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RESUMEN

Obtencién de un indculo anaerobio especializado en el consumo de sustratos complejos y
produccién de biogas

Elaborada por: 1.Q. Laura Isabel Hernandez Palagot
Dirigida por: Dr. Erik Samuel Rosas Mendoza

Dr. Alejandro Alvarado Lassman

El proceso de digestion anaerobia (DA) puede verse afectado por agentes inhibidores
como el D-limoneno, aceite esencial presente en los residuos solidos citricos (RSC).
A consecuencia de la inhibicion, la actividad de las poblaciones microbianas
involucradas en el proceso de DA se ve afectada, disminuyendo el rendimiento de
biogas producido. A partir de esto, surge la necesidad de adaptar y conocer la
composicién de las poblaciones microbianas que se encuentran en el indculo
especializado para el consumo de sustratos complejos con la presencia de inhibidores.
De modo que, el objetivo de la presente investigacion es llevar a cabo la obtencién de
un indculo anaerobio que sea especializado en el consumo de sustratos complejos

para la produccion de biogas.

Con esta finalidad, se utiliz6 un reactor anaerobio hibrido (RAH) como dispositivo
experimental y se llevaron a cabo cuatro etapas operativas en las que se usaron como
sustrato la fraccién liquida de RSO y mezclas (% v/v) de RSO:RSC al 70:30, 50:50 y
30:70, respectivamente. Se operé el RAH de manera continua con una Cva de 5
gDQO/Ld en condiciones mesofilas (35+1 °C). Se monitore6 el desempefio del RAH
mediante las determinaciones de pH, DQOty DQOs, SST y SSV, factor a, volumen y
rendimiento de biogés, y también la MVA al soporte. Al finalizar cada una de las etapas
de operacién se tomaron muestras de biomasa del LF y del LFI, se extrajo el ADN y

se analizé mediante secuenciacion metagenomica shotgun de baja profundidad.

El RAH operd en modo continuo durante 145 dias. Al finalizar la Etapa 4 de operacion,

con un sustrato conformado por la mezcla (% v/v) RSO:RSC al 30:70, se alcanzaron



remociones de DQO superiores a 95 %, una producciéon de biogas de 3,000 mL/d con
un rendimiento de 342 mL biogas/gDQOrem Y la colonizacion en el LFI fue de 51 % en
la zona superior, 42 % en la zona media y 38 % en la zona inferior. La composicion de
la biopelicula adherida al LF y LFI al finalizar la Etapa 4 de operacion estuvo
conformada por las especies dominantes Mesotoga infera y Methanothrix soehngenii.
La clasificacion de las especies por grupo tréfico y el ACP revelaron que la principal

via metabdlica para la metanogénesis fue la via acetotrofa.

Finalmente, se obtuvo la composicion del indculo anaerobio adaptado al consumo de
sustratos complejos conformado por mezclas de la fraccion liquida de RSO y RSC para
la produccion de biogas. Las correlaciones de los pardmetros operativos del RAH y las
poblaciones microbianas establecen que la inhibiciébn por D-limoneno afectd las

dindmicas de las poblaciones microbianas.



ABSTRACT

Obtaining an anaerobic specialized inoculum in the consumption of complex substrates and
biogas production

By: I.Q. Laura Isabel Hernandez Palagot
Advisor(s): Dr. Erik Samuel Rosas Mendoza

Dr. Alejandro Alvarado Lassman

Anaerobic digestion (AD) process can be affected by inhibitory agents such as D-
limonene, an essential oil present in citrus solid waste (CSW). As a result of inhibition,
the activity of the microbial populations involved in the AD process is affected,
decreasing the yield of biogas produced. From this, the need arises to adapt and to
know the composition of the microbial populations found in the specialized inoculum
for the consumption of complex substrates with the presence of inhibitors. Therefore,
the objective of this research is to obtain an anaerobic inoculum that is specialized in

the consumption of complex substrates to produce biogas.

For this purpose, a anaerobic hybrid reactor (AHR) was used as an experimental device
and four operational stages were carried out in which the liquid fraction of OSW and
mixtures (% v/v) of OSW:CSW at 70:30, 50:50 and 30:70, respectively were used as
substrate. AHR was operated continuously with a OLR of 5 gCOD/Ld under mesophilic
conditions (35+1 °C). The performance of AHR was monitored by determining pH, total
COD and soluble COD, TSS and SSV, a factor, biogas volume and yield, and also the
AVM to the support. At the end of each of the operation stages, biomass samples were
taken from the FB and the IFB, the DNA was extracted and analyzed by low-depth

shotgun metagenomic sequencing.

AHR operated in continuous mode for 145 days. At the end of Stage 4, using a
substrate made up of the mixture (% v/v) OSW:CSW at 30:70, COD removals greater
than 95% were achieved, it were produced 3,000 mL/d of biogas with a yield of 342 mL

biogas/gCODOrem and colonization in the IFB was 51 % in the upper zone, 42 % in the



middle zone and 38 % in the lower zone. The composition of the biofilm adhered to the
FB and IFB at the end of Stage 4 of operation was made up of the dominant species
Mesotoga infera and Methanothrix soehngenii. The classification of the species by
trophic group and the PCA revealed that the main metabolic pathway for

methanogenesis was the acetotrophic pathway.

Finally, the composition of the anaerobic inoculum adapted to the consumption of
complex substrates was obtained, consisting of mixtures of the liquid fraction of OSW
and CSW to produce biogas. Correlations of AHR operating parameters and microbial
populations establish that inhibition by D-limonene affected the dynamics of microbial

populations.
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Introduccién

INTRODUCCION

En México, se generan 23 millones de toneladas de residuos sélidos organicos (RSO)
por afo, lo cual representa el 51.6 % de los residuos sdlidos urbanos generados en el
pais (SEMARNAT, 2019). Dentro de los RSO se incluyen los residuos soélidos citricos
(RSC). En México, los citricos son considerados uno de los principales productos
agricolas de exportacion y frutos de elevado consumo en fresco. Entre los afios de
2016 y 2021, en promedio, fueron consumidas 2.4 millones de toneladas de naranja,
1.5 millones de toneladas de limén y 0.4 millones de toneladas de toronja en México
(USDA, por sus siglas en inglés) (2022). Se estima que alrededor del 50 % en peso de
los citricos consumidos es desechado, por lo que fueron desechadas 1.2 millones de
toneladas de naranja, 0.8 millones de toneladas de limon y 0.2 millones de toneladas
de toronja. De este modo, los RSC representan aproximadamente el 9.4 % de RSO
generados en México. De acuerdo con reportes del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA, 2021), el estado de Veracruz es el principal productor de
naranja y limén, con un 51 % y 27 % del total de produccion en el pais,

respectivamente.

Los RSO, incluidos los RSC que se generan a partir del consumo en fresco de los
citricos, son dispuestos en rellenos sanitarios o tiraderos al aire libre, donde se
convierten en una fuente importante de contaminacion a causa de su alto contenido
de materia organica, generando riesgos ambientales como la generacion de malos
olores, generacidén de compuestos volatiles organicos, contaminacién por lixiviados, la
atraccion de animales vectores y emisiones de gases de efecto invernadero. (Rosas-
Mendoza et al., 2018). Por ello, resulta importante el estudio de alternativas para el
aprovechamiento de los residuos sélidos organicos y citricos provenientes del

consumo en fresco de frutas y verduras.

La digestion anaerobia (DA) es una tecnologia de aprovechamiento de los RSO capaz
de reducir la carga organica y dar valor agregado por medio de la produccion de

biogas, el cual tiene una composicidn que se puede estimar en proporciones de 50-70
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% de metano, 30-50 % de dioxido de carbono y otros gases como vapor de agua,
sulfuro de hidrégeno y amoniaco. El metano contenido en el biogas es capaz de
producir energia cuando es quemado (Parra-Ortiz et al., 2019), pudiendo ser sustituto
de combustibles fésiles y asi disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero

a la atmosfera.

Sin embargo, el proceso de DA puede ser afectado por agentes inhibidores, uno de
ellos es el D-limoneno, aceite esencial presente en los RSC. Como resultado de la
inhibicion se ve afectada la actividad de las poblaciones microbianas, lo cual disminuye
el rendimiento de biogas producido. A partir de esto, surge la necesidad de adaptar y
conocer la composicién de las poblaciones microbianas que se encuentran en el
in6culo especializado para el consumo de sustratos complejos durante el proceso de
DA, y que al mismo tiempo se obtenga una fuente de energia verde, generando
conocimiento de frontera. Un factor clave para la obtencion de un buen rendimiento de
metano durante la DA es la poblacion microbiana presente en el in6culo. De la misma
manera, se debe considerar el reactor utilizado para el proceso, entre los que destacan

los reactores de alta carga de biopelicula como el Reactor anaerobio hibrido (RAH).

De modo que, en la presente investigacion se llevo a cabo la obtencién de un in6culo
anaerobio que sea especializado en el consumo de sustratos complejos conformados
por la fraccién liquida de mezclas de residuos sélidos organicos (RSO) y residuos

sélidos citrico (RSC) para la produccion de biogas.
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OBJETIVO

Llevar a cabo la obtencion de un indculo anaerobio que sea especializado en el

consumo de sustratos complejos para la produccion de biogas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener y caracterizar fisicoguimicamente un sustrato complejo proveniente de la

mezcla de residuos sdlidos orgénicos y citricos.

2. Monitorear y caracterizar fisicoquimicamente la biopelicula de un reactor

anaerobio de alta carga como inéculo especializado.

3. Realizar ensayos de biodegradabilidad anaerobia empleando tres mezclas de

residuos sélidos organicos vy citricos.

4. Analizar la composicion del in6culo anaerobio especializado a través de biologia

molecular.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Generacion de residuos sélidos organicos y citricos en México

En México, se generan 23 millones de toneladas de residuos sélidos organicos (RSO)
por afio, lo cual representa el 51.6 % de los residuos solidos urbanos generados en el
pais (SEMARNAT, 2019). Los RSO se componen principalmente de residuos de
alimentos, frutas y verduras, provenientes de plantas procesadoras de alimentos,
cocinas domeésticas o comerciales, cafeterias o restaurantes, y de mercados
municipales. Los residuos organicos tienen un alto potencial para la generacion de
energia a través de la digestion anaerobia (Alvarado-Lassman et al., 2017; Horan et
al., 2018).

Los RSO incluyen dentro de su compisicion a los residuos soélidos citricos (RSC). En
México, los citricos son considerados uno de los principales productos agricolas de
exportacion y frutos de elevado consumo en fresco y procesados. Para el periodo
2016-2030 se tiene estimado que la produccién potencial tendra un crecimiento
promedio anual del 3.34 % (SAGARPA, 2016). De acuerdo con reportes del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés)
(2021) las naranjas son el citrico mas sembrado en México, con 349,421 hectéareas,
siendo el estado de Veracruz el principal productor con un 51 % del total de produccién
en el pais, seguido de Tamaulipas con un 16 %, San Luis Potosi con un 8 %, Nuevo
Ledn con un 7 % y Puebla con un 6 %. Por otro lado, México tiene destinadas 221,918
hectareas a la siembra de limén, siendo los principales estados productores Veracruz
con un 27 %, Michoacan con un 26 %, Oaxaca y Colima con un 10 % cada uno y
Jalisco con un 3 % (USDA, 2021). La actividad agricola de los citricos representa un

gran beneficio econdmico para México y los estados productores.

Entre los afios de 2016 y 2022, en promedio, fueron consumidas en fresco 2.4 millones
de toneladas de naranja; 1.5 millones de toneladas de limon y 0.4 millones de

toneladas de toronja en México, siendo un consumo en fresco de citricos de 4.3
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millones de toneladas (USDA, 2022). Se estima que alrededor del 50 % en peso de
los citricos consumidos es desechado, por lo que fueron desechadas 1.2 millones de
toneladas de naranja, 0.8 millones de toneladas de limén y 0.2 millones de toneladas
de toronja, sumando un total de residuos citricos generados de 2.1 millones de
toneladas, en la Figura 1.1 se muestran estas estadisticas. De este modo, los RSC
representan aproximadamente el 9.4 % de RSO generados en México, lo cual es

representado en la Figura 1.2.

Generacion de residuos
sélidos citricos (RSC)
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Figura 1.1 Consumo en fresco de citricos y generacién de RSC en México
(USDA, 2022)
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m RSC generado ® RSO generado

Figura 1.2 Aportacion de residuos sélidos citricos a los residuos sélidos organicos en México
(SEMARNAT, 2019; USDA, 2022)

1.1.1 Impacto de los residuos solidos organicos y citricos en México

Para los gobiernos municipales, el manejo y disposicién de los RSO representa un
gran reto. Generalmente, los RSO son dispuestos en rellenos sanitarios, donde se
convierten en la principal fuente de riesgos ambientales tales como generacion de
olores, de compuestos volatiles organicos, contaminacién por lixiviados y emisiones
de gases de efecto invernadero (Alvarado-Lassman et al., 2017). Por esa razén, se
han desarrollado investigaciones para mejorar y optimizar tecnologias alternativas

para el tratamiento de los residuos sélidos organicos.

1.2 Digestion anaerobia como tratamiento de residuos solidos orgéanicos

La digestién anaerobia de los residuos sélidos organicos se puede definir como un
proceso bioquimico en el que ocurre la conversion de residuos sélidos organicos a dos

productos de alto valor agregado: biogas y lodos estabilizados, también conocidos
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como digestato (Chatterjee y Mazumder, 2019; Zamri et al., 2021). El proceso de
digestion anaerobia se lleva a cabo en ambientes pobres en oxigeno e implica la
descomposicion de la materia organica en biogas y otros gases traza, asi como un

efluente residual.

1.2.1 Etapas de la digestion anaerobia

Se identifican cuatro etapas durante la digestion anaerobia: 1) hidrdlisis,
2) acidogénesis, 3) acetogénesis y 4) metanogénesis. Dichas etapas se pueden
diferenciar debido a las diferentes poblaciones microbianas y los parametros 6ptimos
especificos necesarios para cada una (Horan et al., 2018). En la Figura 1.3 se muestra

el proceso de digestion anaerobia.

En el proceso de digestion anaerobia se ve involucrada una compleja red tréfica: la
materia organica es degradada secuencialmente por una variedad de
microorganismos, a continuacion se enuncian y describen cada una de las etapas de
la DA (L6pez-Vazquez et al., 2017).

e Hidroélisis

Durante la hidrélisis, la materia organica insoluble de alto peso molecular es degradada
en moléculas solubles simples por enzimas extracelulares. En esta fase, los
componentes organicos de carbohidrato, proteina y polimeros lipidos son hidrolizados
en azucar, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga, respectivamente. De igual
manera, los compuestos insolubles de celulosa y hemicelulosa son hidrolizados para
producir monosacaridos. Esta tarea es llevada a cabo por bacterias hidroliticas y
fermentativas (LOpez-Vazquez et al., 2017).

e Acidogénesis

En la fase de acidogénesis, los productos hidrosolubles y de hidrélisis, como el azlcar

simple, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga, se degradan aun mas hasta
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acidos organicos de cadena corta, como los acidos formico, acético, propionico,
butirico y pentanoico; alcoholes, como el metanol y etanol; aldehidos; didxido de
carbono e hidrégeno. Generalmente se considera que los productos creados en la
acidogénesis son el alcohol y los &cidos grasos volatiles (AGVs), asi como también
material celular nuevo. En esta fase intervienen bacterias fermentativas (Lopez-
Vazquez et al., 2017; Zamri et al., 2021).

Material orgénico particulada

Proteinas Carbohidratos Lipidos
HODROLISIS l
l YV \J
Aminoécidos Acidos grasos
Azlcares
ACIDOGENESIS
. Acidos grasos volatiles
Amoniaco
Alcohol
ACETOGENESIS
Acetato Hidrégeno
Diéxido de
carbono
METANOGENESIS
- Metano . )
Acetoclastico Hidrogenotréfico
Dibxido de
carbono

Figura 1.3 Diagrama del proceso de la digestion anaerobia
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e Acetogénesis

La fase de acetogénesis produce productos intermedios esenciales para la generacion
de metano. En esta fase, las bacterias acetogénicas sintréficas metabolizan los acidos
grasos volatiles, alcoholes, algunos aminodcidos y compuestos aromaticos en
sustratos de metanogénesis como el acetato, hidrogeno y diéxido de carbono, asi
como nuevo material celular. En esta etapa intervienen bacterias acetogénicas
productoras y consumidoras de hidrogeno (Lopez-Vazquez et al., 2017; Zamri et al.,
2021).

e Metanogénesis

En la fase de metanogénesis, el acido acético y el hidrégeno que se formaron en la
fase de acetogénesis se transforman en biometano por via metanogénica. Durante el
proceso, el pH del proceso de conversion subird a valores neutrales dentro del rango
de 6.8-8. Las arqueas responsables de esta fase se conocen como metandégenas
acetoclasticas o acetétrofas y metandgenas hidrogenotroéficas o reductoras de COz,
los cuales pertenecen al dominio Arquea (Lopez-Vazquez et al., 2017; Zamri et al.,
2021).

1.2.2 Factores que influyen en la eficiencia de la digestion anaerobia

Las condiciones de trabajo que se presenten durante el proceso de la digestion
anaerobia tienen influencia en la produccion de biogas, el proceso se ve afectado por
factores como el potencial de hidrégeno (pH), la temperatura, la relacién
Carbono:Nitrogeno (C:N), la carga volumétrica aplicada (Cva), el tiempo de residencia
hidraulica (TRH) (Zamri et al., 2021), el in6culo, el contenido organico del sustrato y su

biodegradabilidad y la inhibicion por compuestos toxicos (Akunna, 2019).

10
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e Potencial de Hidrégeno (pH)

El valor de pH es un factor que caracteriza la alcalinidad o acidez del sustrato. La
estabilidad de la actividad de las bacterias acidogénicas y metanogénicas esta
afectada directamente por los cambios en el pH. Las condiciones 6ptimas de pH para
las etapas acidogénicas es en el rango de 5.5 a 6.5; mientras que para las etapas
metanogénicas es en el rango de 6.5 a 8.2. Con el propésito de mantener la estabilidad
en el pH, se puede utilizar bicarbonato de sodio (NaHCO3) o hidroxido de sodio (NaOH)
(Zamri et al., 2021).

e Temperatura

Un proceso eficiente de digestion anaerobia depende de la temperatura Optima. La
digestiébn anaerobia se puede llevar a cabo en condiciones psicréfilas (10 a 30 °C),
mesofilas (30 a 40 °C) o termdfilas (50 a 60 °C). Comunmente se aplican las
condiciones termofilas y mesofilas, las condiciones mesofilas brindan mayor
estabilidad durante el proceso (Zamri et al., 2021). En condiciones termofilas, las
bacterias metanogénicas son mas sensibles a las fluctuaciones en la temperatura
(Rawoof et al., 2020).

e Relacion Carbono:Nitrégeno (C:N)

El carbono y el nitrdgeno son las fuentes esenciales de energia y desarrollo de nueva
estructura celular, también indican el nivel de nutrientes del sustrato. Este factor
representa la relacion entre la cantidad de Carbono y Nitrdgeno presente en la materia
organicay se requiere una relacion C:N Optima para un proceso de digestion anaerobia
efectiva. Un valor alto de la relacion C:N indica las fuentes bajas de nitrégeno que se
necesitan para sostener el suministro de materia para la digestion. Mientras que, un
valor bajo de la relacién C:N significa el potencial de inhibicién del amonio (NHa4) en el
proceso de digestion. Idealmente, el valor éptimo de la relacion C:N para el proceso
de digestion anaerobia esta dentro del rango de 20 a 35 (Zamri et al., 2021).

11
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e Carga volumétrica aplicada (Cva)

La carga volumétrica aplicada 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 SSV (o también SST) afiadidos por
unidad de volumen del reactor por dia. Cuanto mayor sea la carga volumétrica aplicada
gue un sistema pueda tratar correctamente, sera mayor la rentabilidad del sistema
(Akunna, 2019).

e Tiempo de residencia hidraulica (TRH)

El tiempo de residencia hidraulico es definido como el periodo de retencién del sustrato
dentro del reactor para la generacion de biogas. El periodo depende del tipo de sustrato

y la temperatura del reactor (Zamri et al., 2021).

e Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Para conocer los contaminantes presentes en las aguas residuales, se considera uno
de los parametros mas importantes: la DQO. En las pruebas estandarizadas de DQO
la mayoria de los contaminantes organicos son convertidos a CO2 y H20, estas
pruebas consisten en hacer uso de dicromato como oxidante a altas temperaturas
(L6pez-Vazquez, et al., 2017).

El tratamiento anaerobio es el mas adecuado para tratar aguas residuales que
contengan concentraciones de DQO de intermedias a altas. En un sistema eficiente,
es posible una remocion de DQO de entre el 80-90 %. La composicién quimica de las
aguas residuales es uno de los principales indicadores de la susceptibilidad de la
materia organica al tratamiento biol6gico anaerobio. En la Figura 1.4 se muestra la
relacion de biodegradabilidad y el tiempo de retencion para diferentes tipos de

compuestos organicos (Akunna, 2019).

12
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Figura 1.4 Tasa de biodegradabilidad
1.3 Produccién de biogéas

El biogas es un combustible gaseoso inflamable, producido por una fermentacion
anaerobia de material organico (Escamilla-Garcia et al., 2016). El biogas es
considerado una alternativa eficiente para solucionar la escasez de energia en areas
pequefias y su produccién incluye ventajas significantes, como el tratamiento de
materia organica y la reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero a la
atmosfera (Escamilla-Garcia et al., 2016). El biogas es inherentemente renovable, por
el contrario de los combustibles fosiles, ya que es generado directamente por la
biomasa, siendo asi un mejorador del recurso energético y un conservador de los
recursos naturales de un pais (Abanades et al., 2022). Las fuentes renovables de
energia son aquellas que disponen la energia a partir de procesos permanentes y
naturales, con posibilidades técnicas de explotarse econémicamente. Asi mismo, el
biogas es considerado como energia primaria, la energia primaria incluye a los
productos energéticos que son extraidos directamente de los recursos naturales
(SENER, 2021).

13
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El biogéas producido en el proceso de digestion anaerobia cuenta con una composicion
variable, la cual que depende en su mayoria del tipo de sustrato y las condiciones de
operacion del reactor; sin embargo, el contenido se puede estimar de la siguiente
manera: entre 50-70 % de metano (CHa4), 30-50 % de dioxido de carbono (CO2) y
gases como vapor de agua (Hz20), acido sulfhidrico (H2S) y amoniaco (NHs). De los
gases enumerados, solo el metano es capaz de producir energia (Lopez-Vazquez et
al., 2017; Parra-Ortiz et al., 2019), el metano presente en el biogas posee un poder
calorifico alrededor de 9.94 kwh/m? en condiciones estandar de temperatura y presion
(Rosas-Mendoza et al., 2020).

1.3.1 Uso de biogas como bioenergia en México

En lo que respecta a la produccion y uso de biogads en México, la mayoria de las
iniciativas o tentativas de aplicacion del afio 2005 a la fecha no han alcanzado los
resultados que se proyectaban. A pesar de que existen numerosos programas de
fomento de energias renovables, la bioenergia y el biogas se han encontrado en los
ultimos lugares en las estadisticas de energias limpias. Se estima que en México se
producen actualmente alrededor de 114 Mm?3/a de biogas, lo cual es una pequefia

fraccidon de la meta de energia limpia para el afio de 2024 (Gutiérrez, 2018).

