Para el calculo de las actividades especificas se ha utilizado el Monod Kinetic Model. La
ecuacion de la actividad especifica se puede simplificar en el modelo de orden cero, es decir,
el comportamiento cinético cuando se mantienen las condiciones operativas expuestas
anteriormente. La actividad expresada como g COD * g-1SSV * d-1 y calculada a partir de
la velocidad de produccion de metano (dvCHa/ dt) forma una tasa de degradacion del sustrato
(ds/dt) (Ortiz, 2011). Es importante aclarar que la AME se calculé a partir de la produccion
de CHa y las otras dos actividades se calcularon a partir de la DQO, aunque como se mide
metano en todas las actividades, los datos de metano en la AAE y en la AHE pueden ser
obtenidos para obtener una curva de produccién de metano.

El calculo de la actividad se puede hacer por los siguientes métodos:

a. De latasa de consumo del substrato
(Acm)s = -(ds/dt)/Xo g COD*giSSVv*dt

b. De la produccion de metano
(Acm) CHs = (dv CHa/dt) / (XoVrf1)

(ACm) CHa = Xo*t/ f*VI*SSV  CHA*g1SSV*d
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Donde Ac es actividad, S es el sustrato limitante, VCH4 es la produccion acumulada de
metano, VR el volumen del reactor, Xo es el valor de la pendiente en el periodo de tiempo
en que se observa la velocidad maxima y fi es un factor de conversion donde de la DQO
equivalente del gas, puede calcularse usando los factores normalizados de conversion de g
de DQO a mL de CHa. El célculo del factor esté calculado en la tabla 4 para diferentes
temperaturas, asumiendo una elevacion al nivel del mar. A 0°C, 1 g de DQO es igual a 350
mL de gas metano seco.

Temperatura | 1g DQO/L = ml de CH4reportado
°C
CH, seco CH4 Himedo

10 363 367
15 369 376
20 376 385
25 382 394
30 388 405
35 395 418
40 401 433
45 408 450
50 414 471

Tabla 11. Factores de conversién para el calculo del contenido de DQO en el gas metano. (A
presion atmosférica y a nivel del mar) Fuente: (Univalle, 2002).

También se puede obtener el incremento de actividades por alimentacion, en esta segunda
medicion una parte del incremento es debido al crecimiento de bacterias, que se puede
estimar a partir de la segunda alimentacion.

Yy * DQO0yqy * Ay
IAT = SSV x ACT1

Donde:

Ywm: Coeficiente de rendimiento celular de las bacterias metanogénicas, que es igual a: (0,028
g SSV/g DQO ¢lim).

DQOacv: Concentracion de AGV consumida en la primera alimentacion, expresada en
unidades de DQO: 1,07 g DQO/g AGV para acético.

Awnm: Actividad metanogénica especifica metandgenos: A= 3y 1.5 (g DQO/g SSV* d) para
temperaturas de 20 y 30 °C respectivamente.

SSV: Concentracion del inoculo (/g/L).

ACT:: Actividad metanogénica determinada en la primera alimentacion (g DQO/g SSV).

El incremento de la actividad observada, expresada como fraccién de la actividad original,
se calcula con la siguiente expresion:

140 — ACT, * ACT,
 ACT1

Si IAO > 2IAT, el incremento observado es debido mayoritariamente a la adaptacion de los
microorganismos. Si IAO < 2 IAT, el aumento de la actividad es debido al crecimiento de
las bacterias (IRTA, 2008).
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3.5 Biologia Molecular

En este apartado se expone los métodos utilizados para obtener informacion genética de los
indculos estudiados, tanto la cantidad de genes como su actividad molecular. Cabe resaltar
que para el ADN se llevaron a cabo dos métodos, el primero en el laboratorio TAR vy el
segundo en el laboratorio del IRTA.

3.5.1 Extraccion ADN

Esta es una de las metodologias mas clasicas en la extraccion de ADN, descrita por
Sambrook y colaboradores (Sambrook et al.,1989). La metodologia aqui descrita es una de
las més eficientes obteniendo ADN de buena calidad y en muy buenas cantidades, ademas
es bastante econdmica. Sin embargo, es un proceso largo y se debe tener especial cuidado
en ciertas secciones para evitar contaminacion y dafiar el producto final, el ADN. Por otro
lado, en el proceso de extraccion se hace uso de reactivos toxicos que precisan bastante
atencion.

A continuacion, se enuncian los pasos para realizar la extraccion:

1. Pipetear 5 ml de la muestra del fago en un tubo de ensayo.

2. Concentrar las células en centrifuga 10 minutos a 10mil rpm

3. Eliminar el sobrenadante y congelar la muestra, luego triturar la muestra hasta que
quede homogénea.

4. Resuspender la muestra en 1mL de High TE

Adicionar 30 microlitros de NaCl (5M) y 10 microlitros de SDS al 20%, agitar el

contenido del tubo.

6. Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos para separar las fases

La fase acuosa es la que contiene el ADN por lo cual se retira el precipitado

8. Adicionar a la fase acuosa 1 mL de cloroformo y homogenizar por inmersion 5
minutos, luego de eso centrifugar por 10 minutos. Repetir este paso hasta que la fase
acuosa quede completamente clara. En el caso de las muestras de fango anaerobio se
repitié 4 veces este paso debido a la cantidad de impurezas de la muestra.

9. Adicionar alcohol isopropilico helado y dejar en reposo durante una hora y
centrifugar 15 minutos.

10. Eliminar el sobrenadante cuidadosamente, luego enjuagar el sedimento con 1 mL de
etanol al 70%. Trasladar el contenido a un ependorf.

11. Centrifugar por 10 minutos y eliminar el alcohol dejando secar la muestra a
temperatura ambiente. Resuspender el sedimento en 300 microlitros de Low TE.

12. Transferir 50 microlitros en una cubeta micro de fibra de vidrio para
espectrofotometria y 950 microlitros de High TE. Se utiliza un factor de dilucién de
1/20.

13. Medir en espectrofotometro a longitud de onda de 260 nm y a 280 nm. Como blanco
se utiliza el High TE.

14. Comprobar la pureza de la muestra:

o

~

P= Abs 260/Abs 280
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3.5.2 RNeasy PowerMicrobiome Kit (50), QIAGEN

El kit RNeasy PowerMicrobiome esta disefiado para una purificacion rapida y facil de ARN
total de muestras con alto contenido de inhibidores de PCR. Inhibitor Removal Technology
(IRT) asegura la eliminacion completa de las sustancias inhibidoras a menudo contenidas en
estos materiales. El resultado es un ARN que estd listo para usar en las aplicaciones
posteriores mas exigentes. EI ADN gendmico se elimina en la columna utilizando la DNasa
proporcionada y el tampon de reaccion. EI ARN se eluye en agua RNase-fr y esta listo para
aplicaciones posteriores.

Notas antes de comenzar el método:

a. La solucion PM1 debe calentarse a 55 ° C durante 5-10 minutos antes de su uso.

b. Agite para mezclar la Solucion PM5 antes de usar.

c. Prepare la Solucion PM1 agregando 10 pl de B-mercaptoetanol (B-ME) por cada 990 pl
de Solucion PM1 (un total de 1 ml por cada preparacion).

d. Prepare la solucion madre de DNasa | agregando 550 ul de agua sin ARNasa al polvo
liofilizado de ADNasa I (sin RNasa) y mezcle suavemente. Alicuota de la enzima de reserva
DNasa | en porciones de 50 pl y almacene a una temperatura de —30 ° C a —15 ° C para un
almacenamiento a largo plazo (pero no congele-descongele mas de 3 veces). Para preparar
la solucion de DNasa I, descongele y combine 5 pl de enzima de reserva DNasa | con 45 pl
de solucidn de digestion de DNasa por preparacion.

A continuacion, se detallan los pasos del procedimiento de extraccién:

1. Se Coloca 0,25 g de heces 0 muestra de biosélido en un tubo de perlas PowerBead, vidrio
de 0,1 mm. Nota: Si se desea la lisis a base de fenol, agregue 100 pl de fenol — cloroformo
—alcohol isoamilico (pH 6.5-8.0) al tubo PowerBead antes de agregar la muestra. Luego se
agregue 650 pl de solucion PM1 — B-ME al tubo PowerBead. Alternativamente, puede
agregar 650 pl de PM1 y 6.5 ul de B-ME al tubo PowerBead. Asegure el tubo PowerBead
horizontalmente a un adaptador de vértice (cat. No. 13000-V1-24). Oriente las tapas de los
tubos para que apunten hacia el centro del adaptador de vértice.

2. Centrifugar a 13,000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente (15-25 ° C). Transfiera
el sobrenadante a un tubo de recogida limpio de 2 ml (incluido). Nota: Si agregd fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico, retire la capa acuosa superior y transfiérala a un tubo de
recoleccion limpio de 2 ml (provisto). Luego, agregue 150 ul de solucion IRS y agite
brevemente para mezclar. Incubar a 2-8 ° C durante 5 min. Manual del kit RNeasy Power
Microbiome 01/2020 11. Centrifugar a 13,000 x g durante 1 min. Luego, evitando el granulo,
transfiera el sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2 ml (provisto). Nota: No
transfiera mas de 650 pl en este paso.
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3. Agregue 650 ul de cada Solucién PM3y Solucion PM4. Vértice brevemente para mezclar.
Nota: Para evitar que los ARN pequefios (ARN 5s, ARNt y ARN degradados) se
corporifiqguen con ARNm y ARNIr, use 650 pl de etanol al 70% en lugar de la Solucion PM4.
Para purificar ARN pequefios, como microARN y ARNip, transfiera el lisado a un tubo més
grande para acomodar un volumen mayor (2.6 ml) y agregar 650 ul adicionales de etanol al
100% (suministrado por el usuario) al lisado. Luego, introduzca 650 pl de sobrenadante en
una columna de centrifugacion de ARN MB y centrifugue los tubos a 13,000 x g durante 1
minuto. Deseche el flujo continuo y repita hasta que todo el sobrenadante haya sido
procesado a través de la columna de centrifugado.

4. Agite para mezclar la Solucion PM5. Agregue 650 ul de solucion PM 5 a la columna de
centrifugacion de ARN MB y centrifugue a 13,000 x g durante 1 minuto. Omita los pasos
11-13 si desea aislar tanto el ARN como el ADN. Deseche el flujo y centrifugue a 13,000 x
g durante 1 minuto para eliminar el lavado residual. Luego, Coloque la columna de
centrifugacion de ARN MB en un tubo de recogida limpio de 2 ml (incluido). En el centro
de la columna de centrifugado, agregue 50 ul de solucién de DNasa | (preparada mezclando
45 pl de solucidn de digestion de DNasa y 5 pl de enzima de ADNasa.

5. Incubar a temperatura ambiente durante 15 min. Afadir 400 pl de solucion PM7 y
centrifugar a 13,000 x g durante 1 min. Deseche el flujo continuo. Afadir 650 pl de solucion
PM5. Centrifugar a 13,000 x g durante 1 min. Deseche el flujo continuo. Afadir 650 ul de
solucién PM4. Centrifugar a 13,000 x g durante 1 min. Deseche el flujo continuo.
Centrifugar a 13,000 x g durante 2 min. Coloque la columna de centrifugacion de ARN MB
en un tubo de recogida limpio de 2 ml (incluido). Luego, agregue 100 pl de agua libre de
RNasa (incluida) al centro de la membrana blanca del filtro. Incubar a temperatura ambiente
durante al menos 1 min. Eluir con 100 pl de agua libre de ARNasa maximizara el
rendimiento de ARN. Para un ARN mas concentrado, se puede usar un minimo de 50 pl de
agua libre de ARNasa. Finalmente, Centrifugar a 13,000 x g durante 1 min. Deseche la
columna MB Spin. EI ARN ahora esta listo para aplicaciones posteriores. (QUIAGEN,
2020).

Figura 15. Ependorf con muestras preservadas y preparadas para realizar la extraccion.
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3.5.3 Polymerasa chain reaction (PCR)

El primer paso después de la extraccion del acido nucleico es la PCR o TR (transcripcion
inversa) que consiste en amplificar un fragmento objetivo de ADN y ARN. El ciclo de PCR
se lleva a cabo en tres pasos: desnaturalizacion, recocido y extension. Este proceso se repite
durante varios ciclos generalmente de 30 a 50, para generar una gran cantidad del fragmento
de ADN deseado. La parte crucial de una PCR es el conjunto de primers seleccionados que
se dirigen a genes de interés que cubren grupos taxondmicos u funcionales especiales. Estos
primers pueden disefarse individualmente en funcion de las alineaciones de secuencias de
ADN relevantes, o simplemente tomarlos de literatura.

El conjunto de primers seleccionados pueden apuntar a las secuencias en varios niveles
taxonémicos, desde clase, familia, género y especie. Los productos de PCR contienen una
mezcla de multiples copias del mismo segmento amplificado al nivel taxonémico
seleccionado. Estos productos de PCR pueden clonarse y luego secuenciarse para identificar
especies. La PCR también puede tener sesgos y amplificar genes que no estan dirigidos.

La baja temperatura de recocido tolera mas desajustes y aumenta la diversidad de productos
de PCR; sin embargo, también podria generar productos de PCR no deseados, llamada
amplificacion no especifica. Los quimicos y las enzimas pueden estar contaminados por
secuencias de algunos microorganismos (Liu et al. 2002). Se ha visto que algunos ARNr
16S especificos estan altamente correlacionados con la contaminacion por en muestras
ambientales (Liu et al. 2002).

El método gPCR para hallar copias genéticas no es complejo, pero requiere de cierta
habilidad en el manejo de pequefias cantidades. Es indispensable utilizar una campana en la
que solo se trabaje biologia molecular ya que cualquier impureza puede arrojar malos
resultados.

Lo primero que se debe realizar es la preparacion de los primer y de la Master mix que
generalmente debe estar preparada antes de realizar el anélisis.

Luego se va al ordenador donde se importa el perfil térmico, se guarda la secuencia deseada
y se prende el gPCR, encendiendo la lampara de calentamiento. Una vez se esta calentando
el equipo, se preparan los patrones, se realizan las diluciones deseadas que en el caso de esta
investigacion fueron a 100 uMolar y 10 pMolar. Los patrones también se diluyen de 10* a
1010, este ltimo es el patron madre.

A cada ependorf se le adiciond 18 pL de agua y 2L de patron. Luego se alistan el primer,

el forward y el reverse y a esta mezcla se le adicion6 agua a una relacion de 20pL
mezcla/180puL agua. A esto se le hace una pequefia agitacion.
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Una vez listo este paso, se dispone a preparar la matriz, como se observa en la figura 16 en
la cual se coloca 9uL de la Mix por 1 uL de ADN. A los patrones se les adiciona la misma
cantidad de muestra.

Figura 16. Preparacion matriz qPCR

Una vez lista la matriz, se procede a rellenar los espacios de derecha a izquierda, la primera
y segunda columna con los patrones y las demas filas con las muestras ya preparadas. Una
vez lista la matriz se sella con pléstico y se lleva a la g°PCR como se observa en la siguiente
figura, donde se esperan alrededor de 3 horas para que se realice el analisis.

Figura 17. Matriz lista para ser leida por la gPCR
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3.6 Métodos estadisticos

En la presente investigacion se utilizaron tres métodos estadisticos para analizar las variables
involucradas en las diferentes pruebas. Para Calcular la actividad metanogénica especifica
se utilizd la regresion lineal para hallar la pendiente que se necesita en el calculo. Para
analizar la relacion existente entre las actividades especificas, los analisis fisicoquimicos y
los bioindicadores de biologia molecular se utilizé la correlacion de Pearson y el analisis de
componentes principales. Se utilizaron los softwares SPSS y SygmaPLot 14.

3.6.1 Coeficiente de Correlacion de Pearson

Es una prueba estadistica para analizar la relacién entre dos variables medidas en un nivel
por intervalos O de razon. La Hipotesis por probar es correlacional, del tipo de "A mayor X,

mayor Y', "A mayor X, menor y", "altos valores en X estan asociados con altos valores en
Y", "altos valores en X se asocian con bajos valores de Y".

Variables: La prueba en si no considera a una como independiente y a otra como
dependiente, ya que no evalla la causalidad. La nocion de causa-efecto (independiente-
dependiente) es posible establecerla teoéricarnente, pero la prueba no considera dicha
causalidad.

El coeficiente de correlacion de Pearson se calcula a partir de las puntuaciones obtenidas en
una muestra en dos variables. Se relacionan las puntuaciones obtenidas de una variable con
las puntuaciones obtenidas de la otra, con los mismos participantes 0 casos.

Nivel de medicién de las variables: Intervalos 0 razon.

Interpretaci6n: El coeficiente r de Pearson puede variar de ~ 1.00 a +1.00, donde:
-1.00 "A mayor X, menor Y", de manera proporcional. Es decir, cada vez que X aumenta

una unidad, Y disminuye siempre una cantidad constante. Esto también se aplica "a menor
X, mayor Y"(Sampieri et al., 2006).

Puntuacion Significado
-1.00 Correlacion negativa perfecta
-0.90 Correlacion negativa muy fuerte.
-0.75 Correlacion negativa considerable.
-0.50 Correlacion negativa media.

-0.25 Correlacidn negativa debil.
-0.10 Correlacidon negativa muy débil.
0.00 No existe correlacion alguna entre las variables.
+0.10 Correlacion positiva muy débil.
+0.25 Correlacién positiva débil.
+0.50 Correlacidn positiva media.
+0.75 Correlacion positiva considerable.
+0.90 Correlacion positiva muy fuerte.
+1.00 Correlacion positiva perfecta.

