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RESUMEN

El maiz es uno de los principales productos alimenticios de México. La elaboracion de
productos como la harina de nixtamal genera un agua residual con gran carga organica
(nejayote). En la region de Yucatan (México), la geologia kérstica de la zona hace que
la problematica de la contaminacion por el nejayote se acentle. La digestion anaerobia
en dos etapas es un tratamiento indicado para aguas residuales con elevadas cargas
organicas. Los resultados de este estudio muestran que la aplicacion de la
microaireacion en el reactor hidrolitico, increment6 el porcentaje de acidos grasos
volétiles (AGV) disponibles en el medio un 51 %. Estos AGV pueden ser degradados
para la generacion de metano por transferencia directa de electrones entre especies
(DIET) o por transferencia de electrones entre especies con hidrégeno (IHT). La adicion
de un material conductor, como es el carb6n activado granulado (CAG), en el reactor
UASB DIET aument6 el rendimiento de metano un 55 %. La degradacion de AGV y de
demanda quimica de oxigeno (DQO) fue superior en el UASB DIET que en el USAB
control. Asi mismo, una gran diversidad de bacterias exoelectrogénicas con capacidad
de donar electrones via DIET se desarrollaron en la biopelicula del CAG. Por otro lado,
Methanosaeta fue detectada como arquea aceptora de electrones para la reduccién de

dioxido de carbono a metano.
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ABSTRACT

Corn is one of the most important food products of Mexico. The creation of corn based
product such as nixtamal flour, generates a resultant wastewater with a high organic load
(nejayote). Due to the karst geology of the Yucatan region (Mexico) the problem of
pollution, caused by Nejayote, is significantly increased. Anaerobic digestion in two
stages is an indicated treatment for wastewater with high organic loads. The results of
this study show that the application of microaeration in the hydrolytic reactor increased
the percentage of volatile fatty acids (VFA) available in the medium by 51%. These VFAs
can be degraded for the generation of methane by direct interspecies electrons transfer
(DIET) or by interspecies hydrogen transfer (IHT). The addition of a conductive material,
such as granulated activated carbon (GAC), in the UASB DIET reactor improved
methane production by 55%. The degradation of AGV and Chemical Oxygen Demand
(COD) was higher in the UASB DIET than in the USAB control. Likewise, a great diversity
of exoelectrogenic bacteria, with the ability to donate electrons via DIET, were detected
in the GAC biofilm. On the other hand, Methanosaeta was detected as an electron

acceptor archaea for the reduction of carbon dioxide to methane.



INTRODUCCION

La produccion de tortillas ha incrementado en los dltimos tiempos debido principalmente
a la internacionalizacion del producto y a que es un producto vinculado a la cultura
mexicana [1].

El proceso por el cual se produce la masa de maiz se denomina nixtamalizacion, técnica
en la que se realiza la coccion del maiz con aguay cal. Esto genera una gran presencia
del tejido de los granos de maiz en el agua residual (nejayote) [2].

El nejayote es un residuo liquido que esta compuesto en su mayor parte por el tejido
pericarpo de los granos de maiz y por el exceso de calcio proveniente de la cal afiadida
para llevar a cabo la nixtamalizacion [3]. Sus principales caracteristicas fisicoquimicas
reportadas son un pH elevado de 11.231£0.43, cuando el nejayote es filtrado se reportan
valores de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) de 15,426+7,180 mg/L, Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO) de 5,173+1,403 mg/L, alcalinidad total de 2,429+969
mgCaCOs/L; en cambio para un nejayote sin filtrar se dan valores de concentracion de
sélidos en suspensiéon de 10,398+5,993 mg/L, DQO 29,229+10,829 mg/L, DBO
10,009+4,209 mg/L y alcalinidad 5,768+43 mg/L [1,4]. El nejayote presenta un contenido
en humedad entre 88.15 y 89.29% en base humeda [5] que le hace susceptible para el
desarrollo de la actividad microbiana.

Actualmente en México, la NORMA Oficial Mexicana NOM-CCA-006-ECOL/1993 [6]
establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales a cuerpos receptores provenientes de la industria de fabricacién de harinas.
Para el tratamiento del nejayote soélo se aplica en las grandes industrias. Para las
pequefias empresas que realizan el proceso de nixtamalizacion en su produccién, la
legislacidon no contempla como deben tratar el nejayote producido [4].

No sélo es necesaria una estrategia de gestion del residuo como tal, sino también de
valorizacién del mismo, con el objeto de intentar aprovechar al maximo su potencial,
recuperando los recursos que contiene [1].

La digestidon anaerobia es una tecnologia ambientalmente sostenible que estabiliza los
residuos organicos y produce energia renovable en forma de biogas (CHs y CO,). El
metano (CH,) producido en el biogas puede reemplazar a los combustibles fésiles para
la generacion de calor y/o electricidad o ser depurado para uso como combustible para
vehiculos [7]. En una futura sociedad ecoldgicamente sostenible, la digestion anaerobia

deberia tener un rol importante debido a los beneficios ambientales que proporciona,



como son la produccion de energia limpia, la proteccion del medioambiente y la
recuperacion de nutrientes [8].

El proceso de digestion anaerobia se divide en cuatro etapas; hidrdlisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis, estas son realizadas por diferentes grupos de
microorganismos [9]. Para un desarrollo efectivo del proceso de digestion anaerobia es
necesario que las cuatro etapas mencionadas se mantengan cinética y energéticamente
en equilibrio, manteniéndose una sintrofia entre las diferentes actividades de los
microorganismos participantes en el proceso [10].

La hidrélisis es conocida por ser una etapa limitante en los procesos de digestion
anaerobia, una mejora en la etapa hidrolitica supone un incremento en la eficiencia
general del proceso [11]. La introduccion de pequefias cantidades de oxigeno en
procesos anaerobios es conocida por el término microaireacion [12]. En la dltima
década, diferentes estudios han demostrado que la aplicacion de la microaireacion
produce una mejora en las etapas hidrolitica y acidogénica, incrementandose la
velocidad en la generacién de acidos grasos volatiles (AGV) [11,13,14].

En un sistema de digestion anaerobia, un incremento en la cinética de la etapa
metanogénica reduce la acumulacion de los AGV y da mayor estabilidad al proceso [15].
En los dltimos afios se han investigado vias alternativas en la transferencia de
electrones entre bacterias, al ya conocido transporte de electrones a través de hidrogeno
y formiato [16-18]. En 2014, Rotaru y colaboradores, demostraron que se producia
transporte de electrones entre Geobacter metallireducens y Methanosaeta
harundinacea utilizando etanol como sustrato a través de un canal pili, siendo el CO; el
agente oxidante y obteniendo como producto final CH,. Este transporte de electrones
es mas rapido que el realizado por el hidrégeno o el formiato como moléculas
transportadoras. Diferentes estudios, [17,19-22] han demostrado que se puede producir
el DIET (transferencia directa de electrones entre especies por sus siglas en inglés)
utilizando materiales conductores como medio de transporte de los electrones entre las
bacterias exoelectrogénicas y las arqueas electrotréficas metanogénicas. Actualmente,
la cantidad de bacterias identificadas como exoelectrogénicas participantes en DIET ha
incrementado significativamente [23]. Estas bacterias exoelectrogénicas adquieren la
capacidad para enviar electrones extracelularmente cuando se desarrollan adjuntas a
un material conductor [24]. La incorporacion de estos materiales conductores tales como
CAG, biochar, tela de carbono o magnetita en los biorreactores durante el proceso de

digestion anaerobia, puede acelerar y mejorar la estabilidad del mismo.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 Generacién de nejayote y caracteristicas fisicoquimicas

El nejayote se genera a partir del proceso de nixtamalizacion para la elaboracion de
productos alimenticios a partir del maiz (figura 1.1).

Maiz
Agua Cocinado
Cal
Empapado
Agua cocinado
Lavado Nejayote gglu a lavado Opciones tratamiento
Drenado
Maiz soluble del desacho
Tejidos del pericarpo
Nixtamal

Agua==d Molienda

Masa
Conservanies
Masa fina

Masa gruesa

Figura 1.1. Proceso de nixtamalizacion [1].

Las etapas de la nixtamalizacién son [1,25]:

— Cocinado del maiz durante 30 minutos, con una cantidad de agua entre un 120-
300% y cal 0.1-5% en relacion a la cantidad de maiz a una temperatura entre
80-100°C.

— Empapado del maiz durante 14 horas.

— Lavado y drenado para separar el nixtamal para la elaboracién de productos del
nejayote.

Una vez realizado el proceso de nixtamalizacion, el residuo generado (nejayote)
presenta las caracteristicas mostradas en latabla 1.1. Las caracteristicas a destacar de
la composicion del nejayote son su elevada DQO de 29,229+10,829 mg/L, pH béasico de
11.23, alcalinidad de 5,768+43 mg CaCOs/L y soélidos en suspension de 10,398+5,993
mg/L.



Tabla 1.1. Composicién nejayote.

Caracteristica Valor Referencia
Densidad (kg/m?) 1,031-1,047 [5]
Humedad (%) en base himeda 88.15-89.29 [5]
pH 11.23+0.43 [1,4]
Calcio (mg/L) 1,526 [4]
Fosforo total (mg/L) 1,321 [26]
Nitrégeno total (mg/L) 418 [26]
Grasa (%) 0.74-5.76 [5]
Lignina (%) 0.36-0.67 [5]
*Alcalinidad total (mg/L) 2,429+969 [1,4]
Alcalinidad total (mg/L) 5,768+43 [4]
*DQO (mg/L) 15,426+7,180 [1,4]
DQO (mg/L) 29,229+10,829 [4,27]
*DBO (mg/L) 5,173+1,403 [1,4]
DBO (mg/L) 10,009+4,209 [4,27]
Sdélidos en suspensién totales (mg/L) 10,398+5,993 [1,4]
Acido ferulico (mg/L) 3,300 [28]

*Nejayote filtrado.

1.2 Tratamientos fisicos, fisico-quimicos y biolégicos del nejayote

1.2.1 Tratamientos fisicos y fisico-quimicos

El tratamiento mas usual y sencillo para el nejayote es la filtracién. En un estudio de
2012 se evaluaron las mejores condiciones de filtracion para el nejayote [4]. Se
realizaron filtraciones con diferentes medios filtrantes (tela de poliéster y algoddn, nylon
con hilo metalizado y papel), evaluando la velocidad de filtrado y la calidad del filtrado.
Se desarrollaron filtraciones a diferentes presiones (0.65 kgf/cm?, 1 kgf/cm?, 1.35 kgf/cm?
y relaciones de dosificacion (1:0.25, 1:0.50, 1:0.75) para buscar las condiciones ideales.
Por dltimo, se evalué la calidad del liquido filtrado para correlacionarlo con las
condiciones de filtracion del nejayote. Los resultados mostraron que el medio filtrante
mas apto es la tela poliéster con un tamafio de poro de 10-12 micras, presentando este
medio la mayor velocidad de filtrado 48.641 mL/s. El siguiente medio que obtuvo una
mayor velocidad (34.808 mL/s) fue el papel, con un tamafio de poro de 8-11 micras. El
tercer mejor resultado fue del nylon con hilo metalizado (27.017mL/s), con un tamafio

de poro de 10-12 micras. En cuanto a la calidad del filtrado, los mejores resultados se



obtuvieron con el papel. Dentro de las diferentes dosificaciones aplicadas la mas
favorable fue 1:0.25 a una presion de 1 kgficm?.

En un estudio posterior, Valderrama-Bravo y colaboradores [29], corroboraron que la
dosificacién adecuada para la filtracion del nejayote es 1:0.25. En este estudio se
demostré que el papel se satura mas rapidamente que la tela de poliéster y el nylon. Por
otro lado, los mejores rendimientos, en cuanto a la calidad del filtrado del nejayote, se
obtuvieron con nylon como medio filtrante, alcanzandose una eliminacion de solidos en
suspension, solidos totales, DQO y calcio de 98 %, 50 %, 45 % y 55 % respectivamente.
Suarez y colaboradores [26] proponen un tratamiento para el nejayote con quitosano
(Biopolimero), sustancia que mejora la coagulacion y floculacion y carece de toxicidad
alguna. El principal objetivo era separar los solidos y recuperar agua y subproductos con
valor nutricional y sin propiedades toxicas. Utilizaron dos tipos de quitosanos, uno con
elevado peso molecular y una viscosidad de 2.35 Pa/s y otro de bajo peso molecular y
una viscosidad de 0.39 Pa/s. Se afiadieron 10, 15, 20, 25, 30 y 50 mg para cada tipo de
quitosano en 20 mL de nejayote centrifugado respectivamente. La dosis Optima se
alcanzé a los 47 mg con una eliminacion de 80 % de la turbidez para ambos quitosanos.
Garcia—Zamora y colaboradores [28] emplearon una dosificacion de quitosano de 20
g/L, previamente se realizd un proceso de oxidacion enzimatica con la aplicacién de 0.3
nmoles de enzima lacasa, la eliminacién de DQO obtenida tras este tratamiento fue de
un 70 %. Este estudio pretendia una recuperacion del acido ferdlico debido a sus
propiedades fisiolégicas tales como anticancerigeno y antioxidante, también se puede
emplear como materia prima para producir vanillina y conservantes [30]. De una

concentracion de 3.3 g/L se recuper6 el 78 % en el biopolimero formado.

1.2.2 Tratamientos bioldgicos

El tratamiento aerdbico para el nejayote no ha sido muy estudiado a lo largo del tiempo.
En 1987 Brenes y colaboradores [31] realizaron una investigacion sobre la degradacién
de la materia organica del nejayote utilizando un reactor biolégico de contacto rotatorio.
Las dimensiones del reactor fueron 1.3 m de largo por 0.36 m de ancho formado por 5
discos sumergidos un 35 %. El tiempo de adaptacion, hasta que la biopelicula tuvo un
espesor de 1 mm, fue de 40 dias, y el tiempo de experimentacion de 20 dias. La
eficiencia, en la degradacion de DQO, fue de un 50 % con este tratamiento.

Debido a la alta DQO del nejayote 26,500-28,000 mg/L, Salmerdn y colaboradores [32]

emplearon un tratamiento aerobio con tres reactores biolégicos en cascada con



burbujeo en lugar del tratamiento aerobio de lodos activos con agitacién. Los reactores
tenian un volumen de 1.13 L cada uno haciendo un total de 3.39 L. La tasa de aireacion
fue de 5.2-5.6 L/min, el proceso fue llevado a cabo durante 36 dias. El tiempo de
retencion hidraulico fue de 8.3 dias y la velocidad de carga organica de 3.36 kg
DQO/(m?3-dia). En este estudio la remocién de DQO, en comparacion al estudio anterior
mencionado, aumento6 hasta el 57 %. En este mismo estudio se comprobd que para
obtener una remocion de DQO mas elevada, fue necesario adicionar sales ((NH4)2SO.
y KH2PO.).

Los tratamientos aerdbicos sin y con inyeccion de aire no alcanzaron una remocion del
60 % de la DQO. Solamente con la adicidn de sales se llega a una eliminacion de la
DQO del 87.6 %.

El primer estudio de digestién anaerobia del nejayote data del afio 1984, en el que E.
Civit y colaboradores [33] desarrollaron un tratamiento de digestion anaerobia en
cascada con cinco reactores empacados. La experimentacion fue realizada en reactores
cilindricos de 28.5 L empacados con anillos de plastico a una temperatura de 33+0.5 °C.
La experimentacion se llevé a cabo durante 123 dias, la cual se dividid en tres etapas
con diferentes tiempos de retencion hidraulicos y velocidad de carga organica. En la
primera etapa de la experimentacion, de 31 dias de duracion, el tiempo de retencion
hidraulico fue 15 dias y la velocidad de carga organica de 0.68 kg DQO/(m3-dia),
obteniendo una eliminacion de DQO entre 92.6 y 94.8 %, con una produccion de biogas
de 1.97 L/(LreacTor-dia). La segunda etapa tuvo una duracién de 48 dias. En esta etapa
se operd con un tiempo de retencion hidraulico de 23 dias y una velocidad de carga
organica de 0.5 kg DQO/(m?3-dia). El porcentaje de eliminacién de DQO fue entre 93.5y
96.1 % con una produccion de biogas de 0.87 L/(Lreactor-dia). La tercera parte se
realizé durante 42 dias, con un tiempo de retencién hidraulico de 1 dia y una velocidad
de carga organica de 1.73 kg DQO/(m?3-dia). En este caso la eliminacién de DQO fue de
87.8' y 94 % y la produccion de biogas de 2.56 L/(Lreactor-dia). En la tercera etapa se
produjo una acidificacién del medio con una caida por debajo del 70 % en eliminacién
de DQO a partir de la mitad del periodo de experimentacién bajo estas condiciones. Se
observa que las condiciones mas 6ptimas son las de la primera etapa, los porcentajes
de eliminacion de DQO fueron similares para la primera y la segunda etapa, siendo la
degradacién de DQO 1.3 % superior en la segunda etapa. En cambio, la generacion de

metano fue un 128 % superior en la primera etapa que en la segunda.



1.3 Digestion anaerobia

El proceso de digestion anaerobia se da en cuatro etapas fundamentales: hidrélisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, la figura 1.2 resume este proceso.
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Figura 1.2. Esquema proceso anaerobio [34].

La hidrdlisis incluye las siguientes reacciones:

(1a) Hidrolisis de hidratos de carbono en azucares.

(1b) Hidrolisis de proteinas en aminoacidos.

(1c) Hidrdlisis de lipidos en aminodcidos y acidos grasos de cadena larga (AGCL).

Las bacterias acidificantes transforman la materia organica disuelta formada en la
hidrdlisis:

(2a) Acidogénesis de azlcares en AGV (propionato, butirato, valerato y acetato) y
mezclas de Hz y COa.

(2b) Acidogénesis de aminoacidos en AGV (propionato, butirato, valerato y acetato) y
mezclas de Hz y COa.

La acetogénesis se produce por bacterias acetogénicas anaerobias facultativas. Los
acidos grasos son transformados en acetato y mezcla de Hzy CO..

(3a) Acetogénesis de AGCL.

(3b) Acetogénesis de propionato.

(3c) Acetogénesis de butirato y valerato.

En la metanogénesis se produce CH, a partir de acetato o de la mezcla de H2 y CO..
(4a) Metanogénesis acetotréfica con transformacion de acetato en metano.

(4b) Metanogénesis hidrogenotréfica con transformacion de H, y CO2 en metano.



(5) Muerte de bacterias transformandose en parte de la biomasa inactiva.

1.3.1 Procesos de hidrolisis

La hidrdlisis es una etapa limitante en muchos tratamientos de digestion anaerobia, una
mejora en esta etapa ocasiona un incremento en la produccién de metano. En un
residuo como el nejayote, mejorar esta etapa hidrolitica puede revertir en altos
beneficios al proceso global de digestion anaerobia.

1.3.1.1 Optimizacién de la relacion sustrato-in6culo

Una relacién 6ptima entre sélido volatil in6culo (SVi) y sélido volatil sustrato (SVs)
mejora el rendimiento del proceso de digestion anaerobia. Kong y colaboradores [35]
estudiaron el efecto de la relacién indculo sustrato (ISR inoculum sustrate ratio por sus
siglas en inglés) empleando tres indculos diferentes para tratar residuos de comida.
Establecieron una ISR de 2, 1, 0.5, 0.33 y 0.25. Entre los in6culos empleados habia uno
aclimatado y otro sin aclimatar. El mejor rendimiento en produccién de metano fue ISR
0.33 y ISR de 0.5 para el in6culo aclimatado y sin aclimatar respectivamente. Wilson y
colaboradores [36] realizaron un estudio sobre la mejora en la fase hidrolitica
introduciendo diferentes porcentajes de indculo (60 %, 40 %, 20 % y 0 %). En el estudio
el mejor rendimiento se obtiene con el 60 % de inoculacién alcanzando una reduccion
de 69.7 % de SV en la fase de arranque del reactor 16 primeros dias. También se
observé que cuando el reactor hidrolitico trabajé durante un largo periodo después de
112 dias, una recirculacion del lixiviado unido a una inoculacién de 10 %, mejoro el
rendimiento en produccién de metano un 8.5%, ademas aumentaron las poblaciones de
Bacteriodes y Clostridia. Kawai y colaboradores [37] evaluaron diferentes ISR (0.25, 0.5,
1,2y 3). Conuna ISR de 3y 2 no hubo problemas de acidificacion en el reactor a ISR
menores si se observaron esos problemas. Los tiempos de latencia fueron menores, al
igual que en el estudio de Kong y colaboradores [35], a medida que se aumenta la
cantidad de inéculo en relacion al sustrato. En este estudio al contrario que el
presentado por Kong y colaboradores, la produccién de metano fue mayor cuando los
valores de ISR fueron mas elevados. LU y colaboradores [38] estudiaron la influencia de
la recirculacién en un reactor hidrolitico, el proceso de digestion anaerobia se realizé en
dos etapas utilizando como reactor hidrolitico de columna empacada (APBR anaerobic
packed bed reactor por sus siglas en inglés) y como reactor metanogénico un reactor

anaerobio de flujo ascendente (UASB upflow anaerobic sludge blanket por sus siglas en



inglés). La recirculacion del efluente al reactor hidrolitico puede acelerar la
desintegracion de particulas, debido a un incremento en el contenido de humedad, una
redistribucion de las enzimas y microorganismos y la dilucion de posibles toxinas. Por
otro lado, la recirculacion puede conllevar una acidificacion del reactor y la inhibicion del
proceso. En este estudio se plantearon diferentes proporciones de recirculacion entre
los efluentes del APBR y el UASB al APBR. Se obtuvo la mejor eficiencia en remocion
de SV, ST y celulosa asi como una mayor proporcién de acetato en los AGV con una
relacion 1:3 de caudal recirculado del APBR y UASB al UASB. Cuando se mantuvo la
relacion 1:3 en la recirculacion del APBR y UASB al UASB, disminuy0 la concentracion
de DQO un 21.9 % con respecto a cualquier otra relacion aplicada en este estudio.

1.3.1.2 Microaireacion

Lim y Wang [11] investigaron el efecto de la microaireacion en la degradacion de aguas
fecales y residuos de comida. Emplearon reactores tipo batch de 0.2 L de volumen. La
microaireacion fue aplicada desde el inicio y los cuatro siguientes dias, aplicando 37.5
mL O2/d, el periodo de experimentacion total fue de 40 dias. Los resultados fueron
comparados con otros resultados obtenidos en reactores tipo batch que realizaban la
digestién anaerobia en las mismas condiciones, pero sin microaireacion. En el analisis
de AGV se observé como aumentd la concentracion en 2 %, 76 %, 35 % y 330 % para
los dias 1, 2, 3 y 4 respectivamente. Por otra parte, la concentracién de acetato fue un
10% mayor con microaireacién que sin ella, en cambio el propionato disminuy6 un 12
%, esto quiere decir que la microaireacion mejora la oxidacién de propionato a acetato.
Una alta concentraciébn de propionato puede llevar a procesos de inhibicion. El
rendimiento de produccion de metano fue 256 L/kg SV para la digestion anaerobia con
microaireacion y de 233 L/kg SV para el tratamiento sin microaireacion, un 10 % mas
cuando se realiza la microaireacion.

Shanti y colaboradores [39] realizaron una digestién anaerobia en un reactor de lecho
empacado de 1 L de volumen, utilizando forraje como sustrato. El objetivo del estudio
era la comparacion de la digestion anaerobia en un reactor de lecho empacado
aplicando microaireacién y sin aplicarla. La microairecion se produjo el dia 11
introduciendo 1 L/min para un total de 2.5 L de aire y el dia 22 con 4 L/min para un total
de 24 L de aire. En este estudio la mejora debida a la microaireaciéon no fue muy notable,
en el caso de la digestion anaerobia sin microaireacion la tasa de degradacion de
materia organica fue 0.27 g SV/d y para el tratamiento con microaireacion fue 0.37 g

SV/d. En la produccion de AGV los resultados mostraron que cuando la microaireacion



fue 1 L/min se alcanz6 un valor de 9.3 g/L, mientras que una tasa de microaireacion de
4 L/min fue 7 g/L y sin ella 6.3 g/L. El porcentaje de DQO solubilizada fue 32 % para el
tratamiento sin microaireacion y 35 % para el tratamiento con microaireacion. El
incremento en la tasa de aire introducido en el reactor redujo la concentracion de AGV
24.7 %.

Diaz y colaboradores [40] estudiaron el efecto de la microaireacion en la degradacién
de la celulosa. Los reactores empleados fueron tipo batch de un volumen de 2.1 L. Se
alimentaron con 10 mL de oxigeno al dia durante toda la experimentacion. El resultado
no mostro diferencias significantes en cuanto a la produccién de metano. Si se observé
una mejoria en la fase de latencia en los reactores con microaireacion con respecto a
los reactores sin microaireacion. La fase de latencia fue de 1.6 dias con microaireacion
y 2.12 dias sin microaireacion. El beneficio de la microaireacién se observo en la etapa
de hidrdlisis degradandose mas lignina.

En conclusién, la microaireacion produce un efecto positivo en la primera etapa de la
digestion anaerobia, esto se debe a que la presencia de oxigeno hace que varien las
poblaciones de bacterias presentes en el digestor sustancialmente. Lim y colaboradores
[41] realizaron una comparacion de las comunidades que se desarrollaron en una
digestion anaerobia con microaireacion y sin ella, los resultados mostraron un cambio
bastante significativo, en los reactores alimentados con oxigeno las bacterias tuvieron
una distribucién de la poblacion de 72 % Firmicutes, 2 % Proteobacteria, 24 %
Bacteriodetes y 2 % Actinobacteria en el reactor en condiciones anaerobia la
distribucion fue un 58 % Firmicutes y un 42 % Proteobacteria. Firmicutes producen
enzimas extracelulares las cuales realizan la hidrélisis, por lo tanto, una mayor presencia
de estas bacterias en el medio lleva a un rendimiento superior en la etapa hidrolitica. Fu
y colaboradores [42], registraron un incremento del 15.7 % en el orden Clostridiales
perteneciente al filo Firmicutes, estas bacterias rompen las moléculas de polisacaridos
mejorando asi la etapa hidrolitica. Yin y colaboradores [13], reportaron en su estudio un
aumento de Firmicutes en el reactor con microaireacién del 128 % con respecto al
reactor sin microaireacion, mostrando el beneficio de la microaireacion al desarrollo de

comunidades bacterias implicadas en la fase hidrolitica.