De acuerdo con los datos de la SENER (2021) en el Balance Nacional de Energia
2020, se tiene que en el afio de 2020 el biogas representd tan solo el 0.04 % de la
generacion de energia primaria en México. Considerando el periodo de 2012 a 2020,
el promedio anual de generacién eléctrica en Petajoules (PJ) en México es de 2.24 PJ.
Por otro lado, de acuerdo con estadisticas del periodo de 2012 a 2020 de la Agencia
Internacional de Energia Renovable (IRENA, por sus siglas en inglés) (2022) se tiene
lo siguiente: el promedio de la generacion eléctrica anual por biogas en el mundo es
de 302.54 PJy en México es de 0.67 PJ. Con estos datos se puede estimar que México
aporta el 0.22 % de PJ de generacion eléctrica en el mundo por concepto de biogas.
En la Figura 1.5 se muestra el incremento de la generacion eléctrica anual con base

en los dos informes, tanto internacional como nacional; en la misma se puede observar

14
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gue los datos que reporta la SENER son mayores a los reportados por la IRENA, sin
embargo, ambas mantienen tendencias de incremento, aunque en los afios del 2019
y 2020 se nota una reduccion considerable con respecto al afio de 2018 que fue el que

mayor generacion de energia registro.

Generacion de energia (IRENA) Generacion de energia (SENER)
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Figura 1.5 Incremento de la generacién de energia por concepto de biogas en México
(IRENA, 2022; SENER, 2021)

1.4 Sustrato complejo para la digestion anaerobia

Un sustrato es considerado como complejo para la digestiéon anaerobia cuando es
dificil de tratar con esta tecnologia. Generalmente se trata de sustratos que en su
composicién presentan algin compuesto inhibidor para la poblacion microbiana

encargada de realizar la fermentacion propia de la digestién anaerobia.

1.4.1 Composicion de los residuos solidos citricos

Los residuos citricos consisten principalmente de: (a) residuos generados por el jugo
de la industria manufacturera, constituido por céscara y pulpa prensada; (b) fruta
descartada por razones comerciales (por ejemplo, fruta dafiada); y (c) fruta descartada

debido a regulaciones que limitan la produccion. Los residuos citricos comunmente
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tienen un bajo pH (3-4), un alto contenido de agua (80-90 %), un alto contenido de
materia organica (alrededor de 95 % de solidos totales) y un alto contenido de
carbohidratos en su composicion. Los tratamientos térmicos alternativos no se pueden

aplicar a los residuos citricos debido a su alto contenido de agua (Ruiz y Flotats, 2014).

1.5 Inhibicion durante la digestion anaerobia

Los procesos anaerobios pueden ser inhibidos por sustancias contenidas en los
desechos que son tdxicas para los microorganismos. Los inhibidores microbianos més
comunes incluyen al amoniaco, sulfuro, acidos grasos de cadena larga, sales, metales
pesados, compuestos fendlicos, xenobidticos (Akunna, 2019) y, para el caso de los

residuos citricos, los aceites esenciales como el D-limoneno (Ruiz y Flotats, 2014).

De igual manera, se pueden presentar algunas toxinas organicas, como los acidos
grasos de cadena larga y los medicamentos, los cuales son capaces de inhibir la
metanogénesis. Los acidos grasos de cadena larga pueden dafar a los metandégenos
debido a la permeabilidad y la reduccion de la tension superficial de la membrana de

la célula microbiana (Wang et al., 2018).

1.5.1 El D-limoneno como inhibidor de la digestion anaerobia

Los aceites esenciales citricos son liquidos que contienen, entre otros componentes,
los compuestos aromaticos volatiles de plantas citricas. Sus propiedades
antimicrobianas son bien conocidas, han sido reportadas y utilizadas con fines
medicinales desde al menos el siglo IV y también como agentes antimicrobianos para
la conservacion de alimentos. El principal componente de los aceites esenciales son
los terpenos (Han et al., 2020; Ruiz y Flotats, 2014). En la mayoria de los citricos, se
ha encontrado que el D-limoneno es el compuesto mayormente acumulado en
diferentes tejidos, tales como el flavedo y sacos de aceite (Zhang et al., 2022). En los
citricos, se encuentra con una concentracion de 73.9 - 97 % (Satari y Karimi, 2018).

En la Figura 1.6 se muestran los tejidos de una naranja como ejemplo de un citrico.
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Vesiculas de jugo

Nucleo

Flavedo
Sacos de aceite

J

Albedo

Semilla
Segmento

Pared del segmento
Figura 1.6 Anatomia de una naranja
El D-limoneno (1-metil-4-(1-metiletenilo)ciclohexano)) es un monoterpeno monociclico

con férmula molecular CioHis, Su estructura quimica se presenta en la Figura 1.7. A

temperatura ambiente, es un liquido incoloro y existe en dos isdbmeros comunes, L-y

D-limoneno (Ruiz y Flotats, 2014; Sun, 2007).

CH;

HyC CH,

Figura 1.7 Estructura quimica del D-limoneno
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El D-limoneno inhibe significativamente a bacterias gram-negativas y gram-positivas,
de igual manera, se ha reportado que tiene actividad fungicida. Asi mismo, diversos
investigadores han confirmado que el D-limoneno puede inhibir efectivamente el
crecimiento de Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli e incluso provocar su deceso (Han et al., 2020); cabe resaltar que
estas especies juegan un papel importante en el proceso de digestion anaerobia en
las diferentes etapas previas a la etapa en la que se produce el metano, la

metanogénesis.

Algunos de los efectos que provoca el D-limoneno en las bacterias fueron reportadas
por Han et al. (2020): destruccion de la pared celular y membrana celular, lo cual
provoca que exista una fuga de las proteinas y 4cidos nucleicos; simultdneamente, el
D-limoneno puede inhibir la sintesis de ATP al afectar la actividad de la ATPasa, y
también la compleja actividad de la cadena respiratoria, lo cual lleva a trastornos

metabdlicos y respiratorios en la célula y conducir finalmente a la muerte celular.

1.6 In6culo en la digestion anaerobia

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. Las
caracteristicas microbianas de un inéculo dependen del tipo de sustrato y las
condiciones operativas de su fuente. Se puede obtener un inéculo apropiado a partir
de reactores anaerobios activos, preferentemente de aquellos que tratan tipos

similares de residuos o lodos residuales (Akunna, 2019).

1.6.1 Poblaciones microbianas presentes durante la digestion anaerobia

La actividad microbiana y la composicién del biogas producido durante la DA es una
consecuencia directa del tipo de sustrato que se esté degradando en el proceso. Las
primeras etapas de la DA (hidrolisis, acidogénesis y acetogénesis) son producto de
distintas poblaciones bacterianas, mientras que la Ultima etapa (metanogénesis) es

llevada a cabo por grupos especializados de arqueas metanogénicas (Ziganshin et al.,
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2013). En la Tabla 1.1 se muestran las etapas de la digestion anaerobia y las especies
microbianas que participan en las mismas (Akunna, 2019; Rawoof et al., 2020; Zamri
et al., 2021).

Tabla 1.1 Etapas de la digestién anaerobia y las especies microbianas participantes
(Akunna, 2019; Rawoof et al., 2020; Zamri et al., 2021)

Etapa Microorganismos

Acetovibrio, Bacillus, Bacteroides, Butyrivibrio, Clostridium,
Hidrolisis Eubacterium, Micrococcus, Lactabaccillius, Peptococcus, Proteus
vulgaris, Ruminococcus, Staphylococcus, Streptococcus, entre otras.

Acetivibrio, Actinomyces, Aminobacterium, Anaerococcus, Bacillus,
Bacteroides, Butyrivibrio, Caldicellulosiruptor, Cellulomonas,
Clostridium, Escherichia coli, Eubacterium, Eubacteriumlimosum,

Acidogénesis Desulfobacter, Desulforomonas, Desulfovibrio, Halocella,
Lactobaccillus, Pelobacter, Peptococcus Anaerobus, Pseudomonas,
Psychrobacter, Sarcina, Selenomonas, Spirochaeta, Staphylococcus,
Streptococcus, Veillonella, entre otras.

Acetobacterium woodii, Methanobacillus omelionskii, Clostridium
Acetogénesis aceticum, Smithella, Syntrophobacter, Syntrophomonas buswelii,
Syntrophomonas wolfei, Syntrophomonas wolinii, entre otras.

Metandgenas acetétrofas: Methanococcusmazei, Methanosaeta,
Methanosarcina, Methanosarcinabarkeri, Methanothrixsoehngenii,

Metanogénesis €ntre otras.

Metandgenas reductoras de COq: Methanobacterium,
Methanobrevibacter, Methanoplanus, Methanospirillium, entre otras.

Como lo enuncian Atlas y Bartha (2002), el arbol filogenético de la vida que se muestra
en la Figura 1.8, basado en homologias del ARN ribosémico 16S, indica que divirgieron
tres lineas evolutivas para formar tres dominios diferentes: Bacteria (eubacterias),
Arquea (Arqueabacterias) y Eucaria (eucariotas). La similitud que presentan los
dominios Bacteria y Arquea es que son consideradas como procariotas. Las
procariotas son organismos de una séla célula pero pueden existir en asociacion

formando colonias con algunas diferencias de funciones celulares, las procariotas

19



Capitulo 1 Fundamentos tedricos

tienen los organelos minimos necesarios para los procesos vitales y no contienen

nacleo en el cual se aloje el ADN (Campbell y Farrell, 2015).

Bacteria Arquea Eucaria

Bacteria
Verde
Filamentosa

Myxomycota

Spirochaetes Entamoeba Animales

pg;’é:a Methanosarcina Fungl
Proteobacteria Methanobacterium Haldfilos Plantas
Methanococcus
Cianobacteria Ciliophora
Planctomyces Flagelados

Bacteroides

Cytophaga Tricomonadas

Microsporidias

Thermotoga

Diplomonadas
Aquifex

Figura 1.8 Arbol filogenético de la vida, dominios Bacteria, Arquea y Eucaria

La separacion de los dominios Bacteria, Arquea y Eucaria ocurrid pronto en la historia
de la evolucién celular, y Arquea diverge entre Bacteria y Eucaria, siendo mas préximo
a Eucaria. Algunas de las diferencias entre el dominio Bacteria y Arquea se enumeran
en la Tabla 1.2 (Atlas y Bartha 2002).

Tabla 1.2 Diferencias entre los dominios Bacteria y Arquea

Bacteria

Arquea

Membranas citoplasmaticas compuestas de
lipidos con cadenas largas de acidos grasos
unidos al glicerol por enlaces éster.

Membranas citoplasméticas con diéteres de
glicerol y tetraéteres de glicerol, las cuales
son adaptaciones para la supervivencia a
altas temperaturas.

Mayor evolucion a lo largo del tiempo.

Menor evolucién a lo largo del tiempo.

Mecanismos de intercambio genético y de
recombinacion mas desarrollados.

Mecanismos de intercambio genético y de
recombinacion relativamente limitados.

Reproduccion asexual por fision binaria,
pero también por transformacion,
transduccién y conjugacion.

Reproduccion sexual, sin muchos

mecanismos para la reproduccion.

20



Capitulo 1 Fundamentos tedricos

1.7 Técnicas de biologia molecular

Con el objetivo de analizar la estructura comunitaria de diferentes poblaciones
microbianas y mejorar a su vez la degradacion de la materia durante la DA, en los
ultimos afios se han desarrollado y reportado diversas técnicas de biologia molecular.

Informacién valiosa se revel6 de la aplicacion de estos enfoques moleculares: la
mayoria de microorganismos en habitats naturales y en reactores de produccion de
biogas mediante digestion anaerobia todavia se encuentran sin cultivar; de esta forma,
su aislamiento y cultivo contribuiria a una comprension mas profunda de la ecologia y
funciones de estas poblaciones microbianas (Sanz y Kéchling, 2019; Ziganshin et al.,
2013), aunado a la oportunidad de aplicarlos en la degradacion especializada de

sustratos complejos.

Con la aplicacién de técnicas propias del area de biologia molecular a los procesos de
tratamiento de residuos organicos se ha profundizado en el conocimiento de la
microbiota que habita en los sistemas de tratamiento. Algunas de las técnicas que se
han utilizado a lo largo de los afios son la Electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés), Hibridacion flourescente in situ
(FISH, por sus siglas en inglés), Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (QPCR, por sus siglas en inglés), sin embargo existe otra técnica que puede
ser utilizada para la secuenciacion simultanea de grandes cantidades de muestras o
diferentes plantillas de ADN: las técnicas de Secuenciacidn de nueva generacion

(NGS, por sus siglas en inglés) (Sanz y Kéchling, 2019).

1.7.1 Secuenciacion genética masiva

La Secuenciacion genética masiva (SGM) o también conocida como NGS permite la
acumulacion de informacion cualitativa y cuantitativa sobre cualquier tipo de acido
nucleico en una muestra dada, con un buen rendimiento y con costos relativamente
bajos (Reis-Filho, 2009). Esta tecnologia puede generar varios cientos de miles a

decenas de millones de lecturas de secuenciacién en paralelo, con esta capacidad de
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rendimiento se puede generar lecturas de secuencia de bibliotecas fragmentadas de

un genoma especifico (Shokralla et al., 2012).

En la SGM, el gen que mas se utiliza por ser taxonémicamente informativo es el gen
del ARN ribosémico 16S, el cual es un marcador filogenético establecido utilizado para
la identificacion procariota. La secuenciacion del rARN 16S permite inferir las
relaciones filogenéticas microbianas ya que este gen codifica la pequefia subunidad
de ribosomas procariotas, de los cuales su funcion principal es el proceso de

traduccién y se presenta tanto en el dominio Bacteria como Arquea (Boers et al., 2019).

El gen rARN 16S tiene aproximadamente 1500 pares de bases en tamafio y su
estructura genética comprende nueve regiones altamente conservadas y nueve
hipervariables (V1-V9). Las regiones conservadas pueden servir como sitios de union
de cebadores universales para la amplificacion por PCR de fragmentos de genes
mientras que las regiones hipervariables contienen una diversidad considerable de
secuencias, las cuales son Utiles para propdsitos de identificacién procariota (Boers et
al., 2019).

Los pasos que seguir en la SGM se enuncian a continuacion y se presentan en la
Figura 1.9: (1) Recolecciéon de las muestras, extracciéon del ADN y mediante PCR la
simplificacion del gen rARN 16S. (2) Secuenciacion de un fragmento de gen rARN 16S
mediante SGM, produciendo un conjunto de lecturas. (3) Procesamiento de las
secuencias usando diferentes softwares y comparacion con bases de datos. (4)
Evaluacion estadistica y gréfica con programas computacionales y librerias

funcionales (Sanz y Kdchling, 2019).

Las plataformas comerciales mas populares para la SGM en el ambito de tratamiento
de residuos y aguas residuales son: 1) 454-pyrosequencing (Roche), el cual fue
intrucido al comercio en el afio de 2005 y fue la primera tecnologia de SGM en volverse
comercialmente disponible, manteniéndose como la tecnologia de SGM dominante en

el mercado por una decada; 2) lllumina (lllumina Inc.) introdujo su analizador genémico
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lllumina MiSeq en el afio de 2011, el cual ha reemplazado la tecnologia de Roche
debido a la gran capacidad que posee, sus bajos costos y un bajo indice de error (Sanz
y Kdchling, 2019).

U Seg1 GCGCCTCA
— — 5%, — | Seg2 CCTAAGGT
. ) Seg3 AGCCGGTA

OTU1 ATTAACCG
< | OTU2 CCTTGGAT
4 OTU3 TTGTCGCG

Figura 1.9 Pasos a seguir en la SGM

1.7.2 Secuenciacion metagenémica shotgun

La secuenciacion metagendmica shotgun es una técnica de alto rendimiento que
permite el andlisis gendmico idealmente de todos los microorganismos en una
muestra, no sélo de aquellos que son susceptibles a cultivo. Esta técnica se puede
utilizar para perfilar la composicion taxonémica y el potencial funcional de las
poblaciones microbianas y para recuperar secuencias completas del genoma (Quince
et al., 2017). En el caso de la secuenciacibn metagendmica shotgun, el ADN es
extraido de todas las células de la poblacion microbiana, pero, en lugar de seleccionar
un gen taxondmicamente informativo para la amplificacion, todo el ADN es procesado
en pequefios fragmentos que seran secuenciados de forma independiente, dando
como resultado secuencias de ADN que se alinean con varias ubicaciones genémicas
(Sharpton, 2014).
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Un estudio tipico de metagendmica shotgun comprende cinco pasos, después del
disefio inicial del estudio (1) Recoleccidén, procesamiento y secuenciacion de las
muestras. (2) Procesamiento de las lecturas de secuenciacion. (3) Analisis de
secuencia para perfilar las caracteristicas taxonémicas, funcionales y genomicas del
microbioma. (4) Analisis estadistico y biologico de posprocesamiento, y por ultimo (5)
Validacion. La plataforma lllumina predomina en la metagendémica shotgun debido a
su amplia disponibilidad, rendimientos muy altos y alta precisién. Sin embargo, lon
Torrent S5 0 S5 XL son una alternativa que utilizar.

1.8 Reactores de alta carga

A continuacién, se describen algunos reactores considerados para el tratamiento de
alta carga organica:

1.8.1 Reactores de flujo ascendente y manto de lodos (UASB)

El reactor anaerobio de flujo ascendente y manto de lodos (UASB, por sus siglas en
inglés) cuenta con ciertas ventajas: los costos de operacion y mantenimiento son
relativamente bajos comparado con otras tecnologias; no necesita ningin medio de
soporte para el desarrollo de las poblaciones microbianas ya que la hidraulica dentro
del reactor induce la formacién de granulos densos que se mantienen en la parte baja
del reactor; la tasa de crecimiento de la biomasa es lenta por lo que una descarga de
la misma sucede después de mucho tiempo. Entre las desventajas que presenta el
reactor UASB es que el arranque puede tomar mucho tiempo, sobre todo cuando el
in6culo inicial son lodos y no granulos densos ya que es probable que el lodo sea
llevado hacia arriba y expulsado fuera del reactor. La mayoria de las investigaciones
qgue se han llevado a cabo en un reactor UASB son con sustratos faciimente

hidrolizables (Rodriguez-Gémez et al., 2014).
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1.8.2 Reactores de lecho fluidizado inverso (IFB)

El reactor de lecho fluidizado inverso (IFB, por sus siglas en inglés) consiste en el uso
de particulas suspendidas con una densidad especifica que es menor que la del liquido
de tal forma que las particulas son fluidizadas hacia la abajo. El liquido y el biogas
producido fluyen en sentidos contrarios, de tal forma que se promueve la expansion
del lecho. Una de las ventajas con las que cuenta este reactor es que el flujo inverso
reduce los requerimientos de energia debido a la baja velocidad de fluidizacién (Bialek
et al., 2014).

1.8.3 Reactores anaerobios hibridos (RAH)

Considerando las caracteristicas de estos reactores, sus ventajas y desventajas; y
aunado a que se ha encontrado que una buena opcion para el proceso de DA es el
uso de reactores de alta carga de biopelicula con soportes pre colonizados (Alvarado-
Lassman et al., 2017), se encuentra también un reactor anaerobio hibrido (RAH) que
fue disefiado y utilizado en investigaciones previas por Gonzalez-Paz (2015),
Dominguez-Hernandez (2016), Rosas-Mendoza (2018) y Juarez-Garcia (2022), el cual

consiste de dos secciones principales:
Seccion 1: Lecho fijo (LF)

Se logra una distribucion del flujo éptima a través del reactor mediante el LF pues se
retiene una cantidad mas grande de sélidos en él y a su vez se crea una biopelicula

resistente tanto en el LF como en el LFI.
Seccion 2: Lecho fluidizado inverso (LFI)

El flujo ingresa por la parte superior del reactor, al mismo tiempo el lecho posee una
densidad menor a la del sustrato, por lo que el lecho flota en el liquido y se logra que

las particulas sean facilmente fluidizadas y se promueve un mayor contacto entre la
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biopelicula y la materia organica del sustrato. Esta configuracion permite tratar

efluentes con un alto contenido de carga organica (Rosas-Mendoza, 2018).

1.9 Antecedentes y avances

Como antecedentes, en los Ultimos afios se han llevado a cabo multiples
investigaciones que estudian el rendimiento de metano en el biogas producido
mediante DA utilizando como sustrato los residuos provenientes del procesamiento de
los citricos, asi como estudios sobre la dinamica microbiana en la digestién anaerobia

utilizando otro tipo de sustratos, la informacidn es condensada en la Tabla 1.3.

Simultdneamente, el equipo de trabajo de la presente linea de investigacion ha
desarrollado multiples avances con proyectos que involucran el tratamiento de
efluentes de la industria citricola mediante DA y optimizando los reactores utilizados

para este fin.

1.9.1 Antecedentes

Rosas-Mendoza et al. (2018), evaluaron la produccion de biogas mediante digestion
anaerobia para el tratamiento de efluentes provenientes de una industria citricola sin
pre tratamiento para la eliminacién del D-limoneno. Dicha investigacion se llevé a cabo
utilizando un reactor anaerobio hibrido (RAH) que consistié de dos secciones: en la
parte superior un lecho fijo de volumen util de 0.26 L y en la parte inferior un lecho
fluidizado inverso con un volumen util de 2.53 L, siendo un volumen util total de 2.76
L. El medio de soporte utilizado fue Extendosphere™. Los parametros establecidos
durante el proceso fueron: carga organica de 8 gDQO/Ld en modo continuo;
condiciones mesdfilas de 35 + 2 °C; el pH durante el proceso se mantuvo en un rango
entre 6.8 y 7.2 con bicarbonato de sodio; con un periodo de operacion de 158 dias y
con 1 dia de residencia hidraulica. Obtuvieron una remocion de aproximadamente 85
% de DQO y rendimientos de metano de 0.15 LCH4/gDQOrem.
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Tabla 1.3 Antecedentes de la DA con sustrato complejo y analisis de dinamica microbiana

Sustrato complejo

Dinamica microbiana

Rosas- Zema Botello- Mudzanani Zhao Presente
Mendoza | Wan et al. . | | | . X g
ot al. et al. (2013) Suérez et al. et al. et al. investigacion
(2018) (2018) (2018) (2021) (2021) (2022)
UASB
Reactor RAH CSTR STR STRy CSTR STR RAH
dos etapas
(LV) 2.53 84 300 20y 10 04y3 01L 3.81
(I:) 3542 4251 36+1 20-25 35-40+1 35 35+1
pH 7+0.2 6.5-8.5 7 7+0.2 6.5-8 N.E. 7+0.2
Residuos Grano
Efluentes Residuo alimentarios Efluentes de gastado de Residuos de Fraccion liquida de
de la industrial de | municipales y ; : cervezay > RSOy RSC,
Sustrato . . . . la industria estiércol de .
industria cascara de hierba . lodos i diferentes
o . del café - pollo y cartén .
citricola naranja plateada residuales proporciones
china municipales
Inhibidor D-limoneno  D-limoneno N.E. N.E. N.E. N.E. D-limoneno
. EXte”dﬁf ) Digestato Lodos de una Lodos Lodos Extendosphere™
In6culo phere N.E. . :
. crudo PTAR activados granulares colonizado
colonizado
Cva R1:6.1-18.2
(gDQOILd) 8 0.64 2.1 R2:1.6-95 0.5 N.E. 5
TRH 0.625,1.25y
@ 1 N.E. N.E. 25 1 17 1
Periodo de
operacion 158 43 45 365 150 27 145
(d)
D%%'em 85 N.E. 88.1 84 N.E. N.E. > 90
YcHa
(LCHJgDQ0ren) 0.15 0.27/0.11 0.27 2.2 (L/d) N.E. 0.319 N.E.
Estudio de Secuenciacién
biologia N.E. N.E. PCR gPCR y SGM SEM N.E. metagendmica
molecular shotgun
o Proteobacte- Desul_fob_ulbus
Firmicutes, ria, propionicus,
Poblacion Bacteroidetes  Syntrophus y Bactero’ides Proteobac- Mesotoga infera,
bacteriana N.E. N.E. Proteobacte- Candidatus Firmi ' . Syntrophus
; : . irmicutes y teria I .
dominante ria, Cloacimonas . aciditrophicus,
. Actinobac- ;
Spirochaetes teria Atribacter
laminatus
M:;Z?‘:O' M:;Z?go' Methanothrix
Poblacion Methano- . Metha}no- Metigigg%i?elléium
P culleus, Spirochaetae, bacterium, -
metanogénic N.E. N.E. N.E. . formicicum,
; Methano- Anaerolineae Methano- ;
a dominante - ) Methanosarcina
bacteriumy linea, y mazei
Methanoma- Methanoma-
ssiliicoccus ssiliicoccus
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Zema et al. (2018), también evaluaron la produccién de metano en el biogas mediante
digestion anaerobia de cascara de naranja como residuo industrial sin pre tratamiento
para la eliminacion del D-limoneno. La experimentacion se llevo a cabo en un CSTR
de 84 L. El in6culo fue digestato crudo tomado de una planta comercial, alimentada
principalmente por estiércol y residuos agro-industriales. Se llevaron a cabo dos
pruebas, a diferentes condiciones de temperatura. Los parametros establecidos
durante el proceso fueron: condiciones mesofilas (M) de 42 °C y condiciones termofilas
(T) de 51 °C; carga organica de 0.64 gDQO/Ld con aumentos graduales de 2.0y 2.5
para las pruebas mesdfilas y termdfilas respectivamente; el pH durante el proceso se
mantuvo en un rango entre 6.5y 8.5 hasta que al finalizar la prueba se obtuvo un pH
de 3.55 (M) y de 5.56 (T); con un periodo de operacion de 43 dias y con 1 dia de
residencia hidraulica. Obtuvieron rendimientos de metano en un rango de 0.27 — 0.49
LCH4/gDQOrem (M) y 0.11 LCH4/gDQOrem (T).