Tabla 12. Significado de las puntaciones de correlacion
+1.00 "A mayor X, mayor Y' 0 "a menor X, menor Y', de manera proporcional. (Cada vez
gue X aumenta, Y aumenta siempre una cantidad constante.) El signo indica la direccién de
la correlacion (positiva 0 negativa); y el valor numerico, la magnitud de la correlacion.
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3.6.2 Analisis de componentes principales

El objetivo de los analisis de componentes principales es la reduccion de un conjunto original
de variables en un conjunto mas pequefio de componentes no correlacionados que
representen la mayor parte de la informacion encontrada en las variables originales.

La técnica es mas til cuando un extenso nimero de variables impide una interpretacion
eficaz de las relaciones entre los objetos (sujetos y unidades). Al reducir la dimensionalidad,
se interpreta un pequefio niumero de componentes en lugar de un extenso ndmero de
variables.

El anélisis estandar de componentes principales asume relaciones lineales entre las variables
numéricas. Por otra parte, el método de escalamiento Optimo permite escalar las variables a
diferentes niveles. Las variables categoricas se cuantifican de forma Optima en la
dimensionalidad especificada. Como resultado, se pueden modelar relaciones no lineales
entre las variables (Sampieri et al., 2006).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Evaluacion y optimizacion de la actividad hidrolitica, acidogénica y metanogénica
en un indculo anaerobio de una EDAR.

En esta primera parte experimental, se quiso mejorar el método de las actividades especificas
para lo cual se probaron cambios en variables como nutrientes, agitacion y tiempo de
medicion. Todas las muestras tomadas son del mismo indculo, aunque para las pruebas 1,2
y 3 es de una fecha diferente a la de las pruebas 4 y 5. Para la primera prueba se realizo el
ensayo en un tiempo de 14 dias. Para la segunda prueba no se adicioné nutrientes ni se realizo
agitacion de los viales y el tiempo de seguimiento fue durante catorce dias. Durante la tercera
prueba no se adicionaron nutrientes, solo se aplicé la agitacion de los viales.

Las pruebas 4 y 5 se llevaron a cabo en siete dias, utilizando la misma muestra ya que se
queria ver la diferencia entre la agitacion y la no agitacion en un tiempo de muestreo de 7
dias, como se puede observar en la tabla 13. A la prueba 4 se le adicion0 nutrientes y se
agito. En la prueba 5 solo se adiciond nutrientes para evitar una mayor actividad microbiana
al crecimiento real, de acuerdo con Soto y colaboradores (Soto et al., 1993).

Prueba | Nutrientes | Agitacion | Tiempo (dias)
1 X X 14
2 14
3 X 7
4 X X 7
5 X 7

Tabla 13. Caracteristicas del experimento

Para esta primera parte de la investigacion era muy importante saber si se puede estimar la
actividad especifica en un lapso corto de tiempo y con ello poder llevar este bioindicador a
laboratorio de planta. Se observo que el sustrato utilizado es muy importante en una buena
obtencion de resultados, por ejemplo, se prob6 como sustrato los &cido propionico y butirico
para la AME, pero estos no arrojaron buenos resultados.

A continuacidn, se expone en la tabla 14, la caracterizacion del inoculo de esta etapa de la
investigacion.

Parametros |
Prueba Actividad ST SV pH DQO AGV/ALC
g/L g/L g/L
AME 23,1 13,7 8 37,2 0,91
AAE 27,3 15,2 7,32 35,7 0,26
1-3 AHE 23,3 16,4 7,5 41,9 0,25
Control 24,2 17,1 7,1 33,8 0,43
Error +05 %08 +0,2 +0,2 +0,3
AME 19,8 10,4 7,5 37,2 0,41
AAE 38,6 18,1 8,2 50,2 0,41
4-5 AHE 33,6 23,6 8,3 44,4 0,55
Control 32,9 25,8 8,4 35,5 0,54
Error +0,9 +0,9 0,1 +0,9 0,3

Tabla 14. Caracterizacion de las pruebas
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4.1.1 Actividad Hidrolitica

Para la AHE se ha encontrado que la prueba 4, con agitacién y la 5 con agitacion y adicion
de nutrientes, tuvieron los mejores comportamientos.
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Figura 18. Metano generado para todas pruebas de AHE. Prueba 1(con agitacion y nutrientes, 14
dias) Prueba 2 (14 dias), prueba 3 (Agitacién, 7 dias), prueba 4(con agitacion y nutrientes, 7 dias),
prueba 5 (Nutrientes, 7 dias).

Como se observa en la figura 18, la prueba 4 y 5 tienen un crecimiento exponencial a partir
del segundo dia y llegan a la meseta de su crecimiento al quinto dia, en este periodo de
tiempo se puede tener una curva representativa. La prueba uno tiende a tener una curva
parecida, aunque tarda mas tiempo en llegar a la meseta de crecimiento.
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Figura 19.DQO degradada para AHE y el control

En téerminos de DQO degradada, la prueba que tuvo un mejor comportamiento también fue
la quinta y luego la cuarta como se puede ver en la figura 19.
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4.1.2 Actividad Acidogénica

Para la AAE se encontrd que la prueba 4, con agitacion y la 5 con agitacion y adicion de
nutrientes, tuvieron los mejores comportamientos, como se puede ver en la figura 20,
seguido de la prueba 1 la cual se le afiadio nutrientes y se agitd. Estas pruebas, llegan a la
meseta de su crecimiento exponencial antes del quinto dia. Las pruebas dos y tres por su
parte no tuvieron un desempefio significativo como en la AHE. Esto indica que para este
tipo de bacterias la agitacion o no agitacion de los viales no tiene efecto en ellas.
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Figura 20. Metano generado para todas pruebas de AAE. Prueba 1(con agitacion y nutrientes, 14
dias) Prueba 2 (14 dias), prueba 3 (Agitacion, 7 dias), prueba 4(con agitacion y nutrientes, 14 dias),
prueba 5 (Nutrientes, 7 dias).

La Figura 21 muestra que la prueba cinco tuvo una DQO degradada mas elevada que las
demas, lo que concuerda con la curva de la figura anterior. Sin embargo, podemos ver que
la DQO del control superd la de la AAE.
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Figura 21. DQO degradada para la AAE y el control
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4.1.3 Actividad Metanogénica

Se puede ver en la figura 22, que la prueba 5 con agitacion y adicion de nutrientes, es la
curva representativa porque muestra un crecimiento exponencial luego del segundo dia 'y se
evidencia una curva con caracteristicas de crecimiento exponencial. Ademas, se observa una
buena produccion de metano Illegando al fin de su crecimiento exponencial al quinto dia del
ensayo.
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Figura 22. Metano generado para todas pruebas de AME. Prueba 1(con agitacién y nutrientes, 14
dias) Prueba 2 (14 dias), prueba 3 (Agitacion, 7 dias), prueba 4(con agitacion y nutrientes, 14 dias),
prueba 5 (Nutrientes, 7 dias). A continuacion, se observa la DQO degradada en todas las
pruebas para la AME.
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Figura 23. DQO degradada para la AME y el control
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Aunque en la prueba 3 (con solo agitacion), la DQO degradada supera la del control, no es
mas representativo que la prueba 5, porque la diferencia de DQO degradada entre la 3y 5
prueba es de 5 g/L. Podria ser que los microorganismos en la prueba cinco tuvieran las
condiciones ideales para biodegradar 5 gramos mas de materia orgénica.

4.1.4 Sélidos volatiles Eliminados para todas las pruebas

También se ha evaluado los solidos volatiles eliminados (SV), un parametro importante en
la digestion anaerobia. En la figura 24 se puede ver la evolucion de la VS degradados en
todas las pruebas y en el control.
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Figura 24. Sélidos volatiles degradados para todas las pruebas. Prueba 1(con agitacién y nutrientes,
14 dias) Prueba 2 (14 dias), prueba 3 (Agitacion, 7 dias), prueba 4(con agitacion y nutrientes, 14
dias), prueba 5 (Nutrientes, 7 dias). A continuacidn, se observa la DQO degradada en todas las
pruebas para la AME.

En todas las pruebas los SV del control fueron mas bajas, esto es algo comdn, si tenemos en
cuenta los sustratos suministrados en las actividades especificas. La Figura 24 respalda el
resultado en la curva de la AME y en el valor de DQO, porque la prueba 5 tuvo el mejor
comportamiento que las otras pruebas en un lapso mas corto de tiempo.

La AHE tuvo elevados SV degradados en la quinta y cuarta prueba, lo que dice la no
agitacion de la prueba cinco tiene el mismo rendimiento en términos de SV degradados que
la cuarta prueba la cual tuvo agitacion por medio del shaker. Es decir, que en términos de
SV la agitacién de los viales no es una variable influyente. Sin embargo, los SV siguen
siendo un parametro que puede relacionarse con las actividades especificas ya que también
y de manera menos precisa da una idea de la concentracion de sélidos. Debido a la
complejidad de los residuos, no es posible conocer normalmente su composicion, por lo que
se utilizan los SV para describir su concentracion (Fernandez-Polanco, P. et al. 2005).
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4.1.6 Relacion AGV/ALC para todas las pruebas

Otro parametro importante de la digestion anaerdbica es la relacién entre los acidos grasos
volatiles y la alcalinidad, que generalmente debe ser inferior a 0,4. Como dijo Borja, la
relacion AGV/ALC se puede usar como un indicador de la estabilidad del proceso. Cuando
esta relacion sea inferior a 0,4-0,5 (equivalentes de acido acético / equivalentes de CaCOs),
se considera que el proceso funciona favorablemente sin riesgo de acidificacion (Borjaet al.,
2004). Esta relacion muestra el equilibrio que debe tener el reactor entre la oferta de acidos
y la capacidad metanogénica para usar estos acidos y producir metano.

En esta etapa de la investigacion, se realizé la medicion de AGV al comienzo y al final de
las pruebas. Podemos ver en la figura 25 que las pruebas 4 y 5 estaban en la tasa Optima,
excepto la AHE, donde la tasa aument6 debido a la alta presencia de acidos que tenia una
relacién entre 0,5-0,6. @) (b)
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Figura 25. Relacion AGV/ALC para todas las pruebas. () inicio, (b) final

La Figura 25 muestra que la AME estaba en la relacion 6ptima, pero AAE tenia una tasa mas
alta porque hay muchos acidos en el medio. Podemos observar en las pruebas 1,2,3 que
incluso el control no estaba en la tasa éptima, por lo que es normal que la relacion en estas
pruebas sea alta. Por otro lado, podemos ver en la quinta prueba como al inicio del ensayo
la relacion AGV/ALC de la AME y la AAE esté es valores 6ptimos, y al final del ensayo la
AME mantiene una 6ptima relacién, pero las otras actividades tienen alta presencia de AGV,
lo que nos indica que existié un gran consumo de AGV en la AME.

A groso modo, se ha observado que en la cuarta y quinta prueba existio una mejor relacion
AGV/ALC que en las demas pruebas. Las primeras tres pruebas por el contrario exhiben al
inicio una oferta de AGV significativa y al final un consumo de los AGV, pero no suficiente
para llegar a una relacién optima. Estos resultados confirman que la prueba cinco tiene el
mejor comportamiento que las otras pruebas y que con ello podemos correlacionar con los
AGV las actividades especificas para soportarlo como bioindicador de in6culos de
depuradora. Como argumento Li et al, la relacion de AGV a alcalinidad total (AGV/ALC)
puede reflejar el metabolismo del sistema de digestion anaerobia (Li et al, 2014).
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4.1.7 Calculo valor de actividades especificas

A continuacion, se muestran los valores calculados de cada una de las actividades
especificas, asi como la actividad del control. La Tabla 15 muestra que para AHE y AAE
para la quinta prueba tiene el mejor valor y para AME fue la segunda prueba ligeramente
mas alta que las deméas. Como concluye Soto, se debe considerar que la tasa de pasos
metanogénicos es generalmente menor que la hidrolitica o acidogénica, especialmente
cuando se consideran sustratos solubles (Soto et al., 1993).

Prueba AHE AAE AME Control

1 13 0,30 0,02 0,01
0,52 1,32 0,04 0,03
0,27 0,66 0,01 0,01
0,20 0.42 0,01 0,01
1,48 1.58 0,02 0,02

Tabla 15. Calculo actividades especificas. Actividad en g DQOcHa/g SSV*d. AAE y AHE
en g DQO/g SSV*d.

a b~ owbN

A pesar de que la quinta prueba tiene una AME muy parecidas a las demas, vemos que es la
que tiene mejor desempefio en las actividades especificas y que la no agitacion de los viales
es un método que nos dara un buen resultado en estos ensayos, como se observa en la figura
26.
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Figura 26. Valor de las actividades especificas y el control por cada prueba

Los valores obtenidos en la investigacion son similares a otros experimentos. Por ejemplo,
el calculo de Soto de la AME fue 0,97 DQO CHa/g SSV*d en promedio. El resultado para
AAE fue entre 0,6-1,08 DQO CH4 /g SSV * d. Por otro lado, otro investigador como Lopez
calculo la AME de otros sustratos. Calcularon 0,02-0,2 DQO CHs /g SSV *d para el lodo
anaerobico, 0,8-1,5 DQO CHa / g SSV * d para el lodo granular y para la laguna anaerobia
0,03-0,1 (Lopez et al. 2004). Ademas, Jiménez obtiene un valor 1,31 de AME de codigestion
entre estiércol de cerdo y paja de arroz (Jiménez et al, 2015).
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4.1.8 Discusion

Se ha evaluado las actividades especificas para afinar el método de la AME, AAEy AHE y
encontrar resultados confiables. Para el método de la AHE y la AAE se encontrd que la
prueba 5, sin agitacion fue la prueba que produjo méas biogas. Como afirma Ortiz, los
resultados de AME obtenidos no fueron buenos, por lo que se pensé la agitacion podria estar
provocando la ruptura de los floculos microbianos, y por tanto reduciendo la actividad
metanogénica (Ortiz, 2011).

Por otro lado, se ha observado que la AME tiene valores muy bajos en comparacion con la
AAE y la AHE, esto se debe principalmente a que el célculo para la AME se realiza en
funcion de la produccién de metano y para las otras dos actividades mediante el cociente
entre laDQO y los SSV.

La prueba cinco fue la que tuvo mejor comportamiento en las curvas de las actividades
especificas, fue la prueba que destacé en todas, respaldado por un mayor DQO degradada,
unos SV eliminados considerables y una estable relacion de AGV/ALC. El valor de la AME
no fue el mejor, pero si se compara con las demas pruebas la diferencia no es muy
significativa.

Con respecto a los parametros de actividad especificos, se concluye que es mejor hacer el
método sin agitacion, con nutrientes y con un minimo de 108 horas de tiempo de experimento
(casi 5 dias), porque en la figura 18 podemos ver en la quinta prueba, como el crecimiento
de los microrganismos se detiene a las 108 horas y luego se estabiliza. El célculo de la
actividad especificas muestra que los valores eran similares a los encontrados en literatura y
se observa un gran potencial de correlacion entre las actividades especificas y los parametros
fisicoquimicos.

El control, es decir el blanco del experimento, obtuvo valores por debajo de las pruebas a las
cuales se les adiciond los sustratos. Esto nos indica que el experimento estuvo bien realizado,
ya que al no tener alimentacion lo evidente es que el rendimiento de estos viales fuera menor
que los demas.
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4.2 Analisis de cinco inoculos de digestion anaerobia utilizando la correlacion de
bioindicadores de comportamiento: Actividad hidrolitica, Actividad Acidogénica,
Actividad Metanogenica y ADN.

En este paso de la investigacion se analizaron cinco inoculos, tres con codigestion. Se ha
utilizado actividades especificas como el primer bioindicador que nos brinda la capacidad
de produccién de metano de cada indculo. Se utilizé la actividad metanogénica especifica,
actividad acidogénica especifica y actividad hidrolitica especifica.

Se ha utilizado un método de extraccion para tomar el ADN de los indculos, repitiendo
algunos pasos debido a las impurezas de la muestra. El ensayo de los bioindicadores se
realizd al mismo tiempo, para mantener las mismas condiciones experimentales. El
experimento se realizé en el laboratorio de digestion anaerobia y de microbiologia del grupo
de investigacion TAR. En la tabla 16 se describe el substrato utilizado para cada actividad
especifica y el nimero de repeticiones realizadas. Al grupo control no se le adiciond
substrato.

Actividad especifica Substrato Repeticion

AME Acetato 3
AHE Celulosa 3
AAE Glucosa 3
Control 3

Tabla 16. Caracteristicas de la aplicacion de las actividades especificas.

La metodologia de esta etapa empezaba por la preparacién de actividades especificas, luego
se hacia la extraccion de ADN al inicio y al final del experimento. Se observé el
comportamiento de las actividades especificas durante cinco dias y los resultados de ADN
se podrian tener en cinco horas.

Los resultados que se exponen a continuacion tuvieron en cuenta las tres repeticiones de
cada actividad especifica. Por ejemplo, en el momento de calcular la DQO, los ST, SV el pH
y la relacion AGV/ALC, se obtenia las medias de los tres resultados de cada una de las
repeticiones para obtener el resultado final. Las tablas de las caracterizaciones tienen el
calculo de la desviacion estandar (SD) que nos da una idea del error que se cometié en el
célculo de las variables.
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4.2.1 Caracterizacion inicial del ensayo

El primer paso fue caracterizar los in6culos como se puede ver en la tabla 3. Al comenzar la
prueba se realizaron anélisis de Solidos totales, solidos volatiles, pH, DQO y se hall¢ la
relacion AGV/ALC, antes de usar los bioindicadores. Al mismo tiempo, se hizo la
evaluacion de actividades especificas y las extracciones de ADN.

A continuacion, se detalla los resultados de las analiticas en la siguiente tabla.