1.3.1.3 Adicion de hierro cero valente

Con el objetivo de analizar el efecto de la adicion de hierro cero valente en tratamientos

de digestién anaerobia Feng y colaboradores, realizaron un estudio [43] en el que
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desarrollaron un proceso de digestion anaerobia de lodos activos con hierro cero
valente. Se desarrollaron dos experimentos el primero duro 3 dias y el objetivo era ver
el efecto de la adicion de hierro cero valente en la etapa de hidrdlisis y acidificacion, el
segundo experimento fue realizado durante 20 dias para ver el proceso completo desde
la hidrdlisis hasta la metanogénesis. En la primera experimentacion con el incremento
desde 0 g/L a 4 g/L de hierro cero valente afiadido, decreci6 la concentraciéon de las
proteinas desde 878.2 a 341.3 mg/L, los polisacaridos se redujeron de 144.7 a 124.9
mg/L. Por otro lado, los AGV aumentaron su concentracion de 2,055.8 a 2,822.1 mg/L,
el incremento fue de un 37 %. Las diferencias entre afiadir 4 g/L y 20 g/L de hierro cero
valente no fueron significativas. La composicion de los AGV formados era
principalmente acetato, propionato, butirato y valerato. En lo relativo a la concentracion
de acetato dependiendo de la dosis de hierro cero valente 0, 1, 4 y 20 g/L fueron de
759.2, 971.2, 1,373.2 y 1,303.1 mg/L y su porcentaje del total de AGV fueron 36.9 %,
41.3 %, 48.7 % y 47.5 %, respectivamente. El aumento de acetato fue de un 80.9 % de
no afadir hierro cero valente a afadir 4 g/L, en lo que respecta a la concentracion de
propionato el cual puede provocar episodios de inhibicidén se redujo su concentracion de
20.6 % a 11.7 %. La formacion de propionato ocurre a un potencial de oxidorreduccion
mayor que la formacion de acetato y butirato, el valor del potencial redox al que se
producen estas reacciones depende del valor de pH del medio [44,45]. Hierro cero
valente es un material reductor que puede crear una atmdsfera mas reductora,
fomentando la formacion de acetato en detrimento del propionato [43].

En la segunda experimentacién que llevaron a cabo, después de los 20 dias de digestion
anaerobia se analizaron los resultados. La produccion de metano acumulada fue 192.6,
211.1, 233.8 y 276.4 mL/SSV para una adicién de hierro cero valente de 0, 1, 4y 20 g/L
respectivamente. La produccion de metano incremento un 43 % comparando el proceso
sin hierro zero valente y con 20 g/L afiadidos de este. La mejora en la produccién de
metano se puede deber a dos aspectos. La mayor generacién de acetato debida al
hierro cero valente, al generarse un ambiente mas reductor para la metanogénesis.
Adicionalmente, el Fe® puede servir como dador de electrones para reducir CO2 a CHy

basada en las siguientes reacciones:

COz + 4 Fe® + 8 H" - CHs + 4Fe?"+ + 2H,0 (1)
CO; + 4Hz > CHa + 2H,0 (2)
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El H2 de la reaccion 2 puede provenir de la corrosion quimica producida en el Fe® y/o de
la hidrélisis-acidificacién. En el sobrenadante se encontraron concentraciones de Fe*?
de 79.9 mg/L y 43.1 mg/L cuando se afadieron 20 g/L y 4 g/L de hierro cero valente,
respectivamente. Los autores del estudio plantean la posibilidad de utilizar pedazos de
residuos de hierro de las industrias para este tratamiento. Esto podria suponer una
mejora en la digestion anaerobia a bajo coste [43].

1.3.1.4 Hidrdlisis térmica

Durante la hidrélisis la descomposicién de polimeros organicos a monémeros ocurre
lentamente, haciendo de ella una etapa limitante, un pretratamiento térmico acelera este
proceso favoreciéndose asi la produccién de metano también [46]. Ge y colaboradores
[47] evaluaron los efectos de un pretratamiento térmico a temperaturas desde 50 a 70
°C empleando como sustrato residuos de lodos activados. La degradacion de SV
aumento6 de 34 % a 48 % al pasar de 50 a 65 °C. Compararon la solubilizacion entre el
pretratamiento termofilico y mesofilico, la cual fue mejorada hasta en un 27 % alcanzado
a 60 °C. Xue y colaboradores [46] analizaron el efecto de un pretratamiento térmico a
temperaturas de 60 °C hasta 180 °C utilizando como sustrato lodos soélidos
deshidratados. En este estudio también evaluaron el efecto del tiempo en el
pretratamiento. Al igual que en el estudio anterior se produjo un aumento de la
solubilizacién de la materia organica con el incremento de la temperatura en los
diferentes pretratamientos, los valores de DQO soluble para el residuo sin tratar y con
pretratamientos a 60 °C y 180 °C fueron 1,920, 2,060 y 6,124 mg/L, respectivamente.
Los tratamientos a mayor temperatura (140-180 °C) y con un tiempo de 180 minutos
incrementaron la solubilidad de carbohidratos y proteinas. La posterior produccion de
biogas mas elevada en la etapa metanogénica, fue con los pretratamientos realizados
a temperaturas de 140 °C y 160 °C con producciones de biogas acumuladas de 1,735y
1,624 ml respectivamente. Cano y colaboradores [48] realizaron un ensayo de potencial
de biometanizacion (BMP biochemical methane potential por sus siglas en inglés) en su
estudio con y sin pretratamiento térmico previo. Emplearon diferentes sustratos tales
como lodo biolégico, residuos de grasas, estiércol de vaca, grano, residuos sélidos
municipales y fraccién organica de residuos soélidos municipales. La temperatura
aplicada en el pretratamiento térmico fue 150 °C. Para los residuos sélidos urbanos que
presentaban un 7.2 % de fibras la produccion de biogas aumento un 30 % y la cinética

fue un 70 % mas réapida. La fraccion orgénica de residuos sélidos municipales no
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present6 ningun incremento en la produccién de biogas solo fue mejorada la velocidad
cinética, debido a que su DQO soluble era méas del 60 % y presentaba gran cantidad de
carbohidratos facilmente degradables. Para el grano y el estiércol de vaca la produccion
de biogas aumento un 40 % y 30 % respectivamente, en el caso de los residuos de
grasas no hubo un incremento resefiable en la produccién de biogas pero si fue mas

rapida su cinética como en todos los residuos.

1.3.2 Ensayo BMP

Con la realizacion del BMP se pueden obtener dos resultados principales la
biodegradabilidad basada en el rendimiento de metano (BDcw:) y el potencial de
biometanizacion del material organico. EI BMP es un valor experimental de la maxima
cantidad de metano producida por SV del sustrato en cuestion [49]. Los resultados
obtenidos de un ensayo BMP se pueden emplear en el escalamiento de procesos de
digestion anaerobia [50]. Puede ser de utilidad para identificar futuros posibles

problemas de inhibiciéon microbiana, sobrecarga y adaptacion [51].
La relacion entre el BMP y BDch. esta expresada por la siguiente ecuacion [49]:

BMP (ml CH,/ g SV)
350 - DQosustrato (gDQO/ 9g SV)

BDCH4 =

Se admite que un g/L DQO produce alrededor de 350 ml de CH4 [52]. Para un desarrollo
optimo del test se debe mantener a temperatura constante entre 37 °C y 52 °C y una
agitacion continua para minimizar los efectos de las limitaciones por transferencia de

masas [53].

1.3.2.1 Factores que influyen en el BMP

1.3.2.1.1 Preincubacién del in6culo

Uno de los factores que puede afectar al buen desempefio del BMP es la fuente del
in6culo. Inéculos de distinta procedencia pueden tener comunidades microbianas
diferentes, afectando la adaptacion al sustrato, la biodegradacion del residuo y por ende
al rendimiento en generacion de metano del BMP [54]. Las procedencias mas frecuentes

de los indculos empleados en el BMP son; lodo digerido de planta de tratamiento, lodo
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granulado de reactor anaerobio y estiércol de animales [55]. Realizar una preincubacion
del in6culo es altamente recomendado en la literatura [56] en ensayos BMP. La
realizacion de la preincubacion es para eliminar el posible biogas producido por el propio
indculo mediante la desgasificacion del mismo, incrementandose la precision en la
produccion neta de biogas [57]. Normalmente el periodo de preincubacion vade 1 a 18
dias [55], aunque un periodo 6ptimo es entre 2 y 7 dias [57].

1.3.2.1.2 ISR

La concentracion de sustrato es un factor que tiene gran influencia en los procesos de
digestion anaerobia [58]. En los ensayos BMP, cuando la ISR es inferior a 2 aumenta la
concentracion de AGV provocando efectos de inhibicién en el proceso de digestion
anaerobia [59]. Maya-Altamira y colaboradores [60] realizaron un ensayo BMP con 5
aguas residuales diferentes diluidas desde 0 % al 80 %. La produccién de metano por
gramo de DQO incremento entre 52 % y 766 % en los diferentes sustratos cuando la
dilucion del agua residual fue del 80 %. Rodriguez-Chiang y Dahl [61] manejaron valores
de ISR desde 0.5 a 2 teniendo la mayor produccidon de metano con un valor ISR 2.
Adicionalmente corroboraron, que al incrementar la concentracion de sustrato (ISR 0.5)
el pH se acidificd, dando un valor de 5.6, en comparacion con ISR 2 donde los valores
de pH fueron en torno a 7.5. En la Gltima década, se emplea una relacion indculo sustrato
de 2 en la gran mayoria de estudios, lo cual ayuda a comparar y valorar los resultados

entre diferentes trabajos [55].

1.3.2.1.3 Agitacién

La agitacion afecta a la distribucién de los microorganismos, nutrientes y sustrato, asi
como a la homogenizacién del contenido del digestor, alcalinidad, liberacion de las
burbujas de gas y prevencién de la sedimentacion de la materia particulada [62]. En los
ensayos BMP se emplea tanto agitacién diaria manual como agitacion mecanica. Wang
y colaboradores [63] evaluaron diferentes estrategias de agitacioén; no agitacion,
agitacion manual diaria y agitacion mecanica a diferentes revoluciones. Emplearon
diferentes sustratos con distintos valores de viscosidad. Los resultados mostraron, que
con el lodo deshidratado se obtuvieron los mayores rendimientos de metano 19.7 L/g

SV - dia con la agitacion mas intensa 160 rpm. En cambio, cuando la agitacion fue de
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10 rpm o manual el rendimiento decrecié hasta valores inferiores a 8 L/g SV - dia. El
mismo sustrato se diluyé 4 y 8 veces disminuyendo su viscosidad, en este caso las
diferencias no fueron significativas. La agitacion mecénica solo es necesaria cuando el

ensayo BMP se realiza a sustratos solidos o muy viscosos [63].

1.3.3 Digestion anaerobia en dos etapas y sus efectos

1.3.3.1 Tiempo de retencién hidraulico y velocidad de carga organica

Con el objetivo de comparar como afecta la digestion anaerobia en una y dos fases al
tiempo de retencion hidraulico y a la velocidad de carga organica Aslanzadeh y
colaboradores [64] realizaron un estudio comparativo entre estos dos sistemas de
digestion anaerobia. Los sustratos utilizados fueron residuos organicos municipales y
residuos organicos de industria de comida procesada. Para la digestion anaerobia en
una sola fase se empled un reactor continuo de tanque agitado (CSTR continuous
stirred-tank reactor por sus siglas en inglés) y para la digestion anaerobia en dos fases
se utilizé un reactor CSTR conectado a un tanque de sedimentacion y el tanque de
sedimentacion conectado a un reactor UASB, se recirculaba el efluente del UASB al
CSTR. El reactor CSTR tenia un volumen de 3 L tanto para la digestion anaerobia en
una como en dos etapas y se mantuvo a 55 °C, el reactor UASB tenia un volumen de
2.25 L y una temperatura 34 °C. La velocidad de carga organica fue de 2.84 kg
DQO/(m?3.dia) a 19.88 kg DQO/(m®-dia), el tiempo de retencion hidraulico fue de 10 dias
a 3 dias. La digestion anaerobia en una etapa fue estable hasta una velocidad de carga
organica de 4.26 kg DQO/(m?3-dia) en cambio la digestion anaerobia en dos etapas llegd
hasta los 11.36 kg DQO/(m?3.dia) para los residuos organicos de la industria de comida
procesada, esto significé un tiempo de retencién hidraulico menor en el caso de la
digestién anaerobia de dos etapas de un 57 %. Esto a su vez implica que el volumen
del reactor puede ser un 26 % menor en la digestién en dos etapas. En el caso de los
residuos organicos municipales las diferencias fueron mayores, un 333 % mas de
velocidad de carga organica soportdé la digestibn anaerobia en dos etapas que la
realizada en una, el tiempo de retencién hidraulico y el volumen del reactor disminuyeron
70 % y 65 % respectivamente [64].

Rincon y colaboradores [65] evaluaron la fase metanogénica de un residuo tratado

previamente en un reactor hidrolitico. Utilizaron velocidades de cargas organicas de 0.8

15



kg DQO/(m3-dia) a 22 kg DQO/(m3-dia) obteniendo resultados para eliminacion de DQO
de 94 % y 61 % conforme se iba aumentando la velocidad de carga organica.

Bo y Pin-jing publicaron un estudio [66] sobre la digestion anaerobia en dos etapas de
residuos de cocina, en el manejaron velocidades de cargas organicas entre 2.3 kg
DQO/(m3.dia) y 13.1 kg DQO/(m3-dia) con remociones de DQO superiores al 75 % para
las velocidades de cargas organicas mas elevadas.

1.3.3.2 Rendimiento de metano

Nasr y colaboradores [67] evaluaron el rendimiento de metano en digestion anaerobia
en unay dos etapas, empleando como sustrato vinazas provenientes de la produccion
de etanol. La experimentacion se realiz6 en reactores de 250 mL. La carga organica fue
de 13.2, 19.8 y 26.4 kg DQO/m?® en los diferentes frascos, para la segunda etapa de la
digestion anaerobia se agregaron 6.6 kg DQO/m? del primer frasco. El rendimiento de
metano fue 0.26 L CH4/g DQOasadica Y 0.33 L CH4/g DQOuasadica para la digestion
anaerobia en una y dos etapas respectivamente.

En el estudio de Rincon y colaboradores [65] emplearon un residuo con una
concentracion de fenoles de 14.5 g/L, esta se redujo un 40 % en el reactor hidrolitico
reduciéndose los problemas de inhibicion que pueden ser causados por los fenoles en
el reactor metanogénico. El rendimiento de metano fue 0.27 L CH4/g DQOgiiminada- BO Y
Pin-jing [66] obtuvieron un rendimiento de metano en su estudio de 0.33 L CH4/g DQO
y 0.38 L CH4/g DQO conforme se fue aumentando la velocidad de carga organica de 2.3
kg DQO/(m3-dia) a 13.1 kg DQO/(m3-dia).

Maspolim y colaboradores [68] compararon el rendimiento de metano de un proceso de
digestién anaerobia en una etapa, empleando un reactor de tanque agitado, o en dos
etapas con dos reactores de tanque agitado. El rendimiento de metano que obtuvieron
en la generaciéon de metano fue entre 0.1 y 0.13 L CH4/g DQOasadida para una etapa y
entre 0.14 y 0.16 L CH4/g DQOuaradida €n dOS etapas.

1.3.4 Reactores empleados

1.3.4.1 Reactores APBR

El reactor APBR se caracteriza por tener un soporte en el cual crecen los
microorganismos. Este soporte retiene los microorganismos en el reactor mejorando el

rendimiento y la estabilidad del mismo [69].
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1.3.4.1.1 Material de empacado

El material de empacado del APBR sirve como filtro, previendo el lavado de los
microorganismos y ofreciendo una gran superficie para un crecimiento mas rapido y
eficaz de la biopelicula [70]. Se han investigado muchos materiales para realizar el
empacado del APBR (tabla 1.2), analizando su viabilidad de soporte para el crecimiento
de la biopelicula, destacando también algunos por su bajo coste y facil disponibilidad
como por ejemplo, arena, arcilla, cristal y plasticos [71-73]. Amorim y colaboradores [74],
utilizaron como material para el empacado cubos de espuma de poliuretano los cuales
pueden llegar a alcanzar una superficie especifica de 2,400 m?/m?y una porosidad del
97 % siendo una perfecta matriz para la colonizacion por parte de los microorganismos,
obtuvieron una eliminacion de DQO del 96 % con velocidades de carga organica
comprendidas entre 2.61 y 6.52 kg DQO/(m?-dia). Lim y colaboradores [75] utilizaron
diferentes tamafos de cubos de espuma de poliuretano para ver su capacidad de
eliminacion de nitrogeno total logrando una remocion del 84 %. Fia y colaboradores [76]
compararon espuma de poliuretano, piedras machacadas y cenizas, cada material
presentaba una porosidad de 0.95, 0.48 y 0.53 m3m® respectivamente, la
experimentacion se realiz6 a temperatura ambiente que oscilé entre 6 °Cy 32 °C. La
velocidad de carga organica fue desde 0.84 hasta 4.41 kg DQO/(m3-dia) y el tiempo de
retencion hidraulico fue 1.3 dias. Bajo estas condiciones el material que presentd mejor
rendimiento fue la espuma de poliuretano alcanzando una remocion de DQO de 80 %
comparado con el 72 % y el 64 % que lograron las piedras machacadas y las cenizas
respectivamente. Bertin y colaboradores [77] compararon la eficiencia en la produccién
de AGV en la etapa acidogénica entre dos materiales carbén activo granulado Yy filtros
de ceramica. Se emplearon temperaturas de 55 °C, 35 °C y 25 °C a diferentes
velocidades de carga organica desde 8.17 kg DQO/(m?.dia) a 22 kg DQO/(m?3-dia). Una
mayor actividad acidogénica en las bacterias de los reactores empacados con cubos de
ceramica, provoc6 una mayor generacion de AGV que en los reactores empacados con
carbén activo granulado, en los que prevaleci6 la metanogénesis. La mayor
concentracion de AGV en el efluente fue 13.73 kg DQO/m? a 25 °C con una velocidad
de carga organica de 13.3 kg DQO/(m?3-dia) para el reactor empacado con cubos de
ceramica, bajo esas mismas condiciones de velocidad de carga organica y temperatura
para el reactor empacado con carbdn activo granulado la concentracion en AGV a la
salida del efluente fue 1.5 kg/m®. En cambio, a velocidades de carga orgéanica entre 8.17
y 12.5 kg DQO/(m3-dia) y 35 °C de temperatura la concentracién en AGV fue entre 6.12

y 6.23 g/L en el reactor con filtros de ceramica y entre 0.19 y 0.84 g/L en el reactor con
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Tabla 1.2. Parametros basicos de operacion en reactores APBR

Velgféc;ad Tiempo Zﬁm;ﬂgg;o Rendimiento
Volumen Sustrato Inéeulo DQO orgénica rt_ateng_on Eliminacién DQO (kgDQO CH4 % produccion Temp;eratura Material Referencia
(L) (g/L) 3 hidradlico DQO % A 3 metano (°C) empacado
(kgDQO/m (dia) eliminado/m (LIL dia)
dlra) d|a) REACTOR
. . Fibras de carbon
Aguaresidual Reactor anaerobio Lo
5 sintética termofilico 44 2.9-12.2 15-3.6 82-74 2.4-9.1 77-67 0.82-2.4 55 C|I|ndr|c$sm90x125 [78]
Lixiviado de Inéculo mixto
0.7 atata planta aguas 20 15-6.1 13.2-3.3 93 1.4-5.7 68-59 0.1-1.4 37 Anillos de pléastico [72]
p residuales
Lixiviado de Fango qe digestor . .
1 atata anaerobio de planta 20 4-12 5-1.7 96-91 3.8-11 65-60 0.63-0.79 37 Anillos de cristal [73]
P aguas residuales
Aguaresidual Reactor anaerobio Fibra_s de_carbc’)n
5 N o 44 12.2 3.6 71 8.6 62 23 55 cilindricas [79]
sintética termofilico
125x90x2 mm
Agua residual P"'?‘”ta de Fibra de carbono
10 tratamiento Coca 5 25 2 52-25 1.3-0.6 65-77 0.22 18-5 . [80]
de melaza activo
Cola
1.04 Aguq res@ual Fango reactor 15 33 045 45-55 14.8 N.D 38 35 Carbon activo (81]
aceite oliva batch granulado
Sedimentos de rio
0.25 Vinaza aguas abajo de 10 9-30 1.11-0.33 73-55 6.6-16.5 72 1.4-4.3 40 Anillos de cristal [82]
fabrica de azucar
Aguaresidual Fango de digestor Trozos de
22.5 industria anaerobio de planta 5 15 3 92 14 81 0.35 37 - [83]
; poliuretano
cervecera aguas residuales
2 Agua residual N.D 24 6 4 85 51 N.D N.D 35 Tubos pequefios 84]

anilina

de poliuretano

N.D Dato no disponible
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carbon activo granulado, al favorecerse la degradacion de los AGV. La temperatura de
25 °C favorece la acidogénesis por encima de la metanogénesis, aumentandose asi la
concentracion de AGV. El material de empacado afecta al desarrollo y tipo de
comunidades de microorganismos que se forman en torno a ellos. En los cubos de
ceramica se reportd un desarrollo de comunidades bacterianas del filo Firmicutes
pertenecientes a los géneros Clostridium, Bacillus y Pasteuria los cuales son conocidos

por su actividad acidogénica [85].

1.3.4.1.2 Velocidad de carga organicay tiempo retencion hidraulico

En la tabla 1.2 se constata que se alcanzan velocidades de carga organica de mas de
30 kg DQO/(m3.dia) como son los casos de los estudios realizados por Bertin y
colaboradores y Sanchez Riera y colaboradores [81,82], pero al utilizar estas cargas
organicas tan elevadas el porcentaje de eliminacion de DQO fue bajo de 45y 55 %
respectivamente. Cuando las velocidades de cargas organicas estan alrededor de 12
kg DQO/(m3-dia) [73,78,79] se mantienen rendimientos superiores al 70 % de remocion
de DQO, Mshandete y colaboradores [73] reportaron una eliminacién de 91 % de DQO
para la velocidad de carga organica de 12 kg DQO/(m3-dia).A velocidades de carga
organica entre 2 y 6 kg DQO/(m?3.dia) se obtuvieron unos porcentajes de eliminacion de

DQO entre 85y 96 %, utilizando poliuretano como material para el empacado [74,83,84].

1.3.4.1.3 Temperatura

Como se ha mostrado antes, la digestion anaerobia terméfila incrementa la produccién
de biogas [86]. Zhang y colaboradores [80] experimentaron el funcionamiento de un
reactor empacado con fibra de carbono a bajas temperaturas. La temperatura fue
descendiendo progresivamente desde 18 °C hasta 5 °C. Los resultados mostraron un
bajo rendimiento en la eliminacion de DQO desde el principio, 52 % a 18 °C, empleando
una velocidad de carga organica de 2.5 kg DQO/(m3-dia) durante todo el proceso. La
remocién de DQO descendié a 42 % a 17 °C y a 30 % a 15 °C. Desde los 13 °C hasta
los 5 °C el rendimiento en la eliminacién de DQO se mantuvo constante con un valor de
25 %.

1.3.4.2 Reactores UASB

Los reactores UASB son el tipo de tecnologia mas aplicada para realizar la digestion

anaerobia de aguas residuales con alta velocidad de carga organica, bajos tiempos de
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retencion hidraulicos y baja demanda de energia [87]. El UASB es una columna que
contiene un manto de lodos, a través del cual fluye de forma ascendente el agua residual
a tratar. El fango anaerébico el cual provee el anclaje a la microbiota es el principal
elemento de un reactor UASB [88].

1.3.4.2.1 Manto de lodos

Los granulos que forman el manto de lodos estan formados por diferentes capas, en
cada una de ellas se desarrollan diferentes microorganismos entre los cuales se dan
relaciones simbiéticas. Cada granulo es una unidad funcional en si misma,
comprendiendo todos los microorganismos necesarios para realizar la degradacién
metanogénica de la materia organica [89]. Las capas que forman los diferentes granulos
estan compuestas por un nuacleo central de bacterias metanogénicas acetoclasticas,
estas estarian rodeadas a su vez por una capa de acetogénicas productoras de
hidrogeno y formiato y metanogénicas consumidoras de hidrogeno y formiato, por ultimo
una capa externa de bacterias que realizan la hidrélisis de la materia organica compleja
[90].

Carbohidratos

Acidogénicas hidrogénicas
Sulfatorreductoras
Metanogénicas usan Ho

Acetogénicas hidrogénicas
Metanogénicas usan Hz

CHA: C():

Methanosaeta spp.

Figura 1.3. Representacién multicapa granulo [91].

El rango de tamafio de los granulos es de 0.1 mm a 5 mm [92,93]. Los principales
factores que afectan a los granulos son los siguientes:

— El pH y la alcalinidad: un pH cercano a la neutralidad es requerido para la
formacion adecuada de los granulos, las arqueas metanogénicas que se
encuentran en el nicleo de los granulos requieren un pH entre 6.3 y 7.8 para un
desarrollo correcto. Cuando el pH es inferior las bacterias acidogénicas
prevalecen sobre las metanogénicas provocando una acumulacién de AGV en
el reactor, este aumento de concentracion puede llevar a un cambio del pH
sobrepasando la capacidad de amortiguacion del reactor. Al haber mayor

actividad a pH &cido de las bacterias acidogénicas que las metanogénicas el pH
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sigue bajando dando lugar a la desintegracién de estas ultimas [89,94]. Para
evitar estas fluctuaciones en el pH es recomendada una relacién
AGV/alcalinidad entre 0.1 y 0.4 [95].

— Lavelocidad de carga organica: una elevada carga produce un incremento en la
concentracion de AGV provocando como se ha visto antes la disminucion del pH
y la correspondiente desintegracion de la microbiota metanogénica [88]. Por otro
lado velocidades de carga organica muy bajas podrian causar limitaciones en la
transferencia de masa llevando a la desintegracion de los granulos [96].
Ghangrekar y colaboradores [97] recomiendan para un buen desarrollo del
manto de lodos una velocidad de carga organica entre 2 y 4.5 kg DQO/(m?3-dia).

— Velocidad ascensional: velocidades superiores a 1 m/h podrian romper el
granulado produciéndose un lavado del manto en el reactor [98].

— Caracteristicas del sustrato: en el caso de que el sustrato tenga un bajo
contenido en AGV, los microorganismos acetogénicos y acidogénicos no son
requeridos y solo los metanogénicos son necesarios para realizar la degradacion
anaerobia, en estos reactores los granulos estan formados principalmente por
metanogénicas [99]. Sustratos mas complejos pero hidrolizables como por
ejemplo glucosa, sacarosa y proteinas dan lugar a una multicapa en los granulos
[90]. Una baja concentracidén de sustrato en la alimentacion puede causar una
limitacion de sustrato en el ndcleo de granulos grandes produciéndose un

vaciado del nicleo dando lugar a la flotacion de los granulos [100].

