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RESUMEN.

La digestion anaerobia termdfila (55°C) es una tecnologia capaz de reducir la materia
organica, eliminar microorganismos patdgenos y parasitos a un bajo costo, por tal razén
es una buena opcion para estabilizar los lodos producto del agua residual. Dentro del
consorcio implicado en dicho proceso, las arqueobacterias metandgenas constituyen un
grupo sensible a los cambios de temperatura, puesto que requieren un largo periodo de
aclimatacion, y por ende son causantes de fallas en los sistemas termofilos.

En la presente investigacion, se analizaron dos protocolos para estudiar la dinamica de
la comunidad arqueobacteriana en el arranque de reactores termofilos. EI primer
protocolo se disefio para estudiar el efecto de la termofilia en la actividad metabdlica y
la diversidad de los dos grupos metandgenos funcionales, hidrogendfilas y
acetoclasticas, procedentes de lodos industriales y municipales. Para tal efecto, se
aumento directamente la temperatura a 55°C durante 9 meses. El segundo experimento
se realizd con un lodo municipal mesoéfilo procedente de la UAM lztapalapa durante
cuatro meses, este experimento consistié en comparar cuatro tratamientos con distinto
tiempo de exposicidn a 75°C para después someterlos a 55°C.

Se midieron los parametros control, AME, pH, SSV, AGV’s, coeficiente alfa y
proporcion del biogas para conocer el comportamiento de los microorganismos
involucrados. Finalmente, se introdujo la técnica molecular PCR-TGGE para conocer la
diversidad de la comunidad de arqueobacterias involucrada en los procesos de la
digestion anaerobia, usando secuencia de ADNr 16S con cebadores especificos para
Archaea.

De la AME obtenida, se observd que en termofilia, las arqueas metandgenas
hidrogendfilas son muy estables y producen el 70% del metano en los reactores
anaerobios. De igual forma, controlando adecuadamente los parametros fisicoquimicos
se pudo obtener un lodo estable en un mes con un aumento directo a 55°C, sin
necesidad de un pretratamiento.

Con respecto a los resultados de las herramientas moleculares, corroboraron los
resultados de los pardmetros fisicoquimicos: en que las arqueobacterias metandgenas
hidrogendfilas  (pertenecientes a la  familia  Methanobacteriaceae vy
Methanomicrobiaceae) predominaron dentro de la comunidad de metandgenas, y solo
se determind una especie de arqueobacteria acetoclastica en los cuatro rectores
estudiados. Se determind un alto nimero de UTO’s (unidad taxondmica operacional) de
arqueobacterias hiperterméfilas no metandgenas pertenecientes a la familia
Desulfurococcaceae, que son organismos termotolerantes, anaerobios y pueden usar
acidos grasos volatiles (AGV’s) como fuente de carbono para producir acido
sulfhidrico. Las implicaciones de la aparicion de este grupo son importantes, pues con
un mal manejo se podrian originar fallas en el sistema anaerobio.



INTRODUCCION.

El tratamiento de aguas residuales conlleva la generacion de lodos, problema de indole
ambiental y salud publica, que debido a su alta concentracién de contaminantes como
metales, materia organica, microorganismos patégenos y parasitos, etc., son focos de
infecciones, atraccion de vectores y malos olores (Cabirol et al., 2002; Cabirol et al.,
2003). Para mitigar dicho problema, la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) publicé la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-
2002 que establece los limites maximos admisibles de contaminantes en los lodos y
biosolidos para su aprovechamiento y disposicion final.

La digestion anaerobia meséfila convencional (25 - 40°C) es un proceso metabdlico en
el cual diferentes grupos de microorganismos anaerobios degradan la materia organica
hasta CH,; y CO,, principalmente (Kim et al., 2003). Este proceso es una tecnologia
perdurable en sistemas artificiales de estabilizacion de lodos residuales y ofrece diversas
ventajas, como el bajo costo econémico de operacion, reduccién de la materia organica,
generador de biosolidos como mejoradores de suelo, asi como el aprovechamiento del
metano producido como combustible. Sin embargo, su limitante es que no elimina a los
microorganismos patégenos y parasitos por completo. Una opcion para resolver este
problema es la digestion anaerobia termdfila (40 - 70 °C), la cual es capaz de producir
biosolidos de calidad A (cuyo contenido de patégenos, parasitos y coliformes es la
méaxima permisible en la NOM-004-2002) y al eliminar la mayor parte de
microorganismos patdgenos y parésitos. De acuerdo a la investigacion existente, se ha
reportado que el tiempo de arranque de los reactores termdfilos es muy prolongado y
existe una alta inestabilidad de los microorganismos involucrados, lo cual constituye
una seria desventaja en dicho proceso (Ferry, 1993; Van Lier, 1996; Ahring et al.,
2001; Cabirol et al. 2002; Nielsen et al., 2004; Moen et al., 2003 y Song et al., 2004).

