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Resumen

RESUMEN

Andlisis de la dinamica de poblaciones microbianas en reactores de biopelicula anaerobia para
la produccién de biogas

Elaborada por: 1.Q. Inés Adriana Juarez Garcia
Dirigida por: Dr. Erik Samuel Rosas Mendoza

Dr. Alejandro Alvarado Lassman

Actualmente, el estudio de la dinamica microbiana ofrece un panorama general de la
digestion anaerobia que permite conocer el comportamiento de los microorganismos
frente a cambios operativos. Estos estudios se han realizado en reactores de lodo
granular, sin embargo, los reactores de biopelicula ofrecen una mejor eficiencia en el
proceso de produccion de biogés, ya que poseen una mayor area de contacto entre el
sustrato y la biomasa que les permite tratar efluentes con altas cargas organicas. En
este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo analizar la dinamica de
poblaciones microbianas sometidas a cambios operativos en reactores de biopelicula
para la produccién de biogas durante la digestion anaerobia de la fraccién liquida de
residuos solidos organicos. Se utilizd un reactor de biopelicula llamado Reactor
Anaerobio Hibrido (RAH), con 1.5 L de Extendosphere™ colonizado como in6culo, con
volumen util del RAH de 2.5 L, operado a temperatura de 35 + 2°C y pH de 6.8-7.2. El
RAH oper6 en cuatro etapas cada una con una Cva diferente, E1=5-8 gDQO/L-d,
E2=7-8 gDQO/L+d, E3= 15-16 gDQO/L+d y E4= 20-21 gDQO/L+d. Se monitored el
proceso en el influente y efluente del RAH por medio de pH, DQOT, DQOs SST, SSV,
alcalinidad y AGV’s. La caracterizacion de las comunidades microbianas se realizé
tomando muestras de la biopelicula y por medio de extraccion de ADNg y
Secuenciacion Genética Masiva se determinaron las poblaciones microbianas
presentes. La produccion de biogas y el rendimiento de metano se analizaron por
cromatografia de gases. Finalmente, se correlacionaron todas las variables del sistema
mediante el Analisis de Componente Principales. Se alcanzaron remociones de DQO
y sélidos mayores al 90%, asi como la colonizacion del soporte supero el 80%. Se
obtuvieron aproximadamente 20 L biogas con un rendimiento de metano alrededor de
0.33 LCH4/gDQOrem. Se encontraron mas de 2000 OTUs diferentes tanto de Archaea



Resumen

y Bacteria, siendo las bacterias las mas diversas. La principal via de produccion de
metano fue por el consumo de acetato, sin embargo, debido a la presencia de grupos
troficos de fermentadores e hidrogenoétrofos, se asume que hubo produccién de
hidrégeno que fue consumido para producir metano y contribuir principalmente en la
composicion del biogas. La variacion de la Cva en el RAH provocé la competencia de
los diferentes grupos de microorganismos por el consumo de sustratos, la
adaptabilidad y la resistencia. El analisis permitié conocer las ventajas del RAH y las
areas de oportunidad para optimizar el proceso.



Abstract

ABSTRACT
Analysis of the dynamics of microbial populations in anaerobic biofilm reactors for biogas
production
By: 1.Q. Inés Adriana Juarez Garcia

Advisor(s): Dr. Erik Samuel Rosas Mendoza

Dr. Alejandro Alvarado Lassman

Currently, the study of microbial dynamics offers a general overview of anaerobic
digestion that allows understanding the behavior of microorganisms in the face of
operational changes. These studies have been carried out in granular sludge reactors,
however, biofilm reactors offer a better efficiency in the biogas production process,
since they have a larger contact area between the substrate and the biomass that
allows them to treat effluents with high organic loads. In this context, the present
research aims to analyze the dynamics of microbial populations subjected to
operational changes in biofilm reactors for biogas production during the anaerobic
digestion of the liquid fraction of organic solid waste. A biofilm reactor called Anaerobic
Hybrid Reactor (AHR) was used, with 1.5 L of colonized Extendosphere™ as inoculum,
with useful volume of the HAR of 2.5 L, operated at temperature of 35+2°C and pH of
6.8-7.2. The RAH operated in four Stages each with a different Cva, E1=5-8 gCOD/L-
d, E2=7-8 gCOD/L-d, E3= 15-16 gCOD/L-d and E4= 20-21 gCOD/L-d. The process
was monitored in the influent and effluent of the RAH by means of pH, TCOD, sCOD,
TSS, VSS, alkalinity and VFA’s. The characterization of the microbial communities was
carried out by taking samples of the biofilm and by means of gDNA extraction and
Massive Genetic Sequencing the microbial populations present were determined.
Biogas production and methane yield were analyzed by gas chromatography. Finally,
all system variables were correlated by Principal Component Analysis. COD and solids
removals greater than 90% were achieved, and the colonization of the support
exceeded 80%. Approximately 20 L biogas were obtained with a methane yield around
0.33 LCH4/gCODrem. More than 2,000 different OTUs of both Archaea and Bacteria

were found, with Bacteria being the most diverse. The main pathway of methane

Vi
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production was by acetate consumption, however, due to the presence of trophic
groups of fermenters and hydrogenotrophs, it is assumed that there was hydrogen
production that was consumed to produce methane and contribute mainly in the biogas
composition. The variation of OLR in the AHR led to competition of different groups of
microorganisms for substrate consumption, adaptability, and resistance. The analysis
provided insight into the advantages of the AHR and areas of opportunity to optimize

the process

Vii
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NOMENCLATURA

ADN Acido Desoxirribonucleico
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Introduccién

INTRODUCCION

El proceso de Digestion Anaerobia (DA) tiene mas de un siglo de practica y
recientemente se ha utilizado como estrategia de aprovechamiento de desechos
organicos, ayudando a disminuir las emisiones de gases que agotan la capa de ozono
abordando el carbono de los residuos para convertirlo en biogas (Horan, 2018). La DA
se lleva a cabo en una serie de etapas realizadas por comunidades microbianas
(Corrales et al., 2015), considera vital la composicion del material a utilizar como
sustrato, ya que da los complementos a la digestion de los microorganismos en

cuestion y tiene una influencia directa en la generacién de biogas (Wid y Horan, 2018).

En la Ciudad de Orizaba, Veracruz, el Mercado Municipal Emiliano Zapata es un
generador de Residuos Sdlidos Urbanos (RSU). La composicion que presentan los
RSU consta de 84.17 % de fraccion organica de origen agricola (residuos de frutas,
verduras, leguminosas, tubérculos, citricos, etc.) y el restante 15.83 % lo ocupan los
residuos sélidos inorganicos y residuos sdlidos organicos de dificil biodegradabilidad
(Apanco-Rosas, 2018). Esta fraccién organica posee un alto contenido de humedad
por lo que resulta ventajoso separar mecanicamente estos en dos fracciones liquida y
sélida mediante pretratamiento para aprovechar adecuadamente todo el residuo

(Alvarado-Lassman et al., 2016).

La fraccion liquida puede valorizarse a través del proceso de DA, por lo que surge la
necesidad de utilizar tecnologias que unan una alta competencia de tratamiento con
bajos costos de desarrollo y soporte (Lettinga et al., 1983). Los principales tipos de
reactores de alta carga son: Reactores UASB (reactor anaerobio de flujo ascendente
y manto de lodos), Reactores EGSB (reactor de lecho de lodo granular expandido) y

Reactores de biopelicula (Lorenzo y Obaya, 2005; Deng et al., 2020).

Los procesos basados en biopeliculas se han situado como una decision valiosa para
la reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y nutrientes sin varias de las
restricciones de los procesos de lodos activados (Zinatizadeh y Ghaytooli, 2015). Las

biopeliculas son intrincadas redes microbianas que incorporan y descargan un marco
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defensivo que adhiere firmemente la biopelicula a una superficie bidtica o abidtica
(Phillips et al., 2010). Actualmente, en la DA se ha utilizado Extendosphere™ como

superficie abidtica o soporte para la adhesion de la biopelicula.

Por otro lado, el biogas es el producto generado por la actividad metabdlica de los
microorganismos presentes en el proceso de DA, resulta importante evaluar dicha
actividad en las diferentes etapas del proceso cuando se presentan cambios en las
variables operativas de los reactores anaerobios, como la carga volumétrica aplicada
(Cva), ya que esta variable operativa es la alimentacion de los microorganismos, y
tiene una influencia significativa en el rendimiento del metano (CHa4) (Lebuhn et al.,
2015).

El estudio de la dinamica y composicion de los microorganismos contribuyen a obtener
el maximo rendimiento de metano y por tanto un mayor aporte energético, sin embargo
para obtener informacion viable sobre los microorganismos, es necesario la aplicacion
de técnicas de biologia molecular como la secuenciacion genética masiva (NGS)
(Lebuhn et al., 2015). En este contexto, la presente investigacion exhibe la necesidad
de realizar un estudio sobre la dindmica microbiana y la correlacion de las variables
del proceso en reactores de biopelicula que manejan altas cargas organicas, para asi

reducir la brecha del conocimiento.

El objetivo de esta investigacion es realizar el analisis de la dinamica de poblaciones
microbianas durante la DA de la fraccion liquida de RSO de frutas y vegetales, para el
aprovechamiento adecuado de la materia organica y la mejora del rendimiento de CHa.
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OBJETIVO

Analizar la dinamica de poblaciones microbianas sometidas a cambios operativos en
reactores de biopelicula, para la producciéon de biogas durante la digestion anaerobia

de la fraccion liquida de residuos solidos organicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Acondicionar, arrancar y estabilizar un reactor anaerobio para el desarrollo

optimo de la biopelicula.

2. Modificar las condiciones de operacién del reactor anaerobio a través del

cambio de composicion de sustrato y carga organica.
3. Realizar la caracterizacién de la composicion de las comunidades microbianas
metanogénicas presentes del reactor anaerobio de biopelicula mediante el analisis

de ADN gendmico.

4. Correlacionar las variables microbianas, fisicoquimicas y operacionales para
interpretar el desempefio del reactor anaerobio de biopelicula.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Produccién de biogés en México

Las principales fuentes de energia empleadas en México se derivan de recursos no
renovables como los hidrocarburos, lo que, junto con el aumento de la poblacion, la
urbanizacién continua, la utilizacion de combustibles fosiles se vuelve excesiva, y esto
ha generado graves problemas ambientales. Por lo que es necesario desarrollar
estrategias para aumentar el uso de fuentes de energia renovables, como el biogas
(Diaz y Napoles, 2019).

La produccién de biogas ha demostrado ser una forma viable de sustituir parcialmente
los combustibles fésiles, ya que el uso de biogas tiene importantes beneficios
econdémicos, ambientales y sociales (Garbs y Geldermann, 2018), se informa que de
acuerdo con el Balance Nacional de Energia para el 2018 el biogas contribuy6 con
2.84 PJ y fue destinado para la generacién de energia eléctrica (SENER, 2018).

1.1.1 Perspectivas de la produccion de biogas en México

A pesar de los nuevos avances en el uso de energias limpias, la bioenergia y el biogas
se han quedado atras en cuanto a las perspectivas de energia ecolégica (Weber et al.,
2012). Ultimamente, en México se han suministrado aproximadamente 114 millones
de m3/afio de biogas con una potencia de 109 GWhe/afio, lo que supone una pequefia
parte del objetivo de energia limpia para 2024 de unos 112.000 GWhe/afio (Gutiérrez,
2018).

De acuerdo con Gutierrez (2018), en el documento titulado “Situacion actual y
escenarios para el desarrollo del biogas en México hacia 2024 y 2030” la Figura 1.1
muestra una correlacion de situaciones de produccion de biogas BaU (Business of
course, latest things), de infiltracibn media y de entrada alta para 2024 y 2030 en

México.
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Figura 1.1. Panorama de produccion de biogas 2024-2030 en México (Gutierrez, 2018)

Es factible llegar a una produccion y uso de biogas de aproximadamente 200 millones
de m? a 350 millones de m?3 en 2024 y entre 600 millones de m3y 900 millones de m3
en 2030. Segun estos datos es factible practicamente cuadruplicar el patron de
produccion de biogas con un gasto financiero normal de 460 mdp/afio en 2024 y
alrededor de 930 mdp/afio en 2030 (Gutiérrez, 2018; Weber et al., 2012).

1.2 Poder calorifico y calidad del biogas

El biogas es un producto derivado de la Digestién Anaerobia (DA) de Residuos Sélidos
Orgéanicos (RSO) y aguas residuales, que se compone principalmente de metano
(CH4) entre 50 % y 75 % y el resto de su composicion se observa en Tabla 1.1 (Deng
et al., 2020). Cabe destacar que exclusivamente el CH4 aporta energia al biogas, lo
que se refleja en el poder calorifico de 1 m® de biogas que con un 60 % de CHa, tiene
21.5 MJ (5.97 kWh de electricidad), asi como si se tiene Gnicamente 1 m3 de CHa el
poder calorifico es de 35.8 MJ (9.94 kWh de electricidad), estos datos referidos a

condiciones de temperatura y presion estandar (Vega y Ramirez, 2014).
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Tabla 1.1 Composicion tipica del biogas (Deng et al., 2020)

Componente Volumen (%)
Metano 50-75
Dioxido de carbono 25-50
Nitrégeno 0-4
Oxigeno 0-3
Sulfuro de hidrégeno 0.03-0.5
Hidrégeno 2-7

La generacion de biogés se realiza en un reactor anaerobio, y después de salir del
reactor, presenta saturacion por el vapor de agua, lo que en consecuencia disminuye
el poder calorifico. Dependiendo de la temperatura de operacion del digestor, la
cantidad de vapor de agua puede llegar a ser hasta del 6 %, por lo que el valor calorifico
del biogas in situ es hasta un 15 % menor no se determina en el centro de investigacion
(Weber et al., 2012).

1.3 Fraccion orgénica de los residuos sélidos urbanos como sustrato para la

produccion de biogas

La produccion de biogéas es el resultado de una serie de procesos que se realizan en
condiciones anaerobias por consorcios de microorganismos (Vega y Ramirez, 2014),
por lo que es muy importante considerar la composicion del material a utilizar como
insumo, ya que éste da los complementos a la digestién de los microorganismos en

cuestion y tiene una influencia directa en la produccion de biogas (Wid y Horan, 2018).

Los sustratos actualmente utilizados en este proceso comprenden los campos de
cultivos energéticos: residuos agricolas, residuos organicos secundarios derivados de
procesos industriales, desechos soélidos y aguas residuales. Los residuos de origen
agricola por su naturaleza se generan en el campo, lo que favorece en muchas

ocasiones su procesamiento en digestores a pequefia escala (Weber et al., 2012).
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Sin embargo, en zonas urbanas mediante el comercio de verduras y frutas en los
mercados, se generan gran cantidad de residuos agricolas con un alto contenido en
agua y materia organica, que se identifican como la fracciéon organica de los residuos

sélidos urbanos (RSU) (Alvarado-Lassman et al., 2016).

En la Ciudad de Orizaba, Veracruz, el Mercado “Zapata” es una de las principales
zonas de generacion de este tipo de residuos. La composicidén que presentan los RSU
consta de 84.17 % de fraccion organica de origen agricola (residuos de frutas,
verduras, leguminosas, tubérculos, citricos, etc.) y el restante 15.83 % lo ocupan los
residuos solidos inorganicos y residuos solidos organicos de dificil biodegradabilidad
(Apanco-Rosas, 2018).

Esta fraccion organica de los RSU posee una extensa gama de tamarfios de particulas,
y es ser preciso aplicar un pretratamiento mecanico previo a la digestion anaerobia.
Los pretratamientos mecénicos se realizan, con el objetivo de mejorar la degradacion
de la materia orgénica biodegradable mediante la actividad de los microorganismos,
de tal forma que aumente la superficie y reduzca la cristalinidad de la celulosa, lo que
produce que se hidrolicen los azucares monoméricos en menor tiempo (Mlaik et al.,
2017; Ariunbaatar et al., 2014).

Por lo tanto, el alto contenido de liquido en la fraccidén orgénica de los RSU hace que
sea conveniente separar mecanicamente estos desechos en fracciones
mayoritariamente liquidas y sélidas mediante pretratamiento (Alvarado-Lassman et al.,
2016). La separacion se lleva a cabo en una serie de pasos que incluyen: 1) La
separaciéon manual de los residuos inorganicos u organicos con biodegradabilidad
compleja de la fraccion organica aprovechable es decir los residuos de origen agricola,
2) Una reduccion de tamafio por trituracion en molino, 3) La dilucion 1:1 de la materia
organica y 4) Una filtracion para separar la parte organica solida y obtener asi una

fraccion liquida (Apanco-Rosas, 2018).
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Esta separacion y el procesamiento individual de la fraccion liquida de los residuos
sélidos podria aminorar significativamente la cantidad de residuos que hay que
transportar y eliminar, lo que provoca una reduccion del capital que el gobierno
municipal gastaria en su tratamiento, ya que resta el uso de espacio en los vertederos
y es posible aprovechar el biogas producido y en lugar de emitirlo a la atmésfera

(Alvarado-Lassman et al., 2016).

1.4 Proceso de produccion de biogés: digestion anaerobia

La digestion anaerobia es una fermentacion microbiana en ausencia de oxigeno que
da lugar a una combinacién de gases, conocida como "biogas", compuesta
béasicamente por metano y didxido de carbono (Vega y Ramirez, 2014) y una
suspensién fluida o lodo que contiene los microorganismos responsables de la

degradacion de la materia natural (Lorenzo y Obaya, 2005).

Este bioproceso tiene mas de cien afios de formacion y en la actualidad ofrece la
posibilidad de reutilizar los residuos naturales y disminuir las emanaciones de
sustancias nocivas para la capa de ozono al captar el carbono de los desechos para
producir metano (Horan, 2018). La digestion anaerobia comprende un conjunto de
subprocesos sincronizados entre si, que son una progresibn de respuestas
metabdlicas complejas sin la presencia de oxigeno, lo que la convierte en una pieza
importante de los ciclos biogeoquimicos de carbono, nitrégeno y azufre (Corrales et
al., 2015).

1.4.1 Etapas de la digestion anaerobia

En el proceso de digestion anaerobia a menudo se utilizan tres etapas para ilustrar la
secuencia de eventos microbianos. Estas etapas son la hidrélisis, la acidogénesis y la
metanogénesis (Gerardi, 2003; Corrales et al., 2015). A continuacion, se describe cada
etapa:
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Hidrolisis

La hidrolisis se refiere tanto a la solubilizacion de materia particulada resistente, asi
como la descomposicién biolégica de materia organica compleja particulada
(biopolimeros, proteinas, carbohidratos, lipidos) en moléculas simples (monémeros o
dimeros), que pueden atravesar la membrana celular (Wid y Horan, 2018). La ruta que

siguen las bacterias para la degradacion de los compuestos durante la hidroélisis es se
observa en las Ecuaciones 1.1 a 1.3 (Gerardi, 2003):

Carbohidratos complejos - Azucares simples (1.1)
Lipidos complejos = Acidos grasos (1.2)
Proteinas complejas = Aminoéacidos (1.3)

Acidogénesis

Es la etapa de formacion de &cido, los compuestos solubles producidos a través de la
hidrélisis o descargados al digestor son degradados por una gran diversidad de
anaerobios facultativos y anaerobios a través de muchos procesos fermentativos. Este
paso también se conoce como fermentacion, ya que la glucosa, los aminoacidos, los
acidos grasos y los péptidos son fermentados a acidos grasos volatiles por bacterias
anaerobias. Los &cidos grasos mas volatiles y otros compuestos organicos se
transforman en acido acético (CH3;COOH), hidrégeno (Hz) y diéxido de carbono (CO2)
por las bacterias acetogénicas (Gerardi, 2003; Horan, 2018). La ruta que siguen las
bacterias para la produccién de acidos durante la acidogénesis se divide en dos ramos

que se pueden observar en las Ecuaciones 1.4y 1.5 (Gerardi, 2003):

Produccioén de acido

Azucares simples + Acidos grasos + Aminoacidos - Acidos organicos +  (1.4)
Alcoholes

Produccion de acetato (Acetogénesis)

Acidos organicos + Alcoholes > Acetato (1.5)

24



Capitulo 1. Fundamentos tedéricos

Metanogénesis

En esta etapa metabdlica, el CH4 se obtiene a partir de acetato o combinaciones de
H2 y CO2, y también puede formarse a partir de diferentes sustratos como el &cido
férmico y el metanol. El trabajo de las arqueas se caracteriza por el tipo de sustrato
disponible (Lorenzo y Obaya, 2005). El curso seguido por los microorganismos para la
dltima etapa, es decir la produccion de metano durante la metanogénesis toma tres
vias que se muestran en las ecuaciones 1.6 a 1.8 (Gerardi, 2003):

1) Metanogénesis acetoclastica

Acetato > CHs4 + CO2 (1.6)

2) Metanogénesis hidrogenotroéfica

H2 + CO2 2> CHa4 1.7)

3) Metanogénesis metilotréfica

Metanol - CHas + H20 (1.8)

Con lo descrito anteriormente se puede resaltar que las Archaeas dependen de las
bacterias acidogénicas para proporcionarles acetato, hidrégeno y carbonato, mientras
gue estas bacterias acidogénicas dependen de las archaeas para eliminar el
hidrogeno. Por lo tanto, la metanogénesis se considera la etapa mas sensible de la
digestion anaerobia. Las Archaeas son muy sensibles a las fluctuaciones de pH,
temperatura, Cva y son inhibidas por una serie de compuestos como se informé en

estudios anteriores (Wid y Horan, 2018).

1.5 Microorganismos presentes en el proceso de digestion anaerobia

De acuerdo con Deng et al., (2020) los microorganismos de digestidon anaerobia son
un tipo de organismos relacionados con la generacion de biogas y sus caracteristicas

basicas de microorganismos comunes como:

25



Capitulo 1. Fundamentos tedéricos

a. Tamafos minimos y gran superficie especifica. Los microorganismos se miden
con un micrémetro y los virus con un hanémetro.

b. Amplia distribucion y gran variedad. Los microorganismos estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza, incluso dentro y fuera de animales y plantas,
suelos, aire, océanos, glaciares, lagos salados, desiertos, pozos de petréleo y
debajo del estrato rocoso. Hasta ahora, las especies registradas tienen cerca
de 2 millones, de los cuales el nimero de especies de microorganismos
asciende a 200,000.

c. Tasa de crecimiento rapido y metabolismo fuerte. La conversion rapida, el
metabolismo vigoroso y la reproduccion rapida de los microorganismos
provienen de sus grandes superficies especificas que contribuyen al
intercambio de material, energia e informacion con el entorno circundante.

d. Fuerte adaptabilidad al entorno y facil variacion. Los microorganismos existen
en varios entornos y pueden adaptarse a cualquier condicion grave a diferencia
de los animales y las plantas. Sin embargo, la mayoria de los microorganismos
son organismos unicelulares, por lo que entran en contacto directo con varios

entornos y su ADN es propenso a cambiar.