Parametros
Prueba Actividad ST S\ pH DQO AGV/ALC
g/L g/L g/L
AME 27.4 14,3 8,5 22,1 0,94
AAE 26,9 17,9 8,4 22,5 0,49
A AHE 27,6 18,2 8,3 23,5 0,46
Control 21,5 12,1 8,7 17 0,45
Error +0,9 +0.8 +0.,1 +0,9 +0,2
AME 41 24,6 7,3 39,7 1,21
AAE 42,3 28,3 7,8 41,4 0,69
B AHE 41,2 28,9 7,9 39,5 0,67
Control 35,8 22,8 7,1 38 0,77
Error +0.8 +1 +0,3 +0,7 +0,2
AME 21,5 11,2 8 20,5 1,48
AAE 20,8 13,7 7,6 22,8 0,97
C AHE 20.7 13,8 7,9 19 0,82
Control 15,6 8,4 8,1 17,8 0,9
Error +0.9 +0,8 +0,2 +0,8 +0,3
AME 28,5 17 8,1 34 1,4
AAE 28,6 20,2 8,1 34,1 0,68
D AHE 29,1 20,9 8 31,5 0,72
Control 23,4 15,1 7,8 31,2 0,64
Error +0,9 +1 +0,1 +1 +0,3
AME 29,9 15,3 8,5 21,5 1,14
AAE 29,3 18.2 8,6 24,9 0,82
E AHE 31,1 19,4 8,6 23,7 0,91
Control 24,7 13,2 8,6 20 0,83
Error +0,9 +0,8 +0,05 +0,7 10,1

Tabla 17. Caracterizacion de indculos. Prueba A: Inoculo alimentado con fango mixto. Prueba B:
Inoculo alimentado con fango mixto decantado. Prueba C: indculo + lixiviados. Prueba D: In6culo +
detergente + aceite. Prueba E: codigestion de Fango deshidratado + materia seca.

En relacion con la caracterizacion de los indculos se puede observar que el indculo decantado
de la prueba B es el que tiene una carga organica mas alta sequido de la prueba D. Por otro
lado, el que tiene una relacion AGV/ALC mas estable es el indculo de la prueba A seguido
de la prueba B. En general todas las pruebas tienen un pH alcalino, sin embargo, el inéculo
de la prueba A, D y E tienen un pH por encima de 8. Para ensayos Batch es mejor tener un
pH alcalino y con ello contrarrestar la acumulacion de AGV y de bicarbonato. Las
proporciones de los diversos productos se modifican por la duracion y las condiciones de la
fermentacidn, siendo el butirico y el acético los productos mayoritarios si el pH se mantiene
alcalino (Madigan et al., 1998).
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4.2.2 Intculo alimentado de fango mixto (Prueba A)

Se comienza por analizar los resultados del indculo + fango mixto que corresponde a la
prueba A, se exponen los datos fisicoquimicos en la tabla 18. La AHE en este caso, tuvo la
mejor degradacion de DQO: 2,8 g/L, en relacion con las otras actividades y el control. Los
SV degradados estaban en 4,1 g/L. El pH comenzé en 8,3 y termind en 7,2. Como dice Soto,
el consumo de sustrato influye claramente en la disminucién del pH y el posterior aumento
de CO: en la fase gaseosa (Soto, 1993).

Parametros
Prueba Actividad STd Svd pH DQO d AGV/ALC

g/L g/L  inicial final g/L Inicial Final

AME 1,08 1,78 8,5 7,6 1,19 0,94 0,72

AAE 353 4,64 8,4 7 1,70 0,49 1,2

A AHE 3,45 4,13 8,3 7,2 2,82 0,46 0,92
Control 0,26 0,44 8,7 7,1 0,34 0,45 1,06

Error +0,9 +1 10,1 10,2 +1 +0,2 +0,2

Tabla 18. Parametros fisicoquimicos para el inéculo de la prueba A. d: degradada

En la AAE, la DQO degradada fue de solo 1,7 gr, la relacion inicial entre AGV/ALC fue de
0,49 pero aumento hasta 1,2. Esto es posible por la alta presencia de AGV en los viales, pero
debido al efecto del tampdn, el pH se mantuvo alcalino. En la siguiente figura se puede ver
la produccion de metano para este inoculo.
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Figura 27. Metano generado por el inéculo alimentado de fango mixto.

93



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

El pH al inicio del experimento estaba bastante alcalino, pero al final se estabilizo en 7. Esto
puede indicar que existia una alta presencia de AGV la cual ha disminuido el pH, lo cual, es
respaldado por la curva de la figura 27, ya que en esta se muestra como la AAE tuvo una
alta produccion de metano, debido principalmente por la abundancia de AGV.

En cuanto los SV, la AAE es la actividad que tiene mas SV degradados seguido de la AHE,
la AME y por ultimo el control. Eso sigue la tendencia que se observa en la figura 27. Entre
mas solidos volatiles degradado, mas actividad existe en el indculo y, por ende, més
produccién de metano.

Por otra parte, la DQO degradada mas alta fue la de la AHE seguido de la AAE, la AME y
por ultimo el control. Esto corrobora la valides del experimento, debido a que el control que
es el blanco del experimento tiene los valores méas bajos de DQO degrada, asi como de los
SV.

Al inicio del experimento la relacion AGV/ALC estuvo dentro del rango recomendado,
menos en la AME, luego al final del experimento, la relacion subié hasta niveles de 1.2 en
la AAE. Eso como hemos dicho anteriormente se debe principalmente a la alta presencia de
AGYV en esta actividad.

La curva de la AME como se aprecia en la figura 27 esta por debajo de la curva de las otras
actividades, lo que concuerda con una baja produccion de biogas del digestor (450 ml/dia).
La DQO y los SV degradados son mas altos en la AME que en el control, lo que respalda
que la curva de la AME aumente en el tiempo.

Por otra parte, se observa que la AAE fue la que tuvo la mayor produccion de biogas, debido
a esto se considera que el control cuenta con gran cantidad de acidos y a esto se debe el
descenso del pH al final de la prueba. Cuando la actividad de las bacterias acidogénicas es
mayor que las otras, se producen y acumulan altos volimenes de acidos organicos y el pH
comienza a descender, un nivel de pH inhibitorio para los metanogénicos es de 6.4
(Monnet,2004).

Vemos en la figura 27 que los microorganismos terminan su crecimiento exponencial a las
96 horas (4 dias), menos el control el cual no tuvo una gran actividad. Con esto, podemos
decir que las actividades pueden tener un resultado éptimo los primeros cinco dias del
ensayo. Esto concuerda lo que dice Flotats, quien estimé el tiempo minimo de generacion
de las bacterias metanogénicas de 2-5 dias. (Flotats, 2015).
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4.2.4 Inoculo alimentado de fango mixto en decantacion (Prueba B)

Analizamos ahora los datos que corresponden a la prueba B. Como se dijo anteriormente
este indculo fue decantado por lo cual existe mas materia orgénica y por ende mas SV que
en el anterior indculo como se aprecia en la siguiente tabla.

Parametros
Prueba Actividad ST SV pH i DQOd AGV/ALC i

g/L g/L inicial final g/L Inicial final

AME 0,06 1,93 7,3 7,6 5,93 1,21 0,54

AAE 418 4,62 7,8 7,8 9,58 0,69 0,82

B AHE 0,61 321 7,9 7,4 8,65 0,67 0,82
Control 0.35 0,53 7,1 7,6 5,60 0,77 0,87

Error +08 0.7 +0,3 +0,1 +1 +0.2 +0.1

Tabla 19. Parametros fisicoquimicos del inéculo de la prueba B. inicial y final. *degradada

A continuacidn, en la figura 25, se expone la curva de generacion de metano para este indculo
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Figura 28. Metano generado por el indculo decantado.

En la prueba B, la DQO degradada de la AHE fue de 8,6 g/L y la VS fue de 3,2 g/L. Como
este inoculo se decantd, es posible que existan mejores condiciones para las bacterias. La
relacion AGV/ALC mantiene el valor entre 0,67-0,82 y el pH comenzo en 7,9 y termind en
7,4. Podemos ver que las bacterias hidroliticas tuvieron un buen desempefio porque
degradaron las moleculas grandes de manera eficiente.
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En esta prueba, la DQO degradada de la AAE fue de 9,5 gr, y los SV degradados fueron de
4,6. Estos parametros fueron mucho menores que en esta prueba porque habia mucha carga
organica en el indculo decantado. La relacion inicial AGV/ALC fue de 0,69 y la final fue de
0,82. Estaba claro que habia muchos &cidos en los viales, pero el pH permanecié en 7,8
gracias a la solucion tampdn. Para esta prueba, se ha utilizado un in6culo decantado con 38
g/Lde DQO vy 23 g/ L de SV.

En esta prueba, esta claro que la AME alimentada con acetato tuvo un mejor comportamiento
que el control, es posible corroborar este dato con los SV eliminados porque habia mas SV
eliminados en la AME que en el control. En la figura 28, podemos ver que este inoculo tuvo
una produccion de metano mayor que la del primero, y la AME fue mayor, lo que significa
que el potencial del indculo decantado para producir metano es mayor en la prueba B; un
cincuenta por ciento mas de produccion de metano.

Es interesante observar cémo solo con un tratamiento fisico como la decantacion puede
aumentar la eficiencia del proceso, incrementando los SV y por supuesto la poblacion de
microrganismos. La decantacion por contacto favorece la floculacién y mejora el
rendimiento, ademas de aumentar la adsorcion de sustancias disueltas sobre los floculos ya
formados. Se consigue aumentando la concentracion de floculos mediante un lecho de
fangos o recirculando parte de los fangos formados (Hu et al., 2005).

Se puede observar también que la AHE tiene un gran comportamiento debido a la
aglomeracion de consorcios bacterianos que logran reducir las moléculas complejas a
aminoacidos o acidos de cadena larga, lo que las acidogénicas tienen en abundancia y lo
procesan con gran eficiencia como se observa en la figura 28. Es interesante como en esta
prueba, la curva seguiréd ascendiendo si se prolonga el ensayo, ya que todas las curvas tienen
un crecimiento exponencial.
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4.2.5 Codigestion de Indculo alimentado con Fango Mixto + lixiviado (Prueba C)

Ahora analizamos los resultados de la codigestion de fango mixto y lixiviado que
corresponde a la prueba C. En este in6culo, la DQO degradada fue de 6,4 g /L casi igual que
la del control. Los SV degradados fueron de 2,8 g/L. El pH termind en 7,6 y la relacion
AGV/ALC comenz6 en 0,82 y termind en 1,39. La razdn por la cual esta proporcion termino
alta es porque habia un ambiente acido proveniente de los AGV. En el lixiviado es posible
encontrar muchos lipidos, ya que los aceites y grasas se pueden convertir facilmente en
acidos grasos de cadena larga. En esta prueba, la DQO degradada fue de 8,1 g/L y los SV
degradados fue de 4,1 g/L, como se puede observar en la tabla 20.

Pardmetros
Prueba Actividad STd* Svd pH DQO d AGV/ALC
g/L g/L inicial  final g/L Inicial final
AME 0,85 1,08 8 8,3 5,00 1,48 0,99
AAE 3,33 4,10 7,6 6,3 8,11 0,97 2,38
C AHE 1,74 2,88 7,9 7,6 6,43 0,82 1,39
Control 0,10 0,84 8,1 7.9 6,22 0,9 1,14
Error 1 0,9 +0,2 +0,1 0,8 +0,2 10,2

Tabla 20. Parametros fisicoquimicos inicial y final. *degradado

La grafica de produccion de metano segun cada actividad especifica se muestra en la
siguiente gréfica.
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Figura 29. Metano generado por el in6culo alimentado con fango mixto + lixiviado.
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El AAE en esta prueba tuvo el mejor rendimiento que otras actividades porque hubo
acumulacion de cidos en los viales y la relacion AGV/ALC tuvo un aumento de 0,97 a 2,38.
Una alta carga organica aumenta la produccion de hidrégenoy AGV mas alla de la capacidad
de las metanogeénicas para digerirlo, lo que resulta en la acumulacion de AGV, o la
disminucion de la capacidad de los metandgenos debido a la inhibicion por compuestos
toxicos o caida de pH (<6) (Schink, 2002). En este caso, el pH comenz6 con 7,3 pero termino
con 6,3. La razon principal fue la alta oferta de acidos en los viales y que las bacterias
acidogénicas tuvieron un gran crecimiento.

En este ensayo, el comportamiento de la AME fue diferente porque hubo altibajos, pero no
un crecimiento exponencial. Es posible que las arquea metanogénicas no tuvieran un buen
ambiente. De casi todos los microorganismos presentes en el reactor, las metanogénicas son
las mas sensibles, sin embargo, estas son dificiles de estudiar a pesar de su papel critico (Liu
and Whitman 2008). En este caso, el control tuvo una mejor produccion de metano que la
AME, esto es posible porque el lixiviado tiene una gran variedad de compuestos como
metales pesados, nitrogeno amoniacal, hidrocarburos aromaéticos policiclicos, fenoles,
aldehidos, etc., que disminuyen la capacidad y el potencial del in6culo incluso si se agrega
un cosustrato.

A las 96 horas, el control disminuye la produccion de metano, pero al dia siguiente aumenta,
lo que significa que las bacterias no terminaron de adaptarse al lixiviado en este tiempo de
experimentacién. En cuanto la AHE, es la que tiene una mejor produccion de metano, pero
sigue baja con respecto a las otras pruebas y la AAE termina al mismo nivel de la AME. En
esta prueba se observa que el crecimiento se detiene en todas las actividades incluyendo el
control a las 96 horas.

En este indculo ninguna actividad alcanza los 300 mL de produccion de metano, por lo cual
podemos inferir que el lixiviado no tiene un buen efecto para este in6culo. La AHE, sin
embargo, es la actividad que mas tiene crecimiento. Es posible que el lixiviado tuviera
muchas moléculas como monosacaridos y aminodcidos, excelente alimento para las
bacterias acidogénicas, debido a la diversidad de elementos y compuesto quimicos que
pueden existir en un lixiviado como este, de una estacion de transferencia de residuos
solidos.
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4.2.6 Codigestion de inoculo alimentado con fango mixto + detergente + aceite de
motor (Prueba D)

En este punto analizamos los resultados de la codigestion de fango mixto, detergente y aceite
de motor que corresponde a la prueba D. En la cual, la DQO degradada tiene un dato similar
al control. Esto significa que las bacterias hidroliticas en el control tenian el mismo
comportamiento que la AHE. Es posible que la codigestion de detergente y aceite de motor
tenga un buen ambiente para que las bacterias hidroliticas degraden la carga orgénica como
se observa en la figura 30. A continuacion se expone la caracterizacion de los ensayos para
esta prueba.

Pardmetros
Prueba Actividad STd Svd pH DQOd AGV/ALC
g/L g/L inicial  final g/L Inicial final

AME 0,15 0,26 8,1 8 2,84 14 0,95
AAE 2,87 3,78 8,1 7,1 6,18 0,68 0,79
D AHE 2,35 3,39 8 7,2 8,42 0,72 0,65
Control 059 1,53 7,8 7 9,20 0,64 0,83
Error 0,8 0,7 10,1 0,4 0.8 10,3 10,1
Tabla 21. Parametros fisicoquimicos inicial y final. *degradada

La siguiente es la grafica que relaciona el metano generado con las actividades especificas
para este inoculo.
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Figura 30. Metano generado por el indculo alimentado con fano mixto + detergente +aceite.
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Esta prueba tuvo 6,1 g/L de DQO degradado en AAE y 3,7 g/L de SV degradado. El pH
comenzo alcalino y la relacion AGV/ALC comenz6 en 0,68 y termino en el mismo valor. La
actividad de las bacterias acidogénicas no fue la mejor porque el aceite del motor y el
detergente pueden generar inhibicion en estas bacterias.

La AME en esta prueba, tuvo el mismo comportamiento que en la prueba C, y el control
tuvo un mejor comportamiento que la AME. Esta prueba se desarroll6 en un inéculo con una
codigestion de detergente y aceite que no tenia un alto potencial de adaptacion vy
especializacion. La bacteria hidrogenotrofica antes del experimento seguramente ya estaban
adaptadas a este sustrato y habria més poblacion de estas que del grupo acetocléstico.

Las arquea hidrogenotrdéficas, se adapté mas rapidamente al jabén y al aceite que el grupo
acetatoclastico porque a las 108 horas las bacterias acetoclasticas querian aumentar un poco
la produccion de metano, pero, aun asi, las bacterias hidrogenotroficas estaban maés
adaptadas. Acerca de este dominio, Alvarado et al. cita que el acetato se considera un
precursor importante para la metanogenesis, sin embargo, un nimero creciente de estudios
informa un claro dominio de la hidrogenotrofica sobre la metanogénesis acetoclastica
(Alvarado et al.,2014).

En este inoculo, la AHE tuvo un mejor comportamiento que las otras actividades, aunque
muy cerca a la del control. La AAE y la AME estuvieron por debajo del control sin superar
una produccién de 300 mL de metano. Al parecer, este tipo de alimentacién no influye
positivamente en las metanogénicas y las bacterias acidogénicas, pero si les da un gran
impulso a las bacterias hidroliticas. Esto puede ser posible porque el aceite ofrece una gran
cantidad de lipidos en el medio ambiente con los cuales las bacterias hidroliticas tienen buena
porcion de fuente de energia y pueden tener un crecimiento mayor que las demés. La
degradacion de los lipidos en ambientes anaerobios comienza con la ruptura de las grasas
por la accion de enzimas hidroliticas denominadas lipasas produciendo acidos grasos de
cadena larga y glicerol (Ortiz, 2011).