Simultdneamente, se han realizado investigaciones de la dinAmica microbiana en el
proceso de digestion anaerobia mediante biologia molecular empleando diferentes

sustratos:

Wan et al. (2013), investigaron el potencial de la denominada “hierba plateada china”
como co-sustrato para mejorar la digestion anaerobia de residuos sélidos alimentarios
municipales. La investigacion se llevdé a cabo en un reactor agitado (STR) con un
volumen util de 300 L. Como indculo utilizaron lodos de una planta de tratamiento de
aguas residuales. Se realiz6 el proceso de digestién anaerobia a condiciones mesobfilas
de 36 + 1 °C. La relacién de mezcla de residuos alimentarios y hierba plateada china
fue de 50 % cada una, en base seca. Se llevé a cabo en condiciones semi humedas.
La carga organica fue de 2.1 gSV/Ld, el pH fue ajustado a valores cercanos a 7
utilizando carbonato de calcio. El tiempo de operacion fue de 45 dias. Obtuvieron una
remocion final de DQO de 88.1 % y rendimientos de metano de 268.4 L/kgV Sagregado..
Para el analisis microbioldgico, se utilizé la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) , en este caso obtuvieron los siguientes resultados: las bacterias

presentes durante todo el proceso de digestion fueron Firmicutes, Bacteroidetes y
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Proteobacteria, Spirochaetes y otras bacterias no identificadas., sin embargo no se

realiza la identificacion de las etapas en las que participa cada una.

Botello-Suéarez et al. (2018), estudiaron el efecto de la carga orgénica en el rendimiento
y la composicién microbiana de dos reactores UASB, teniendo como sustrato aguas
residuales provenientes del procesamiento del café. Las pruebas se llevaron a cabo
en dos reactores anaerobios UASB en serie, con volimenes Utiles de 20 L y 10 L. El
proceso de digestion anaerobia fue realizado bajo condiciones mesofilas de en rangos
desde los 20 °C a los 25 °C. La carga organica fue aumentando desde 6.1 hasta por
encima de los 18.2 gDQO/Ld con un efluente en recirculacion, el pH fue ajustado a 7
+ 0.2 utilizando hidroxido de calcio. El tiempo de operacion fue de 365 dias, con
tiempos de retencién hidraulica de 15, 30 y 60 horas. Obtuvieron una remocion final
de DQO de 84 % y rendimientos de metano de 2.2 L/d. Con el objetivo de conocer la
dindmica microbiana, fue utilizada la secuenciacion de Ultima generacion o
secuenciacion genética masiva (SGM) y la prueba de reacciéon en cadena de la
polimerasa cuantitativa (QPCR); obtuvieron que las bacterias sintroficas presentes
durante el proceso de digestion anaerobia fueron Syntrophus y Candidatus
Cloacimonas, mientras que las metandgenas acetoclasticas e hidrogenotréficas fueron
principalmente Methanosaeta, Methanoculleus, Methanobacterium y

Methanomassiliicoccus.

Mudzanani et al. (2021), evaluaron la mejora de la produccion de biogas utilizando una
co-digestion de lodos residuales municpales con residuos de grano gastado de la
cerveza, con un inéculo de lodos activados. La investigacion fue llevada a cabo en
reactor en modo batch y posteriormente en modo semi continuo. La etapa en modo
batch se llevé a cabo en STR con un volumen util de 400 mL, en condiciones mesofilas
a 35-40 £ 1 °C. Ambos modos fueron realizados a un pH de entre 6.5y 8. Para la etapa
en modo semi continuo, se llevé a cabo en un CSTR con un volumen util de 3 L, con
tiempos de residencia hidraulica de 24 h y un tiempo de operacién de 150 dias, se
usaron niveles bajos de Cva hasta que fue aumentando gradualmente para

mantenerse en 0.5 gSV/Ld. Se caracterizd la comunidad microbiana utilizando
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microscopia electréonica de barrido, la cual funciona como nueva técnica para
caracterizacion microbiana ya que las muestras organicas son sensibles a reaccionar
al haz de electrones, encontraron que fue dominante el dominio bacteria , seguido del
Arquea. De las primeras resaltaron Proteobacteria, Bacteroides, Firmicutes vy
Actinobacteria. Hay un buen conteo de especies metandgenas, entre las que
resaltaron Spirochaetae, Anaerolineae y la familia mas abundante de Arquea fueron

Methanomicrobiales.

Zhao et al. (2021), investigaron el efecto de variaciones entre estiércol de pollo y cartén
durante una co-digestidbn anaerobia, utilizando un in6culo de lodo granular. La
experimentacion se llevd a cabo en reactores STR modo batch de 100 mL , en
condiciones mesdfilas de 35 °C, la digestion duré un total de 650 horas. Obtuvieron un
rendimiento de metano de 319.62 mLCH4/gSV y para la caracyerizacion microbiana
encontraron bacterias como Proteobacteria, y las metandgenos dominantes fueron

Methanosaeta, Methanobacterium, Methanolinea, y Methanomassiliicoccus.

1.9.2 Avances

En los ultimos afios, se han desarrollado proyectos de investigacion en el equipo de
trabajo de Ingenieria Ambiental, entre los cuales se encuentra el estudio realizado por
Gonzalez-Paz (2015) quien implementdé el tratamiento anaerobio del efluente
proveniente del proceso de una industria citricola en un reactor hibrido y se evalud la
inhibicion del D-Limoneno al proceso de digestidon anaerobia. Se determin6 que la
concentracion maxima tolerable del aceite esencial fue de 10 % ya que a partir de 15
% se inhibio el proceso de fermentacion.

Luis-Garcez (2015) realizé la codigestion de los residuos solidos de la industria citricola
en combinacion con excretas de ganado bovino en un digestor anaerobio para analizar
y evaluar la produccion de biogas y las propiedades de la biomasa, operando el
digestor en modo batch, se concluyé que los residuos sélidos citricos presentan

caracteristicas que los hacen adecuados para su uso en la generacion de
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bioenergéticos, manteniendo cuidado en los parametros de pH y la concentracion del

in6culo.

En el estudio realizado por Dominguez-Hernandez (2016) se llevé a cabo el disefio e
implementacion de un Reactor de Lecho Semifluidizado Inverso (RLSFI) para dar
tratamiento a un efluente citricola y comparacion con un Reactor de Lecho Fluidizado
Tradicional, el cual senté precedente de la comparativa de diferentes tipos de reactores
y factores de operacion de los mismos en la digestion anaerobia.

Rosas-Mendoza (2018) desarroll6 y modeld los procesos de tratamiento de efluentes
de la industria citricola mediante un Reactor Anaerobio Hibrido, minimizando el efecto
inhibidor del D-Limoneno. Efectivamente, se concluy6 que con la implementacion del
RAH se minimiza los efectos de inhibicion del D-limoneno en la digestion anaerobia de
efluentes citricos, sin necesidad de utilizar un pretratamiento para la eliminacion del
inihibidor, de igual manera se encontr6 que, operando el reactor con alta carga
organica de 8 gDQO/Ld en modo continuo, se obtuvo una remocién de DQO entre el
75y 85 % con mejoras sustanciales en tiempos de residencia hidraulica y rendimientos

de metano (0.15 LCH4/gDQOrem) en condiciones estandar de temperatura y presion.

En el estudio llevado a cabo por Villaraldo-Falfan (2018) se realiz6 un balance del
consumo Yy generacion de energia a partir del proceso de digestion anaerobia de un
lodo residual con y sin tratamiento de la industria citricola. Mientras que, Reyes-Rosas
(2019) se evaluo el grado de inhibicion de la digestién anaerobia por la presencia de
D-limoneno utilizando un efluente de la industria citricola, se encontr6 que el D-
limoneno actué como inhibidor no competitivo mixto en el proceso de DA, uniéndose

a la enzima y al complejo enzima-sustrato.

En el estudio realizado por Juarez-Garcia (2022) se analiz6 la dinamica de poblaciones
microbianas en reactores de biopelicula anaerobia para la produccion de biogas. El
sustrato utilizado fue la fraccion liquida de RSO, y aumentando gradualmente la carga
volumétrica aplicada, de este modo se encontro el equilibrio entre Bacterias y Arqueas
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presentes en el indculo. Se encontré que, en la etapa con Cva = se alcanzaron
remociones superiores al 90 %, se produjeron alrededor de 20 L de biogas con
rendimientos de metado de 0.33 LCH4/gDQOrem. En cuanto al dominio Arquea, fueron
dominantes el género Methanosaeta y Methanosarcinaceae, y del dominio Bacteria
fueron Anaerolinea. La via prinicpal de metabolismo se llevé a cabo mediante la via
acetotrofa.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

La descripcion de la metodologia que se llevé a cabo para el cumplimiento de los

objetivos de la presente investigacion se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Metodologia para la presente investigacion
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2.1 Montaje del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)

Para el proceso de DA se utilizé un Reactor Anaerobio Hibrido (RAH) disefiado con
anterioridad y utilizado en las investigaciones previas de Gonzalez-Paz (2015),
Dominguez-Hernandez (2016), Rosas-Mendoza (2018) y Juarez-Garcia (2022). El
RAH estuvo compuesto por dos secciones, como lo describen Rosas-Mendoza et al.
(2018): un lecho fijo (LF) y un lecho fluidizado inverso (LFl). En la Figura 2.2 se
observa un esquema del RAH y sus componentes.

Seccién 1: Lecho fijo

Conformado por un tubo de acrilico de 23 cm de longitud y 7.62 cm (3 in) de didmetro
nominal. El medio de soporte que se utilizd en esta seccidon fueron anillos poliméricos

de 2.5 x 0.5 cm en promedio, recubiertos por esmalte acrilico.
Seccion 2: Lecho fluidizado inverso

Conformado por un tubo de acrilico de 80 cm de longitud y 7.62 cm (3 in) de diametro
nominal. El medio de soporte utilizado fue arena silica de nombre Extendosphere™ de
0.170 mm de diametro, asi como 20,000 m?/m? de area de superficie especifica y 0.69

kg/m? de densidad.

Conectado a la parte superior del RAH, se instalé un sistema de desplazamiento gas-
liquido para captar el biogés producido. Asi mismo, se instal6 un sistema de control de

nivel para el LFI.

Se utilizé6 una bomba peristaltica marca Shenchen modelo V1 con cabezal YZ1515x
Shenchen para la alimentacion del RAH y una bomba peristaltica marca MasterFlex
Economy Drive modelo 77200-60 con cabezal Easy-Load Il para la recirculacion. Se

utilizaron valvulas, conectores y mangueras marca Neumaver.
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12
A
o
................ > FlUjOS
Componentes del reactor

1. Recipiente con sustrato (afluente) -» Afluente
2. Bomba peristaltica de alimentacion > Recirculacion
3. Bomba peristaltica de recirculaciéon
4. Conector de alimentacion -+» Flujo total
5. Lecho fijo --> Efluente
6. Lecho fluidizado inverso --» Biogas
7. Valvula de recirculacion
8. Vélvula de salida (efluente)
9. Valvulas de salida de biogas

10. Sistema de recoleccion de biogas
11.Sistema de control de nivel
12.Recipiente de salida (efluente)

Figura 2.2 Reactor Anaerobio Hibrido (RAH) y sus componentes
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2.2 Obtencion y acondicionamiento del sustrato

El sustrato utilizado en el proceso de digestion anaerobia de la presente investigacion
incluyé mezclas en diferentes proporciones de la fraccion liquida de residuos solidos
organicos (RSO) y residuos solidos citricos (RSC). Los RSO estan compuestos por
frutas y verduras en general; mientras que los RSC estan compuestos por naranja,

limén y mandarina, en la Figura 2.3 se muestran los RSO y RSC recolectados.

Figura 2.3 Residuos sélidos recolectados en el mercado municipal Emiliano Zapata:
a) RSO, b) RSC

Los RSO y RSC fueron recolectados en el Mercado Municipal Emiliano Zapata,
ubicado en la calle Oriente 9, colonia Emiliano Zapata, cddigo postal 94320, en la
ciudad de Orizaba, Veracruz. En el mercado, los residuos son generados en los locales
comerciales, debido a ello la composicién varia dependiendo de las especies de frutas

y verduras que abunden en la temporada del afio en la que se efectle la recoleccion.

Posterior a la recoleccion, se realiz6 el método de cuarteo a la muestra como se
describe en la Norma Mexicana NMX-AA-15-1985 (SEDUE, Secretaria de Desarrollo
Urbano y Ecologia, 1985) con el propdsito de la homogenizacién y reduccion de la

misma.
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2.2.1 Acondicionamiento del sustrato

Siguiendo la metodologia descrita por Alvarado-Lassman et al. (2017), los RSOy RSC
recolectados se acondicionaron por separado de la siguiente manera: en primer lugar,
los residuos se cortaron para reducir su tamafo en pedazos de aproximadamente 2 a

5 cm de longitud.

Posteriormente, se procedidé a la trituracibn en un equipo comercial de 1.5 L de
capacidad, hasta crear una pasta semisélida en la que la fraccion liquida fuera

considerable.

Se realiz6 la separacion de la fraccion liquida mediante filtracion, utilizando un filtro de
algoddn con porosidad de 0.2 mm aproximadamente. Dicha fraccion liquida se filtro
tres veces mas para evitar que particulas sélidas de mayor tamafio sean ingresadas
al reactor y prevenir posibles obstrucciones en las mangueras. En la Figura 2.4 se

muestran los RSO y RSC reducidos en tamafio y la fraccion liquida filtrada.

b)

Figura 2.4 a) RSO y RSC reducidos de tamafio, b) fracciones liquidas de RSO y RSC
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2.3 Obtencion del in6culo

El in6culo inicial utilizado para la seccion 2: LFI del RAH fue extraido del Reactor de
Lecho Fluidizado Inverso (RLFI) ubicado en la Planta Piloto de Procesamiento y
Aprovechamiento de Residuos Solidos del Instituto Tecnoldgico de Orizaba, el cual es
alimentado con la fraccion liquida de RSO, utilizando como soporte arena silica
Extendosphere™, de esta manera, el soporte utilizado para el LFI se encontraba pre
colonizado. Por otro lado, el soporte utilizado para el LF fueron anillos de material

polimérico sin previa colonizacion.

2.4 Caracterizacion del sustrato e indculo

Se caracterizaron los diferentes sustratos que fueron utilizados en las etapas de
operacion del RAH. En cada etapa se utilizé una mezcla con proporciones diferentes
de la fraccion liquida de RSO y RSC, las proporciones establecidas para cada una de
las etapas se describen en la seccién 2.4.2. Para cada una de las muestras, se
evaluaron los parametros que se enuncian en la Tabla 2.1. La descripcion de la

determinacién analitica de cada pardmetro se muestra en la seccién 2.5.1.

Tabla 2.1 Parametros evaluados al sustrato

Parametro Simbolo Unidad Método

Sustrato

Potencial de hidrogeno pH Potenciométrico

Demanda quimica de oxigeno total DQOr+ gDQO/L Colorimétrico

Demanda quimica de oxigeno soluble DQOs gDQO/L Colorimétrico

Soélidos suspendidos totales SST g/L Gravimétrico

Solidos suspendidos volatiles SSV g/L Gravimétrico
In6culo

Materia volatil adherida MVA Gravimétrico
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En la Figura 2.5 se observan las determinaciones analiticas realizadas para la

caracterizacion del sustrato y el inéculo.

d)

Figura 2.5 Determinaciones analiticas para la caracterizacion: a) pH, b) DQO+y DQOs,
c) SST, d) SSV

2.5 Operacion del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)

El RAH se operé de manera continua durante las cuatro diferentes etapas. En las
cuatro etapas se ajustd la Carga volumétrica aplicada (Cva) a 5 gDQO/Ld. La
temperatura se estableci6 como constante en condiciones mesdfilas. Se establecio

una temperatura controlada de 35 = 1 °C.

2.5.1 Parametros de control del RAH

Para el control del RAH, similar a las investigaciones previas de Juarez-Garcia (2022)

y Rosas-Mendoza (2018), se establecieron los parametros:
¢ Flujo o caudal de alimentacion (Q):

_ vy (V) (2.1)
DQO;

Donde:
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Q — Flujo o caudal de alimentacion [L/d]

Cva — Carga volumétrica aplicada [gDQO/Ld]
I, — Volumen atil del RAH [L]

DQOg — DQO de alimentacion [gDQOI/L]

e Tiempo de residencia hidraulica (TRH):
TRH = 2 (24)
Q

Donde:

TRH — Tiempo de residencia hidraulica [h]
;, — Volumen util del RAH [L]

Q — Flujo o caudal de alimentacién [L/d]

24 — Factor de conversion

¢ Relacion sustrato/biomasa (So/Xo):

So/%o = vy )
Donde:

So/X, — Relacion sustrato/biomasa

DQOy — DQO de alimentacion [gDQO/L]

Q — Flujo o caudal de alimentacion [L/d]

MV A — Materia volatil adherida [gSV/L]

Vs — Volumen de soporte colonizado [L]

2.5.2 Etapas de operacién del RAH

_ (0Q0K(Q)
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(2.2)

(2.3)

Se opero el RAH en cuatro diferentes etapas, hasta alcanzar la estabilizacion:
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e Etapa 1, Arranque y estabilizacion del RAH

En esta etapa se arranco el RAH, utilizando como sustrato la fraccion liquida de RSO,
la cual incluyé frutas y verduras. Se utilizd la fraccion liquida de RSO ya que, de
acuerdo con Rosas-Mendoza (2018), es una buena fuente de carbono y también se
encuentra enriquecida con macro y micronutrientes. Se oper6 el RAH en esta etapa
hasta la estabilizacion, es decir, hasta que se alcanzaron remociones de DQO del 85
— 90 % y valores de alcalinidad a inferiores a 0.3, de acuerdo a lo establecido por
Ripley et al. (1986).

e Etapa 2, Perturbacion 1 con mezcla RSO:RSC

Una vez que se alcanzé la estabilizacion en la Etapa 1, se procedio a perturbar el
sistema por primera vez. En esta etapa se utilizé como sustrato una mezcla (% v/v) de
fraccion liquida de RSO:RSC al 70:30.

e Etapa 3, Perturbacion 2 con mezcla RSO:RSC

Para la segunda perturbacion del sistema, se utiliz6 como sustrato una mezcla (% v/v)
de fraccion liquida de RSO:RSC al 50:50.

e Etapa 4, Perturbacion 3 con mezcla RSO:RSC

Finalmente, en la tercera perturbacion del sistema, el sustrato utilizado fue una mezcla
(% v/v) de fraccion liquida de RSO:RSC al 30:70.

Durante las cuatro etapas, se regulo el pH del sustrato a valores de 7 + 0.2 con
bicarbonato de sodio comercial (NaHCO3), esto debido a experiencias anteriores en

las que no fue posible ajustar el pH con una soluciéon de NaOH.

42



Capitulo 2 Materiales y métodos

2.6 Monitoreo del proceso de digestion anaerobia

Durante las cuatro etapas de operacion del RAH, se tomaron muestras del efluente e
influente y del biogas producido durante el proceso de DA. Asi mismo, se tomaron
muestras de la biopelicula en los LF y LFI, en la zona de arriba, en medio y debajo.

2.6.1 Determinaciones analiticas
e Potencial de hidrégeno (pH)

El valor de pH se midi6 en las muestras del efluente y afluente de manera directa con
un potenciometro marca OAKTON pH 700 modelo AO-35419-03 con una resolucion

de lectura de 0.01 unidades y una exactitud en la lectura de + 0.01.

¢ Demanda quimica de oxigeno total y soluble (DQOTy DQOs)

La determinacion de DQOT y DQOs se llevd a cabo al efluente y afluente del RAH
mediante el método estdndar 5220 D descrito por la Asociacion Americana de Salud
Publica (APHA, por sus siglas en inglés) (2017), el cual es el método colorimétrico. Se
procedié a la preparacion de las muestras en tubos con tapa rosca, utilizando una
disolucién del efluente y afluente, y una solucién digestora que contiene dicromato de
potasio (K2Cr207), asi como sulfato mercarico (HgSOa4) y acido sulfarico (H2SOa4). En
el caso de la DQOs, 10 mL de muestra del efluente y afluente se centrifugaron en una
centrifuga marca HERMLE modelo Z 383 a 3500 rpm durante 5 minutos, se tomo el

sobrenadante para preparar la muestra en tubos con tapa rosca.

Posteriormente, la digestion de las muestras de DQOTy DQOs se realiz6 en una placa
digestora marca HACH modelo 45600 a una temperatura de 150 °C durante 2 horas.
Y para finalizar, se utilizé un espectrofotometro marca HACH modelo DR-2500 a una
longitud de onda de 620 nm para obtener los valores de absorbancia de cada una de

las muestras, la curva de calibracion se present6 guardada en el equipo.
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Con los valores obtenidos, fue posible calcular el porcentaje de DQO removida
(DQOrem), tanto para la DQOT y DQOS, la mediante la ecuacion 2.4.
DQOg — DQOs

% DQOrem = — 55 (100) (2.4)
E

Donde:

% DQO,.,, — Porcentaje de DQO removida [%]
DQOg — DQO de alimentacion [gDQO/L]

DQOs — DQO soluble [gDQO/L]

100 — Factor de conversion

e Solidos suspendidos totales (SST)

La determinacion de SST se llevo a cabo en el efluente y afluente del RAH por medio
del método estandar 2540 D (APHA, 2017). Este método es gravimétrico y consistio
en evaporar 5 mL de la muestra en un crisol, previamente puesto a peso constante, en
una estufa marca Riossa modelo H-33 a una temperatura de entre 103y 105 °C a lo
largo de 24 horas. Al enfriarse, se pesé el crisol con la muestra seca en una balanza
analitica marca OHAUS Adventurer modelo AR2140 Para finalizar, se utilizé la
ecuacion 2.5 para calcular el valor de sélidos suspendidos totales.

P, —P
SST =21

(1,000) (2.5)

Donde:

SST — Solidos suspendidos totales [g/L]

P; — Peso del crisol puesto a peso constante [g]

P; — Peso del crisol puesto a peso constante mas el peso de la muestra seca [g]

V' — Volumen de la muestra [mL]
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e Solidos suspendidos volatiles (SSV)

Al efluente y afluente del RAH se les realiz6 la determinacion de SSV medio del método
estandar 2540 E (APHA, 2017), el cual es un método gravimétrico. Posterior a la
determinacion de SST, se introdujo el crisol con muestra (5 mL) a una mufla marca
Barnstead Themolyne modelo Furnace 1300 a una temperatura de 550 + 50 °C durante
2 horas. Se coloc6 en un desecador y una vez se enfrio, se pes6 en una balanza
analitica marca OHAUS Adventurer modelo AR2140. Se utilizo la ecuacion 2.6 para

calcular el valor de sélidos suspendidos volatiles.