Los atributos mencionados de los microorganismos dan una premisa al ser humano

para aprovechar y utilizar los activos de los microorganismos (Deng et al., 2020).

Esta amplia variedad de microorganismos dentro del curso de la digestion anaerobia
de la materia organica puede compactarse en diferentes agrupaciones de microbios
anaerobios facultativos y anaerobios severos (Figura 1.2), que utilizan sucesivamente

los elementos metabdlicos creados por cada agrupacion:
Grupo . Bacterias hidroliticas y fermentativas.

El uso microbiano de polimeros complejos requiere que los microorganismos
asociados a su degradacion puedan hidrolizar o separar las particulas de
polisacéaridos, proteinas y grasas e hidrolizarlas hasta convertirlas en mezclas sencillas

como azUcares, aminoacidos y grasas insaturadas. Las bacterias que realizan estos
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procesos pertenecen a las anaerobias facultativas y los géneros mas comunes que
realizan esta ruta metabdlica son los individuos de la familia Enterobacteriaceae, asi
como: Sacillus, Peptostreptoeoeeus, Propiombaeterium, Saeteroldes, Microeoeeus y
Clostndium (Diaz et al., 2002).

Grupo Il. Bacterias acidogénicas y acetogénicas.

Los microorganismos acidogénicos convierten los azUcares, los aminoacidos y las
grasas insaturadas en grasas insaturadas imprevisibles, por ejemplo, propionato y
butirato, que deben ser oxidados para derivar en acido acético, CO2 y Hz. Esta
oxidacién es completada por microorganismos Acetdgenos Productores de Hidrogeno
Obligados (APHO), en un ciclo conocido como "acetogénesis'. Dentro de los
acetébgenos hay organismos microscopicos conocidos como "microorganismos
homoacetogénicos" que son anaerobios comprometidos y utilizan el CO2 como ultimo
aceptor de electrones, proporcionando la derivacién del &cido acético como unico
resultado de la degradacién anaerobia. Los electrones para la disminucion del CO2
provienen del H2 y de mezclas como azlcares, acidos naturales, alcoholes,
aminodacidos y ciertas bases nitrogenadas. Aunque esta reunién no es una clasificacion
cientifica caracterizada, incorpora un amplio conjunto de microorganismos Gram (+) y
Gram (-) con esporas, por ejemplo, Clostridium aceticum, Clostndium formicoaceticum

y Acetobacterium wooddi (Diaz et al., 2002).
Grupo Il Bacterias metanogeénicas.

Los microorganismos metanogénicos forman parte de la agrupacion conocida
actualmente como Archeaea, cuyos individuos presentan caracteristicas Unicas en
relacion con los encontrados en las bacterias. Estas caracteristicas se identifican
principalmente con la disposicion sintética de algunas estructuras celulares. Las
argueas son anaerobios estrictos y producen metano como resultado principal de la
digestion de energia. Independientemente de los severos prerrequisitos de
anaerobiosis obligada y el metabolismo especializado de este grupo, estas bacterias

se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (Diaz et al., 2002).
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Figura 1.2. Diagrama general de microorganismos, productos y subproductos en la
digestion anaerobia, por cada etapa. La presente investigacion se centra en la identificacion

de los microorganismos presentes en las fases acidogénica y metanogénica.
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1.5.1 Diferencias entre Archaeas y Bacterias

De acuerdo con Atlas y Bartha (2002) las principales causas por las cuales se

diferencian las archaeas de las bacterias son:

1)

2)

3)

4)

Las Archaeas no causan enfermedades, es decir no son patdgenas tanto para
el ser humano como para otros organismos. En cambio, las bacterias pueden
tener comportamiento patdgeno e infectar a otros seres vivos.

A través de los afos las bacterias han sido capaces de realizar cualquier tipo
de metabolismo, como: especies fotoautotrofas (que realizan la fotosintesis), y
guimioautoétrofas (obtienen la energia de la degradacion de compuestos
inorganicos) y heterétrofas (obtienen la energia de la degradacién de la materia
organica, como los animales y los hongos, por ejemplo). Las Archaeas son
Gnicamente quimioautoétrofas.

Los mecanismos para replicar ADN son diferentes, las Archaeas utilizan
mecanismos celulares de replicaciéon (hacer copias del ADN), de transcripcion
(pasar de ADN a ARN) y de traduccidn (sintetizar proteinas a partir de la lectura
del ARN) similares a los de las células eucariotas pero distintos a los de las
bacterianas.

Ambas poseen pared celular que se diferencian a nivel estructural, ya que la
pared bacteriana tiene peptidoglicano (un tipo de polimero) y la arquea, no.

Debido a estas diferencias sus lineas evolutivas se separaron hace mas de 3,500

millones de afios, cuando la Tierra apenas tenia 1,000 millones de afios de vida,

en la Figura 1.3 se puede observar el arbol filogenético de la vida que muestra la

descendencia evolutiva de los dominios de Bacteria, Archaea y Eucaria.
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Figura 1.3. Ubicacion de las Bacterias, Archaeas y Eucarias en el arbol filogenético de la
vida (Atlas y Bartha, 2002).

1.6 Parametros de control del proceso de DA

En la realizacion de estos procesos, las poblaciones microbianas se ven condicionadas
por algunos parametros fisicos y quimicos, que posibilitan su adecuado desarrollo
(Corrales et al., 2015). Por lo tanto, el desempefio de los procesos de DA depende
principalmente de 1) volumen de biomasa, 2) temperatura, 3) mezcla de sustrato, 4)
relacion carbono-nitrégeno, 5) tiempo de residencia hidraulica, y 6) Carga volumétrica
aplicada (Cva). Estos pardmetros también son importantes para mantener el equilibrio

de microorganismos en el sistema de digestion (Rajendran et al., 2012).
1) Volumen de biomasa

El volumen total del reactor utilizado para las pruebas esta inversamente relacionado
con el nimero de muestras repetidas que podrian analizarse al mismo tiempo

utilizando una cantidad fija de in6culo y sustrato (Raposo et al., 2012).
2) Temperatura

Existe una amplia gama de temperaturas en las que puede producirse la digestion
anaerobia, que se clasifican en tres grupos: psicrofilos (por debajo de 20 °C), mesofilos
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(30-40 °C optimos) y termdfilos (por encima de 50 °C). Los mesofilos y termofilos son
mas favorecidos que los psicrofilos porque la velocidad de reaccion es mayor en
ambos rangos de temperatura. Los procesos anaerobios mesofilicos son comunes
debido al proceso de reaccion estable, alto en actividades microbianas y facil de iniciar
(Minteer, 2011).

3) Mezcla de sustrato

Es importante mantener una concentracion constante del sustrato, la temperatura y
otros factores ambientales para evitar la formacion de espuma y la deposicion de
sélidos. La mezcla mediante circulacion de gas y agitadores mecanicos depende de
las concentraciones finales de solidos totales de los sistemas (Hilkiah et al., 2008).

4) Relaciéon carbono-nitrégeno (C/N)

El desempefio del proceso de digestion anaerobia se basa en las concentraciones de
carbono y nitrogeno, donde el carbono es la fuente de energia para los
microorganismos y el nitrdgeno mejora el crecimiento microbiano. Generalmente, se
pierde como gas amoniaco cuando la cantidad de nitrégeno excede el requerimiento
microbiano. Para la condicién ideal, la proporcién de carbono a nitrégeno es de

aproximadamente 30:1 en la materia prima (Hilkiah et al., 2008).
5) Tiempo de residencia hidraulica (TRH)

El tiempo de residencia hidraulica se define como el periodo que la materia prima
permanece en el digestor y es un parametro de disefio clave utilizado que depende de
la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la demanda bioquimica de oxigeno (DBO)

de la materia prima (Mir et al., 2016).
6) Carga Volumétrica aplicada (Cva)

La carga organica aplicada (Cva) describe la relacion entre la tasa de tratamiento de
la materia organica y el tamafio del sistema de tratamiento o reactor. Se expresa como

peso de materia organica en términos de DQO o SV (o ST) agregados por volumen de
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reactor por dia. Cuanto mayor sea la Cva que un sistema puede tratar adecuadamente,

mayor sera la rentabilidad del sistema (Akunna, 2019).

1.7 Tecnologia de alta carga en digestion anaerobia

El tratamiento de los efluentes ha pasado a tener una importancia indispensable para
mantenerse alejado de la contaminaciéon ambiental, por lo que es necesario fomentar
ciclos que consoliden una alta eficacia de tratamiento con bajos costes de desarrollo y
mantenimiento (Lettinga et al., 1983). Los principales tipos de reactores de alta carga

son:

1.7.1 Reactores UASB

El reactor (Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente y Manto de Lodos) se muestra
entonces como una opcion adecuada para el tratamiento de efluentes organicos
(Lorenzo y Obaya, 2005).

El digestor de flujo ascendente se compone esencialmente de un tanque "en forma de
trompo”, con las camaras de sedimentacion y de absorcién anaerobia superpuestas.
El reactor posee tres zonas diferenciadas 1) Zona de lecho de lodo, donde se
concentran los microorganismos que van a biodegradar la materia natural presente en
el agua residual a tratar; 2) Zona donde los microorganismos estan dispersos por todo
el UASB; y 3) Zona de division fuerte de gas-fluido. La pérdida a tratar se coloca en la
parte inferior del reactor. Las aguas residuales ascienden a través de una cubierta de
pendiente compuesta por granulos o particulas enmarcadas de forma natural (Lorenzo
y Obaya, 2005).

1.7.2 Reactores de lecho de lodo granular expandido (EGSB)

Los reactores de lecho de lodo granular expandido (abreviado como EGSB) se
desarrollan basandose en UASB. En esta tecnologia, la alta rapidez de flujo
ascendente se consigue por medio del reflujo del efluente y una alta interaccion H/D
(altura-diametro), que posibilita la extension de los biolechos. Principalmente, la tasa
de extension de EGSB es de en torno al 10-20 %. Las particulas fluidizadas acceden
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en contacto con el liquido para mejorar la transferencia de masa. Ademas, este reactor
puede adoptar pequefios bioenvases granulares, que tienen la posibilidad de eludir el
taponamiento que frecuenta suceder en los reactores de biopelicula fijos. La rapidez
de flujo ascendente de EGSB es mas instantanea, por lo cual los requisitos para los
distribuidores de agua no son tan precisos, a diferencia de los requisitos para los
separadores trifasicos. La alta carga hidraulica conduce a la pérdida de lodos, por lo
cual el disefio de separadores trifasicos es clave para el desempefio estable y eficaz
de los EGSB (Deng et al., 2020).

1.7.3 Reactores de biopelicula

Por otra parte, el tratamiento anaerdbico de los efluentes con un alto contenido de
materia biodegradable tiene algunas ventajas, por ejemplo, se puede lograr una alta
capacidad de remocion al ocuparse de cargas elevadas, tiene pocos requisitos de
suplementos, crea cantidades bajas de lodos y proporciona un biogas inflamable
(Houbron et al., 2016). No obstante, uno de los problemas graves en los procesos de
tratamiento anaerobio de aguas residuales es la deficiencia de biomasa en los
procesos con alta carga organica. Por ello, una gran parte de los sistemas anaerobios
utilizados incluyen sistemas de biomasa fija. La biopelicula ofrece beneficios
fascinantes, por ejemplo, ofrece una mayor superficie de contacto entre el sustrato y
la biomasa, asi como de la sencilla separacion del agua tratada de la biomasa y un

disefio compacto (Houbron, 2012).

Los procesos basados en biopeliculas se han demostrado como una eleccién
ventajosa para la reduccién de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y nutrientes sin
varias de las restricciones de los procesos de lodos activados (Zinatizadeh y Ghaytooli,
2015). La tecnologia del reactor de biopelicula de lecho mévil (RBLM), que comprende
un reactor de biopelicula sumergido y una instalacion de division liquido-sélido
subsiguiente, se ha usado cada vez mas en el procedimiento de aguas residuales
(Ferrai et al., 2010). El objetivo de los RBLM es cultivar biopeliculas adheridas en
pequefios transportadores que son moéviles en el tanque de aireacion. Como resultado,

RBLM representa puntos positivos tanto del incremento suspendido como adherido al
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implicar todo el volumen del reactor en el proceso de procedimiento, en lo que ni una
biomasa regresa del tanque de clarificacion a la unidad biolégica (Shokoohi et al.,
2017).

Rosas-Mendoza et al., (2018) llevaron a cabo el proceso de digestion anaerobia de
efluentes de la industria citrica mediante el uso de un reactor de alta velocidad,
evaluando la produccién y uso de biogas como fuente de energia alternativa. La
contribucion de este trabajo fue la introduccién de un reactor anaerobio hibrido, el cual
consta de una configuracion de un reactor de biopelicula formado por un lecho fijo y
un lecho fluidizado, la cual permiti6 manejar cargas organicas elevadas. Ademas de

gue abre paso a investigaciones futuras sobre el uso de este tipo de reactores.

1.8 Eficiencia del proceso de produccion de biogas

El rendimiento y la estabilidad de los procesos de tratamiento anaerobio dependen de
la cantidad y calidad de los metandgenos activos presentes en el sistema. Los
microorganismos anaerobios activos se utilizan a menudo para inocular sistemas
anaerobios durante el periodo de puesta en marcha con el fin de reducir la fase de
retraso en el desarrollo de un consorcio microbiano equilibrado. Las caracteristicas
microbianas de un indculo dependen del tipo de sustrato y las condiciones operativas
de su fuente. El indculo apropiado se puede obtener de reactores anaerobios activos,
preferiblemente aquellos que tratan tipos similares de desechos o lodos de residuales.
La baja proporcién de in6culo a alimento puede conducir al predominio de las bacterias

acidogénicas sobre las archaeas y puede resultar en aumento de pH (Akunna, 2019).

El tratamiento anaerobio es mas adecuado para residuos sélidos, lodos y aguas
residuales con concentraciones de DQO en el rango de resistencia intermedia a alta,
es decir, de 2,000 DQOI/L. Las eficiencias de remocion organica tienden a aumentar al
aumentar la fuerza organica del efluente. Sin embargo, se puede lograr una
eliminacién de DQO de hasta el 80-90 % en un sistema operado de manera eficiente
(Akunna, 2019).
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Por lo tanto, para evaluar la eficiencia del proceso es indispensable determinar la
produccion volumétrica de gas y la calidad del gas. Al combinar los datos sobre la Cva
(gDQO), los datos de produccion y calidad del gas se tiene un panorama de la
produccion especifica de metano o el rendimiento de metano (m3 CHs/kg DQO
removida), que al compararse con los puntos de referencia para determinados
sustratos y la interpretacion de la evolucion reciente del rendimiento del metano
permiten estimar la eficiencia real del proceso al menos de forma aproximada y revelar

tendencias ascendentes y descendentes (Lebuhn, et al., 2015).

Sin embargo, otro aspecto importante por mencionar es que el estudio de la dinamica
y composicion de los microorganismos contribuyen a obtener el maximo rendimiento
de metano y por tanto un mayor aporte energético, para obtener informacion viable
sobre los microorganismos, es necesario la aplicacion de técnicas de biologia
molecular como la secuenciacion de segunda generacion (NGS) y reaccion en cadena
polimerasa (QPCR) (Lebuhn et al., 2015).

1.9 Técnicas de biologia molecular para el analisis de poblaciones microbianas

La investigacion de la microbiologia de sistemas y su utilidad se ha ampliado en los
altimos veinte afios, y por lo que se han desarrollado herramientas de biologia
molecular. Las técnicas de biologia molecular se utilizan para investigar los acidos
nucleicos y para reconocer y distinguir los microorganismos, al igual que varios
genotipos dentro de especies similares y las cualidades de oposicion de los
medicamentos. Esta multitud de procedimientos requieren un avance previo de
extraccion de ADN o ARN. Una vez extraido, debe purificarse adecuadamente para
evitar la presencia, por ejemplo, de inhibidores o sustancias que degraden y

obstaculicen la correcta exposicion del procedimiento resultante (Guebitz et al., 2015).

Entre los métodos de la biologia molecular, existen numerosas variantes para
intensificar, distinguir y agrupar los acidos nucleicos (ADN o ARN). EI método mas

esencial es la respuesta en cadena de la polimerasa y se crearon diversas
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modificaciones para trabajar en el ciclo de analisis y comprension, como la PCR

continua o cuantitativa, la RT-PCR, los microarrays y la secuenciacion (Diaz, 2020).

1.9.1 Reaccion en cadena Polimerasa (PCR)

La técnica de la PCR se apoya en la amplificacion de una zona especifica de ADN
usando unos primers o cebadores (secuencias de ADN que delimitan el area de
amplificacion, que poseen una longitud de 15-30 nucle6tidos y son complementarios a
la zona del ADN que se desea amplificar). Se fundamenta en la accion de diferentes
enzimas, entre ellas la ADN polimerasa, que afiade los nucleétidos en la sintesis de

novedosas cadenas de ADN (amplificacién)(Campion y Canul, 2004).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enziméatica in vitro que
amplifica millones de veces una sucesion especifica de ADN a lo largo de diversos
ciclos repetidos en los cuales la sucesion blanca es copiada fielmente. Para eso, la
reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la funcion de
sintetizar naturalmente el ADN en las células. En la actitud, si utilizamos como sustrato
ADN gendmico, entonces tipicamente hablamos de una PCR, pero si utilizamos ADN
complementario (ADNc) perteneciente del ARNm (acido ribonucleico mensajero) se le
conoce como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés) (Tamay
de Dios et al., 2013).

Funcionamiento de PCR

Cada ciclo de la PCR se realiza en 3 fases primordiales: desnaturalizacion, hibridacion

y expansién como se muestra en la Figura 1.4.

36



Capitulo 1. Fundamentos tedéricos

ADN

; 5 3

b A é/ Secuencia

5
Ciclol /—
-

Desnaturalizacion Ciclo 3

fi FEFRELE
S i
Eé

Hibridacion

Extension Ciclo 2

4

L BEEHE

Figura 1.4. Presentacion esquematica del principio de la reaccién en cadena de la

polimerasa (Garibyan y Avashia, 2013).

Desnaturalizacion: Ciclo en el que las cadenas de ADN son calentadas y separadas a
una temperatura de 95 °C a lo largo de 20-30 segundos; la etapa es dependiente de
la sucesion del templado, o sea, si la proporcién de G-C es alta, va a ser primordial
mas tiempo para romper sus uniones ya que el apareamiento de estas bases se
conforma por 3 enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas, es dependiente de
la rapidez en la que el termociclador se incrementa la temperatura, esto cambia de
consenso al modelo del equipo. Finalmente de esta fase tendremos las cadenas
separadas que van a servir como templado para el siguiente paso (Tamay de Dios
et al., 2013; Garibyan y Avashia, 2013).
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Hibridacion: Para que se forme el complejo templado-primers, es fundamental que la
temperatura de hibridacion o temperatura de fusidn (Tm) sea la Optima; ésta
principalmente oscila entre 50-60 °C. Si el disefio de los primers es el adecuado y la
temperatura es la correcta, la igualdad y especificidad del complejo va a ser eficiente
(Tamay de Dios et al., 2013; Garibyan y Avashia, 2013).

Extension: En este ciclo, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-primers
y comienza su funcionalidad catalitica a una rapidez bastante inmediata; afiade
complementarios de dNTP para generar las cadenas enteras de ADN. La temperatura
Optima para la actitud es de 72 °C, debido a que a dicha temperatura la enzima es

servible (Tamay de Dios et al., 2013; Garibyan y Avashia, 2013).

1.9.2 Secuenciacion de proxima generacion (NGS)

La secuenciaciéon de nueva generacion (Next Generation Sequencing NGS) es un
conjunto de tecnologias disefiadas para secuenciar una gran cantidad de segmentos
de ADN de manera masiva y en paralelo, en menor proporcion de tiempo y a un menor
precio por base. Su uso se otorg0 al inicio para identificar versiones de nucleétido
exclusivo y cada vez se ha desarrollado para otro tipo de versiones, como inserciones,

deleciones y varios rearreglos (Rubio et al., 2020).
Técnicas actuales de secuenciacion de nueva generacion

Cada una de las técnicas NGS comparten la funcién de secuenciar una gigantesca
proporcion de fragmentos de ADN de manera paralela en un corto tiempo. Para poder
hacer este objetivo, siguen un abordaje metodoldgico similar que se puede resumir en
5 pasos: 1) segmentacion del ADN en diversos fragmentos, 2) marcaje del ADN
mediante primers o adaptadores que indican el punto de inicio para la replicacion, 3)
amplificacion de los fragmentos de ADN marcados con adaptadores por
procedimientos basados en actitud en cadena de la polimerasa, 4) secuenciacion o
lectura de los fragmentos de ADN y 5) recomposicion de la sucesion completa
mediante secuencias de alusion y exportacion a ficheros de almacenamiento de datos
(Rubio et al., 2020).
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1.10 Antecedentes y avances

Recientemente, se han desarrollado investigaciones aplicando técnicas de biologia
molecular para analizar la dindmica microbiana en el proceso de DA, con altas cargas
organicas en diferentes tipos de reactores. A continuacion, se presenta una revision

detallada del estado del arte:

Doloman et al. (2017), evaluaron los cambios de composicion de las comunidades
bacterianas, que coordina la cogestion anaerobia de biomasa de microalga cultivada
en aguas residuales municipales. Para llevar a cabo dicha investigacion se utilizaron
dos reactores tipo manto de lodos de flujo ascendentes UASB. El tiempo de operacion
de los reactores fue de 87 dias, cada uno con un volumen de 32.4 L. La carga organica
oscilo entre 0.9 y 5.4 gDQO/Ld. La caracterizacion de las comunidades microbianas
se llevé a cabo por la extraccion del ADN, utilizando PCR con cebadores bacterianos
universales y especificos de los metandgenos. En la fase de metanogénesis tuvo
mayor abundancia de la especie Methanosarcina mazei. Los resultados de los cambios
observados en la composicion de las comunidades microbianas durante la DA
demostraron que pueden utilizarse como hoja de ruta para estimular a las especies
bacterianas clave en cada fase para aumentar el rendimiento del biogas y la tasa de
descomposicion del sustrato. Asi como también que el estudio de un metagenoma
bacteriano durante la digestion anaerobia de biomasa microalgalina y acetato de sodio
proporciona un valioso conocimiento de las complejas interacciones microbiliares y
puede utilizarse para nuevos estudios que conduzcan al cultivo de microorganismos

clave de interés.