También se observa, que en esta prueba se podria continuar el experimento mas tiempo ya
que las curvas siguen su crecimiento exponencial, en los cinco dias de lectura 8 (120 h).
Puede entonces que el crecimiento microbiano este un poco ralentizado por la presencia de
tensoactivos que pueden ser inhibidores de los microorganismos anaerobios.
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4.2.7 Codigestion de Inoculo +fango deshidratado+ materia seca (Prueba E)

Analizamos los resultados de esta codigestion de materia seca que corresponde a la prueba
E. En esta prueba, la DQO degradada fue mayor en el control que en el AHE. Los SV
degradados mas altos fueron en la AAE, con 5,6 g/ L, como se observa en la siguiente tabla

Pardmetros
Prueba Actividad STd Svd pH DQO d AGV/ALC
g/L g/L inicial  final g/L Inicial final
AME 2,26 2,68 8,5 8,2 3,57 1,14 0,62
AAE 5,21 5,60 8,6 8,3 1,30 0,82 0,72
E AHE 3,42 3,08 8,6 8,3 1,40 0,91 1,25
Control 1,96 1,78 8,6 7,4 2,61 0,83 1,11
Error 0,9 +0,7 0,05 04 +0.8 10,1 10,3

Tabla 22. Parametros fisicoquimicos inicial y final. *degradada

A continuacion, se presenta la grafica de produccion de metano para este indculo
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Figura 31. Metano generado por el in6culo +fango deshidratado + materia seca.

Los SV degradados més altos son de la AAE, seguido de la AHE y la AME, lo que concuerda
con el resultado de la figura 31. La AAE en este indculo tiene una actividad sobresaliente,
lo que refleja la alta presencia de compuestos y elementos dispuestos para que las
acidogénicas lograran trabajar y producir AGV.
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En cuanto la DQO degradada, la AME tuvo el mejor rendimiento, seguido del control. Las
otras dos actividades tienen una DQO degradada similar. Esto quiere decir que la DQO
degradada no refleja realmente la actividad de los microorganismos, y los SV parece que se
correlacionan mejor con el crecimiento y la actividad de estos.

Al inicio del experimento la relacion AGV/ALC no estuvo dentro del rango éptimo y
tampoco al final, esto confirma la alta presencia de AGV que las metanogeénicas no lograron
utilizar y por esto la baja produccion de metano en comparacion con las demas pruebas. Los
AGYV son téxicos a pH menor de 7 (Ortiz, 2011).

La AAE fue representativa y muy diferente de las demas. A las 96 horas, las actividades
terminaron su crecimiento exponencial. Se esperaba que este indculo tuviera muy bajo
rendimiento, pero si se alimenta con un sustrato del cual se pueda obtener alimento para las
metanogénicas que no sea acetato en exceso, los microorganismos podrian tener un gran
crecimiento exponencial. Los resultados de DQO y SV corroboraron que la AME tenia un
mejor comportamiento que el control, el cual intenté aumentar la produccion de metano a
las 96 horas, pero no por mas tiempo.
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4.2.8 Comparacion por Actividades especificas

Es importante comparar las pruebas realizadas en el experimento desde el punto de vista de
las actividades especificas para observar el in6culo con mejor potencial de todos. Para todas
las actividades, la prueba B tuvo un mejor comportamiento que las otras pruebas como se
puede ver en la figura 32, por lo que podemos probar que el in6culo decantado tenia la mejor
cantidad de consorcios microbioldgicos. A continuacion, se pueden ver las graficas de la
AHE y la AAE para todas las actividades.
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Figura 32. Metano generado para todas las pruebas. (a) AHE (b) AAE. Prueba A: Inoculo
alimentado con fango mixto. Prueba B: Inoculo alimentado con fango mixto decantado. Prueba C:
inoculo + lixiviados. Prueba D: Indculo + detergente + aceite. Prueba E: codigestién de Fango
deshidratado + materia seca.
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El peor comportamiento de estos fangos fue la prueba C. Solo en la AHE, las bacterias
hidroliticas aumentaron su poblacion, pero tal vez, los lixiviados inhibieron el metabolismo
de las metanogénicas y acidogeénicas, disminuyendo el crecimiento en los primeros 3 dias.
La prueba D y E tuvieron un comportamiento intermedio, la prueba D solo tiene una buena
produccién de metano en La AHE y existe bastante alimento para las bacterias hidroliticas
que provienen del detergente y el aceite del motor.

Por otro lado, la prueba E tuvo una mejor produccion de metano en la AAE como se aprecia
en la figura 32. Ademas, en toda la prueba, AHE y AAE tuvieron mas produccién de biogas
que la AME vy el control. Esto sucede porque la relacion inicial de AGV/ALC de AHE y
AAE estaba muy cerca del valor recomendado, 0,3-0,4. Por otro lado, la AME tenia una
relacion alta, por lo que el ambiente inicial en esta actividad era 4&cido como se aprecia en a
la siguiente figura.
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Figura 33. Metano generado de todas las pruebas para la AME. Prueba A: Inoculo alimentado con
fango mixto. Prueba B: Inoculo decantado. Prueba C: inéculo + lixiviados. Prueba D: In6culo +
detergente + aceite. Prueba E: codigestion de Fango deshidratado + materia seca.

Es necesario tener un buen indculo para degradar rapidamente la carga organica, por lo que
es una buena idea realizar la decantacion previa. La segunda prueba con mas produccién de
biogas fue la prueba A, la cual tenia un valor representativo de la AAE y la AME. En la
AHE, la prueba A tuvo el tercer mejor comportamiento, significa que tenia un gran grupo de
bacterias acidogenicas trabajando para producir &cidos, pero las bacterias hidroliticas no
funcionaron eficientemente.

En la prueba Ay E, el control produjo mas metano que la AME, esto es posible porque hay
mas bacterias hidrogenotréficas que acetoclasticas. Debe tenerse en cuenta que la tasa
metanogénica suele ser inferior a la hidrolitica o acidogénica, especialmente cuando se
consideran sustratos solubles (Soto et al., 1993).
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4.2.9 Calculo de actividades especificas

Se calcularon los valores de las actividades especificas. La Tabla 23 muestra que la prueba
C tenia valores altos en la AAE y AHE, como podria verse en la produccién de biogas. La
prueba E tiene valores mas bajos porgue es la prueba en la que el AHE tuvo una produccion
de biogéas mas baja y en general un peor rendimiento. El control obtuvo valores bajos casi
en todas las pruebas. Podemos ver también que la prueba A tiene valores mas bajos que las
otras pruebas, excepto con el indculo en inhibicion. Ademas, vemos que el valor de AAE y
AHE en todas las pruebas fue mayor que la AME.

Prueba AME AAE AHE Control

A
B
C
D
E

0,03 0,09 0,15 0,01
0,02 034 0,30 0,02
0,03 0,59 0,47 0,05
002 031 042 0,04
0,03 0,07 0,07 0,01

Tabla 23. Calculo actividades especificas. AME en g DQOcha/g SSV*d. AAE y AHE en g DQO/g
SSV*d para cada prueba.

Los valores obtenidos en la investigacion son similares a otros experimentos. Por ejemplo,
Batstone ha encontrado, que los métodos de deshidratacion, la actividad metanogénica
especifica de todas las muestras estuvo en el rango esperado de 0,2-0,4 g DQO CHa4/g SSV*d
(Batstone D, 2015). En la figura 34 se expone la grafica del célculo de las actividades

especificas.
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Figura 34. Valor de las actividades especificas y el control por cada prueba. Prueba A: Inoculo
alimentado con fango mixto. Prueba B: Inoculo alimentado con fango mixto decantado. Prueba C:
indculo + lixiviados. Prueba D: Indculo + detergente + aceite. Prueba E: codigestion de Fango

deshidratado + materia seca.
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Con base a esta grafica, podemos argumentar que es posible ajustar las mezclas de sustratos
en codigestion, realizando una compensacion al adicionar un cosustrato rico en AHE a otro
que no. Por ejemplo, en este caso al inoculo de la prueba D se pude agregar inoculo de la
prueba E para aumentar su actividad acidogénica e hidrolitica.

4.2.10 Resultados ADN

Para saber la cantidad de material genético total contenido en los indculos estudiados, se
realizo la extraccion de ADN para cada prueba. En la siguiente tabla se pueden ver los
resultados, en la cual se refleja la concentracion de ADN y la relacion entre las longitudes
de onda 260/280, la cual nos muestra la pureza de la muestra y la cual debe estar por encima
de 1,8.

Se realiz6 una medicion inicial y otra final para observar el comportamiento de la biomasa
que se encuentra en cada inoculo estudiado. Cabe resaltar que este dato refleja todos los
microorganismos que se encuentran en el indculo, incluyendo bacterias, archea, hongos, que
en su conjunto son responsables de la digestion anaerobia. Por ejemplo, Gruninger et al, ha
reportado hongos anaerobios presentes en la generacidn de biogas. Los hongos anaerobios,
son muy bien conocidos en el rumen de los herbivoros, donde son unos de los actores
principales en la degradacion de la lignocelulosa (Gruninger et al., 2014).

Pruebas ADN inicial 260/280 ADN final 260/280

pg/mL pg/mL
A 12 1.8 28.26 1.86
B 14 1.85 15.81 1.95
c 20.6 1.8 26.09 1.97
D 5.8 2 7.52 2
E 16 2 21.3 1.93

Tabla 24. ADN inicial y final para todas las pruebas Prueba A: Inoculo alimentado con fango mixto.
Prueba B: Inoculo alimentado con fango mixto decantado. Prueba C: indculo + lixiviados. Prueba D:
Inéculo + detergente + aceite. Prueba E: codigestion de Fango deshidratado + materia seca.

De los resultados se puede observar que en todas las pruebas no hubo un incremento
significativo de ADN luego de finalizar el experimento. Al contrario de otras investigaciones
donde el incremento estandar con diferentes sepas microbianas dio como resultado una tasa
de recuperacion de ADN de mas del 90% (Garcés et al., 2005).

Para aplicar este método en planta se debe tener en cuenta que la presencia de impurezas
puede ser determinante en la medicion que se hace. Por consiguiente, si la purificacion de
muestra esta mal hecha, la pureza de la muestra dificilmente puede estar en el rango 6ptimo
entre 1,8 y 2. La extraccion de ADN de muestras de lodo en digestores anaerobios rara vez
se ha estudiado u optimizado, por lo que faltan métodos estandarizados. Sin embargo, hay
una serie de ventajas y desventajas para cada una de las opciones disponibles y deben tenerse
en cuenta antes de elegir una técnica en particular (Dong et al., 2013).

Estos resultados muestran una gran oportunidad en la medida que el ADN se puedan
correlacionar con otras variables como los pardmetros fisicoquimicos, por ejemplo, con la
carga organica en términos de SV que es donde se encuentran los aglomerados de
microrganismos que realizan sintrofia en el indculo y hacen posible la digestion anaerobia.
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4.2.11 Andlisis estadistico

Luego de realizar los ensayos de las actividades especificas y el ADN, se tenia varias
variables que podian correlacionarse entre ellas. En esta investigacion, se realizé el analisis
quimico, midiendo el pH, la DQO, la relacion AGV/ALC, los SV vy la extraccion de ADN.
La correlacion entre estas variables se determind mediante el andlisis de correlacion de
Pearson, con la cual podemos ver si las variables se relacionan entre si. Esta herramienta
permitié identificar las variables mas importantes en cada actividad especifica y comprender
qué variables son representativas cuando se utiliza los bioindicadores. Existen varios
investigadores que han correlacionado bioindicadores con los pardmetros operativos, la
composicion de la alimentacion y la busqueda de nuevas especies de bacterias (Chiva, 2018).

A continuacion, se expone el mapa de correlaciones para todas las actividades.

AME | AAE |AHE C ADN | D@0 | SV pH | AGV 1
AME 0,8
AAE 0.9 0,6
AHE 0,4
Control 0,2
0

ADN
-0,2

Dao
-0,4
SV -0,6
pH -0,8
AGV -1

Figura 35. Mapa de correlacion de todas las actividades especificas.

El primer mapa que se aprecia en la figura 35, muestra las correlaciones de la AME con los
analisis fisicoquimicos, la extraccion de ADN vy las actividades especificas. Se puede ver
que las AHE se correlaciona de manera muy positiva con la AAE a un nivel de significancia
de 0,01. Por otro lado, se observa una correlacion negativa ente la AHE y los fisicoquimicos,
es decir que cuando suben los datos fisicoquimicos baja esta actividad.

Existe una correlacidn negativa entre los SV y la relacion AGV/ALC. Es decir que cuando
sube la cantidad de AGV disminuyen los SV que son donde habitan los conglomerados
microbianos. Gomez et al, encuentra que la dindmica de las bacterias metanogénicas se ve
mas afectada por la concentracion de AGV que, por la adicién de cosustratos (Gomez et al.
2014).

La AME tiene una correlacion negativa con las otras actividades especificas y el ADN. Esto

quiere decir que cuando sube la AME baja levemente las otras dos actividades. También se
puede interpretar que cuando la AME baja el ADN tiene un ligero incremento.
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A continuacion, se observa el mapa de correlaciones de la AAE para todas las pruebas

1
AAE | ADN | DQO o,gl

0,6
0,4
0,2
0
-0,2
-0,4
-0,6
-0,8
-1

AGV/ALC

Figura 36. Mapa de correlacion para la AAE.

En la figura 36, se puede ver que la AAE tiene una correlacién positiva con casi todos los
parametros menos con los SV y el pH. Existe una correlacion muy positiva entre el ADN y
los AGV. Es decir que cuando los AGV aumenta el ADN aumenta. Algunas investigaciones
recientes que utilizan herramientas moleculares han correlacionado con éxito el rendimiento
del digestor con el contenido genético, incluida la produccion de metano y la degradacion
de acidos grasos y parametros operativos como la temperatura y la concentracion de
amoniaco (De Vrieze et al., 2015).

En la siguiente figura se puede observar el mapa de correlacion para la AHE, los parametros

fisicoquimicos y el ADN.
1.
AHE | ADN | DQO | SV pH | AGV 0,8

0,6
AHE
0,4
DQO 0
. -0,2
-0,4
pH 0,6
AGV/ALC - -0,8 l

-1
Figura 37. Mapa de correlacion para la AHE.

El ADN tiene una fuerte correlacion positiva con los AGV. Es decir que cuando sube los
AGV, la cantidad de ADN presente en el indculo aumenta. Estos resultados van en
concordancia con Guilherme, quien descubriéo que la comunidad de microbiologia se
correlacionaba con el aumento de la acumulacién de AGV vy la disminucion del pH
(Guilherme et al., 2019). También existe una correlacion negativa entre el AHE y los
fisicoquimicos, es decir que esta actividad es propensa a disminuir si estos parametros bajan
tambien.
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Es Interesante que la AHE tienen una correlacion negativa con el pH. Esto quiere decir que
cuando el pH baja la presencia de estas bacterias aumenta. En otros estudios como el de Na
Duan et al, una bacteria productora de hidrogeno tuvo una muy negativa correlacion con el
pH (Na Duan et al., 2020).

A continuacion, se observa el mapa de correlacion del comportamiento de los blancos
utilizados en esta fase de la investigacion.
1 l
SV | pH | AGY 0,8

0,6
Control

0,4

0,2

0

Y 0,2

-0,4

PH 0,6

AGV/ALC 0,8

Figura 38. Mapa de correlacién para el grupo control -1

Se ha observado que las muestras que sirvieron de blanco tienen una correlacion positiva
con todas las variables menos con los AGV, aungue es una leve correlacion negativa. Existe
una fuerte correlacion positiva ente el ADN y el pH.

Existe una correlacion negativa moderada entre los AGV y la DQO, es decir que cuando son
muchos los AGV, baja la DQO, esto es asi ya que la acumulacién de AGV no es buena para
la remocidn de carga organica. Resalta la correlacion positiva entre el ADN, el pH y los
AGV. Es decir que si los AGV se mantienen en un aumento moderado la abundancia relativa
microbiana puede aumentar.

Estas correlaciones son herramientas Utiles para entender las relaciones entre las variables
involucradas en la digestion anaerobia. Se han realizado esfuerzos y avances para
correlacionar las poblaciones bacterianas y arquea y sus funciones con los parametros del
proceso de la digestion anaerobia (Venkiteshwaran et al., 2015). Muchos estudios recientes
han investigado las correlaciones entre la composicion microbiana y el rendimiento del
digestor en términos de estructura de la comunidad microbiana, abundancia relativa y
actividad, y vias de degradacion.
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4.2.12 Analisis de componentes principales

En la figura 39 se puede observar el andlisis por componentes que se realizé de todas las
variables involucradas en esta etapa de la investigacion.

3 Objetos
PHAHE Cargas de componente
SVAAE @SV AME = (ajustado a la escala de

AGVAHE objetos)

Dimension 2

-1

DRCAHE

-2
2 - 0 1 2

Dimension 1
Mormalizacidn de principal de variahle.

Figura 39. Diagrama de dispersion biespacial para el reactor RM y el reactor AD:

Esta herramienta nos permite analizar bastantes variables en grupos mas pequefios, también
Ilamados componentes, para analizar de mejor forma las variables estudiadas.

Podemos inferir de la figura 39, que las actividades especificas estan proximas al valor 1 de
la dimension o componente 1. Asi mismo, la DQO y los AGV tienen la misma tendencia.
Con lo cual, el componente uno describe la relacion entre estas tres variables que indica el
riesgo por la presencia de acidos en los indculos y su efecto en la reduccion de la degradacion
de la materia orgéanica.