1.3.4.2.2 Factores que afectan al funcionamiento

1.3.4.2.2.1 Velocidad de carga organica, tiempo de retencién hidraulico y
eliminacion de DQO

La velocidad de carga organica esta relacionada con el tiempo de retencion hidraulico,
un buen balance entre estos dos pardmetros permite desarrollar un buen proceso de
digestioén anaerobia. Un diametro muy ancho en comparacién con la altura del reactor
puede provocar la formacion de un canal liquido en el reactor, produciéndose asi un
menor contacto entre los microorganismos y el residuo a tratar y por tanto una menor
eliminaciéon de DQO [87]. Diferentes estudios prueban que el aumento de la velocidad
de carga organica de valores entre 1 y 4 kg DQO/(m?3.dia) hasta velocidades de carga
orgéanica entre 11 y 41 kg DQO/(m3-dia) provoca una disminucién en la eliminaciéon de

DQO de hasta un 48 % como se observa en la tabla 1.3 [101-106]. Al incrementar la
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Tabla 1.3. Parametros basicos de operacion en reactores UASB

. Velocidad . o .
dia)

2.06 18 Agua 'eSid;j‘l;”d“St”a de  0008-0.042 3.7-1838 15 91-43 3.3-8.1 0.02-0.08 35 [101]
15 2.6 Vinaza cafia de azUcar 0.01 23 2 71 16.3 0.21 40 [107]
0.8 N.D Pajah‘i’grglig‘;ﬂ“ida N.D 1.2-10.4 7.5-2.7 96-94 1.1-9.7 0.30-0.26 37 [102]
15 15 Aceite de palma 0.02 2.5-10.6 4 98 2.4-10.4 0.32-0.26 35 [108]
0.8 N.D Lixiviado de algas marinas N.D 2.9-20.6 3.7-0.5 84-80 2.2-14.7 0.23-0.16 37 [103]

0.25 N.D Vinaza trigo N.D 12-41 2 77-31 8.5-13 0.13-0.03 55 [104]
1.2 4.4 Jugo de patata N.D 3.2-6.4 8-4 N.D N.D 0.22-0.16 37 [105]
16 15 Agua recsé‘:\‘/‘g‘;;”dusma 0.09 15 0.75 91 1.4 0.21 22 [109]
1.2 N.D Aceite de palma N.D 2-5.8 10-5 95-92 1.9-5.3 0.36-0.45 55 [106]

N.D Dato no disponible
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trabajan lo suficientemente rapido para transformar el 4cido acético en metano [87],
disminuyendo el rendimiento en produccién de metano por DQO afadida desde valores
superiores a 0.22 L CH4/g DQOasadica @ inferiores a 0.16 L CHi/g DQOasadida
[102,103,105,108] como muestra la tabla 1.3.

1.3.4.2.2.2 Temperatura

La digestion anaerobia termdfila mejora la biodegradabilidad de la materia organica [86].
Diferentes estudios han reportado que se genera un mayor volumen de biogas en los
reactores termofilos que en los mesdfilos, como por ejemplo Yilmaz y colaboradores
[110] reportaron una produccién de biogas de 2.67 L/(L reactor-dia) y 2.83 L/(L
reacTor-dia) para reactores mesdfilos y termdfilos respectivamente. Kim y colaboradores
[111] reportaron que los reactores termdfilos a bajos tiempos de retencién hidraulicos
generan mayor volumen de biogas que los mesofilos, compararon reactores a 40 °C, 45
°C y 50 °C con un tiempo de retencién hidraulico de 10 horas obteniéndose 145, 177 y
216 L CH4/kg DQOdegradada respectivamente

En cambio Patel y Madamwar [112], reportaron un descenso en la eliminacion de DQO
de 95 % a 38 % al incrementar la temperatura de 37 °C a 45 °C y 55 °C respectivamente.
Uemura y colaboradores [113] realizaron un estudio con reactores a baja temperatura
de 25 °C a 13 °C y velocidades de carga organica inferiores a 3 kg DQO/(m?® ‘dia),
constatando un descenso en la eliminaciéon de DQO conforme se va descendiendo la
temperatura, sin alcanzar valores superiores al 72 % de eliminacion de DQO en ninguno
de los reactores. En la tabla 1.3, se observa que todos los estudios mostrados en la
misma superaron el 80 % de eliminacion de DQO, a esa velocidad de carga orgéanica,

cuando la temperatura fue igual o superior a 35°C [101-103,106,108,109].

1.3.5 Rol de materiales conductores en digestion anaerobia

1.3.5.1 Transferencia directa de electrones entre especies (DIET)

Es la relacion sintrofica entre dos microorganismos por la que se produce una
transferencia de electrones entre los mismos. En los Gltimos ocho afios se han publicado
diversos estudios sobre cémo funciona el DIET, que bacterias y arqueas participan en
la transferencia de electrones, que fuentes de carbono pueden ser objeto del DIET, a
través de que vias se produce el transporte de electrones y que beneficios se obtienen
en la digestién anaerobia al darse este fendmeno. En la actualidad el estudio de estas

sintrofia entre bacterias y arqueas, y su perspectiva de futuro aiun esta en sus
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comienzos, ya que se siguen encontrando nuevas relaciones entre bacterias
exoelectrogénicas y arqueas electrotroficas que se desconocian, con un interés especial
en metanogénicas capaces de actuar como aceptoras de electrones; asi como las
fuentes de carbono empleadas para realizar estos procesos de oxidacion-reduccion.

En DIET los electrones libres fluyen de una célula a otra sin ser transportados por
moléculas reducidas tales como hidrégeno molecular o formiato [114]. DIET no requiere
de un servicio de transporte de electrones, en lugar de ello emplea citocromos de la
membrana externa, un conductor de electrones (pilus), o la formacién de agregados de
multiples especies [16]. Para que se produzca este transporte de electrones es
necesaria la participacion de una bacteria exoelectrogénica y una bacteria o arquea
electrotréfica [114]. La bacteria exoelectrégena actia como donadora de electrones
mientras que la electrotréfica realiza el papel de aceptora de electrones. En la figura 1.4
se observan los tres mecanismos biolégicos de transporte de electrones sin material
conductor afiadido, el de la izquierda utiliza hidrégeno y formiato como transportadores,
en medio el transporte se realiza a través de citocromos y en el de la derecha la

transferencia de electrones se lleva a cabo a través de los pili.

Membrana externa

Citocromos

Dador de electrones

Transporte de
electrones con
Hidrégeno,
formiato

Aceptor de electrones

Figura 1.4. Esquema transferencia de electrones entre bacterias exoelectrogénicas y

electrotroficas [114].

El primer estudio que hace referencia a DIET es el realizado en 2010 por Summers y
colaboradores [115]. Estudiaron el comportamiento de las especies Geobacter
sulfurreducens y Geobacter metallirreducens, observaron que en este cocultivo de
bacterias se daba una relacién sintréfica entre ellas, desarrollando citocromos tipo C

como via para el transporte de electrones. Utilizando etanol como dador de electrones

24



y fumarato como aceptor. Geobacter sulfurreducens consume el acetato generado por
Geobacter metallirreducens con la reduccién de fumarato a succinato (figura 1.5).

. G

G. metallireducens G. sulfurreducens

Etanol Fumarato

Acetato
Succinato

Figura 1.5. Transferencia de electrones entre G. metallirreducens y G. sulfurreducens [115].

En 2011, el estudio de Morita y colaboradores [116] mostré la capacidad de arqueas
metanogénicas de ser aceptoras de electrones via DIET. La fuente de carbono al igual
gue en el anterior fue etanol, pero en este caso se metaboliza a metano. En 2012, Liu y
colaboradores [19] constataron DIET con materiales conductores como transportadores
de electrones entre bacterias y bacterias (Geobacter sulfurreducens con Geobacter
metallirreducens), y entre bacterias y arqueas (Geobacter metallirreducens con
Methanosarcina barkeri). El soporte conductor mejora la velocidad de transferencia de
electrones, a la vez que sustituye a las vias biolégicas en el caso de que estas estén
ausentes.

En 2014, Rotaru y colaboradores [117] demostraron que DIET se produce de forma
espontanea en los consorcios microbianos desarrollados en reactores anaerobios. Para
corroborar este hecho, aislaron de un reactor anaerobio Geobacter metallirreducens y
Methanosaeta harundinacea e introdujeron como fuente de carbono etanol. Geobacter
metallireducens oxida el etanol formando acetato y a la vez envia electrones a través
del pilus a Methanosaeta harundinacea. Estos electrones son aceptados por la arquea
metanogénica la cual los emplea para reducir CO, a CHas. El acetato es también
degradado dando lugar a metano. En la figura 1.6, se muestra que la relacion sintréfica
entre las especies mencionadas, provoca que por cada dos moléculas de etanol se
formen tres de metano, dos por la degradacion del acetato y una mas por la reduccién

de di6éxido de carbono a metano via DIET.
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— 2 acetato —> — 2 CH,

Geobacter Methanosaeta

2 e ta no I — Metallireducens

Harundinacea

8e+ 8H*

DIET — 1CH,

Figura 1.6 Modelo de transporte de electrones entre Geobacter y Methanosaeta [117]

Rotaru y colaboradores [118] demostraron que Methanosarcina Barkeri, sin material
conductor, es capaz de realizar DIET al igual que Methanosaeta Harundinacea siendo
esta la segunda metanogénica encontrada con capacidad para reducir diéxido de
carbono a metano via DIET. Chen y colaboradores [119] y Liu y colaboradores [120]
empleando tela de carbono y magnetita como materiales conductores respectivamente,
demostraron que cepas mutadas de Geobacter Metallireducens, a las que se les habian
eliminado la capacidad de producir pili o citocromos para realizar DIET, llevaron a cabo
este transporte de electrones a través de los materiales conductores agregados.
Corroborando asi, que al afiadir un material conductor no es necesaria la presencia de
pili o citocromos en las bacterias para que se realice DIET.

Otros estudios mostraron diferentes sustratos que pueden ser oxidados en un proceso
DIET. Wang y colaboradores [121] emplearon butanol y propanol en su estudio
demostrando que ambos sustratos pueden ser oxidados y reducidos a metano por
arqueas electrotréficas. Por otro lado, Cruz Viggi y colaboradores [21], mostraron que el
propionato es participe en reacciones de oxidacion-reduccibn como agente reductor

gracias al transporte de electrones que se produce a través de la magnetita.

1.3.5.1.1 Transferencia de electrones por pili microbianos

Diferentes evidencias sugieren que la conductividad que se genera en el pilus es similar
a la que se produce en polimeros organicos sintéticos lo cual puede ser atribuido a la
cercania entre los aminoacidos aromaticos que se desarrollan a lo largo del pilus
facilitandose este transporte de electrones [122]. La conductividad del pilus ha sido
medida en diferentes estudios, para Adhikari y colaboradores [123] la conductividad del
pilus de Geobacter sulfurreducens fue de 188 mS/cm, 51 mS/cmy 0.04 mS/cm para pH
2,7y 10.5, Tany colaboradores [124] también evaluaron la conductividad del pilus a pH
2, 7y 10.5 al igual que en el estudio anterior, pero en esta investigacion emplearon un
pilus sintético en Geobacter sulfurreducens, los resultados para la conductividad fueron

significativamente superiores 393,000 mS/cm, 10,000 mS/cm y 300 mS/cm para pH 2,
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7y 10.5 respectivamente. Este crecimiento a medida que se disminuye el pH se debe a
un cambio en la estructura de los aminoacidos aromaticos, los cuales quedan mas
proximos entre ellos, produciéndose un solapamiento en los orbitales -1 de los
aminoacidos aromaticos con el consecuente incremento de la conductividad [125].
Lampa-Pastirk y colaboradores [126] obtuvieron una conductividad de 1,400-4,300
mS/cm en Geobacter sulfurreducens. Se han realizado estudios en otras especies del
género Geobacter, Tan y colaboradores [127] estudiaron la conductividad del pilus en
Geobacter uraniirreducens a pH 7 presentando unos valores de 0.3 mS/cm, Tan y
colaboradores [128] midieron la conductividad en Geobacter metallirreducens a pH 7
con un resultado de 277,000 mS/cm, se observa que no todas las especies de
Geobacter generan pili con la misma conductividad, las diferencias entre las tres
especies de Geobacter son muy notables al mismo pH 7 277,000 mS/cm, 10,000
mS/cm, 51 mS/cm y 0.3 mS/cm para metallirreducens, sulfurreducens con pilus
sintético, sulfurreducens y uraniirreducens respectivamente. Estas diferencias tan
grandes entre unas especies y otras se debe a la densidad de aminoacidos aromaticos
presentes en los diferentes pili, siendo esta densidad superior en los que presentan
mayor conductividad [128,129]. Venkidusamy y colaboradores [130] mostraron unos
resultados con una conductividad de 35 a 72 uS/cm para Rhodopseudomonas palustris
inferior a los reportado sobre Geobacter. Las diferencias en la conductividad se deben
a dos principales motivos, la densidad de aminoacidos aromaticos presentes y el grado

de apilamiento de los enlaces -1 [123-125,129].

1.3.5.2 Superacion de barreras inhibitorias en digestion anaerobia

1.3.5.2.1 Alta presién parcial de H,y cambios de pH

En las ultimas décadas, se ha descrito ampliamente el metabolismo sintréfico entre
especies con transferencia de H; en la metanogénesis, el transporte de electrones se
da empleando el H, como transportador de electrones [131]. Este metabolismo sintréfico
funciona mientras las bacterias metanogénicas hidrogenotréficas mantengan una
concentracion baja de H; que favorezca termodindmicamente la produccién de metano
[131]. La presiéon parcial de hidrégeno es el factor clave que limita el metabolismo
sintréfico para la degradacion de butirato y propionato mediante el transporte de
electrones a través de hidrogeno [21,132]. Zhao y colaboradores realizaron un estudio
para comprobar el efecto del DIET a altas presiones parciales de H.. En la figura 1.7 se
observa que la produccion de metano y la degradacion de AGV fue superior en los

reactores con material conductor. A partir del dia 4 el reactor control no produjo metano
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ni degradé AGV, por otro lado, la produccion de metano en los reactores con material
conductor continu6é hasta alcanzar un valor 2.4 veces superior al reactor control (71.9
ml de metano) practicamente igual a la produccién de metano estequiométricamente
estimada (73.2 ml).
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Figura 1.7 Rendimiento reactor a presion parcial de Hz elevada (17.23 kPa) [133].

Xu y colaboradores [134] y Zhao y colaboradores [135] corroboraron el efecto que
produce DIET en condiciones de alta presion parcial de hidrégeno, mostrando en sus
resultados una degradacion de AGV en los reactores con materiales conductores 3 y
1.5 veces superior a los reactores controles respectivamente.

Al producirse el transporte de electrones via DIET en lugar de IHT se evita la inhibicién
del proceso por alta presion parcial de hidrogeno, superandose la barrera inhibitoria que
supone este fendmeno en los procesos de digestion anaerobia. Bajo estas condiciones,
DIET es la principal via en la transferencia de electrones entre especies.

Zhao y colaboradores [133] analizaron el efecto de pasar de un pH neutro 7 a un pH
acido 5 y la recuperacién de los reactores cuando se vuelve a pH 7. Es de destacar la
capacidad de recuperacion de los reactores en los que se promueve el DIET. Una vez
gue el pH es 5 en ambos reactores decrece la produccién de metano siendo un 59 %

superior en el reactor con DIET. Cuando se vuelve a estabilizar el pH a 7, el reactor
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DIET recupera el 85 % de su rendimiento inicial a los 15 dias, mientras que el reactor
control solo llega al 33 % de su rendimiento inicial.

En la figura 1.8 se observa como la acidificacién ocasion6 un aumenté en la presion
parcial de H;en el reactor control inhibiéndose asi la metanogénesis al no contar con un
soporte conductor para realizar el DIET. La capacidad para poder utilizar los 2 modos
de metabolismo sintréfico DIET y IHT es el motivo por el cual el reactor DIET pudo
resistir los impactos acidos [133].
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Figura 1.8 Variacion presién parcial H2 en cambio de pH [133]

1.3.5.2.2 Competencia con bacterias sulfatorreductoras

La presencia de sulfatos en un agua residual genera el desarrollo de bacterias
sulfatorreductoras que compiten con las metanogénicas por los electrones [136]. Con
una relacion DQO/SO4 de 10, las metanogénicas aceptan el 94 % de los electrones,
cuando esta relacion baja de 2 las sulfatorreductoras toman la mitad de los electrones,
a proporciones de 0.5 las sulfatorreductoras aceptan el 88 % de los electrones ganando
la competencia a las metanogénicas [137]. Li y colaboradores [138], realizaron un
estudio con un agua residual sintética con una proporcion DQO/SQO4 de 1.2, al reactor
UASB le afiadieron 25.7 g/L de acero inoxidable como material conductor. Los
resultados mostraron una mayor remocion de DQO en el reactor con acero inoxidable
73 % en comparacion con el reactor control 64 %. La eliminacion de sulfato fue mayor

en el reactor control 83 %, en cambio en el reactor con acero inoxidable fue 80 %. Al
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introducir el material conductor se favorece a las metanogénicas en la competencia por
los electrones entre sulfatorreductoras y metanogénicas, de ahi la mayor degradacion
de DQO por tanto mayor generaciéon de metano, y la menor reduccién de sulfato a
sulfuro de hidrégeno en el mismo. Cuando calcularon el maximo flujo de electrones para
el acero inoxidable y para el transporte de electrones entre especies con hidrégeno
como molécula transportadora de electrones, los resultaron mostraron un valor de
8.2-10° A para el DIET a través del acero inoxidable y 2.1-102 para el transporte de
electrones entre especies con hidrégeno en la sulfato reduccion, siendo una ventaja

cinética de 108 superior entre metanogénicas y sulfatorreductoras.

1.3.5.2.3 Acumulacién AGV

El incremento de la concentracion de AGV en el efluente de un reactor es una sefial de
mal funcionamiento [139]. El aumento de los AGV en el medio puede provocar una
acidificacion del mismo, en este medio acidificado gran parte de las arqueas
metanogeénicas no son viables inhibiéndose consecuentemente la generacion de
metano [140]. Cuando la transferencia de electrones es via DIET se produce la
oxidacion de los AGV y la posterior reduccion de didxido de carbono a metano [141,142].
DIET reemplaza a IHT como la via dominante en el IET, dandole al sistema anaerobio
una mayor robustez y capacidad para soportar condiciones desfavorables, y asi tener
un desempefio adecuado [21]. El &cido propionico es el AGV que provoca mas
problemas de inhibicibn en reactores anaerobios, debido a que la reaccion para su
degradacién no es espontanea y que las bacterias participantes en ella pueden ser
inhibidas si la presion parcial de hidrogeno aumenta, cuando se realiza a través de IHT
[143]. El valor de energia libre de Gibbs para la conversién de propionato en acetato a
37 °C y pH 7 es 76 kd/mol via IHT. En cambio, cuando el transporte es mediante DIET
este valor es negativo (-26.4 kJ/mol) siendo la reaccion espontanea [143]. Diferentes
estudios realizados hasta la fecha muestran un incremento en la degradacién de AGV
entre el 31y 1,100 % en reactores DIET [144-147], evitando estos reactores problemas
de inhibicién, debido a la acumulacién de AGV y la correspondiente acidificacion del

reactor.

1.3.5.3 Rendimiento de metano

La velocidad en el flujo de electrones se ve modificada en los reactores con materiales
conductores, debido a un incremento en la velocidad del transporte de electrones entre

bacterias y arqueas por via DIET. Cruz Viggi y colaboradores [21] reportan en sus
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calculos tedricos, que el flujo de electrones maximo a través de magnetita es 10° veces
superior al que se produce en la transferencia de electrones con hidrégeno como
transportador de electrones (IHT). Este efecto tiene como consecuencia un incremento
en la concentracion de metano en el biogas generado aumentando el rendimiento de
metano de los reactores DIET. El incremento en la concentracion de metano del biogas
se debe a una eficiente recuperacion de los electrones cuando el transporte de los
mismos se realiza a través de materiales conductores como CAG. Lin y colaboradores
[148] demostraron en su estudio una eficiencia en la recuperacion de electrones del 95
% cuando el transporte fue por DIET, mientras esta alcanzé el 76 % a través de
moléculas transportadoras de electrones. Este aumento provoca una mayor reduccion
de diéxido de carbono a metano aumentado la concentracién del mismo en el biogas.
Diferentes estudios han reportado incrementos en el rendimiento de metano entre el 20
y 300 % en reactores metanogénicos con materiales conductores afadidos
[15,23,141,143-145,149-151]. En estos estudios los sustratos empleados en su gran
mayoria fueron AGV directamente o sustratos de facil biometanizacion como glucosa o
agua residual sintética.

En la tabla 1.4 se observa que al afiadir el material conductor a los 10 dias del arranque
el rendimiento en la produccion de metano es superior a 3 L CH4/(Lreactor-dia) [15,145],
en los reactores que se introdujo el material conductor desde el inicio o antes de los 10
dias no se alcanzaron producciones superiores a 1.34 L CHa/(LreacTor-dia)
[133,138,150,152,153].

Tabla 1.4 Arranque reactores DIET

Volumen Masa de Area Tiempo adicion Material Rendimiento metano .
soporte  soporte al reactor : Referencia
reactor (L) soporte (g) (cm?) (dias) soporte (L/LreacTor-dia)
2 100 900 0 Carbon activo 1,34 [150]
granulado
1 2,5 200 10 Tela de 0.72-3.6 [15]
carbono
1 5 1045 10 Biochar 3,44 [145]
0,8 N.D 400 8 Tela de 0,93 [133]
carbono
1.2 N.D 1000 0 Tela de 0,6 [152]
carbono
07 18 N.D 0 _ Acero 0,43 [138]
inoxidable
2 100 900 0 Carbon activo 0,2 [153]

granulado

N.D Dato no disponible
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1.3.5.5 Bacterias exoelectrogénicas y arqueas electrotréficas

Técnicas de biologia molecular han sido empleadas para identificar microorganismos
participantes en DIET. Entre estas técnicas destacan la secuenciacion de genes 16S
ARNr y reaccion en cadena de polimerasa PCR (por sus siglas en inglés) [23].

La primera evidencia de DIET entre bacterias y arqueas metanogénicas fue encontrada
en un reactor UASB con agua residual de cerveceria como sustrato [116]. Como bacteria
donadora de electrones fue identificada Geobacter y como metanogénica electrotréfica
Methanosaeta. En 2014 Rotaru y colaboradores [117] aislaron de un reactor UASB
Geobacter metallireducens y Methanosaeta harundinacea, en su estudio demostraron
la transferencia de electrones entre bacterias y arqueas metanogénicas. A partir del afio
2015 se han realizado multitud de estudios en los que se han identificado diferentes
bacterias y arqueas participantes en DIET. La bacteria que ha sido reportada en mayor
namero de estudios como donadora de electrones en un proceso DIET es Geobacter
[23]. En los mdltiples estudios realizados, en reactores con materiales conductores, se
han empleado diferentes tipos de in6culos mixtos con diversas procedencias. Los
estudios de biologia molecular realizados a las comunidades bacterianas desarrolladas
en los materiales conductores, han mostrado una gran diversidad de bacterias con la
capacidad de participar en DIET como donadoras de electrones. Ademas de Geobacter,
las bacterias reportadas como exoelectrogénicas participantes en DIET han sido
Syntrophomonas, Bacillus, Sedimentibacter, Thauera, Trichococcus, Clostridium,
Tepidoanaerobacter, Coprothermobacter, Sporanaerobacter, Pseudomonas,
Kosmotoga, Coloramator y Proteiniclasticum [147,148,150,154-161]. Diferentes
arqueas electrotréficas han sido reportadas en procesos DIET. Las principales
metanogénicas aceptoras de electrones identificadas han sido Methanosaeta,
Methanosarcina, Methanobacterium, Methanolinea y Methanospirillum
[119,121,144,148,149].

La adicion de materiales porosos como CAG tiene efectos beneficiosos en el desarrollo
de las comunidades bacterianas. Las biopeliculas formadas en los materiales
conductores mantienen la biomasa microbiana mas estable que la establecida en
suspension en el reactor [143]. Debido a la porosidad de CAG y al desarrollo de las
comunidades en el interior de los poros, se reduce la pérdida de biomasa microbiana
por lavado [162]. Ademas se reduce la distancia entre las bacterias exoelectrogénicas y
las arqueas electrotréficas acelerandose la produccion de biogas [15]. Ren y
colaboradores [163] registraron una concentracion de biomasa en un reactor con
soporte de 15.5 g SSV/ L mientras que en el reactor sin soporte la concentracion
alcanzada fue 6.48 g SSV/ L.
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HIPOTESIS

Con base a los descrito en este trabajo se propuso que la digestiébn anaerobia del
nejayote en dos etapas, con un reactor hidrolitico de columna empacada con
microaireacion y un reactor anaerobio de flujo ascendente con transferencia directa de
electrones entre especies microbianas, incrementara el rendimiento de metano,
degradacion de acidos grasos volatiles y reducira el tiempo de tratamiento, con respecto
a una digestion anaerobia en dos etapas, sin microaireacion ni transferencia directa de

electrones entre especies microbianas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Mejorar el proceso de digestién anaerobia en dos etapas (hidrolitica y metanogénica),
mediante el empleo de microaireacién en la etapa hidrolitica y transferencia directa de
electrones entre especies microbianas en la etapa metanogénica, en el tratamiento de
nejayote.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar fisico-quimicamente el nejayote.

— Caracterizar el carbon activado granulado.

— Determinar el potencial de biometanizaciéon del nejayote.

— Determinar el potencial de biometanizacion del nejayote con carbdn activado
granulado.

— ldentificar las comunidades de bacterias y arqueas en el ensayo de potencial de
biometanizacién con carbén activado granulado.

— Disenfar, construir y ensamblar los reactores.

— Estimar los parametros operacionales; eliminacion de demanda quimica de
oxigeno y concentracion de acidos grasos volatiles para el posterior
acoplamiento de reactores.

— Comparar hidrélisis con y sin microaireaciéon en reactores de columna
empacada.

— Comparar la capacidad de soportar altas cargas organicas entre reactores
anaerobios de flujo ascendente con y sin transferencia de electrones directa
entre especies microbianas.

— Comparar los rendimientos de metano y eliminacion de demanda quimica de
oxigeno y &cidos grasos volatiles en los reactores anaerobios de flujo
ascendente con y sin transferencia de electrones directa entre especies
microbianas.

— ldentificar las comunidades de bacterias y arqueas en los reactores anaerobios
de flujo ascendente con y sin transferencia de electrones directa entre especies

microbianas.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 Toma de muestras

Las muestras de nejayote se obtuvieron de la empresa Harinera Yucatan S.A de C.V
Grupo Maseca (GRUMA). Se transportaron en bidones de 25 L de policarbonato de alta

densidad y fueron conservados en un ultracongelador a -80°C.

2.2 Caracterizaciéon nejayote

Se realiz6 una caracterizacion del nejayote de los parametros fundamentales.

Tabla 2.1. Parametros a analizar y métodos empleados en el andlisis del laboratorio.

Parametro Método
Temperatura Método Hach sension 156/54650-18
pH Método Hach sension 156/54650-Seccién 3
Sdélidos suspendidos totales (SST) Método 2540, Standard Methods 2005
Sdélidos totales (ST) y sélidos volatiles (SV) [164]
Alcalinidad [164]
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) Colorimetro Hach DRB-890/8000
NT Colorimetro Hach DRB-890/10072
N-NH3 Colorimetro Hach DRB-890/10023
PO4* Colorimetro Hach DRB-890/8190
S04 Colorimetro Hach DRB-890/8051
AGV Cromatografia de gases

2.3 In6culo

Se empled un consorcio microbiano mixto nativo no anaerobio conformado por suelo
profundo 30 g/L, excreta vacuna 300 g/L, excreta porcina 150 g/L, Na,CO3 comercial 1.5
g/L, y agua de la llave 1,000 mL el cual ya fue probado con éxito para la digestién de

nejayote [27].

2.4 Caracterizacion carbdn activado granulado

Se realiz6 una caracterizacion del CAG para conocer su conductividad y su area

especifica.
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Para la medicién de la conductividad del CAG se utilizé un equipo Keithley 2400, el CAG
se introdujo en tres tubos de PVC de 50.41 mm, 53.08 mm y 50.78 mm de longitud y
18.00 mm de diametro.