Arreola et al. (2018) estimaron el rendimiento de un reactor de lecho (PBR por sus
siglas en inglés) con capacidad 445 L, en el proceso de digestién anaerobia de vinazas
de tequila a diferentes cargas organicas durante 231 dias. De donde se tomaron
muestras y la abundancia y diversidad de arqueas y bacteria se estimaron mediante
g-PCR y PCR-CE-SSCP, respectivamente, utilizando cebadores convencionales. La
dindmica microbiana se correlacion6 con los cambios de carga organica y el tiempo de

residencia hidraulica que al ser reducido de 5 a 2 dias se obtuvo un favorecimiento en
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el desarrollo de microorganismos que consumieron el sustrato a cargas organicas
altas. Por lo tanto, los analisis microbianos contribuyen a una mejor comprension del
proceso ya que se observl que las alteraciones de carga organica promovieron la
reduccion de Methanobacterium mientras que aumentaron las asociaciones entre
Bacteria sintréfica y Metanosaeta. Se concluy6 que el rendimiento del PBR no se vio
afectado, lo que permitio el tratamiento de Cva mas altos que las tecnologias actuales
a gran escala. Los resultados también demostraron la excelente robustez de la
configuracion del PBR, que permitié obtener una perforacion buena y estable durante

varias perturbaciones Cva y composiciones de vinazas de tequila.

Schmidt et al. (2018), analizaron la influencia de la adicion de oligoelementos en el
desempeiio de DA de las aguas residuales del procesamiento de carnes rojas durante
el aumento de la carga organica (Cva), para determinar la cantidad, la calidad y la
estabilidad del proceso de biogas utilizando digestores CSTR en condiciones
mesofilicas. Este estudio tuvo una duracion de 176 dias con Cva de 0.4 a 2.76
gDQO/Ld. La adicién de estos oligoelementos son una parte esencial de las enzimas
y cofactores involucrados en la metanogénesis y, por lo tanto, pueden afectar
directamente la actividad microbiana y, en consecuencia, la eficiencia de degradacion
resultante y la estabilidad del proceso en un sistema de DA, el resultado obtenido fue
una mayor eficiencia de degradacion con 5031 mg/L DQOrem, una mayor produccién
de biogas con 331 mL/gDQOrem y 72 % CH4 y una mejor estabilidad del proceso.
Logrando una mayor Cva y un menor TRH en comparacion con los digestores de
control, lo que demuestra que la adicion de estos oligoelementos son una parte
esencial de las enzimas y cofactores involucrados en la metanogénesis y, por lo tanto,
pueden afectar directamente la actividad microbiana y, en consecuencia, la eficiencia
de degradacion resultante y la estabilidad del proceso en un sistema de digestion

anaerobia.

Toledo et al. (2018), estudiaron también el rendimiento y la dinAmica microbiana, pero
en un proceso de digestion anaerobia a dos etapas, en reactores PBR interconectados

de 5y 7 L de capacidad, en condiciones de temperatura mesofilica. El analisis de las
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poblaciones microbianas se realizé6 mediante la extraccion del ADN genomico y PCR
con el gen ARNSs 16S. Estos estudios se aplicaron durante 4 fases que duroé el proceso
de digestion anaerobia, como resultados se obtuvo que el género dominante en la
etapa metanogénica fue acetotréfico Methanosaeta, sin embargo, el aumento de la
carga organica en las primeras etapas favorecio el desarrollo de las poblaciones
acidogénicas afectando a las poblaciones metanogénica. Como ventaja en este
estudio se obtuvo mayor remocion de la DQO. Los autores mencionan que es la
primera contribucion con respecto al uso de PBR para la digestion anaerobia en dos
etapas. Los resultados logrados en términos de produccion de biogas y rendimiento
de metano confirmaron el potencial de la configuracion del reactor de lecho empacado
para altas remociones de DQO y recuperacion de energia de alta aguas residuales

fuertes como las vinazas de tequila.

Botello et al. (2018), evaluaron los efectos de la Cva sobre el rendimiento y la
composicién microbiana de la DA en un sistema UASB de 20y 10 L a dos etapas que
trata las vinazas de café. El incremento de Cva durante el proceso fue de 6.1 a 18.2
gDQO/Ld, controlando la alcalinidad del afluente por recirculacion del efluente. En un
periodo de operacién de 306 d a condiciones mesofilicas, el rendimiento total de
sistema se estim@ considerando las caracteristicas del efluente, la proporcion de
nutrientes y el desarrollo de lodos, obteniendo 200 mL CH4/gDQOrem con una
remocién del 73-84 % de DQO. La composicion microbiana se analizé en el lodo del
primer reactor mediante NGS y gPCR en respuesta a condiciones de Cva bajas y altas.
Las poblaciones microbianas identificadas fueron las bacterias Syntrophus vy
Candidatus Cloacimonas y los metanogénos dominantes fueron Methanosaeta,
Methanoculleus, Methanobacterium y Methanomassiliicoccus. Este estudio expuso la
eficacia de dos reactores UASB en serie para tratar las aguas residuales del
procesamiento del café a tasas de Cva crecientes, manteniendo una alta produccion
de metano con una adecuada eliminacion de materia organica y fenoles. Las

condiciones de la primera etapa se favorecieron por el funcionamiento del reactor de
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segunda etapa, la recirculacion de efluentes, la proporcibn de nutrientes

(particularmente aumento de Fe) y el desarrollo de lodos.

Ali et al., (2019) examinaron la produccion de biogas (hidrégeno y metano) y la
dinamica de la comunidad microbiana en el tratamiento anaerobio de efluentes
industriales salinos que contienen monoetilenglicol (MEG) como contaminante
principal. El estudio se llevé a cabo durante 208 dias en un reactor anaerobio
desconcertado de lodo inmovilizado (ISABR) con 22.5 L de capacidad, inoculado con
cultivo mixto adaptado a la sal como un experimento a escala de laboratorio, y los
efectos de las condiciones operativas, Cva y temperatura, en el rendimiento del
sistema fueron analizados. Las Cva estudiadas en principio fueron 0.64-2.34
gDQO/Ld, aumentando las concentraciones iniciales de MEG a un tiempo fijo de
residencia hidraulica (TRH) de 4.5 d, desde el dia 1 al 100 con una salinidad mas baja
de 10 gNaCl/L y a 25+6 °C. Como resultados se obtuvo un rendimiento de metano de
165 mL CH4/gDQOrem y el rendimiento de hidrégeno de 102 mL H2/gDQOrem. Los
andlisis de poblaciones microbianas se realizaron mediante NGS cebadores
341F/805R y PCR. El aporte de este estudio fue demostrar la eficacia de un ISABR
para el tratamiento y la produccién de bioenergia a partir de aguas residuales
industriales salinas contaminadas con MEG. Resaltando el papel clave que juega la
adecuada adaptacion de los consorcios tolerantes a la sal durante el proceso
anaerobio. La estructura con compartimentos del ISABR confirma el potencial de
separaciéon de fases para maximizar la produccion de hidrogeno y metano de

compartimentos anteriores y posteriores, respectivamente.

En resumen, con la informacion proporcionada por las investigaciones anteriores, es
posible resaltar la importancia de la investigacion actual, debido a que se pretende
tratar altas cargar organicas y tener un tiempo de residencia hidraulica menor a los
descritos anteriormente, para el aprovechamiento y tratamiento de la fraccion liquida
generada por los RSO. La Tabla 1.2, compara las condiciones de operacion, los
analisis utilizados, los resultados obtenidos de las investigaciones anteriormente

mencionadas y los parametros propuestos para la investigacion actual.
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Tabla 1.2. Evolucién del estado del arte empleando diferentes parametros

Doloman et al. Arreola  Smidch et Toledo et Botello et al. Ali et al. . Pres.,entg,
et al. al. al. investigacion
2017 2018 2018 2018 2018 2019 2020
Reactor UASB PBR CSTRs PBR UASB dos etapas ISABR RAH
VO'EJL’;‘E” 32.4 445 2 5y7 20y 10 22.5 3.81
o 25+6
T (°C) 35+2 35+2 35+2 35+2 23.34+2 35+ 2 35+2
pH 6-7 7 NE 7 7+0.2 NE 6.8-7.2
Vinazas
Mezcla de del Aguas
Sustrato mictr)goarlrla;i?la y Vinaza; procesami Vinaza; Vinazas de café [r)i:ggili?nsi Frggcrlggiélggéda
de tequila entode de tequila : . L
acetato de carmnes cas salinas solidos organicos
sodio . sintéticas
rojas
. Sedimento Lodo Lodo Lodo Extendosphere
In6culo . NE Lodos .
lodo anaerobio  granular granular espesado colonizado
R1=7.7-
Cva 29 R1=6-18.2 0.64-2.34
(DQO/Ld) 0.9-5.4 4-12.5 0.41-2.76 R2= 2 7. R2=1.6-95 Fijo 0.64 8,16y 20
12
2.6,1.5,1
TRH (dias) 7y5 5-2 11.1-2 6, 3.7, 60, 30y 15 45 1
24,22
Periodo
de - 87 231 176 335 306 208 >100
operacion
(dias)
DQO 5031 +
removida 79 86-89 1048 615 95.2 84-73 87.2 >90
(%) (mg/L)
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Tabla 1.2. Evolucién del estado del arte empleando diferentes parametros

Doloman et al. Arreola  Smidch et Toledo et Botello et al. Ali et al. . Pres.,entg,
et al. al. al. investigacion
2017 2018 2018 2018 2018 2019 2020
YCHa (L
CHa / NE 04028 0238 0.290 0.200 0.165 0.33
gbQO
rem)
e;IESig?je g-PCR, g-PCR, NGS Secuenciacion
biologia PCR y NGS PCRYy NE PCRYy NGSy gPCR cebadores  Genética Masiva
g NGS NGS PCR (NGS)
molecular
Desulfovib
rio,
Oscillibact
., Clostridiales er
Poblacion . . Syntrophus y -
sacterina [EOOGAES Predonil g PO Condcans OO0 Cose
dominante Cloacimonas -
ales Clostridiu
mssl2y
Romboutsi
a
Methanosaeta,
Poblacion Methanosarcin Methanoculleus,
Metanogé ales Methanobacteriu  Euryarcha Metanosaeta y
. . NE NE NE .
nica Methanomicro my eota Metanosarcina
dominante biales Methanomassiliic
occus.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologia general

La metodologia que se llevo a cabo en la presente investigacion se puede observar en

la Figura 2.1.
Monitoreo del proceso
1. Recoleccion de RRRELLLILECLLLLCL LI LU IR LR
sustrato e indculo :_pH :
1P
:-DQO total y DQO
: soluble
Determip_aciones ST y SV
analiticas : o
's 3 : -Alcalinidad
2. Acondicionamiento, ~— E'AGV'S
arranque y estabilizacién : -Composicion de
del reactor anaerobio : biogas
\ J R
Analisis fisico de la
biopelicula : :
( ) -MVA para LFI
3. Modificacion de las - - : :
condiciones de Operacién A nsassssssnssEnsaEssnnnnnn e,
L )
Caracterizacion de las : -Extraccion de ADNg
comunidades : -Secuenciacion
microbianas : Genética Masiva
o S -. ..................................

4. Correlacion de la
dinamica microbiana con
las variables operativas

Figura 2.1 Metodologia de la presente investigacion.
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2.2 Recoleccion de sustrato

La obtencion del sustrato se llevd a cabo por medio de la recoleccién de los residuos
sélidos organicos (RSO) que se generan en el Mercado Zapata de Orizaba, Ver.
Dichos residuos orgénicos son de procedencia agricola y se conforman de frutas y
vegetales, por consiguiente, van variando su composicidon conforme cambia la

temporada.

Los RSO se recolectaron, después se separaron y se llevaron a trituracion de tal forma
gue se alcanz6 un semisélido pastoso, siguiendo el procedimiento de Alvarado-
Lassman et al. (2016). De este sélido se separ6 la cantidad liquida y se filtrd para
obtener una parte liquida, la cual se llevd como sustrato del reactor de hidrolisis (RH)
a escala piloto, localizado en la Planta Piloto de Procedimiento y Aprovechamiento de
Residuos Salidos del Instituto Tecnoldgico de Orizaba. Finalmente, de este proceso se
obtuvo un efluente que se us6 como sustrato hidrolizado de frutas y vegetales, durante
los primeros dias del arranque del Reactor, posteriormente se utilizé la Fraccién
Liquida de los RSO bruta, es decir sin pasar por el RH, como sustrato.

2.3 Obtenciéon de in6culo

Como inéculo se utilizé el soporte extendosphere colonizado, el cual fue extraido en
cantidad de 1,500 mL, del Reactor de Lecho Fluidizado Inverso (RLFI) alimentado con
la Fraccion Liguida de los RSO y ubicado en la Planta Piloto de Procedimiento y

Aprovechamiento de Residuos Sdlidos del Instituto Tecnol6gico de Orizaba.

2.4 Operacion del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)

Se usO un reactor de biopelicula, conocido como Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)
como se observa en la Figura 2.2, esta reactor consta de dos secciones: 1) un Lecho
Fijo (LF) en la parte preeminente, formado por un tubo de acrilico que tiene como
medio de soporte anillos poliméricos con longitud promedio de 2.76 centimetros
recubiertos por esmalte acrilico para mejorar la unién de la biopelicula, ya que Hadjiev
et al., (2007) mencionan que los materiales recubiertos permiten una colonizacion mas

rapida, con densidades celulares mas altas; y 2) un Lecho Fluidizado inverso (LFI) en
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la parte inferior, construido por un tubo de acrilico de 80 centimetros de longitud y
diametro nominal de 8.89 centimetros, donde se usa como medio de soporte una arena
silica llamada extendosphere con un diametro de 170 um, un area de area especifica
de 20,000 m?/m?3y densidad de 0.69 kg/m? (Cruz, 2019).

Influente
—_——— -———> -——= -——

--->

-—->

Biogas '
Lecho Fijo — >

-—-

_ Lecho
Fluidizado
inverso

Sustrato

Efluente

Figura 2.2. Diagrama del RAH

Esta configuracidén permite tratar sustratos con alto contenido de carga organica, cuyos
beneficios son lograr una mejor distribucion del flujo a través del reactor mediante el
LF, retener una mayor cantidad de sélidos en el LF, asi como generar una biopelicula
resistente en el LF y LFI (Rosas-Mendoza et al., 2018).

Los parametros de operacion del RAH son: el caudal de alimentacién (Q), el Tiempo
de Residencia Hidraulica (TRH) y la relacion Sustrato/Biomasa. Y se calculan con las
Ecuaciones 2.1, 2.2 y 2.3, respectivamente.
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Cva -V,

Q= DQO; (2.1)

Donde:

Q.- Caudal de alimentacion (L/d)

Vu. - Volumen util del RAH (L)

DQOE. - DQO de alimentacion (g DQOIL)

Vu
TRH = 6 - 24 (2.2)

Donde:
TRH: Tiempo de residencia hidraulica (h)
Q.- Caudal de alimentacion (L/d)

24.- Factor de conversion

Sy DQOg - Q
X_o = MVA - Vs (2.3)
Donde:

So/Xo.- Relacion Sustrato/Biomasa

DQOE. - DQO de alimentacion (g DQOIL)

Q.- Caudal de alimentacion (L/d)

MVA. - Materia Volatil Adherida (g SV/L)

Vs.- Volumen de soporte colonizado (L)

2.4.1. Etapas de la operaciéon continua del RAH

El proceso de digestion anaerobia en el RAH oper6 en 4 etapas, donde la Etapa 1 de
arranque tuvo una Cva variable de 5-8 gDQO/L+d, y la Etapa 2 de estabilizacion se
inicié con una Cva aproximadamente 8 gDQO/Ld. Para la Etapa 3 se modificé la Cva
a 16 gDQO/L<d, y para la Etapa 4 se alcanz6 una Cva alrededor de 20 gDQO/L-d para
estudiar el efecto de estos cambios sobre la dinamica de las poblaciones bacterianas
y Archaeas, gracias a que la configuracion del RAH que permite trabajar a alta carga

organica. En la Tabla 2.1 se observa las caracteristicas de cada una de estas etapas.
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Tabla 2.1. Duracién de las etapas de operacion del RAH

NEo. de Etapa 5 Cva/IL.d Numergpdeerg o Eg;ggigﬁ
tapa (@DQOMLd) ™ icio Final (dias)
1 Arranque 5-8 0 26 26
2 Estabilizacion 7-8 27 83 57
3 Incremento 1 15-16 84 109 25
4 Incremento 2 20-21 110 119 10

Durante todo el proceso se realizé el monitoreo del sustrato a la entrada y salida del
RAH. Cabe resaltar que el sustrato que se utilizé durante el arranque fue la Fraccion
Liquida Hidrolizada proveniente del RH, que se aliment6 al RAH con pH superiora 7.5
lo que de acuerdo con Jauregui-Jauregui et al., (2014) funciona como estrategia para
favorecer la formacion de la biopelicula. Sin embargo, para proceder a la Etapa 2 de
la estabilizacion del RAH y las etapas posteriores, se realiz6 el cambio del sustrato por
la Fraccion Liquida Bruta (sin tratar en el RH) esta con un pH entre 6.8y 7.2, regulado
con NaOH 3M.

2.5 Monitoreo del proceso

2.5.1 Determinaciones analiticas

Se evalué el desempefio del RAH por medio de las determinaciones analiticas que se
muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Determinaciones analiticas del proceso de digestiébn anaerobia.

Parametro Unidad Método

Potenciométrico 4500-H+ B

Potencial de hidrégeno (pH) - Standard Methods

Solidos Suspendidos Totales (SST) g/L

Método gravimétrico
Sélidos Suspendidos Volatiles IL Standard Methods
(SSV) 9
DQO Total (DQO) giL Método colorimétrico
DQO Soluble (DQOs) g/L Standard Methods
Alcalinidad (a) - Bernad et al., (2000)
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Potencial de hidrégeno (pH)

El valor de pH del ambiente del digestor es un factor muy importante en la digestion
de la biomasa y la produccién de gas metano. Las bacterias son muy sensibles a las
condiciones acidas. El valor de pH de cada etapa es diferente debido a los acidos
grasos volatiles, el diéxido de carbono y los carbonatos de cadena pequefia; por lo
tanto, se recomienda agregar una solucion tampoén para estabilizar el pH en un valor
neutro (Mir et al., 2016).

Por lo tanto, este parametro se midi6 de manera directa en la muestra con un
potencidmetro Oribn 2502, el cual se calibré con resoluciones tampén 4.0 y 7.0, la
resolucién de la lectura es de 0.01 unidades de pH y la exactitud es de + 0.01.

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Es la cantidad de oxigeno consumido al oxidar la materia prima en condiciones de
calentamiento con oxidantes quimicos, generalmente expresada en términos de
consumo de oxigeno en mg/L o g/L. El oxidante més utilizado es el dicromato de
potasio o el permanganato de potasio. DQO representa la cantidad de sustancias
organicas que se pueden oxidar quimicamente y una pequefia cantidad de sustancias
inorganicas en la materia prima, asi como la energia quimica maxima en la materia

prima (Deng et al., 2020).

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se analiz6 por el procedimiento colorimétrico
5220 D Standard Methods y usa al dicromato de potasio en medio acido (H2SOa4) como
agente oxidante, en presencia de sulfato de plata y sulfato mercarico como
catalizadores en la ebullicion, se llevo a cabo en una placa digestora ODYSSEY
DR2500 marca HACH a 150 °C a lo largo de 2 horas. Luego se leyeron las muestras
en un espectrofotometro HACH DR/2500 a 620 nm.

Para realizar la DQO soluble, se tomaron 10 mL de muestra y se colocaron en una
centrifuga HERMLEZ 383 a 3500 rpm a lo largo de 5 min, se tomd el sobrenadante
para hacer la DQO soluble. Las concentraciones de DQO total y soluble se analizaron

en un espectrofotometro HACH a 620 nm.
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Se analizo la DQO total y DQO soluble de la fraccion liquida al ingreso y salida del
reactor para lograr evaluar los porcentajes de remocion de materia organica vinculada
con la colonizacion del soporte y estabilizacion de este, para eso se empleo la
Ecuacion 2.4 para remocion de DQO total como DQO soluble:

DQO,-DQO
% DQO resz&z—Ofs x100 (2.4)

Solitos suspendidos totales (SST)

Cantidad de residuos que quedan después de la evaporacion y deshidratacion de la
materia prima a una determinada temperatura. Los SST incluyen sélidos en
suspensién (SS) y solidos disueltos (SD). La desventaja del pardmetro de solidos
totales es que no puede reflejar con precision el contenido de sustancias organicas.
Sin embargo, para materias primas con propiedades fisicas y quimicas similares, la
proporcién de sustancias organicas en el ST es similar, y el método de prueba del ST
es relativamente simple (Deng et al., 2020).

Este analisis se llevd por medio de la técnica gravimétrica descrita en el procedimiento
estandar 2540 de APHA (2017), Se evapora la muestra en un crisol a peso constante
en una estufa a 103-105°C por un tiempo de 24 horas. El crecimiento de peso sobre
el peso del crisol vacio representa los Sélidos Totales; y el calculo se hace con la

Ecuacion 2.5;

P;-P,

SST= x1 000 000 (2.5)

Donde:

SST=Sdlidos suspendidos totales (mg/L).

P1= Peso del crisol a peso constante (g).

Ps=Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco (g).

V=Volumen de la muestra (5 mL)
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Sdlidos suspendidos volatiles (SSV)

Son aquellos solidos restantes después de quemar los SST durante dos horas a 550
+ 50 °C, es decir, es el contenido de cenizas. Los sélidos suspendidos volatiles
incluyen principalmente materia en suspension, coloides y materias organicas
disueltas en la materia prima. Los SSV generalmente se expresa en porcentaje (Deng
et al., 2020).

El peso perdido en el crisol tras la incineracion del residuo seco representa el contenido
en Sélidos Volatiles. Tal como los Sélidos Suspendidos Totales, esta técnica analitica
se hizo segun el procedimiento estandar 2540 APHA (2017), y contenido de SSV se
calcula usando la Ecuacion 2.6:

P,-P.
SsV=——1

x1 000 000 (2.6)

Donde:

SSV=Salidos volatiles (mg/L).

Ps=Peso del crisol a peso constante + peso del residuo seco (g).
P4=Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada (g).
V=Volumen de la muestra (5 mL)

Acidos Grasos Volatiles (AGV’s)

La concentracion de AGV’s se cuantifico por Cromatografia liquida de alta eficacia,
mediante un HPLC Watters 600 utilizando un detector de matriz de fotodiodos Waters
996. Se analiz6 la presencia de los principales AGV’s en la DA, los cuales fueron

acidos lactico, férmico, acético, propionico, butirico y valérico.
Contenido de metano

El contenido de metano se determiné en un cromatografo de gases Buck 310
compuesto por una columna capilar de All Tech CRT I, de 6 in de longitud y % in de

didmetro. La dosis de inyeccioén directa es manual utilix gas de acarreo, la temperatura
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de la columna a 36 °C y la temperatura del detector a 121 de 2 mL y las condiciones

de operacion son: la utilizacion de helio a 70 psi.