Por otro lado, podemos observar que en a la dimension 2 se observan variables cercanas al

1 como: pH y SV. Esto puede significar, que el componente 1 describe la degradacion de la
materia organica en términos de SV y su efecto en cada actividad especifica.
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4.2.13 Discusioén

Las Actividades especificas se relacionan entre si de una forma negativa, es decir que cuando
sube una de ellas, las demas bajan. Esto es posible que ocurra, ya que un aumento en la
actividad hidrolitica puede generar decrecimiento en las acidogénicas, si el crecimiento es
desmedido. Lo mismo puede ocurrir con las acidogénicas que pueden producir muchos mas
AGYV de los que las metanogénicas pueden digerir. Las altas cargas organicas aumentan los
AGV lo que genera una disminucion de la capacidad de las metanogénicas por el
decrecimiento del pH.

Observando los analisis fisicoquimicos, el calculo de las actividades especificas y las curvas
de las actividades especificas, se pueden clasificar los in6culos de acuerdo con su actividad
de la siguiente manera: B, A, C, E, D. Esto significa que los inoculos A, B, C tuvieron mejor
actividad y comportamiento. En oposicion, las pruebas D y E tienen un riesgo de inhibicién
y el equipo sugeriria tomar contingencias para mejorar la actividad microbiana.

En este orden de ideas, se puede inferir que el in6culo A tiene una alta actividad acidogénica,
una actividad hidrolitica media y una baja actividad metanogénica. En este caso se podria
decir que la fase limitante es la metanogénica y se deberia tomar medidas como el cambio
de alimentacion que favorezca las metanogénicas. Varios estudios recientes han investigado
las correlaciones entre la composicién microbiana y el rendimiento del digestor en términos
de estructura de la comunidad microbiana, diversidad y actividad, y vias de degradacion
(Carballa, 2015).

En el in6culo B, tiene una alta actividad hidrolitica, una media actividad acidogénica y una
baja actividad metanogénica. En este caso, la actividad limitante es la metanogénica y se
diria que se debe cambiar la alimentacion para favorecer el crecimiento de estos
microrganismos. La decantacion como pretratamiento nos asegura mas conglomerados
microbianos, pero no que haya mas metanogénicas.

En el in6culo C, se ha encontrado una actividad hidrolitica alta, y una actividad acidogénica
y metanogénica similares que fueron sobrepasadas por la actividad del control. Se observa
en este inoculo que los lixiviados aumentan la AHE, pero limita la AAE y la AME. Por lo
cual, si el control presenta mejor actividad no es necesario cambiar de alimentacion ya que
este por si solo es eficiente.

Para el inoculo D, se puede inferir que tiene una actividad hidrolitica alta, una actividad
acidogénica media y una actividad metanogénica baja. Estas dos ultimas estan por debajo
del control. La codigestidn de aceite y detergente en este indculo incrementan la actividad
hidrolitica por la presencia de compuesto complejos. Se podria sugerir adicionar una
alimentacion que favorezca el consorcio metanogénico. En el indculo E, existe una alta
actividad acidogénica, una media actividad hidrolitica y una baja actividad metanogénica.
Esto se debe a que esta muestra fue tomada de un indculo que estaba produciendo muy poco
biogas, alrededor de 700 mL/dia, con lo cual su AME antes del ensayo ya estaba muy baja.
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4.3 Analisis de digestores anaerobios termofilos y mesofilo mediante las actividades
especificas, ADN, y qPCR.

Esta parte de la investigacion se llevo a cabo en el instituto de investigacion y tecnologia
agroalimentaria (IRTA). El objetivo principal de este experimento fue realizar la
especializacion de bacterias y Archea para el posterior analisis genético. Para esto se
utilizaron las actividades especificas, los acidos nucleicos y la g°PCR. Se tomaron muestras
de dos reactores anaerobios en régimen termofilo, uno de ellos era un reactor en fase
metanogénica y el otro un reactor donde se realizan todas las fases. La tercera muestra fue
tomada de un reactor de régimen mesdfilo.

A diferencia de los capitulos anteriores en el cual se queria predecir el comportamiento de
un in6culo adicionando un sustrato especifico, en este capitulo, se queria realizar la
expecializacién de microorganismos antes de que el crecimiento exponencial de las
actividades especificas llegara a estabilizarse. Esta prueba estaba dentro del proyecto Pioner
liderado por el IRTA, en el cual se queria observar el coomportamiento de estos digestores
en rago termofilo y definir la capacidad de respuesta a sobre cargas y su evolucion ante estos
casos. A continuacion se explican los resultados encontrados.

4.3.1 Caracteristicas del ensayo

Las actividades especificas se llevaron a cabo en viales de 100 mL, los cuales se llenaban
hasta 80 mL para dejar una cabeza de biogas de 20 mL. Es importante recalcar que en estas
pruebas el procedimiento se realizd por peso y no por volumen, es decir que cuando se
Ilenaban los botes, se pesaban antes de llenar el vial. Como buffer se utilizo sales de fosfato
KH2PO4. En estos ensayos se utilizd para la AHE peptona caseina o Ilamada también
triptéfano, para la AAE se utiliz6 glucosa y para la AME se utilizé acetato de sodio.

Los in6culos utilizados en estas pruebas fueron tomados de un reactor anaerobio de mezcla
completa llamado reactor AD, el otro se obtuvo de un reactor metanogénico llamado RM,
los dos en rango terméfilo y el tercero de un reactor de fango mixto, en régimen mesofilo
35°C. Ninguno de estas muestras tenia algin pretratamiento, pero el AD se alimentaba con
una mezcla de substratos como se explica en el apartado de materiales y métodos.

Es importante aclarar, que la medicién de metano para el RM y el AD se realiz6 por mas de
40 dias, debido a que el incremento de las poblaciones microbianas para la AME y la AHE
no se generaron al mismo tiempo que la del AAE.

Cabe sefialar que solo se aplicaron los ensayos genéticos especializados (ARNr 16S, mcrA
y aprA) a las muestras de ADN que se considero representativas. Por ejemplo, el indculo del
FM tuvo valores de mas de 300 ng/uL y el RM en algunas actividades no supero valores de
10 ng/pL. Es por este motivo que solo se tuvo en cuenta la muestra de la AAE del reactor
RMy AD para utilizarla en la gPCR. Esto es debido a que no vale la pena gastar materiales
e insumos en muestras que no nos van a arrojar datos representativos de la abundancia
relativa y actividad de los microorganismos.

112



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

4.3.2 Caracterizacion de los inoculos.

Como en los experimentos anteriores se realizo la caracterizacion de los tres reactores, en
este caso de los reactores RM, AD y FM. Se analiz6 el pH, los sélidos volatiles, la DQO y
los AGV como se aprecia en la siguiente tabla.

Parametros
Reactor  Actividad pH SV DQO AGV
g/L g/L

AHE 8 14,2 37,2 32110
RM AAE 8 15,3 39,2 45447
AME 8 15,2 39,7 54389
Control 8,1 13,3 34,6 41893
Error +0.05 +0,9 +0,9 +9213

AHE 7,7 5,2 21,3 2326

AD AAE 1,7 57 23,3 3750
AME 7,7 59 23,9 6265

Control 7,7 4,6 18,7 1289
Error +0 +0,5 +1 +2155

AHE 7,3 24.8 39,5 949

FM AAE 7,4 24.9 39,7 4440
AME 7,4 25,6 40,8 5512

Control 7,5 23,1 36,7 1303
Error +0,08 *1 +0,8 +2270

Tabla 25. Caracterizacion de los indculos de cada reactor. Reactor metanogénico (RM), Reactor AD,
reactor FM.

Se puede ver que el reactor RM y FM tiene la mayor DQO que el inéculo del AD. Los datos
de la DQO no varian mucho, solo la de los controles de cada uno de estos se mantiene por
debajo de las DQO de las actividades.

El pH para las tres muestras es alcalino, aunque el del RM estaba en 8. Se puede observar
como para un reactor metanogénico el pH tiende a estar por encima de 8, con lo cual se
puede deducir que en regimenes termofilos para metanogénicas un pH de estas
caracteristicas favorece el crecimiento de las metanogénicas.

Los AGV iniciales del RM son bastante altos en comparacién con el in6culo del AD vy el
FM. La diferencia es que el RM se alimenta de lo que sale de un reactor hidrolitico en el cual
ya todo el material complejo se entrega listo para que las bacterias acetogénicas produzcan
acidos en mayor proporcién, ademas de los acidos de cadena larga generados en la hidrdlisis.

Se puede observar en la tabla 25, que el FM tiene una gran presencia de SV mucho mas que

el AD y que el RM. Esto indica que hay una gran cantidad de consorcios microbianos en el
indculo, con esto se podria deducir un gran microbiota, pero adin no su actividad.
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4.3.3 Inoculo reactor Metanogénico (RM)

Como se ha explicado antes, este inoculo fue obtenido de un reactor metanogénico en
régimen termofilico (55°C), utilizado solo para la fase metanogénica. Como vemos en la
siguiente grafica la AHE fue la que tuvo mejor comportamiento con respecto a las otras
actividades. En este inoculo se realizaron dos alimentaciones, una en el tiempo cero y la
segunda solo en la AAE ya que era la que tenia la curva mas representativa. Por esta segunda
alimentacion vemos como la curva tiene un segundo crecimiento exponencial hasta el dia
24. La medicion de biogés y CO: se realizo durante 42 dias. A continuacion, se expone los
datos fisicoquimicos del reactor RM.

RM
Pardmetros AHE AAE AME Control Error
pH Inicial 8 8 8 8,1 +0,05
Final 7,3 6,7 7,4 7,4 +0,3
Inicial 14,2 15,3 15,2 13,3 +0,9
SV Final 13,4 5,43 12,77 12,15 +0,8
Degradada 0,8 9,87 2,43 1,15 +1
Inicial 37,2 39,2 39,7 34,6 i
DQO Final 36,3 14,7 34,6 32,9 +0,8
Degradada 0,9 24,5 51 1,7 +0,9
AGV Inicial 32110 45447 54389 41893 +1524
Final 65657 92928 111211 85660 #2535

Tabla 26. Pardmetros fisicoquimicos inicial, final y degradados para el in6culo del RM.

En la figura 40, se puede observar el comportamiento del metano para este indculo
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30 { —®— AAE !
—v— AME |
—A- CONTROL I
i
i
- :
E 20 4 |
o
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< :
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i
10 A I
i
0
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dias

Figura 40. Produccion de metano para cada actividad especifica en reactor metanogénico
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El crecimiento exponencial en la AAE se puede corroborar con la DQO degradada, la cual
es de 21,15 g/L con una produccion de AGV alta y unos SV degradados de 8 g/L. En
comparacion, las otras actividades y el control tuvieron porcentajes de DQO y SV
degradados mucho mas bajas. La toma de muestra para los ensayos microbioldgicos se tomé
cuando la curva del AAE estaba ligeramente plana, el dia 30 del ensayo.

La AHE por su parte tuvo el segundo mejor comportamiento, pero con una curva que no es
representativa que no llego a 100 mL de metano. La AME y el control tienen un
comportamiento similar esto debido principalmente a que en el control predominaban las
archea hidrogenotroficas, ya que la adicion de acetato tuvo muy poco efecto en esta
actividad. Podemos decir que este inoculo tiene una gran AAE, la cual genera bastantes
AGV, quizas demasiado para las metanogénicas lo que generaba un ambiente més &cido que
se puede corroborar con la bajada del pH de 8 a 6,7 en la AAE. Como cita Cabrera, esta
acumulacion de AGV es debida a que las bacterias metanogénicas no son capaces de
degradarlos tan rapido como son producidos por las bacterias acidogénicas (Cabrera, 2002).

En cuanto al CO, vemos que la AAE tiene una gran produccion como se aprecia en la figura
41. El CO2 generado en esta actividad es utilizado por la metanogénicas hidrogenotroéficas,
permitiendo disminuir el CO2 y la presion de Ha (Ferry,1992). La AHE por su parte tiene
una baja produccion de COz ya que en esta etapa no se genera mucho CO: y la produccién
de CO2 de la AME vy el control tienen un comportamiento similar al de la gréafica anterior.

60
—®— AHE
—®— AAE
01 —w»— AME

—A— CONTROL

CO, stp mL

50

dias
Figura 41. Produccion de CO, en RM por cada actividad especifica y el control
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Se logra observar en la siguiente grafica, como los AGV para todas las actividades se
incrementa al final del ensayo, pero en una medicion intermedia que se realizo, bajan
considerablemente.
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Figura 42. Concentracion de AGV en el transcurso de la prueba para reactor RM. RM i: inicial, RM
m: a la mitad, RM f: al final del ensayo.

Esta medicion intermedia se realiz6 el dia 16 del ensayo, y se puede corroborar con las
gréaficas anteriores de metano y CO3, las cuales, tienen un decrecimiento ese dia, esto se ve
reflejado en la curva del AAE que fue la que tuvo mejor comportamiento.

Vemos también que el mayor incremento de AGV la tiene la AME, pero si se analiza la
produccion de metano, la AME no tiene una gran produccién, esto quiere decir que
predominan en este inoculo las archea hidrogenotréficas a las acetoclasticas. Como sugiere
Schiinner, este dominio de los metandgenos hidrogenotroficos sugiere que el hidrégeno y/o
el formiato esta disponible en grandes cantidades en algunos tipos de biodigestores y es el
principal sustrato metanogeénico, en lugar del acetato. La abundancia de hidrogenotréficos
en relacion con los metandgenos acetoclasticos aumenta tipicamente a temperaturas de
proceso elevadas y niveles de compuestos, tales como altos niveles de amoniaco, causando
una inhibicién selectiva de los metandgenos que utilizan acetato. (Schinner, 2016).

Como este indculo era de un reactor metanogeénico, es decir, donde solo se realizaba esta
fase de la digestion anaerobia, la concentracion de AGV era més alta que el reactor AD
teniendo el mismo ind6culo, pero diferente alimentacidn. Al parecer la abundancia de AGV
al final del ensayo, se debe principalmente a la alimentacion que es el efluente de un reactor
hidrolitico, el cual entrega moléculas faciles de transformar por las bacterias hidroliticas. Las
metanogénicas en la AME debido a la abundancia de AGV “s ralentizaron su metabolismo.
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4.3.4 In6culo Reactor AD + agua residual de Matadero

Este indculo tiene una menor carga organica que el anterior, con un promedio de 20 g/L de
DQO para el AD y 36 g/L para el RM. Esto puede explicar la baja produccion de metano y
CO:o.. En esta prueba también se hizo una segunda alimentacion de la AAE al mismo tiempo
que en anterior. En la siguiente figura, el AHE y el AAE tienen una curva muy similar pero
muy poca produccion de metano que no llega a los 10 mL de metano.

AD
Parametros AHE AAE AME Control Error
pH Inicial 1,7 1,7 1,7 7,7 +0
Final 7.9 7,2 7.9 7.9 +0,3
Inicial 5,2 5,7 5,9 4,6 +0,5
N\ final 2,1 4 462 2,57 +0,8
degradada 3,1 1,7 1,28 2,03 +l
Inicial 21,3 233 239 187 +0,8
DQO final 174 215 21,3 10,3 +1
degradada 3,9 1,8 2,6 8,4 +0,7
AGV  Inicial 2326 3750 6265 1289 +2155
Final 2631 4.242 7.087 1458 +2438

Tabla 27. Pardmetros fisicoquimicos inicial, final y degradados para el in6culo del AD

A continuacion, se expone la produccion de metano para este Inoculo.
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Figura 43. Produccion metano en reactor AD para todas las actividades y el grupo control
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La AHE tiene una DQO degradada de 9 g/kg y la AAE de 2,96 g/kg, asi mismo con los SV,
lo que corrobora la baja produccion de biogas de este indculo en la prueba. Vemos una pH
que se mantiene estable y no sufre cambios extremos por presencia de bicarbonato o
abundancia de AGV. En este caso, para aumentar la proporcion de metano dentro del biogés
se debe mejorar las condiciones de las hidrogenotréficas y evitar el desacople existente en
esta ruta; una de las formas es trabajar a temperaturas altas, ya que se ha demostrado que las
arqueas hidrogenotroficas estan mejor adaptadas y predominan en este tipo de ambiente (Sun
et al. 2014).
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Figura 44. Produccion CO; reactor AD, para todas las actividades y el grupo control

En relacion con la produccion de CO> para esta prueba, vemos en la siguiente figura como
la AAE tiene mejor produccion sobrepasando los 20 mL. Sin embargo, la AME y el control
tienen una tendencia similar a la anterior grafica del metano, con una baja produccién de
CO,, asi como para la AHE que como se esperaba no tiene una gran produccién de CO.. La
produccion de metano a partir del gas carbénico (CO>), via de evacuacion de los hidrégenos
producidos durante las etapas de hidrolisis y sobre todo de acetogénesis, es una reaccion de
reduccion rapida que asegura alrededor del 30 % del metano. EI 70 % restante proviene de
la degradacion del acido acético (Moletta, 1993).
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A continuacion, se expone la grafica de AGV del inoculo AD en la siguiente figura:
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Figura 45. Concentracion de AGV en el transcurso de la prueba para reactor AD. AD i: inicial, AD
m: a la mitad, AD f: al final del ensayo.

Con respecto a los AGV, se observa un comportamiento similar al primer inéculo con una
baja concentracion de AGV en la segunda medicion. Los AGV fueron bajos si se comparan
con el in6culo del RM con valores finales que no superan los 10 mil (meq Acético/L), esto
también nos indica la poca actividad de las bacterias acidogénicas y con ello la baja presencia
de AGV para las bacterias metanogénicas.