Figura 2.1. Tubos PVC con CAG

Con el equipo mencionado anteriormente se realizaron las medidas de resistencia del
CAG. Aplicando las siguientes formulas se obtuvo el valor de conductividad para el
material. Donde R es la resistencia medida por el equipo, A el area de la base del tubo,

L la longitud del tubo, p la resistividad y K la conductividad.

2.5 Ensayo BMP nejayote

Este ensayo se llevd a cabo como el que se realizé en un estudio previo [165] con alguna
modificacion. El test se realizé por triplicado en reactores de cristal de 115 mL. En cada
reactor se afiadieron 60 g entre indculo (i) y sustrato (s), nejayote, con una relacion de
s6lidos volatiles indculo (SVi)/ soélidos volatiles sustrato (SVs) = 2 denominados
reactores nejayote. Adicionalmente se analizd el potencial de biometanizacién del
in6culo en tres reactores con 60 g de indculo y sin sustrato denominados reactores
in6culo. La produccion de los reactores inoculo se restdé a los generados por los
reactores nejayote (nejayote corregido). El ensayo se desarroll6 a una temperatura de

38 °C, agitacion de 100 rpm y pH entre 6.8y 7.5.
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Figura 2.2. A) Mandmetro digital y B) Reactores BMP.

Previamente el oxigeno fue desplazado del interior de los reactores con nitrégeno en
una camara de anaerobiosis para eliminar la presencia de aire, inmediatamente fueron
tapados con septum de goma y sellados con anillos metalicos. Los reactores fueron
introducidos en una incubadora con agitador. La produccion de biogas se midi6 de forma
manomeétrica, se utilizé un mandmetro digital ifm modelo PN 2596 con una jeringa
acoplada, la cual atraviesa el septum de goma e indica la sobrepresion generada por el
biogas producido como se observa en la figura 2.2. Cada vez que se midi6 la presion se
realizdé un venteo para vaciar la presiébn acumulada en el reactor. La composicién del
biogas se analizé por cromatografia de gases, en un cromatografo Perkin EImer modelo
Clarus 500, la columna fue Perkin EImer modelo Elite GCGS Molesieve, 30 m, 0.53 mm
de didmetro, detector TCD a 200 °C y horno a 50 °C con un tiempo de corrida de 6
minutos. El indculo se mantuvo durante 10 dias a 38 °C para su desgasificacion, y asi
disminuir su influencia en la produccién de biogas durante el BMP, como se reporta en
la literatura [59,63,165].

Para calcular el volumen de biogas y de metano producidos se utilizaron las siguientes
ecuaciones reportadas previamente en la literatura [165].

En la ecuacion 1 se calcula el volumen de biogas producido a 0 °C y 1 atm de presioén,
donde Vbiogas_ste €S €l volumen de biogas producido, Vheadspace €S €l volumen vacio que
gueda en el reactor, Pheadspace €S la presion medida con el mandmetro, Psrp es la presion
en condiciones estandar 1013.25 mbar y Tsre €s latemperatura en condiciones estandar
273.15°K y T es la temperatura de la experimentacion en este caso 311.15 °K.

_ Pheadspace TSTP
(1) Vbiogas_STP = Vheadspace : P ' T
STP

37



Con el objetivo de tener una mayor precision en el contenido de metano del biogas es
necesario corregir el efecto del contenido de vapor de agua en el biogas el cual es
asumido que esta saturado en agua. En la ecuacion 2 se pasa el valor de CH4 en

condicion himeda a CH4 en condicion seca.

P
(2) %CH, dry = %CHy wet - <1 - = )
- - Pomp + Pheadspace

%CHa4 ary €S el porcentaje de metano en condiciones secas, %CHai wet €S €l porcentaje
de metano en condiciones humedas el cual se obtiene de la medicién en el cromatdgrafo
de gases. P.qp €s la presion del vapor de agua a la temperatura de 38 °C, este valor se
calcula utilizando la ecuacion de Antoine dando 65.50 mbar. Pamp €s la presién ambiental
gue en este caso es 1013.25 mbar debido a que la experimentacion se llevara a cabo a
nivel del mar.

En la ecuacion 3 se calcula el volumen de metano producido entre intervalos de venteo
el cual se denomina AVCHs. %CH4 dry curent €S €l volumen de metano en condiciones
secas al comienzo de un ciclo de venteo, %CHa ary previous €S €l volumen de metano en
condiciones secas al fin del ciclo de venteo.

TS TP

(3) AVCH4 = (Vheadspace ot Vbiogas_STP) : %CH4_dry_current - (Vheadspace ’

Tsrp )
T

T

. %CH4_dry_previous
En la ecuacion 4 se calcula la tasa de rendimiento de metano (Rcns) donde At es el
tiempo que transcurre entre venteos. La ecuacion 5 nos da el valor del volumen
acumulado de metano.

AVcha
At

(4) Rcpa =

n
(5) VCH4_cumulated = z AVCH4[

=1
Al finalizar la experimentacion se midié el pH, el potencial redox y los AGV por
cromatografia, el cromatdégrafo empleado fue Perkin Elmer modelo Clarus 500, la
columna Agilent J&W con 30 m de longitud y 0.32 mm de diametro, el método utilizado
comienza un 1 minuto con el horno a 100 °C, con una rampa de 10 °C/min hasta 150 °C
durante 4 minutos, a continuacion se incrementa la temperatura 10 °C/min hasta 180 °C
manteniéndose a esa temperatura 5 minutos y por Gltimo se aumenta la temperatura
hasta 230 °C a razon de 10 °C/min durante 5 minutos.
Al finalizar el ensayo se calculé el metano que quedo sin formarse en forma de DQO.
Es admitido que un 1 g/L de DQO produce alrededor de 350 mL de CH.[52]. Aplicando
la siguiente ecuacion se puede obtener el volumen de metano que no se generdy quedé
en forma de DQO [49].
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(6) VCH, (ml) = g DQOVve/L - Volumen del medio (L) - 350 mL CH4/g DQO

2.6 Ensayo BMP nejayote con CAG

Este ensayo se realiz6 empleando la misma metodologia que en el ensayo anterior. En
esta experimentacion ademas se afiadieron 3 g de CAG a tres reactores con in6culo y
se dej6é incubar durante 10 dias. Pasados los 10 dias se afiadi6 nejayote a estos
reactores y se prepararon el resto de reactores; tres solo con in6culo, tres con inéculo y
nejayote, tres con inéculo, nejayote y 3 g de CAG. Esto se realizé en condiciones
anaerdbicas en todo momento.
La nomenclatura asignada para los diferentes ensayos BMP fue la siguiente:

— N para los reactores con lodo y nejayote.

— NO para los reactores con lodo, nejayote y CAG.

— N10 para los reactores con lodo, nejayote y el in6culo incubado con el CAG 10

dias antes de afiadir el nejayote.

Figura 2.3. Reactores BMP con CAG en incubadora
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2.6.1 Identificacion molecular de comunidades de bacterias y arqueas en ensayo
BMP con CAG

2.6.1.1 Extraccion ADN y anélisis de las comunidades microbianas

Una vez terminado el ensayo BMP, en condiciones de anaerobiosis se extrajo el lodo y
el CAG de todos los reactores y se conservaron a -80°C [150]. El ADN metagendmico
fue extraido de cinco muestras. La nomenclatura empleada para la identificacion de las
muestras fue la siguiente:

— L paraellodo del reactor N.

— LO para el lodo del reactor NO.

— L1210 para el lodo del reactor N10.

— CO para la biopelicula formada en el CAG del reactor NO.

— C10 para la biopelicula formada en el CAG del reactor N10.
Se realizaron tres extracciones de cada muestra, las cuales se mezclaron antes de llevar
a cabo la secuenciacion. La extraccién de ADN se realiz6 con el kit ZymoBIOMICSTM
(Zymo Research, Irvine, CA, USA), siguiendo el protocolo del productor. La pastilla de
ADN fue resuspendida en 50 uL de buffer TE (10mM Tris-HCI (pH 8) y 1mM EDTA (pH
8)). La concentracion y pureza de ADN fue determinada en un espectrofotbmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Seattle, WA, USA). La relacién A260/280
fue siempre superior a 1.6 en todas las muestras, y la concentracién de ADN entre 50-
100 ng/L. Los iniciadores empleados para la amplificacién de la regidén génica 16S ADNr
(bacteria y arquea) fue el 341F y el 805R. EI ADN fue enviado a Macrogen Inc. (Sedl,
Korea) quien realizé la secuenciacion empleando la plataforma lllumina Miseq. MG
RAST fue el software empleado para el andlisis de las comunidades de bacterias y
arqueas a través de las bases de datos GREENGENES y RDP Il [166].

2.6.1.2 Microscopia electrénica de barrido

Se realizdé microscopia electronica de barrido para la observacion de las comunidades
microbianas adjuntas al CAG con el equipo SEM modelo JSM-6360LV, JEOL.
Previamente se fijaron las bacterias y arqueas a la superficie del CAG con una solucién
de glutaraldehido al 2.5 % en buffer de fosfatos, se dejaron durante 24 horas antes de
comenzar a lavar la muestra. Se realizaron 6 lavados con buffer de fosfatos y se
incubaron entre lavado y lavado durante 30 minutos en vacio a 4 °C. Se deshidrataron
las muestras con etanol al 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %, al igual

gue con los lavados de fosfatos se incubaron las muestras a 4 °C y en vacio. Se realizé
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un secado critico de las muestras 1,060 mbar y 33 °C. Antes de la visualizacion de las
muestras en el microscopio electrénico se aplicé una capa de oro micrométrica durante

45 segundos.

2.7 Reactores empleados

La digestion anaerobia se realiz6 en dos etapas, una primera etapa hidrolitica-
acidogénica empleando un APBR con y sin microaireacion y una segunda etapa

acetogénica-metanogénica en un UASB con y sin CAG.

2.7.1 Hidrélisis en APBR con y sin microaireacion

La nomenclatura asignada para los APBR hidroliticos con y sin microaireacion fue la
siguiente:
— RC para el APBR sin microaireacion.
— RM para el APBR con microaireacion.

Los reactores empleados (RC y RM) fueron de acrilico, cilindricos y con un volumen
total de 6.18 L, una altura de 21.6 cm y un diametro de 19.1 cm (figura 2.4). El volumen
de trabajo de ambos fue 4.1 L. Como material para el empacado se utilizaron anillos de
PVC con un diametro de 7.5 cm. Se colocé un plato de acrilico a 4.8 cm de altura con
agujeros unido a una malla de acero inoxidable 18x18 calibre 26 para que sirva de
soporte al material de empacado y para permitir la distribucion y retencion de sélidos.
Para la aspersién sobre el material empacado se coloc6 un rociador de bruma de una
sola cabeza con caudal ajustable. Se introdujo un sensor de potencial de oxidacion-
reduccién Hach Lange modelo MTC101 por la parte superior RC y RM. La temperatura
en ambos reactores fue controlada mediante un bafio termostatico LAUDA ALPHA RA
8. RC y RM fueron encamisados con fibra de poliéster y polietileno espumado para evitar
la pérdida de calor.

Para la inyeccion de aire en RM, se introdujo un tubo de plastico en forma de espiral con
agujeros desde la parte superior hasta el plato de acrilico. El tubo se conect6 a un
flujbmetro Hydra de acrilico con material de flota SS 304, material de guia SS 304 y
rango de flujo 0 a 3 L/min. Para controlar el volumen de aire inyectado en RM, se empled
una bomba de aire Resun AC-9602 con un flujo maximo de aire de 3.5 L/min, la cual
estaba conectada al flujometro mediante un tubo de pléstico. La bomba se conect6 a un

temporizador para regular la periodicidad de la microaireacion.

41



Se realizaron pruebas de estanqueidad en RC y RM para comprobar que los reactores
no tuvieran ningun tipo de fuga antes de empezar la experimentacion. Los reactores se
llenaron de agua durante 3 dias para comprobar que no tuvieran fugas de liquido y se
inyectd aire con una bomba para comprobar que no hubiera fugas de gas en la parte
superior del reactor.
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Figura 2.4. A) APBR vista frontal. B) APBR vista lateral
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Tanto en RC como en RM se introdujeron al inicio de la experimentacion 3.6 L de
nejayote y 0.5 L de ind6culo. ElI ensayo se realiz6 por cuadruplicado para cada
tratamiento. RC y RM trabajaron a 34+1 °C de temperatura como se recomienda en la
literatura para tener un buen rendimiento en la etapa hidrolitica sin un exceso de gasto
energético [167]. EL volumen de aire inyectado en RM fue 274 L aire /(kg ST-dia),
acorde a la literatura [13]. Se introdujo aire cada 2 horas y 40 minutos durante un tiempo
entre 6 y 9 minutos dependiendo de la cantidad de sélidos totales presentes en el
nejayote a tratar. Los parametros monitoreados y su frecuencia se observan en la tabla
2.2. La experimentacion se realizé durante cuatro dias, tiempo en el que se alcanzé la
maxima concentracion de AGV en la fase liquida y la mayor concentracion de hidrogeno
en la fase gaseosa tanto en RC como en RM. EIl descenso de estos parametros es el

indicador del fin de la etapa hidrolitica.

Tabla 2.2. Pard@metros analizados y métodos empleados en RC y RM

Fase Anélisis Frecuencia Método
pH Diaria Método Hach sension 156/54650-18
AGV Diaria Cromatografia de gases
Liquida Potencial oxidacion Diaria Hach Lange modelo MTC101
reduccion
Temperatura Diaria

Gas Caracterizacién del Diaria Cromatografia de gases

biogas
2.7.2 UASB

La nomenclatura asignada para los UASB con y sin CAG afiadido fue la siguiente:

— UASB control para el UASB sin CAG afadido.

— UASB DIET para el UASB con CAG afiadido.
Los 2 reactores UASB (UASB control y UASB DIET) fueron construidos en PVC con un
volumen de trabajo de 6.2 L, una altura de 72.5 cm y un didmetro de 10.14 cm en el
cilindro central, manteniéndose una buena relacién altura diametro como se indica en la
literatura [87]. Ambos reactores presentan dos reductores para favorecer la
sedimentacion y granulacion del indculo. Al UASB DIET, se le introdujeron 40 g/L de
CAG como soporte conductor como indica la literatura [151]. EI CAG se introdujo en una
bolsa de tela de malla de acero inoxidable 316 calibre 400x400 con un volumen de 487
cm?® para evitar que el CAG pueda llegar a la bomba peristaltica. En el interior del UASB

DIET se coloc6 una base para asentar la bolsa de tela de malla de acero con el CAG.
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Para controlar la temperatura de los reactores se empled un bafio termostatico LAUDA
ALPHA RA 8. Los reactores fueron encamisados con una fibra poliéster y polietileno
espumado para evitar la pérdida de calor. Previamente al arranque de los UASB se
realizaron pruebas de estanqueidad. Para ello se llenaron de agua durante 3 dias y asi
comprobar que no hubiera ninguna fuga de liquido. A continuacion, se introdujo aire en
el reactor para comprobar que no hubiera ninguna fuga de gas por la parte superior del

reactor.

2.7.2.1 Arranque del UASB control y UASB DIET

Las condiciones de temperatura y pH durante la puesta en marcha del reactor UASB
fueron 37°C y pH entre 6.3-7.8 con base a la literatura [88,168,169]. Se monitoreo la
alcalinidad y la relacion AGV/alcalinidad como recomienda Lopez y colaboradores [95].
La velocidad ascensional no fue superior a 1 m/h [88,98]. Se inici6 la recirculacion del
in6culo con agua residual sintética en proporciones 50/50. El porcentaje de SV del
inéculo fue 0.97%, lo que resulta en una biomasa inicial de 4.77 kg SSV/m®.
Posteriormente se fueron alimentando los reactores con agua residual sintética a
velocidades de carga organica de 1 a 5.5 kg DQO/(m?3.d) [97]. La carga masica inicial
fue 0.21 kg DQO/(kg SSV/dia).
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Figura 2.5. UASB
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La composicion del agua residual sintética inicial fue 15 g azucar, 1 g Na.COs, 1 g
NaHCOs, 0.2 g KH2PO4, 1 g &cido acético glacial, 1 g NH4CIl en 3100 ml de agua del
grifo [170]. Se considera que se ha alcanzado la estabilidad en el reactor cuando se
alcancen los valores establecidos por Alzate y colaboradores [171], concentracion de
AGV menor a 1.5 g/L, eliminacién de DQO superior al 50 % y contenido en metano del
biogas por encima del 50 %. Este procedimiento de aclimatacion se realiz6 tanto en el
UASB control como en el UASB DIET.

En la tabla 2.3 se muestra la los parametros analizados y la frecuencia de los andlisis

en los reactores UASB control y UASB DIET durante la fase de arranque.

Tabla 2.3. Parametros a analizar y métodos empleados en UASB control y UASB DIET

Fase Anélisis Frecuencia Método
pH Cada 2 dias Método Hach sension 156/54650-18
Temperatura Diario
DQO Cada 4 dias Colorimetro Hach DRB-890/8000
Liquida AGV Cada 2 dias Cromatografia de gases
NT Semanal Colorimetro Hach DRB-890/10072
PO4* Semanal Colorimetro Hach DRB-890/8151
Alcalinidad Cada 2 dias [164]
Gas Flujo biogas Cada 2 dias Gasbémetro
Caracterizacién Cada 2 dias Cromatografia de gases
del biogas

2.7.3 Acoplamiento de APBR con microaireacion con UASB control y UASB DIET

En base a los resultados mostrados en el epigrafe 3.6 se emple6 en el acoplamiento
reactores APBR con microaireacion. La nomenclatura para definir los reactores
empleados en la digestion anaerobia en dos etapas es la siguiente:

— APBR control es el APBR con microaireacion conectado al UASB control.

— APBR DIET es el APBR con microaireacion conectado al UASB DIET.

— UASB control es el UASB sin CAG conectado al APBR control.

— UASB DIET es el UASB con CAG conectado al APBR DIET.
Cuando se haga referencia al proceso global del conjunto de dos reactores, se
denominaran de la siguiente manera:

— Proceso control es la unién de APBR control+UASB control.

— Proceso DIET es la union de APBR DIET+UASB DIET.
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La conexién de los reactores APBR con los reactores UASB se realiz a las 24 horas
de iniciar la hidrolisis del nejayote en el APBR cuando se alcanzé la concentracion
méxima de AGV en los resultados presentados en el epigrafe 3.6. La velocidad de carga
organica empleada en la experimentacion fue 4.2 kg DQO/(m3-dia) acorde a los
resultados obtenidos en el epigrafe 3.7.

Se realiz6é el monitoreo de diferentes parametros para los reactores APBR y UASB. En
la tabla 2.4 se pueden observar los parametros y la frecuencia.

Tabla 2.4. Parametros analizados, frecuencia y métodos empleados en los reactores APBR y
UASB acoplados

Fase Anélisis Frecuencia Método Reactor

pH Diaria Método Hach sension APBR y UASB
156/54650-18
Temperatura Diaria APBR y UASB
Liquida DQO Diaria Colorimetro Hach DRB-  APBR y UASB
890/8000
AGV Diaria Cromatografia de gases ~ APBR y UASB
Flujo de biogas Diaria Gasbémetro UASB
Gas Caracterizacién Diaria Cromatografia de gases = UASB y APBR
biogas

2.7.3.1 Identificacion molecular de comunidades bacterianas en los reactores
UASB control y UASB DIET acoplados

2.7.3.1.1 Extraccion ADN y analisis de las comunidades microbianas

Alfinalizar el ensayo de digestion anaerobia en dos etapas se realiz6 extracciéon de ADN
de diferentes muestras. La nomenclatura utilizada para identificar las muestras fue la
siguiente:

— L UASB control para el lodo del UASB control.

— L UASB DIET para el lodo del UASB DIET.

— B acero para la biopelicula formada en la bolsa de tela de malla acero.

— B CAG para la biopelicula formada en el CAG.
De cada muestra se realizaron tres extracciones para garantizar la representatividad del
andlisis. Las extracciones se realizaron mediante la metodologia anteriormente descrita
en el epigrafe 2.7.1. EI ADN fue enviado para su secuenciaciéon a RTL genomics (Texas,

Estados Unidos), esta fue realizada empleando la plataforma Illlumina Miseq. El software
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empleado para el andlisis de los datos obtenidos fue Galaxy y la base de datos
consultada fue del centro nacional de informacion biotecnoldgica (NCBI por sus siglas
en inglés). Se realizé un analisis de componentes principales con el software NTSYS
[172].
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion fisicoquimica del nejayote e in6culo

En la tabla 3.1 se muestran los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del
nejayote, comparados con los resultados obtenidos en otros estudios. Al tratarse de un
agua residual que puede provenir de un proceso industrial o bien de un proceso mas
artesanal, los cudles no se realizan siempre del mismo modo, el nejayote presenta una
elevada heterogeneidad en los resultados de su composicién, como se ve en la gran
mayoria de los parametros. En el estudio de Ibarra-Mendivil y colaboradores [173] se
emplearon diferentes concentraciones de cal de 0 %, 0.5 %y 1 % para la nixtamalizacién
y se obtuvieron valores de pH de 4.75, 7.72 y 11.01 respectivamente. Pequefias
modificaciones en proporciones de cal, tiempos de coccién y reposo, diferentes
variedades de maiz pueden dar lugar a variaciones notables en la composicion del

nejayote.

Tabla 3.1. Composicién fisicoquimica del nejayote

Parametro Resultado_s este Resultado_s otros Referencia
estudio estudios
pH 9.2+0.1 6.3-12 [1,4,5,26,27,174,175]
DQO (mg/L) 15,433+826 3,430-40,058 [4,26,27,174,175]
N-NHs (mg/L) 4.65+0.05 2 [27]
NT (mg/L) 95.33+3.7 209-440 [26,27,32,175]
S04 (mg/L) 22.5+2.5 13-229 [27,175]
PO+ (mg/L) 58.75+1.25 6.4-1,321 [26,27,32,175]
( rﬁ'gcggggiﬂ_) 1,799+116 1,020-5,768 [4,32,175,176]
SST (mg/L) 2,676+512 1,810-8,340 [1,4,176]
ST% 1.22+0.005 0.34-3 [4,27,32,174]
SV% 0.84+0.005 0.24-1.55 [27,174]

El pH del nejayote medido en la industria harinera fue de 9.2+0.1, pero una vez
transportado y almacenado en recipientes de 20 L, el pH se acidific a valores de 5.83.
En la caracterizacion del nejayote de Rosentrater y colaboradores [5] el valor de pH fue
6.3, las razones que dan para este valor bajo de pH son una posible pérdida de la cal

durante el proceso de lavado y la actividad microbiana, lo cual concuerda con el valor
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de alcalinidad 1,799+116 mg CaCOs/L reportado en este estudio, comparado con los
valores reportados en otros estudios entre 1,020 y 5,768 mg CaCOs/L [4,32,175,176].
Lépez y colaboradores [95] demuestran en su estudio que la alcalinidad aporta
estabilidad en el proceso de digestion anaerobia al neutralizar los acidos que se forman.
Debido a la continua produccion de AGV en un proceso de digestién anaerobia es
necesaria la presencia de alcalinidad en el reactor para mantener el pH en valores
adecuados para el desarrollo correcto del proceso de digestion anaerobia [177]. Souza
y colaboradores [178] reportaron que una relacion alcalinidad/DQO inferior a 0.5
produce un descenso del pH a valores inferiores a 6.5, produciéndose la inhibicion de
la metanogénesis en el reactor anaerobio.

El valor de DQO de este estudio fue 15,433+826 mg/L, el cual esta dentro de los valores
observados en los diferentes estudios [1,4,5,26,27,174]. La DQO proviene
fundamentalmente del tejido de pericarpio del maiz desprendido en el proceso de
nixtamalizacién [179]. El contenido en nitrégeno total (NT) fue 95.3+3.7 mg/L menor que
en la composicion analizada en otros estudios [26,27], los valores bajos de NT se
explican por el bajo contenido en proteinas en el nejayote [1,5]. Concentraciones de NT
entre 1,700y 14,000 mg/L causan una reduccion del 50 % de la produccién de metano
[180]. Ademas, valores superiores de NT a 1,000 mg/L dan lugar a un mal desarrollo de
los granulos en reactores UASB [181]. Por otro lado, el nitrdgeno total es un nutriente
necesario para el buen rendimiento de un reactor anaerobio, concentraciones inferiores
a 300 mg/L reducen el crecimiento de las bacterias [181]. La concentracién de NT del
nejayote empleado fue 95.33+3.7 mg/L pudiendo tener efectos negativos en el
desarrollo de la comunidad bacteriana.

El contenido en sulfatos puede dar lugar a la competencia entre arqueas metanogénicas
y bacterias sulfatorreductoras. Una relacion DQO/SO., de 0.67 favorece la
sulfatorreduccion e inhibe completamente la metanogénesis [182]. Cuando la relacién
DQO/S0O, es 2 las bacterias sulfatorreductoras y arqueas metanogénicas aceptan la
mitad de los electrones cada una. En cambio, cuando la relacion DQO/SO4 alcanza un
valor de 10 la metanogénesis se ve favorecida aceptando las arqgueas metanogénicas
el 94% de los electrones [137]. La relacion DQO/SO, en este estudio fue 686, por lo que
la presencia de sulfatorreductoras y posibles efectos de inhibicién en el proceso de
digestion anaerobia debido a los subproductos generados por las mismas fueron
inexistentes. Li y colaboradores [138] realizaron un estudio con una relacion DQO/SO,4
1.2, reportaron que la cinética en el transporte de electrones entre bacterias
exoelectrogénicas y metanogénicas en un reactor DIET, empleando como soporte
conductor acero inoxidable, es 108 veces superior a la transferencia de electrones entre

especies a través de hidrogeno en las sulfatorreductoras. La presencia de un material
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conductor da ventaja cinética a la relacion sintrofica entre bacterias exoelectrogénicas y
arqueas metanogénicas frente a las bacterias sulfatorreductoras en su competencia por
los electrones, prevaleciendo la metanogénesis a través de DIET sobre la
sulfatorreduccion [138].

Los porcentajes tanto en SV y ST se encuentran dentro de lo referenciado en la tabla
3.1., con valores de 0.84+0.005 % SV y 1.22+0.005 % ST. El contenido en SV describe
el contenido de materia organica presente en el residuo [52]. Por lo tanto, valores bajos
en el porcentaje de SV, dan lugar a menores volimenes en la produccién de metano
por volumen de nejayote empleado. La relacion SV/ST representa la parte aprovechable
de los ST por las bacterias para la generaciéon de metano. Un valor lo mas cercano a 1

en la relacion SV/ST, es deseable para la produccion de metano [183].

Tabla 3.2 Caracteristicas in6culo.

Parametro Resultado
Alcalinidad mgCaCOs/L 1,652+147
ST% 4.62+0.1
SF% 2.1+0.1
SV% 2.52+0.1
SVIST 0.55+0.1

En la tabla 3.2 se pueden observar los parametros del inéculo. El indculo presenta una
alcalinidad de 1,652+147 mg CaCOg/L, este aporte de alcalinidad al medio amortiguara
procesos de acidificacion que se producen durante la digestion anaerobia debido a la
formacion de AGV [184]. El aporte de alcalinidad del in6culo reduce el valor en la
relacion AGV/alcalinidad, recomendandose valores inferiores a 0.5 para el buen
desempefio del proceso de digestién anaerobia [95]. El porcentaje en SV del indculo es
2.52+0.1, con este porcentaje se alcanzara una concentracion entre 10 y 20 kg SSV/m?

en los reactores UASB como propone Lettinga y colaboradores [185].