Las arqueobacterias metandgenas se dividen en tres grupos funcionales, de acuerdo al
tipo de sustrato que utilizan como fuente de carbono: acetoclasticas, hidrogendfilas y
metilotrofas (Madigan et al., 2004). Las arqueobacterias metandgenas son un grupo
muy sensible a los cambios de temperatura, observandose que sus tasas de crecimiento
y actividad enzimatica dptima son muy estrechas, inferiores a las de las bacterias, hecho
que resulta una limitante durante el periodo de arranque en termofilia (Ahring, et al.;
2001, Nielsen, 2004). Existe poca informacion acerca del efecto del aumento de
temperatura sobre la composicion y dinamica de las arqueobacterias metandgenas, por
tal motivo, es necesario estudiarlos con el objeto de comprender y disminuir los tiempos
de arranque en los sistemas de tratamiento.

Aunado a lo anterior, debido a que es complicado aislar a los microorganismos del
consorcio, las técnicas moleculares, entre ellas el PCR-TGGE, ofrecen una excelente
opcion para identificar por medio del ADNr 16S la composicion de las comunidades
implicadas en la digestion anaerobia durante la sucesién de mesofilia a termofilia,
debido a que son técnicas rapidas y econdmicas. Al respecto existe poca informacion
acerca de la composiciéon y dinamica del grupo de las arqueas metandgenas durante el
cambio de temperatura en los reactores, por tal motivo, el objetivo del presente trabajo
fue estudiar la dinamica y diversidad de las arqueas metanogénicas en los sistemas de
tratamiento para disminuir los tiempos de arranque durante la termofilia.



ANTECEDENTES.

La aplicacion tecnoldgica de este proceso natural es empleada para el tratamiento de
aguas residuales y la estabilizacion de lodos residuales desde finales del siglo XIX. La
evolucidn de los procesos anaerobios esta orientada a controlar la biomasa activa en el
reactor y desacoplar el tiempo de retencion celular (TRC) del tiempo de retencion
hidraulica (Mogens-Henze et al., 2008). Se conocen tres tipos de reactores, llamados de
primera, segunda y tercera generacion.

Inicialmente se emplearon los reactores de primera generacion, en los cuales el contacto
de la biomasa con el sustrato es minimo y su relacion de tiempo de retencion hidraulica/
tiempo de retencion celular es igual a 1. Esta generacidon de reactores son conocidos
como de baja tasa (McHugh et al, 2003). Los primeros en ser usados fueron los tanques
sépticos e Imhoff, que posteriormente evolucionaron a bioreactores con temperatura
controlada, entre los que se encuentran el digestor anaerobio convencional, lagunas
anaerobias cubiertas y reactor de contacto anaerobio.

Reactores de segunda generacion se basan en tres aspectos fundamentales: 1.
Acumulacion de la biomasa por sedimentacién dentro del reactor y union a particulas
solidas o recirculacion. 2. Retencion de microorganismos que crecen muy lento. 3.
Mejoramiento del contacto entre la biomasa y el agua residual, solucionando los
problemas de difusion de substratos o productos entre el liquido y la biopelicula. En
estos sistemas, el tiempo de retencion celular es superior al tiempo de retencion
hidraulico.

Tal avance consiguié que la tecnologia se ampliara al tratamiento de aguas residuales
industriales. El disefio de los reactores de filtro anaerobio son de los primeros que se
caracterizan por tener a la biomasa inmovilizada en un medio inerte. El influente de
agua residual atraviesa al reactor con flujo vertical, ya sea ascendente o descendente
(Mogens-Henze et al., 2008). Lettinga encontré que dentro de estos reactores, los
microorganismos estaban agregados en forma de “granulos” (citado en McHugh et al.,
2003). Los granulos ofrecieron considerables ventajas en el tratamiento de agua y la
retencion de la biomasa, cuyo principio dio origen a los reactores de lecho de lodos de
flujo ascendente (UASB, Upflow anaerobic sludge blanket) que se caracteriza por
sedimentar la biomasa activa que esta en forma de granulos, con un flujo ascendente del
influente y en la parte superior cuenta con un sistema de separacion sélido-liquido-gas
(Franklin, 2001; Angelidaki et al., 2003; Sallys y Uyanik, 2003).

Los reactores de tercera generacién contienen microorganismos que forman una
biopelicula adherida a un soporte inerte, el cual puede ser arena, grava o plastico. Entre
los cuales se encuentran los reactores de lecho expandido y fluidificado (Mogens-Henze
et al., 2008).



1. MARCO TEORICO.
1.1. Lodos residuales.

1.1.1. Clasificacién de los lodos residuales.

Los lodos residuales constituyen una suspension concentrada de los contaminantes
presentes en el agua residual cruda. Contienen compuestos organicos e inorganicos
(algunos de ellos toxicos), microorganismos patdégenos y parasitos. Debido a que los
lodos tienen una fuerte capacidad de putrefaccion atraen vectores y generan malos
olores (Lue-Hing et al., 1998).