2.5.2 Andlisis fisico de la biopelicula

Se calculo la Materia Volatil Adherida (MVA) al soporte (LF y LFI), por el procedimiento
gravimétrico de solidos volatiles, que se apoya en tomar muestras de los lechos en
tres partes superior, media e inferior. Tomando 3 mL y colocandolos en muestreadores
metalicos a peso constante. Se secaron a 105 °C por 24 h y se calcinaran a 550 °C a
lo largo de 2 horas; con la diferencia de pesos se obtuvo la MVA, que es equivalente
a la biomasa en g/L. La biopelicula se fotografié al inicio del arranque (Etapa 1) y al

final de cada una de las Etapas 2, 3 y 4 para observar su desarrollo.

2.5.3 Caracterizacion de las comunidades microbianas

Se procedio a realizar la caracterizacién de las poblaciones presentes de Archaea y

Bacteria, analizando el ADN gendémico (ADNg), bajo el siguiente procedimiento:
1) Muestreo

Las muestras de la biopelicula del RAH se colectaron del lecho fijo (LF), raspando con
una espatula y colocando en un tubo falcon previamente esterilizados y del Lecho
Fluidizado Inverso (LFI) tomando soporte extendosphere colonizado, de la seccion
superior, media e inferior, que de igual manera se colocaron en tubos falcon
esterilizados, con el fin de evitar impurezas en los resultados. La toma de muestras se
realizd al inicio de la Etapa 1 y al final de las Etapas: 2 de estabilizacion (Cva=8
gDQO/Led), 3 de primer incremento de carga organica (Cva=16 gDQO/L+d) y 4 de
segundo incremento de carga organica (Cva=20 gDQO/L+d) cuando se aplico el
cambio de carga volumétrica aplicada. En la Tabla 2.3 se observa la cantidad de
muestra que se tomao para cada uno de los analisis y su correspondiente extraccion de
ADNGg.
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Tabla 2.3. Muestreo para analisis de dinamica microbiana

Determinacion Cantidad
Dinamica microbiana en biopelicula adherida al 5mL
LF
Dinamica microbiana en biopelicula adherida al 5 mL
soporte en el LFI
Dinamica microbiana en biomasa suspendida 20 mL
Acidos Grasos Volatiles (AGV’s) 50 mL

Una vez tomadas las muestras de biopelicula y biomasa suspendida, se llevaron a
refrigeracion a una temperatura de 4°C y las muestras de AGV'’s se congelaron, para
posteriormente trasladarlas al Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias (CUCEI) de la Universidad de

Guadalajara.

2) Conservacion de muestras
El proceso de conservacion y extracciéon de ADNg de las muestras de la biopelicula en
el LF y la biomasa suspendida se llevé a cabo tomando como base el método de
Godon et al. (1997). Inicialmente las muestras de biomasa suspendida y biopelicula
en el LF se llevaron a centrifugacién durante 10 min a 7,000 rpm en la centrifuga
Eppedorf 5810R a 8 °C y posteriormente se retird0 el sobrenadante. El botén de
biomasa en el tubo se retir6 con espatula esterilizada y se llevd a un mortero
esterilizado y congelado previamente a -20°C. Ahi mismo se le agregaron 4 mL de
tiocianato de guanidina 0.1 mol/L de Tris-HCI (pH 7.8), y se macerd la muestra,
después se le agregaron 0.6 mL de N-lauroil sarcosina al 10 % a la biomasa, y se
tomaron ocho alicuotas de 0.5 mL que se llevaron a ocho microtubos de 2 mL con tapa
roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados Bead Bug previamente etiquetados con

la clave correspondiente.
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Por otro lado, las muestras de la biomasa adherida al soporte fluidizado se procesaron
para su conservacion partiendo del protocolo publicado por Cresson et al. (2009). Se
inicio lavando las muestras agregando 30 mL de PBS 1X en dos tubos para centrifuga
de 50 mL esterilizados, ahi mismo se agreg6 la cantidad aproximada de 6 mL de la
muestra de la biomasa adherida al soporte fluidizado, se cerraron los tubos y se
agitaron ligeramente. Inmediatamente se realizé la remocion del PBS 1X en ambos
tubos sin colectar el liquido donde estan los soportes colonizados usando una
micropipeta. Posteriormente, se realizaron dos lavados mas agregando 30 mL de PBS
1X. Una vez terminados los lavados correspondientes, el liquido que contiene a los
soportes colonizados en ambos tubos de 50 mL se agreg6 a un mortero esterilizado y
congelado. En seguida, se afiadieron 4 mL de Tiocianato de guanidina al mortero con
la muestra, se procedid a macerar la muestra con el pistilo esterilizado para lograr
desprender la biomasa de los soportes colonizados hasta observar la presencia de
restos de biomasa en la suspension. Después, se afadieron 0.6 mL de N-lauroil
sarcosina al 10 %. Finalmente, se mezcl6 suavemente para no generar muchas
burbujas hasta homogenizarla y se repartié en ocho alicuotas de 0.5 mL en microtubos
de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados Bead Bug previamente

etiquetados con la clave correspondiente.

Las muestras conservadas fueron clasificadas tal como se indica en la Tabla 2.4. Las
muestras en los microtubos de 2 mL se metieron al congelador para ser conservadas

a -20 °C dentro de las cajas criogénicas previamente etiquetadas.
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Tabla 2.4. Clasificacion de las muestras conservadas de biomasa

Etapa Descripcion de la muestra Clave
1 Inéculo: biopelicula adherida al soporte fluidizado (perlas de c1
Extendosphere)
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos de PVC) C2
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién superior C3
? Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién intermedia C4
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién inferior C5
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos de PVC) C6
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién superior C7
° Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccion intermedia C8
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccion inferior C9
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos de PVC) C10
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién superior Cl1
’ Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccion intermedia C12
Biopelicula adherida al soporte fluidizado, seccién inferior C13

3) Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se realiz6 el mismo procedimiento para todas las muestras
de Biopelicula tanto del LF y el LFl. Se comenz6 agregandole 0.5 mL de Lauril-
Sarcosina al 5 % a la muestra conservada y llevandola a bafio seco a 70 °C durante
una hora. Mientras tanto se preparoé el hielo triturado, ya que la extraccion se realiza
en frio para evitar la degradacion del ADN. Finalizada la hora del bafio seco, la muestra
se llevo al hielo y ahi mismo se le afiadié 0.5 mL de perlas de zirconio esterilizadas
para iniciar el lisado de las células en el triturador vibratorio Bead Bug modelo D1030,

en condiciones de 300 rpm, 400 de velocidad y 60 de tiempo.

Al finalizar el tiempo en el triturador vibratorio, se llevo la muestra al hielo y se le agrego
15 mg de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) para fijar los acidos huminicos que actuan
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como inhibidores de la ADN polimerasa. El tubo se cerré y se llevé a centrifugacion
durante 3 minutos a 12,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf).
Posteriormente, se coloco el tubo nuevamente en el hielo y se le agregaron 0.5 mL de
TENP, y se centrifugo durante 3 minutos a 12,000 rpm, la solucion TENP recupera el
ADN en el sedimento y lo suspende en el sobrenadante, por lo que una vez terminada
la centrifugacion el sobrenadante se recuperé en una cantidad 0.4 mL en otro
microtubo de 2 mL. Este procedimiento se repiti6 dos veces mas hasta obtener un
microtubo con 1.2 mL de sobrenadante.

El sobrenadante recuperado se repartié en dos microtubos de 2 mL (0.6 mL en cada
uno) y se les afadié la cantidad de 0.6 mL de isopropanol, y se agitaron suavemente
durante 3 minutos. El isopropanol precipita el ADN durante la agitacién, donde se
puede observar el cambio de densidad del liquido. Se deja reposar y después se lleva
a centrifugacion durante 15 min a 14,500 rpm en la centrifuga Eppendorf modelo
MiniSpin plus. Finalizando la centrifugacién se deseché el sobrenadante y se agrego
a uno del microtubo 0.2 mL de agua para PCR, lavando el boton y traspaséandolo al
siguiente microtubo, para tener la suspension de ADN completa. En seguida se
afiadieron 0.01 mL de RNAsa a 2.5 mg/mL, y se incubo en bafio seco 37°C durante 30

min, para proceder a la eliminacién de impurezas del ADN.
4) Purificacion de ADN

La eliminacién de impurezas en el ADN extraido se realizé utilizando el Kit QlIAamp®
DNA, y mediante centrifugaciones a 14,000 rpm durante 3 minutos. Primero se
agregaron 0.2 mL del Buffer AL y se llev6 a incubacion en bafio seco a 70°C durante
10 min. Después, se agregaron 0.2 mL de etanol puro y se realiz6 la primera
centrifugacion a las condiciones dadas anteriormente. Posteriormente, se agregaron
0.5 mL de los Buffer AW1 y AW2 entre cada uno de ellos también se realizé una
centrifugacion. Finalmente, se agregaron 0.05 mL del Buffer AE y se centrifugd durante
3 minutos a 8,000 rpm. Se recuperaron aproximadamente 0.04 mL de ADN que se

llevaron a congelacion -20 °C.
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5) Visualizacion del ADN
La visualizacion de la talla y distribucién de los fragmentos de ADN se realiz6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %, y se ley6 en un equipo fotodocumentador
Bio-RAD modelo Gel Doc™ EZ Imager.

6) Medicién de la purezay concentracién del ADN
La cantidad y la pureza del ADN extraido se cuantific6 mediante la lectura de la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm, en un espectrofotdmetro marca
Thermo Scientific modelo Nanodrop 2000.

7) Secuenciacidon genética masiva por el método lllumina

La composicién de la comunidad procariota de la biopelicula en el LF y en el soporte
colonizado se determind mediante secuenciacion genética masiva o secuenciacion de
proxima generacion (NGS) en la plataforma lllumina MiSeq. Las muestras de ADN
extraido se enviaron al Laboratorio de Diagndstico Molecular y Genomica Microbiana
del Centro de Investigacion en la Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) para su
procesamiento, en donde se analizaron 7 de las 13 muestras mediante la region 16S-
V4, la cual se amplific6 por PCR utilizando los primers V4-515f y V4-806r! con
adaptadores lllumina. Las muestras se cuantificaron en Qubit y se mezclaron en un
pool equimolar para ser secuenciadas en el equipo Miniseq de lllumina en condiciones
estandar (300 ciclos, 2X150).

Para la clasificacion en taxones se realizé un andlisis bioinformatico, procesando las 7
muestras con un total de 492,035 secuencias en formato fastq, en promedio 70,290
secuencias por muestra. Se realizaron tres procesos bioinformaticos basicos: 1)
limpieza de secuencias con pair-end_cleaner v1.1.0 2) eliminacion de secuencias
quiméricas con chimera_detector v1.5.1y 3) clasificacion de las secuencias en taxones

con mg_classifier v1.8.5

La composicion de las comunidades microbianas se expuso en porcentaje de
abundancia relativa para las poblaciones procariotas dominantes. A partir de los

resultados de la secuenciacidn genética masiva (metagendémica), se analiz6 la
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abundancia relativa y dinAmicas poblacionales para interpretar el desempefio del RAH

en la produccion de Biogas.

2.6 Correlacion de la dindmica microbiana con las variables operativas

Finalmente, se procedi6é a realizar un Analisis de Componentes Principales (ACP o
PCA por sus siglas en inglés Principal Components Analysis) tomando en cuenta todas
las variables del proceso, es decir los datos biolégicos, fisicoquimicos y operativos.
Para llevar a cabo este andlisis se utiliz6 el software Statgraphics centurion XV
(Statpoint Technologies Inc.), ya que es un programa pensado en facilitar el estudio
detallado del analisis multivariable, lo que es comun en el area de investigacion de
procesos biolégicos como la digestion anaerobia y los mdltiples factores que afectan
en el proceso.

El analisis se realiz6 considerando Unicamente los componentes principales con
valores del pardmetro eigenvalores >1 con el objetivo de explicar la variacion total de

los bioprocesos analizados.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion del sustrato

Los sustratos utilizados que fueron la fraccion liquida de los residuos solidos organicos
(FLRSO) hidrolizada y bruta se caracterizaron mediante los parametros mencionados
en el capitulo 2 y los resultados de dicha caracterizacion vs otros autores se observan
en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracterizacion de la FLRSO vs otros autores

Presente investigacion Cruz- Rosas-
. : Ramos Mendoza
Parametro Unidad FLRSO FLRSO
) . 201 201
hidrolizada bruta (2019) (2018)
SST g/L 5.24 +0.18 10.6 £ 0.73 6.3 6.39 + 0.88
SSV g/L 1.08 +0.39 9.48 + 0.69 2.7-4.7 4.10+0.84
DQOr g DQO/L 8.63+0.07 39.57+0.98 9.5-11 14.79 £ 2.03
DQOs g DQO/L 7.99+028 35.48+0.49 75 1250+ 1.79
pH - 7.9 +0.60 5+0.2 6.7+0.3 6.78 £ 0.21

Los resultados mostraron que el sustrato hidrolizado tuvo aproximadamente 20 % de
materia organica (SSV) del total de SST y la DQOs representa alrededor de 92 % de
la DQOrT, en cambio para el sustrato bruto, la materia organica como SSV representa
alrededor del 90 %, y la DQOs también representa alrededor del 90 % de la DQOr lo
gue es légico ya que el sustrato bruto no habia sido tratado, por lo cual el contenido
de materia organica es mayor. En cuanto al pH se encontré arriba de 7.5 para el
sustrato hidrolizado, lo que fue de gran ayuda para el desarrollo de los
microorganismos. Sin embargo, el pH de la FLRSO bruta fue de 5 + 0.2 por lo que se
necesité NaOH para regular el pH en el rango de 7+0.2 ya que Hussain et al., (2021)

en su estudio enfocado a los efectos del pH en DA reportaron que el valor de 7.0
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favorece la producciéon de biogas ya que se encuentra dentro del nivel adecuado de
6.4-7.6. En comparacion con Cruz-Ramos (2019) y Rosas-Mendoza (2018) la
diferencia en los resultados de los pardmetros medidos depende fuertemente de la
temporada en que los residuos solidos organicos son recolectados.

3.2 Caracterizacion del in6culo

En cuanto a la caracterizacion inicial del soporte previa al arranque del RAH, los
resultados se muestran en la Tabla 3.2, que tomando como referencia el valor maximo
de colonizacion de 0.21 gBiomasa/gSoporte (Buffierre et al., 2000), el soporte
colonizado al inicio present6 36.19, 35.43, y 36.18 % de colonizacion para la seccién
superior, media e inferior del LFI, respectivamente. Tomando en cuenta el 1.5 L de
soporte obtenido para el RAH y la relacion gBiomasa/gSoporte, la cantidad de biomasa

al inicio fue aproximadamente de 36.35+2.01 g.

Tabla 3.2. Materia Voléatil Adherida al soporte.

Soporte Biomasa Biomasa:Soporte Biomasa:Soporte Colonizacion

Seccion LFI
9) (9) (9/9) (9/mL) (%)
S 0.8724 0.0663 0.0760 0.0248 36.19
M 0.7794  0.0580 0.0744 0.0227 35.43
I 0.8068 0.0613 0.0760 0.0252 36.18

Secciones de lecho fluidizado inverso: S, superior; M, Media; |, inferior

En la Figura 3.1 es posible apreciar ligeramente la biopelicula formada en el soporte
extendosphere colonizado.
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(b)

Figura 3.1. Biopelicula formada en soporte extendosphere, en la etapa inicial del proceso (a)

Superior (b) Media (c) inferior.

Reyes-Rosas (2019) determiné este parametro al soporte colonizado después de 141
dias de operacion y obtuvo un 80 % de grado de colonizacion, lo que indica que una
vez operado el reactor la cantidad de biomasa aumentara, ademas de que el soporte
al estar precolonizado, se alcanzo ese grado de colonizacion, en un periodo menor de

tiempo.
3.3 Montaje y mantenimiento del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)

Se realiz6 el montaje del RAH disefiado anteriormente por Rosas-Mendoza (2018), las

dimensiones del reactor de la parte del LF y el LFI se muestran en las Tablas 3.3y 3.4

respectivamente.
Tabla 3.3. Dimensiones para el lecho fijo del RAH.
Dimension Valor Unidad
Longitud 23 cm
Diametro 7.62 cm
Volumen total 1.05 L
Volumen util 0.26 L
Volumen ocupado 0.79 L
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Tabla 3.4. Dimensiones para el lecho fluidizado inverso del RAH

Dimension Valor Unidad
Longitud 80 cm
Diametro 8.89 cm
Volumen total 4.96 L
Longitud del lecho 24 cm
Volumen de liquido 2.5 L
Volumen de lecho 15 L
Soporte colonizado 15 L

Se observa en la Tabla 3.3 que el 75 % del volumen del LF que se encuentra ocupado
por 331 anillos de material polimérico que colaboran como medio de soporte fijo para
los microorganismos presentes en el proceso este se puede observar en la Figura 3.2,

ademas de realizar las funciones de distribucién de flujo.

De acuerdo con las dimensiones de la Tabla 3.4 el LFI tiene 80 cm de longitud lo que
restando la longitud que corresponde al lecho y al sustrato, la camara de biogas
representa el 20 % de la longitud de biogas y se encuentra en la parte superior del LFI,

esto se puede observar en la Figura 3.3

Figura 3.2. Lecho Fijo del RAH. Figura 3.3. Lecho Fluidizado del RAH.
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3.4 Operacion continua del Reactor Anaerobio Hibrido

La operacion del RAH se llevo a cabo durante 4 etapas, variando la carga volumétrica
aplicada (Cva). A continuacion, se muestran los resultados del parametro de operacion
Sustrato/Biomasa y los parametros obtenidos del monitoreo del proceso con las
determinaciones de pH, DQOT, DQOS, SST, SSV, AGV’s, y alcalinidad, asi como
también la produccion de biogas y rendimiento de metano, durante cada dia de

operacion.
3.4.1 Relacién Sustrato-Biomasa.

En la Etapa 1 la Cva presento una variacion de la carga organica que oscilo entre los
5-8 gDQOJ/Led. Las condiciones de operacion fueron pH>7.5, una temperatura de 35
°C. Lo que cambio para la Etapa 2, 3y 4, ya que el pH de entrada al RAH se mantuvo
entre 6.8y 7.2.

Se estimo con la ecuacion 2.3, la relacion de sustrato-biomasa (So/Xo) al inicio de
cada etapa. Los resultados se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Relacién Sustrato/Biomasa

9 X0
Etapa Biomasa/m DQOe Q So So/Xo
P e Bionnsny (@) (L) (/L)
0 0.0242 36.35 7.55 1.70 12.84 0.3531
1 0.0265 39.75 9.05 1.80 16.29 0.4099
2 0.0293 44.00 8.26 2.50 20.64 0.4691
3 0.0294 44.15 16.26 2.50 40.66 0.9210
4 0.0411 61.61 20.33 2.50 50.83 0.8251

Para la Etapa O y 1, se tuvo So/X0=0.35 y 0.40 lo que indica que para el inicio del
proceso de DAy una vez estabilizado, predomina la biomasa ante la concentracion del
sustrato. Sin embargo, para las etapas finales el valor de la relaciobn aumento con
valores cercanos a 1, lo que se considera un valor ideal ya que hay suficiente

alimentacion para la cantidad de microorganismos presentes en el proceso.
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3.4.2 Comportamiento del potencial de hidrégeno

Durante el arranque y operacion del RAH se trato la FLRSO hidrolizada, la cual de los
dias 1 al 27 tuvo un pH alto esto se le atribuye a que la materia organica al parecer ya
se encontraba degradada, ya que Lohani et al., (2018), mencionan que los valores de
pH superiores a 8 inhiben las funciones bioloégicas para los microrganismos
anaerobios, y como se observa en la Figura 3.4, durante ese periodo no hubo una
produccion de biogas detectable. De acuerdo con Ostrem et al., (2004) esto se puede
solucionar afiadiendo una mayor cantidad de FLRSO fresca.

Por lo que a partir de ese dia se trabajo con la FLRSO bruta con una composicion
acida su pH oscilo entre 4.9-5.2 por lo que se neutralizo el pH entre 6.8 y 7.2, utilizando
una solucion de NaOH 3M con el objetivo de que el medio no se acidificara durante el
tiempo de operacion, ya que el nivel adecuado para favorecer la produccion de biogas
debe estar en un rango de 6.4 a 7.6 (Hussain et al., 2021). Lo anterior facilito la

estabilizacion del RAH y la produccion de biogas.

De acuerdo con la Figura 3.4 el pH de entrada, salida e interior del reactor durante la
Etapa 2 de estabilizacién se mantuvo en el rango adecuado. Sin embargo, una vez
realizado el cambio de carga organica para pasar a la Etapa 3 (Cva=16 gDQO/L-d), el
comportamiento del pH a la salida del RAH fue en aumento, hasta el final de la misma
etapa que logré estabilizarse, entrando nuevamente en el rango adecuado. Por otro
lado, para la Etapa 4 cuando la Cva se incrementd hasta 20 gDQO/Led, el pH interior
y pH de salida aumento considerablemente a comparaciéon de las Etapas anteriores.
A pesar de que este aumento de pH puede inhibir las funciones biolégicas de
microorganismos anaerobios, también es indicador de una metanogénesis prolifica
(Lohani y Havukainen, 2018), por lo tanto, es posible asumir que la poblacion
microbiana metanogénica sobre la poblacion acidogénica fue abundante en las etapas

finales.
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Figura 3.4. Monitoreo del pH en la entrada, salida e interior, durante la operacion del RAH.
3.4.3 Remocién de la Demanda Quimica de Oxigeno

Los valores del % de remocién de DQOT y DQOs en los primeros dias de operacion
como se observa en la Figura 3.5 que corresponden a la Etapa 1 de arranque
alcanzaron el 18.7 % y 3.33 % respectivamente, sin embargo, posterior a estos dias
se logré remover alrededor del 90 % de la DQO, lo que se debio a la estabilizacion del

sistema en cada cambio que se realizé.

Como se ha mencionado, el crecimiento de los microrganismos esta influenciado por
factores como el pH, la composicién variable del sustrato de entrada y las variaciones
de la Cva (Akunna, 2019). Lo que también se ve evidentemente en la Figura 3.5 en
donde se muestran los porcentajes de DQO, durante el arranque en los dias 0-25
fueron muy bajo menores al 15 %, debido a que los microrganismos dirigieron el flujo
de carbono hacia la formacion de la biopelicula, produciendo un volumen de biogas no
detectable, ya que el soporte se encontraba colonizado a un 35 %; sin embargo, a
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partir del dia 25-83 en la estabilizacién se observé un comportamiento creciente que

alcanzé remociones superiores al 95 % tanto en la DQOT como la DQOs.
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Figura 3.5. Porcentajes de remocién de la DQO+t y DQOs, durante la operacion del RAH.