Los AGV de la AME, tiene un incremento sustancial al final del ensayo muy superior a la
produccion de metano. Es posible que existira una acumulacién de AGV debido al hidégeno.
La acumulacion de hidrogeno en el medio es caracteristica de un desacople de fases o
malfuncionamiento de la digestién, frecuentemente, tras una sobrecarga de materia organica.
Esta provocard una acumulacion de é&cidos grasos volatiles (AGV), concretamente de
acetato, propidnico y butirico, de los cuales el propiénico es el més dificil de degradar y se
considera un fuerte inhibidor (Mdsche y Jérdening, 1999).

Comparando los AGV's de la AME con el control, ambos tiene la misma producion de

metano pero el control una muy baja concentracion de AGV’s. Esto significa que la adicion
de subtratos puede incrementar en este caso la produccion de biogas.
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4.3.5. Indculo alimentado con fango mixto (FM)

Este indculo tiene una DQO alrededor de 37 g/kg y 23 g/kg de SV. Podemos obsevar como
la AAE tiene una curva exponencial hasta el noveno dia que es cuando se realiza la segunda
alimentacion solo en este caso a todas las actividades. La medicidn de biogas en este ensayo
fue por 17 dias esperando el término del crecimiento esponencial que se dio al mismo tiempo
en todas las actividades y en el control. En la tabla 28 de exponen los parametros

fisicoquimicos.

FM
Pardmetros AHE AAE AME Control
pH Inicial 7,3 7,4 7,4 7,5
Final 6,9 7,5 7,5 7,5
Inicial 248 249 256 23,1
SV Final 16,35 12,83 14,78 12,46
degradada 8,45 12 10,8 10,6
Inicial 395 39,7 408 36,7
DQO  Final 27,9 219 2523 21,26
degradada 11,6 17,8 155 15.4
AGV Inicial 949 4440 5512 1303
Final 1200 5613 6968 1647

Error
+0,08
0,3
+1

+1
+0,9
+0,8
+0,7
+1
+2270
+2869

Tabla 28. Pardmetros fisicoquimicos inicial, final y degradados para el reactor FM

La figura 43, nos muestra las curvas que resultaron para etse indculo.
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Figura 46. Produccion de metano del indculo alimentado de fango mixto, para todas las actividades

y el grupo control.
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Vemos como el control tiene la segunda mejor produccion de biogas seguido de la AHE y
la AME. Este in6culo también tiene una alta AAE lo que se refleja luego de la segunda
alimentacion hasta el dia 15 que la curva se empieza aplanar. Fue en el dia 14 antes de que
la curva se aplanara que se tomo la muestra para los analisis moleculares respectivos.

En este caso las Archea hidrogenotréficas tienen un mejor desarrollo que las acetoclésticas
y es por eso que la AAE tiene un crecimiento mas elevado. En el caso de las arquea, requieren
hidrégeno como fuente de electrones y en algunas reacciones para producir metano (Ferry,
Kastead, 2007).

En la figura 47, se observa la produccion de CO; para este inoculo. En la AAE, el
comportamiento del CO> fue muy parecido a la curva de metano de la anterior gréafica. Esto
significa que las bacterias acidogénicas en este indculo son muy eficientes generando acidos
a partir de azucares, en este caso la glucosa que se utilizé como substrato.
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Figura 47. Produccion de CO; para indculo alimentado de fango mixto para todas las
actividades y el grupo control.

El control, tiene la segunda mejor produccién de CO2 como en la curva de produccion de
metano, seguido de la AME y la AHE que tienen una produccion similar. El dia 15 en estas
tres pruebas el CO; tiende a subir, pero luego la curva se aplana de nuevo siguiendo la
tendencia del metano.
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En la siguiente figura se puede observar los AGV para el FM.
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Figura 48. AGV inicial y final para todas las actividades del FM. Fm i: inicial, FM f: final.

La AAE tiene una gran cantidad de AGV al inicio y al final lo que soporta la alta produccién
de biogas en esta actividad. La AME por su parte, también tiene una alta presencia de AGV,
sin embargo, al utilizar acetato como substrato para la AME no ayuda para que las
poblaciones microbianas tengas un crecimiento como en la AAE, aunque esta curva puede
tener un mayor crecimiento luego de los 17 dias de observacion. Este fendbmeno se repite en
todas las pruebas, donde la AME teniendo alta presencia de acetato no incrementa su
produccién de metano. Esto es posible porque la acumulacion de acetato puede tener un
efecto inhibidor de la acetogénesis.

En este indculo vemos como la AHE y el control que tiene menos presencia de acidos tiene
una mayor produccion de metano. La AME por su parte, tiene el comportamiento inverso.
Sin embargo, para la AAE que tiene una buena produccién de AGV s tiene el mejor
incremento de metano en la anterior grafica. Es decir, este indculo no necesita de ayuda para
esta etapa del proceso (AAE), pero se puede incrementar su rendimiento con la adicion de
proteasa y lipasas o algiin compuesto que incremente su productividad.

Por otro lado, para incrementar la produccion de metano se puede alentar el crecimiento de
arquea hidrogenotrofas alentando el crecimiento de la acetoclasticas, ya que, algunas
bacterias acetogénicas son capaces de invertir su ruta de sintesis de acetato a oxidacion de
dicho compuesto, pasando a ser conocidas como bacterias oxidadoras de acetato (SAOB) y
produciendo tanto H. como COo, los cuales seran usados por las arqueas Hidrogenotroficas
para producir metano.(Sun et al. 2014).
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4.3.6 Calculo actividades especificas

Se realizé el calculo de las actividades especificas para esta etapa de la investigacion como
se puede observar en la siguiente tabla. Para el indculo alimentando con FM se realiz6 dos
calculos ya que se realizaron dos alimentaciones. Sin embargo, se puede observar que la
actividad en la segunda alimentacion es muy baja y no es representativa frente a la primera
actividad calculada.

Prueba AHE AAE AME Control
RM 0,06 16 0,02 0,03
AD 0,75 0,32 0,01 0,02
FM; 047 0,71 0,15 0,12
FM; 0,03 002 0,11 0,02
Tabla 29. Resultado actividades especificas. AME en g DQOcha/g SSV*d. AAEy AHE en ¢

DQO/g SSV*d.FM;= Primera alimentacion en el fango mixto. FM »: Segunda alimentacion en el
fango mixto.

A continuacion, se puede ver en la siguiente figura, los valores de la actividad para cada
indculo. Se puede apreciar como la AAE tiene una actividad sobresaliente seguida del
indculo alimentado de FM, esto soporta la informacidn arrojada en la produccion de metano,
donde la AAE tuvo la mejor produccion de biogas en el RM y FM. La actividad mas baja
para todas las pruebas fue la del control, lo que corrobora que el experimento fue bien
realizado.
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Figura 49. Resultado célculo de actividades especificas para los in6culos de RM, AD y FM. No se
incluy6 la FM2 ya que su valor es muy bajo.
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En la grafica 49 se puede observar como los dos reactores termdfilos pueden
complementarse. EI RM puede darle al reactor AD més actividad hidrolitica y el AD puede
incrementar la actividad acidogénica en el reactor RM.

4.3.7 Resultados Biologia Molecular

Se realiz6 un anélisis del material genético total de las tres muestras de esta etapa de la
investigacion, mediante la extraccion de ADN con el kit Power Microbioma explicado en el
apartado de materiales y métodos. También se analizo el material genético de las bacterias
obtenido mediante la aplicacion de ARN ribosémico de la subunidad ARNr 16S. Asi mismo
se obtuvo resultados de la aplicacion de la mcrA y la aprA en el inéculo FM.

4.3.7.1 Las bacterias y su actividad en los tres inoculos.

En la siguiente tabla se aprecian los resultados de la ARNr 16S.

ARNT 16S
Muestra ADN ADN SD ADNCc SD
ng/pL No copias/g No copias/g

Inéculo de FM
AHE 78,06 3,23E+10 9,99E+09 2,95E+11 7,63E+10
AAE 355,39  3,98E+10 1,11E+10 7,50E+11 1,13E+11
AME 42,09 1,89E+09 1,21E+09 4,37E+09 3,31E+09
Control 280,48 2,55E+09 2,97E+09 4,55E+09 2,05E+09

In6culo de AD
AHE 10,62
AAE 16,47 4,13E+09 2,02E+09 3,69E+10 4,89E+09
AME 9,81
Control 9,03

Inéculo de RM
AHE 20,26
AAE 36,28 2,93E+09 7,96E+08 1,97E+11 9,54E+10
AME 14,1
Control 12,94

Tabla 30. No copias de genes de la ARNr 16S para todos los tres reactores. ADNc: actividad. ADN:
abundancia relativa. SD: desviacién estandar.

Para el indculo del reactor AD y el del reactor de 7 L, solo se realizé el analisis de la ADNc
en la actividad acidogénica especifica, ya que segun la extraccién total de ADN no se
observaba mucha actividad en estos ensayos, ademas que, en los ensayos de actividades
especificas, estas actividades no tuvieron una considerable produccion de biogas.

Para el in6culo del AD por ejemplo se ha observado una concentracion total de ADN mayor
en AAE seguido de la AHE, la AME vy finalmente el control. Esto se corrobora con los
resultados de las curvas en las actividades en la cual AAE tiene la mayor produccion de
biogés seguido del AHE. En los resultados del inoculo del RM, la AAE tiene la mayor
concentracion de ADN total seguido de la AHE, él AME y finalmente el control. Esto
corresponde con los resultados mostrados en la grafica de la produccién de metano.
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Con respecto a la ARNr 16S, podemos observar en los dos reactores termofilos una cantidad
de ADN similar en los dos reactores y en términos de ADNCc el reactor RM tiene una mayor
actividad como lo demuestra la grafica de produccién de biogds. Se ha investigado
comunidades microbianas en la produccion termofilica de metano de acidos orgénicos en un
reactor de lecho fijo, usando ARNr 16S el andlisis mostrd que la poblacién microbiana
cambia con el tiempo de retencion hidraulico (Ueno y Tatara, 2008).

En la figura 50, se observa la comparacion del ADN total para los indculos de los reactores
AD y RM. Es importante comparar estos dos inoculos ya que tienen el mismo indculo inicial
de la EDAR la Llagosta.
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Figura 50. ADN encontrado al final de las pruebas para los indculos de RM y AD

En esta grafica podemos observar como el indculo del reactor RM tiene una gran cantidad
de material genético total a comparacion del AD. Se ha observado también, una similitud
entre la concentracion en los dos inoculos de la concentracién de ADN del AME y del
control. Esta informacion nos indica que la alimentacion del RM, que era el efluente de un
reactor hidrolitico estaba cargada de aminoacidos, acidos de cadena larga para que las
bacterias acidogénicas tuvieran un mejor crecimiento y por ende una gran produccién de
AGV que en el reactor AD.

La concentracion de ADN en el in6culo del AD es menor en todas las actividades especificas,
esto se debe a que la alimentacion de este reactor que era residuos esterilizados y agua
residual de matadero no era muy digerible por las bacterias hidroliticas de este reactor y por
esto influye en que los otros microorganismos no tengan un buen crecimiento.

La alimentacion de un reactor es fundamental en el metabolismo de los microorganismos y
por ende en la produccion de biogas. Por otro lado, el reactor hidrolitico es una herramienta
interesante para digerir las moléculas complejas de los substratos y con ello entregarles a las
acidogénicas alimento en abundancia.
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En la siguiente grafica se muestra el ADN total encontrado en todas las actividades
especificas del indculo alimentado con fango mixto.
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Figura 51. ADN encontrado al final de la prueba para el FM

Se puede observar una gran cantidad de ADN total en la AAE seguido del control, la AHE
y la AME. Esto concuerda con los resultados de la produccién de metano en cada actividad
especifica. Es notable, como la AME tiene el valor mas bajo, incluso més que el control, esto
puede significar que en este indculo abundan mas las bacterias hidrogenotréficas que las
acetoclasticas, ya que el acetato adicionado al AME no tuvo el crecimiento que se queria.

En este caso las acidogénicas generaban mas AGV del que las acetogénicas lograban
convertir en acetato, por lo que imperaba la via del Hz. El hidrogeno es primordial en las
relaciones entre microrganismos sobre todo en la etapa metanogeénica. La transferencia de
hidrogeno se considera un factor clave para la sintrofia, porque muchas relaciones sintroficas
dependen del hidrégeno como lanzadera de electrones (Morris et al., 2013).
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4.3.7.2 Las arquea metanogénicas y las sulfato reductoras

A continuacion, se puede apreciar los resultados de los bioindicadores moleculares de mcrA
que cuantifica los genes presentes de las metanogénicas y la aprA que cuantifica las bacterias
sulfatoreductoras. En la tabla 31 se exponen estos resultados.

mcrA aprA
Muestra  ADN SD ADNc SD ADN SD ADNCc SD
copias/g copias/g copias/g copias/g
Inoculo +Fango mixto
AHE 1,28E+08  5,93E+07  1,89E+06 1,05E+06 = 8,05E+08 3,05E+08  3,33E+04 = 1,00E+4
AAE 1,46E+08 5,38E+07 3,06E+05 4,60E+04 6,44E+08 9,32E+07 O 0
AME 8,53E+06 4,06E+06 6,81E+04 7,68E+04 | 5,38E+07 2,44E+07 8,53E+06 4,06E+6

Control  9,20e+06 5,31E+06 1,65E+05 1,03E+05 5,38E+07 2,44E+07 8,20E+03 0
Inéculo del Reactor AD

AHE

AAE 1,09E+08 @ 4,23E+07 1,98E+06 = 2,57E+06 @ 1,57E+06 = 3,18E+05 1,30E+05 1
AME

Control

Inoculo del Reactor Metanogénico

AHE

AAE 3,55E+08 9,1E+07  1,60E+06 1 8,68E+05 2,61E+05 O 0
AME

Control
Tabla 31. Copias génicas de los reactores RM, AD y FM y para cada actividad especifica. aprA:
fosfosulfato reductasa alfa. mcrA: Metil coenzima reductasa. SD: desviacion estandar. ADNCc:
actividad. ADN: abundancia relativa

Para el FM existe una abundancia relativa (ADN) considerable de metanogénicas, aunque
con un valor muy similar con las que se encuentran en los reactores AD y RM. Si hablamos
de la actividad (ADNc) de las metanogénicas, vemos que los tres reactores tienen una
actividad similar para la AAE. Es posible que con la informacion del ADNc sea mas util
para analizar los indculos ya que se ve una mayor variabilidad. Como expone Zhang, la
disminucion en la abundancia relativa basada en ADNc observada a través de los
compartimientos del reactor fue mayor que la disminucion en la abundancia relativa basada
en ADN. Este hallazgo indica que el andlisis de la abundancia relativa de bacterias
metabolicamente activas fue més discriminatorio que el anélisis basado en la mera presencia
de bacterias. Todos estos hallazgos sugieren que los analisis basados en ADNc son mas
apropiados para monitorear el rendimiento del reactor (Zhang, 2010).

En cuanto las sulfatoreductoras, podemos ver que existe mas abundancia relativa en el FM
que en los reactores AD y RM. Sin embargo, si hablamos en términos de actividad vemos
una alta variabilidad en las pruebas del FM. En cuanto a la actividad de las sulfatoreductoras,
el reactor AD es el que tiene mas actividad de estas bacterias. Pero si observamos la actividad
de las sulfatoreductoras en la AME para el reactor FM, vemos que estan bastante activas.
Esto quizas explique la baja produccién de metano en la AME, donde la alta actividad de las
sulfatoreductoras inhibe la actividad de las metanogeénicas acetoclasticas.
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4.3.8. Tasas de actividad

Con los resultados moleculares podemos calcular tasas de actividad que nos pueden dar un
reflejo més exacto de la actividad de las metanogénicas. La relacion ADNc/ADN refleja la
actividad real especifica del proceso de los metan6genos. Como ambos métodos son
pardmetros potentes para la deteccion temprana de fallas en el proceso, los operadores de
plantas de biogas pueden evitar pérdidas econdémicas por su aplicacién preventiva (B Munk
etal., 2012).

Tasas mcrA Tasas aprA
Muestra mcrA/ARNr 16S ADNCc/ADN aprA/ARNr 16S ADNCc/ADN
AHE 0,40 % 1,48E-02 2,49 % 4,14E-05
AAE 0,37 % 2,10E-03 1,62 % 0
AME 0,45 % 7,98E-03 2,85 % 1,59E-01
Control 0,36 % 1,79E-02 2,11% 1,52E-04

Tabla 32. Tasas de actividad para metanogénicas (mcrA) y sulfatoreductoras (aprA). Abundancia
relativa con respecto al gen ARNr 16S. Resultados para el inéculo del FM.

En la tabla 32 podemos observar que, para la mcrA, la muestra con mayor tasa ADNc/ADN
es el control y la AHE. En cambio, la AAE y la AME que deberian tener méas actividad
metanogénica quedan con valores mas bajos.

En cuanto a la tasa mcrA/ARNr 16S, se obtuvo una gran abundancia relativa de
metanogénicas en a AME y la AHE. Sin embargo, la AME y el control no estan muy lejos
de estos resultados. Esta tasa nos indica la proporcion de metanogénicas que existe con
relacion al valor total de bacteria y arquea medida por la ARNr 16S. En general se ve que la
proporcion de metanogénicas en la poblacion bacteriana y arquea total, no varia
significativamente en el indculo. La relacion ADNc/ADN, también incluye un parametro de
actividad especificamente a la transcripcion del gen ARNm, también puede informar sobre
el estado fisioldgico de un gremio distinto, se podria mostrar esto para los metan6genos (B
Munk et al., 2012).

En cuanto las sulfatoreductoras, se encontré que la abundancia relativa de este grupo con
respecto a las bacterias y arquea es mucho mayor que el de las metanogénicas. Puede que
las sulfatoreductoras tengan una gran abundancia relativa, pero no tienen mucha actividad
como se observa en los valores de ADNc/ADN.