3.2. Caracterizacién carb6n activado granulado

Los resultados de la caracterizacion del CAG de coco mostraron una conductividad de
3,689+145 uS/cm. Esta conductividad es un poco mas elevada que lo reportado por Liu
y colaboradores [19] 3,000+327 uS/cm para CAG de turbera. En la tabla 3.3 se puede
observar como la conductividad de diferentes materiales de carbono es muy variable, el

mismo biochar es reportado con conductividades muy bajas de 4.33 uS/cm y elevadas
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10,300 pS/cm. Cabe destacar la conductividad presentada por la tela de carbono de
4°350,000 puS/cm, a la vez que el pilus de Geobacter metallirreducens tiene dos 6rdenes

de magnitud superior a la propia tela de carbono la cual presenta una alta conductividad.

Tabla 3.3 Conductividad de diferentes materiales y pili

Material Conductividad (uS/cm) Referencia
CAG 3,689 Estudio
CAG 3,000 [19]
Magnetita 160 [186]
Acero inoxidable 667 [138]
Biochar 4.33 [20]
Nanotubo de carbono >100 [147]
Biochar 10,300 [187]
Tela de carbono 4°350,000 [152]
Pilus Geobacter sulfurreducens 51,000 [123]
Pilus Geobacter metallirreducens 277°000,000 [128]
Pilus Geobacter uraniirreducens 300 [127]

Sin embargo, a pesar de la baja conductividad del biochar, este ha demostrado ser casi
tan efectivo como el CAG en el incremento de la cinética del DIET en cocultivos de
Methanosarcina barkeri y Geobacter Metallireducens [20].

Por otro lado, los materiales conductores tienen un efecto positivo en el lodo en
suspension de los reactores. Li y colaboradores [138] registraron una conductividad de
5.3 uS/cm para el lodo de un reactor UASB, en cambio el mismo lodo en un reactor
UASB con acero inoxidable como material conductor, el valor de conductividad ascendid
a 17.9 uS/cm. Este mismo efecto en el lodo en suspensién en un reactor UASB fue
encontrado en el estudio de Lei y colaboradores [152], la conductividad del lodo en el
reactor con material conductor (tela de carbono) fue 9.77 uS/cmy en el lodo del reactor

UASB sin material conductor fue 5.47 uS/cm.
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3.3. Ensayo BMP nejayote

3.3.1. Rendimiento de metano diario

La figura 3.1 muestra el rendimiento de metano diario. Se puede observar que el
rendimiento de metano fue inferior a 10 L CH4/ (kg SV-dia) durante los 4 primeros dias.
Este menor rendimiento inicial de metano en los 4 primeros dias concuerda con otros
ensayos de BMP (tabla 3.5) [165,188,189], en los cuales esta fase de latencia (menor
rendimiento de metano) tuvo una duracion entre 2 y 4 dias para diferentes tipos de
sustratos, aguas residuales de industrias alimentarias, diferentes tipos de estiércol de

animal, hasta residuos con elevado porcentaje ST (89.9 %) como la cascara de cacao.
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Figura 3.1.BMP Rendimiento de metano diario de nejayote

Aproximadamente el 85 % de metano fue generado entre los dias 5 y 18 del ensayo
BMP de nejayote. Esto coincide con otros estudios [165,188,190], en los que
aproximadamente un 85 % de su produccién de metano se genera desde los dias 2 a 4
hasta los dias 12 y 20. En ese periodo se consume practicamente toda la materia
organica accesible a las bacterias. En el presente estudio entre los dias 5 y 18 las
producciones varian entre 10 y 20 L CH./(kg SV-dia) exceptuando el dia 6 que baja a
8.13 L CH4/(kg SV-dia) y el dia 8 que se da el maximo de produccion 27.66+9.91 L
CHo./(kg SV-dia).
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3.3.2. Rendimientos de metano acumulados de nejayote, inéculo y nejayote
corregido

En la figura 3.2 se analizan los rendimientos de metano acumulados para el in6culo, el
nejayote y el nejayote menos lo producido por el inéculo (nejayote corregido). En la
gréfica se constata que la desgasificacion durante 7 dias redujo el rendimiento de
metano del in6culo a 10.85+0.79 L CH4/kg SV. El rendimiento de metano del in6culo en
los reactores con nejayote se estim6 en 4.38+0.79 L CHa4/kg SV representando un 0.01
% del total. Esta pequefa influencia del in6culo se constata en la figura 3.2, en la que
no se aprecian diferencias entre los rendimientos de metano del nejayote y del nejayote
corregido. El rendimiento de metano acumulado en el nejayote fue 318127 L CHa/kg SV
y en el nejayote corregido 314+27 L CH./kg SV. A partir del dia 19 la curva presenta un
comportamiento asintético, representando el rendimiento de metano desde el dia 19 al

30 de experimentacion un 0.07 % del total.
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Figura 3.2. Ensayo BMP Rendimiento de metano acumulado

En la tabla 3.4 se compara el resultado obtenido en el ensayo BMP de este estudio con
los resultados que se alcanzaron en otros estudios previos. El rendimiento de metano
medio de las aguas residuales reportadas en la tabla 3.4 fue 345+90 L CH4kg SV
[61,188]. El agua residual de la industria de queso alcanzé el valor mas elevado con 461
LCH./kg SV y el estiércol liquido de cerdo el m&s bajo con 99 L CH./kg SV.

53



Tabla 3.4 Comparativa de resultados obtenidos en diferentes ensayos BMP

Relacién . Rendimiento
r\elg(l:ltjg:e(ﬂ) Sustrato SVinéculo/ SV% T(lggsp)o (L CH4«/kg  Referencia
SVsustrato SV)
0.1 Nejayote 7 08 30 314 Este
estudio
05 Estiércol liquido 2 4.2 30 99 [188]
cerdo
0.5 Agua residual 2 6.7 30 242 [188]
urbana
0.5 Agua residual 2 7.6 30 461 [188]
industria queso
Agua residual
0.5 celulosa 2 7.8 21 332 [61]
microcristalina
0.5 Estiércol vaca 2 10.2 45 204 [189]
0.25 Estiercol de 1.87 11.9 35 262 [165]
vaca
0.5 Fango seco 2 14.9 30 46 [63]
0.5 Residuos 2 181 30 403 [188]
matadero
0.5 Estiércol 2 186 45 155 [189]
caballo
1 Estiércol pollo 2 19.1 28 359 [183]
Residuos
0.5 comida 2 19.9 30 419 [188]
domeéstica
0.5 Estiércol cerdo 2 26.9 45 323 [189]
1 Residuos 2 276 45 435 [191]
pescado
0.25 Posos de café 15 40 35 338 [165]
0.5 Estiércol pollo 2 47.5 45 259 [189]
0.5 Estiércol cabra 2 64.2 45 159 [189]
0.25 Céscara cacao 1.85 82.3 35 259 [165]
1 Residuos maiz 2 85.2 28 311 [183]
0.5 Celulosa 2 96.1 30 408 [63]

microcristalina
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El valor promedio en el rendimiento de metano de los ensayos BMP reportados de la
tabla 3.4 [61,63,165,183,188,189,191] fue 289+114 L CH./kg SV y el rendimiento de

metano para el nejayote fue 314+27 L CH4/kg SV, siendo superior al promedio.

3.3.3. pH, AGV y alcalinidad

Al finalizar el BMP se midi6 el pH de todos los reactores, la concentracion de AGV y la
alcalinidad. La tabla 3.5 muestra un pH final del ensayo BMP de 7.26+0.02, se encuentra
dentro del rango 6.8-7.5 como recomienda la literatura [89,94]. La alcalinidad tanto de
los reactores in6culo como de los reactores nejayote aumenté. EI CO, producido durante
la digestion anaerobia reacciona con el agua presente en el reactor para formar acido
carbonico (H.COs3), este se transforma en bicarbonato (HCOj3') elevandose asi la
alcalinidad del medio [95]. La relacion AGV/alcalinidad tanto en los reactores indculo
como en los reactores nejayote fue menor a 0.1. En la digestiobn anaerobia se
recomiendan valores inferiores a 0.5, cuando sobrepasa 0.5 se produce la acidificacion
del medio e inhibicién de la metanogénesis [95]. Al finalizar el ensayo la concentracion
de AGV en los reactores nejayote fue 340+68 mg/L. 1 g/L de DQO produce alrededor
de 350 mL de CH4 [52]. Aplicando la ecuacion (6) [49]:

VCH, (ml) = 0.34 g DQOVeA/L * 0.055 L (Vimedio) * 350 ML CHa/g DQO = 6.54 mL CHa

Por lo tanto, 6.54 mL CH4 (2 %) no se generaron y quedaron en forma de AGV

Tabla3.5. pH, AGV y alcalinidad después del ensayo BMP

Alcalinidad .
Reactores pH (MgCaCoy/L) AGV (mg/L) AGV/alcalinidad
In6culo 8.23+0.02 10,725+235 921+310 0.09
Nejayote 7.26+0.02 5,491+77 340168 0.06

3.4. Ensayo BMP nejayote con CAG

3.4.1. Rendimiento de metano diario N, NO y N10

En las figuras 3.3 y 3.4 se pueden observar los efectos en el BMP del CAG y de incubar
el indculo con el CAG previamente. Los picos de rendimiento de metano se produjeron
en N, NO y N10 el tercer dia de ensayo con valores de 39, 46 y 45 L CH./(kg SV-dia)

respectivamente. Como muestra la figura 3.3, la primera diferencia significativa entre los
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reactores N10 vy, los reactores N y NO se produce en el quinto dia del ensayo (t-student
P<0.05). El rendimiento de metano en los reactores N10 fue 26 L CH4/(kg SV-dia)
mientras los reactores NO y N produjeron 17 y 10 L CH4/(kg SV-dia) respectivamente.
DIET o IHT ocurre en el Gltimo paso del proceso de digestién anaerobia, la presencia de
CAG promueve el DIET en lugar de IHT en los reactores NO y N10. Los compuestos que
pueden ser oxidados por las bacterias exoelectrogénicas son alcoholes y AGV. Cuando
estos compuestos estan disponibles se estimula la produccion de metano en los
reactores NO y N10 a través del DIET, se pueden observar diferencias significativas (t-
student P<0.05) entre los reactores con materiales conductores y los que no presentan
materiales conductores. Como muestra la figura 3.3, desde el décimo dia hasta el
decimoquinto dia de experimentacion, los rendimientos de metano en NO y N10 fueron
consistentemente superiores a 10 L CH./(kg SV-dia) mientras el rendimiento de metano
de N fue siempre inferior a 10 L CH./(kg SV-dia). Durante este mismo periodo se llegaron
a alcanzar valores de rendimiento de metano mayores a 22 L CH4/(kg SV-dia) tanto en
NO como en N10, por otra parte N nunca obtuvo valores por encima de 10 L CH4/(kg
SV.dia).
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Figura 3.3 Rendimiento de metano diario BMP con CAG

En estudios anteriores [148,149] se ha reportado diferencias en el rendimiento de
metano desde el tercer dia de experimentacion, pero los sustratos que empleaban eran
etanol y glucosa, no un sustrato organico complejo como el nejayote. DIET afecta en la
etapa de la metanogénesis, siendo una via alternativa al transporte de electrones

mediante hidrégeno realizado por las bacterias hidrogenotroficas. Hasta la fecha solo se
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conoce que mediante DIET se pueden oxidar algunos alcoholes y AGV [19,117,145]
para la reduccion de CO, a CH4. En este estudio el CAG sirve como conductor de
electrones para acelerar la conversion sintrofica de alcoholes y AGV a metano. Se
requiere un eficiente mecanismo de intercambio de electrones con una produccién y
consumo de los mismos para descomponer residuos organicos complejos [141].

El hecho de que las diferencias en el rendimiento de metano, entre los BMP con material
conductor y sin material conductor, sean més tardias en este estudio, es debido a que
DIET tiene un efecto mas notable cuando las concentraciones de AGV son elevadas
produciéndose una degradacién mas rapida y evitando la acumulacion de los mismos
[121,150,153]. La mayor velocidad de degradacion y por ende menor acumulacion de
AGYV se debe a la diferencia en la velocidad de transporte de electrones entre DIET y el
transporte por moléculas de hidrégeno, se ha reportado una ventaja en la cinética en la

metanogénesis de 108 veces con DIET [138].
3.4.2. Rendimiento de metano acumulado N, NO y N10

En la figura 3.4 se aprecia claramente diferencias significativas (t-student P<0.05) en los
rendimientos acumulados de metano entre N, NO y N10. Los rendimientos finales de
metano para N, NO y N10 alcanzaron valores de 222+23 L CH4/kg SV, 297+10 L CH4/kg
SV y 342129 L CH4/kg SV respectivamente. El rendimiento de metano de NO fue 34%
mayor que la de N, aunque la gran diferencia se produjo entre N y N10, incrementando

este Ultimo hasta un 54 %.
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Figura 3.4 Rendimiento de metano acumulado BMP con CAG
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Adicionalmente, los resultados muestran que el rendimiento de metano de N10 fue un
15 % superior al de NO, esto es debido a la formacion de la biopelicula y desarrollo de
microorganismos con capacidad de realizar DIET en el CAG previamente a la adicion
del nejayote.

3.4.3. Concentracién de metano N, NOy N10

Como ilustra la figura 3.5 la primera diferencia en la composicién del biogas aparece el
sexto dia de experimentacion. La concentracion de metano registrada fue un 5 %
superior para N10 en relaciéon con NO y N. Esta diferencia se mantuvo constante a lo
largo de todo el periodo de experimentacion para N10 y NO.

Entre los dias 11 y 18 del ensayo la composicion del biogas de NO fue un 5% mas rica
en metano que N. A su vez, la concentracion de metano en el biogas para N10 fue un
10 % més elevada que N. La maxima concentracion de metano fue alcanzada al
decimoquinto dia con valore de 64 %, 71 %y 77 % para N, NO y N10 respectivamente.
Después del decimoctavo dia de ensayo no hubo mas produccion de biogés por lo que

la composicién del mismo se mantuvo estable.
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Figura 3.5 Concentracién de metano ensayo BMP con CAG

3.4.4. Procesos batch con material conductor

El porcentaje en el incremento del rendimiento de metano producido en este estudio
esta en concordancia con estudios previos reportados en la tabla 3.6. La introduccién

de materiales conductores en procesos batch supuso un aumento entre el 17 % y 86 %
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en los estudios de la tabla 3.6 El estudio de Dang y colaboradores [153] reporta un
incremento del 865 % y 1,685 % debido a la acumulacion de AGV y consecuente
inhibicién de la metanogénesis en los reactores sin material conductor afiadido. El
aumento registrado en este estudio del 54 %, cuando se desarrolla la biopelicula
previamente, y 34 % sin la formacion previa de la misma, esta dentro del rango de los
ensayos BMP en los que no se produce inhibicion por acumulacion de AGV.

Tabla 3.6. Procesos de digestion anaerobia (batch) con material conductor

Material Incremento Tiempo
Volumen(ml) Fuente de carbono rendimiento . . P , Referencia
conductor digestion(dias)
metano (%)
Este
12 Nej A 4
0 ejayote CAG 5 30 estudio
250 Etanol Grafeno 25 12 [148]
500 ARS CAG 86 43 [144]
120 ARS Magnetita 32 20 [21]
Fraccion orgdnica
2,000 seca residuos solidos CAG *1,685 120 [153]
urbanos
Fraccion orgdnica Tela
2,000 seca residuos solidos *865 140 [153]
carbono
urbanos
250 Glucosa Grafeno 51 15 [149]
250 Lodo planta CAG 17 20 [141]

tratamiento

*Inhibicién en la metanogénesis.

3.4.5. pHy potencial oxidacion reduccién

Al finalizar el ensayo BMP el contenido de los diferentes reactores fue analizado para
los pardmetros pH y el potencial de oxidacién reduccién. No hubo diferencias
significativas en los valores de pH en los tres ensayos, los resultados obtenidos fueron
7.27+0.07, 7.20 £0.03 y 7.27+£0.02 para N, NO y N10 respectivamente. El potencial
oxidacion-reduccion presente en cada uno de los reactores presentd unos valores de -
222 mV, - 466 mV y - 471 mV para N, NO y N10. Un potencial adecuado para la
realizacién de metanogénesis es por debajo de -200 mV [192]. En el ensayo BMP con
CAG todos ellos estuvieron por debajo de este valor por lo que en todos hubo generacion
de metano. Al afadir CAG se genera una atmosfera mas reductora, esto concuerda con
el estudio realizado por Salvador y colaboradores [193], el cual introdujo nanotubos de

carbono observando coémo estos disminuian el potencial redox del medio. En ese mismo
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estudio se evaluo el efecto al aumentar la concentracién de nanotubos de carbono de
0.5 g/L a 5 g/L, disminuyendo el potencial redox de -335 mV a -381 mV en un medio
abidtico con H./CO.. La energia (ATP) que puede emplear un microorganismo para un
proceso metabdlico es directamente proporcional a la diferencia de potencial de energia
(AE®) entre el dador y aceptor de electrones [194]. Por lo que un ambiente mas reductor
puede promocionar una mayor donacion de electrones, dandose una mayor fuerza
termodindmica para un ataque electrofilico con el aumento del proceso reductor de las
bacterias metanogénicas favoreciendo la reduccién de CO, a CH4 [195]. Esta reportado
en la literatura que cuando se aplica un potencial a un reactor metanogénico, se reduce
el potencial de oxidacién-reduccion de valores en torno a -250 mV a valores inferiores a
-450 mV incrementandose la degradacion de DQO y el rendimiento de metano
[195,196]. En este potencial de oxidacion reduccion se genera una mayor cantidad de
hidrégeno el cual puede servir para la reduccion de CO; a CH4[196-198]. En este estudio
la disminucién del potencial de oxidacién reduccién no se produce por la aplicacion de
un potencial eléctrico sino por la presencia del CAG.

Se evidencia que un potencial de oxidacion reduccion bajo, estimula la relacion sintréfica
entre las bacterias exoelectrogénicas y las metanogénicas electrotréficas, generando un
incremento en los niveles de concentracién de metano como se puede observar en la
figura 3.5. Un estudio previo observé que un cultivo puro de metanogénicas con
materiales de carbono tuvo unos rendimientos superiores en la produccion de metano
gue el mismo cultivo pero sin material de carbono afiadido, debido a una disminucién
del potencial de oxidacién-reduccion [193]. Esto demuestra que en ausencia de
bacterias exoelectrogénicas, con la capacidad para enviar electrones a las arqueas
metanogénicas a través de DIET, el rendimiento de metano se incrementa debido a la
reduccién del potencial de oxidacién-reduccion. La reduccién del potencial de oxidacion-
reduccién a valores menores de -450 mV provoca un incremento en la poblacién de
metanogénicas hidrogenotroficas como demostrd Hirano y colaboradores [192]. Este
cambio poblacional se debe a un menor requerimiento de energia por parte de las
metanogénicas para realizar un ataque electrofilico y reducir el diéxido de carbono a
metano.

El CAG tiene un doble efecto en la mejora de la metanogénesis, provee de la capacidad
para conducir los electrones entre los microorganismos a través del DIET y crea una
atmoésfera mas reductora para una mayor eficiencia en la metanogénesis,

favoreciéndose un incremento en el rendimiento de metano.
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3.4.6. AGVy DQO

La concentracion final de AGV presente en los diferentes reactores N, NO 'y N10 fue 293,
139y 109 mg/L respectivamente. La composicion de AGV estuvo formada por 203 mg/L
de &cido acético y 90 mg/L de acido butirico en los reactores N. Sin embargo, en los
ensayos NO y N10 la composicion de AGV solo tuvo presencia de acido acético. La
concentracion de DQO fue superior en los reactores N que en NO y N10 presentando
valores de 532+10 mg/L, 307+21 mg/L y 218+14 mg/L respectivamente. Este hecho
explica parte de la diferencia en la produccion de metano acumulada. La concentracion
total de AGV fue mas del doble para los reactores N que en los reactores NO y N10, lo
cual en parte puede explicar la diferencia entre los potenciales de biometanizacion
obtenidos en los ensayos, aunque no es suficiente para la diferencia total mostrada al
final del ensayo. Estas diferencias en los rendimientos de metano pueden ser debidas
a la presencia de materia organica remanente la cual no ha sido aun transformada a

AGYV en los reactores N.

3.4.7 Identificacién molecular de comunidades de bacterias y arqgueas

3.4.7.1. Analisis a nivel de filo y género de bacterias

Como se puede apreciar en la figura 3.6, los principales filos en todas las muestras

fueron Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria.
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j:i 6 B Bacteroidetes
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‘s Firmicutes
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0 B Bacteria sin clasificar
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Figura 3.6. Abundancia relativa de los filos de las bacterias. Lodo del reactor control (L), lodo del
reactor con CAG (LO), lodo del reactor con biopelicula desarrollada en el CAG antes de realizar
el ensayo BMP (L10), biopelicula del CAG del reactor con CAG (CO0), y biopelicula CAG del

reactor con biopelicula desarrollada en el CAG antes de realizar el ensayo BMP (C10).
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Firmicutes fue el filo con mayor abundancia en la muestra L, comprendiendo
aproximadamente el 50 % del total de la comunidad bacteriana. La presencia de
Firmicutes en las muestras de lodo LO y L10 se redujo a un 26 % y 25 % respectivamente
del total de las bacterias. Este porcentaje de Firmicutes desciende a valores de 15 %y
16 % en la biopelicula formada en las muestras CO y C10 respectivamente.

Por el contrario, Bacteroidetes sigue una tendencia opuesta a Firmicutes. En las
biopeliculas formadas en el carbén Bacteroidetes tuvo la mayor abundancia, alcanzando
valores de 48 % en CO y 43 % en C10. Mientras en la muestra L, Bacteroidetes
representaba un 18 % de la comunidad bacteriana. Las bacterias pertenecientes al filo
Proteobacteria presentaron diferente abundancia en las distintas muestras. Este filo fue
detectado con una representacion del 17 % de la comunidad bacteriana en la muestra
C10. Sin embargo, Proteobacteria en otras muestras nunca a tener una abundancia del
10 % de la poblacion.

La figura 3.7 muestra la clasificacién de las bacterias a nivel de género. Clostridium,
bacteria anaerobia fermentativa fue altamente desarrollada en L, comprendiendo el 46
% de la comunidad bacteriana, mientras que su abundancia en LO y L10 fue menor al
21 %, y su porcentaje en la biopelicula desarrollada en CO y C10 fue el 7 % de la
comunidad bacteriana.

Parabacteroides fue desarrollada en las biopeliculas y lodos de los reactors con CAG
con una abundancia relativa del 8 %, 13 %, 12 % y 14 % para LO, L10, CO y C10
respectivamente; aungue su presencia no fue detectada en L. Parabacteroides tiene la
capacidad de producir AGV como producto final de fermentacién. Estos AGV generados
por el proceso de fermentacion pueden ser oxidados por bacterias exoelectrogénicas.
El género Parabacteroides tiene la capacidad de transformar polisacaridos en acetato
[199]. En este estudio la principal funcion de estas bacterias fermentativas, fue convertir
la materia organica en compuestos mas sencillos. Estos compuestos fueron oxidados
por las bacterias exoelectrogénicas en el proceso DIET. Nuestra hipé6tesis es que
Parabacteroides jugd un papel importante en el DIET, produciendo los AGV requeridos
por las bacterias exoelectrogénicas, para degradarlos, y donar los electrones a las
metanogénicas electrotréficas, y asi estas poder reducir el diéxido de carbono a metano.
El crecimiento de Parabacteroides ha sido reportado en celdas de combustible
microbianas [200], asumiendo el mismo rol que nosotros proponemos en este estudio.
Adicionalmente, un enriguecimiento de este género ha sido reportado en otros estudios,
tanto de celdas de combustible microbiana [186] como en celdas de electrolisis
microbiana [201]. Aunque su presencia no ha sido reportada en estudios relacionados

con la estimulacion del DIET en digestion anaerobia. Este hecho se debe a que la
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mayoria de los estudios emplean aguas residuales sintéticas facilmente degradables.
Una de las dificultades previamente detectadas en el DIET fue la hidrélisis y
acidogénesis [151]. Un mal desempefio en estas etapas limita las concentraciones de
alcoholes y AGV que son requeridas para tomar la ventaja del DIET, con respecto al
transporte de electrones realizado por moléculas de hidrégeno [151]. El crecimiento de
Parabacteroides en el material conductor agregado a los reactores, facilito de manera
significativa la resolucién de este problema, generando la crucial fuente de carbono
necesaria para las bacterias exoelectrogénicas.
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Figura 3.7. Estructura de las comunidades de bacterias (A) y arquea (B) a nivel de género. Lodo
del reactor control (L), lodo del reactor con CAG (L0O), lodo del reactor con biopelicula desarrollada
en el CAG antes de realizar el ensayo BMP (L10), biopelicula del CAG del reactor con CAG (C0),
y biopelicula CAG del reactor con biopelicula desarrollada en el CAG antes de realizar el ensayo
BMP (C10).
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La superficie del CAG fue enriquecida con diferentes bacterias electroactivas;
Geobacter, Bacteroides y Syntrophomonas. Todos estos géneros han sido reconocidos
como donadores de electrones en DIET [118,152]. Geobacter es una bacteria
exoelectrogenica ampliamente aceptada como participante exoelectrogénico en DIET
[122], su presencia solo fue detectada en la muestra C10, donde fue desarrollada la
biopelicula 10 dias antes de iniciar el ensayo BMP. La cantidad de Geobacter en C10,
aunque no fue dominante, mantiene un sustancial 14 % del total de la comunidad
bacteriana y un 82 % dentro del filo de Proteobacteria. Al desarrollar la biopelicula en el
CAG, antes de que se introdujera el nejayote en N10, permiti6 que Geobacter creciera
en condiciones favorables. La ausencia de Geobacter en la muestra CO puede ser
explicada por el hecho de que Geobacter no puede degradar eficientemente residuos
organicos complejos [202]. Ademas, ha sido reportado que Geobacter tiene dificultad en
su desarrollo en presencia de residuos complejos y/o bajo condiciones extremas como
puede ser alta salinidad [150,152]. El enriquecimiento de Geobacter se produjé durante
los 10 dias previos al inicio del BMP en los reactores N10. Este enriquecimiento no fue
posible en los reactores NO debido al hecho que el nejayote fue afadido al reactor al
mismo tiempo que el CAG y otras bacterias exoelectrogénicas provenientes del nejayote
o del indculo se adaptaron mejor a las nuevas condiciones ambientales generadas por
el nejayote. El género mas abundante en la superficie del CAG tanto en la muestra CO
y C10 fue Prolixibacter, con una abundancia del 31 % y 21 % respectivamente.
Prolixibacter tuvo una abundancia relativa del 16 %, 18 % y 11 % en L, LO y L10
respectivamente. Este género no ha sido reportado antes en ningun estudio relacionado
con DIET en digestiébn anaerobia. La capacidad de Prolixibacter para transportar
electrones extracelularmente no ha sido concluida aun, pero ha sido reportada como
bacteria fermentativa en celdas de combustibles de sedimentos con capacidad para
transferir electrones extracelularmente [203]. Ademas, ha sido reportado su
enriquecimiento en celdas de electrolisis microbiana [204]. Un leve enriquecimiento en
Syntrophomonas y Bacteroides fue detectado en el analisis de comunidades
microbianas. Ambos géneros mostraron una abundancia relativa del 3 % en CO y C10
sin embargo no fueron detectados en el lodo del reactor N. Estudios previos han
reportado su desarrollo en tela de carbono en reactores anaerobios y su capacidad de
transferir electrones extracelularmente a hierro férrico y donar electrones a
metanogénicas electrotréficas via DIET [152,205]. No hay evidencia de que
Syntrophomonas sea capaz de transportar electrones extracelularmente, pero ha sido
reportado un notable crecimiento de su poblacion actuando como donador de electrones

via DIET en sistemas anaerobios [206]. Tanto Syntrophomonas como Bacteroides se
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encuentran en la literatura como bacterias exoelectrogénicas en procesos de DIET con
sustratos complejos [142].