P3_P4_

|4

SSV = (1,000) (2.6)
Donde:

SSV — Solidos suspendidos volatiles [g/L]

P; — Peso del crisol puesto a peso constante méas el peso de la muestra seca [g]

P, — Peso del crisol puesto a peso constante mas el peso de la muestra calcinada [g]

V' — Volumen de la muestra [mL]
e Alcalinidad (a)

Para determinar la alcalinidad de las muestras de efluente y afluente del RAH, se utilizo
una variacién del método volumétrico establecido por Ripley et al. (1986). En un vaso
de precipitado, se colocaron 10 mL de muestra y la medicion de pH se efectu6 con un
potenciometro marca OAKTON pH 700 modelo AO-35419-03. A continuacion, se
adiciono &cido sulfdrico (H2S0Oa4) 0.02N hasta alcanzar un pH de 5.75 y posteriormente
hasta alcanzar un pH de 4.30. Para calcular la relacion de alcalinidad se utilizo la
ecuacion 2.7.

2=V (2.7)

Donde:
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a — Relacién de alcalinidad
V; — Volumen de acido sulfarico0.02N gastado para alcanzar un pH de 5.75 [mL]

V, — Volumen de acido sulfarico0.02N gastado para alcanzar un pH de 4.30 [mL]
e Volumen de biogas

El volumen de biogas producido durante la DA se cuantific6 haciendo uso de un

dispositivo de desplazamiento gas-liquido graduado.

2.6.2 Andlisis de la biopelicula
e Materia volatil adherida (MVA)

Se determind la MVA tanto al LF como al LFI, haciendo uso del método gravimétrico
de sdlidos volatiles. La toma de muestras se efectud en tres puntos de los LF y LFI: en
la zona superior, en el medio e inferior. Se coloc6 1 mL de muestra en charolas
metélicas previamente puestas a peso constante. Se introdujeron a una estufa marca
Riossa modelo H-33 a una temperatura de entre 103y 105 °C a lo largo de 24 horas y
posteriormente se introdujeron a una mufla marca Barnstead/Themolyne modelo
Furnace 1300 a una temperatura de 550 * 50 °C durante 2 horas. La muestra se peso
en una balanza analitica marca OHAUS Adventurer modelo AR2140. Se calcul6 la
MVA con la diferencia de pesos, lo cual representa la biomasa denotada en [g/L].
De igual manera, se tomaron evidencias fotograficas de la biopelicula de los LF y LFI
al inicio de la Etapa 1y posteriormente al finalizar cada una de las Etapas de operacion
del RAH.

2.7 Andlisis de la composicion del indculo anaerobio

La caracterizacion de las poblaciones microbianas presentes en cada una de las
etapas de operacion del RAH se llevo a cabo mediante secuenciacion metagendémica

shotgun con el propdésito de distinguir entre Arquea y Bacteria mediante el analisis del
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ADN gendmico (ADNg). A continuacion, se presenta el método empleado, similar al

empleado por Juarez-Garcia (2022) en su investigacion.

2.7.1 Muestreo

La toma de muestras se realizo al LF, LFI y también la biomasa suspendida. Se llevo
a cabo al inicio de la Etapa 1, asi como al finalizar cada una de las Etapas de operacion
del RAH. En el LF se rasp6 con una espatula estéril, mientras que en el LFI se tomaron
muestras de soporte Extendosphere™ colonizado de las tres zonas establecidas
(superior, en el medio e inferior). Posteriormente, las muestras se colocaron en un tubo
falcon de 50 mL esterilizado. ElI volumen de muestra que se tomoO para cada

determinacién se observa en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Volumen de muestra para analisis de dinAmica microbiana

Determinacion Volumen
(mL)
Dinamica microbiana en biopelicula adherida al LF 10
Dinamica microbiana en biopelicula adherida al soporte en el LFI 10
Dinamica microbiana en biomasa suspendida 20

Las muestras para determinacion de dinamica microbiana se refrigeraron a4 + 1 °C,
posterior a ello, se trasladaron al Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias (CUCEI) de la Universidad de
Guadalajara. Con base en experiencias previas, se decidi6 analizar mediante
secuenciacion metagenodmica shotgun las muestras del LF y las muestras de la zona

media del LFI del final de las cuatro Etapas de operacion.

2.7.2 Conservacion de las muestras de biomasa

La metodologia empleada para este propdésito tuvo como base los trabajos de Godon

et al. (1997) para muestras de biomasa suspendida en liquidos, es decir, las muestras
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de la biopelicula adherida al LF; mientras que para muestras de biomasa fija a soportes
fluidizados, es decir, las muestras de Extendosphere™ tomadas del LFI se sigui6 la

metodologia propuesta por Cresson et al. (2009).

A las muestras de la biopelicula adherida al LF se le afiadieron 10 mL de PBS para
posteriormente centrifugarlas a una velocidad de 6,500 rpm durante 12 minutos a una
temperatura de 4 °C, utilizando una centrigufa Eppedorf 5810R. Se removid
cuidadosamente el sobrenadante para evitar resuspender los botones celulares vy,
posteriormente, éstos ultimos se retiraron del tubo con una espatula esterilizada y se
colocaron en un mortero con pistilo esterilizados y congelados a -20 °C. Se afiadieron
4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl 0.1M con pH 8 y se procedié a macerar la
muestra con el pistilo esterilizado hasta la homogenizacion y lograr fluidez, también se
afiadieron 0.6 mL de solucion de N-Lauroyl sarcosina al 10 %. De la pasta macerada,
se tomaron 7 alicuotas de 0.5 mL y se colocaron en microtubos de 2 mL con tapa rosca
y anillo de goma Bead Bug previamente esterilizados y etiquetados como se muestra
en la Tabla 2.3. Para finalizar, las muestras en los microtubos se conservaron a -20
°C.

Tabla 2.3 Clasificacion y etiquetado de las muestras de biomasa conservadas

Etapa Muestra Clave
1 . . :
RSO Biopelicula adherida al LF D5
Biopelicula adherida al LFI, zona media D13
100:0
2 Biopelicula adherida al LF D6
RSO:RSC _. . .
Biopelicula adherida al LFI, zona media D14
70:30
3 . . ,
Biopelicula adherida al LF D7
RSO:RSC _. . . .
Biopelicula adherida al LFI, zona media C15
50:50
4 Biopelicula adherida al LF D8
RSO:RSC _. P . . .
30:70 Biopelicula adherida al LFI, zona media C16

48



Capitulo 2 Materiales y métodos

Por otra parte, para las muestras de Extendosphere™ tomadas del LFI, se afiadieron
30 mL de PBS 1X en tubos esterilizados y 6 mL de muestra liquida con los soportes
colonizados por la biomasa, se realizé un lavado de los soportes agitando suavemente
los tubos. Se removio la totalidad de PBS 1X, evitando colectar el liquido donde se
encontraron los soportes colonizados, y se procedio a realizar un segundo lavado con
30 mL de PBS 1X. Al terminar los lavados pertienentes, se virti6 el liquido que contiene
a los soportes colonizados en un mortero con pistilo esterilizados y congelados a -20
°C. Se afladieron 4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl 0.1M con pH 8 y macero
la muestra con el pistilo esterilizado para desprender la biomasa de los soportes
colonizados, cuando se observoé suficiente biomasa desprendida en la suspension y
con fluidez, se afiadieron 0.9 mL de solucion de N-Lauroyl sarcosina al 10 %. De la
suspensioén, se tomaron 7 alicuotas de 0.5 mL y se colocaron en microtubos de 2 mL
con tapa rosca y anillo de goma Bead Bug previamente esterilizados y etiquetados
como se muestra en la Tabla 2.3. Para finalizar, las muestras en los microtubos se

conservaron a -20 °C.

Es de resaltarse que todo el material que se utilizé fue previamente esterilizado y se
tomaron medidas de seguridad personal. En la Figura 2.6 se presentan las 7 alicuotas

de cada muestra en sus respectivos microtubos, listos para su conservacion.

Figura 2.6 Alicuotas de las muestras listas para su conservacion
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2.7.3 Extraccion del ADN

A la muestra encontrada en los microtubos previamente congelada, se le agregaron
0.5 mL de solucion de Lauril-sarcosina al 5 % (disuelto en buffer de fosfatos con pH 8,
0.1M). Se colocé la muestra en un bafio Maria Precision a 70 °C a lo largo de 1 hora,
se agito para mezclar la muestra y la solucion de Lauril-sarcosina al 5 %. Se coloco en
hielo triturado y alli se afiadieron 0.5 mL de perlas de zirconio esterilizadas y se coloco
el microtubo en el triturador vibratorio marca Bead Bug modelo D1030 a 300 rpm, un
valor de 400 para la velocidad y un valor de 60 para el tiempo. Nuevamente, la muestra
se llevé a hielo y se agregaron 15 mg de Polivinilpolipirrolidona (PVPP) y se agité en
un vortex Genie 2 a velocidad maxima durante 5 segundos, con ello se fijaron los
acidos humicos que son inhibidores de la ADN polimerasa, dicha muestra se centrifugo
a 12,000 rpm en una centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf) a lo largo de 3 minutos y se
recuperaron 0.4 mL del sobrenadante a otro microtubo de 2 mL esterilizado y frio. Se
afiadieron 0.5 mL de TENP al sedimento del microtubo y se agité durante 5 a 15
segundos para recuperar el ADN que se encuentra en el sedimento. Se centrifugé y
recuperd el sobrenadante un total de tres veces, al final se tuvieron 1.2 mL de
sobrenadante en el microtubo, el cual se centrifugd a 12,000 rpm durante 3 minutos

para eliminar particulas suspendidas.

Figura 2.7 Precipitacion del ADN
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Con la muestra en hielo, se repartié el sobrenadante en 2 microtubos de 2 mL y a cada
uno se les afladieron 0.7 mL de isopropanol, se agitdé suavemente durante 3 minutos
hasta que se observaron fibras o cambio de densidad del liquido, dicho fendbmeno es
la precipitacion del ADN, como se muestra en la Figura 2.7. Se dejaron reposar las
muestras por 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron a
14,500 rpm durante 15 minutos, se decant6 el sobrenadante y se conservo el boton
formado al fondo que contiene el ADN en ambos microtubos. Se utilizé 0.2 mL de agua
para PCR para resuspender el sedimento en un tubo y se llevo al otro tubo. Se
afiadieron 0.01 mL de RNAsa a 2.5 mg/mL y se agitoé durante 1 a 3 segundos. Se llevo
el microtubo a un bafio seco a 37 °C durante 30 minutos. Para finalizar, se coloco en

hielo.

2.7.4 Eliminacion de impurezas del ADN

En esta etapa se utilizd un Kit QlAamp®. Se afiadieron 0.2 mL de Buffer AL al
microtubo y se agité en un vortex por 1 a 3 segundos y se incubd en un bafio Maria a
70 °C por 10 minutos. Con la muestra en hielo, se afiadieron 0.2 mL de etanol de entre
96 y 100 % de purezay se agitd. Dicha mezcla se afiadié a la micro-columna QlAamp
incluida en el Kit, misma que se encontrd en un microtubo, se centrifugé a 14,000 rpm
por 3 minutos en una centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf), al finalizar se cambié de
microtubo. Se repitid el procedimiento con 0.5 mL de Buffer AW1 una segunda vez y
con 0.5 mL de Buffer AW2 una tercera vez. Se afiadieron 0.05 mL de Buffer AE, se
llevé a incubacion a temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugd a 8,000 rpm
por 3 minutos. Se recuperaron un aproximado de 0.04 mL de filtrado, en donde se
encuentra el ADN extraido, y se llevaron a congelacion a -20 °C, como se muestra en

la Figura 2.8.
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Figura 2.8 Muestra de ADN extraido
2.7.5 Visualizacion de laintegridad del ADN

Se tomaron 0.004 mL de la muestra de ADN extraido y se mezclaron con una cantidad
equivalente de solucion de deposicidon bluejuice, posteriormente, cada mezcla se
depositd en las celdas de un gel de agarosa al 0.7 %, el cual se coloco en la camara
electroforética para iniciar la electroforesis de las muestras junto con un marcador de
talla o peso molecular llamado Fago lambda/Hind Ill a 60 V, 400 A, durante 50 minutos,
como se observa en la Figura 2.9. Se utilizé6 un fotodocumentador Bio-RAD modelo
Gel Doc "™ EZ Imager para la visualizacién de la talla y distribucién del ADN extraido.
Las imagenes fueron obtenidas mediante la instalacion del software ImagelLab en un

equipo de cémputo.

Figura 2.9 Electroforesis de las muestras de ADN extraido
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2.7.6 Medicion de purezay concentracion del ADN

Se cuantifico la concentracién y pureza del ADN extraido por medio de la absorbancia.
Se tomaron 0.002 mL de la muestra de ADN extraido y se colocaron en un
espectrofotometro marca Thermo Scientific modelo Nanodrop 2000, a una longitud de
onda de 260 nm. En la Figura 2.10 se muestra el espectrofotometro utilizado. Los

resultados fueron visualizados en un equipo de computo.

Figura 2.10 Medicién de concentracion y pureza del ADN extraido
2.7.7 Secuenciacion metagendmica shotgun del ADN

La caracterizacion de la composicion de las poblaciones microbianas de la biopelicula
en el LF y el LFI se llevé a cabo mediante secuenciacion metagenémica shotgun de
baja profundidad. Las muestras de ADN extraidas y purificadas se enviaron al
Laboratorio de Diagnostico Molecular y Gendmica Microbiana del Centro de
Investigacion en la Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) para llevar a cabo el

procedimiento.

Posteriormente, se realiz6 un analisis bioinforméatico de las muestras para la
clasificacion en taxones. Se realizaron los procesos bioinformaticos basicos: limpieza
de secuencias con pair-end_cleaner v1.1.0, eliminacion de secuencias quiméricas con
chimera_detector v1.5.1 y la clasificacion de las secuencias en taxones con

mg_ classifier v1.8.5.
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Se reportd la composicion de las poblaciones microbianas en porcentaje de
abundancia relativa para las poblaciones procariotas dominantes. Con ello, se
interpreto la dindmica de las poblaciones microbianas presentes en el proceso de DA
para la generacién de biogés con sustratos complejos en un RAH.

2.7.8 Correlaciones del desempefio del RAH y la dindmica microbiana

Para correlacionar el desempefio del reactor durante las cuatro etapas de operacion y
la dindmica poblacional, se llevd a cabo una descripcion por métodos multivariados
utilizando el software STATGRAPHICS Centurion XVI (Statpoint Technologies Inc.), el
cual es un software de analisis estadistico, visualizacion de datos y analisis predictivo.
Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales (ACP), el cual explica el mayor
porcentaje de la variacion entre las variables consideradas, el ACP puede ser utilizado
para reducir el tamafio del problema y apoyar en la compresion de los factores que
afectan el proceso analizado, es por ese motivo que es una herramienta comiunmente
utilizada en el area de procesos biolégicos. Se seleccionaron los parametros
operativos y fisicoquimicos de mayor relevancia en el desempefio del RAH durante el
proceso de DA, asi como las poblaciones microbianas relevantes y con dinamica
durante las cuatro etapas de operacién del RAH. Solamente fueron considerados para
el andlisis total de la variacion los componentes principales que tuvieran un eigenvalor

minimo de 1.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Montaje del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH)

Se construyé y monto el RAH tomando como base lo reportado en las investigaciones
previas de Dominguez-Hernandez (2016), Gonzélez-Paz (2015), Juarez-Garcia (2022)
y Rosas-Mendoza (2018). La seccién 1 del RAH, la cual corresponde al LF, se
construy6 con un tubo de acrilico, las dimensiones del mismo se enuncian en la Tabla
3.1. Dicha seccidn contuvo 280 anillos de material polimérico recubiertos por esmalte
acrilico de 2.5 cm de longitud promedio y 0.5 cm de didmetro, los cuales funcionaron
como el medio de soporte fijo en el cual se formd la biopelicula de microorganismos.
Enla Figura 3.1 a) se observa la seccién 1: LF al momento del montaje del RAH, previo

a la colonizacién del soporte.

Tabla 3.1 Dimensiones de la secciéon 1: LF del RAH

Dimension Valor Unidad
Longitud 23 cm
Diametro 7.62 cm
Volumen total 1.05 L
Volumen del soporte 0.79 L
Volumen util 0.26 L

La seccion 2 del RAH, correspondiente al LFI, también se construy6 con tubo de
acrilico y sus dimensiones se enuncian en la Tabla 3.2. Se encontr6 como medio de
soporte fluidizado inverso arena silica Extendosphere™ de 0.17 mm de diametro, la
cual se encontraba pre colonizada al momento del montaje del RAH. En esta seccion
fue imprescindible disponer espacio para el flujo de biogas producido durante el
proceso de DA, por lo que se establecié una camara de biogas del 20 % del volumen
total, a su vez, el lecho representd el 30 % y el volumen util el 50 %, como se puede

observar en la Figura 3.2 b).
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Tabla 3.2 Dimensiones de la seccién 2: LFI del RAH

Dimension Valor Unidad
Longitud 80 cm
Diametro 7.62 cm
Longitud del lecho 24 cm
Volumen total 3.65 L
Volumen del soporte colonizado 1.10 L
Volumen util 1.82 L
Volumen de la camara de biogas 0.73 L

a) b)
Figura 3.1 Secciones del RAH: a) LF, b) LFI

3.2 Caracterizacion del sustrato

Se obtuvo la fraccion liquida de los RSO y RSC posterior a la recoleccién de los

residuos en el Mercado Emiliano Zapata de la ciudad de Orizaba, Veracruz y su
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acondicionamiento. Los RSO estuvieron compuestos por frutas y verduras en general,
la composicion de estos residuos depende de las especies vegetales de temporada
durante la recoleccidn, siendo la lechuga, col, tomate, pifia, papaya, hojas de coliflor,
pimientos, melon, sandia, pepino, manzana, cilantro, chayote, zanahoria, cebolla,
rabano, mango, acelgas, papa, brocoli, platano, perejil y aguacate las especies mas
abundantes en los RSO del Mercado Emiliano Zapata (Alvarado-Lassman et al., 2017).
Por otro lado, los RSC estuvieron compuestos por naranja, limén, toronja y mandarina
en el mismo orden de abundancia, coincidiendo con lo datos de la USDA (2022). En la
Figura 3.2 se muestran los sustratos para cada una de las etapas de operacion del
RAH, dichos sustratos se obtuvieron de las mezclas de las fracciones liquidas de

RSO:RSC a diferentes proporciones (% v/v).

Figura 3.2 Mezclas de las fracciones liquidas RSO:RSC: a) 100:0, b) 70:30, c) 50:50,
d) 30:70, e) 0:100

Cada uno de los sustratos, asi como las fracciones liquidas puras de RSO y RSC
fueron caracterizados y los valores obtenidos se enuncian en la Tabla 3.3, junto con

una comparacion con previas investigaciones.
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Tabla 3.3 Caracterizacion de los sustratos y comparacion con previas investigaciones (media

aritmética + desviacién estandar)

Presente investigacion Rosas- Juarez-
(2022) 9 Mendoza Garcia
(2018) (2022)
RSO RSC 70:30 50:50 30:70 RSO RSC RSO
H 461 3.86 4.32 4.17 4.03 6.78 3.88 5.00
P + 0.02 ' +0.01 +0.01 +0.01 +0.21 +0.10 +0.20
DQO+r 14.79 38.78 39.57
36.35 67.20 46.00 50.80 56.60
(gDQOIL) +203 +250 +0.98
DQOs 12.50 35.42 35.48
34.35 58.55 43.80 49.40 55.15
(gDQOIL) +179 +129  +0.49
SST 25.58 41.09 29.40 33.45 36.59 6.39 21.66 10.60
(g/L) +0.16 +2.42 +0.34 +0.71 + 0.65 + 0.88 +0.11 +0.73
SSV 21.97 38.41 26.15 30.22 33.50 4.10 19.23 9.48
(g/L) +0.15 +2.22 +0.43 +0.73 + 0.46 +0.84 + 0.36 + 0.69

A partir de los valores enunciados en la Tabla 3.3, se tiene que el valor de pH obtenido
para la fraccién liquida pura de los RSC fue menor que para la fraccion liquida pura de
RSO, esto debido a que en las especies citricas se tiene la presencia de acidos
organicos, tales como acido oxalico, citrico, ascorbico, succinico, acético y malico
(Viuda-Martos et al., 2010). Los resultados de pH de RSC fueron similares a lo
reportado por Anjum et al. (2017), Martin et al. (2010), Navarro et al. (2013) y Ruiz y
Flotats (2014). Mientras que, los resultados de pH de RSO coincidieron con lo
reportado por Alvarado-Lassman et al. (2017). Se observé que el pH disminuy6 a

medida que la concentracion de RSC (% v/v) en los sustratos fue mayor.

Por otro lado, los resultados de la determinacion de DQO indican que la fraccién liquida
pura de los RSC contienen una alta concentracién de materia organica (Ruiz y Flotats,
2014) y fue evidente una tendencia creciente de DQOTy DQOs mientras mayor era la
concentracion (% v/v) de RSC en los sustratos. Los resultados obtenidos en la
presente investigacion fueron similares a lo reportado por Anjum et al. (2017) en la
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caracterizacion de residuos de naranja, mientras que, los resultados obtenidos de la
fraccion liguida de RSO son similares a lo reportado por Alvarado-Lassman et al.
(2017). La DQOs represento el 94 y el 87 % de la DQOT en la fraccion liquida pura de
RSO y RSC respectivamente.

Algo similar ocurre con los valores obtenidos en la determinacion de sdlidos
suspendidos, pues se observd que mientras mayor concentracion (% v/v) de RSC en
los sustratos, aumentaron los valores de SST y SSV. Dichos valores fueron similares
a lo reportado por Navarro et al. (2013), Serrano et al. (2014) para los RSC; mientras
que, para los RSO los valores reportados por Alvarado-Lassman et al. (2017)
coincidieron. Se encontrd que los SSV representaron el 86 y el 93 % de los SST en la
fraccion liquida de RSO y RSC, respectivamente.

3.3 Caracterizacion del in6culo

Para la seccion 1, correspondiente al LF, se utilizaron como medio de soporte anillos
poliméricos sin colonizar al arranque de la operaciéon del RAH. Sin embargo, para la
seccion 2, correspondiente al LFI, se utiliz6 como medio de soporte Extendosphere™
pre colonizado. Se realiz6 la caracterizacion de la biopelicula adherida al
Extendosphere™ mediante la determinacién de MVA, para ello se tomaron muestras
de la zona superior, media e inferior del LFI. Con los valores de MVA se calculé el
porcentaje de colonizacién, a partir de lo reportado por Buffiére et al. (2000) como valor
maximo de colonizacion: 0.21 gBiomasa/gSoporte. En la Tabla 3.4 se muestran los
valores obtenidos en la caracterizacion, de acuerdo con ésto, se encontré que la zona
inferior del LFI es la que conté con mayor porcentaje de colonizacion, esto se puede
asociar con la densidad de las particulas y el nulo flujo de liquido: las particulas de
soporte con mayor cantidad de MVA se desplazan a la zona inferior por ser mas

densas.
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Tabla 3.4 Caracterizacion del soporte pre colonizado

Zona Soporte  Biomasa Biomasa:Soporte MVA Colonizacion
9) (9) (9/9) (g/L) (%)
Superior 1.0457 0.0628 0.0601 20.93 29
Media 1.1030 0.0703 0.0637 23.43 30
Inferior 0.9555 0.0827 0.0866 27.57 41

3.4 Monitoreo del desempefio del RAH en modo continuo

La operacion en modo continuo del RAH tuvo una duracion de 145 dias, divididos en
cuatro etapas, como se muestra en la Tabla 3.5. La operacion en modo continuo del
RAH se llevé a cabo bajo condiciones mesdbfilas, es decir, a 35 + 2 °C en un cuarto de
temperatura controlada y ajustando la Cva del afluente a un valor de 5 gDQO/Ld
durante las cuatro etapas. Se llevo a cabo un monitoreo del pH en el afluente, efluente
y al interior del RAH, el factor a de alcalinidad, la remocién de DQO, asi como la
remocién de SST y SSV, la produccion y el rendimiento de biogas y la relacion

sustrato/biomasa.