Estas tasas arrojan resultados interesantes para aplicarlos en planta, sin embargo, como
argumenta Munk et al, debe demostrarse si la relacion ADNc/ADN se puede aplicar a las
plantas de biogas en la practica, cuando solo se pueden analizar una serie de tiempo corta o
muy pocas muestras. Estos parametros bioldgicos moleculares pueden, particularmente en
combinacion con parametros quimicos y fisicos, ayudar a los operadores de plantas de biogas
a controlar mejor el proceso de fermentacién y contrarrestar las fallas inminentes del proceso
antes de que surjan pérdidas econdmicas graves (B Munk et al., 2012).
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En la siguiente grafica se puede observar los resultados obtenidos de la técnica gPCR, en la
cual se obtuvo el nimero de copias genéticas para la ARNr 16S, la mcrA y la aprA para
analizar los in6culos RM y AD.
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Figura 52. Resultados qPCR de abundancia relativa y de actividad en bacterias y arquea (ARNTr

16S) para metanogénicas (mcrA) y sulfatoreductoras (aprA). Resultados para los indculos del RM y
AD.

Como se puede observar, existe en los dos indculos una abundancia relativa de bacterias mas
alta que las metanogénicas y las sulfatoreductoras. Las metanogénicas tienen una mayor
abundancia relativa en la AAE del reactor RM. Esto concuerda con la produccion de metano
donde la AAE fue la que mas produjo y confirma la presencia de metanogénicas en el RM
el cual solo trabaja en fase metanogénica.

En términos de actividad bacteriana se puede inferir de la figura 52, que la AAE del reactor
AD, tiene una mayor actividad que el reactor RM. Los dos reactores tienen una actividad de
las metanogénicas muy similar, por lo cual se puede concluir que la abundancia relativa
también es un buen indicativo para predecir la produccion de biogas de un indculo.

En cuanto a las sulfatoreductoras, existe una abundancia relativa similar de este grupo en los
dos reactores, pero una baja actividad en el reactor AD y una nula actividad en el RM. Esto
puede significar, que no existe una alta presencia de sulfuros en estos reactores y que estas
bacterias no compiten en estos indculos por fuentes de energia o carbono con las arque
metanogénicas.
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Es interesante anotar, que la abundancia relativa de metanogénicas es mayor que su actividad
en los dos reactores. Esto puede significar, que puede existir presencia de estas arquea, pero
en general, la actividad es menor que la cantidad de poblaciones presentes.

En la siguiente grafica se puede observar los resultados obtenidos de la técnica gPCR, en la
cual se obtuvo el nimero de copias genéticas para la ARNr 16S, la mcrA'y aprA para el FM.
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Figura 53. Resultados gPCR de abundancia relativa y actividad de bacterias y arquea (ARNTr 16S)
para metanogénicas (mcrA) y sulfatoreductoras (aprA). Resultados para el indculo del FM.

En términos de la ARNr 16S, el gréfico muestra claramente que la abundancia relativa
obtenida en la AAE y la AHE son muy parecidos, aunque la AAE tiene una actividad mayor,
es decir una mejor actividad de las arquea en esta muestra. El control y la AME tienen una
concentracion de bacteria y muy parecida y también su actividad esta en el mismo valor. La
alta actividad encontrada en la AAE corrobora la mayor produccion de metano de esta
actividad. La baja actividad de la AME concuerda con la baja produccion de metano de esta
actividad.

El control tiene mas presencia genética que el ensayo de la AME, aungue fue el segundo
ensayo que mas produjo metano. Resalta el resultado de la AHE en el cual se ha encontrado
una considerable presencia de bacterias y arquea con una alta actividad casi igual de buena
como la de la AAE, aunque esta no tiene una alta produccion de metano en el ensayo de
actividades especificas. Esto puede ocurrir debido a que como cita Felchner, otro factor
importante en la eficiencia del proceso es la distancia entre bacteria y arquea (Felchner-
Zwirello et al.).
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En cuanto a las sulfatoreductoras, vemos que en las muestras existe una gran abundancia
relativa, pero su actividad es baja. Esto puede indicar que la presencia de sulfatoreductoras
en el medio no interfiere con la abundancia relativa de las metanogénicas como ocurre en el
ADN de la AAE. Este argumento podria ser novedoso_ya que existen sulfatoreductoras que
consumen acetico y otras CO. e Ho. Dependera de qué metanogénicas esten activas (las
acetotrofas o las hidrogenotrofas).

La eliminacién de hidrégeno del medio es llevada a cabo, por lo general, por bacterias
metanogenas, hidrogenotroficas, aunque en presencia de sulfatos, las bacterias
sulfatoreductoras son capaces de establecer una relacion sintrofica con las bacterias que
requieren Hidrogeno para su metabolismo. La relacion sintrofica recibe el nombre de
transferencia interespecifica de hidrogeno y permite llevar a cabo las reacciones, con un
balance energético favorable (Cadi, 1994).

4.3.8 Andlisis estadistico

Se realizaron correlaciones para cada indculo estudiado. A continuacion, se puede observar
el mapa de correlaciones del indculo del reactor RM.

pH SV AGV AME ADN

1.000**

--961*

Figura 54. Mapa correlacién para el in6culo del RM.

En la figura 54 podemos apreciar, como en este indculo existe una alta correlacién positiva
entre laDQO el ADNy los SV. Esto quiere decir que cuando la DQO disminuye, disminuye
también el ADN y los SV. Por otro lado, existe una correlacion fuertemente positiva entre
los SV y el ADN, eso ocurre porque el aumento de los SV incrementa el ADN
microbioldgico. Se puede apreciar también, una fuerte correlacion negativa entre el DQO y
el pH, es decir que cuando baja el pH, la DQO aumenta. LA AME tiene una correlacion
positiva con los fisicoquimicos, es decir que cuando la AME se incrementa puede existir un
leve aumento de los parametros medidos.
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En la siguiente figura se observa del mapa de correlacion para el inoculo del reactor AD

Figura 55. Mapa de correlacion para el indculo del AD

Acad se puede inferir que no existen correlaciones positivas fuertes, al contrario, se encuentra
una correlacién negativa entre la ADN y el pH. Este fendbmeno también lo vemos en el
indculo anterior, es decir que los microrganismos son muy susceptibles a los cambios de pH.
En este reactor no se encuentran correlaciones con un alto grado de significancia, es decir
gue no existe correlaciones representativas, puede que no halla muchas sintrofia microbiana.

Esto concuerda con la baja produccién de metano.

Se puede apreciar en la siguiente figura el mapa de correlacion del indculo + fango mixto.
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Figura 56. Mapa de correlacion para el inéculo del FM.
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En este mapa de correlaciones, se puede observar una correlacion fuertemente positiva entre

las DQO el pH y los SV. Es decir que cuando sube el pH puede subir laDQO y los SV.

La AME tiene una correlacion fuerte positiva con la ARNr 16S y con la abundancia relativa
de las metanogénicas, esto quiere decir que las bacterias y las arquea en especial, aumentan

la actividad metanogénica de este inoculo.
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Por otro lado, el ADN de la 16S tiene una correlacion positiva fuerte con el ADNc 16s, es
decir que cuando aumenta el material genético, también aumenta la actividad de las bacterias
y las arquea. Vemos que el pH ejerce una correlacion negativa con la ARNr 16S, lo que
significa que al disminuir levemente el pH puede aumentar levemente el material genético y
su actividad.

La actividad de las arquea metanogénicas, tiene una correlacion negativa fuerte con el pH.
Es decir, que cuando el pH se incrementa, baja la actividad. La abundancia relativa de estas
arquea, tiene una fuerte correlacion positiva con la AME y la ARNr 16S. Esto quiere decir,
que cuando se incrementa los genes 16S, se incrementa las metanogénicas y también su
AME.

En cuanto las bacterias sulfatoreductoras, se puede evidenciar que al incrementar las
bacterias y las metanogénicas, las sulfatoreductoras lo hacen también. Esto confirma el
sintrofismo que existe entre estos microorganismos ya que la posibilidad de crecimiento de
un grupo impulsa el crecimiento de los demas. Es interesante que la abundancia relativa de
estas bacterias tiene una correlacion negativa con los pardmetros fisicoquimicos.

Se observa también, que la actividad de la sulfatoreductoras tiene una correlacion positiva
moderada con los parametros fisicoquimicos. es decir que cuando se incrementan los valores
de estos parametros, se incrementa la actividad de estas bacterias. Ademas, la actividad de
la aprA tiene una correlacion negativa con los bioindicadores moleculares. Esto quiere decir
que cuando la actividad de las metanogénicas, las hidroliticas y acetogénicas se reduce, se
incrementa la actividad de las sulfatoreductoras.

Se ha utilizado el gen aprA para detectar bacterias sulfatoreductoras. En esta investigacion
se ha querido indagar los resultados de estos in6culos para saber cdmo interacttan con las
metanogénicas. Sin embargo, no hemos realizado una investigacion profunda ya que esto da
para otra tesis. Para analizar los resultados de la aprA, debemos preguntarnos primero ¢Qué
concentracion de sulfato y de DQO se tiene? ¢si hay sulfhidrico en el biogas? (0 si se realiza
algn acondicionamiento al biogas antes de usarlo?

Cuando hay sulfato y hay sulfatoreductoras activas, ademas de &cido sulfhidrico en el
biogas, puede haber sulfuros solubles (inhibidores de metandgenos) y/o precipitados (el FeS
es un precipitado negro). La proporcion de sulfuros solubles vs precipitados depende de
solubilidad, pH, temperatura, presencia iones metélicos. Normalmente se habla de la
competicion entre sulfatoreductoras y metandgenas por el acético y CO2, pero las
sulfatoreductoras también pueden competir por otros AGV’'s y por H. con bacterias
acetogénicas y arqueas metandgenas hidrogenotroficas, respectivamente. La tasa DQO/SO*
"controla™ esta competicion.

En términos de la inhibicion, se necesitaria saber si hay sulfuro soluble y si esta
concentracion esta dentro de los rangos inhibitorios para las metanogénicas. No es suficiente
argumentar que solo la presencia de sulfatoreductoras activas equivale a inhibicion de la
metanogénesis.

133



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

4.3.9. Analisis de componentes Principales

Debido a la gran cantidad de variables involucradas en esta fase de la investigacion se realizo
el andlisis de componentes principales para reducir la dimensién de los datos y lograr
interpretarlos mejor. En la figura 57, se muestra el analisis de componentes principales para
los reactores RM y AD.

3 Ohjetos
Cargas de componente
AGVad == (ajustado a la escala de
ohjetos)

Grm
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Figura 57. Diagrama de dispersion biespacial para los inéculos del AD y RM

En este esquema se puede observar que para la dimension o componente 1, los SV, la DQO
el ADN, la AME del reactor RM tienen a 1. Lo que significa que este componente describe
las condiciones de carga organica y la abundancia relativa microbiana del inéculo.

Para los parametros fisicoquimicos de AD, no existe una tendencia conjunta a un
componente, lo que concuerda con el mapa de correlaciones para el reactor AD, donde no
existe una correlacion fuertemente positiva entre estos parametros.

Por otro lado, los AGV de los dos reactores aparecen cercanos al valor 1 del componente 2.
Esto concuerda con la correlacion negativa que tienen con los demas parametros
fisicoquimicos estos indculos. Podria decirse, que el componente 1 describe la neutralizacion
de estos inoculos, el comportamiento alcalino y acido del medio, ya que, ademas de esto, el
pH esta cercano a este componente.
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En la figura 58, podemos observar el analisis de componentes principales para el indculo
alimentado de FM
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Figura 58. Diagrama de dispersion biespacial para el inéculo del FM.

En la figura 58 podemos ver como se organizan las variables por dimensién o componente.
En la dimension 1 se organizan muy proximas al 1, todos los datos referidos a los
bioindicadores moleculares. Esto quiere decir que el componente 1 describe la informacion
genética de este indculo. Lo que concuerda con el mapa de correlaciones en el cual, los
bioindicadores moleculares se correlacionan positivamente excepto con la aprA ADNCc.

Para este inoculo la actividad de la sulfatoreductoras tiene una correlacién negativa con los
demés indicadores moleculares lo cual coincide con el mapa de correlaciones.

En la dimension o componente 2, se observa una tendencia de los parametros fisicoquimicos
a 1. Esto nos sugiere que el componente 2 describe el control fisicoquimico del indculo, lo
que concuerda con la fuerte correlacion positiva entre los parametros fisicoquimicos.

Se ha aplicado los componentes principales en la digestion anaerobia, como lo hizo Damien
et al, quienes encontraron que para el componente 1, se describe principalmente el cambio
de una comunidad acetoclastica a hidrogeno utilizando una comunidad metanogénica
(Damien et al., 2015).
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4.3.10 Discusién

El inoculo del RM, tiene una alta actividad acidogénica, una media actividad hidrolitica y
una baja actividad metanogénica igual al del control. Esto quiere decir que la adicion de
acetato no influy6 decisivamente en el crecimiento de la metanogénicas, y que la produccion
de metano sigui6 la via hidrogenotréfica. En cuanto al indculo del AD, este tiene una alta
actividad hidrolitica, una media actividad acidogénica y una baja actividad metanogénica.
La buena AHE se debe a la alimentacion de agua de matadero que contiene muchas
moléculas como lipidos y proteinas para que las hidroliticas las procesaran.

El inéculo alimentado con fango mixto (FM) tuvo una actividad acidogénica alta, una
actividad hidrolitica media y una actividad metanogénica baja. Sin embargo, estas dos
ultimas actividades fueron sobrepasadas por el control. Lo que sugiere que este inoculo no
necesita de adiciones complementarias para las hidroliticas y las metanogénicas, pero quizas
incentivando las acidogeénicas se lograria una gran produccién de metano como muestra este
ensayo.

Para el inoculo alimentado con fango mixto (FM) existe una correlacion positiva entre las
actividades especificas y los bioindicadores moleculares, excepto la aprA. Esto es muy
significativo, ya que, al incrementar el material genético y su actividad, vemos como las
actividades especificas suben también. Esto es una muestra de que las actividades especificas
pueden seguir el mismo patron que siguen los bioindicadores moleculares y dan una idea de
la actividad real que existe.

En general vemos una correlacion negativa entre el ADN y los AGV. Esto quiere decir que
cuando bajan los AGV, sube el ADN. Esto es significativo porque al no tener abundancia de
AGV quiere decir que las arquea y las bacterias los han transformado en metano y didxido
de carbono. Es decir que, al medir los AGV’s, podemos decir que tanta presencia de material
genético existe en el indculo y tomar medidas para que los AGV se mantengan en una taza
estable para que también los microrganismos que no acttan en el proceso del biogés
interfieran.

Se puede observar que, en los tres indculos, existe una correlacion negativa entre el pH y los
bioindicadores moleculares. Es decir, que cuando sube el pH, baja la abundancia relativa y
la actividad. Esto es significativo, ya que si el pH baja a niveles muy &cidos los
microrganismos inmediatamente se inhiben y dejan de producir biogas. EI pH entonces
cuando baja menos 7 nos esta indicando que ya esta empezando la disminucién de bacteria
y arquea fundamentales para producir biogas. Aunque las correlaciones no pueden
identificar directamente los impulsores o las barreras de la digestion anaerobia, pueden
fomentar investigaciones futuras hacia el monitoreo y control de la digestion anaerobia. De
hecho, varios estudios encontraron respuestas distintas de ciertas bacterias y metandgenos al
pH (Zhang et al., 2019b).

Se aprecia como para la AAE que tuvo la mayor actividad en el FM, se dan los més altos
resultados para la ARNr 16S. Esto es significativo, ya que se correlacionan positivamente.
Entonces, con solo el dato de la AAE, podemos inferir a priori, si un indculo tiene una gran
concentracion de bacterias acidogénicas y también una gran actividad entre ellas. En general
los marcadores genéticos utilizados son buenas herramientas para el mantenimiento
preventivo de un digestor anaerobio, ya que se va conociendo la abundancia relativa y la
actividad de las bacterias y arquea en el inoculo, logrando realizar historicos de datos.
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4.4 Biomantenimiento predictivo

Tras realizar los ensayos de laboratorio y evaluar la utilidad de los bioindicadores, se ha
realizado la guia del Biomantenimiento de un reactor anaerobio. Los diferentes pasos se
exponen en la siguiente figura, los cuales inician con la revision de los analisis
fisicoquimicos y lo parametros de operacion, y con ello lograr definir si vale la pena utilizar
los bioindicadores. Luego de realizar los ensayos de realiza un diagndstico con los resultados
de las actividades especificas y el ADN.

Biomantenimiento Predictivo

Via bésica Via directa

Analisis pardmetros |[--------------------------- » | Bioindicadores

Se realiza ensayos de
Solo se evala bioindicacion
fisicoguimicos

Diagndstico

¥

P > Solucion de problemas

Via pardmetros de

- Via Microbiolégica
operacion

pH, TR, Carga, |-------------------=--=----- > Bioumentacion

Problema no resuelto

Respuesta

Negativa Positiva

Figura 59. Diagrama de Biomantenimiento

La solucion de problemas viene encaminada a buscar el método mas adecuado para reactivar
el digestor anaerobio. Segun sea el caso se puede optar por una solucién operacional y luego
una de Bioaunmentacién o ir directamente por la via molecular. Luego cada tratamiento
realizado tendra su respuesta negativa o positiva. Los procesos de Bioaunmentacion pueden
tener buenos resultados y se evita la modificacion de parametros operacionales.
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En el momento de evaluar la utilidad de los bioindicadores para evaluar un inéculo
anaerobio, debemos primero, guiarnos por los parametros fisicoquimicos que existen en
planta. De acuerdo con estos resultados podemos ver en la siguiente tabla si es conveniente
0 no, aplicar uno, ninguno o todos los bioindicadores. Las flechas hacia arriba sefialan una
alta concentracién y las que van hacia abajo, poca concentracion. El color verde da via libre
para aplicar el bioindicador, el color rojo sugiere no realizar el ensayo y el color amarillo
significa que se sugiere aplicar el bioindicador, pero no es obligatorio. Por ejemplo, si se
tiene un indéculo con una alta DQO a la salida del digestor seria conveniente aplicar todos
los bioindicadores. Al contrario, si los SV son bajos, no realizamos ninguna actividad
especifica, pero podemos optar por la extraccion de ADN, aunque este bioindicador no sea
obligatorio como se puede apreciar en la tabla 33.