Por otro lado, en la Etapa 3 cuando se aplico el cambio de Cva, el RAH tardo menos
tiempo en alcanzar remociones superiores al 80 % con un mayor volumen de biogas y
un rendimiento mayor (Figuras 3.8 y 3.9), lo que coincide con el porcentaje de
colonizacion en esta etapa que ya superaba el 80 % en el soporte fluidizado. Para la
Etapa 4 se observa que logré alcanzar remociones superiores al 85 % en menos
tiempo es decir 10 dias, lo que se relaciona nuevamente con la colonizacion alcanzada

en estos dias de operacion.
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3.4.3 Remocion de Sélidos Suspendidos Totales y Solidos Suspendidos

Volatiles

En cuanto a los resultados del monitoreo de % de remocion de SSTy SSV en la Figura
3.6 coincide con el incremento de las remociones de la DQO, para cada etapa de

operacion.
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Tiempo de operacion (d)

118
Figura 3.6. Porcentajes de remocién de SST y SSV, durante la operacion del RAH.

En la Figura 3.6 A partir del dia 27 la remocion de estos parametros fue creciente
superando el 90 % de remocion de la materia organica que es consumida por los
microorganismos presentes y activos en el proceso. También es posible resaltar la
sensibilidad de las comunidades microbianas a los cambios de alimentacion, ya que
una vez aumentado la carga organica, la remocién para SST y SSV tuvo un
decremento, a pesar de ello, gracias a la capacidad de adaptacion de los

microorganismos, la remocion fue aumentando con el paso de los dias de operacion,

70



Caeitulo 3. Resultados y discusién

hasta alcanzar valores superiores al 85 % para la Etapa 3y arriba del 60 % para la
Etapa 4. A pesar del porcentaje mas bajo de remocion en la ultima etapa se observa
que transcurriendo los dias este puede aumentar ya que posee el mismo

comportamiento creciente.

3.4.4. Alcalinidad del proceso de DA

El factor de alcalinidad a, es un parametro mas que indica la estabilidad del proceso
dado por la relacion de alcalinidades intermedia y total, debe ser a < 0.3 para garantizar
la estabilidad el proceso, ya que gracias a este factor es posible prevenir una
acidificacion del sistema debido a los AGV’s (Bernard et al., 2000). En la Figura 3.7 es
posible observar los cambios de alcalinidad con respecto a la variacion de la Cva, este
parametro fue monitoreado a partir del dia 27 cuando ya habia volumen de biogas

detectable.
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Figura 3.7. Factor de alcalinidad por etapas de operacion.

71



Caeitulo 3. Resultados y discusién

Se puede observar que al principio de cada cambio de Cva, el factor de alcalinidad
sufre una perturbacion aumentando el valor de este, sin embargo, transcurriendo los
dias hacia la estabilizacion de cada etapa, el factor se encuentra dentro del valor
correcto menor a 0.3. Este indice al estar fuertemente relacionado con el tipo de
sustrato es posible lograr la estabilidad del proceso con valores diferentes del valor de
referencia (0<0.3) (Foresti, 1994), siendo recomendable su verificacion, tomando en

cuenta los otros parametros como la remocion de DQO y el rendimiento de metano.

3.4.5 Acidos grasos volatiles (AGV’s) en el proceso

La concentracion de acidos grasos volatiles para el final de las etapas 2, 3y 4 se
muestran en las Figuras 3.8 a 3.10. Se excluye de los analisis los AGV’s en el arranque

del RAH, ya que no fueron detectados.

Durante la etapa 2 (Cva 8 gDQO/Ld), se observo el consumo de acido acético en el
sustrato y se produjo principalmente acetato y acido formico en concentraciones bajas.
En esta etapa no se detectaron acido propionico ni butirico.

En la etapa 3 con el primer incremento de Cva a 16 gDQO/Ld, los &cidos férmico,
acético y propionico en el sustrato fueron consumidos; mientras que, continué la
produccion de acetato aumentando significativamente hasta una concentracion
cercana a 1 g/L, asi como también en esta etapa se produjeron acido propionico y

butirico.

En la etapa 4 con una Cva de 20 gDQO/Ld, se consumieron los acidos férmico, acético
y propionico, y se produjeron Unicamente aceético y propionico, resaltando que se dejo
de producir el acido butirico. En esta etapa la produccion de los &cidos fue en

concentraciones mas bajas en comparacion con la etapa anterior.
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Figura 3.8. AGV’s en el sustrato y efluente finalizando la etapa 2.
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Figura 3.9. AGV’s en el sustrato y efluente finalizando la etapa 3.
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Figura 3.10. AGV’s en el sustrato y efluente finalizando la etapa 4.

3.4.6. Produccién de Biogas y rendimiento de metano

El consumo de la materia organica por parte de las comunidades microbianas se vio
reflejado tanto en el aumento del porcentaje de colonizacion del soporte fluidizado,
como en la produccién de biogas y un mejor rendimiento de metano. En las Figuras
3.11 y 3.12, se observa como varian la produccion de biogas y el rendimiento de

metano, en consecuencia, de los cambios de Cva para cada una de las etapas.

Para la Etapa 2 se alcanz6 un volumen superior a los 10 L de biogas con un
rendimiento de 0.33 a 0.35 L CH4/gDQOrem, y €n comparacién para la Etapa 3, se tuvo
mayor volumen de produccion de biogas alrededor de 20 L con un rendimiento 0.31 a
0.35 L CH4/gDQOrem. Sin embargo, para la Etapa 4 con alta carga organica se mantuvo
la produccion de biogas superando los 20 L y el rendimiento de metano, oscilo entre
0.29-0.33 L CH4/gDQOrem
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Figura 3.11. Cva alimentada al RAH y su produccion de biogas, por etapas de operacion.
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Figura 3.12. Cva alimentada al RAH y el rendimiento de metano, por etapas de operacion.
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3.5. Desarrollo de la biopelicula en el RAH

Como se menciond se tomaron muestras de soporte Extendosphere™ en la parte del
Lecho Fluidizado Inverso, en las secciones: superior, media e inferior en la Tabla 3.6
se muestran los resultados obtenidos por Materia Volatil Adherida.

Analiticamente se puede observar el crecimiento de la biopelicula por seccion del
soporte colonizado, donde la seccién superior e inferior resultaron ser las que
contenian mayor cantidad de biomasa adherida alcanzando hasta 94.63 % y 95.37 %
de colonizacion con 0.0474 y 0.0423 gsiomasa/MLsoporte, respectivamente. Finalmente,

la seccidon media tuvo una colonizacion superior al 90 % con 0.0464 gsiomasa/MLsoporte.

El hecho que la parte superior e inferior estuvieran mas colonizadas se debe a que
esta en contacto directo con el sustrato, la parte media se encuentra menos colonizada
debido las velocidades bajas de fluidizacion ya que Trinet (1991) menciona que esto
beneficia la formacion de biopelicula espesa con una mayor cantidad de biomasa
activa, en las capas exteriores como las secciones superior e inferior, que consumen

grandes cantidades de sustrato.
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Tabla 3.6. Desarrollo de la biopelicula en el LFI

Tiempo Seccion LFI Soporte Biomasa Biomasa/Soporte Biomasa/Soporte Colonizacién
(d) 9) (9) (9/9) (9/mL) (%)
0 S 0.8724  0.0663 0.0760 0.0248 36.19
25 S 1.1743  0.1233 0.1050 0.0247 50.00
83 S 0.6980 0.0836 0.1198 0.0341 57.03
109 S 0.8759 0.1594 0.1820 0.0399 86.70
119 S 0.6059  0.1204 0.1987 0.0474 94.63
0 M 0.7794  0.0580 0.0744 0.0227 35.44
25 M 0.9477  0.0808 0.0853 0.0269 40.60
83 M 0.7210 0.0623 0.0864 0.0262 41.15
109 M 0.4908 0.082 0.1671 0.0273 76.93
119 M 0.734 0.1393 0.1898 0.0464 90.37
0 [ 0.8068 0.0613 0.0760 0.0252 36.18
25 | 0.8276  0.0837 0.1011 0.0279 48.16
83 [ 0.6490 0.0740 0.1140 0.0277 54.30
109 [ 0.3600 0.0634 0.1761 0.0211 83.80
119 I 0.6341 0.1270 0.2003 0.0423 95.37

Secciones de lecho fluidizado inverso: S, superior; |, inferior; M, Media
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La biopelicula al ser una estructura microscopica se puede observar por medio de
micrografias, la Figura 3.13 muestra la evolucion de la biopelicula adherida al soporte,
con el paso del tiempo de operacidén y por seccion del LFI. La estructura de la
biopelicula se observa como biomasa microbiana adherida de manera irregular a la
superficie de endosferas, esta estructura beneficia la transferencia de masa hacia las
poblaciones microbianas de las secciones inferiores y que, ademas, la vuelve mas
resistente a que ocurra un lavado de los microorganismos debido a la fluidizacion del
sustrato (Okabe, 1998).

Se puede observar una capa mas poblada y espesa en las micrografias de las
secciones Superior e Inferior tras 119 dias de operacion del RAH que coinciden con
los resultados de la Tabla 3.7, donde estas secciones son las de mayor colonizacion,
una biopelicula espesa posibilita una combinacion de metabolismos anaerobios que
puede darle una mayor eficiencia al sistema. Sin embargo, la literatura menciona que
una biopelicula delgada como las que se observan de las secciones medias en la
Figura 3.10, favorece el tratamiento del sustrato debido a que el intercambio de

nutrientes es mejor (Beyenal y Lewandowsky, 2000).
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Superior i Inferior

Dia 83
Etapa 2

Dia 109
Etapa 3

Dia 119
Etapa 4

Figura 3.13. Desarrollo de la biopelicula durante la operaciéon del RAH.
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3.6. Extraccion y cuantificacion del ADNg

Los resultados se describen de acuerdo con lo establecido en la Tabla 2.3 de la seccién

2.5.3, en metodologia.

3.6.1. Integridad del ADN gendmico

Los resultados de la electroforesis realizada se muestran en la Figura 3.14 donde se
observa que no hubo degradacion durante la extraccion de ADNg e indicaron que las
muestras de biopelicula para cada una de las etapas de operacién del RAH tuvieron
fragmentos de ADN entre 9 y 20 pb, por lo que fueron consideradas suficientes para

continuar con su analisis biolégico-molecular.

C1 C2 C3 ca C5 C6 Lambda DNA/Hind I

- Bt
e TN W — pALs b

W 4,361 pb

c7 c8 9 C10 C11 C12 C13 Lambda DNA/Hind Il

) | 23,130 pb

S e Y S et W — Sista o5
Sy 4,361 pb

Figura 3.14. Visualizacion del ADN genémico extraido de las muestras de biomasa del
reactor hibrido mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %. C1: ADN in6culo; C2 a
C5: ADN etapa 1; C6 a C9: ADN etapa 2; y C10 a C13: ADN etapa 3.
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En la metodologia se tenia considerado analizar muestras de biomasa suspendida, sin
embargo, en los resultados de la electroforesis no se observé ADNg por lo que se
consideraron como no significativo, y en consecuencia se descartaron estas muestras

para el analisis de la dinAmica microbiana.

3.6.2. Cantidad y pureza del ADNg extraido

Los resultados mostrados en la Tabla 3.7, indicaron que las concentraciones de ADNg
obtenidas fueron entre 25y 172 ng/uL estas concentraciones se consideran suficientes
para el posterior analisis de secuenciacién genética masiva, que requiere por lo menos

8 ng/uL.

La secuenciacion genética masiva requiere valores de pureza cercanos a 1.8 con un
nivel de aceptacion entre 1.7 y 1.9. Se puede observar que las muestras C3 a C12 se

encuentran en este nivel.

Por lo tanto, s6lo se seleccionaron 7 muestras para continuar con el analisis de
secuenciacion genética masiva. Las muestras C1 y C2 fueron consideradas para el
andlisis molecular a pesar de sus condiciones de pureza, por ser unicas y
representativas de esas etapas. Las muestras C6 y C10 también se seleccionaron por
ser unicas y representar la dindmica poblacional de los incrementos de carga en la
seccion del lecho fijo. Para las secciones del soporte fluidizado en el final de las etapas
se eligieron las muestras C4, C8 y C12, por ser las de la seccién media y al fluidizarse
interactuar directamente con las secciones superior e inferior del lecho, ademas de
que presentaron condiciones de concentracion y pureza de ADNg cercanas a los
valores 6ptimos, lo que garantiza resultados correctos en la secuenciacién genética

masiva.
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Tabla 3.7. Concentracion del ADN extraido a 260 nm y pureza obtenida mediante la
relacion de las absorbancias a 260 y 280 nm

Clave Descripcién de la muestra Concentracion Pureza
(ng/uL) (260/280)
In6culo: biopelicula adherida al soporte
cl fluidizado (Extendosphere) 39.9 2.05
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos
Cc2 de PVC) 26 2.19
c3 Biopelicula adherllgla al soporte fluidizado, 151.7 1.71
seccion superior
ca Biopelicula adhe.l‘,ld&.l al soporte fluidizado, 104.4 1.82
seccion intermedia
c5 Biopelicula adherlq,a g\l soporte fluidizado, 712 183
seccion inferior
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos
C6 de PVC) 171.4 1.78
c7 Biopelicula adher_lt,ja al soporte fluidizado, 146 1 1.89
seccion superior
cs Biopelicula adherrlda} al soporte fluidizado, 125.7 183
seccion intermedia
co Biopelicula adherlq,a a_1| soporte fluidizado, 144 178
seccion inferior
Biopelicula adherida al soporte fijo (tubos
C10 de PVC) 134.4 1.78
c11 Biopelicula adher_lgla al soporte fluidizado, 70.5 1.89
seccion superior
C12 Biopelicula adhe.r’lda.l al soporte fluidizado, 131.8 178
seccion intermedia
c13 Biopelicula adherida al soporte fluidizado, 129 193

seccion inferior
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3.7. Caracterizacion de la comunidad microbiana por secuenciacién genética

masiva

Con la secuenciacién genética masiva y el analisis filogenético se encontraron 53 filos
diferentes, 466 familias bacterianas diferentes, 905 géneros bacterianos diferentes y

123 familias principales en todas las muestras.

Del total de OTUs se asignaron 55 pertenecientes al dominio Archaea y 2,106 al

dominio Bacteria.

Para tener una mejor presentacion de los datos biolégicos proporcionados por el
servicio de secuenciacion genética masiva, y el analisis filogenético a nivel de género
y especie fueron utilizados para identificar las poblaciones microbianas a considerar
como dominantes tomando como criterio poseer una abundancia relativa = 1 % durante

la operacion de las etapas del bioproceso de digestion anaerobia.

3.7.1 Dinamica poblacional de la comunidad Archaea

En reactor RAH fue sometido a aumentos de carga organica para estudiar a los
microorganismos presentes. En esta seccion se describen los resultados para las
Archaeas presentes en el proceso. En la Figura 3.15 se omite la etapa 1 ya que esta
figura representa la dinamica poblacional del soporte fijo al inicio de la operacion el
cual se encontraba limpio y posteriormente se fue colonizando. Se puede observar que
las poblaciones dominantes pertenecen al género metanosaeta, que de acuerdo con
la bibliografia este género junto con metanobacterium en menor abundancia, pero
presente en todas las etapas y metanosarcinaceae que aparece en la Ultima etapa, se
encuentran en la parte interna de la biopelicula en un reactor productor de biogas (Van
Wolferen et al., 2018).

De acuerdo con la Figura 3.15 los géneros dominantes arqueanos en todas las etapas
fueron metanosaeta, ya que para cada cambio de carga organica se adaptaron
fisiologicamente al menos metanosaeta 1 el cual aumento conforme pasaban los dias
de operacion. Por otro lado, metanosaeta 2 no fue resistente al estrés ya que para la

etapa 3 disminuyd su abundancia y para la etapa 4 desaparecio, lo que dio como
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consecuencia que metanosarcinaceae presentara redundancia metabdlica, tomando

el rol de esta.

100%
90%
80%
70%
60%
50%

40%

Abundancia relativa (%)

30%

20%

10%

0%

Figura 3.15. Abundancia relativa de la comunidad Archaea en el lecho fijo del RAH.
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La Figura 3.16 muestra la abundancia relativa de las poblaciones microbianas en el

lecho fijo, para las etapas 2, 3 y 4. En donde se confirma que efectivamente, la

produccion de metano en el RAH es llevada a cabo principalmente la via acetotrofica,

es decir que los microorganismos presentes, consumen el acetato para producir el

biogas.
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Figura 3.16. Abundancia Relativa por grupos tréficos de Archaea en el lecho fijo del RAH.

De acuerdo con la Figura 3.17Metanosaeta continto siendo la poblacion microbiana
dominante, incluso en el soporte fluidizado del RAH. Sin embargo, a diferencia del
lecho fijo no se observé presencia de metanosarcinaceae, pero si de metanolinea una

especie comunmente encontrada en este tipo de reactores.
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Figura 3.17. Abundancia relativa de la comunidad Archaea en el soporte fluidizado.
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Cabe resalta que metanosaeta 1 tiene propiedades de buena resistencia y adaptacion
fisiologica, ya que con el cambio de carga organica logré superar y continuar con sus

funciones metabdlicas.

Confirmando lo antes mencionado, que el proceso de producciéon de biogas se realiza
por la via del acetato, se observa en la Figura 3.18 que los géneros pertenecientes a

los acetotrofos se encuentran en abundancia relativa cercada al 90 %.
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40%
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20% -+

10% -

0%

Etapa l Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 3.18. Abundancia Relativa por grupos tréficos de Archaea en el soporte fluidizado del
RAH.

3.7.2 Dinamica poblacional de la comunidad Bacteria

El analisis de la estructura de la comunidad bacteriana mostroé una alta diversidad de
poblaciones dominantes, que se muestra en la Figura 3.19. y 3.20 que corresponden
al lecho fijo del RAH.

Es importante mencionar que los OTUs Minor Phyla fueron muy numerosos

representando alrededor del 25 % de abundancia en todas las etapas del bioproceso.
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Figura 3.19. Abundancia relativa de la comunidad Bacteria en el lecho fijo del RAH.

Los resultados sobre la dinamica de poblaciones en el lecho fijo por grupo trofico
indicaron que el grupo de las poblaciones fermentadoras incrementaron su abundancia
relativa de 38 % a 48 % aumentando su participacion en la remocion de la materia
organica. En tendencia opuesta, las poblaciones sintroficas obligadas decrecieron con
el aumento de Cva de 3.34 % a 1.82 %, lo que representa una interaccién negativa en
detrimento de la producciéon de metano por la via sintréfica obligada.

En relacién con las bacterias acetégenas, éstas presentaron fluctuaciones poco
significativas en sus abundancias relativas durante las etapas 2 y 3, manteniéndose
estable su tamafio poblacional con valores de 25 % y 26 %, respectivamente; sin

embargo, en el aumento de mayor carga hubo un decremento hasta el 11 %.
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Figura 3.20. Abundancia Relativa por grupos troficos de Bacteria en el lecho fijo del RAH.

De acuerdo con las Figuras 3.21 y 3.22 que corresponden a la dinamica poblacional
en el soporte fluidizado, de acuerdo con el grupo tréfico de las bacterias fermentadoras
dominantes, un grupo importante son las bacterias que fermentan azlcares para
producir acetato como su principal producto metabdlico, siendo clave en el crecimiento
de otras poblaciones como las arqueas metandgenas acetotrofas o algunas bacterias
sulfato-reductoras. Durante las etapas todas las etapas se identificaron varios OTUs
afiliados a dichas poblaciones fermentadoras de la clase anaerolinea.
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Figura 3.21. Abundancia relativa de la comunidad Bacteria en el soporte fluidizado del RAH.
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Figura 3.22. Abundancia Relativa por grupos troficos de Bacteria en el soporte fluidizado del
RAH.
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3.8 Correlacién de las variables operativas, fisicoquimicas y biologicas del

proceso de DA en el Reactor Anaerobio Hibrido

La correlacion de las variables para la interpretacion del desempefio del RAH, se llevé
a cabo mediante una estrategia de representacion multivariada denominada Analisis
de Componentes Principales (ACP). Esta estrategia puede ser considerada como un
método exploratorio para disminuir los elementos de una base de informacion,
consolidando variables nominales y ordinales de forma similar a los matematicos.
Asimismo, investiga los factores con su grado de estimacion. Cuando existe una
conexién no directa entre los factores, también se pueden determinar diferentes grados
de analisis, con el objetivo de que estas conexiones puedan ser controladas con mayor
éxito.

Por lo tanto, se tomaron los resultados obtenidos de la operacion del RAH, los cuales
se colocan en la Tabla 3.8, donde se puede observar todas las variables operativas,
fisicoquimica y bioldégicas medidas durante el tiempo de operacién del RAH, con el

objetivo de correlacionarlas e interpretar el desempefio completo del reactor.

El ACP se realizé utilizando Statgraphics Centurion version XVI, para el final de las

principales etapas que fueron la etapa 2, 3y 4.
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Tabla 3.8. Disefio de individuos y variables para el ACP

Finalde Final de Final de

Clave ACP Parametro etapa2  etapa3 etapa 4
AceBflu |Acetoétrofos B-Flu 82.32 87.81 88.17
HidroBflu | Hidrogendtrofos B-Flu 14.85 11.18 9.34
ASOBflu | Acetdgenos sintréficos obligados B-Flu 3.89 2.88 4.85
ASEBflu Acetdgenos sintréficos facultativos 53,59 4523 59.82
(fermentadores) B-Flu
FerBflu |Fermentadores B-Flu 50.97 34.35 42.58
SRBflu | Sulfato reductores B-Flu 1.57 0.11 2.15
CVA CVA (g-DQO/L d) 7.22 16.26 20.91
DQOrem |DQO removida (g/L) 6.94 14.10 19.40
DQOrem% | DQO removida (%) 96.10 86.70 92.80
pH pH 7.33 7.74 7.44
o Alcalinidad (factor a) 0.143 0.230 0.067
Biogas |Produccion de biogas (L/dia) 6.6 15.3 20.7
CH4% | Contenido de metano en el biogds (%) 87.0 67.3 72.1
Velocidad de produccién volumétrica de
VPVM metano (L CH4/L reactor dia) 2.62 6.07 8.20
YCHa Eﬁztjlgnslcelgtrc;;r; la produccién de metano (L 0.333 0.331 0.308
Ace Acético 1.6490 0.9974 0.2432
Pro Propidnico 0.0000 0.1866 0.1083

Se obtuvo un namero reducido de combinaciones lineales de las 17 variables que
explican la mayor variabilidad en los datos. De las combinaciones lineales dos
componentes tuvieron eigenvalores mayores o iguales que 1.0 como se observa en la
Figura 3.23.
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Figura 3.23. Gréfico de sedimentacion de componentes principales basado en eigenvalores.