Tabla 3.5 Etapas de operacion del RAH

Etapa Nombre de la Proporcién del Dias de Duracién
P etapa sustrato (RSO:RSC) operacién (d)
1 Arranque y 100:0 1-73 73
estabilizacion
Perturbacion 1 70:30 74 - 113 40
Perturbacion 2 50:50 114 - 133 20
4 Perturbacion 3 30:70 134 - 145 12

3.4.1 pH en el RAH

El pH del afluente fue ajustado con bicarbonato de sodio a valores entre 6.8y 7.2,y

se mantuvo en un valor promedio de 7.02 + 0.05 durante las cuatro etapas de
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operacion del RAH. En la Figura 3.3 se muestra el monitoreo de los valores de pH

durante la operacion del RAH.
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Figura 3.3 Valores de pH del afluente, efluente y al interior del RAH

Al arranque de la operacion, el pH al interior del RAH fue de 6.00, el cual no era 6ptimo
para la produccién de metano ya que, de acuerdo con Zamri et al. (2021), el pH 6ptimo
para la etapa de metanogénesis se encuentra en el rango de 6.5 a 8.2. Sin embargo,
el pH al interior fue en aumento y a partir del dia 4 de operacién se encontrd dentro del
rango Optimo, manteniéndose entre 6.60 y 7.74 durante la Etapa 1 utilizando como
sustrato la fraccién liquida de los RSO. En condiciones similares de temperatura, Cva
y sustrato, Juarez-Garcia et al. (2022) reportaron un pH de 8.31, mientras que
Alvarado-Lassman et al. (2017) reportaron que los valores de pH se mantuvieron por
debajo de 8.

En la Etapa 2 se realizé la primera perturbacién del proceso de DA al introducir la

fraccion liquida de RSC, en esta etapa se utilizO como sustrato una mezcla % v/v de
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las fracciones liquidas de RSO y RSC al 70:30. Al inicio de esta etapa se presentd un
aumento considerable en el pH al interior del RAH, pues se observaron valores entre
7.17 y 7.99, a pesar del aumento, el pH se mantuvo en el rango 6ptimo para la
metanogénesis, a excepcion de un valor aislado de 8.56 en el dia 95 de operacion. Sin
embargo, a partir del dia 108 de operacion y hasta el final de esta etapa, se observo
nuevamente el descenso del pH al interior del RAH a valores entre 6.83 y 7.17, los
cuales son semejantes a los observados durante la Etapa 1. De acuerdo con Parra-
Orobio et al. (2015), el aumento de los valores de pH se le puede atribuir a la buena
capacidad buffer del indculo, es decir, una buena neutralizacion de la acidez que es

provocada por la transformacion de la materia organica en AGVs.

Durante las Etapas 3 y 4, en las cuales se realizaron la segunda y tercera perturbacion,
respectivamente, no se observaron alteraciones considerables del pH al interior del
RAH. El pH durante la Etapa 3 se encontrd estable con valores entre 6.80 y 7.17,
mientras que, en la Etapa 4 se tuvieron valores en el rango de 7.13 y 7.54. Esto se
puede atribuir a que en las Etapas 3 y 4 ya se contaba con una previa aclimatacion de

la poblacion microbiana del RAH al sustrato con fraccion liquida de RSC.

3.4.2 Factor a de alcalinidad en el RAH

El factor a de alcalinidad indica estabilidad durante el proceso de digestion anaerobia,
pues denota que no se tienen indicios de acidificacién debido a la posible acumulacion
de AGVs. De acuerdo a lo que reportaron Ripley et al. (1986), mientras el valor del
factor a tenga un valor inferior a 0.3, el proceso de digestion anaerobia se encuentra
estable.

En la Figura 3.4 se muestra el monitoreo del factor a de alcalinidad. Al arranque de la
operacion del RAH, este valor fue de 0.44. En el dia 4 de operacion se tuvo un valor
de a = 0.10 y al finalizar la Etapa 1 el valor fue de a = 0.22. Durante esta etapa los
valores del factor a de alcalinidad se mantuvieron inferiores a 0.3 al utilizar como

sustrato la fraccion liquida de RSO.
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Figura 3.4 Factor a de alcalinidad en el RAH

Al inicio de la Etapa 2, en el dia 74 de operacion, se tuvo un valor de a = 0.23, cercano
al valor en el final de la Etapa 1. Sin embargo, en el dia 75 de operacién el valor del
factor a disminuyé hasta un valor de 0.12, posteriormente, aumentd paulatinamente
hasta alcanzar un valor de a = 0.25 al final de la Etapa 2. El factor a de alcalinidad en
esta etapa también se mantuvo por debajo de 0.3, es decir, la primera perturbacion
con una mezcla (% v/v) de fracciones liquidas de RSO:RSC al 70:30 no propicio la

inestabilidad en el proceso de DA dentro del RAH.

En el dia 114 de operacion, correspondiente al inicio de la Etapa 3, se tuvo un valor de
a = 0.21 y se percibié que el valor del factor a de alcalinidad fue en decremento
paulatino. Sin embargo, en el dia 116 de operacion se obtuvo un valor de a = 0.32,
dicha inestabilidad fue minima y tuvo una duracion de 2 dias, para posteriormente
seguir con su tendencia a la baja. Aparentemente, la mezcla (% v/v) de fracciones

liquidas de RSO:RSC al 50:50 provocdé una ligera inestabilida dentro del RAH.
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Durante la Etapa 4, el factor a disminuydé hasta alcanzar un valor de 0.11 y
gradualmente se observd un aumento del mismo. De acuerdo con lo observado,

durante esta etapa no se provocé inestabilidad dentro del RAH.

3.4.3 Remocion de DQO en el RAH

La remocion de DQOTy DQOs durante el proceso de DA dentro del RAH se denoto en
porcentaje y se presenta en la Figura 3.8. Al arranque de la operacion, utilizando como
sustrato la fraccion liquida de RSO, la remocion de DQO+Ty DQOs fue inestable durante
los primeros 9 dias de operacion, sin embargo, se observo que el reactor fue capaz de
aclimatarse considerablemente rapido al sustrato pues a partir del dia 10 de operacién
la remocion de DQO fue en aumento hasta alcanzar remociones de DQOT y DQOs del
80 % en el dia 13 de operacion. Las remociones siguieron en incremento hasta
alcanzar remociones superiores a 95 % a partir del dia 15. EIl RAH alcanzé la
estabilizacion a partir del dia 20 de operacion, manteniéndose asi hasta el final de la
Etapa 1 en el dia 73 de operacion, donde se alcanz6 97.9 % de remocion de DQOTyY
99.8 % de remocioén de DQOs.

En el dia 74 de operacion se presentd una disminucion de la remocion de DQOTYy
DQOs con valores de 97.1 % y 95.1 %, respectivamente, lo cual fue provocado por la
primera perturbacion e inicio de la Etapa 2 utilizando como sustrato una mezcla (% v/v)
de fracciones liqguidas de RSO:RSC al 70:30. Gradualmente las remociones fueron
disminuyendo, hasta alcanzar un valor minimo de 91.3 % de remocién de DQOTYy 93.8
% de remocion de DQOs en el dia 77 de operacién. La estabilizacion en esta etapa
ocurrié en un periodo de 16 dias, en los cuales se alcanzaron remociones superiores
al 95 % tanto para DQOT y DQOs. Para el final de esta etapa, se alcanzaron
remociones del 97.1 % de DQOrt vy del 97.9 % de DQOs. Se observé que las
remociones durante la Etapa 2 no alcanzaron las obtenidas durante la Etapa 1, sin
embargo, la diminucion no es significativa, esto se puede atribuir a que la perturbacion
del proceso de DA fue con poca concentracién de fraccion liquida de RSC en el

sustrato.
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Figura 3.5 Porcentaje de remocion de DQO+ry DQOs en el RAH

Lo mismo ocurrié con el inicio de la Etapa 3, pues se observo la disminucion de las
remociones en el dia 114 de operaciéon con una remociéon del 95.8 % de DQOr y
98.5 % de DQOs. En el caso de Etapa 4, la remocion de DQO disminuy6 hasta un
valor de 91.5 % de DQOTy 92.2 % de DQOs en el dia 135 de operacion, sin embargo,
gradualmente aument6 hasta finalizar la operacién del RAH con remociones de
96.2 % y 96.1 % de DQOTy DQOs, respectivamente.

Con un valor de Cva semejante, pero utilizando solamente la fraccion liquida de RSO,
Juérez-Garcia et al. (2022), obtuvieron remociones mayores a 95 %, lo cual es
comparable con los resultados obtenidos en la presente investigacion, a pesar de la
presencia de inhidores debido a los RSC. Por otro lado, en las investigaciones en las
gue se aprovechan residuos citricos mediante DA, se busca eliminar el D-limoneno
mediante algun pre tratamiento, sin embargo, si existen algunos otros en los que se
lleva a cabo el aprovechamiento sin efectuar ningun pre tratamiento: Anjum et al.

(2017) obtuvieron una remocion de DQOT maxima de 49 % con una mezcla al 50 %
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de citricos, mientras que Rosas-Mendoza et al. (2018) alcanzaron una remocion de
hasta el 85 % con la fraccidon liqguida de RSC, en la presente investigacion se
alcanzaron remociones superiores al 96 % con la concentracion méaxima de RSC, lo

cual se puede atribuir a que se realizaron perturbaciones graduales.

Durante la operacion del RAH, una vez que llegé a la estabilizacion, las remociones
de DQO no fueron inferiores al 90 %, lo cual denota que la poblaciéon microbiana fue
capaz de adaptarse a las condiciones de inhibicion causadas por la presencia de D-

limoneno en el sustrato.

3.4.4 Remocién de SST y SSV en el RAH

Se monitore6 el porcentaje de remocién de soélidos suspendidos totales y volatiles
dentro del RAH, representado en la Figura 3.6. Durante la Etapa 1, se observaron
fluctuaciones en la remocion de sélidos, en promedio, la remocién de SST fue de 28.1
%y 55.3 % la remocién de SSV. En las etapas subsecuentes se aprecia una tendencia
creciente de la remocién de SST y SSV, esto puede ser atribuible a que la fraccion
liquida de los RSC contiene mas SST y SSV que la fraccién liquida de RSO (Tabla
3.3), de tal manera que la configuracion del RAH permite una remocién eficiente de

sélidos a pesar de que el sustrato empleado contenga mayor cantidad de estos.

En la Etapa 2 se tuvo una remocion promedio de 29.8 % de SST y 69.3 % de SSV.
Mientras que, en la Etapa 3 se removieron en promedio 39 % de SST y 67.4 % de
SSV, y finalmente, en la Etapa 4 hubo una remocion de 30.9 % de SST y 63.4 % de
SSV. También, se aprecia que la remocion de SSV es mayor durante toda la operacion

del RAH, siendo éstas las particulas que organicas.
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Figura 3.6 Porcentaje de remocion de SST y SSV en el RAH
3.4.5 Produccién y rendimiento de biogés en el RAH

Durante la operacién en modo continuo del RAH, se cuantifico la produccion de biogas
y su rendimiento con respecto a los gramos de DQO removidos, los valores obtenidos
se muestran en la Figura 3.7. Al arranque de la operacién del RAH, se tuvo una
produccion de 3,000 mL/d de biogas con un rendimiento de biogas de 410 mL
biogas/gDQOrem, esto es debido a que el carbono del sustrato se utilizd para la
formacién de biopelicula microbiana en el soporte, que al inicio del proceso estaba pre
colonizado en la seccién del LFI. Para el final de la Etapa 1, utilizando como sustrato
la fraccion liquida de RSO, se alcanz6 una produccion de 5,000 mL/d de biogas con
un rendimiento de 555 mL biogas/gDQOrem.
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Figura 3.7 Produccién y rendimiento de biogas del RAH

Al realizarse el cambio de sustrato a la mezcla (% v/v) de fracciones liquidas de
RSO:RSC al 70:30, se observé una disminucién gradual de la produccién de biogas
hasta 3,750 mL/d en el dia 78 de operacién, posteriormente, se presentaron
fluctuaciones en la produccion de biogas, las cuales pueden ser atribuibles a la
adaptacioén de la poblacién microbiana del inéculo anaerobio a las nuevas condiciones
del sustrato con la inhibicion del D-limoneno presente en la fraccién liquida de los RSC.
Sin embargo, después de 24 dias, la poblacién microbiana se estabilizé y se alcanz6
una produccion de 4,500 mL/d de biogas con un rendimiento de 508 mL

biogas/gDQOrem al final de la Etapa 2.

En cuanto a la Etapa 3, se observé un decrecimiento progresivo de la produccion de
biogas, hasta alcanzar la estabilizacion en 4,000 mL/d de biogas con un rendimiento
de 458 mL biogas/gDQOrem. Mientras que, en la Etapa 4, la produccion disminuy6
hasta 3,000 mL/d de biogas con un rendimiento de 342 mL biogas/gDQOrem. De tal

manera que, es evidente una disminucion de la produccion de biogas en cada una de
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las etapas de operacion, conforme se aumenta la concentracion de fraccion liquida de

RSC en el sustrato.

3.5 Monitoreo del desarrollo de la biopelicula del RAH

Se realizé el monitoreo del desarrollo de la biopelicula adherida al soporte en las
secciones del LF y del LFI al arranque de la operacion, y al final de las cuatro etapas

de operacion. A continuacion, se enuncian los resultados obtenidos.

3.5.1 Cuantificacién de la MVA en el RAH

Se llevé a cabo la cuantificacion de MVA y con ello se calculé el porcentaje de
colonizacion en las zonas superior (S), media (M) e inferior (I) en la seccion del LFl y
los resultados se presentan en la Tabla 3.6.

Al arranque de la operacion del RAH, la zona que presentdé mayor porcentaje de
colonizacion fue la zona inferior con un 41 %, lo cual se puede atribuir a la
sedimentacion de las particulas mas densas. Durante la Etapa 1 de operaciéon del
RAH, el carbono proveniente del sustrato fue aprovechado para propiciar el
crecimiento de la biopelicula en el soporte, observandose un aumento de 30 %, 20 %
y 3% en las zonas superior, media e inferior, respectivamente. De esta manera, al
finalizar la Etapa 1, fue la zona superior la que presenté un mayor porcentaje de
colonizacion con 59 %, lo anterior puede ser consecuencia de la recirculacion y el flujo
de sustrato desde la parte superior del RAH, siendo esta zona la que se encontré en

mayor contacto con el sustrato.

Al finalizar la Etapa 2 de operacion, en la cual se efectud la primera perturbacién del
proceso con la fraccion liquida de RSC, se observo que la colonizacion disminuyo en
las zonas superior y media. Lo anterior se puede atribuir al contacto de D-limoneno
con la biopelicula de estas zonas, ya que el efecto que tiene el D-limoneno como
inhibidor radica en generar dafio en la membrana celular de los microorganismos,

producir fuga del contenido celular y asi provocar la muerte de la célula (Ruiz y Flotats,
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2014). Valor similares de colonizacion se observaron en las zonas superior y media al
finalizar la Etapa 3 de operacion, a diferencia de la Etapa 2, también la zona inferior se
vio afectada al finalizar la Etapa 3 y esto puede ser ocnsecuencia del aumento en la
concentracion de la fraccion liquida de RSC. Por ultimo, al final de la Etapa 4 se
presento un incremento en la colonizacion de la zona superior, lo cual se puede deber

a la adaptacion de las poblaciones microbianas a la presencia de D-limoneno.

A pesar de los cambios en los valores de colonizacion en el soporte del RAH, se
obtuvieron buenas remociones de DQOT y DQOs, pues Skiadas et al. (2003) enuncian
gue una de las ventajas de los lechos fluidizados es su alta capacidad de bioconversién
y mejor calidad del afluente debido a la alta concentracién de biomasa y al area de

transferencia de masa.

Tabla 3.6 Monitoreo de la biopelicula del soporte en el LFI del RAH

Soporte Biomasa Biomasa:Soporte MVA  Colonizacion

Etapa Zona

P @) ©) (9/g) (/L) (%)

1.0457  0.0628 0.0601 20.93 29

Arranque M 1.1030  0.0703 0.0637 23.43 30

| 0.9555  0.0827 0.0866 27.57 41

S 0.3227  0.0397 0.1230 39.70 59

Final M 0.3213  0.0341 0.1060 34.05 50
Etapal

| 0.2916  0.0267 0.0914 26.65 44

S 0.3334  0.0287 0.0861 28.70 41

Final M 0.3439  0.0308 0.0896 30.80 43
Etapa 2

| 0.3300  0.0377 0.1142 37.70 54

S 0.3449  0.0316 0.0916 31.60 44

Final M 0.3386  0.0298 0.0882 29.85 42
Etapa 3

| 0.3369  0.0313 0.0928 31.25 44

S 0.3216  0.0344 0.1070 34.40 51

Final M 0.2846  0.0254 0.0892 25.40 42
Etapa 4

| 0.3573  0.0285 0.0796 28.45 38

71



Capitulo 3 Resultados y discusién

Adicional a ello, se tomaron micrografias de las muestras en las zonas superior, media
e inferior con el propdésito de visualizar el desarrollo de la biopelicula adherida al LFI,
las cuales se muestran en la Figura 3.8. En estas micrografias se observo que al final
de la Etapa 1 fue cuando se presenté un mayor porcentaje de colonizacion del soporte,

lo cual coincide con los valores obtenidos.

Zona superior Zona media Zona inferior

Arranque

Final Etapa 1

Final Etapa 2

Final Etapa 3

Final Etapa 4

Figura 3.8 Micrografias de la biopelicula adherida al LFI
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3.5.2 Relacioén sustrato/biomasa en el RAH

En la Tabla 3.7 se presentan los resultados obtenidos del calculo de la relacion
sustrato/biomasa. Se observo que en todas las etapas de operacién la relacion es
menor que 0.35, lo cual indica que la biomasa es superior al sustrato, esto es, el reactor

se encontraba en condiciones de aumentar la Cva que fue alimentada (5 gDQO/L-d).

Tabla 3.7 Relacion sustrato/biomasa durante la operacion del RAH

Biomasa

Soporte Xo DQOe Q So
Etapa /Soporte So/Xo

P (gp,L) L) ©) (g/L) L) ©)
Arranque  23.98 1.10 26.38 3.03 3.00 9.10 0.35
th"i‘d'p‘;el'a 33.47 1.06 35.47 3.03 3.00 9.10 0.26
Fggp‘;ez'a 32.40 1.02 33.05 3.03 3.00 9.10 0.28
th"i‘d'p‘;e,o,'a 30.90 0.98 30.28 3.03 3.00 9.10 0.30
tha;p‘;e 4""‘ 29.42 0.94 27.65 3.03 3.00 9.10 0.33

3.6 Extraccién y cuantificacién del ADN

Se extrajo el ADN de ocho muestras de biomasa del final de las Etapas de operacion:
cuatro muestras del LF y cuatro muestras de la zona media del LFI. Posterior a la
eliminacién de impurezas del ADN, se procedio a visualizar su integridad, cuantificarlo

y conocer la pureza de este, lo cual se presenta a continuacion.

3.6.1 Visualizacion de laintegridad del ADN

En la Figura 3.9 se presentan los resultados de la visualizacion del gel agarosa al 0.7
% posterior a la electroforesis del ADN extraido de las muestras provenientes del RAH,

se observé una sola banda en cada uno de los carriles correspondientes a las
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muestras, esto indica que el proceso de purificacion del ADN fue correcto y no se
degradé durante la extraccion. Comparando con el marcador de talla Fago
lambda/Hind IlIl, se encontré que la talla de las ocho muestras fue cercana a los 20,000

bp, lo cual se considera adecuado para la secuenciacion del ADN.

D5 D6 D7 D8 D13 D14 D15 D16 Fago lambda/Hind IlI

23,130 bp
LA _E Kk -  — = 9,416 bp

6,557 bp

Wy 4361bp

Figura 3.9 Visualizacion del ADN extraido de las muestras provenientes del RAH, por medio

de electroforesis en gel agarosa al 0.7 %
3.6.2 Cuantificacion y pureza del ADN

Los resultados obtenidos de la medicién de concentracion y pureza del ADN extraido
de las muestras provenientes del RAH se presentan en la Tabla 3.8. Para que las
muestras de ADN extraido se consideren adecuadas para la secuenciacién, es
necesario que la concentracion de estas sea mayor a 6 ng/uL, la concentracion de las
ocho muestras se encontrd en el rango de 24.3 y 103.7 ng/uL. Ademas, la pureza
(A260/280) ideal de las muestras debe ser 1.8, es deseable que la pureza de la
muestra se encuentre en un valor en el rango de 1.65y 2.0, se observo que la pureza
de las ocho muestras de ADN extraido se encontré dentro de este rango. Por lo
anteriormente mencionado, se establecié que la totalidad de las muestras de ADN
extraido se encontraron con concentracion y pureza adecuada para realizar el analisis

de las poblaciones microbianas mediante secuenciacion metagendmica shotgun.
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Tabla 3.8 Concentracion y pureza del ADN extraido de las muestras provenientes del RAH

Concentracion Pureza
Clave Muestra
(ng/uL) (A260/280)

Biopelicula adherida al soporte fijo.

D5 103.7 1.80
Etapa 1. Sustrato de RSO
Biopelicula adherida al soporte fijo.

D6 Etapa 2. Mezcla de las fracciones 86.7 1.85
liguidas RSO:RSC al 70:30
Biopelicula adherida al soporte fijo.

D7 Etapa 3. Mezcla de las fracciones 50.5 1.83
liquidas RSO:RSC al 50:50
Biopelicula adherida al soporte fijo.

D8 Etapa 4. Mezcla de las fracciones 43.5 1.76
liquidas RSO:RSC al 30:70

D13 Biopelicula adherida al soporte fluidizado. 312 174
Etapa 1. Sustrato de RSO
Biopelicula adherida al soporte fluidizado.

D14 Etapa 2. Mezcla de las fracciones 24.3 1.76
liquidas RSO:RSC al 70:30
Biopelicula adherida al soporte fluidizado.

D15 Etapa 3. Mezcla de las fracciones 38.9 1.80
liquidas RSO:RSC al 50:50
Biopelicula adherida al soporte fluidizado.

D16 Etapa 4. Mezcla de las fracciones 68.7 1.83

liquidas RSO:RSC al 30:70
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3.7 Andlisis de la composicion del in6culo anaerobio del RAH

El andlisis de la composicion del in6éculo anaerobio del RAH se realizO mediante
secuenciacion metagendmica shotgun, obteniendo resultados taxondémicos hasta
género y especie. Se encontraron 7,856 unidades taxondémicas operativas (OTUs) del
dominio Bacteria y 198 OTUs pertenecientes al dominio Arquea en las ocho muestras
de ADNg extraido de las muestras de biomasa provenientes del RAH. Se realiz6 un
tratamiento de los datos para obtener la abundancia relativa de las especies Bacteria
y Arquea, y se consideraron para la descripcion de la dinamica poblacional aquellas
gue tuvieron una abundancia relativa mayor que 1 % durante alguna de las cuatro

etapas de operacion del RAH.
3.7.1 Composicion y dindmica poblacional del dominio Bacteria
e Biopelicula adherida al LF

La composicion de la biopelicula adherida al LF del RAH y la dindmica poblacional del
dominio Bacteria al final de las cuatro etapas de operacion se muestra en la Figura
3.10. Se encontraron 15 especies con una abundancia relativa mayor que 1 % y las
especies que tuvieron una abundancia relativa menor fueron agrupadas en el Minor

phyla, el cual tuvo valores superiores al 60 % en las cuatro etapas de operacion.