Resultados Bioindicador
Fisicoquimicos Resultados Bioindicador Molecular
AHE AAE AME ADN Bioindicador
A ARNTFr 16S
Alta ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ m; t"
DQO AHE  Alt
Baja ‘ ‘ ‘ @ : @ @
Bai
pH Alta ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ o
@ @ AAE Alta t t
Baja @ @ -
Baja @ @
AGV | Alta ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ t f
AME Alt
Baja @ @ @ @ : @ @
Bai
Alc Al @ T &+ 1 ” @ @
ADN Alt
Baja @ @ @ @ _a ‘ ‘
Y Alta ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ek
Baja ‘ ‘ ‘ @

Tabla 33. Guia para utilizar bioindicadores

La idea principal de estas tablas es dar una guia para que los operarios o el técnico consultor
logre llegar al fondo de la falla en el sistema y que, por medio de esta informacion, decida
que bioindicadores son representativos para aplicar. Una vez realizado el diagndstico, se
tomara la decision si se opta por una medida operacional o por una medida bioldgica. El
proceso de Biomantenimiento acad expuesto se puede entender mejor en el siguiente
diagrama de flujo, donde se observa como patron inicial la revision de los anélisis
fisicoquimicos y de los parametros de operacion para tomar la decisién de cual o cuales
bioindicadores aplicar.

Luego de esto, segun los resultados de las actividades especificas y la extraccion de ADN se
decide en funcién de resultados altos o bajos si se aplican los bioindicadores moleculares.
Una vez obtenidos estos resultados se analizan con los demas datos y se decide que solucion
optar. Si la solucion no ha tenido efecto, se retrocede al anélisis de los datos para optar por
otra solucion.
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Figura 60. Diagrama de flujo de biocontrol
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4.4.1 Solucionario de fallas en el sistema

Los reactores anaerobios pueden producir méas biogas si realizamos un seguimiento de su
comportamiento no solo a nivel quimico y fisico, sino ya se ha empezado a trabajar con
soluciones que pasan por la microbiologia. En esta investigacion se incentiva las soluciones
bioldgicas ya que los algunos casos son mas econémicos y no implica el cambio de operacion
del digestor. Sin embargo, las primeras opciones a elegir son las mas compatibles con el
problema a solucionar o también las més sencillas. Para esto, se ha realizado una tabla donde
se relaciona los resultados de los bioindicadores con posibles soluciones de la averia.

Se puede pensar primero que todo, en el cambio de alimentacion. Si por ejemplo tenemos
una baja AHE se puede concluir que estas bacterias no estan digiriendo bien el sustrato y
puede estropea todo el proceso del biogas. Si por ejemplo el ADN obtuvo un valor alto para
un in6culo anaerobio, no es conveniente realizar un cambio en la alimentacién ya que hay
una gran abundancia de microorganismos.

Por otro lado, si se obtiene una AAE alta es recomendable neutralizar el medio con alguna
sustancia &cida, y lo mismo cuando la AAE es baja se sugiere adicionar una sustancia bésica,
no necesariamente tiene que ser una sustancia quimica, la recirculacién puede restaurar el
equilibrio. Asi mismo se puede cambiar la carga orgénica introducida al reactor, esto puede
ser util, cuando hay una alta AHE ya que las bacterias hidroliticas a veces no pueden digerir
la concentracion de sustrato alimentado.

El pretratamiento puede ser una opcion cuando por ejemplo la alimentacion es muy gruesa
para digerir por las bacterias, se opta por realizar una trituracion de la materia organica.
También se suele utilizar la sedimentacion previa para retirar solidos grandes. Un
pretratamiento que se ha estudiado recientemente es la hidrolisis térmica la cual degrada
sustratos de carga organica alta para luego enviarlos a un reactor metanogénico, con lo cual
se desarrolla mejor eficiencia en la produccién de biogas.

Por su parte el proceso de biocontrol finaliza con la utilizacion de una medida de
aumentacion cuando esto sea posible y segun las caracteristicas del indculo. Generalmente
se utiliza la bioaunmentacion, adicionando enzimas o bacterias que aceleran las etapas de la
digestion anaerobia. La decision de optar por un microrganismo se puede tomar cuando el
valor de todos los bioindicadores es bajo, ya que en este caso necesitamos aumentar la
biomasa en el in6culo y consolidar consorcios.

Estas soluciones evaluadas son las que se utilizan normalmente para resolver inconvenientes
en reactores anaerobios, sin embargo, en esta investigacion se tuvo en cuenta los
bioindicadores que hacen parte de todo el proceso del Biomantenimiento y el biocontrol. Se
puede adicionar controles bioldgicos periddicos a las depuradoras con la misién de seguir el
comportamiento de los microorganismos, prever posibles fallas y conocer cuél es la solucién
gue mas se adapta al indculo que se quiere analizar.
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Biocontrol
S?c?iur:é?cd:;ores Alimentacién Neutralizacion Tiempo de retencion Carga organica Pretratamiento Biocontrol
Cambio Codigestion | Adicionar | Adicionar | Aumentar | Disminuir | Aumento | Disminucion Pretratamiento Bioaunmentacion
alimentacion base acido TR TR de carga de carga del sustrato
AHE | Alta X X X
Baja
AAE | Alta
Baja
AME | Alta X X X X
Baja
ADN | Alta X X X X X
Baja X
Tes LA X | X X
Baja
mcrA | Alta X X X
Baja
Tabla 30. Soluciones enmarcadas en el biocontrol
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4.5 Lineas de Futuro

Con estos resultados hallados, se pueden realizar varias investigaciones para probar el
sistema de Biomantenimiento y de biocontrol. Se podria obtener varios datos de estos
ensayos Yy establecer que tratamiento es mas conveniente para un indculo en particular. Al
realizar mas ensayos aplicando bioindicadores, se obtendra méas informacion que puede
recopilarse para la gestion de un reactor anaerobio.

Seria interesante investigar mas afondo con las técnicas de biologia molecular, para poder
experimentar con estas técnicas y lograr seleccionar aquellas méas representativas, que no
tengan costes tan elevados. Sin embargo, como se sabe, la tecnologia se va abaratando con
el tiempo y en diez afios estas tecnologias podrian estar mas disponibles y ser accesibles para
una depuradora.

Se podrian realizar investigaciones en el &mbito de los digestores de alta carga, por ejemplo,
aplicar periodicamente estos bioindicadores, y con ello, realizar un histérico del
comportamiento del UASB. Esto podria ayudarnos en el desarrollo del biomantenimiento y
para ir documentando los tratamientos que pueden funcionar para esta unidad en especifico.

Con la informacidn recopilada en esta investigacion y sus resultados, se puede pensar en
establecer una consultoria para el sector de agua residual, que se especialice en el
Biomantenimiento y biocontrol de reactores anaerobios de alta y baja carga. Normalmente
este tipo de servicios no son muy comunes, y la creacion de una consultoria de
mantenimiento podria tener buenos dividendos.

Laos bioindicadores considerados en esta investigacion podrian ser trabajados con mas
detenimiento, en especial, las actividades especificas ya que, guidndonos por las gréaficas de
la cuantificacion de las actividades, podemos realizar mezclas de substratos en funcién del
incremento de la AME, de la AAE o de la AHE. En futuros trabajos se podra analizar en mas
indculos esta herramienta y probar la efectividad de la propuesta.

En cuanto a las bacterias sulfatoreductoras ain queda un campo amplio por ser descubierto.
Se sabe que pueden ser inhibidoras de las metanogénicas, pero como hemos visto en esta
investigacion, también logran convivir con las metanogénicas sin competencia. En futuros
trabajos seria interesante realizar mediciones de sulfatos y acido sulfhidrico para tener datos
que corroboren la presencia o0 no de las sulfatoreductoras. Asi mismo, indagar las vias
metabolicas que generen simbiosis o sintrofismo entre las sulfatoreductoras y las
metanogénicas.

142



Evaluacion de bioindicadores de control para poblaciones microbianas en digestores anaerobios

5.CONCLUSIONES
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5.Conclusiones

Se realizo ensayos de las actividades especificas al principio de la investigacion, para
optimizar el método y ajustarlo a condiciones locales de laboratorio. También se llevaron a
cabo ensayos del método de extraccion de ADN con el fin de afinar este método para
muestras de ino6culos anaerobios. Estos ensayos ayudaron a que los bioindicadores fueran
precisos y sensibles a las fluctuaciones ambientales y con esto revelar la dindmica de cambio
del estado de un reactor anaerobio.

Luego, se evaluaron varios inoculos aplicando los bioindicadores ensayados en la primera
parte de la investigacion. Se obtuvieron resultados interesantes en general en todos los
indculos analizados, ocho en total. Por ejemplo, en cuatro de estos indculos la AHE obtuvo
la mejor actividad y la AAE en los otros cuatro, tiene la mejor actividad. En ningin momento
la AME supero a las otras y a veces quedaba relegada incluso por el control, por lo cual en
estos indculos la actividad limitante es la AME. Aunque en general se dice que la fase
limitante es la hidrolitica, la metanogénesis también puede ser el paso limitante para sustratos
facilmente degradables (Vavilin et al., 1997; Bjornsson et al., 2001).

En el analisis de los resultados, se ha visto que existen correlaciones fuertes que nos podrian
ayudar en el entendimiento de estos inoculos. Se ha logrado observar una gran cantidad de
correlaciones negativas y positivas que nos muestran las relaciones que tienen las variables
fisicoquimicas con los bioindicadores. Por ejemplo, las actividades especificas muestran
correlacion con los parametros fisicoquimicos, lo cual da a las actividades un soporte
adicional ya que las curvas de metano concuerdan con los datos de DQO degradados y los
SV degradados.

La correlacion significativa que existe entre los bioindicadores moleculares y las actividades
especificas, sugieren que aplicando estos dos bioindicadores podemos saber la actividad del
in6culo e indagar cual es la etapa de la digestion anaerobia que se debe mejorar en el reactor.
Se han observado correlaciones positivas significativas que sugieren interacciones
mutualistas como el intercambio de intermedios metabdlicos y las interacciones sintroficas.
Esta claro que se necesita mas investigacion en esta area para vincular completamente la
microbiologia con la funcion del proceso y llegar a un punto en el que se pueda lograr el
manejo microbiano (Rui et al., 2015).

Asi mismo, se han encontrado correlaciones significativas entre los bioindicadores
moleculares ADN, ARNr 16S, mcrA y aprA. Con lo cual podemos aplicar estos
bioindicadores utilizando como base los pardmetros fisicoquimicos, es decir que en el
momento de realizar un diagnostico se realiza teniendo todas estas variables en cuenta. Los
bioindicadores moleculares demostraron ser una herramienta efectiva en el diagnéstico de
in6culos anaerobios ya que nos muestra la abundancia relativa y actividad de los
microrganismos, ademas de correlacionarse muy bien a la produccién de biogas en los
reactores analizados.

Podemos utilizar los bioindicadores moleculares también como analisis especificos, los
cuales permiten la identificacion de los riesgos de falla del proceso antes que los parametros
quimicos utilizados convencionalmente (Lebuhn et al. 2015). EI ADN se puede desarrollar
en el laboratorio de la EDAR, pero los bioindicadores que necesiten gPCR, deben realizar
en laboratorios externos por los altos costos de estos equipos.
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Para obtener respuestas tempranas a posibles riesgos de inhibicion, se puede utilizar las
actividades especificas que nos dan datos representativos a partir del cuarto y quinto dia. Se
puede utilizar las extracciones de ADN que e en 5 horas tienes los resultados. En cuanto a
los bioindicadores moleculares, primero se debe extraer el ADN para su duplicacion genética
por lo cual entre dos y tres dias se podria tener el resultado. Segun esto, el bioindicador mas
rapido es la extraccion de ADN, sin embargo, este solo nos dice que cantidad de
microorganismos total existe en el indculo. Se podria relacionar este resultado con los
analisis fisicoquimicos, ya que tienen una correlacion positiva.

Como se establece en la tercera parte de la tesis, estos bioindicadores también pueden ser
parte de un conjunto de procesos en si, que terminan en la amplificacion gendmica mediante
la gPCR. El orden seria la ejecucion primero las actividades especificas para incentivar el
crecimiento microbiano, luego tomar muestras en el momento antes de que el crecimiento
se estabilice. Esta muestra serd congelada y posteriormente analizada para la extraccion de
ADN. Luego se realiza el proceso de gPCR y la obtencidn de genes que se quieren analizar.
Si la depuradora, por ejemplo, quiere realizar un historico con las actividades especificas no
se requiere demasiados materiales ni elementos.

Al llevar un estudio histérico podremos tomar decisiones sobre la alimentacidn del reactor
0 elegir mezclas en la codigestion, que puedan incrementar la produccién de metano en el
reactor. Para esto, primero se evaltan por cinco dias el in6culo mediante las actividades
especificas y paralelamente, se realiza el ADN y luego la gPCR. Con estos tres indicadores
podremos saber cudl es la actividad de las metanogénicas y si existe abundancia de
microrganismos. Sin embargo, se debe indagar méas en estos bioindicadores, ya que se
necesita mas investigacion en esta area para vincular completamente la microbiologia con la
funcion del proceso y llegar a un punto en el que se pueda lograr el manejo microbiano
(Carballa, Lema, 2015)

El equipamiento necesario para trabajar en las estaciones depuradoras dependeria de la
informacion que quiere recoger el jefe de planta. Si solo se quiere realizar un diagndstico del
digestor para ver el estado de la digestion anaerobia, se podria realizar las actividades
especificas y la extraccion de ADN en varios puntos del reactor. Con esto se tendria un perfil
vertical y se empezaria a realizar un historico de estas pruebas. Para el bioindicador de las
actividades especificas se necesitaria: viales de cristal, tapones para los viales, medidor de
metano, sales de potasio para utilizarlas como tampdn, una incubadora y por supuesto los
materiales para realizar analisis fisicoquimicos. Para la extraccién de ADN se sugiere
comprar un Kit de extraccién de ADN y un Nanodrop para su lectura.

Si por el contrario se quiere obtener informacién con la ayuda de la qPCR por medio de la
ARNr 16S y la mcrA o la aprA para identificar microrganismos especificos, se recomienda
realizar la extraccion de ADN en el laboratorio de la EDAR y luego llevarlo a un laboratorio
externo que tenga el servicio de biologia molecular. Sin embargo, llegara un momento en
que varias depuradoras cuenten con un laboratorio de biologia molecular para realizar
extracciones, gPCR y secuenciacion. Por ejemplo, varias empresas estan desarrollando
equipos para secuenciar en miniatura, uno de ellos es el llamado Minion, el cual realiza la
secuenciacion del ADNc. Es un aparato pequefio facil de tener en cualquier laboratorio que
permitird saber en unos dias que orden de especie tienes en tu reactor y actuar de acuerdo
con la abundancia real de las arquea y bacterias existentes en el indculo.
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Otra forma de aplicar estos bioindicadores es mediante consultoras que puedan realizar estos
analisis a las depuradoras interesadas. Para ello se deberia tener un laboratorio de quimica
en el cual se puedan realizar las actividades especificas con los siguientes elementos: Viales
de cristal, tapones, medidor de metano, cristaleria de laboratorio, una incubadora, un agitador
mecanico, pH metro, y materiales para realizar DQO, AGV, SV y ST. Por otro lado, para la
parte de biologia molecular se deberia tener un laboratorio exclusivo para este tipo de
muestras, donde se realizarian las extracciones de ADN, la medicion de ADN, vy la
cuantificacion de genes en la qPCR. Para este laboratorio se necesitaria los siguientes
equipos: Kit extraccion ADN, Nanodrop, Mastercycler gradient, gPCR, primers, Maxter
Mix, agua para gPCR, ependorf para qPCR, una campana de extraccion exclusiva para
biologia molecular, micropipetas, matrices de qPCR y software para el equipo gPCR.
Adicional a esto, se requerira del permiso y licencia de funcionamiento del gobierno local,
para este tipo de laboratorios.

Como se ha visto, existen varios caminos para aplicar estos bioindicadores en las EDARs y
en depuradoras privadas. En este momento estas técnicas se investigan principalmente en
reactores a escala de laboratorio y hasta ahora no se han utilizado en plantas de biogas a gran
escala, pero representan enfoques prometedores para un control de proceso exitoso (Lebuhn
et al., 2015). Por esto, es una gran oportunidad de negocio y una idea innovadora, llevar
estos bioindicadores a escala real y utilizarlos para sacar el mejor provecho de nuestros
digestores anaerobios, ya gque existen digestores en muchas actividades econémicas como en
el sector agrario y ganadero. Son pocas las empresas que saben de esta herramienta, la cual
puede darnos diagnosticos de nuestros indculos y de como incrementar su eficiencia para
producir mas biogas y mantener los microrganismos en buenas condiciones. Por esto, la
aplicacioén de bioindicadores como herramientas de control y evaluacion de indculos es una
idea innovadora en este campo que seguramente sera explotada en el futuro cercano.
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