En conjunto estas componentes explican 100 % de la variabilidad en los datos
originales ya que son consideradas debido a que tienen la informacién necesaria que
describe los acontecimientos en el proceso. El resumen de la confiabilidad de los datos

se muestra a continuacion en la Tabla 3.9:

Tabla 3.9. Varianza de las componentes en el ACP

Componente Porcentgie de | Porcenigie
Niimera Eigermvalor Varianza Acumilads
1 103418 62.011 62.011

2 643818 37.989 100.000

3 122214E-15 [ 0,000 100.000

4 1.81736E-16 [ 0.000 100.000

3 6.37023E-16 | 0.000 100.000

6 312222E-16 [ 0.000 100.000

1 2.90532E-16 | 0.000 100.000

8 976174E-17  [0.000 100.000

9 2.63003E-17 | 0.000 100.000
10 0.0 0.000 100.000
11 0.0 0.000 100.000
12 0.0 0.000 100.000
13 0.0 0.000 100.000
14 0.0 0.000 100.000
15 0.0 0.000 100.000
16 0.0 0.000 100.000
17 0.0 0.000 100,000
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El nimero de casos completos se refiere al estudio de la relacion de todas las variables
en las etapas del RAH. Al extraer la componente 1y 2 se tiene 100 % de informacién
de la tabla original, es decir, que es posible correlacionar todos los parametros
estudiados en la digestién anaerobia a consecuencia de las perturbaciones en la Cva,

es importante resaltar que no hubo pérdida de la informacién recabada.

En la Tabla 3.10, observamos los pesos de los componentes 1 y 2 graficados en la
Figura 3.24. Los distintos colores resaltan los grupos formados de las variables que se

correlacionaron, debido a que tienen un comportamiento similar.

Tabla 3.10. Peso de las componentes 1y 2 para cada variable

Componente

1 2
AceBflu 0.3068 0.0346
HidroBflu -0.2875 -0.1413
ASOBflu -0.0147 0.3931
ASFBflu 0.2294 -0.2626
FerBflu -0.2725 0.1835
SRBflu -0.0843 0.3785
CVA 0.2868 0.1436
DQOremgL 0.2745 0.1784
DQOrem% -0.2431 0.2415
pH 0.2249 -0.2688
Alfa 0.0221 -0.3925
Biogas 0.2809 0.1613
CH4% -0.3017 0.0793
VPVM 0.2811 0.1608
YCH4 -0.1643 -0.3328
Ace -0.2544 -0.2218
Pro 0.2839 -0.1525
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Figura 3.24. Correlacién de las variables operativas, fisicoquimicas y bioldgicas del proceso
de digestién anaerobia.

A continuacion, se describe el comportamiento del RAH, con base en sus variables

operativas, fisicoquimicas y la dindmica poblacional, para cada grupo en la Figura 3.24.

Grupo 1. Acetotrofos y los Acetdgenos sintroficos facultativos se correlacionaron en
este primer grupo, debido a que poseen dinamicas poblacionales similares,
ambos al relacionarse con la Cva, indican que conforme esta aumenta, la
dinamica entre estos dos grupos de bacterias posee el mismo
comportamiento. La DQO removida se ve involucrada en este grupo como
el consumo de la Cva que automéaticamente se ve reflejado en la velocidad
de produccion de biogas incluida en este grupo también. Otro aspecto
importante es que el propionato se ve involucrado en este grupo, debido a
que algunas de las especies de Acetogenos sintréficos facultativos,
producen propionato, especificamente los de la familia Anaerolineaceae,

como la especie Flexilinea flocculi la cual es una especie que consume
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carbohidratos en un reactor anaerobio a condiciones mesofilicas (Sun et al.,
2016; Mcllroy et al., 2017).

Grupo 2. Los Hidrogenétrofos y los Fermentadores, se presentaron en este grupo
debido a la relacion sintrofica entre ambos, lo cual explica que los
fermentadores producen el hidrogeno, que es consumido por las
poblaciones archaeas hidrogenotrofas, teniendo presente la produccion de
metano via hidrogeno a pesar de que la principal via como se explic
anteriormente es por acido acético, lo que aporta gran ventaja para las
poblaciones sensibles al hidrégeno como los fermentadores, ya que al ser
consumido, la presién parcial no aumenta y no hay afectaciones en la
degradacion de azucares por medio de la glucdlisis (Worm et al., 2010). La
produccion de metano por hidrogeno se vio influenciada por el porcentaje
de remocion de DQO, que en un principio fue mayor, decrecié un poco y
aumentoé al final de la Ultima etapa, lo que se relaciona también con el
contenido de metano en el biogds, ya que los microorganismos
hidrogendtrofos, producen metano a comparacion de los acetotrofos que
ademas de metano, producen diéxido de carbono, por lo tanto, esta ruta
hidrogendétrofa fue relevante en la composicién del biogas (Zabranska y
Pokorna, 2017).

En este grupo también aparecieron en correlacion el rendimiento de metano
y el acetato, lo que explica el metabolismo de las bacterias fermentadoras,
es posible confirmar la produccion de hidrégeno como resultado del
consumo de los azucares, como fuentes de carbono y energia ya que la
principal familia involucrada Anaerolineaceae es productora de H2 (Mcllroy
et al., 2017).

Cabe resaltar que al no encontrarse la velocidad de produccién de metano
y la Cva en el mismo grupo que el rendimiento de metano, permite observar
una irregularidad en el sistema, es decir, que la Cva alimentada al reactor

al final, no se consumio totalmente, por lo que el rendimiento tuvo un
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decaimiento. Lo anterior, permitié observar el alcance del tratamiento de
Cva del RAH.

Grupo 3. Los acetégenos sintroficos obligados se correlacionaron con los sulfato
reductores, debido a que ambos grupos compiten por los sustratos
disponibles en el sistema. Sin embargo, los sulfato reductores tuvieron una
abundancia relativa muy baja, siendo abundantes uUnicamente en dos
eventos, cabe resaltar que donde tuvieron méas dominancia fue cuando la
Cva aumenté a 20 gDQO/Ld, lo que indicé una sobrecarga en el sistema.
Cuando se presenta esta situacion, poblaciones sulfato reductoras que no
son competitivas a bajas cargas volumétricas, se vuelven competentes a
altas cargas debido a la abundancia de sustratos. EI aumento de la Cva
puede presentar inconvenientes, ya que es posible que poblaciones
indeseables como las sulfato reductoras puedan desarrollarse y, en
consecuencia, al ser consumidoras de sulfato para transformarlo en sulfuro
de hidrégeno, inhiban a las poblaciones metanogénicas y fermentadoras
sensibles a este 4cido (Liu et al., 2018). Asi mismo en este grupo también
se correlaciona con la DQO removida en porcentaje, debido a que tuvo una
tendencia similar a las poblaciones microbianas mencionadas
anteriormente.

Grupo 4. Los grupos de Acetdgenos sintréficos facultativos se correlacionaron con la
produccion de acetato, lo que, de acuerdo con Mcllroy et al., (2017), toda la
familia de Anaerolineaceae son productoras de acetato. También se puede
observar que el rendimiento de metano, el pH controlado y el factor de
alcalinidad, se vieron involucrados fuertemente en este grupo, lo que resulta

l6gico, ya que garantizan la estabilidad del sistema.
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CONCLUSIONES

Se mont6 un Reactor Anaerobio Hibrido en condiciones de temperatura mesofilica,
utilizando Extendosphere™ como soporte para la adhesion de la biopelicula en el LFI.
Este soporte se encontraba precolonizado con 36.35 gBiomasa @proximadamente 35
% de colonizacién) y como sustratos la fraccion liquida hidrolizada y sin tratar. La
fraccion liquida de RSO hidrolizada y sin tratar (bruta) presenté una considerable
cantidad de materia orgénica, identificada por la caracterizacion de los sustratos. Para
la fraccion hidrolizada, el 20 % de los SST corresponde a SSV, la DQOT y DQOs fue
de 8.63 g/L y 7.99 g/L, respectivamente. Para la fraccion bruta, se encontré una DQOT
de 39.57 g/L y una DQOs del 89 % que representa la materia organica disuelta e indica
que este sustrato es de facil degradacién, por lo tanto, el proceso de DA no requirid
micro, ni macronutrientes. Las fracciones liquidas hidrolizada y bruta tuvieron valores

de pH de 7.9 y 5, respectivamente.

Durante la operacion del RAH, hubo variaciones importantes en cuanto se realizaron
los incrementos en la Cva. Al inicio de cada etapa las remociones de DQO y soélidos
suspendidos presentaron un decremento, sin embargo, esto se recuperd en cuanto los
microorganismos se adaptaron a las nuevas condiciones. Para la Etapa 2 se
alcanzaron remociones de DQO superiores al 90 %, para la Etapa 3 arriba del 85 % y
para la Etapa 4 superiores al 90 %. En cuanto al rendimiento de metano y produccion
de biogas, se observd que, a mayores cargas organicas, incremento la produccion de
biogas siendo superior a 20 L con rendimientos de metano alrededor de 0.33
LCH4/gDQOrem. En términos de desarrollo de biopelicula, la MVA inicial-final tuvo
porcentajes de colonizacion de 36.19-94.63 % (seccién superior LFI), 35.44-90.37 %
(seccion media LFI) y 36.18-95.37 % (seccion inferior LFI). Cabe resaltar que en
cuanto el soporte fue colonizandose, la estabilizacion de las etapas posteriores fue

mas corta, de manera que la Etapa 3 durd 25 dias y la Etapa 4 duré 10 dias.

Se realizé un andlisis de integridad del ADNg extraido de la biomasa suspendida y de
la biopelicula (LF y LFI), y se encontré que la biomasa suspendida no es un factor

influyente en la operacion del RAH y se confirmd que el uso del soporte
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Conclusiones

Extendosphere™ permite una fuerte adhesién de la biomasa mejorando el proceso de
DA. La caracterizacion de la comunidad microbiana presente en la biopelicula, a través
de la secuenciacion genética masiva de la region V4, presentd 2,106 OTUs diferentes
tanto de Bacteria como de Archaea, siendo Bacteria el dominio con mayor diversidad.
La principal ruta metabdlica para la producciéon de biogas se llevé a cabo por
microorganismos acetoétrofos (alrededor del 90 %), es decir, que el metano se produjo
a partir de acido acético. Para el dominio Archaea, en el lecho fijo y en el lecho
fluidizado metanosaeta fue el género dominante, sin embargo, en la Ultima etapa se
hizo presente el género metanosarcinaceae. Mientras que para el dominio Bacteria,
cada etapa fue guiada por la clase anaerolinea siendo un grupo importante de

fermentadores productores de la mayoria de AGV’s incluyendo Hidrégeno.

De los resultados generales del ACP, a pesar de que la ruta metabdlica principal de
produccion de metano fue por la via del consumo de acido acético, hubo presencia
importante de microorganismos hidrogenotrofos los cuales aportaron valor en la
composicién del biogas, al ser Unicamente productores de metano a partir de
hidrogeno. ElI aumento de Cva en el RAH favorecid la produccion de metano, sin
embargo, también hubo presencia de grupos sulfato reductores causantes de
inhibiciébn de funciones metabdlicas de grupos fermentadores y metanogénicos,
afectando directamente el rendimiento de metano. A pesar de ello el rendimiento de
metano continio alrededor de 0.3 LCH4/gDQOrem, cOmo se ha mencionado en
comparacion con otros trabajos se mantuvo alto y cercano al valor tedrico, lo que
confirma que la configuracion de los reactores de biopelicula es eficiente al momento

de tratar sustratos con alta carga organica.
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RECOMENDACIONES

Con relacion en la configuracion del RAH, se recomienda que la recirculacion sea
controlada con el fin de que no se combinen las comunidades microbianas del lecho

fijo y el lecho fluidizado inverso.

De acuerdo con los resultados generales del estudio, se recomienda trabajar con
mayores cargas organicas y caracterizar la comunidad microbiana presente, para
corroborar que el rendimiento del RAH no decae y aportar informacion valiosa sobre

su configuracion.

Se recomienda realizar una modificacion en el muestreo de la biopelicula adherida al
soporte fluidizado, donde se homogenice el soporte y se tome una sola muestra
representativa de todo, como la seccidon media, con el objetivo de optimizar los tiempos
de la extraccion de ADNg, asi como también analizar dos regiones del gen 16s para

obtener mas informacion.

Conocer la poblacion microbiana presente nos otorga un panorama completo del
desempefio del RAH cuando es sometido a cambios operacionales, por lo tanto, se

recomienda someter al RAH a otras perturbaciones que incluyan un sustrato complejo.

Finalmente, en relacidn con las perspectivas de este estudio, se recomienda estudiar
no solo las poblaciones presentes, sino las activas por cada etapa de operacién del
RAH por medio de la extraccion de ARN procesadas para obtener el ADN

complementario y ser enviadas al servicio de secuenciacion masiva.
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ANEXO A. Protocolo para la colectay conservacion de muestras

destinadas a la extraccion de acidos nucleicos

I. Muestra de biomasa microbiana suspendida en liquidos

1. El uso de guantes de latex es obligatorio y recuerde que la muestra debe mantenerse el
mayor tiempo posible hundida en hielo frape o alguna criocaja fria para evitar la degradacion
del ADN. Antes de iniciar cualquier manipulacién limpie la mesa de trabajo con etanol al 70
%.

NOTA: Es importante medir simultdneamente la materia seca, SSV, SST o algun otro
parametro que permita relacionar la cantidad de ADN de la muestra con una medicion del
crecimiento o cantidad de biomasa de la misma muestra.

2. Unos dias antes de iniciar la colecta de la muestra se esteriliza por calor himedo y
presion un mortero con pistilo por cada muestra usando una autoclave a 15 Ib/pulg? (121
°C) durante 15 minutos.

3. Al finalizar la esterilizacién se deja secar el mortero y el pistilo esterilizados, después se
colocan ambos en un congelador a -20 °C durante 12 horas como minimo antes de la
colecta de la muestra.

4. Ahora verifigue que se tiene suficiente tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a pH 7.5, 0.1 M,
N-Lauroyl sarcosina al 10 %, espatulas y otros materiales esterilizados para colectar la
muestra. Si no tiene los reactivos y materiales necesarios entonces preparelos antes de la
colecta tal como se indica al final de este protocolo. Recuerde también etiquetar 8
microtubos de 2 mL con tapa roscaday anillo de goma (o-ring) esterilizados Bead Bug tanto
en el tapén como en la pared del tubo con la clave asignada a cada muestra colectada. Se
sugiere tener esos tubos etiquetados en la criocaja a -20 °C listos para ser utilizados al final
del procedimiento.

NOTA: Recuerde que el Tiocianato de guanidina es una sustancia mutagénica usada como
desnaturalizante de proteinas para desactivar las nucleasas contenidas en la muestra de
biomasa. Dado que se trata de una sustancia mutagénica, se deben usar guantes y evitar el
contacto o derrame de esta sustancia sobre cualquier superficie. Se debe disponer de un bote
etiquetado como Desechos peligrosos y exclusivo para el material contaminado con Tiocianato
de guanidina como las puntas para micropipetas, papel y guantes.

5. Inicialmente, se colectan 20 mL de la muestra liquida homogénea usando un frasco de
boca ancha esterilizado y se colocan 10 mL en dos tubos para centrifuga de 50 mL
esterilizados, es decir, 10 mL en cada tubo. Si la muestra contiene poca biomasa se puede
colectar un volumen mayor de la muestra.

6. Ambos tubos se balancean en una balanza analitica para ser centrifugados durante 10 min
a 10,000 rpm en la centrifuga Eppedorf 5810R a temperatura de 6 °C.
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7. Durante la centrifugacién se sacan mortero y pistilo esterilizados del congelador a -20 °C y
se colocan en la mesa de trabajo sin quitarles el papel que los envuelve.

8. Al finalizar la centrifugacion, se remueve cuidadosamente el sobrenadante de ambos
microtubos evitando resuspender los botones celulares usando una micropipeta de 1 a 10
mL y punta esterilizada. El sobrenadante obtenido puede ser colectado en otro tubo de 50
mL para cuantificar compuestos importanes como acidos grasos volatiles u otros acidos
organicos, compuestos nitrégenados, fosfatados y sulfatados.

NOTA: El sobrenadante se remueve porque suele contener compuestos que contaminan el
ADN o ARN a extraer, reduciendo su pureza e interfiriendo con procedimientos biol6gico-
moeculares posteriores.

9. Ahora, se desenvuelven el mortero y pistilo evitando que el pistilo toque superficies
contaminadas; después, se toma con una espatula esterilizada los botones de células de
ambos microtubos para colocarlos en el mortero esterilizado y congelado. Los tubos
vacios se pueden reciclar en otros procedimientos fisicos y quimicos, ya que no contienen
residuos peligrosos, pero nunca lo recicle en procedimientos biolégico-moleculares
destinados a la manipulacién de acidos nucleicos.

NOTA: Si durante la remocién de los sobrenadantes de los tubos los botones celulares se re-
suspenden en un poco del sobrenadante. Entonces, se debe usar la espatula para re-
suspender la totalidad de la biomasa en el poco sobrenadante restante. Después, los botones
celulares re-suspendidos en un poco del sobrenadante se agregan al mortero esterilizado y
congelado para continuar con el procedimiento.

10. En seguida, se afiaden 4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a pH 8.0, 0.1 M al
mortero usando una micropipeta de 5 mL y punta esterilizada para proceder a macerar la
biomasa con el pistilo esterilizado hasta obtener una suspensién homogénea. Al agregar
este reactivo al mortero quizas se congele, entonces debe esperar a que se descongele
para iniciar el macerado de la muestra.

NOTA: Si la pasta macerada obtenida esta muy espesa y no se puede pipetear en los
microtubos de 2 mL, entonces se afiade mas Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCla pH 7.5, 0.1
M hasta obtener una suspension liquida facil de pipetear y repartir en tubos con una
micropipeta de 100 a 1000 xL y punta con filtro esterilizada. Si afiade mas Tiocianato de
guanidina 4 M-TrisCl también se debe afadir la cantidad correspondiente de N-Lauroyl
sarcosina al 10 % para completar la mezcla.

11. Cuando la biomasa macerada sea homogénea y tenga fluidez, se afiaden 600 uL de la
solucién de N-Lauroyl sarcosina al 10 % usando una micropipeta de 100 a 1000 pL y punta
con filtro esterilizada. Esta suspension se mezcla suavemente moviéndola con el pistilo
para no generar muchas burbujas hasta homogenizarla.

12. Finalmente, se reparte toda la pasta macerada en 8 alicuotas de 500 pL en microtubos de

2 mL con tapa roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados para el rompedor de células
Bead Bug, usando una micropipeta de 100 a 1000 pL y punta con filtro esterilizada, esta
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punta se corta un poco con tijeras metalicas esterilizadas para evitar que se tape con la
muestra durante el pipeteo. Se debe evitar llenar microtubos con menos de 500 pL de
muestra, si la cantidad no es suficiente, entonces no llene el dltimo tubo.

Las alicuotas de la muestra en los microtubos de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma
(o-ring) esterilizados Bead Bug se meten al congelador para ser conservadas a -20 °C
dentro de las cajas criogénicas para almacenar microtubos previamente etiquetadas.
Recuerde también etiquetar los tubos tanto en el tapon como en la pared del microtubo
con la clave asignada a cada muestra colectada.

Antes de lavar el mortero y el pistilo contaminados con Tiocianato de guanidina, se debe
realizarse cuidadosamente una limpieza previa usando un papel para remover la mayor
cantidad de residuos en ambos materiales. Todo el papel usado y contaminado debe ser
contenido en un bote para residuos peligrosos. Después, se deben lavar el mortero y el
pistilo con fibras exclusivas para estos materiales aun contaminados. El propdsito de esta
limpieza es desechar al drenaje y ambiente la menor cantidad de Tiocianato de
guanidina.

. Muestra de biomasa fija a soportes fluidizados

. El uso de guantes de latex es obligatorio y recuerde que la muestra debe mantenerse el

mayor tiempo posible hundida en hielo frape o alguna criocaja fria para evitar la degradacion
del ADN. Antes de iniciar cualquier manipulacion limpie la mesa de trabajo con etanol al 70
%.

NOTA: Es importante medir simultdneamente la materia seca, SSV, SST o algun otro
parametro que permita relacionar la cantidad de ADN de la muestra con una medicion del
crecimiento o cantidad de biomasa de la misma muestra.

7.

Unos dias antes de iniciar la colecta de la muestra se esteriliza por calor humedo y
presion un mortero con pistilo por cada muestra usando una autoclave a 15 Ib/pulg? (121
°C) durante 15 minutos.

Al finalizar la esterilizacion se deja secar el mortero y el pistilo esterilizados, después se
colocan ambos en un congelador a -20 °C durante 12 horas como minimo antes de la
colecta de la muestra.

. Ahora verifigue que se tiene suficiente solucion PBS 1X, tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl

a pH 7.5, 0.1 M, N-Lauroyl sarcosina al 10 %, espatulas y otros materiales esterilizados
para colectar la muestra. Si no tiene los reactivos y materiales necesarios entonces
prepéarelos antes de la colecta tal como se indica al final de este protocolo. Recuerde
también etiquetar 8 microtubos de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma (o-ring)
esterilizados Bead Bug tanto en el tap6n como en la pared del tubo con la clave asignada
a cada muestra colectada. Se sugiere tener esos tubos etiquetados en la criocaja a -20 °C
listos para ser utilizados al final del procedimiento.

NOTA: Recuerde que el Tiocianato de guanidina es una sustancia mutagénica usada como

de

snaturalizante de proteinas para desactivar las nucleasas contenidas en la muestra de

biomasa. Dado que se trata de una sustancia mutagénica, se deben usar guantes y evitar el

102



Anexos

contacto o derrame de esta sustancia sobre cualquier superficie. Se debe disponer de un bote
etiquetado como Desechos peligrosos y exclusivo para el material contaminado con Tiocianato
de guanidina como las puntas para micropipetas, papel y guantes.

10. Inicialmente, se sacan el mortero y pistilo esterilizados del congelador a -20 °C y se
colocan en la mesa de trabajo sin quitarles el papel que los envuelve.