En este estudio, el porcentaje de comunidad electroactiva (Geobacter, Prolixibacter,
Bacteroides y Syntrophomonas) fue del 41 %, 37 %, 17 %, 22 % y 16 % para C10, CO,
L10, LO y L respectivamente. El enriquecimiento de las bacterias exoelectrogénicas en
C10y CO con respecto a L fue 25 % y 21 % respectivamente.

El desarrollo de la biopelicula previa en el CAG en N10 tuvo dos efectos positivos; un
incremento del 4% de la comunidad electroactiva con respecto a la biopelicula formada

en el CAG de NO y el desarrollo de Geobacter en la biopelicula C10.

3.4.7.2 Analisis a nivel género arqueas

La comunidad de arqueas fue dominada por Methanosaeta en todos los reactores,
adjunta al carbén y los lodos. Methanosaeta fue mas prevalente en C10 alcanzando un
89 % dentro de las arqueas, mientras en L su porcentaje descendié a un 78 %.
Methanosaeta ha sido establecida como una de las principales metanogénicas con la
capacidad de aceptar electrones en DIET [122]. Methanolinea tiene capacidad
electrotrofica via DIET [159]. Methanolinea solo fue detectada en la biopelicula de C10
con una abundancia relativa menor al 5 % en la comunidad de arqueas.

Solo Methanosaeta y Methanosarcina son capaces de generar metano a partir de
acetato [207]. Methanosaeta jugd un rol vital como consumidor de acetato para la
produccion de metano en N. Aunque en NO y N10, debido a la presencia de CAG,
Methanosaeta funcioné como aceptor de electrones reduciendo dioxido de carbono a
metano. Methanobacterium es una arguea hidrogenotréfica con tendencia a estar
suspendida en el lodo del reactor [146]. Por otro lado, Methanobacterium ha sido
detectada en soportes conductores como aceptor de electrones en DIET [154].
Methanobacterium tuvo una abundancia relativa superior al 10 % en L, mientrasen LO y
L10 fue detectada con una presencia inferior al 5 %. En este estudio, Methanobacterium
fue responsable de reducir la presion parcial de hidrégeno en N a través de IHT.
Methanolinea es una arquea hidrogenotréfica que solo fue detectada en C10 con un
porcentaje del 3 % dentro de la comunidad de arqueas. Methanolinea vy
Methanobacterium pueden aceptar electrones cuando estan adjuntas a un soporte
conductor aceptando electrones en procesos DIET [144]. En este estudio, las dos
arqueas hidrogenotroficas tuvieron diferentes roles: una (Methanobacterium) estuvo
suspendida en el lodo y participé en IHT controlando la presion parcial de hidrégeno,
mientras Methanolinea estaba adjunta a la superficie de CAG aceptando electrones para

reducir diéxido de carbono a metano.
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3.4.7.3 Mapa de calor para comunidades de bacterias y arqueas

Las similitudes de las estructuras de las comunidades microbianas fueron analizadas a
nivel de género en las cinco muestras mediante un mapa de calor agrupado
jerarquicamente (figura 3.8).
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Figura 3.8. Mapa de calor a nivel de género. Lodo del reactor control (L), lodo del reactor con
CAG (LO), lodo del reactor con biopelicula desarrollada en el CAG antes de realizar el ensayo
BMP (L10), biopelicula del CAG del reactor con CAG (CO0), y biopelicula CAG del reactor con
biopelicula desarrollada en el CAG antes de realizar el ensayo BMP (C10). La escala del mapa

de calor esta basada en un cédigo de color (rojo menor abundancia a verde mayor abundancia).
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El mapa de calor incluye 17 géneros. C10 es la muestra con mayor numero de géneros
diferentes. Las comunidades que conforman las biopeliculas CO y C10 presentan la
mayor similitud entre todas las muestras, esto se observa en la figura 3.8 al aparecer
unidas en el mismo clado. Este andlisis, corrobora el desarrollo de comunidades
microbianas similares en superficies de materiales conductores en digestores
anaerobios. Los materiales conductores promueven el DIET, esto favorece que se
genere una comunidad electroactiva con bacterias donadoras de electrones y una
comunidad de arqueas con capacidad electrotréfica para aceptar estos electrones. Las
comunidades electrogénicas y electrotréficas desarrolladas van a depender de las
presentes en el indculo inicial y del ambiente que se genere dependiendo del sustrato

al que se enfrenten.

3.4.7.4 Microscopia electrénica de barrido

A través de la microscopia electrénica de barrido fue posible examinar la superficie y
porosidad del carbén libre de comunidades microbianas antes de afiadirlo a los
reactores figura 3.9.A. En la figura 3.9.B se visualizan con claridad las comunidades

microbianas adjuntas al CAG.

Figura 3.9. Micrografias de la superficie del carbén activado granular (A), biopelicula formada en
el carbon activado granular (B), comunidades especificas (Geobacter) adheridas al carbén
activado granular (C), y comunidades especificas (Methanosaeta) desarrolladas en el carbén
activado granular (D) después del ensayo BMP.
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Geobacter fue identificada en el analisis microbioldgico, como bacteria exoelectrogénica
adjunta al carbon, presentando una abundancia del 14 % con respecto a la comunidad
bacteriana. Geobacter ha sido descrita como una bacteria con forma filamentosa y una
longitud entre 2-4 um [208]. En la figura 3.9.C. pueden ser visualizadas bacterias con la
mismas caracteristicas morfolégicas que las descritas anteriormente, esto unido al alto
porcentaje de Geobacter adjunto al CAG hace plausible su identificacion en la figura
3.9.C. Methanosaeta es una arquea con forma de baston que presenta una longitud
media entre 2 y 6 um por celula individual. Las células estan encerradas dentro de una
estructura de funda estriada, anular y estan separadas por particiones que forman una
estructura filamentosa. Los filamentos de Methanosaeta pueden alcanzar una longitud
de 100 pum [209]. En la figura 3.9.D. se observan las comunidades formadas por
Methanosaeta. Methanosaeta fue la arquea dominante en el analisis de comunidades
microbianas haciendo facil su identificaciébn por microscopia electrénica de barrido.
Estas bacterias y arqueas son reconocidas por su capacidad de participar en DIET con
y sin material conductor [20,117,118,151].

3.5 Reactores

3.5.1 Hidrélisis en APBR con y sin microaireacién

3.5.1.1 AGV y pH

En la figura 3.10 se muestra la evolucién de los diferentes AGV en el ensayo para
determinar el dia de acoplamiento del reactor APBR al UASB y la comparacion entre un
APBR con microaireacion (RM) y un APBR control (RC). La concentracién inicial de AGV
en el nejayote fue de 9.4 g/L, siendo el 100 % &cido acético. Ha sido reportado la
presencia de bacterias fermentativas en el nejayote, estas tienen la capacidad de
realizar la hidrolisis si el pH se encuentra entre valores de 5y 8.5 [210]. Esto unido a las
altas temperaturas a la que se encuentra el nejayote, cuando es recolectado, genera

una alta concentracion de AGV inicial.

El primer dia los AGV subieron un 17.53 % y un 31.28 % para RC y RM respectivamente.
El andlisis por cromatografia muestra que en RC el incremento de los AGV corresponde
a &cido butirico en su totalidad, mientras que en RM ascendio la concentracion de acido
aceético un 21.26 % y el 4cido butirico un 78.74 %. En el anexo | se puede observar la
evolucion de los AGV durante las primeras 24 horas de experimentacion. Al segundo

dia se redujo este crecimiento en los AGV a 13.97 % en RC y un escaso 2.33 % en RM,
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alcanzando concentraciones de AGV totales similares 12.59 g/L y 12.63 para RC y RM
respectivamente. Ambos reactores continuaron enriqueciéndose en acido butirico como

muestra la figura 3.10 y empobreciendo su concentracion de acido acético.

I Butirico
; B Propionico
14 - B ~cético

AGV glL

RC 'RM RC ' RM
2 3
Tiempo (dias)

Figura 3.10 Concentracién de AGV en APBR sin microaireacién (RC) y con microaireacién (RM)

Este segundo dia también se registra el acido propiénico en concentraciones inferiores
a 0.12 g/L tanto en RC como en RM. A partir del tercer dia la concentracion de AGV
disminuyé en ambos reactores, siendo este descenso mas pronunciado en el reactor
control. La tendencia en el descenso de la concentracion de acido acético continuo en
ambos reactores hasta el final de la experimentacion, presentando una proporcion del
total de los AGV totales de 61.2 %y 62.9 % en RC y RM respectivamente. A su vez, la
concentracion de acido butirico increment6 su porcentaje en la concentracién total de
AGV, llegando a ser superior al 30 % en ambos reactores. En la tabla 3.7 se observa la
evolucion del pH durante el periodo de experimentacion. El pH descendi6 de 8.1 a 5.7
al primer dia, a partir de ese momento se mantuvo en valores constantes entre 5.7y 6.1
hasta el final del ensayo en ambos reactores. El rango de pH recomendado para realizar
un acoplamiento entre un reactor hidrolitico y un reactor metanogénico es entre 5.7 y 6

[211], lo cual no supuso ningun inconveniente para seleccionar el dia de acoplamiento.
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El valor de pH define el tipo de AGV que se va a formar mayoritariamente. Estudios
previos confirman que a pH 6 la produccion de AGV es Optima. La actividad enzimatica
se ve favorecida al realizarse el proceso a pH 6, lo cual beneficia a las enzimas
hidroliticas [212]. En caso de realizarse el proceso a pH 4 o inferior se inhibiria la
produccion de AGV, al verse afectada la comunidad microbiana. Los AGV no estan
disociados a pH 4 y estos traspasan la membrana celular, una vez dentro se disocian y
fuerzan a la células a expulsar los protones, esto supone un consumo de energia
limitando el metabolismo de las mismas y finalmente la inhibicion de su crecimiento
[213,214]. Los AGV producidos durante la experimentacion estdn formados
practicamente en su totalidad por acido butirico. Esto concuerda con lo publicado por
otros autores [167,215], los cuales destacan la generacién de acido butirico a pH 6 como
el principal AGV que se forma entre pH 5.5 y 6. Otro factor que influye en el tipo de acido
graso que se forma es la composicion del residuo. Ha sido demostrado que residuos
ricos en carbohidratos, como puede ser el caso del nejayote, tienden a fermentar acido
butirico [216].

Tabla 3.7. ParAmetros APBR con microaireacién (RM) y sin microaireacion (RC)

Tiempo 0 1 2 3 4
(dias)
Reactor Inicial RC RM RC RM RC RM RC RM
pH 8.1 5.7 5.7 5.8 5.9 5.8 6.2 6.0 6.1
ORP (mV) 48 -557 -562 -560 -496 -375 -325 -291 -275
%H, N/D 67.3 394 28.3 1.1 7.7 0 0.7 0
%CH. N/D 0 0 0 0 1.7 0.1 1.8 0.1

La microaireacion, en aguas residuales, solo ha sido aplicada para mejorar la remocién
de H,S [217-219] y el arranque del reactor estabilizando el pH [220]. Para incrementar
la acidogénesis y la consecuente produccion de AGV, solo ha sido aplicada en sustratos
solidos o en codigestion de sustratos soélidos y liquidos [11,39,41,221]. El nejayote puede
ser considerado un residuo liquido, pero al analizarlo detalladamente se observa gran

cantidad de sélidos provenientes del proceso de nixtamalizacion [1]. En este proceso,
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se desprende el pericarpo de los granos de maiz y pasa a formar parte del nejayote
dandole una consistencia entre liquido y solido al mismo [5].

El grado de solidez del nejayote dependera de las proporciones de maiz, agua y cal
afadidas durante la nixtamalizacion [1]. Al ser un residuo en su mayor parte liquido, la
materia organica estd mas expuesta al ataque de las enzimas hidroliticas y la
consecuente formacion de sustratos solubles aprovechables por las bacterias
fermentativas para la generacion de AGV. Por otro lado, la parte sélida que presenta el
nejayote es mas dificil de degradar por las enzimas hidroliticas. Esto permite una mejora
en fase hidrolitica si se aumenta la actividad enzimética de las bacterias hidroliticas. La
comunidad de bacterias hidroliticas y fermentativas se ve incrementada, asi como la
actividad enzimética de las mismas, en reactores en los que se aplica la microaireacion
[41,42]. El aumento en la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares en RM, y la
consecuente mejora en la hidrolisis de carbohidratos, proteinas y otras sustancias
organicas complejas, se ve reflejado en una mayor concentracion de AGV después de
las primeras 24 horas de experimentacion. Al no ser un residuo totalmente sélido, en el
cual la fase hidrolitica supone una gran limitacién y necesita de una gran actividad
enzimatica para llevarla a cabo de manera rapida y eficaz [222], al segundo dia de
experimentacién ambos reactores tienen la misma concentraciéon de AGV.

La presencia de hidrégeno en el biogas es un indicador de que se esta realizando la
hidrolisis en el reactor. En la tabla 3.7 se presenta el porcentaje de hidrégeno en el
biogas de RM (39.4%), es menor que en RC desde el primer dia, decreciendo hasta el
1.1% el segundo dia. Por otro lado, en RC el dia uno de experimentacion el porcentaje
de hidrogeno es casi un 30% superior que en RMy el dia dos el porcentaje se mantiene
en un 28.3% en comparacion con el 1.1% mencionado anteriormente en RM. Al tercer
dia no fue detectado hidrégeno en el reactor RM, en cambio, RC tuvo un porcentaje del
7.7%. Al cuarto dia el porcentaje fue inferior al 1% en ambos reactores. En ambientes
microaerobios, como el generado en el reactor RM, microorganismos facultativos
reducen las moléculas de hidrogeno provenientes de la hidrélisis con las moléculas de
oxigeno introducidas por la microaireacion, generando H;O2, -OH y H,O [10]. Este
fendmeno explica la diferencia en el porcentaje de hidrogeno presente en el biogas entre
los dos reactores.

Con base a los resultados obtenidos, se ha decidido realizar el acoplamiento después
de un dia, empleando microaireacién en el reactor empacado. Los resultados muestran
gue se alcanza la maxima concentracion de AGV en la mitad de tiempo cuando se aplica

la microaireacion.
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3.5.1.2 Potencial oxidacién reduccion

En contra de lo publicado anteriormente en la literatura [13], la adicion de aire no provoco
un aumento en el potencial de oxidacion reduccion como se observa en la tabla 3.7 El
ambiente reductor generado por la presencia del in6culo anaerobio y la falta de oxigeno
en el reactor, produjo un descenso rapido del potencial de oxidacién reduccion a valores
inferiores a -500 mV en ambos reactores. Este descenso estd ligado a la alta
concentracion de hidrogeno en ambos reactores. El potencial de oxidaciéon reduccion es
la tendencia de un compuesto a adquirir electrones, cuanto mayor sea ésta mayor sera
el mismo [223]. Cada par redox tiene un potencial de oxidacion reduccién especifico, en
el caso de H/H es -420 mV [224], mientras el oxigeno/agua +820 mV [223]. Esto
significa que los electrones van a tener mayor afinidad por el oxigeno introducido en el
reactor y el potencial de oxidacion reduccion del medio debe incrementarse al ser este
potencial especifico muy elevado. Por otro lado, una vez reducido todo el oxigeno, los
electrones restantes producidos en la hidrolisis y fermentaciones acidogénicas van a
continuar oxidando compuestos con menor potencial de oxidaciéon reduccion. En los
reactores con una gran concentracion de hidrogeno estos electrones comenzaran a
reducir protones libres lo cual provoca un descenso en el potencial de oxidacion
reduccion del medio alcanzandose los valores presentados anteriormente. Conforme se
va consumiendo el hidrégeno, el potencial de oxidacién reduccion incrementa. Esto es
debido a que pares redox con un mayor potencial de oxidacién reduccién intrinseco
adqguieren una mayor relevancia. Este aumento se observa a partir del segundo dia en
ambos reactores, siendo mayor en RM por el oxigeno afiadido.

El objetivo de la microaireacion en este estudio es incrementar la produccién de AGV, lo
cual se consigue con la cantidad de aire inyectado. No se considera necesario inyectar
un mayor volumen de aire para aumentar el potencial de oxidacién reduccién del medio
como ocurre en otros estudios [13,41]. Adicionalmente, un mayor flujo de aire en los
reactores supondria un coste energético elevado y un posible impacto negativo en el

balance energético del proceso global.

3.5.2 Arranque UASB

Las velocidades de carga organicas empleadas fueron desde 1.1 kg DQO/(m?3-dia) hasta
5.5 kg DQO/(m3-dia) en UASB control y UASB DIET. La biomasa inicial de ambos UASB
fue 4.77 kg SSV/m3. En el arranque de un reactor UASB para evitar procesos de

inhibicion por acidificacion del mismo, se aconseja tener una biomasa inicial entre 10 y
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20 kg SSV/m?3[185]. La carga masica inicial fue de 0.21 kg DQO/(kg SSV-dia) siendo el
rango sugerido por Lettinga y colaboradores [185] de 0.05 a 0.1 kg DQO/(kg SSV-dia).
Al presentar los reactores una biomasa inicial inferior a la mitad recomendada y una
carga masica de mas del doble de la recomendada, nos va a permitir un analisis mas
rapido del efecto del CAG en reactores UASB debido al estrés al que estdn sometidos

los mismos desde el comienzo de la experimentacion.

3.5.2.1 AGV, alcalinidad y pH

La concentracién de AGV, la alcalinidad y el pH fueron monitoreados durante todo el
periodo de experimentacion como se puede ver en la figura 3.11 La alcalinidad fue
aumentando en ambos UASB hasta los dias 27 y 33 para el UASB control y UASB DIET
respectivamente. A partir del dia 34 la velocidad de carga orgénica incrementa de 2.3 a
2.8 kg DQO/(m3-dia), manteniéndose el mismo aporte de alcalinidad desde el principio.
A partir de este cambio en la velocidad de carga organica, la alcalinidad baja de forma
continuada hasta valores de 2,150 y 2,400 mg CaCOs/L para el UASB control y UASB
DIET respectivamente. El pH éptimo para un proceso de digestion anaerobia es entre
6.8y 7.3 [225], siendo este inferior al valor recomendado a partir de los dias 62 y 65 para
el UASB control y UASB DIET respectivamente. El dia 49 de experimentacion, con una
velocidad de carga organica de 4.6 kg DQO/(m3.dia), la concentracion de AGV ascendio
a niveles superiores a 3 g/L en UASB control, manteniéndose en valores inferiores a 0.2
g/L en UASB DIET. La relacién AGV/alcalinidad sobrepaso 0.5 en UASB control. Un
reactor UASB, en fase temprana de aclimatacion, tiene un funcionamiento 6ptimo y sin
riesgo de acidificaciébn cuando se mantienen los AGV por debajo de 1.5 g/L y la relacién
AGV/alcalinidad inferior a 0.5 [95,171]. Consecuentemente, se disminuyé la velocidad
de carga organica a 2.3 kg DQO/(m?®.dia) durante los siguientes 2 dias, permitiendo asi
la recuperaciéon de UASB control, decreciendo la concentracion de los AGV a valores
inferiores a 0.1 g/L. A continuacion, se increment6 la velocidad de carga organica a 5.5
kg DQO/(m3-dia) durante 4 dias, produciéndose un incremento de los AGV en ambos
UASB siendo este superior en UASB control (1.2 g/L) que en el reactor UASB DIET (0.8
g/L). Los reactores se volvieron a recuperar al bajar la velocidad de carga organicaa 2.8
kg DQO/(m?3.dia) durante 2 dias. A partir de ese momento se mantuvo la velocidad de
carga organica a 5.5 kg DQO/(m?3.dia), ambos reactores se acidificaron alcanzando
concentraciones de AGV de 7.8 y 6.7 g/L y valores de pH de 5.64 y 5.95 para UASB
control y UASB DIET respectivamente. Durante el desarrollo de la experimentacion se

observa que la velocidad de carga orgénica Optima para el reactor UASB DIET fue 4.6

73



kg DQO/(m3.dia), siendo esta exigente para el UASB control al alcanzarse
concentraciones superiores a 3 g/L de AGV al quinto dia de mantener esta velocidad de
carga organica.
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Figura 3.11 pH, alcalinidad, AGV en UASB control y UASB DIET en la fase de arranque.

El incremento de la concentracion de AGV en el efluente es una sefial de mal
funcionamiento en un reactor [139]. El aumento de los AGV en el medio puede provocar
una acidificacién del mismo, en este medio acidificado gran parte de las arqueas
metanogénicas no son viables inhibiéndose consecuentemente la generacién de metano
[140]. DIET es una relacion sintréfica entre microorganismos en la que se produce la
oxidacion de AGV vy la posterior reduccion de dioxido de carbono a metano [141,142].
Cuando el transporte de electrones es viable a través de DIET, este reemplaza a IHT
como la via dominante en el IET, dandole al sistema anaerobio una mayor robustez y
capacidad para soportar condiciones desfavorables, y asi tener un desempefio
adecuado [21]. El acido propionico es el AGV que provoca mas problemas de inhibicion
en la metanogénesis. Esto es debido a que la reaccidén para su degradacion no es

espontaneay a que las bacterias participantes en ella pueden ser inhibidas si la presion
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parcial de hidrogeno aumenta [143]. El valor de energia libre de Gibbs para la conversion
de propionato en acetato a 37 °C y pH 7 es 76 kJ/mol cuando el transporte de electrones
es via IHT. Por otra parte, cuando el transporte es mediante DIET este valor es negativo
(-26.4 kJ/mol) siendo la reaccion espontanea [143]. Adicionalmente, ha sido demostrado
gue DIET puede funcionar a presiones parciales de hidrogeno de hasta 17.23 kPa
mientras que IHT se inhibe a esta presion parcial [133].

El UASB DIET mostré6 una mayor robustez a velocidad de carga organica de 4.6 kg
DQO/(m?3-dia) y un menor incremento en la concentracion de AGV cuando se aumentd
la velocidad de carga organica a 5.5 kg DQO/(m?3.dia). Esto es debido a 3 motivos
principalmente; una cinética mas rapida, al ser la velocidad del transporte de electrones
superior en DIET, un valor negativo en la energia libre de Gibbs en la degradacion de
los AGV haciendo esta reaccion espontanea y una resistencia a presiones parciales

altas de hidrégeno por parte de las bacterias y arqueas participantes en DIET.

3.5.2.2 Remocion DQO

En la figura 3.12 se puede observar la evolucion de la DQO a lo largo de la

experimentacion, asi como el porcentaje de remocion de la misma.
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Figura 3.12 DQO en UASB control y UASB DIET en la fase arranque
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El porcentaje de DQO eliminada en el UASB control antes de alcanzar la velocidad de
carga organica de 5.5 kg DQO/(m?3.dia) fue del 95 %, descendiendo este a un 55 % a
4.6 kg DQO/(m?3-dia). Por otro lado, el UASB DIET tuvo un desempefio estable hasta
que se aumento la velocidad de carga organica a 5.5 kg DQO/(m?3-dia), manteniéndose
la DQO del efluente en concentraciones en torno a 2 g/L y habiéndose removido el 101
% de la DQO afadida desde el inicio de la experimentacion hasta aumentar la velocidad
de carga organica a 5.5 kg DQO/(m3-dia). El porcentaje de remocién con una velocidad
de carga orgéanica de 4.6 kg DQO/(m3.dia) fue del 95 % en el UASB DIET, siendo este
un 40 % superior al UASB control.

La DQO del efluente al final de la experimentacion fue un 19 % superior en el UASB
control que en el UASB DIET. Ha sido reportado en la literatura la capacidad que tienen
reactores con CAG para soportar velocidades de carga organica mas elevadas y
remover una cantidad superior DQO que reactores sin CAG, esto es debido a una
cinética mas rapida en la formacién de metano [15,149,152].

En este estudio la velocidad de carga organica a la que trabajaron sin presentar
problemas los reactores UASB control y UASB DIET fue 3.8 y 4.6 kg DQO/(m?3.dia)
respectivamente, siendo 5.5 kg DQO/(m?3.dia) muy elevada para ambos reactores. El
hecho de que no se hayan alcanzado velocidades de carga organica superiores se debe
al bajo contenido de biomasa inicial en los reactores y a una alta carga masica desde el

inicio, como se describe anteriormente.

3.5.2.3 Nitrégeno total y fosfatos

La concentracién de nitrdgeno total y fosfatos a lo largo de la experimentacion estuvo
siempre dentro del rango 6ptimo para el desempefio de la digestiébn anaerobia, por lo
gue la falta de nutrientes, para que las bacterias y arqueas pudieran tener un buen
desempefio, no fue el motivo causante de la acidificacion de los reactores (figura 3.13).
El nitrégeno total se mantuvo entre 200 y 560 mg/L para ambos reactores, la literatura

recomienda concentraciones entre 200 y 1,000 mg/L [181].

76



600

A
500 N N
Q A A
—~ O
= £ 400
o~ A A
ET
9 2 300 A
T 2 o ° A®
D O ° ° e
Q S 200 e A
-§ °
100
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (dias)
Control Fosfatos A Control Nitrogeno total ® DIET Fosfatos A DIET nitrégeno total

Figura 3.13 Concentracién nitrogeno total y fosfatos en los reactores UASB control y UASB DIET
en la fase de arranque

3.5.2.4 Rendimiento de metano

Los UASB estuvieron operando en continua recirculacién durante 70 dias. En la figura
3.14 se puede observar el rendimiento de metano que tuvieron los UASB en la fase de
arrangue. El rendimiento de metano fue mas elevado en el UASB DIET que en el UASB
control, apareciendo una mayor diferencia entre el UASB control y el UASB DIET en los
20 ultimos dias de la experimentacién cuando la velocidad de carga organica fue 5.5 kg
DQO/(m?3.dia). La produccidn total de metano fue un 19.93 % superior en el UASB DIET
gue en el UASB control. Adicionalmente, la eficiencia del UASB DIET fue superior a la
del UASB control. Esta eficiencia se ve reflejada en el rendimiento de metano por
cantidad de sustrato alimentado, se alcanzaron unos valores promedio de 0.21+0.07 y
0.26+0.07 L CHs/g DQOasadgidca €n el UASB control y UASB DIET respectivamente.
Previamente a que el UASB DIET se acidificara, y el pH fuera menor a 6, su rendimiento
increment6 hasta 0.28+0.03 L CH./g DQOuasadida, Operando a una velocidad de carga
organica de 5.5 kg DQO/(m3-dia).
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Figura 3.14 Rendimiento de metano diario en UASB control y UASB DIET en la fase de arranque
3.5.2.4.1 Concentracién de metano

La concentracion de metano en el biogas producido en UASB control y UASB DIET a lo
largo del periodo de experimentacién se puede observar en la figura 3.15. En ella se
advierte una mayor concentracién de metano en UASB DIET con un promedio durante
toda la experimentacién de 70.88+8.12 %. Por el contrario, UASB control presenta un
porcentaje de metano del 62.97+9.21 %. Las concentraciones maximas de metano
fueron registradas los dias 49 (79.54 %) y 26 (85.45 %) para UASB control y UASB DIET
respectivamente.