Al finalizar la Etapa 1, utilizando como sustrato la fraccion liquida de RSO, se encontré
gue Methylomonas rapida fue la especie dominante con 9.82 % de abundancia relativa,
esta especie es metanoétrofa obligada (Tikhonova et al., 2023), seguido de ella, se
encontraron especies reductoras de sulfato: Desulfobulbus propionicus (7.17 %),
Sulfurospirillum cavolei (4.08 %), Solidesulfovibrio carbinoliphilus (3.88 %),
Desulfovibrio desulfuricans (2.52 %), y también Mesotoga infera (2.52 %) que son
bacterias fermentadoras (Hania et al., 2013). En la Etapa 2, las especies dominantes
fueron Dyella thiooxydans (5.77 %), Mesotoga infera (5.23 %) y Desulfobulbus

propionicus (4.92 %). Durante la Etapa 3 dominaron las espcies Desulfobulbus

76



Capitulo 3 Resultados y discusién

propionicus (8.58 %) y Mesotoga infera (6.60 %). Por ultimo, en la Etapa 4 fueron

dominantes Mesotoga infera (6.36 %) y Desulfobulbus propionicus (4.22 %).

100% r ®m Minor Phyla
20% | ® Thauera humireducens
Thauera sp. PIV-1
80% Atribacter laminatus
70% F m Syntrophus aciditrophicus
m Corynebacterium provencense
6% m Solidesulfovibrio carbinolicus
50% ¢t m Solidesulfovibrio magneticus
u Ferribacterium limneticum
0% 1 — m Dyella thiooxydans
30% R Mesotoga infera
I
- =

Abundancia relativa (%)

m Desulfovibrio desulfuricans
20%
Solidesulfovibrio carbinoliphilus

10% m Sulfurospirillum cavolei

Desulfobulbus propionicus
0%

m
—
Q
©
)
N

Etapa 3 Etapa 4 Methylomonas rapida

Figura 3.10 Composicién de la biopelicula en el LF, dominio Bacteria

Las especies fueron clasificadas segun su metabolismo para facilitar el andlisis de las
mismas, y fueron identificados los grupos tréficos que se muestran en la Figura 3.11.
Se observéd que después de propiciar la primera perturbacion al introducir la fracciéon
liquida de RSC en el sustrato, disminuyé la abundancia relativa de las metanotrofas
obligadas conforme aumenté la concentracién de RSC en el sustrato, esto sugiere que
la disminucién de la produccidon de biogas en cada una de las etapas afectd a estas
bacterias pues disminuy6 también su fuente de carbono y energia. La abundancia de
las fermentadoras aument6 cuando se introdujo la fraccion liquida de RSC, provocado
por el aumento de azucares en el sustrato provenientes de los RSC y también su buena
adaptacion a la inhibicion por D-limoneno. Asi mismo, se observo que la abundancia

de las bacterias acetdgenas sintréficas obligadas aumentd, este grupo estuvo
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conformado por la especie Syntrophus aciditrophicus, la cual es capaz de producir

acetato de una manera sintrofica a partir de butirato (Jackson et al., 1999).

100%
90% | ® Minor phyla
80%

m Acetdégenas sintréficas obligadas
70%
60%

Acetotrofas
50%

0, -

40% = Fermentadoras
son |

Abundancia relativa (%)

20% r Metanétrofas obligadas

10%

0% Reductoras de sulfato

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 3.11 Clasificacion segun el metabolismo en la biopelicula del LF, dominio Bacteria
e Biopelicula adherida al LFI

Por otro lado, en la biopelicula adherida al LFI del RAH se encontraron 10 especies
con abundancia relativa mayor que 1 %, mientras que, el Minor phyla represent6
alrededor del 80 % en las cuatro etapas, lo cual se presenta en la Figura 3.12. En la
Etapa 1, fue dominante la especie Desulfobulbus propionicus (8.76 %), seguido de
Mesotoga infera (3.10 %) y Syntrophus aciditrophicus (2.37 %). Durante la Etapa 2, las
especies dominantes fueron Desulfobulbus propionicus (7.24 %) y Mesotoga infera
(4.67 %). En la Etapa 3 se encontr6 que Mesotoga infera (6.74 %) fue la especie
dominante, seguida de Desulfobulbus propionicus (5.40 %) y Atribacter laminatus (3.57

%), que también fermenta la glucosa y la convierte en acetato, hidrégeno y diéxido de
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carbono (Katayama et al., 2020). Finalmente, en la Etapa 4 dominaron las especies
Mesotoga infera (6.74 %) y Atribacter laminatus (4.43 %).

100%
= Minor Phyla
90% |
m Sulfuricurvum kujiense
80% I
® Enterobacter bugandensis
70%
m Atlantibacter hermannii
60% I
m Rhodoferax sp. BAB1
50% | o o
Thiobacillus denitrificans
40% | . ;
m Atribacter laminatus
30% .
Methylomonas rapida
20%
.
—

Abundancia relativa (%)

m Syntrophus aciditrophicus

10% .
° Mesotoga infera

0%

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Desulfobulbus propionicus

Figura 3.12 Composicién de la biopelicula en el LFI, dominio Bacteria

Los principales grupos tréficos encontrados en la biopelicula del LFI se presentan en
la Figura 3.13. Se encontrd que las bacterias reductoras de sulfato fueron el grupo
trofico dominantes durante la Etapa 1, sin embargo, al propiciar las perturbaciones con
RSC, este grupo decrecio hasta alcanzar una abundancia relativa por debajo de 1 %,
lo cual puede indicar que este tipo de bacterias no fueron capaces de adaptarse a las
condicones de inhibicion ocasionado por el D-limoneno. Del mismo modo sucedio con
las metandtrofas obligadas, similar que lo sucedido en la biopelicula del LF. En cambio,
se observé que el grupo de bacterias fermentadoras, constituido por Mesotoga infera,
Atribacter laminatus, Atlantibacter hermannii y Enterobacter bugandensis, fueron
capaces de adaptarse a las condiciones de inhibicién y su aumento fue propiciado por

el incremento de azucares en el sustrato debido a la fraccion liquida de RSC.
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Figura 3.13 Clasificacién segun el metabolismo en la biopelicula del LFI, dominio Bacteria

Cabe resaltar que, las especies encontradas en la biopelicula del LF y del LFI con
abundancia relativa mayor que 1 % fueron Gram-negativas, y de acuerdo con Ruiz y
Flotats (2014), las bacterias Gram-negativas pueden tolerar concentraciones mas altas
de compuestos lipofilicos (tales como el D-limoneno) que las bacterias Gram-positivas,
debido a que la pared celular externa de las bacterias Gram-negativas es hidrofilica y

repele los compuestos lipofilicos.
3.7.2 Composicion y dindmica poblacional del dominio Arquea
e Biopelicula adherida al LF

En cuanto a las especies del dominio Arquea, la biopelicula adherida al LF del RAH
estuvo compuesto por cuatro especies con abundancia relativa mayor que 1 %, las
cuales se muestran en la Figura 3.14. El grupo Minor phyla represent6 alrededor de 3

% en las cuatro etapas de operacion. La especie acetotrofa Methanothrix soehngenii
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(Touzel et al., 1988) fue dominante durante las cuatro etapas de operacion con
abundancias relativas de 75.63 %, 92.23 %, 90.26 % y 92.55 %, respectivamente.
Seguida de la especie Methanobacterium formicicum, la cual es reductora de COz2
(Bryant y Boone, 1987), con abundancias relativas de 14.53 %, 2.34 % 3.05 % y 2.44

% en cada una de las etapas, respectivamente.

100%

|
oo |

80% r

= Minor Phyla

70% Methanospirillum hungatei

60% r

50% | , ,
® Methanosarcina mazei

40% |

Abundancia relativa (%)

30%
Methanobacterium formicicum
20%

10%

Methanothrix soehngenii

0%
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 3.14 Composicién de la biopelicula en el LF, dominio Arquea

Fueron identificados dos grupos tréficos de arqueas en la composicion de la biopelicula
del LFI: acetotrofas y reductoras de COz, lo cual se presenta en la Figura 3.15. Se
observo que, la abundancia relativa de las arqueas acetotrofas fue mayor a 80 % en
las cuatro etapas de operacion y también se observd que esta incrementé cuando se
propiciaron las perturbaciones con RSC, esto se puede atribuir a que las especies
tuvieron la capacidad de prosperar bajo estas condiciones de inhibicion. Por lo
contrario, la abundancia relativa de las arqueas reductoras de CO2 decrecio cuando

se propiciaron las perturbaciones, siendo incapaces de prosperar en estas condiciones
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y teniendo una abundancia relativa de aproximadamente 3 % durante las etapas en

las que se tuvo presencia de RSC en el sustrato.

® Minor phyla
® Reductoras de CO2
m Acetétrofas

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
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Figura 3.15 Clasificacion segun el metabolismo en la biopelicula del LF, dominio Arquea

e Biopelicula adherida al LFI

En el caso de la biopelicula adherida al LFI, se identificaron cuatro especies con
abundancia relativa mayor que 1 %, las cuales se observan en la Figura 3.16 y el grupo
Minor phyla representé alrededor de 3 % de abundancia relativa en las cuatro etapas
de operacion. La especie dominante durante las cuatro etapas de operacion fue la
acetotrofa Methanothrix soehngenii (Touzel et al., 1988) con abundancias relativas de
86.02 %, 91.74 %, 91.02 % y 90.09 %, respectivamente. Seguida de Methanosarcina
mazei, también una especie acetétrofa (Maestrojuan y Boone, 1991), con 8.72 %, 2.64

%, 2.03 % y 2.36 % de abundancia relativa, respectivamente.
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Figura 3.16 Composicién de la biopelicula en el LFI, dominio Arquea

Una vez clasificadas las especies del dominio Arquea presentes en la biopelicula del
LFI, mostradas en la Figura 3.17, se observé que las arqueas acetétrofas fueron las
dominantes en las cuatro etapas de operacion, teniendo una abundancia relativa
alrededor del 90 % en cada etapa. En cuanto a las acetétrofas, no se observé una
dinamica poblacional, pues los valores de abundancia relativa fueron muy similares a
pesar de las perturbaciones con RSC. Del mismo modo ocurre con las especies
reductoras de COz2, pues la abundancia relativa se mantuvo alrededor de 3% en cada
etapa y no se observo dindmica poblacional significativa. Fue evidente que, tanto en
la biopelicula del LF como del LFI, fueron dominantes las arqueas con un metabolismo

acetotrofo.
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Figura 3.17 Clasificacion segun el metabolismo en la biopelicula del LFI, dominio Arquea
3.7.3 Correlaciones del desempefio del RAH y dindmica microbiana

Para analizar y comprender el comportamiento de las poblaciones microbianas
dominantes durante el proceso de DA, se llevd a cabo un Andlisis de Componentes
Principales (ACP) para el LF y el LFl. Mediante este analisis se relacionaron los
parametros operativos y fisicoquimicos del RAH, asi como los valores de abundancia
relativa de las poblaciones microbianas que fueran mayor que 1 %. Inicialmente, se
realizaron los ACP considerando las especies de bacterias y arqueas, junto con los
parametros operativos y fisicoquimicos del RAH, sin embargo, el analisis ofrecio
mejores resultados cuando se realiz6 por grupo trofico, por lo que, a continuacion, se

presentan los resultados de acuerdo con esta clasificacion.

En primer lugar, en la Tabla 3.9 se muestran los valores de los parametros operativos
y fisicoquimicos del RAH mas relevantes, asi como las abundancias relativas segun el
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grupo tréfico de las poblaciones microbianas encontradas en la biopelicula del LF (> 1

%). Estos valores se ingresaron a Statgraphics Centurion para llevar a cabo el ACP.

Tabla 3.9 Valores para el ACP del LF

C':A{?:\I/De Parametro Etallpa Etgpa Etgpa Etjpa
RSC Concentracion de citricos (%) 0 30 50 70
Cva Carga volumétrica aplicada (gDQO/L d)  4.76 4.66 5.08 478
pHin pH interno 6.84 7.33 7.19 7.36
DQOT DQO+r removida (%) 98.59 94.51 94.15 93.94
alpha Factor a 0.22 0.22 0.23 0.18
biogas Produccién de biogas (mL/d) 5000 4500 4000 3000

Rbiogds Rendimiento de biogas (mL/gDQOem) 556.09 522.08 465.83 350.23

RedSul Reductoras de sulfato (%) 20.15 6.60 11.87 6.90
Metano Metandtrofas obligadas (%) 9.82 2.55 1.46 1.44
Fermen  Fermentadoras (%) 5.39 13.31 9.92 10.44
Ace Acetotrofas (%) 1.33 0.63 0.48 1.26
ASO Acetdgenas sintroficas obligadas (%) 0.71 1.60 1.70 1.27
AceCH4  Argueas Acetotrofas (%) 80.88 94.46 93.29 94.22
CO2CH4 Arqueas reductoras de CO; (%) 16.73 2.53 3.32 2.74

Nota: Los valores de los pardmetros operativos y fisicoquimicos del RAH son el promedio de los dias
de operacion durante cada etapa.

En la Figura 3.18 a) se presenta la informacion generada por el software con la
varianza de los componentes, en ella se observa que se obtuvieron tres componentes
con eigenvalores mayores que 1, estos explican el 100 % de la variabilidad de los
datos ingresados al ACP, dicha informacion es apoyada por la Figura 3.19 b) que es

la gréfica de sedimentacion generada.
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Componente Porcentaje de |Porcentaje
Ndmero Eigenvalor Varianza Acumulado
1 9.54975 68.213 68.213

2 2.92145 20.867 89.080

3 1.5288 10.920 100.000

4 9.21625E-16 |0.000 100.000

5 6.24219E-16  |0.000 100.000

6 4.00244E-16 |0.000 100.000

7 6.26919E-17 |0.000 100.000

8 0.0 0.000 100.000

9 0.0 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

a)

10

Eigenvalor
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3 6 9 12 15

Componente

b)

Figura 3.18 Informacion generada por el software, LF: a) Variabilidad de los componentes,

b) Grafica de sedimentacion

Los resultados del ACP indican que el Componente 1 explica 68.213 % de la

variabilidad y el Componente 2 explica 20.867 % de la variabilidad del sistema de datos

ingresados. En la Tabla 3.10 se muestran los pesos de los componentes, tomados de

la informacion generado por el software, con estos datos se establecié un criterio de

clasificacion y se obtuvieron tres grupos que explican el proceso de DA en el LF del

reactor. Mientras que, en la Figura 3.19 se muestra la grafica de pesos de los

componentes, segun los grupos encontrados.
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Tabla 3.10 Pesos de los componentes y agrupacién, LF

Componente 1 (68.213 %)

Clave ACP Componente 1 Componente 2
RSC 0.2919 -0.1962
Cva 0.0554 0.1411
pHin 0.3140 -0.0139
DQOT -0.3220 -0.0442
alpha -0.1265 0.5336
biogas -0.2537 0.3355
Rbiogas -0.2334 0.3773
RedSul -0.3039 0.0154
Metano -0.3203 -0.0538
Fermen 0.2755 0.1794
Ace -0.1609 -0.5010
ASO 0.2707 0.3168
AceCH4 0.3198 0.0775
CO2CH4 -0.3198 -0.0848
Criterio 0.1700 0.2668
06 T T T T T T T ]
alpha
0.4 —/ Rbiogas ]
hiogas ™ . ASO
0.2 — \ / _
. Cva ___— Fermen
RedSul //ACQCH4
0 |- -bogoT—= , -
Metane— pHin
CO2CH4
-0.2 — T~ RSC —
0.4 — —
Ace
0.6 —, . . . 1 1 1 L]
-0.33 -0.13 0.07 0.27 0.47

Figura 3.19 Grafica de pesos de los componentes y agrupacion, LF
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El Grupo 1 correlaciona la proporcion (% v) de fraccion liquida de RSC en el sustrato
(RSC), el pH interno del reactor (pHin), las arqueas acetoétrofas (AceCH4) conformadas
por Methanothrix soehngenii y Methanosarcina mazei (Maestrojuan y Boone, 1991,
Touzel et al., 1988), las bacterias fermentadoras (Fermen) conformadas por Mesotoga
infera, Dyella thiooxydans, Corynebacterium provencense y Atribactar laminatus, y las
bacterias acetdgenas sintroficas obligadas (ASO) representadas por la especie
Syntrophus aciditrophicus. Este grupo denota las dos vias metabdlicas por el acetato:
la via facultativa, llevada a cabo por las bacterias fermentadoras y posteriormente por
las arqueas acetotrofas, y la via obligada que se llevé a cabo por una relacion sintréfica
entre las bacterias acetdgenas sintroficas obligadas y las arqueas acetoétrofas. En este
caso, la via obligada se estableci6 entre la especie bacteriana Syntrophus
aciditrophicus, la cual es capaz de producir acetato de una manera sintrofica a partir
de butirato (Jackson et al., 1999) y la especie arqueana Methanothrix soehngenii.
Estas vias fueron propiciadas por el incremento de RSC, lo que se puede atribuir al
aumento de azUcares en el sustrato, sin embargo, también cabe resaltar que estas
especies fueron capaces de adaptarse a las condiciones de inhibicién por D-limoneno,
ya que su abundancia relativa aumentd. En otras palabras, el Grupo 1 sugiere que la
produccion de metano en el proceso de DA fue llevada a cabo en su mayoria por la
via acetétrofa y esto fue beneficiado por el aumento de la concentracién de RSC en el

sustrato.

En el Grupo 2, por el contrario, se denota la produccién de metano en el proceso de
DA por la via reductora de COz2, pues se relaciona a las arqueas reductoras de CO:2
(CO2CH4) conformadas por las especies Methanobacterium formicicum vy
Methanospirillum hungatei (Bryant y Boone, 1987; Lino et al., 2010), con la disminucion
del porcentaje de remocion de DQOT (DQOT) y la produccion y rendimiento de biogas
(biogas y Rbiogas), por consecuencia influyé también en la abundancia relativa de las
bacterias metanotrofas (Metano) ya que se vio reducida su fuente carbono (Tikhonova
et al., 2023). Este grupo sugiere que la disminucién de la produccién de biogas y

remocion de DQOr fue debido al decremento de especies reductoras de COg,
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probablemente porque no fueron capaces de adaptarse a las condiciones de inhibicion

por D-limoneno. Adicional a ello, se correlacionan también bacterias reductoras de

sulfato (RedSul), lo cual se puede deber a la competencia por sustratos entre estas

bacterias y las arqueas reductoras de COs..

El Grupo 3 correlaciona el factor a (alpha) con las bacterias acetdgenas sintréficas

obligadas y la produccion y rendimiento de biogés. Esto sugiere que la estabilidad del

reactor, denotada por el factor a, influencié en el comportamiento de las acetdgenas

sintroficas obligadas, que a su vez impactaron en la produccion y rendimiento de

biogas, ya que estas bacterias estan involucradas en la via acetotrofa de produccion

de metano.
Tabla 3.11 Valores para el ACP del LFI

CAI{é\Ee Parametro Etellpa Etazpa Etgpa Etjpa
RSC Concentracion de citricos (%) 0 30 50 70
Cva Carga volumétrica aplicada (gDQO/L d)  4.76 4.66 5.08 4,78
pHin pH interno 6.84 7.33 7.19 7.36
DQOT  DQOr removida (%) 9859 9451 9415  93.94
alpha Factor a 0.22 0.22 0.23 0.18
biogas Produccion de biogas (mL/d) 5000 4500 4000 3000
Rbiogds Rendimiento de biogas (mL/gDQOem) 556.09 522.08 465.83 350.23
RedSul Reductoras de sulfato (%) 8.78 8.27 5.54 0.53
Fermen  Fermentadoras (%) 4.78 6.87 10.39 15.87
ASO Acetdgenas sintréficas obligadas (%) 2.37 1.62 1.78 1.54
Metano Metanotrofas obligadas (%) 151 1.87 0.19 0.03
AceCH4  Arqueas Acetotrofas (%) 94.74 94.37 93.04 92.44
CO2CH4 Arqueas reductoras de CO; (%) 2.55 2.80 3.62 3.98

Nota: Los valores de los pardmetros operativos y fisicoquimicos del RAH son el promedio de los dias

de operacion durante cada etapa.
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En segundo lugar, en la Tabla 3.11 se presentan los valores de los parametros
operativos y fisicoquimicos del RAH relevantes y las abundancias relativas segun el
grupo tréfico de las poblaciones microbianas encontradas en la biopelicula del LFI. En
la Figura 3.20 a) se presenta la varianza de los componentes, en ella se observa que
se obtuvieron tres componentes con eigenvalores mayores que 1, estos explican el
100 % de la variabilidad de los datos, y en la Figura 3.19 b) se presenta la grafica de

sedimentacion generada por el software.

Componente Porcentaje de  |Porcentaje
Numero Eigenvalor Varianza Acumulado 10 I
1 9.89236 76.095 76.095 i
2 1.7687 13.605 89.700 8
3 1.33894 10.300 100.000 I
4 7.97563E-16 |0.000 100.000 - ol
5 4.92277E-16  |0.000 100.000 s
6 3.98926E-16 |0.000 100.000 §, I
7 2.28252E-16 |0.000 100.000 woar
8 0.0 0.000 100.000 i
9 0.0 0.000 100.000 2k
10 0.0 0.000 100.000 I
11 0.0 0.000 100.000 of \ e
12 0.0 0.000 100.000 0 3 6 9 12 15
13 0.0 0.000 100.000 Componente
a) b)

Figura 3.20 Informacién generada por el software, LFI: a) Variabilidad de los componentes,
b) Grafica de sedimentacion

El Componente 1 explica 76.095 % y el Componente 2 el 13.605 % de la variabilidad
del sistema de datos ingresados. En la Tabla 3.12 se muestran los pesos de los
componentes, en este caso se encontraron cuatro grupos que explican el proceso de

DA en el LFI del reactor, los cuales se observan también en la Figura 3.21.
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Tabla 3.12 Pesos de los componentes y agrupacion, LFI

Componente 1 (76.095 %)

Clave ACP Componente 1 Componente 2
RSC 0.3147 0.0328
pHin 0.2404 0.4215
alpha -0.2266 -0.1586
biogas -0.3150 -0.0177
Rbiogas -0.3102 0.0121
RedSul -0.3030 0.0611
Fermen 0.3139 -0.0319
Metano -0.2683 0.4031
AceCH4 -0.3095 0.1712
CO2CH4 0.3101 -0.1638
Criterio -0.1575 0.1700
0.5 ’—' — T ' . : ]
Metano pHin
LT _
| ~ceCH4 \
0.1~ @\“\ RSC m
Rhiogas y
biogas _4 Fermen
oL A — ——_ CO2CH4 N
)~ Dot |
0.9 —
( ASO 7
05 —
\ C
0.7, . . . ] ] ] . . . L]
-0.32 -0.12 0.08 0.28 0.48

Figura 3.21 Grafica de pesos de los componentes y agrupacion, LFI
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En el Grupo 1 se correlaciona la proporcion (% v) de RSC en el sustrato con el pH
interno del RAH, las bacterias fermentadoras (Fermen) y las arqueas reductoras de
CO2 (CO2CH4). El aumento de la concentracion de RSC impactd en el pH interno,
pues provoco un incremento gradual en cada una de las etapas, probablemente debido
a la capacidad buffer del reactor; asi mismo, ambos aspectos influyeron en la dinamica
de las bacterias fermentadoras y las arqueas reductoras de CO:2 pues su abundancia
relativa aumentd durante las cuatro etapas de operacioén del RAH. De tal modo que,
este grupo sugiere que la concentracion de RSC impactd no solo en el pH interno del
reactor, sino también en la actividad fermentativa y favorecié la metanogénesis por la

via reductora de COsa.