11. Inicialmente, se agregan 30 mL de PBS 1X en dos tubos para centrifuga de 50 mL
esterilizados, es decir, 30 mL en cada tubo. En seguida, se afiaden a cada tubo 6 mL de
muestra liguida con los soportes colonizados por la biomasa usando una jeringa
esterilizada o una micropipeta de 1 a 10 mL y punta esterilizada cortada con tijeras
metdlicas esterilizadas para evitar taponamientos. Si la muestra contiene poca biomasa se
puede colectar un volumen mayor de la muestra, respectando la proporcién de PBS 1X.

12. Después, se realiza un lavado de los soportes colonizados agitando la mezcla
suavemente invirtiendo los tubos (bien cerrados) 2 veces tal como se indica en la imagen

siguiente.
Qe Y

13. En seguida, se realiza la remocién de todo el PBS 1X en ambos tubos sin colectar el
liguido donde estan los soportes colonizados usando una micropipeta de 1 a 10 mL y
punta esterilizada.

14. Ahora, se realiza un segundo lavado agregando cuidadosamente 30 mL de PBS 1X a
cada tubo y se agita la mezcla suavemente invirtiendo los tubos (bien cerrados) 2 veces tal
como se indic6 en la figura anterior.

15. Después, se realiza otra vez la remocion de todo el PBS 1X en ambos tubos sin colectar
el liqguido donde estén los soportes colonizados usando una micropipeta de 1 a 10 mL
y punta esterilizada.

NOTA: El lavado del liquido que contiene a los soportes colonizados tiene como propdsito
remover los compuestos que contaminan el ADN o ARN a extraer, reduciendo su pureza. Estos
compuestos podrian interferir en procedimientos biol6gico-moleculares posteriores.

16. Ahora bien, el liquido que contiene a los soportes colonizados en ambos tubos de 50
mL se vierte en el mortero esterilizado y congelado. Los tubos vacios donde estaban las
muestras se pueden reciclar en otros procedimientos fisicos y quimicos, ya que no
contienen residuos peligrosos, pero nunca lo recicle en procedimientos biolégico-
moleculares destinados a la manipulacién de &cidos nucleicos.

17. En seguida, se afiaden 3 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a pH 8.0, 0.1 M al

mortero con la muestra (liquido que contiene a los soportes colonizados) usando una
micropipeta de 1-5 mL y punta esterilizada. Al agregar este reactivo al mortero quizas se
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congele, entonces debe esperar a que se descongele para iniciar el macerado de la
muestra.

Entonces, se procede a macerar la muestra con el pistilo esterilizado para lograr
desprender la biomasa de los soportes colonizados hasta observar la presencia de restos
de biomasa en la suspension.

NOTA: Si la pasta macerada obtenida esta muy espesa y no se puede pipetear en los
microtubos de 2 mL, entonces se afiade mas Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCla pH 7.5, 0.1
M hasta obtener una suspension liquida facil de pipetear y repartir en tubos con una
micropipeta de 100 a 1000 xL y punta con filtro esterilizada. Si aflade mas Tiocianato de
guanidina 4 M-TrisCl también se debe afiadir la cantidad correspondiente de N-Lauroyl
sarcosina al 10 % para completar la mezcla.

19.

20.

21.

22.

Cuando se observe que hay suficiente biomasa desprendida de los soportes y macerada
en una suspension que tenga fluidez, es decir, no sea muy espesa,; entonces, se afiaden
900 puL de la solucién de N-Lauroyl sarcosina al 10 % usando una micropipeta de 100 a
1000 pL y punta con filtro esterilizada. Esta suspension se mezcla suavemente
moviéndola con el pistilo para no generar muchas burbujas hasta homogenizarla.

Finalmente, se reparte la suspension con la biomasa macerada en 8 alicuotas de 500 pL
en microtubos de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados para el
rompedor de células Bead Bug, usando una micropipeta de 100 a 1000 pL y punta con
filtro esterilizada, esta punta se corta un poco con tijeras metélicas esterilizadas para evitar
que se tape con la muestra durante el pipeteo. Se debe evitar succionar los soportes con
la pipeta, esta manipulacién es dificil, pero si hay pocos soportes en la muestra
conservada sera mas facil su manipulacién durante la extraccién de ADN o ARN.

Las alicuotas de la muestra en los microtubos de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma
(o-ring) esterilizados Bead Bug se meten al congelador para ser conservadas a -20 °C
dentro de las cajas criogénicas para almacenar microtubos previamente etiquetadas.
Recuerde también etiquetar los tubos tanto en el tapon como en la pared del microtubo
con la clave asignada a cada muestra colectada.

Antes de lavar el mortero y el pistilo contaminados con Tiocianato de guanidina, se debe
realizarse cuidadosamente una limpieza previa usando un papel para remover la mayor
cantidad de residuos en ambos materiales. Todo el papel usado y contaminado debe ser
contenido en un bote para residuos peligrosos. Después, se deben lavar el mortero y el
pistilo con fibras exclusivas para estos materiales aun contaminados. El propésito de esta
limpieza es desechar al drenaje y ambiente la menor cantidad de Tiocianato de
guanidina.

lll. Soluciones, materiales y equipos necesarios para ejecutar este protocolo
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Solucién de etanol al 70 % (NO TOXICA): Se prepara agregando 700 mL de etanol grado
industrial mas 300 mL de agua destilada en una probeta de un litro. Después, se coloca un
pedazo de parafilm que cubra la boca de la probeta para mezlar la solucion invirtiendo la
probeta a una posicion de 90 grados 3 veces. Esta solucion se coloca en una botella de plastico

con atomizador para la limpieza de las superficies de trabajo.

Etanol grado industrial 700 mL
Agua destilada 300 mL
TOTAL 1000 mL

Buffer de fosfatos PBS 10X para extraccion de ADN (NO TOXICA): Esta solucién contiene
NaCl 1,370 mM, KCI 27 mM, Na;HPO4 100 mM y KH.PO, 18 mM. Entonces, su preparacion
implica realizar el calculo de mM a g/L, realice est4 conversidn con todos los compuestos
quimicos para asegurarse que la formula es correcta. Se deben preparar 100 mL de PBS
10X usando un frasco de 250 mL esterilizado y etiquetado con el nombre de la solucion, fecha
de elaboracién y pH de la solucién. Inicialmente, se colocan en dicho frasco 80 mL de agua
desionizada esterilizada medidos con una probeta. En seguida, se pesan 8.006 g de NaCl,
0.201 g de KCl, 1.419 g de Na;HPO, y 0.245 g de KH>PO,. Estos reactivos se colocan en el
frasco de 250 mL con los 80 mL de agua desionizada y se agitan con una barra magnética en
un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta lograr un mezclado homogéneo.
Después, se afora la solucion en un matraz aforado de 100 mL con agua desionizada.
Finalmente, la solucién aforada se coloca nuevamente dentro del frasco de 250 mL usado para
preparar la soluciéon, teniendo como propoésito agitarla nuevamente con la misma barra
magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta lograr un mezclado
homogéneo. Esta solucion suele tener un pH cercano a 6.8 y se usa para obtener la solucion
PBS 1X, esta Ultima se usa a un pH de 7.4, pero no es necesario ajustar el pH en la solucion

PBS 10X sino hasta que se prepara la solucion PBS 1X.

NaCl 8.006 g
KCl 0.201 g
Na,HPO, 1.419 g
KH2PO4 0.245 g

Agua desionizada esterilizada-DEPC Cuanto baste para 100

mL
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TOTAL 100.00 mL
La solucién de PBS 10X-DEPC se esteriliza por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos

y se conserva a temperatura ambiente.

Buffer de fosfatos PBS 10X-DEPC para extraccion de ARN (NO TOXICA): Esta solucion
contiene NaCl 1,370 mM, KCI 27 mM, Na;HPO. 100 mM y KH.PO4 18 mM. Entonces, su
preparacion implica realizar el célculo de mM a g/L, realice est4 conversion con todos los
compuestos quimicos para asegurarse que la férmula es correcta. Se deben preparar 100
mL de PBS 10X-DEPC usando un frasco de 250 mL esterilizado y etiquetado con el nombre
de la solucion, fecha de elaboracion y pH de la solucién. Inicialmente, se colocan en dicho
frasco 80 mL de agua desionizada esterilizada-DEPC medidos con una probeta. En seguida,
se pesan 8.006 g de NaCl, 0.201 g de KCl, 1.419 g de NazHPO, y 0.245 g de KH,PO,. Estos
reactivos se colocan en el frasco de 250 mL con los 80 mL de agua desionizada-DEPC y se
agitan con una barra magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta lograr
un mezclado homogéneo. Después, se afora la solucion en un matraz aforado de 100 mL con
agua desionizada-DEPC. Finalmente, la solucion aforada se coloca nuevamente dentro del
frasco de 250 mL usado para preparar la solucién, teniendo como propdsito agitarla
nuevamente con la misma barra magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario
hasta lograr un mezclado homogéneo. Esta solucién suele tener un pH cercano a 6.8 y se usa
para obtener la solucibn PBS 1X-DEPC, esta Ultima se usa a un pH de 7.4, pero no es
necesario ajustar el pH en la solucién PBS 10X-DEPC sino hasta que se prepara la solucién
PBS 1X-DEPC.

NacCl 8.006 g

KCI 0.201 g

NaxHPO, 1.419 g

KH2PO4 0.245¢

Agua desionizada esterilizada-DEPC Cuanto baste para 100
mL

TOTAL 100.00 mL

La solucién de PBS 10X-DEPC se esteriliza por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos

y se conserva a temperatura ambiente.
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Buffer de fosfatos PBS 1X a partir del PBS 10X (NO TOXICA): Se deben preparar 500 mL
de PBS 1X usando un frasco de 1000 mL esterilizado y etiquetado con el nhombre de la
solucion, fecha de elaboracién y pH de la solucién. Inicialmente, se colocan 50 mL de la
solucion PBS 10X en un matraz aforado de 500 mL, después se agrega agua desionizada
esterilizada hasta aforar la solucion. En seguida, se coloca la solucién aforada en el frasco de
1000 mL esterilizado y etiquetado para ser agitada con una barra magnética en un agitador a
una velocidad y tiempo necesario hasta lograr un mezclado homogéneo. Al concluir la
agitacion, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 M o HCI 1 M (segun sea necesario), la adicion
de la base o acido se realiza gota a gota, monitoreando el pH con un potenciometro. Es
importante mencionar, que las soluciones PBS 1X no presentan variaciones de pH

dependientes de la temperatura.

PBS 10X esterilizada 50 mL
Agua desionizada esterilizada 450 mL
TOTAL 500 mL

La solucién de PBS 1X se esteriliza por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos y se

conserva a temperatura ambiente.

Buffer de fosfatos PBS 1X-DEPC a partir del PBS 10X-DEPC (NO TOXICA): Se deben
preparar 500 mL de PBS 1X-DEPC usando un frasco de 1000 mL esterilizado y etiquetado
con el nombre de la solucion, fecha de elaboracién y pH de la solucion. Inicialmente, se colocan
50 mL de la solucion PBS 10X-DEPC en un matraz aforado de 500 mL, después se agrega
agua desionizada esterilizada hasta aforar la solucion. En seguida, se coloca la solucién
aforada en el frasco de 1000 mL esterilizado y etiquetado para ser agitada con una barra
magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta lograr un mezclado
homogéneo. Al concluir la agitacién, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 M o HCI 1 M (segun
sea necesario), la adicion de la base o acido se realiza gota a gota, monitoreando el pH con
un potenciometro. Es importante mencionar, que las soluciones PBS 1X-DEPC no presentan

variaciones de pH dependientes de la temperatura.

PBS 10X-DEPC esterilizada 50 mL
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Agua desionizada esterilizada 450 mL
TOTAL 500 mL

La solucién de PBS 1X-DEPC se esteriliza por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos

y Se conserva a temperatura ambiente.

Buffer de fosfatos PBS 1X para extraccion de ADN (NO TOXICA): Esta solucién contiene
NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO, 10 mM y KH.PO, 1.8 mM. Entonces, su preparacion
implica realizar el calculo de mM a g/L, realice est4 conversidn con todos los compuestos
quimicos para asegurarse que la formula es correcta. Se deben preparar 1000 mL de PBS
1X usando un frasco de 1000 mL esterilizado y etiquetado con el nombre de la solucion, fecha
de elaboracién y pH final de la solucion. Inicialmente, se colocan en dicho frasco 800 mL de
agua desionizada esterilizada medidos con una probeta. En seguida, se pesan 8.006 g de
NaCl, 0.201 g de KCl, 1.419 g de Na;HPO, y 0.245 g de KH,PO4. Estos reactivos se colocan
en el frasco de 1000 mL con los 800 mL de agua desionizada esterilizada y se agitan con una
barra magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta lograr un mezclado
homogéneo. Después, se afora la solucion en un matraz aforado de 1000 mL con agua
desionizada esterilizada. Finalmente, se coloca la solucion aforada nuevamente dentro del
frasco de 1000 mL usado para preparar la solucién, teniendo como propdsito agitarla
nuevamente con una barra magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario hasta

lograr un mezclado homogéneo.

NacCl 8.006 g

KCI 0.201g

NaxHPO, 1.419 g

KH2PO4 0.245¢

Agua desionizada-DEPC esterilizada Cuanto baste para 1000
mL

TOTAL 1000.00 mL
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Al concluir la agitacion, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 M o HCI 1 M (segun sea necesario),
la adicion de la base o acido se realiza gota a gota, monitoreando el pH con un potenciometro.
Es importante mencionar, que las soluciones PBS 1X no presentan variaciones de pH
dependientes de la temperatura. Ahora, se debe repartir la solucion PBS 1X en 2 frascos de
500 mL etiquetados con el nombre de la solucion, fecha de elaboracion y pH final de la solucion
para realizar la esterilizacién por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos, esta solucién

se conserva a temperatura ambiente.

Buffer de fosfatos PBS 1X-DEPC para extraccion de ARN (NO TOXICA): Esta solucion
contiene NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO. 10 mM y KH;PO. 1.8 mM. Entonces, su
preparacion implica realizar el célculo de mM a g/L, realice est4 conversién con todos los
compuestos quimicos para asegurarse que la formula es correcta. Se deben preparar 1000
mL de PBS 1X-DEPC usando un frasco de 1000 mL esterilizado y etiquetado con el nombre
de la solucion, fecha de elaboracion y pH final de la solucién. Inicialmente, se colocan en dicho
frasco 800 mL de agua desionizada esterilizada-DEPC medidos con una probeta. En seguida,
se pesan 8.006 g de NaCl, 0.201 g de KCl, 1.419 g de NazHPO, y 0.245 g de KH,PO,. Estos
reactivos se colocan en el frasco de 1000 mL con los 800 mL de agua desionizada esterilizada-
DEPC y se agitan con una barra magnética en un agitador a una velocidad y tiempo necesario
hasta lograr un mezclado homogéneo. Después, se afora la soluciéon en un matraz aforado de
1000 mL con agua desionizada esterilizada-DEPC. Finalmente, se coloca la solucién aforada
nuevamente dentro del frasco de 1000 mL usado para preparar la solucion, teniendo como
propdsito agitarla nuevamente con una barra magnética en un agitador a una velocidad y

tiempo necesario hasta lograr un mezclado homogéneo.

NacCl 8.006 g

KCI 0.201 g

Na;HPO4 14199

KH2PO4 0.245¢g

Agua desionizada-DEPC esterilizada Cuanto baste para 1000
mL

TOTAL 1000.00 mL

Al concluir la agitacion, se ajusta el pH a 7.4 con NaOH 1 M o HCI 1 M (segun sea necesario),
la adicion de la base o acido se realiza gota a gota, monitoreando el pH con un potenciometro.

Es importante mencionar, que las soluciones PBS 1X-DEPC no presentan variaciones de pH
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dependientes de la temperatura. Ahora, se debe repartir la solucion PBS 1X-DEPC en 2
frascos de 500 mL etiquetados con el nombre de la solucién, fecha de elaboracién y pH final
de la solucién para realizar la esterilizacién por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante 15 minutos,

esté solucion se conserva a temperatura ambiente.

Solucién de Tris-HCI 1 M, pH 8.0 (NO TOXICA): Se deben preparar 250 mL usando un frasco
de 500 mL esterilizado y etiqguetado con el nombre de la solucion y fecha de elaboracion.
Inicialmente, se pesan 30.3 g de Trizma HCl y 6.95 g de Trizma Base, después se colocas
ambos reactivos dentro del frasco etiquetado, que contenga 150 mL de agua ultrapura
esterilizada y una barra magnética. En seguida, se coloca el frasco en un agitador y se agita a
la velocidad necesaria hasta lograr un mezclado homogéneo. Posteriormente, se usa un frasco

aforado de 250 mL para aforar la solucién con agua ultrapura esterilizada.

Trizma HCI (Sigma-Aldrich: 93363) 30.3g

Trizma Base (Sigma-Aldrich: 93362) 6.95 g

Agua ultrapura (desionizada) Cuanto baste para 250 mL
esterilizada

TOTAL 250 mL

Después de aforar la solucion de Tris-HCI 1 M, pH 8.0, esta se regresa al frasco etiquetado
para ser agitada durante 5 minutos. Se debe verificar el pH de la solucién agregando 20 mL
en un vaso de precipitados de 50 mL, si el pH no es 8.0, se debe indicar en la etiqueta del
frasco el pH final medido. Esta solucién no se esteriliza, aunque puede ser esterilizada por

filtracion.

Solucion de Guanidina tiocianato 4 M, Tris-HCI pH 7.6 (TOXICA-CARCINOGENICA): Se
deben preparar como minimo 50 mL usando el frasco de 500 mL, barra magnetica y demas
materiales exclusivos para preparar esta solucion. Inicialmente, se pesan 23.6 g de guanidina
tiocianato usando la espatula y charola de pesado exclusivas para este reactivo, después se
coloca el reactivo dentro del frasco etiquetado con el nombre de la solucién y fecha de
elaboracion, que contenga una barra magnética, ambos de uso exclusivo para preparar esta
solucion. En seguida, se coloca el frasco en una parrilla con agitacion a una temperatura de
50 °Cy se agregan 5 mL de Tris-HCI 1 M y 20 mL de agua ultrapura esterilizada, esta solucién

se agita a la velocidad necesaria hasta lograr un mezclado homogéneo. Este procedimiento
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se puede repetir las veces que se requieran para obtener mas volumen de la solucion de
Guanidina tiocianato 4 M (Tris-HCI pH 7.6).

Guanidina tiocianato (Sigma-Aldrich: G9277) 23.6 g

Tris-HCI 1 M 5
mL
Agua ultrapura (desionizada) esterilizada 20
mL
TOTAL 50
mL

La solucién de Guanidina tiocianato 4 M (Tris-HCI pH 8.0) se esteriliza por autoclaveado a 15

Ib/pulg? durante 15 minutos y se conserva a temperatura ambiente.

Solucién de Fosfato monobasico de sodio 1 M (NO TOXICA): Se deben preparar 200 mL
usando un frasco de 500 mL esterilizado y etiquetado con el nombre de la solucién y fecha de
elaboracion. Inicialmente, se pesan 24.0 g de Fosfato monobésico de sodio (NaH2POj),
después se coloca el reactivo dentro del frasco etiquetado, que contiene 100 mL de agua
ultrapura esterilizada y una barra magnética. En seguida, se coloca el frasco en un agitador
magnético y se agita a la velocidad necesaria hasta lograr un mezclado homogéneo.

Posteriormente, se usa un frasco aforado de 200 mL para aforar la solucién con agua ultrapura

esterilizada.
NaH:PO, (Sigma-Aldrich: S3139) 24.0¢g
Agua ultrapura (desionizada) Cuanto baste para aforar 200
esterilizada mL
TOTAL 200 mL

Después de aforar la solucién de Fosfato monobésico de sodio 1 M, esta se regresa al frasco
etiquetado para ser agitada durante 5 minutos. Finalmente, se conserva a temperatura

ambiente. Esta solucidn no se esteriliza, aunque puede ser esterilizada por filtracion.
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Solucién de Fosfato dibasico de sodio 1 M (NO TOXICA): Se deben preparar 200 mL
usando un frasco de 500 mL esterilizado y etiquetado con el nombre de la solucién y fecha de
elaboracion. Inicialmente, se pesan 28.4 g de Fosfato dibasico de sodio (Naz:HPO.), después
se coloca el reactivo dentro del frasco etiquetado, que contiene 100 mL de agua ultrapura
esterilizada y una barra magnética. En seguida, se coloca el frasco en un agitador magnético
y se agita a la velocidad necesaria hasta lograr un mezclado homogéneo. Posteriormente, se

usa un frasco aforado de 200 mL para aforar la solucion con agua ultrapura esterilizada.

NazHPO, (Sigma-Aldrich: S7907) 28.4 g

Agua ultrapura (desionizada) Cuanto baste para aforar 200
esterilizada mL

TOTAL 200 mL

Después de aforar la solucion de Fosfato dibésico de sodio 1 M, esté se regresa al frasco
etiguetado para ser agitada durante 5 minutos. Finalmente, se conserva a temperatura

ambiente. Esta solucién no se esteriliza, aunque puede ser esterilizada por filtracion.

Solucién de Tampodn Fosfatos 0.1 M, pH 8.0 (NO TOXICA): Se deben preparar 200 mL
usando un frasco de 500 mL esterilizado y etiquetado con el nombre de la solucién y fecha de
elaboracion. Inicialmente, se afiaden en el frasco 150 mL de agua ultrapura esterilizada y una
barra magnética, despues se adicionan 1.36 mL de Fosfato monobasico de sodio (NaH2PO.)
1 My 18.64 mL de Fosfato dibasico de sodio (NazHPO.) 1 M. En seguida, se coloca el frasco
en un agitador magnético y se agita a la velocidad necesaria durante 10 minutos para lograr
un mezclado homogéneo. Posteriormente, la solucion se coloca dentro de un matraz aforado

de 200 mL para aforar la solucién con agua ultrapura esterilizada.

NaH2PO4 1.36 mL

NaHPO, 18.64 mL

Agua ultrapura (desionizada) Cuanto baste para aforar 200
esterilizada mL

TOTAL 200 mL

Después de aforar la solucion de Tampon Fosfatos 0.1 M, pH 8.0, esta se regresa al frasco
etiquetado para ser agitada durante 5 minutos. Finalmente, se esteriliza por autoclaveado a

15 Ib/pulg? durante 15 minutos. Esta solucion se conserva a temperatura ambiente. Se debe
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verificar el pH de la solucion agregando 20 mL en un vaso de precipitados de 50 mL, si el pH

no es 8.0, se debe indicar en la etiqueta del frasco el pH medido.