La razon principal del mayor rendimiento en la produccion de metano en el reactor UASB
DIET, es el incremento en la velocidad del transporte de electrones entre bacterias y
arqueas a través del DIET, en comparacién con el transporte electrones que emplea
moléculas de hidrégeno para ello. Se ha reportado que el flujo de electrones empleando

magnetita como material conductor es 10° veces mayor que via hidrégeno [21].
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Figura 3.15 Porcentaje metano en UASB control y UASB DIET en la fase de arranque.

Adicionalmente, pueden aparecer problemas de competencia entre las diferentes
bacterias por los subproductos generados en el proceso anaerobio. Los AGV y alcoholes
producidos durante el proceso de digestién anaerobia pueden ser accesibles para otras
bacterias anaerobias fermentativas, siendo competidoras de las bacterias electro
donadoras participantes en el DIET o en IHT [23]. La formacién de metano mas rapida
gue se produce a través de DIET supone una ventaja de estas bacterias donadoras de
electrones sobre otras bacterias anaerobias fermentativas [138].

El incremento en la concentracion de metano del biogas se debe a una eficiente
recuperacion de los electrones cuando el transporte de los mismos se realiza a través
de materiales conductores como CAG. Lin y colaboradores [148] demostraron en su
estudio una eficiencia en la recuperacion de electrones del 95 % cuando el transporte
de electrones fue por DIET, mientras esta alcanzé el 76 % cuando el transporte de
electrones fue via IHT. Este incremento en la recuperacion de electrones provoca una
mayor reduccién de diéxido de carbono a metano, aumentado la concentracion del

mismo en el biogés.
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3.5.2.5 Procesos UASB DIET

En la tabla 3.8, estan presentes los estudios realizados hasta la fecha en reactores
UASB con materiales conductores, en condiciones mesofilicas de temperatura. Los
estudios de Zhao y colaboradores [133] y Li y colaboradores [138] operaron a
velocidades de carga organica similares a las del presente estudio (5.2 y 6.4 kg
DQO/(m?3.dia) respectivamente). Sin embargo, el presente estudio alcanzé rendimientos
de metano superiores 1.5 L CHa/(Lreactor-dia), mientras los otros dos estudios no llegaron
a 1 L CH4/(Lreactor-dia). El Gnico estudio en el que el reactor UASB presenta un volumen
de trabajo similar a este estudio es el realizado por Xu y colaboradores [146]. Aunque
alcanzaron una mayor velocidad de carga organica el rendimiento de metano tanto por
volumen de reactor, como por cantidad de sustrato afiadida al dia, fue inferior un 14 %

y 154 % respectivamente.

Tabla 3.8 Proceso de digestion anaerobia en UASB con material conductor

Velocidad - Rendimiento
. . . Rendimiento
Volumen carga organica Material metano .
Sustrato metano Referencia
(1) (ke soporte "o ) (U/(Boco
DQO/(m?3-dia)) reactor ahadida-dia))
6.2 Glucosa 5.5 CAG 1.5 0.28 Este estudio
1 Etanol 12.33 Telade 3.6 0.29 [15]
carbono
1 Propionato 10.3 Biochar 3.06 0.30 [145]
0.8 Butanol 5.2 Telade 0.94 0.18 [133]
carbono
Lixiviado
12  residuos 49.4 Telade 14.48 0.29 [152]
solidos carbono
urbanos
Lactato de
sodioy Acero
0.7 sulfato de 6.4 inoxidable 0.23 0.04 [138]
sodio
5.6 Etanol y 12 CAG 1.31 0.11 [146]
glucosa

El rendimiento de metano (0.28 L CH./(g DQOasadida-dia)) se encuentra muy proximo a
los valores mas elevados registrados hasta el momento (0.29 y 0.30 L CHJ/(g
DQOauasadida-dia)) (Tabla 3.8). En los estudios [15,146] que presentan un rendimiento de

metano superior, los reactores fueron alimentados total o parcialmente con etanol.
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Recientemente, ha sido demostrado que la presencia de etanol favorece el crecimiento
de comunidades exoelectrogénicas como Geobacter, a su vez también potencia el
desarrollo de microorganismos acetoclasticos electrotroéficos como Methanosarcina
[135,226]. Esto resulta en un mejor desempefio del reactor, en cuanto a degradacién de
AGV, especialmente &cidos propidnico y butirico, y un mayor rendimiento de metano.
Los rendimientos de metano por volumen de reactor estan por encima de los registrados
en otros estudios a misma velocidad de carga organica. Adicionalmente, el rendimiento
de metano por gramo de DQO afadida esta en el rango de los méas elevados, incluso
cuando estos han sido estimulados con etanol (tabla 3.8). En vista de estos resultados
obtenidos, se puede sugerir que si el UASB control y UASB DIET hubieran tenido una
mayor biomasa de in6culo inicial no habrian sufrido un estrés tan elevado desde el
principio, por lo que habrian mantenido los rendimientos de metano a velocidades de

carga organica mas elevadas, acercandose a las empleadas en los otros estudios.

3.5.3 Acoplamiento de APBR con microaireacion con UASB control y UASB DIET

El nejayote empleado en estos ensayos presentaba una DQO mas elevada 39.51+5.57
g/L que los anteriores empleados. Este aumento en la concentracién es debido a un
incremento en la proporcidn maiz agua en el proceso de nixtamalizacion y/o a un mayor
desprendimiento del pericarpo durante la generacion del nixtamal. Este nuevo valor de
DQO tiene un efecto en la duracién del proceso, aumentado el tiempo necesario para la
degradacién del nejayote. La concentracibn de AGV registrada al inicio de la
experimentacién alcanzoé un valor de 5.94+1.15 g/L, representando un 15 % del total de
la DQO inicial. Compuesta en un 99.9 % por acido acético y un 0.01 % acido butirico.
Estos resultados tienen similitud con los obtenidos anteriormente, tanto en la proporciéon

de AGV en la DQO, asi como en la composicion de los mismos.

3.5.3.1 Rendimientos en APBR control, APBR DIET, UASB control y UASB DIET

3.5.3.1.1 AGV y pH

Ha sido ampliamente reportado que DIET es mas eficaz en la oxidacion de alcoholes y
AGV que IHT [15,145,148,150]. Ademas evita problemas de inhibicién por alta presion
parcial de hidrégeno y descensos drasticos en el pH por acumulacion de AGV [133].

Cuando las primeras etapas de hidrolisis, acidogénesis y acetogénesis se realizan de
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forma eficaz y la metanogénesis no se realiza a la misma velocidad que las primeras
etapas, el sistema se desbalancea, acumuldndose AGV [227].

La figura 3.16 muestra la concentracion de los diferentes AGV en los cuatro reactores
empleados en la experimentacion. Al tercer dia de ensayo, los APBR alcanzaron su
concentracion maxima de AGV (11 g/L). La concentracién de AGV super6 los 5 g/L en
el UASB control, al acumularse los AGV formados en el APBR control debido a un
rendimiento deficiente en la fase metanogénica del UASB control. El reactor con mejor
desempefio en la degradacion de AGV fue el UASB DIET. La concentracion de AGV
nunca sobrepaso los 1.6 g/L en UASB DIET durante toda la experimentacion. Debido al
mejor rendimiento del reactor UASB DIET que el UASB control, la concentracion de AGV
de APBR DIET descendié hasta 1.57+0.51 g/L al final de la experimentacion. En cambio,

APBR control registré una concentracion de AGV 4.35+0.02 g/L al término del ensayo.
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Figura 3.16 Concentracion AGV en APBR control (MC), APBR DIET (MD), UASB control (UC),
y UASB DIET (UD)

En la etapa acidogénica los principales AGV formados son &cido acético, propionico y
butirico, otros &cidos grasos como isobutirico, valérico, isovalérico y caproico estan

presentes en menor medida en los reactores de digestion anaerobia [228,229]. Estos

82



ultimos AGV nombrados, fueron detectados tanto en los reactores metanogénicos como
en los hidroliticos. La concentracién de ninguno de ellos sobrepaso 0.13 g/L durante
todo el ensayo en los diferentes reactores.

Los carbohidratos son la principal materia organica presente en el nejayote. Estos
carbohidratos son degradados y forman piruvato, precursor del acido acético y butirico
[230]. En la figura 3.16, al inicio de la experimentacién, los AGV presentes en los APBR
son principalmente acético y butirico. Conforme avanza la experimentacion la presencia
de &cido propibnico en todos los reactores aumenta disminuyendo la de acido acético y
butirico.

La concentracion mas elevada de acético en el UASB DIET fue 0.29 g/L, al dia siguiente
de la conexion de los reactores. En cambio, el UASB control alcanz6 una concentracion
maxima de 1.3610.55 g/L el cuarto dia de experimentacion, en ese momento el 4cido
acético habia sido totalmente consumido en el UASB DIET. La experimentacion
demuestra claramente que tanto la generacién de acético como su posterior consumo
fue mucho mas rapida en UASB DIET. Esta mejora en el desempefio de la comunidad
microbiana en la degradacion del acido acético, debido a la adicion de un material
conductor, y la promocion del DIET, concuerda con los resultados obtenidos por Lin y
colaboradores [148]. En su estudio sugiere que los materiales conductores promocionan
la relacion sintréfica entre las bacterias acetogénicas y las arqueas metanogénicas,
facilitandose la degradacién del acido acético y mejorando la generacién de metano. El
acido acético es precursor en la formacion de metano, el cual es producido en la
degradacién de acidos grasos con mayor numero de carbonos (acido propidnico o
butirico). Hay dos vias potenciales para la produccién de metano a partir de acético
[143]. Una es a partir de arqueas acetoclasticas metanogénicas y la otra es mediante la
oxidacion del acético en la relacién sintrofica entre bacterias y arqueas, sea via DIET o
IHT [231]. La no presencia de acético a partir del cuarto dia en el reactor UASB DIET,
nos indica que el acético generado en la oxidaciéon tanto del propidnico y como del
butirico es totalmente metabolizado. Esto es debido a la accién conjunta de arqueas
acetoclasticas presentes en el lodo y principalmente a la relacion sintréfica entre
bacterias exoelectrogénicas y arqueas electrotréficas via DIET en la biopelicula formada
en el CAG.

En UASB control se observa presencia de acido acético durante toda la
experimentacion, lo cual demuestra que no fue posible metabolizar todo el acético
producido en la degradacion de propionico y butirico a través de arqueas acetoclasticas
y mediante la oxidacion sintrofica por IHT. Este efecto en la degradacion total del acético
producido a partir de propiénico y butirico via DIET ha sido reportado por Barua y

colaboradores [232]. Estos resultados demuestran que el CAG es capaz de impulsar las
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relaciones sintroficas entre las bacterias y arqueas en la degradacion del acético, en un
proceso de digestion anaerobia de un residuo complejo como el nejayote.

En la figura 3.17 se observa la evolucion del pH en los APBR (control y DIET) y en los
UASB (control y DIET). EI pH en los APBR desciende a valores inferiores a 6 el primer
dia de experimentacion. En el APBR DIET el pH alcanza un valor de 6 el cuarto dia y
supera 7 el octavo dia. Por otro lado, el APBR control nunca alcanza el valor 7.

El pH 6ptimo para el desarrollo de la comunidad de microorganismos participantes en la
metanogénesis es entre 6.8 y 7.3 [225]. El UASB DIET se mantiene en los valores
citados durante toda la experimentacion, favoreciéndose el buen funcionamiento de la
comunidad para la formacion de metano. En cambio, el UASB control estuvo fuera del
rango Optimo para el desempefio correcto de la comunidad metanogénica. Desde que
se conecto el APBR control al UASB control los valores de pH registrados en el UASB
control fueron inferiores a 7. Los microorganismos metanogénicos son mas sensibles a
descensos en el pH gue las bacterias fermentadoras, descensos en el pH pueden afectar
a su rendimiento en la metanogénesis [23]. Ha sido demostrado en otros estudios que
el pH de los reactores con materiales conductores afiadidos se mantiene mas estable,
en valores cercanos a la neutralidad, en comparacién con reactores sin estos materiales
[19,152,153]. La acumulacién de AGV provoca el descenso del pH, al ser estos AGV
degradados con una mayor eficiencia a través de DIET evita este descenso en el pH,

manteniendo el reactor en unas condiciones mas estables.

Tiempo (dias)

--e-- APBER control --e-- APBR DIET " —»— UASB control—— UASB DIET

Figura 3.17 pH en APBR control, APBR DIET, UASB control y UASB DIET
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Al estar los reactores conectados en recirculacion, los APBR se ven afectados por los
UASB. En la figura 3.17, se observa que al final de la experimentacion los pH de los
reactores conectados entre si se igualan, APBR DIET y UASB DIET se mantienen con
un valor de pH por encima de 7 y APBR control y UASB control por debajo de 7.

3.5.3.1.2 Remocion de DQO

La figura 3.18 muestra la evolucion de la DQO en los APBR y UASB. El nejayote
empleado en esta serie de ensayos present6 una DQO elevada de 39.51+5.57 g/L.
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Figura 3.18 Concentracion DQO en APBR control, APBR DIET, UASB control y UASB DIET.
Zoom en la parte superior derecha para UASB control y UASB DIET.

La DQO final registrada en el APBR DIET fue un 52.6 % inferior que la del APBR control.

En los UASB, donde se produce la metanogénesis, esta diferencia se incrementa a un
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77.12 % entre UASB DIET y UASB control. La DQO inicial en los reactores UASB control
y UASB DIET fue 4.5+1.8 g/L y 4.3x0.54 g/L respectivamente. Al final de la
experimentacion el UASB DIET registr6 una DQO de 5.07+0.77 g/L. En cambio, la
remocion de DQO en UASB control fue menos efectiva, presentando una DQO final de
8.98+0.13 g/L. Debido a la recirculacién entre los APBR y los UASB, y al propio proceso
de digestion anaerobia realizado, la cantidad de materia organica presente en los
reactores conectados se va igualando conforme va avanzando el proceso. Al finalizar el
ensayo la diferencia en la concentracion de DQO entre APBR control y UASB control
descendi6é de 34.91 g/L a 0.42 g/L, y en APBR DIET y UASB DIET de 35.21 g/L a 1.09
g/L. El equilibrio alcanzado entre los reactores conectados entre si, tanto en DQO como
pH, unido al descenso en el rendimiento en la produccién de metano en ambos UASB

fue clave para finalizar el ensayo al noveno dia.

3.5.3.1.3 Concentracién de metano

Cruz Viggi y colaboradores [21] reportan en sus calculos te6ricos que el flujo de
electrones maximo a través de magnetita es 10° veces superior al que se produce en la

transferencia de electrones con hidrogeno como transportador de electrones (IHT).
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Figura 3.19 Porcentaje de metano en APBR control, APBR DIET, UASB control y UASB DIET
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Este efecto tiene como consecuencia un incremento en la concentracion de metano en
el biogas generado. En la figura 3.19, se observa la concentraciéon de metano en UASB
control y UASB DIET. El contenido en metano del biogas supera el 80 % en UASB DIET
desde el primer dia de produccién de metano. Por otro lado, el UASB control alcanza el
80 % de metano en el biogas generado el cuarto dia del ensayo. Esta diferencia en la
concentracion de metano en el biogas se hace mas presente a velocidades de carga
organica superiores. Lei y colaboradores [233] en su estudio, muestran una
concentracion de metano un 32 % superior en el reactor con material conductor afiadido
gue en el reactor control operando a una velocidad de carga organica por encima de 20
kg DQO/(m?3.dia). En ese mismo estudio cuando los reactores operaban a velocidades
de carga organica inferiores a 5 kg DQO /m3-dia no presento diferencias significativas

en la concentracion de metano en el biogas, al igual que en este trabajo.

En el caso de que la velocidad de carga organica hubiera sido mas elevada en el estudio,
aumentandose la concentracion del nejayote en los UASB, la diferencia en la
concentracion de metano hubiera sido mas notable a la que se presenta en la figura
3.19. En los APBR se detecta metano a partir del tercer dia de experimentacion. Al ser
recirculado el nejayote con parte del in6culo del UASB, se incrementa la actividad
metanogénica en los APBR, superdndose al octavo dia del ensayo el 10 % de

concentracion de metano en APBR control y APBR DIET.

3.5.3.2 Rendimientos totales en procesos control y DIET

3.5.3.2.1 AGV

En figura 3.20 se observa la evolucién en la concentracién de los diferentes AGV en el
proceso control y en el proceso DIET. Durante las fases de hidrolisis y acidogénesis los
principales productos generados son butirato y propionato, los cuales no pueden
transformarse en metano directamente y necesitan ser degradados a acetato
previamente para su posterior metanizacioén [234]. La degradacién de butirato es mas
favorable que la de propionato, esta requiere una concentracién de hidrégeno entre
cinco y seis veces menor que en la degradacion de butirato [235]. El transporte de
electrones a través de DIET puede reducir la acumulacion de hidrégeno en el reactor y
la posible inhibicién del mismo, al ser transportados lo electrones directamente a través

del CAG en lugar de mediante moléculas de hidrogeno.
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Figura 3.20 Concentracion AGV en proceso control (C) y proceso DIET (D)

Los resultados presentados confirman este hecho, el acido propidnico fue aumentando
su concentracion en ambos procesos hasta el séptimo dia de experimentacién. Sin
embargo, la concentracibon maxima alcanzada del mismo al séptimo dia fue de
2.66+0.56 g/L y 1.25+0.21 g/L en los procesos control y DIET respectivamente (figura
3.20). Alfinalizar la experimentacidn, la concentracion de acido propidnico registrada en
el proceso control fue superior a 2 g/L, por otro lado, el valor en la concentracién del
mismo en el proceso DIET fue inferior a 0.9 g/L. En el proceso control, el valor final de
concentracion de &cido butirico registrado fue 0.35+£0.06 g/L y estuvo presente en el
UASB control hasta el octavo dia del ensayo El acido butirico fue practicamente
totalmente metabolizado en el proceso DIET, siendo su concentracion final de 0.02+0.03
g/L y su presencia inexistente en el UASB DIET desde el sexto dia de experimentacion.
La degradacién de acido propidnico en reactores anaerobios es un proceso de oxidacién
termodinamicamente desfavorable, lo cual provoca la acumulacion del mismo y
problemas de inhibicion en los reactores debido a ello [235]. La degradacion de
propidénico en un sistema anaerobio requiere de la sintrofia entre bacterias oxidantes de

propidénico y arqueas metanogénicas hidrogenotroéficas [131]. Ha sido reportado que el
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transporte de electrones mediante DIET tiene un valor de energia libre de Gibbs més
negativa que el realizado por IHT o IFT [21,138,231]. La adiciébn de CAG en el reactor
UASB induce el DIET en la biopelicula formada en el mismo, superandose la barrera
termodindmica, este hecho supone un incremento en la eficiencia en la degradacion de

acido propionico como se observa en los resultados obtenidos.

3.5.3.2.2 Remocién DQO

La degradacion de la materia organica en los UASB fue mas efectiva en el proceso DIET
después de los procesos de hidrolisis y acidogénesis realizados en los APBR. La figura
3.21 muestra el porcentaje de DQO removido. El proceso DIET alcanzé una eliminacién
de DQO del 78.77+4.55 % y el proceso control 62.66+6.23 %. EI CAG promovié la
transferencia de electrones directa, provocando un incremento en la velocidad de

degradacion de la materia organica hidrolizada por el APBR [19,141,144].
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Figura 3.21 Porcentaje remocion DQO en proceso control y proceso DIET
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3.5.3.2.3 Rendimiento de metano

La figura 3.22 muestra el rendimiento de metano a lo largo de la experimentacién. Hasta
el segundo dia de experimentacion no se registran datos de produccion de metano. Los
UASB se comienzan a alimentar con los APBR al finalizar el primer dia de
experimentacion, por lo que el primer registro de metano generado es al terminar el
segundo dia del ensayo. El rendimiento de metano es superior en el proceso DIET todos
los dias de la experimentacion. El rendimiento de metano en el proceso DIET es superior
a 0.9 L CH4/ L reactordia hasta el sexto dia de experimentacion. Este valor nunca es
alcanzado por el proceso control. El rendimiento de metano hasta el quinto dia es un
80.11 % mayor en el proceso DIET que en el proceso control. El valor maximo en el
rendimiento de metano se alcanza al tercer dia de ensayo en el proceso DIET 1.08+0.13
L CH4/(L reactor dia). En cambio, en el proceso control este es registrado el sexto dia del
ensayo 0.79 +£0.04 L CH4/(L reactor dia). El nejayote se encuentra recirculando entre los
APBR y UASB. Al principio de la experimentacion hay una mayor concentracion de la
materia organica, la cual es aprovechada por UASB DIET para alcanzar 1.08+0.13 L
CHa4/(L reactor dia).
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Figura 3.22 Rendimiento de metano en proceso control y proceso DIET
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Por el contrario, el proceso control necesita que la materia organica se encuentre mas
diluida y formando compuestos de mayor facilidad para ser biodegradados, y asi
alcanzar su rendimiento de metano mas elevado 0.79 +0.04 L CH4/(L reactor dia).

La hidrdlisis es una etapa limitante en la produccion de metano, Zhao y colaboradores
[151] demostraron que para que los materiales conductores mejoren de una manera mas
acentuada el rendimiento en la fase metanogénica es necesario que la hidrolisis y
acidogénesis sean lo mas eficientes posible. Hasta la fecha los compuestos reconocidos
gue pueden participar en un proceso DIET son alcoholes y AGV [24,121,134,160]. En el
presente estudio, la acidogénesis es mejorada mediante la aplicacion de microaireacion
en el APBR previamente a la alimentacion del UASB, esto provoca un aumento en la
concentracion de AGV disponibles para oxidar y generar metano a partir de ellos. Estos
compuestos son oxidados por bacterias exoelectrogénicas, enviando electrones a través
del CAG a arqueas electrotréficas, para la reduccion de dioxido de carbono a metano.
El rendimiento total de metano, durante toda la experimentacion, es un 55.48 % superior
en el proceso DIET. Han sido reportados incrementos entre 20 % y 300 % en reactores
metanogénicos con materiales conductores afadidos [23,141,143,149-151]. En estos
estudios los sustratos empleados en su gran mayoria fueron AGV o sustratos de facil
biometanizacion como glucosa o agua residual sintética. En este estudio el residuo
empleado es nejayote, el cual presenta una mayor complejidad y la diferencia en el

rendimiento es menos notable debido a ello.

3.5.3.3 Identificacion molecular de comunidades de bacterias en reactores UASB
control y UASB DIET acoplados

3.5.3.3.1 Analisis a nivel filo y género de bacterias

El analisis de comunidades microbianas aporta informacién concluyente a los procesos
de digestidén anaerobia que han sido discutidos anteriormente.

Synergistetes representa mas del 35 % de la comunidad bacteriana en L UASB control.
Este filo ha sido reportado abundante en reactores UASB [116], tiene la capacidad de
degradar proteinas generando principalmente acido acético y como producto secundario
acido propidnico [236,237]. En cambio, ha sido descartado como posible participante en
DIET [22] lo cual se refleja en su baja presencia en B CAG. En el filo Proteobacteria un
gran numero de bacterias exoelectrogénicas han sido identificadas ligadas a procesos
de oxidacion reduccidn y participantes como bacterias donadoras de electrones en DIET
[23,143]. La presencia de bacterias pertenecientes a este filo en L UASB control se

reduce al 1.6 % siendo la abundancia mas baja de las cuatro muestras analizadas.
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Adicionalmente, Thermotogae, otro filo con capacidad para transferir electrones via DIET
su abundancia disminuye en L UASB control a 1.1 %. Thermotogae ha sido reportado
como participante en DIET formando parte de una biopelicula desarrollada en FezO4
[161]. En la figura 3.23 se observa en L UASB control gran abundancia de Firmicutes.
Los Firmicutes presentes en L UASB control son totalmente diferentes a los de B CAG.
La figura 3.24 muestra las diferencias en la abundancia de las diferentes bacterias
detectadas a nivel de género. Dentro de los Firmicutes los géneros pertenecientes al
orden Clostridiales son los relacionados con la transferencia de electrones en DIET
[157,238]. En L UASB control ningin género perteneciente al orden Clostridiales fue
detectado con una abundancia mayor al 1 %, siendo el Firmicutes del género
Geobacillus el mas abundante con un 32.6 %.

En L UASB DIET y B acero el filo Synergistetes tiene la mayor abundancia en ambas
muestras superando su presencia mas del 35 %. Adicionalmente, Thermotogae presenta
su mayor abundancia en L UASB DIET y en B acero con un porcentaje del 10.2 %y 13.5
% respectivamente.

Los filos con una mayor abundancia en la biopelicula formada en el CAG (B CAG) fueron
Firmicutes (62.6 %), Proteobacteria (10.5 %) y Thermotogae (6.8 %) (Figura 3.23). Las
bacterias pertenecientes a estos tres filos han sido identificadas como donadoras de
electrones en DIET [23,143,161].
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Figura 3.23 Abundancia relativa de los filos de las bacterias. Lodo del UASB control (L UASB
control), lodo del UASB DIET (L UASB DIET), biopelicula de la bolsa malla de acero (B acero) y
biopelicula del CAG (B CAG)
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Este hecho, unido al incremento de su poblacién tanto en las biopeliculas como en el
lodo de UASB DIET, sugiere su capacidad para donar electrones en un proceso DIET.
Por otro lado, la presencia de Synergistetes se reduce a menos del 9 % en B CAG. En
B CAG se detect6 un enriquecimiento en Firmicutes electroactivos. Clostridium tuvo un
enriquecimiento desde menos de 1 % en las muestras L UASB control, L UASB DIET y
B acero, aun 12.8 % en B CAG. Este género ha sido reportado su capacidad de transferir
electrones extracelularmente y de reducir Fe(lll) [239]. Ademas, ha sido identificado en
otros estudios como bacteria exoelectrogénica participante en DIET [159,238],
incrementando su presencia en las biopeliculas formadas en estos estudios. Dos
Firmicutes pertenecientes a la familia Peptococcacea, Desulfotomaculum vy
Pelotomaculum fueron detectados con una presencia de 4.3 % y 4.8 % en B CAG.
Desulfotomaculum y Pelotomaculum tienen la capacidad de oxidar propionato a acetato
para su posterior formacién de metano a través de relaciones sintréficas con arqueas
metanogénicas [240,241]. Ninguno de estos dos géneros fue detectado en L UASB
control. Otra bacteria exoelectrogénica degradadora de propionato (Syntrophobacter)
perteneciente al filo Proteobacteria solo fue detectada en B CAG [242]. Syntrophobacter
registré un 1.8 % de abundancia en B CAG. El enriquecimiento de estas bacterias en el
CAG, unido al mayor rendimiento del UASB DIET en la degradacion de propiénico,
confirma el rol de las mismas como exoelectrogénicas donadoras de electrones en un
proceso DIET.