El Grupo 2 correlaciona los parametros decrecientes de remocion de DQOr, factor a,
la producciéon y el rendimiento de biogas con las bacterias acetdégenas sintroficas
obligadas (ASO), las arqueas acetoétrofas y las bacterias reductoras de sulfato. Existe
un fenémeno, llamado sintrofia, que se puede observar en este proceso de DA, el cual
involucra a una especie capaz de producir acetato (acetégenas sintréficas obligadas)
siempre y cuando esté presente otra especie que consuma el acetato producido
(acetrétofas). En este caso, la especie ASO, Syntrophus aciditrophicus, produce
acetato a partir de butirato (Jackson et al., 1999) y las especies acetotrofas son
Methanothrix soehngenii y Methanosarcina mazei (Maestrojuan y Boone, 1991; Touzel
et al., 1988). Se presenta también una relacion tréfica con las bacterias reductoras de
sulfato, pues el producto metabdlico de algunas de ellas, Desulfobulbus propionicus,
es el acetato (Widdel y Pfenning, 1982). La disminucion de la produccion de metano
por la via acetotrofa, afectd la abundancia relativa de las bacterias metanotrofas al
disminuir su fuente de carbono. Por lo tanto, este grupo sugiere que la disminucién de
la abundancia relativa de las especies reductoras de sulfato y acetégenas sintroficas
obligas, provoco la disminucién de las arqueas acetotrofas y por lo tanto impacté
directamente en la produccion de biogas y remocion de DQOr.

En el Grupo 3 se correlacionaron la Cva, DQOr, y las bacterias ASO, esta correlacion

se presentd probablemente por la tendencia a fluctuar a lo largo de las etapas de
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operacion del RAH. De tal modo que, este grupo sugiere que la estabilidad de las
bacterias sintroficas obligadas estuvo muy influenciado por la estabilidad de la Cva y
DQOr.

El Grupo 4 correlaciona al pH interno con las arqueas acetotrofas y las bacterias
metanotrofas. Asi que, este grupo sugiere que el pH influy6é considerablemente en la
disminucién de las arqueas acetétrofas, provocando a su vez la disminucion de las
bacterias metanotrofas al verse disminuida su fuente de carbono (metano), ya que la

via acetétrofa fue la principal dentro del sistema.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo la fraccién liqguida de RSO y RSC, posterior a un pre tratamiento mecanico,
y con ellas se elaboraron tres mezclas % v/v al 70:30, 50:50 y 30:70, respectivamente.
Se realiz6 la caracterizacion de las fracciones liquidas de RSO, RSC y las mezclas, y
se encontré que la fraccion liquida de RSC contiene una mayor concentracion de
materia organica y un menor pH que la fraccién liquida de RSO. La fraccion liquida de
RSC presenté 67.20 gDQO/L y 58.55 gDQO/L de DQOT y DQOs, respectivamente y
41.09 g/Ly 38.41 g/L de SST y SSV, respectivamente y pH de 3.86. La fraccion liquida
de RSO tuvo 36.35 gDQO/L y 34.35 gDQO/L de DQOT y DQOs, respectivamente y
25.58 g/L y 21.97 g/L de SST y SSV, respectivamente y pH de 4.61. Fue notoria una
tendencia en los valores de los parametros evaluados y la concentracion de RSC
presente en las mezclas, de este modo se tiene que, la concentracion de DQOT y
DQOs fueron mayores en la mezcla RSO:RSC al 30:70, lo mismo ocurre con los SST
y SSV; mientras que, el pH fue menor en la mezcla con mayor concentracion de RSC
(30:70).

Se caracteriz6 y monitore6 el desarrollo de la biopelicula adherida al lecho fluidizado
inverso (LFI) del Reactor Anaerobio Hibrido (RAH) al arranque y al finalizar cada una
de las etapas de operacion en modo continuo de RAH. Al arranque, la zona que
presentdé mayor colonizacion en el soporte fue la zona inferior, con un valor de 41 %.
La Etapa 1, en la cual se empleé como sustrato la fraccion liquida de RSO, fue
indispensable para el desarrollo de la biopelicula adherida al soporte y aumento de la
colonizacion, pues se observé un aumento del 30 %, 20 %y 3 % en las zonas superior,
media e inferior, respectivamente. Posteriormente, al propiciar las perturbaciones del
sistema agregando al sustrato la fraccion liquida de RSC, se observo una disminucion
en la colonizacion del soporte y después una estabilizacion, propiciada por la

adaptacion de las poblaciones microbianas presentes en la biopelicula al D-limoneno.
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Se opero el Reactor Anaerobio Hibrido en modo continuo durante 145 dias, en cuatro
etapas de operacion y se realizaron ensayos de biodegradabilidad utilizando como
sustrato las tres mezclas RSO:RSC al 70:30, 50:50 y 30:70 % v/v. La Etapa 1 fue una
etapa de arranque y estabilizacion, durante esta etapa, el RAH alcanz6 la estabilidad,
con respecto a la remocion de DQO, en un periodo corto de tiempo (20 dias de
operacion) debido a que el soporte utilizado se encontraba pre colonizado y el sustrato
utilizado, fraccion liquida de RSO, era de facil degradacion; al finalizar esta etapa, se
alcanzaron remociones de 97.9 %y 99.8 % de DQOrty DQOs, respectivamente, y una
produccion de biogas de 5,000 mL/d con un rendimiento de 555 mL biogas/gDQOrem
en condiciones estandar de presion y temperatura. Posteriormente, al propiciar las
perturbaciones utilizando como sustrato las mezclas de las fracciones liquidas
RSO:RSC, se observé una disminucion de la remocion de DQO, hasta alcanzar, en la
Etapa 4 de operacion, valores de 96.2 % y 96.1 % de DQO+ y DQOs, respectivamente,
y una produccién de biogas de 3,000 mL/d con un rendimiento de 342 mL
biogas/gDQOrem. A pesar de la disminucién, las remociones de DQO no fueron
inferiores al 90 % y la produccion de biogas no fue inferior a 3,000 mL/d, lo cual denota
gue las poblaciones microbianas fueron capaces de adaptarse a las condiciones de

inhibicién a causa de la presencia de D-limoneno en el sustrato.

Se analizé la composicion del in6éculo anaerobio especializado, es decir, aquel
adaptado durante las cuatro etapas de operacion del RAH mediante perturbaciones
graduales de condiciones de inhibicién por D-limoneno. Se encontr6 un total de 8,054
OTUs. Los resultados de abundancias relativas revelaron que las especies
pertenecientes al dominio Bacteria dominantes en el LF al finalizar la Etapa 4 fueron
Mesotoga infera, Desulfobulbus propionicus, Atribacter laminatus y Syntrophus
aciditrophicus, mientras que las del dominio Arquea fueron Methanothrix soehngenii y
Methanobacterium formicicum. En cuanto a las especies dominantes del dominio
Bacteria en el LFI al finalizar la Etapa 4, se tuvieron a Mesotoga infera, Atribacter
laminatus, Atlantibacter hermannii y Syntrophus aciditrophicus, y las especies del

dominio Arquea fueron Methanothrix soehngenii y Methanosarcina mazei. Cabe
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resaltar que las especies dominantes tanto en el LF como en el LFI fueron Gram-
negativas. La producciéon de metano se llevé a cabo mediante la via acetotrofa
facultativa y obligada, asi como la via reductora de COz2, sin embargo, los datos de
abundancia relativa y resultados de ACP demostraron que la principal via metabdlica
para la metanogénesis es la via acetétrofa. De acuerdo con los resultados del ACP,
estas vias metabdlicas se vieron favorecidas por el aumento de azucares debido al

incremento de RSC en el sustrato, asi como la estabilidad del Factor a.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo el pre tratamiento mecanico de los RSO poco tiempo
después de su disposicion como desechos, con el propésito de evitar la proliferacion
de hongos que puedan provocar una alteracion en la composicién de bacterias y
arqueas presentes en la biopelicula del RAH.

En cuanto al mantenimiento del in6culo anaerobio durante periodos de descanso
administrativo, se recomienda por lo menos mantener la recirculacion de sustrato para

mantener activas a las poblaciones microbianas en la biopelicula.

Es recomendable mantener la duracion de las etapas de operaciéon lo mas
homogéneas posibles, principalmente, aumentar la duracion de la Ultima etapa de
operacion para verificar la estabilidad de todos los pardmetros de operacion del RAH.

Se recomienda extraer la muestra exacta de soporte con biomasa, esto para evitar que
el reactor pierda una gran cantidad de biomasa. También, recalcular en cada muestreo
el volumen del soporte para ajustar a su vez el volumen de sustrato alimentado. En
este contexto, también se recomienda mantener una velocidad de flujo constante de
la recirculacion para evitar provocar lavados del soporte y por consiguiente, pérdida de

biomasa.

En este caso, seria recomendable propiciar la perturbacién con el 100 % de fraccion
liquida de RSC y analizar la composicion del in6culo, de esta manera se obtendria
informacion mas amplia sobre las especies capaces de llevar a cabo la digestion
anaerobia de este sustrato complejo. De esta manera, buscar aumentar la biomasa
especializada en el tratamiento de estos sustratos complejos y evaluar diferentes

perturbaciones en los parametros operativos (Cva, pH, TRH e incluso temperatura).
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ANEXO A PROTOCOLO PARA LA COLECTA Y CONSERVACION DE
MUESTRAS DESTINADAS A LA EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS

Duracién: Una hora cada seccion
lll. Muestras de biopeliculas microbianas adherida a tubos de PVC

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 manipulacion limpie
la mesa de trabajo con etanol al 70%.

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. Alfinalizar la esterilizacion se deja secar el mortero y el pistilo esterilizados, después
se colocan ambos en un congelador a -20 °C durante 2 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 roscada y anillo de goma (0-ring)
esterilizados Bead Bug tanto en el tapon 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 cm? de la superficie de la biopelicula usando una
espatula esterilizada o un volumen de 1 mL de la biopelicula usando una
pipeta de mano con punta esperilizada, también se puede elegir colectar la
superficie de uno o mas soportes segun la disponibilidad de biomasa. La
biomasa microbiana colectada se coloca en un tubo para centrifuga de 50 mL
esterilizado usando una espatula esterilizada. Si la muestra contiene poca biomasa
se debe colectar una superficie o volumen mayor de la muestra si es posible.
Posteriormente, agregar 10 mL de de PBS 1X
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6. El tubo con la muestra se balancea con otro tubo para centrifuga de 50 mL usado
destinado al balanceo, entonces ambos tubos se balancean en una balanza
analitica para ser centrifugados durante 12 min a 6,500 rpm (6,738 g) en la
centrifuga Eppedorf 5810R a temperatura de 4 °C.

7. Durante la centrifugacion 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 el sobrenadante del microtubo con la
muestra usando una micropipeta de 20 a 200 pL y punta con filtro esterilizada para
remover todo el sobrenadante de la muestra de biopelicula, ya que el
sobrenandante suele contener compuestos que contaminan el ADN o ARN a
extraer, reduciendo su pureza. Estos compuestos podrian interferir en
procedimientos biol6gico-moleculares posteriores.

9. Ahora, se toma con una espatula esterilizada el botén de la biopelicula del microtubo
para colocarlo en el mortero esterilizado y congelado. El tubo vacio donde estaba la
muestra se puede reciclar en otros procedimientos fisicos y quimicos, ya que no
contienen residuos peligrosos, pero nunca lo recicle en procedimientos biologico-
moleculares destinados a la manipulacion de &cidos nucleicos.

10. Después, se agregan 4 mL de Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl en el mortero
esterilizado y congelado para macerar la biomasa de la biopelicula usando el pistilo
esterilizado hasta obtener una suspension homogénea.

NOTA: Si la pasta macerada obtenida esta muy espesa y no se puede pipetear en los
microtubos de 2 mL, entonces se aflade méas Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a 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 L y punta con filtro esterilizada. Si aflade 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 punta se corta un poco con tijeras metélicas
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.

13. 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 tapén
como en la pared del microtubo con la clave asignada a cada muestra colectada.
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14. 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.

IV. Muestra de biomasa fija a soportes fluidizados

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 manipulacion limpie
la mesa de trabajo con etanol al 70%.

NOTA: Es importante medir simultaneamente la materia seca, SSV, SST o algun otro
parametro que permita relacionar la cantidad de ADN de la muestra con una medicién
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. Alfinalizar la esterilizacion se deja secar el mortero y el pistilo esterilizados, después
se colocan ambos en un congelador a -20 °C durante 2 horas como minimo antes
de la colecta de la muestra.

4. Ahora verifique 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%, espétulas 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 roscada
y 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 etiqguetados 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. En seguida, 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.

6. Inicialmente, se colectan 20 mL de la muestra liquida homogénea con los
soportes colonizados por la biomasa en un tubo para centrifuga de 50 mL
esterilizado usando una pipeta de mano con punta esterilizada. Si la muestra
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contiene poca biomasa se debe colectar un volumen mayor de la muestra si es
posible.

NOTA: En el caso del reactor hibrido del Instituto Tecnolégico de Orizaba donde se
analizard el gradiente del lecho o cama con los soportes colonizados por la biomasa,
se colectan 5 mL de la parte superior, 10 mL de la parte media y 5 mL de la parte
inferior para completar 20 mL de la muestra liquida homogénea con los soportes
colonizados por la biomasa.

7.

La biomasa microbiana colectada se refrigera, evitando que se congele porque se
formarian agujas de hielo al interior celular y se perderian células microbianas para
la extraccion de ADN.

Después, se procede a la conservacion de las muestras de las muestras usando

una solucién PBS 1X, tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a pH 7.5, 0.1 M y N-
Lauroyl sarcosina al 10%.

9. La conservacién de las muestras inicia agregando 30 mL de PBS 1X en dos

10.

11.

12.

13.

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 liqguida 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 metélicas esterilizadas para
evitar taponamientos. Si la muestra contiene poca biomasa se puede colectar un
volumen mayor de la muestra, respectando la proporcion de PBS 1X.

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.
T
Qe U

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

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 indico en la figura anterior.

Después, se realiza otra vez la remocion 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.

NOTA: El lavado del liquido que contiene a los soportes colonizados tiene como
propésito remover los compuestos que contaminan el ADN o ARN a extraer,
reduciendo su pureza. Estos compuestos podrian interferir en procedimientos
biol6égico-moleculares posteriores.
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14. Ahorabien, el liquido que contiene alos 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.

15. En seguida, se afiaden 4 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 de 1-5 mL y punta esterilizada. Al agregar este reactivo
al mortero quizas se congele, entonces debe esperar a que se descongele para
iniciar el macerado de la muestra.

16. 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 aflade méas Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl a 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 L y punta con filtro esterilizada. Si aflade mas
Tiocianato de guanidina 4 M-TrisCl también se debe afadir la cantidad
correspondiente de N-Lauroyl sarcosina al 10% para completar la mezcla.

17. 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 uL de la solucién de N-Lauroyl sarcosina al 10% usando
una micropipeta de 100 a 1000 uL y punta con filtro esterilizada. Esta suspension
se mezcla suavemente moviéndola con el pistilo para no generar muchas burbujas
hasta homogenizarla.

18. Finalmente, se reparte la suspension con la biomasa macerada en 7 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
metdlicas esterilizadas para evitar que se tape con la muestra durante el pipeteo.
Se debe evitar succionar los soportes con la pipeta, esta manipulacion es dificil,
pero si hay pocos soportes en la muestra conservada serd mas facil su
manipulacion durante la extraccion de ADN o ARN.

19. 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.
La biomasa restante se regresa al tubo original y se etiqueta con la nueva clave.

20. 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
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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.
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ANEXO B PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION, PURIFICACION,
VISUALIZACION Y CUANTIFICACION DE ADN

Duracion: 4 HORAS

I. Lisado de las células por el método mecanico

1.

2.

El uso de guantes de latex es obligatorio, antes de iniciar cualquier manipulacion
limpie la mesa de trabajo con etanol al 70%.

Revisar que se tienen disponibles todos los reactivos y materiales a utilizar durante
la extraccion de ADN, hacer un check-list con la lista del apartado VII de este
protocolo.

Microtubos requeridos por cada muestra a procesar:

v 3 microtubos o-ring de 2 mL marca Biologist esterilizados.
v 1 microtubo o-ring de 2 mL marca Axygen esterilizado.

v" 1 microtubo de 1.5 mL marca Axygen esterilizado.

. Se deben etiquetar con la clave de la muestra a procesar todos los microtubos que

seran utilizados durante el procesamiento de la muestra. El etiquetado se realiza
sobre el tapdn y el costado del microtubo con un plumoén de tinta permanente, solo
el microtubo destinado al ADN extraido debe tener una etiqueta adherible redonda
porque sera congelado.

. Si se tienen todos los reactivos y materiales para realizar la extraccién de ADN,

entonces se prende el bafio maria Precision a 70 °C y el bafio seco a 37 °C.

. Cuando el bafio maria llegue a 70 °C, se debe sacar la muestra del refrigerador a —

25 °C y colocarla en una gradilla para anadirle inmediatamente a la muestra
congelada 500 uL de la solucion 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 maria Precision y se incuba

durante 1 hora a 70 °C para iniciar la lisis celular.

. Después de un minuto de la incubacion se debe sacar la muestra para agitarla en

el vortex orbital IKA mediante un pulso a la maxima velocidad con el propésito de
mezclar la muestra y el Lauril-sarcosina al 5% afiadido con anterioridad. Finalmente,
se regresa la muestra al bafio maria Precision para que finalice el periodo de
incubacion.

. Durante la incubacion de la muestra, se muelen todos los hielos de tres recipientes

usando el equipo triturador y se coloca el hielo molido en el contenedor de hielo
azul.

Nota: El rompedor de células debe programarse a un valor de 400 para la velocidad
(equivalente a 4,000 rpm, maxima velocidad) y 50 para el tiempo (equivalente a 50
segundos).
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9. Después de una hora, se saca el microtubo de la muestra del bafio maria Precision
y se coloca dentro del hielo molido. Entonces, se prepara el Rompedor de células
colocando la pieza de plastico donde se colocan los microtubos con la muestra.

Nota: A partir de este paso, se debe mantener en todo momento la muestra hundida
en el hielo molido para evitar la hidrélisis del ADN a menos que se indique lo contrario
en el protocolo.

10. Ahora, se deben usar los lentes de seguridad para proteger los ojos de las perlas
de zirconio, que podrian caer en los ojos. Entonces, se agregan dentro del tubo de
la muestra 500 pL de las perlas de zirconio (0.1 mm de didmetro) esterilizadas. Si
se tienen 2 muestras, se deben pesar los microtubos para seleccionar las parejas
que tengan un peso similar para que, al ser afiadidas a las muestras, éstas queden
balanceadas para su uso posterior en la centrifuga.

11. En seguida, se cierra el microtubo y se coloca dentro del Rompedor de células,
colocando la tapa del microtubo presionando el soporte de plastico que ajusta el
microtubo al sujetador del rompedor de células y cerrando la compuerta. Recuerde
que, si solo es un microtubo, éste se coloca en medio, pero si son dos microtubos,
se deben colocar en las esquinas del sujetador para equilibrarlo.

12. Ahora se aprieta el botdn start/stop para iniciar el equipo, si durante el
funcionamiento algun microtubo se suelta del sujetador, presione el boton
start/atop para detener el equipo y vuelva a poner el microtubo en el soporte del
sujetador, verificando que la tapa del microtubo presione dicho soporte, cierre la
compuerta y reinicie el equipo presionando el botdn start/stop.

13. Al finalizar el tiempo se coloca la muestra en el hielo inmediatamente, si el
microtubo sale caliente del rompedor de células se deja enfriar durante 2 a 5
minutos dentro del hielo.

14. Mientras se enfria la muestra, se le afiaden 15 mg de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) y se agita en el vértex Genie 2 a una velocidad entre 2000
y 3000 hasta observar que las perlas y la muestra se mezclan adecuadamente, el
tiempo no debe superar los 10 segundos. Si es necesario golpee el tubo boca
abajo sobre la superficie metalica del vértex antes de poner el microtubo en
agitacion.

Nota: El PVPP fija los acidos humicos presentes en algunas muestras, éstos acidos

son inhibidores de la ADN polimerasa usada en la PCR y otros protocolos de biologia

molecular.

15. Posteriormente, se centrifuga la muestra con el PVPP 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.

16. Al terminar la centrifugacion, se recuperan 400 pL del sobrenadante que contiene
el ADN, usando una micropipeta de 200 pL y punta con filtro esterilizada. El
sobrenadante se colecta en un microtubo nuevo de 2 mL o-ring con tapa roscada
esterilizado (marca Biologyst), manteniéndolo previamente en el hielo para
enfriarlo. Recuerde que el ADN esta en el sobrenadante.
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17. En seguida, se afladen 500 pL de TENP al sedimento del microtubo de la muestra
y se agita durante 2-10 segundos en el vértex GENIE2 segun la densidad de la
muestra, el proposito es agitar homogéneamente la mezcla para recuperar mas
ADN del sedimento de la muestra con el TENP.

Nota: El TENP recupera el ADN que se encuentra en el sedimento y lo suspende en
el sobrenadante, también contiene sustancias quelantes que hacen insolubles iones
gue inhiben a las enzimas usadas en los protocolos de biologia molecular.

18. 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 simultaneamente.

19. 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 donde
se colect6 el primer sobrenadante.

20. Ahora se afaden otra vez 500 pL de TENP al sedimento del microtubo de la
muestra y se agita durante 5-10 segundos en el vortex GENIE2 segun la densidad
de la muestra.

21. Después, 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.

22. Al terminar la centrifugacion, nuevamente se recuperan 400 uL del sobrenadante
con una micropipeta de 200 uL y punta con filtro esterilizada. El sobrenadante se
colecta en el mismo microtubo donde se ha estado acumulando los dos
sobrenadantes, quedando el microtubo con un volumen aproximado a 1200 pL.

23. Después, se centrifuga el microtubo con la totalidad del sobrenadante obtenido
(%1200 pL) 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.

Nota: El propésito es eliminar las particulas suspendidas (impurezas), que seran

depositadas en el fondo del microtubo después de la centrifugacion.

24. Al finalizar la centrifugacién, se regresa la muestra al hielo y se reparte el
sobrenadante (1200 pL) en volumenes iguales usando 2 microtubos nuevos de 2
mL o-ring con tapa roscada esterilizados (marca Biologyst) usando una
micropipeta de 200 pL y punta con filtro esterilizada.

Nota: En este momento se debe descongelar la ARNasa (1 mg/mL), colocandola sobre

la superficie del hielo. Verificar que el bafio seco alcanzé los 37 °C.

lll. Precipitacion del ADN

25. Inicialmente, se afiade 1 volumen de isopropanol (2-propanol) equivalente al
volumen del liquido contenido en el microtubo de la muestra o 600 UL y se agita
suavemente cada microtubo durante 3 minutos sujetando los microtubos con los
dedos para voltearlos con movimientos lentos cerca de la superficie del hielo tal
como indica en la siguiente figura.

106



Anexos
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NOTA: El isopropanol precipita el ADN durante la agitacion. El ADN se aprecia como
fibras cafés en la solucion cuando estd asociado a proteinas o se evidencia como si
hubiera un cambio de densidad o indice de refraccion diferente. En ocasiones se
puede verificar la precipitacion del ADN observando fibras cafés (ADN+proteinas) o un
cambio de la densidad del liquido como si fuesen dos fases liquidas.

26.

Después de dicha agitacion manual, se dejan reposar los dos microtubos durante
10 min a la temperatura ambiente sobre una gradilla.

27. Alfinalizar los 10 minutos, se centrifugan ambos microtubos de la muestra durante

28.

29.

30.

31.

32.

15 min a 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 boton durante la centrifugacion para saber
donde esta el ADN después de la centrifugacion. Esto se hace porque es muy
dificil observar el botéon formado por el ADN, aunque en ocasiones de puede
observar ese boton café porque tiene el ADN impurezas como proteinas.

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. El ADN
esta en el boton formado en ambos microtubos.

Posteriormente, se afiade a uno de los microtubos 200 pL de agua para PCR con
una micropipeta de 200 pL 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 suspensiéon del ADN y evitando producir burbujas de aire que
compliquen la manipulacién de la suspensién de ADN. Si la punta con filtro se
desprende de la micropipeta, asegurese de que no contiene restos de la
suspensiéon de ADN y deséchela, después coloque una punta con filtro esterilizada
nueva.