Solucién de N-Lauril Sarcosina 10 %, Tampon Fosfatos 0.1 M pH 8.0 (NO TOXICA): Se
deben preparar 100 mL usando un frasco de 250 mL esterilizado y etiquetado con el nombre
de la soluciéon y fecha de elaboracion. Inicialmente, se pesan 10.0 g de N-Lauril Sarcosina,
después se coloca el reactivo dentro del frasco etiquetado, que debe contener 100 mL de la
solucién de Tampon Fosfatos 0.1 M pH 8.0 esterilizada medidos con una probeta y una barra
magnética. En seguida, se coloca el frasco en un agitador magnético y se agita a la velocidad

necesaria hasta lograr un mezclado homogéneo.

N-Lauril  Sarcosina (Sigma-Aldrich: 10.0 g

61743)

Tampon Fosfatos 0.1 M pH 8.0 Cuanto baste paraaforar 100 mL
esterilizado

TOTAL 100 mL

La solucién de N-Lauril Sarcosina 10 %, se esteriliza por autoclaveado a 15 Ib/pulg? durante

15 minutos y se conserva a temperatura ambiente.
IV. Equipos

Maquina para hacer hielo frape

Centrifuga refrigerante y rotor para tubos de 50 mL.

Micropipetas de manode 1 a 10 mL, 1 a5 mL, 100 a 1000 uL y 20 a 200 puL.
Balanza analitica para balancear los tubos de 50 mL.

Congelador a -20 °C para almacenar las muestras.

< opwdE

. Materiales

Hielo frape y contenedor para dicho hielo.

Frascos para medios de cultivo Pyrex o similar de diferentes capacidades para la

elaboracion de las soluciones.

3. Botes de boca ancha esterilizables (Polypropylene Wide Mouth Jars) de 250, 500 y 1000
mL marca Nalgene, distribuidos por Thermo Scientific-Nalgene. Estos botes se utilizan
esterilizados para colectar las muestras, los botes de 1000 mL se usan para esterilizar las
puntas de 5 mL.

4. Tubos de 2 mL con tapa roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados denominados

BeadBug™ unfilled tubes, with caps and sealing ring. El nUmero de catalogo Sigma-Aldrich

N
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es Z763837, también lo provee Merck como su filial. Se requiere ese tipo y marca de tubo
porque solo ese cabe en el equipo homogenizador o rompedor de células, que se usa
durante la extraccién de ADN.

Crio-Etiquetas de microtubos que se usaran para etiquetar con claves de 3 caracteres como
méaximo cada alicuota de las muestras conservadas e identificar el origen de las muestras.
El nimero de catdlogo Daigger es EF1374H.

Gradillas para tubos de centrifuga de 50 mL y microtubos de 2 mL.

Tubos de 50 mL con tapén de rosca esterilizados: Estos tubos se utilizan para centrifugar
las muestras liquidas y algunas solidas muy humedas como biopeliculas. EI nimero de
catalogo Sigma-Aldrich es CLS4558, también lo provee Merck como su filial.

Puntas sin filtro Finnpipette de 10 mL, esterilizadas en rack 5 x 24. El nimero de catalogo
Finnpipette es 9402163, el distribuidor es ThermoFisher Scientific. Se usan esta marca por
econdmica siempre que sea compatible con las micropipetas de mano utilizadas.

Puntas sin filtro Finnpipette de 10 mL, no esterilizadas, paquete con 100 piezas. El nimero
de catalogo Finnpipette es 9402151, el distribuidor es ThermoFisher Scientific. Se usan esta
marca por econémica siempre que sea compatible con las micropipetas de mano utilizadas.

. Puntas sin filtro Finnpipette de 5 mL, no esterilizadas, paquete con 500 piezas. El nimero

de catalogo Finnpipette es 9402030, el distribuidor es ThermoFisher Scientific. Se usan
esta marca por econémica siempre que sea compatible con las micropipetas de mano
utilizadas.

Puntas con filtro de 200 uL, esterilizadas en rack 10 x 96. El nimero de catalogo Axygen
es TF-200-R-S. Se usan esta marca por econdémica siempre que sea compatible con las
micropipetas de mano utilizadas.

Puntas con filtro de 1000 puL, esterilizadas en rack 10 x 96. El nimero de catalogo Axygen
es TF-1000-R-S. Se usan esta marca por econdmica siempre que sea compatible con las
micropipetas de mano utilizadas.

Caja criogénica de polipropileno para tubos de 2 mL con capacidad para 100 tubos. El
namero de catalogo Biologix es 90-9100.

Papel Wipers Wypall L30 2/300 para limpieza de las superficies utilizadas. El nUmero de
catalogo Diprovic es 8457.

Espatulas de acero inoxidable de diferente tamafio esterilizados: Estas espatulas se
utilizan para colectar las muestras sélidas y los sedimentos obtenidos después de
centrofugar Isa muestras liquidas.

Mortero y pistilo esterilizados, estos materiales se usan para macerar y homogenizar la
muestra suspendida en tiocianato de Guanidina 4 M-TrisCl a pH 7.5, 0.1 M.

Tijeras de acero inoxidable esterilizadas para cortar la punta con filtro.

Plumén permanente con punta ultrafina para etiquetar los microtubos y la criocaja.
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ANEXO B Protocolo para la extraccion, purificacion, visualizacion y
cuantificacion de ADN (BIOMOL-1.1 Lodos anaerobios granulares)

I. Colectay conservaciéon de la muestra (El uso de guantes de latex es obligatorio)

. Varios dias antes de iniciar la colecta de la muestra verifique que hay un mortero con
pistilo esterilizados en el congelador a -70 °C, tiocianato de guanidina 4 M-TrisCla pH 7.5, 0.1
M, N Lauroyl sarcosina (L.S.) al 10 % y espatulas u otros materiales esterilizados para colectar
la muestra. Sino tiene los reactivos y materiales necesarios entonces prepéarelos antes de la
colecta tal como se indica en este protocolo.

NOTA: Recuerde que el Tiocianato de guanidina es una sustancia mutagénica, por lo cual
debe usar guantes y evitar el contacto y derrame de esta sustancia sobre cualquier superficie.
Se dispone de un bote etiquetado como Desechos peligrosos y exclusivo para el material
contaminado con Tiocianato de guanidina como las puntas para micropipetas, papel y
guantes.

. Se colectan 20 mL de la muestra liquida usando un frasco de boca ancha esterilizado y se
reparte este volumen en dos tubos de centrifuga de 50 mL esterilizados para ser centrifugados
durante 10 min a 7,000 rpm en la centrifuga Eppedorf 5810R a temperatura de 6 °C.

. Durante la centrifugacion se sacan el mortero y pistilo esterilizados del congelador a -70 °C y
se colocan en la mesa de trabajo.

NOTA: Es importante medir simultaneamente la materia seca, SSV, SST o algun otro
parametro que nos relacione la cantidad de ADN de la muestra con una medicién del
crecimiento o cantidad de biomasa de la misma muestra.

. Al finalizar la centrifugacion, se decanta y desecha el sobrenadante de ambos microtubos y se
toma con una espatula esterilizada los botones de células o sedimentos de los microtubos
para colocarlos en el mortero esterilizado y congelado. Los tubos vacios se pueden lavar y
donar ala Planta piloto, ya que no contienen residuos peligrosos.

. En seguida, se afiaden 4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a pH 7.5, 0.1 M usando
una micropipeta de 5 mL y punta esterilizada para proceder a macerar el lodo granular con el
pistilo. Al agregar el reactivo se congelara, entonces debe esperar a que se descongele para
iniciar el macerado de la muestra.

. Si después de decantar los sobrenadantes de los tubos los sedimentos no se pueden colocar
en el mortero porque se resuspenden al recogerlos con la espatula esterilizada, entonces se
agrega al sedimento o boton de uno de los tubos los 4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-
TrisCl a pH 8.0, 0.1 M usando una micropipeta de 1-5 mL y punta esterilizada. Esta mezcla se
agita vigorosamente durante 1 a 5 s en el vortex GENIEZ2.

. Después, se succiona la suspension obtenida con una pipeta micropipeta de 100 a 1000 pL y
punta esterilizada para colocarlo en el otro tubo. Entonces, el tubo con ambos sedimentos y
Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl se agita nuevamente durante 1 a 5 s en el vortex GENIE2.

. Después se coloca toda la suspension del lodo con Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl en un
mortero esterilizado y se macera el lodo con un pistilo esterilizado hasta obtener una
suspension homogénea. Si la pasta obtenida estd espesa, entonces se adiciona mas
Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl hasta obtener una suspension liquida facil de repartir en
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tubos con una micropipeta de 100 a 1000 pL y punta con filtro esterilizada. Los tubos vacios
gue tuvieron contacto con Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl se desechan en el bote
para desechos peligrosos.

Cuando la biomasa macerada sea homogénea y tenga fluidez, se ainiaden 600 uL de la solucion

de N-Lauroyl sarcosina al 10 % usando una micropipeta de 100 a 1000 pL y punta con filtro
esterilizada. Esta mezcla se homogeniza con el pistilo suavemente para no generar muchas
burbujas.

Finalmente, se reparte toda la pasta macerada en alicuotas de 500 pL en microtubos de 2 mL
con tapa roscada y anillo de goma (o-ring) esterilizados para el Bead Bug, usando una
micropipeta de 100 a 1000 pL y punta con filtro esterilizada, esta punta se corta un poco con
tijeras esterilizadas para evitar que se tape con la muestra durante el pipeteo. Se debe evitar
llenar microtubos con menos de 500 pL al final, si la cantidad no es suficiente, entonces no
llene el dltimo tubo.

NOTA: Si la pasta macerada obtenida esta muy espesa y no se puede pipetear en los
microtubos de 2 mL, entonces se afiade mas Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCla pH 7.5, 0.1
M hasta obtener una suspension liquida facil de repartir en tubos con una micropipeta de 1
mL y punta con filtro esterilizada. Si aflade mas Tiocianato de guanidina también debe afiadir
la cantidad correspondiente de N-Lauroyl sarcosina al 10 % para completar la mezcla.

Las alicuotas de la muestra en los microtubos de 2 mL Bead Bug se meten al congelador para
ser conservadas a -20 °C dentro de las cajas criogénicas para almacenar microtubos
previamente etiquetadas. Recuerde también etiquetar los tubos tanto en el tap6n como en la
pared del tubo con la clave asighada a cada muestra colectada.

Il. Lisado de las células en el triturador vibratorio

Preparar el Bafio seco a 70 °C y aseglrese gque tiene disponibles todos los reactivos y
materiales a utilizar durante la extracciéon de ADN, realice un check-list.

Moler en el triturador de hielo todos los hielos de dos recipientes y colocar el hielo molido en
el contenedor de hielo de unicel, taparlo hasta antes de su uso.

Nota: Para las etapas siguientes y a menos que se indique lo contrario, mantener en todo
momento la muestra hundida en hielo molido.

Cuando el bafio seco llegue a 70 °C, se debe sacar la muestra del refrigerador a —20 °C y
colocarla en una gradilla para afiadirle inmediatamente a la muestra congelada 500 pL de la
solucién de Lauril-sarcosina al 5 % (disuelto en buffer de fosfatos con pH 8.0, 0.1 M).

En seguida, se coloca la muestra dentro del bafio seco y se incuba durante 1 hora a 70 °C
para su descongelacion. Se debe sacar la muestra justo después de un minuto de la
incubacion para agitarla en el vortex orbital IKA por 3-10 s a la méxima velocidad con
el propoésito de mezclar lamuestray el Lauril-sarcosina al 5 % afiadido con anterioridad.
Finalmente, se regresa la muestra al bafio seco.

Después de una hora, se saca el microtubo de la muestra del bafio seco y se coloca dentro
del hielo. Se deja enfriar la muestra durante 2 a 5 minutos, mientras tanto se preparar el bafio
seco a 37 °C.
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Ponerse los lentes de seguridad y agregar a la muestra 500 uL de las perlas de zirconio (0.1
mm de diametro) esterilizadas e inmediatamente colocar el microtubo en el Rompedor de
células y programarlo a un valor de 400 para la velocidad (velocidad maxima) y 60.de tiempo
Los lentes de seguridad se utilizan para proteger los ojos de las perlas de zirconio, que
podrian caer en los ojos facilmente.

Mientras se enfria la muestra, se le afiaden 15 mg de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) y se agita
en el vortex Genie 2 durante 5 s a una velocidad maxima suficiente (2000 a 3000) para que
las perlas y la solucidn se mezclen adecuadamente. Si es necesario golpee el tubo boca abajo
sobre la superficie metélica del vortex antes de poner el microtubo en agitacién. El PVPP fija
los &cidos humicos que son inhibidores de la ADN polimerasa.

Posteriormente, se centrifuga la muestra durante 3 min a 12,000 rpm en la centrifuga MiniSpin
plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga con el microtubo de balanceo #1 o con otra
muestra que se procese simultaneamente. Al terminar la centrifugacién, se recuperan 400
UL del sobrenadante que contiene el ADN, usando una micropipeta de 200 pL y punta con
filtro esterilizada. El sobrenadante se colecta en un microtubo de 2 mL o-ring con tapa roscada
esterilizado, mantenido previamente en el hielo para enfriarlo. Recuerde que el ADN esta en
el sobrenadante.

En seguida, se afladen 500 pyL de TENP al sedimento del microtubo de la muestra y se agita
durante 5-15 segundos en el vortex GENIE2 segun la densidad de la muestra, el propoésito es
agitar homogéneamente para recuperar mas ADN de la muestra con el TENP. El TENP
recupera el ADN que se encuentra en el sedimento y lo suspende en el sobrenadante.

Posteriormente, se centrifuga otra vez la muestra durante 3 min a 12,000 rpm en la centrifuga
MiniSpin plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga con el microtubo de balanceo #2 o
con otra muestra que se procese simultdneamente. Al terminar la centrifugacion,
nuevamente se recuperan 400 pL del sobrenadante con una micropipeta de 200 pL y punta
con filtro

esterilizada. El sobrenadante se colecta en el mismo microtubo de 2 mL o-ring con tapa
roscada esterilizado.

Ahora se afiaden 500 pL de TENP al sedimento del microtubo de la muestra una vez masy se
agita durante 5-15 segundos en el vortex GENIE2 segun la densidad de la muestra.

Se centrifuga otra vez la muestra durante 3 min a 12,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus
(Eppendorf), balanceando la centrifuga con el microtubo de balanceo #2 o con otra
muestra que se procese simultaneamente. Al terminar la centrifugacion, nuevamente se
recuperan 400 puL del sobrenadante con una micropipeta de 200 pL y punta con filtro
esterilizada. El sobrenadante se colecta en el mismo microtubo donde se ha estado
acumulando el sobrenadante, quedando cada tubo con =600 pL.

Después, se centrifuga el microtubo con la totalidad del sobrenadante obtenido (=1200 L)
durante 3 min a 12,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf) balanceando la
centrifuga con el microtubo de balanceo #2 o con otra muestra que se procese
simultaneamente. El propdésito es eliminar las particulas suspendidas (impurezas), que seran
depositadas en el fondo del microtubo después de la centrifugacion.

Al finalizar la centrifugacion, regresar la muestra al hielo y repartir el sobrenadante en 2
microtubos de 2 mL o-ring con tapa roscada esterilizados usando una micropipeta de 200 L
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y punta con filtro esterilizada. En este momento se debe descongelar la ARNasa (1 mg/mL),
colocandola sobre la superficie del hielo. Verificar que el bafio seco alcanzo6 los 37 °C.

[ll. Precipitacién del ADN

Inicialmente, se afiade 1 volumen de isopropanol (2-propanol) equivalente al volumen del
liqguido contenido en el microtubo de la muestra o 700 puL y se agita suavemente cada
microtubo durante 3 minutos sujetando los microtubos con los dedos para voltearlos con
movimientos lentos tal como indica en la figura, hasta ver fibras cafés o cambio de densidad
del liquido como si fuesen dos fases liquidas:

| ﬂr—m %ﬂ‘ _55 ¥

27. Después de dicha agitacion manual, se dejan reposar los dos microtubos durante 10 min a la

temperatura ambiente sobre una gradilla.

28. Al finalizar los 10 minutos, se centrifugan ambos microtubos de la muestra durante 15 min a

30.

14,500 rpm en la centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga con
ambos microtubos y colocando una marca en la parte del microtubo donde se
acumulara el sedimento o botdn durante la centrifugacién para saber donde esta el ADN
después de la centrifugacion. Esto se hace porque es muy dificil observar el botdn
formado por el ADN, aunque en ocasiones se puede observar ese boton café porque
tiene el ADN impurezas como proteinas.

29. Cuando finalice la centrifugacion, saque los microtubos de la centrifuga y decante
suavemente el sobrenadante de ambos microtubos centrifugados, esos sobrenadantes son
desechos y se tiran al bote de residuos no peligrosos. EI ADN esta en el boton formado en
ambos microtubos.

Posteriormente, se afiade a uno de los microtubos 200 uL de agua para PCR con una
micropipeta de 200 uL y punta con filtro esterilizada. Después, se resuspende el sedimento o
ADN usando la misma punta con filtro de la micropipeta succionando y expulsando el liquido
suavemente por las paredes del microtubo para lograr la suspensién del ADN y evitando
producir burbujas de aire que compliquen la manipulacién de la suspension de ADN. Si la
punta con filtro se desprende de la micropipeta, aseglurese de que no contiene restos
de lasuspension de ADNy deséchela, después coloque unapuntacon filtro esterilizada
nueva.

31. Luego de realizar esta maniobra, se extrae la suspension de ADN con la misma micropipeta

para mezclar dicha suspensién con el sedimento o ADN del otro microtubo con el propdésito
de resuspender de la misma manera el segundo sedimento y tener la totalidad de ADN
precipitado en el mismo microtubo. Si es necesario, se puede cambiar la punta con filtro
de lapipeta, asegurandose que la puntadesechada no contiene restos de lasuspension
de ADN.

32. Cuando se tenga la suspension de ADN completa, entonces se afiaden 8 pL de RNAsa a 2.5

mg/mL (concentracion final 1 mg/mL) y se agita en el vortex orbital IKA por 1-3 s. Después
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se coloca el tubo en el bafio seco para ser incubado durante 30 minutos a 37 °C. Al terminar
la incubacién se coloca el microtubo en el hielo y se prepara el bafio seco a 70 °C.

IV. Eliminacién de las impurezas del ADN

33. Cuando el bafo seco alcance los 70 °C, afiada al microtubo de la muestra 200 uL de Buffer

AL (Kit QIAamp) con una micropipeta de 200 uL y punta con filtro esterilizada. Después, se
agita la mezcla en el vortex orbital IKA por 1-3 segundos a una velocidad de 2000 y se incuba
10 minutos en el bafio seco a 70 °C.

34. Al finalizar la incubacién, se coloca la muestra en el hielo y se afiaden 200 pL de etanol puro

(96- 100 %, Sigma-Aldrich) con una micropipeta de 200 pL y punta con filtro esterilizada.
Después, se agita la mezcla en el vértex orbital IKA por 1-3 segundos.

35. Después, se afiade toda la suspension de ADN mezclada con el Buffer AL y el etanol puro (96-

38.

100 %, Sigma-Aldrich) a la micro-columna QIAamp contenida en un microtubo de 2 mL del kit
usando una micropipeta de 200 uL y punta con filtro esterilizada. Atencién: evitar mojar los
bordes de la columna porque eso dificulta cerrarla adecuadamente. Posteriormente, se
cierra bien la micro-columna y se centrifuga durante 3 minutos a 14,000 rpm en la centrifuga
MiniSpin plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga con el microtubo de balanceo AL o
micro-columna de otra muestra procesada simultdneamente.

36. Al finalizar la centrifugacion, se debe desechar el microtubo con el filtrado y se coloca la
micro columna dentro de un microtubo nuevo de 2 mL del Kit QlAamp y se coloca en el hielo.

37. En seguida, se abre suavemente la micro-columna y se afiaden 500 uL del Buffer AW1
del Kit QlIAamp usando una micropipeta de 1000 uL y punta con filtro esterilizada. Atencion:
evitar mojar los bordes. Después, se cierra bien la micro-columna y se centrifuga durante 3
minutos a 14,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga
con el microtubo de balanceo AW1 o micro-columna de otra muestra procesada
simultaneamente.

Luego de esta segunda centrifugacion, se debe desechar nuevamente el microtubo con el
filtrado y se coloca la micro-columna dentro de otro microtubo nuevo de 2 mL del Kit QlAamp
y se coloca en el hielo.

39. En seguida, se abre suavemente la micro-columna y se afiaden 500 yL del Buffer AW2 del

Kit QlAamp usando una micropipeta de 1000 uL y punta con filtro. Atencién: evitar mojar los
bordes. Entonces, se cierra bien la micro-columna y se centrifugara durante 3 minutos a
14,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf), balanceando la centrifuga con el
microtubo de balanceo AW2 o0 micro-columna de otra muestra procesada
simultaneamente.

40. Al finalizar esta centrifugacion, se elimina otra vez el microtubo con el filtrado y se coloca la

micro-columna dentro de un microtubo nuevo de 1.5 mL esterilizado con la tapa cortada
previamente usando las tijeras esterilizadas. Ahora, se abre suavemente la micro-columna y
se afiaden 50 pL del Buffer AE del Kit QlAamp usando una micropipeta de 200 pL y punta
con filtro esterilizada. Se deben también afiadir los 50 pL del Buffer AE del Kit QlAamp a
la micro columna del microtubo de balanceo AW2 colocada en otro microtubo de 1.5
mL con la tapa cortada para balancear la centrifuga o a una micro-columna de otra
muestra procesada simultaneamente.
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Después de afadir los 50 pL del Buffer AE, el microtubo de 1.5 mL esterilizado con la micro
columna de la muestra se coloca en una gradilla y se incuba durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Cuando finalice el tiempo de incubacién, el microtubo de 1.5 mL esterilizado con la micro
columna de la muestra se centrifuga 3 min a 8,000 rpm en la centrifuga MiniSpin plus
(Eppendorf), balanceando la centrifuga con el microtubo preparado anteriormente o
tubo de 1.5 mL esterilizado con la micro-columna de otra muestra procesada
simultaneamente.

Atencion con la hidrdlisis acida del ADN en caso de usar agua para PCR en lugar del
buffer AE.

Al terminar la centrifugacién, se desecha la micro-columna vy el recupera el filtrado (=40 pL) en
un microtubo de 2 mL o-ring con tapa roscada esterilizado usando una micropipeta de 200 pL
y punta con filtro esterilizada. En seguida, el microtubo con la muestra de ADN extraido se
congela a -20 °C. Recuerde etiquetar el microtubo con la muestra antes de colocarlo en
el congelador.

Limpie y apague los equipos utilizados, recoja sus materiales y limpie la mesa de trabajo y
cualquier otra superficie utilizada durante la extraccion de ADN.

Reponga los microtubos con 500 pL perlas de zirconio esterilizadas y los paquetes de 15 mg
de PVPP después de 10 extracciones de ADN realizadas.
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