Un proceso DIET en un digestor anaerobio necesita tanto una bacteria exoelectrogénica
como una arquea electrotréfica para realizarse. El in6culo empleado en este ensayo fue
el mismo que el usado en el BMP con CAG. En la figura 3.7 se observa que
Methanosaeta fue la arquea mas abundante en todas las muestras. Methanoseta es una
arquea acetoclastica con la capacidad de degradar acetato a metano [243]. Esta funcién
la realiza en el UASB control. En la biopelicula formada en el CAG del UASB DIET,
Methanosaeta tiene un cambio de rol y pasa de ser una arquea acetoclastica a una

arquea electrotréfica participante en DIET [24].

3.56.3.3.2 Mapa de calor, dendrograma y analisis componentes principales de
bacterias

3.5.3.3.2.1 Mapa de calor y dendrograma

En el dendrograma de géneros de bacterias de la figura 3.24 se observan tres grandes
clados. El segundo clado esta formado por las bacterias que solo fueron detectadas en

B CAG o las que su abundancia es mayor en B CAG que en cualquier otra muestra. En

93



este clado se agrupan todas las bacterias exolectrogénicas anteriormente mencionadas.
Cabe destacar la presencia, con menor abundancia que las anteriores, pero no menos
relevante, de otra serie de bacterias con capacidad de transferir electrones

extracelularmente.
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Figura 3.24 Mapa de calor y dendrogramas a nivel de género. Biopelicula carbon activado
granulado (B CAG), biopelicula bolsa de malla de acero (B acero), lodo del UASB DIET (L UASB
DIET) y lodo del UASB control (L UASB control). La escala del mapa de calor est4 basada en un
c6digo de color desde una abundancia del 0% al 45%. El coeficiente de correlacion en los
dendrogramas de los géneros y las diferentes muestras aparece en las dos escalas presentes
en la figura

Desulfatibacillum, Geobacter, Pelobacter y Desulfovibrio son Deltaproteobacterias
reductoras de Fe(lll) y sulfato [244,245]. Los microorganismos reductores de hierro

pueden transportar electrones extracelularmente en sedimentos y suelos [246]. Esta
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capacidad es trasladada a otro ambiente como los digestores anaerobios. Estos
microorganismos al formar parte de la biopelicula en materiales conductores como CAG,
biochar, magnetita etc, se comportan como donadores de electrones en DIET [24].
Peptoclostridium fue la bacteria con mayor presencia en B CAG (17.3 %).
Peptoclostridium solo fue detectada en B CAG y B acero, pero con una presencia en
esta ultima mucho menor que en B CAG (0.7 %). Hasta el momento esta bacteria solo
ha sido reportada como fermentadora de azucares generando acetato como producto
principal [247]. Este especifico desarrollo en la biopelicula del CAG y sus similitudes en
los procesos metabdlicos llevados a cabo por Clostridium, actualmente identificada por
otros autores como participante en DIET [159,238], sugieren que jugo un rol en el
proceso DIET transfiriendo electrones a través del CAG a las metanogénicas
electrotréficas.

La transferencia de electrones a través de DIET supone un ahorro de energia para las
bacterias, en comparacion con el transporte de electrones IHT o IFT [16]. Esto permite
un crecimiento mas rapido y una mayor variedad de los microorganismos como se
observa en los resultados obtenidos (figura 3.24).

El dendrograma situado en la parte superior de la figura 3.24 explica la similitud entre
las cuatro muestras analizadas. El coeficiente de correlacién entre B acero y L UASB
DIET es 0.96 indicando gran similitud entre ambas muestras. L UASB control es la
siguiente en similitud a ellas con un coeficiente de 0.64. Por altimo, B CAG muestra una

gran diferencia con respecto a las otras tres con un coeficiente de 0.13.

3.5.3.3.2.2 Analisis componentes principales de bacterias

Con el fin de profundizar mas en las similitudes entre las comunidades detectadas en
los lodos de ambos reactores y en las biopeliculas formadas tanto en el CAG como en
la bolsa de malla de acero se realiz6 un analisis de componentes principales. La figura
3.25 y 3.26 nos muestran este analisis. La figura 3.25 ilustra como se agrupan las
bacterias en las muestras analizadas. La componente principal 1 explica el 58.2 % de la
varianza de los datos y la componente principal 2 el 36.2 % sumando un total del 94.4
%. En la figura 3.25 se forman cuatro grupos principales. Los géneros que se distribuyen
espacialmente en los valores mas negativos del eje X (cuadro verde) solo fueron
detectados en B CAG o su abundancia fue significativamente superior a la de ninguna
otra muestra. Por otro lado, en el lado positivo del eje X se forman dos agrupaciones
principalmente (cuadro amarillo y rojo). Las bacterias presentes en estas dos
agrupaciones no fueron detectadas en B CAG o su abundancia es significativamente

inferior en la misma con respecto a las otras muestras. Los valores negativos del eje X
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explican la distribucién de las bacterias con mayor abundancia en B CAG y menor
presencia en el resto de las muestras. En los valores positivos de este eje aparecen los
géneros menos abundantes o no detectados en B CAG, que a su vez son los principales
géneros presentes en L UASB control, L UASB DIET y B acero.
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Figura 3.25 Analisis de componentes principales en dos dimensiones a nivel de género

Las agrupaciones en los recuadros amarillo, rojo y azul se diferencian entre si por la
componente principal 2. Los géneros que aparecen en los valores mas negativos del eje
Y, (cuadro amarillo), su abundancia es mayor en L UASB control o solo fueron
detectados en esta muestra. Los géneros presentes en los valores mas positivos del eje
Y, (cuadro azul), tienen una abundancia superior en L UASB DIET y B acero, siendo su
presencia menor o inexistente en L UASB control. La distribucién espacial relacionada
con la componente principal 2 explica la diferencia entre las comunidades formadas en
L UASB control y las desarrolladas en L UASB DIET y B acero.

La similitud entre las cuatro muestras se explica en la figura 3.26 Las componentes
principales 1, 2 y 3 describen el 64.2 %, 24.4 % y 10.6 % de las diferencias entre las
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cuatro muestras. La muestra B CAG se sitda en los valores mas negativos del eje X y
del eje Y, mientras que las otras tres muestras se encuadran en los valores mas

positivos de ambos ejes.
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Figura 3.26 Andlisis de componentes principales en tres dimensiones de las cuatro muestras,
lodo UASB control (L UASB control), lodo UASB DIET (L UASB DIET), biopelicula bolsa malla
de acero (B acero) y biopelicula de carbdn activado granulado (B CAG). A) Analisis dos
dimensiones. B) Andlisis tres dimensiones

Esta gran diferencia se debe al desarrollo de las comunidades exoelectrogénicas en B
CAG y como estas bacterias no estan presentes en las otras muestras 0 con una
abundancia minima en ellas. El eje Z del analisis en tres dimensiones ilustra la diferencia
entre los reactores UASB control y UASB DIET. Las muestras L UASB DIET y B acero
estan influenciadas por las comunidades exoelectrogénicas presentes en B CAG.
Algunas de ellas estan presentes en menor abundancia que en B CAG en ambas
muestras, sin embargo, no tienen presencia en el lodo desarrollado en el UASB control.
Ademas, hay una serie de géneros como Candidatus sulcia, Enterococcus y
Streptococcus solo detectados en L UASB control.

Los diferentes analisis mostrados (mapa calor, dendrograma y analisis de componentes
principales) reflejan una gran similitud entre B acero y L UASB DIET. El movimiento
constante del lodo en el reactor, unido a la superficie completamente lisa de la malla de
acero provocd que ambas comunidades se asemejaran. Por otro lado, el CAG se

encontraba estatico en el interior de la bolsa, y al contrario que la bolsa de malla de
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acero, la superficie del carbén es totalmente porosa, permitiendo el desarrollo de

comunidades completamente distintas al resto de las muestras.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La fase hidrolitica es una etapa limitante en los procesos de digestion anaerobia. Para
superar esta barrera, la digestion anaerobia en dos etapas con microaireacion en el
APBR hidrolitico redujo el tiempo necesario para la hidrélisis a la mitad e incremento el
porcentaje de los acidos acético y butirico disponibles en el medio para la etapa
metanogénica un 51 %. Los compuestos metabolizados en UASB DIET son AGV de
cadena corta o alcoholes producidos en la etapa hidrolitica. EI desempefio del proceso
DIET fue un 55 % superior en rendimiento total de metano. La concentracion final de
AGV en el proceso control fue 3 veces superior que en el proceso DIET. Adicionalmente,
la remocion de DQO total paso del 62.7 % al 78.8 % para el proceso control y proceso
DIET respectivamente. Un enriquecimiento del 25 % y del 48 % de comunidades
exoelectrogénicas ha sido demostrado en las biopeliculas del CAG del ensayo BMP y
del UASB DIET. La gran diversidad de bacterias exoelectrogénicas (Geobacter,
Prolixibacter, Bacteroides, Syntrophomonas, Pelotomaculum, Desulfotomaculum,
Peptoclostridium, Desulfovibrio, Pelobacter, Desulfatibacilum) identificadas en la
biopelicula formada en el CAG con propiedades de participar en la transferencia directa
de electrones entre especies, sugiere la posibilidad de emplear el sistema DIET con

diferentes inoculos.
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Anexo | Analisis de hidrolisis en APBR con y sin microaireacion en las primeras
24 horas

AGV 'y pH

En la figura A.1.1 se puede observar la evolucion de los AGV y el pH durante las
primeras 24 horas. Ambos APBR se mantienen en valores de pH entre 6.5y 7.5 durante
las primeras 13 horas. Esto concuerda con una concentracion de AGV constante en los
reactores. A partir de las 15 horas de ensayo, el pH desciende a valores inferiores a
6.25 en ambos, coincidiendo con un aumento en la concentracion de AGV. Entre las 18
y 24 horas el pH se mantiene entre 5.8 y 6 para ambos APBR. Este rango de pH ha
sido demostrado como 6ptimo para la generacion de AGV [167]. Esto es corroborado

con los resultados presentados en la figura A.1.1.

10.5

AGV (g/L)
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Control Microaireacion Control AGV «eee:--- Microaireacion AGV

Figura A.1.1 Concentracion de AGV y pH en APBR sin microaireacion y con microaireacion
durante 24 horas
El nejayote es un residuo industrial muy variable en sus caracteristicas fisicoquimicas

[26,28,32]. Sus caracteristicas fisicoquimicas son altamente dependientes tanto del
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proceso de nixtamalizacion como del posterior manejo del propio nejayote [1]. En la
figura A.1.2 se observa que la concentracion de AGV inicia entre 4 y 4.2 g/L en los
reactores. A partir de las 14 y 13 horas de ensayo se superaron los 5 g/L de AGV en RC
y RM respectivamente. El incremento de la acidogénesis en RM con respecto a RC se
hace mas notable a partir de las 18 horas de experimentacion. En este momento la
diferencia entre RM y RC en la concentracién de AGV es de 1 g/L. Al final de la
experimentacion, las concentraciones de AGV fueron 8.3 y 10.5 g/L para RC y RM
respectivamente. Los resultados muestran que la microaireacién aumenta un 51 % el
proceso de acidogénesis tras 24 horas de ensayo. La figura A.1.2 muestra que el acido
acético compone el 100 % de los AGV al inicio del ensayo, a las 11 horas empez6 a
producirse acido butirico. A partir de las 15 horas hasta el final del ensayo se genero el
mayor incremento en la concentracion de AGV en RC y RM. La concentracion de acido
acético pasade 4 g/L a 6.5y 7.2 g/L para RC y RM respectivamente. Por otro lado, el
acido butirico producido durante la acidogénesis en RC fue 1.72 g/L, mientras en RM la

concentracion final de 4cido butirico fue 3.43 g/L.

I Butirico
12 - I Acético

AGV (g/L)
()]
|

CM CM CM M CM CM CM C CM CM CM C cMm CcMm CM CM CM CM CM M CM CM CM C
0 4 8 12 16 20 24
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Figura A.1.2 Concentracion de los diferentes AGV en APBR sin microaireacion (C) y con

microaireacién (M) durante 24 horas

115



En las primeras 24 horas la composicion de AGV producidos fue de acido acético y acido
butirico, sin presencia de &cido propionico. El &cido acético es considerado un precursor
directo para la produccion de metano [11], la generacion del mismo en ambos reactores,
sobre todo en RM en el cual se gener6 0.7 g/L mas que en RC, es beneficiosa para su
rapida degradacion en el reactor metanogénico, una vez el APBR se conecte al UASB.
La transformacion de &cido butirico en acido acético para su posterior conversion en
metano es mas sencilla que la del acido propidnico en base a su AG [248]. Por lo tanto,
la degradacién de estos AGV en el reactor metanogénico no supone una gran dificultad
al no contar con la presencia de &cido propiénico.

Es interesante conocer que parte de la DQO son AGV, para concretar la eficiencia de la
acidogénesis tanto en RC como en RM. La DQO inicial en ambos APBR fue 19.95 g/L y
la final 17.92 g/L y 18.12 g/L para RC y RM respectivamente. Al inicio de la
experimentacion los AGV representaban un 20.44 % del total de la DQO. Una vez
transcurridas las 24 horas del ensayo este porcentaje se incremento al 46.31 %y 57.95
% para RC y RM respectivamente. Este dato corrobora la mejora producida en la
hidrélisis y acidogénesis por la aplicacion de la microaireacion en un residuo complejo
como el nejayote.

En la figura A.1.3 se observa las evoluciones del porcentaje de hidrégeno en el biogas
y la del potencial de oxidacion reduccién, y el efecto que tienen las inyecciones de aire
en RM.
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Figura A.1.3 Porcentaje de hidrogeno en la composicion del biogas y potencial de oxidacion
reducciéon (ORP) en los APBR con y sin microaireacion durante el ensayo de 24 horas
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El potencial de oxidaciéon reduccion se mantiene en RM en valores méas elevados que
en RC durante las primeras 12 horas, antes de que se empiecen a producir los AGV. La
adicién de oxigeno provoca un aumento del potencial de oxidacion reduccion debido al
ORP especifico del oxigeno/agua [223], manteniendo un ambiente microaerobio. El
comienzo de las fases hidrolitica y acidogénica provoca una disminucion del potencial
de oxidacién reduccion a valores inferiores a -550 mV en RC y RM. La concentracion de
hidrégeno en RC aument6 a partir de las 9 horas de experimentacion, coincidiendo con
el incremento en la generacién de AGV. A las 14 horas de experimentacion el porcentaje
de hidrégeno en RC es superior al 50 % alcanzando el 80 % a las 18 horas. En cambio,
la concentracion del hidrégeno en RM se ve influenciada por las inyecciones de aire, la
cual nunca alcanza el 40 %. A las 21 horas de experimentacion, la inyeccion de aire
coincide con la medicién de hidrégeno en el cromatografo. En este punto la
concentracion de hidrégeno registrada por el analisis cromatografico es 2.7 %, siendo
un 26 % una hora antes. El oxigeno introducido en el reactor reacciona inmediatamente
con el hidrogeno formando H»O,, -OH y H,O [10], reduciendo la concentracion del

hidrégeno generado por los procesos de hidrélisis y acidogénesis.
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Anexo Il Recuperaciéon UASB control y UASB DIET

AGV, alcalinidad y pH

Los principales indicadores para saber si un reactor sea recuperado son la
concentracion de AGV, el pH y la relacion AGV/alcalinidad presente en el reactor [180].
En la figura A.2.1 se muestra el proceso de degradacion de los AGV, el incremento de
la alcalinidad y la evolucion del pH durante el periodo de recuperacion del UASB control
y UASB DIET. ElI UASB control se consider6é recuperado el dia 58, presentando
concentracion de AGV de 1.5 g/L, pH 7.75, alcalinidad 4.5 g/L y una relacion
AGV/alcalinidad de 0.33. En cambio, la recuperacién del UASB DIET se produjo a los
30 dias. EI UASB DIET presentaba una concentraciéon de AGV de 1.5 g/L, pH 7.99,
alcalinidad 4.8 g CaCOs/L y una relacion de AGV/alcalinidad de 0.33. Segun la literatura,
un reactor esta recuperado y en buenas condiciones operativas cuando los AGV son
igual o inferiores a 1.5 g/L y la relacion AGV/alcalinidad es menor a 0.5 [95,171]. El
reactor control mostraba una concentracion de AGV de 5.6 g/L, alcalinidad 3.3 g
CaCOg/L, pH 7.37 y relacién AGV/alcalinidad de 1.73 a los 30 dias, cuando el UASB
DIET estaba ya recuperado. El adicionamiento de CAG redujo el tiempo de recuperacion
del UASB de 58 a 30 dias, siendo este practicamente la mitad de tiempo necesario para
considerar el reactor recuperado. Dang y colaboradores [150] reportaron una
disminucion del periodo de recuperacién de 14 dias entre el reactor DIET y el reactor
control. El proceso de degradacion de AGV es diferente para cada AGV, guardando
siempre ciertas similitudes entre ellos. El propionato solo puede ser degradado por la
asociacion sintréfica entre bacterias. En una relacion sintréfica la distancia entre las
bacterias es un factor clave. El rendimiento en la oxidaciéon del propionato es mas
efectivo cuanto menor sea la distancia entre las bacterias participantes en el proceso.
Esto es debido a que el flujo de moléculas de hidrogeno transportadoras de electrones
es mayor al encontrarse las bacterias mas préximas [249]. El in6culo del UASB control
puede presentar problemas de distancia entre bacterias, ya que no se trata de un fango
granulado en el cual la distancia entre las bacterias es corta por la formacion de
granulos. En el reactor UASB DIET esta problematica es solucionada con la biopelicula
formada en el CAG. En el UASB DIET el CAG actua como medio transportador de
electrones, el flujo de electrones es mucho mas efectivo entre las bacterias
fermentativas oxidantes de propionato y las arqueas reductoras de diéxido de carbono.
Esta mejora en la relacion sintrofica necesaria para degradar propionato, es una de las
razones de la diferencia en el tiempo de degradacion de los AGV entre el UASB control
y el UASB DIET.
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UASB DIET en la fase de recuperacion
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Otro factor a tener en cuenta es el crecimiento de los microorganismos encargados de
degradar el propionato, estas bacterias degradadoras de propionato tienen el
crecimiento mas lento entre las bacterias degradadoras de AGV [250]. La cantidad de
biomasa inicial en los reactores de este estudio fue baja (4.77 kg SSV/m?3), al tener una
densidad baja de microorganismos y estos presentar un crecimiento lento, provoca una
recuperacion mas lenta en el UASB control.

La presion parcial de hidrégeno es otro factor clave en la acumulacion de é&cido
propiénico. Es esencial mantener una baja presién parcial de hidrégeno a través de las
metanogénicas consumidoras de hidrogeno [243]. Un balance entre los
microorganismos productores de hidrogeno y los consumidores de hidrogeno es
totalmente necesario para mantener la presion parcial de hidrégeno en condiciones
Optimas para la oxidacion del acido propiénico. Cuando el sistema no esta balanceado,
la presion parcial de hidrégeno se incrementa dando lugar a la acumulacion de acido
propionico. En la figura A.2.1 se observa una concentracion inicial de AGV 2 g/L superior
en el UASB control que en el UASB DIET, siendo la presion parcial de hidrogeno una de
las posibles razones de la mayor acumulacién de AGV durante el periodo final de
alimentacion de ambos UASB. En el caso del UASB DIET, la degradacién de &cido
propiodnico no la realizan principalmente bacterias hidrogenotroficas, en este caso la
transferencia de electrones es directa sin moléculas de hidrégeno como mediadoras.
Ha sido demostrado que DIET es termodinamicamente mas favorable que IHT [143].
Los valores de energia libre de Gibbs en la degradacién del propionato son 72.7 kJ/mol
y -26.4kJ/mol para IHT y DIET respectivamente a 37 °C y pH 7 [231]. El UASB DIET
cambia la via de transporte de electrones de IHT a DIET posibilitando un incremento en
la oxidacion del propionato y con ello disminuyendo los AGV totales de forma mas répida,
como se observa en este estudio.

Existen dos principales vias por las que se puede desarrollar la metanogénesis;
metanogénesis acetoclastica y metanogénesis hidrogenotrofica [251]. Las arqueas
metanogénicas acetoclasticas son mas sensibles a la acumulacién de acido acético,
esto es debido a que las metanogénicas hidrogenotréficas pueden estabilizar el proceso
de digestidén anaerobia consumiendo H* [252]. Methanosaeta y Methanosarcina son las
metanogénicas acetoclasticas con la capacidad de emplear acetato como sustrato en la
produccion de metano. Adicionalmente, Methanosaeta es la arquea metanogénica mas
abundante en la Tierra [243]. Esto coincide con el analisis de comunidades de
microorganismos realizado a partir de las muestras del ensayo BMP con CAG. En ese
ensayo se utilizé el mismo inéculo que el introducido en los reactores UASB control y
UASB DIET. Methanosaeta fue detectada como la arquea mas abundante tanto en el

lodo (78 %) como en la biopelicula del CAG (89 %). El incremento en la concentracion
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de AGV en UASB control, unido a la mayor sensibilidad al 4cido acético de las arqueas
acetoclasticas (Methanosaeta) [252] presentes en el UASB control, es otro factor que ha
retrasado la recuperacion del reactor control.

DIET se produce por la relacion sintréfica entre bacterias exoelectrogénicas y arquea
electrotréficas [23]. Methanosaeta ha sido ampliamente reportada arquea electrotréfica
en la reduccién de dioxido de carbono a metano [24]. En la biopelicula formada en el
CAG del reactor UASB DIET, Methanosaeta tiene un cambio de rol y pasa de ser una
arquea consumidora de acetato a una arquea electrotréfica participante en DIET. Por
otra parte, mientras en el UASB control Methanosaeta tiene problemas de inhibicién por
la acumulacién de &cido acético, esta misma en el reactor UASB DIET no tiene
problemas de inhibicién al cambiar su rol. En la figura A.2.1 se puede observar un
descenso continuo de los AGV hasta llegar a 0, lo que indica un buen funcionamiento

del consorcio de microorganismos desarrollados en el CAG.

Remocién DQO

En la figura A.2.2 se observa la concentracion de DQO a la salida de los reactores

durante el periodo de recuperacion.
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Figura A.2.2 Concentracion de DQO en UASB control y UASB DIET en la fase de recuperacion
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La DQO en el UASB DIET desciende de forma constante hasta valores en torno a 2.2
g/L, manteniéndose constante en esos valores desde el dia 37. Por el contrario, la DQO
en el UASB control tuvo concentraciones superiores a 18 g/L hasta el dia 42. El dia 49
de experimentacion se registr6 un descenso drastico en la concentracion de DQO,
pasando de 18 g/L a 12.9 ¢g/L en 7 dias. La diferencia en el rendimiento de remocion de
DQO entre los reactores se debe a las ventajas mencionadas anteriormente en la
degradacion de AGV, al promocionarse el DIET a través del CAG y el consorcio de
microorganismos desarrollados en el mismo. El dia 70 de experimentacion se
registraron DQO similares tanto el reactor UASB DIET como en el reactor control, 1.8
g/L 'y 2.3 g/L respectivamente.

Nitrogeno total y fosfatos

La concentracion de nitrogeno total y fosfatos se muestra en la figura A.2.3. Los valores
de fosfatos son superiores, en los primeros 20 dias, en el UASB control que en el UASB
DIET. A partir del dia 20 la concentracioén de fosfatos permanece constante en torno a
200 mg/L en ambos UASB.
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Figura A.2.3 Concentracion de DQO en UASB control y UASB DIET en la fase de recuperacion
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La concentracion de nitrégeno total se mantiene entre valores de 385y 735 mg/L en
UASB DIET. Por el contrario, el nitrégeno total estd aumentando continuamente en el
UASB control, hasta alcanzar 935 mg/L el dia 47 de experimentacion. La literatura
recomienda concentraciones de nitrogeno total entre 200 y 1,000 mg/L para el buen
funcionamiento del reactor [181], estando la concentracion del UASB control cerca del
limite superior recomendado. Los materiales de carbono han sido reportados con
capacidad para absorber amonio, en concreto CAG puede reducir la concentracion de
amonio en el interior del reactor reduciendo la toxicidad del mismo [253]. Este efecto del
CAG, unido a un mayor consumo de los nutrientes en UASB DIET, al tener una cinética
mas rapida el consorcio microbiano, provocan que el valor de nitrégeno total no fuera

tan elevado como en el UASB control.

Rendimiento de metano

El segundo dia de experimentacion se afadieron 5 gramos de bicarbonato de sodio a
al UASB control y al UASB DIET. Este hecho produjo un efecto beneficioso en ambos
UASB. La generacioén de metano comenzoé a partir del tercer dia. En el UASB control el
rendimiento de metano fue 0.08 L CHa4/(Lreactor-dia), en cambio en el UASB DIET alcanzé
un valor de 0.45 L CHa/(Lreactor-dia) (figura A.2.4). Desde el cuarto dia de monitoreo en
el UASB control no hubo ningun registro de produccion de metano, la cual volvid a
comenzar el dia 12. En contraste, el rendimiento de metano en el UASB DIET fue
siempre superior a 0.1 L CHa4/(Lreactor-dia). En el dia 30 de experimentacién el rendimiento
de metano en el UASB DIET alcanzé el valor de 0.52 L CH4/(Lreactorrdia), mientras el
UASB control no super6 0.28 L CHa4/(Lreactor-dia) en todo el ensayo. El rendimiento de
metano decrecié en UASB DIET a partir del dia 30 al empezar a agotarse la fuente de
carbono disponible en el mismo. En la figura A.2.4 se observa que el UASB control
incrementa su rendimiento de metano a partir del dia 42 alcanzando su maximo el dia
56, siendo este 0.37 L CH4/(Lreactor-dia). La evoluciéon del contenido de metano del
biogas en los reactores se puede observar en la figura A.2.5. El porcentaje de metano
en el UASB DIET fue superior al 60 % desde el segundo dia, con un promedio a lo largo
de los primeros 50 dias del 78.49 % llegando su concentracibn maxima a valores

superiores al 90 % de metano.
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Figura A.2.4 Rendimiento de metano en UASB control y UASB DIET en la fase de recuperacion
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Figura A.2.5 Concentracion de metano en UASB control y UASB DIET en la fase recuperacion
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Por el contrario, el contenido en metano del UASB control no sobrepaso el 60 % hasta
el dia 14 de monitoreo. La concentracién media de metano del UASB control fue 65.86
% en los primeros 50 dias; aproximadamente un 13 % inferior al UASB DIET. Este
incremento en la concentracién de metano es debido a una mayor reduccién de didéxido
de carbono a metano, por el aumento en la eficiencia de recuperacién de los electrones
cuando el transporte de estos se produce a través de DIET [122]. A partir del dia 50 el
rendimiento de metano en UASB DIET es nulo, por lo tanto, las concentraciones de
metano no son comparables. La concentracion de metano en el reactor UASB control

alcanza valores en torno al 80 % desde el dia 47.
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