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 propésito 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 la pipeta, asegurandose que la
punta desechada no contiene restos de la suspension de ADN.

Cuando se tenga la suspension de ADN completa, entonces se afiaden 10 uL de
RNAsa a 2.5 mg/mL (concentracion final 1 mg/mL) y se agita en el vortex orbital
IKA a 2000 rpm mediante un pulso.

Después, se coloca el tubo en el bafio seco para ser incubado durante 30 minutos
a 37 °C. Recuerde que hay espacios para microtubos de 2.0 y 1.5 mL, asegurese
de colocar el microtubo en el espacio correcto.
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Nota: Verifique que esta listo el bafio maria Precision a 70 °C.

33.

Después de la incubacion, se coloca el microtubo en el hielo para iniciar la
eliminacién de impurezas.

IV. Eliminacion de las impurezas del ADN

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Cuando el bano maria Precision alcance los 70 °C, afiada al microtubo de la
muestra 200 pL de Buffer AL (Kit QlAamp) con una micropipeta de 200 pL y punta
con filtro esterilizada.

Después, se agita la mezcla en el vortex orbital IKA mediante un pulso a una
velocidad de 2000 y se incuba 10 minutos en el bafio maria Precision a 70 °C.

Al finalizar la incubacion, se coloca la muestra en el hielo y se afiaden 200 pL de
etanol puro (96-100%, Sigma-Aldrich) con una micropipeta de 200 uL y punta con
filtro esterilizada. Después, se agita la mezcla en el vortex orbital IKA mediante un
pulso a una velocidad de 2000.

Después, se afiade toda la suspension de ADN mezclada con el Buffer AL y el
etanol puro (96-100%, 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. Atencion: 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
simultaneamente.

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

En seguida, se abre suavemente la micro-columna y se afiaden 500 pL del Buffer
AW1 del Kit QlAamp usando una micropipeta de 1000 pL y punta con filtro
esterilizada. Atencidn: 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 QIAamp y se coloca en el hielo.

En seguida, se abre suavemente la micro-columna y se afladen 500 pL del Buffer
AW?2 del Kit QlAamp usando una micropipeta de 1000 pL y punta con filtro.
Atencion: 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 o
micro-columna de otra muestra procesada simultaneamente.
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44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Anexos

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 (marca Axygen) previamente usando las tijeras esterilizadas.

Ahora, se abre suavemente la micro-columnay se afiaden 50 pL del Buffer AE del
Kit QlAamp usando una micropipeta de 50 yL y punta con filtro esterilizada. Se
deben también afiadir los 50 pL del Buffer AE del Kit QIAamp 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.

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 incubacion, 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 4cida del ADN en caso de usar agua para PCR en lugar
del buffer AE.

Al terminar la centrifugacion, se desecha la micro-columnay el recupera el filtrado
(=40 pL) en un microtubo de 2 mL o-ring con tapa roscada esterilizado (marca
Axygen) usando una micropipeta de 200 pL y punta con filtro esterilizada.

En seguida, el microtubo con la muestra de ADN extraido se coloca en una caja
criogénica etiquetada y se guarda en el congelador a -25 °C. Recuerde etiquetar
el microtubo con el ADN extraido antes de colocarlo en el congelador.

Ahora, se limpia la mesa de trabajo y cualquier otra superficie utilizada durante la
extracciéon de ADN con etanol al 70%. También se apagan los equipos utilizados,
se guardan los materiales usados como gradillas y se vacian los botes para
residuos peligrosos y no peligrosos en los botes grandes respectivos.

Si quedan 4 o menos microtubos con 500 pL perlas de zirconio esterilizadas y/o

paquetes de 15 mg de PVPP, reponga todos los microtubos y paquetes utilizados
durante sus manipulaciones.

V. Visualizacién del ADN extraido

52.

53.

La visualizacion de ADN extraido se realiza mediante electroforesis sobre un gel
de agarosa al 0.7%. El resultado debe indicar una talla del ADN extraido entre 10
y 20 Kb segun el marcador de talla Fago lambda/Hind llI.

Al hacer el gel, recuerde usar siempre los guantes de latex para protegerse las
manos de cualquier contacto con los colorantes de tincion Sybr-SAFE y Sybr-
GOLD, éste ultimo es carcinogénico. Cuando se visualizan productos de una
PCR siempre se debe usar Sybr-SAFE como colorante de tincion, entonces
se preparan 50 mL de solucion del gel de agarosa, que es suficiente para un gel
chico donde se pueden depositar 1 a 7 muestras y el marcador de talla.
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54. El gel se prepara usando un frasco etiquetado para geles con Sybr-SAFE,
primero se afiaden al frasco 50 mL de la solucion Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X. Si
esta solucién no esta preparada, se debe hacer una nueva solucion diluyendo 100
mL de una solucion madre Tris/Borate/EDTA (TBE) 10X en 900 mL de agua
destilada para obtener 1000 mL de la solucion Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X.

55. Cuando se hayan afiadido los 50 mL de la solucién Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X al
frasco, entonces se pesan 0.35 g de agarosa y se afiaden al frasco con los 50 mL
de la solucion TBE 1X.

56. Ahora, se coloca la suspension de agarosa al 0.7% en el horno de microondas
para ser calentada durante uno o dos minutos hasta lograr disolver la agarosa. Se
debe observar el frasco durante su calentamiento para evitar el derrame de la
solucion si la calienta mucho el frasco.

57. Después, se deja enfriar el frasco con la solucién del gel de agarosa al 1.5 % hasta
gue pueda soportar tocar el frasco con la mano. En seguida, se afiade el colorante
de tincion Sybr-SAFE. Siempre se afiaden 10 pL del colorante es Sybr-SAFE por
cada 100 mL de la solucion del gel de agarosa, pero en este caso se afiaden 5 L
de Sybr-SAFE porque se preparan 50 mL de la solucion del gel de agarosa.

NOTA: Si por alguna razén se decide usar el colorante de tincion Sybr-GOLD, siempre

se aflade 1 pL del colorante Sybr-GOLD por cada 100 mL de la solucién del gel de

agarosa, pero en este caso se afiaden 0.5 pL de Sybr-GOLD porque se preparan 50

mL de la solucién del gel de agarosa.

58. Después de agregar el colorante de tincidén se agita suavemente el frasco con la
mano hasta observar la disolucién del colorante en la solucion del gel
homogéneamente. En la Tabla 1, se muestran los reactivos para la preparacion
de un gel de agarosa (50 mL) usando Sybr-SAFE y Sybr-GOLD.

Tabla 2. Férmulas para la preparacion de los geles de agarosa al 0.7 % (50 mL) para

la visualizacién de ADN extraido usando como colorantes de tincion usando Sybr-

SAFE y Sybr-GOLD.

Preparacion del gel de agarosa al 0.7% con Sybr-SAFE (50 mL)
NOTA: Usar siempre el frasco marcado Sybr-SAFE para la preparacion del gel.

Agarosa 0.35¢g
Solucién Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X 50 mL
Sybr-SAFE (Solucion concentrada) 5 uL

Preparacion del gel de agarosa al 0.7% con Sybr-GOLD (50 mL)
NOTA: Usar siempre el frasco marcado con Sybr-GOLD para la preparacion del

gel.
Agarosa 0.35¢
Solucion Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X 50 mL
Sybr-GOLD (Solucién concentrada) 0.5 uL

NOTA: Se preparan 50 y 100 mL de gel de agarosa al 0.7% para las camaras
electroforéticas pequefia y grande, respectivamente. Los materiales desechables que
tuvieron contacto con el Sybr-SAFE se tiran en el bote para desechos NO peligrosos

110



Anexos

porque no es téxico. Mientras que, los materiales que tuvieron contacto con el Sybr-
GOLD se tiran en el bote para desechos peligrosos porque si es toxico.

59.

60.

Cuando gel de agarosa al 0.7% aun esta en estado liquido se coloca la base de
acrilico sobre el soporte de plastico para la solidificacion de dicho gel. Después,
se debe nivelar dicho soporte con la mesa usando la burbuja de nivel, en seguida,
se aprieta la base de acrilico con la manija del soporte para el vaciado del gel de
agarosa al 0.7%. Finalmente, se coloca el peine de 8 dientes con 0.7 mm de ancho
para obtener el nimero y tamafio de las celdas suficientes destinadas a depositar
las muestras y el marcador de talla. La base de acrilico con el gel en estado liquido
se deja enfriar durante una hora.

Inmediatamente, se coloca una BOLSA NEGRA sobre toda la base de acrilico
para evitar que la luz degrade el colorante de tincion durante la solidificacién del
gel, ya que son moléculas fluorescentes sensibles a la luz. Adicionalmente, se
debe colocar una caja de unicel que cubre al rompedor de células encima de la
base para la solidificacion del gel y se apagan las luces del laboratorio. El gel se
deja enfriar hasta solidificarse durante aproximadamente 30 minutos con el aire
acondicionado prendido.

NOTA: Cabe mencionar que la BOLSA NEGRA es como aquellas usadas en los botes
de desechos y se encuentran debajo de la tarja del laboratorio.

61.

Ahora se verifica la solidificacién del gel de agarosa presionando suavemente con
el dedo una esquina inferior, si esta completamente solidificado se ve opaco,
entonces se retira el peine jalandolo con un movimiento fuerte y rapido hacia
arriba, después se afloja el soporte para liberar la base de acrilico con el gel y se
coloca dentro de la cAmara electroforética.

NOTA: Se debe tener cuidado de colocar la base de acrilico con el gel en el sentido
correcto para la migracién del ADN durante la electroforesis, una flecha verde en la
camara electroforética indica la direccion de la migracion de los acidos nucleicos.

62.

63.

64.

En este momento, se coloca el cuadro de plastico negro debajo de la camara
electroforética en la posicién justo debajo del gel para facilitar la deposicion de las
muestras y el marcador de talla.

Después, se afiade la solucién Tris/Borate/EDTA (TBE) 1X en la camara de
electroforesis hasta cubrir totalmente el gel y se debe verificar que las celdas no
tengan aire atrapado. El nivel maximo de dicha solucion esta indicado con una
linea en la camara electroforética, pero usualmente superamos este nivel para
lograr cubrir el gel con dicha solucion sin que se desborde fuera de la cAmara
electroforética.

Ahora, se corta un trozo de plastico parafilm con un tamafio adecuado para colocar
sobre su superficie un numero de gotas de 4 uL de la solucién de deposicion
(bluejuice) equivalentes al numero de las muestras y el marcador de talla. Esto se
realiza usando una micropipeta de 1 a 10 yL y punta sin filtro esterilizada.

NOTA: Si se utiliza la solucién de deposicién Blue/Orange 6X solo se coloca una gota
de 1 uL de dicha solucion para ser mezclada con la muestra de ADN extraido.
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Después, se pipetean 4 yL de una muestra de ADN extraido usando una
micropipeta de 1 a 10 gL y punta con filtro esterilizada, esta muestra se mezcla
con una de las gotas de la solucidn de deposicion, mezclando ambas sustancias
con la misma micropipeta y punta con filtro esterilizada usada para colectar el ADN,
la técnica de mezclado consiste en succionar la mezcla y depositarla sobre el
parafilm 5 veces para formar la mezcla ADN-solucién de deposicion.

En seguida, se deposita la mezcla ADN-solucion de deposicion en la celda del
gel destinada a esa muestra, todas las muestras se depositan en el gel de la misma
manera, recuerde tomar nota del orden de deposicion de las muestras y el
marcador de talla dentro del gel en una libreta de trabajo. Si se tienen pocas
muestras procure despositarlas en las celdas centrales del gel, ya que a veces la
migracion del ADN no es en linea recta en las celdas de las orillas del gel.

NOTA: La solucion de deposicion aumenta la densidad del ADN, haciéndolo mas
denso para depositarlo correctamente en la celda del gel sumergido en el electrolito.

67.

El marcador de talla o peso molecular llamado fago lambda/Hind 11l se coloca al
final, la cantidad a depositar son 4 yL y se mezclan con 4 pL de la solucion de
deposicion bluejuice tal como se hizo con las muestras.

NOTA: En ocasiones, el marcador de talla fago lambda/Hind 1l viene de fabrica
mezclado con la solucion de deposicidon y se ve azul dentro de su microtubo, en ese
caso no se mezcla con ninguna solucion de deposito.

68.

69.

70.

Cuando se finalice con la deposicion de las muestras en el gel, se cierra la camara
de electroforesis y se conectan los cables en la fuente de poder para iniciar la
electroforesis. Se debe tener cuidado con dichos cables porque pueden quedar
por debajo de la cAmara antes de conectarlos y cuando los jale para realizar la
conexion podrian voltear la camara.

Ahora, asegurese que el cable de la fuente de poder esta conectado a la corriente
y prenda la fuente de poder apretando el boton ubicado en la parte baja del costado
derecho. Después, ubique al frente de la fuente de poder un botdén del lado
izquierdo y aprietelo para que se ilumine el foco que corresponde a la V (voltaje) y
apriete el botén situado del lado derecho (+/-) para subir el voltaje hasta 60 V.
Ahora, apriete el botdn del lado izquierdo otra vez para que se ilumine el foco que
corresponde a la A (amperaje) que debe estar en 400, ese es el valor correcto, no
se debe modificar. En seguida, vuelva a apretar el boton del lado izquierdo para
que se ilumine el foco que corresponde al reloj y seleccionar el tiempo de la
migracion, usando el botén situado del lado derecho (+/-) suba el tiempo hasta 50
minutos. Finalmente, apriete el boton de la figura del hombre corriendo para que
se ilumine el foco, lo que indica el inicio de la electroforesis, que se evidencia por
un burbujeo en la parte baja de los electrodos dentro de la camara electroforética.
Durante los primeros 5 minutos de la migracion se debe tener la precaucion de
verificar que las manchas de los colorantes en cada muestra estén moviéndose en
la direccion adecuada porque podria haberse colocado el gel en sentido apuesto,
lo que provocaria la perdida de las muestras al salir por el gel durante los primeros
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15 minutos de la electroforesis. La camara tiene una flecha verde en la parte
superior de los costados para verificar el sentido de la migracion.

Mientras se realiza la electroforesis, se verifica la conexion entre el equipo
fotodocumentador y la computadora a través del programa ImagelLab. Si usted ha
visualizado antes algun gel de agarosa con su computadora personal, entonces
puede continuar con el protocolo. Sin embargo, si usted nunca ha visualizado un
gel de agarosa con su computadora personal entonces se debe verificar dicha
conexion como se indica a continuacion.

Si es la primera vez que se visualiza un gel de agarosa se debe instalar en la
camputadora personal el programa Image Lab Software usando el disco de
instalacién o descargando dicho programa de la pagina web de BIORAD. Después
de instalar en su computadora personal dicho programa, entonces se debe
conectar la computadora al fotodocumentador mediante el cable USB y prender el
fotodocumentador usando el boton verde ubicado en el costado derecho y parte
baja casi al frente del equipo. En seguida, se abre el Image Lab Software, que
indicara una serie de pasos para calibrarlo por primera y Unica vez. Durante este
proceso el programa solicitara que se coloque en el fotodocumentador la charola
UV color Morado (si se tiene, tenga cuidado con esa charola porque el vidrio esta
flojo), después otra charola que no se tiene y debe dar click en skip, en seguida
solicitara la charola azul (si se tiene) y finalmente, se solicitara otra charola que no
se tiene y debe dar click en skip. Eso concluira la calibracion y se podra iniciar el
protocolo para visualizar el gel de agarosa.

Cuando la migracién electroforética haya finalizado al haber transcurrido los 50
minutos, se apaga la fuente de poder, se desconectan los cables unidos a la fuente
de poder para quitar la tapa de la camara de electroforesis y se coloca a un lado
de dicha camara.

IV. Visualizacion del ADN extraido

74.

75.

76.

La visualizacién del ADN extraido se realiza en el Fotodocumentador de geles
BIORAD usando el programa Image Lab Software. Al inicio se prende la
computadora personal y se conecta al equipo Fotodocumentador de geles
mediante el cable USB, después, se prende dicho equipo presionando el botén
verde situado en el costado derecho y parte baja casi al frente del equipo
Fotodocumentador.

Ahora se debe prender el equipo fotodocumentador de geles mediante un boton
verde situado en el costado derecho y parte baja casi al frente del equipo. Esperar
a que se prenda el boton verde indicando Ready ubicado al frente del equipo. Si
ya ha usado el equipo fotodocumentador, se debe conectar la computadora al
fotodocumentador mediante el cable USB y prender la computadora para lograr la
conexion correcta con el fotodocumentador.

Después, se retira el gel de la celda de electroforesis, inclinandolo sobre la camara
para escurrir el liquido que contiene y evitando con los dedos que se resbale el gel
por los costados.
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El gel escurrido se deposita en la bandeja Azul del fotodocumentador de geles
empujandolo con los dedos para que caiga en medio de dicha bandeja, cuidando
que el gel no se rompa al manipularlo y evitando rayar la bandeja con el caster o
base de acrilico donde se cuaja el gel.

Se debe tratar de centrar el gel en el area de visualizacidn y orientarlo de manera
que los pozos coincidan la parte superior de la bandeja usando los dedos. También
se debe procurar que no queden burbujas de aire entre el gel y la bandeja
presionando el gel con cuidado para no romperlo hasta que las burbujas de aire
sean removidas. Nunca haga algo que raye la bandeja.

En seguida, se abre la puerta frontal del fotodocumentador y se coloca la bandeja
con el gel en la ranura correspondiente, empujandola lentamente hasta que tope
con el fondo. Entonces, se cierra la puerta frontal.

En la computadora se inicia el software “ImagelLab”, que estad conectado al
fotodocumentador y en la seccion de “Protocol” seleccionar “New”. Después, en
“Gel imaging” hacer click en Application>Select. Aqui seleccionar “Nucleic Acid
Gels” y después seleccionar el colorante intercalante que se utilizd6 para la
electroforesis (SYBR Safe o SYBR Gold).

En “Image Exposure” seleccionar “Intense Bands”. Hacer click en “Lane and Band
Detection” en el menu de la izquierda y seleccionar “Custom?”, verificar que diga
“50” en el cuadro de dialogo. Después, hacer click en el boton “Run Protocol” y
esperar a que termine.

Al aparecer la imagen se deben utilizar las herramientas de la barra izquierda
“Lane and Band Tools” para ajustar la imagen, los tonos y luminosidad de la foto.
La herramienta “Annotation Tools” se debe utilizar para agregar texto a la imagen,
indicando la identidad de las muestras, es decir, sus claves; asi como el marcador
de talla utilizado y el peso de cada banda del marcador.

NOTA: EI tamafio del ADN extraido debe ser cercano a las 20,000 pb
aproximadamente. Ademas, debe haber una sola banda, ya que de lo contrario
significa que el ADN se ha degradado durante la extraccion.

83.

84.

85.

Cuando la imagen esté lista, hacer click en “File” en la barra superior, después en
“Export” y seleccionar “Export for Publication”. En la ventana que se abre verificar
que la opcion “Entire Image” esté seleccionada, y hacer click en “Export”. Aqui se
selecciona la carpeta donde se vaya a guardar la imagen, asi como el formato de
imagen en que se desee guardar (jpg, tif y pdf); poniendo como titulo las claves de
las muestras analizadas, fecha e iniciales de quien procesa esas muestras
(ejemplo: V1-V9 21-03-19 RSC). EIl archivo creado también se guarda en una
memoria USB exclusiva del laboratorio para copiarlo en una computadora
personal.

Finalmente, se cierra el archivo y el programa ImagelLab, se apaga la computadora
y el equipo fotodocumentador.

Despueés, se abre la compuerta del fotodocumentador para sacar la bandeja azul
con el gel y usando las manos con los guantes de latex sin polvo se toma el gel y
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se deposita en el bote de los residuos no peligrosos si se us6 SYBR-SAFE o se
deposita en el bote de los residuos peligrosos si se us6 SYBR-GOLD.

En seguida, se toma con cuidado la bandeja azul y se coloca sobre la tarja para
enjuagarla con agua destilada y posteriormente secarla con el papel blanco
aplicandolo para absorber el agua sin tallar la superficie brillante. Finalmente, se
guarda la bandeja Azul en su caja con mucho cuidado.

La solucion de TBE de la cAmara electroforética se deposita en el frasco etiquetado
“TBE 1X ADN solo carga” y dicha camara se coloca sobre la tarja para enjuagarla
con agua destilada y en seguida, secarla con el papel blanco aplicAndolo para
absorber el agua sin tallar la superficie. Finalmente, se dejar la camara de
electroforesis sobre la charola azul.

VI. Medicién de la concentraciéon y pureza del ADN

88.

89.

90.

91.

92.

93.

La lectura de la pureza y concentracion del ADN extraido se realiza mediante la
lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Primero, se debe
prender el espectrofotometro Biometer D20 Eppendorf y dejar calentar la lampara
del equipo durante 10 minutos.

Mientras transcurre este tiempo se debe lavar perfectamente la cubeta G1.0 mm
con abundante agua nanopura esterilizada y se seca con papel para limpiar lentes
de microscopio. La cubeta G1.0 mm se debe manipular con mucho cuidado
porque es muy costosa ($60,000 pesos).

Al finalizar los 10 minutos, se selecciona el programa DNA_1mm usando las
flechas del tablero frontal del equipo y se aprieta la tecla Enter. Después se usa la
tecla NEXT hasta llegar a Samples en la pantalla del equipo.

Ahora se mide el Blanco usando el buffer AE, que se utilizo para eluir el ADN
durante la extraccion, hay un frasco del buffer AE en el cajon de los materiales
para esta medicion. Entonces, se colocan en la cubeta abierta 2.5 pL de dicho
buffer usando una micropipeta de 1 a 10 yL y punta con filtro esterilizada. Después,
se cierra la cubeta suavemente y se coloca en la compuerta del equipo; en
seguida, se cierra dicha compuerta y se da click en la tecla Blanco del tablero
frontal del equipo.

Una vez leido el blanco, se saca la cubeta de la compuerta con mucho cuidado,
se enjuaga con agua nanopura esterilizada y se seca la cubeta con un papel para
limpiar lentes de microscopio. Después, se edita la muestra a analizar apretando
primero la tecla EDIT sobre el tablero frontal y posteriormente la tecla Keyboard
en la pantalla del equipo. EI nombre de la muestra debe estar compuesta por su
clave seguido de la palabra ADN (ejemplo V6-ADN). Finalmente, oprima la tecla
Enter para terminar con la edicion de la muestra.

Ahora, se colocan 2.0 uL del ADN extraido en la cubeta G1.0 mm abierta usando
una micropipeta de 1 a 10 pL y punta con filtro esterilizada. Se cierra la cubeta
suavemente y se coloca en la compuerta del equipo; después, se cierra dicha
compuerta y se da click en la tecla Sample para iniciar la medicion de la
concentracion y pureza.
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94. Al finalizar la lectura, se vuelve a editar otra muestra y se procede a enjuagar y

95.

96.

97.

secar la cubeta para la siguiente lectura tal como se indicé en los pasos anteriores
hasta finalizar con todas las muestras.

Cuando se ha finalizado con el analisis de las muestras, se debe apretar la tecla
NEXT para iniciar el procesamiento de los datos (Processing results). Ahi podra
verificar que los resultados de las mediciones de las muestras estan guardados
usando las fechas para abajo y arriba.

Después, se aprieta otra vez la tecla NEXT para pasar a la pestafia Export,
eligiendo todos lo paramétros mediante las flechas del tablero del equipo y se
guarda el archivo en el disco duro poniendo como titulo las claves de las muestras
analizadas, ADN, fecha e iniciales de quien procesa esas muestras (ejemplo: V1-
V9 ADN 21-03-19 RSC).

En seguida, se da click en la tecla FINISH, se verifica que el archivo este guardado
y se apaga el equipo. Recuerde enjuagar y secar la cubeta G1.0 mm con mucho
cuidado para guardarla en su estuche.
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