Los lodos proceden de distintas etapas del tren de tratamiento, cuyas caracteristicas
fisicas, quimicas y biolégicas varian de acuerdo a la etapa de la cual provienen
(Winkler, 1996):

- Lodos primarios. Se generan del proceso de sedimentacion de particulas organicas e
inorganicas (sedimentacién primaria) y tienen en promedio un 5% de agua, color gris y
olor desagradable (Winkler, 1996).

- Lodos secundarios. Son producto de un proceso de tratamiento biolégico de agua
residual. De acuerdo al método empleado, son dos tipos de lodos los mas comunes:
lodos activados y lodos percolados (Metcalf y Eddy, 1996).

- Lodos combinados. Se forman por la mezcla de lodos primarios y secundarios.

- Lodos fisicoquimicos. Son los sedimentos producidos durante la coagulacion y
floculacion del tratamiento primario avanzado.

1.1.2. Origen de los lodos residuales.

De acuerdo a la naturaleza del tratamiento de agua del cual proceden, se distinguen dos
tipos de lodos: industrial y municipal.

A) Lodos industriales.

Son lodos que provienen del tratamiento de agua industrial (textil, quimica,
farmacéutica, papelera, metallrgica, electrénica, alimenticia, curtidora, etc.). Tienen un
alto contenido de pesticidas, farmacéuticos, metales, asi como, solventes que pueden
incluir alcoholes, &cidos organicos, ésteres y cetonas. Muchas sustancias son usadas en
la sintesis de productos industriales, tales como haldgenos, hidroxilos, aminas,
nitrocomponentes, etc. (Mata-Alvarez, 2002).

La presencia de metales esta asociada principalmente a la descarga de la industria
quimica, farmacéutica, lavanderia, petrolera, textil, de plastico, de pigmentos e industria
metalUrgica. Los metales mas frecuentes son: cadmio, cobre, zinc, niquel, mercurio,
cromo, plomo, arsénico, selenio, molibdeno (Kortenkamp et al., 1996; Nomanbhay y
Palanisamy, 2005).

B) Lodos municipales.

Son lodos producto del tratamiento de agua doméstica, los cuales contienen una
3



fraccién biodegradable de materia organica, caracterizada por la alta concentracion de
nitrégeno y fosforo (Ro$ y Drago, 2003). Otra fraccion es combustible que incluye
madera, papel o plastico y una tercera fraccion inerte, consistente en rocas, vidrio,
metales y compuestos inorganicos (Angelidaki et al., 2003). El agua residual municipal
que origina a este tipo de lodos contiene una baja Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
y baja concentracion de metales. Estos lodos se caracterizan por exhibir grandes
fluctuaciones en su composicién debido a que la actividad cotidiana de los habitantes
que descarga agua al sistema de drenaje varia en el transcurso del dia (Angelidaki et al.,
2003).

1.1.3 Caracteristicas de los lodos residuales.

Las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de los lodos residuales son parametros
de suma importancia, puesto que determinan la actividad metabdlica e interacciones de
los microorganismos dentro de la comunidad, permitiendo también definir el tipo de
tratamiento a emplear con el objetivo de optimizar el sistema y gastos debido a que cada
lodo tiene caracteristicas propias.

1.1.3.1 Caracteristicas fisicas.

A) Contenido de solidos suspendidos (SS). Los solidos son suspensiones organicas e
inorganicas contenidas en los lodos, cuya medida esta en mg/l o porcentaje de sélidos
(%). Con base en el tipo de materia, los SS se pueden dividir en: solidos suspendidos
totales (SST) que es la materia total del lodo. Sélidos suspendidos fijos (SSF) que
corresponde a la materia mineral. Solidos suspendidos volatiles (SSV) que es la
materia organica e inorganica que se calcina a 550+50°C incluida en el lodo (Metcalf y
Eddy, 1996).

B) Tamafio de la particula. Con base en esta caracteristica, los lodos se pueden
clasificar como no granular o granular. Los lodos no granulares son aquellos en los
cuales la biomasa esta disgregada y no hay formacion de grumos. Los lodos granulares
son aquellos que forman lentejas 0 grumos que miden entre 0.14 a 5 mm (Shmidt y
Ahring, 1996). Los granulos anaerobios se componen de microorganismos sintroficos
gue trabajan como una unidad funcional en el proceso de digestion anaerobia e
incluyen a todos los organismos involucrados en la degradacion de materia organica
hasta llegar a la metanogénesis (McCarty, 2001; McHugh, 2003).

C) Sedimentabilidad. Es la velocidad de sedimentacion del lodo en agua, medida en
unidad de volumen por tiempo (v/t). La velocidad de sedimentacién de un lodo depende
de la concentracion de soélidos suspendidos y de las propiedades quimicas y
electrostaticas de la materia en suspension (Metcalf y Eddy, 1996).



1.1.2.2 Caracteristicas quimicas.

Las caracteristicas quimicas de los lodos definen las opciones de tratamiento y el
comportamiento del consorcio microbiano, y en cierto sentido, su disposicion final. De
acuerdo a su origen, los lodos pueden contener compuestos inorganicos y organicos.

a) Compuestos inorganicos: Son todos aquellos elementos y compuestos que no
incluyen carbono. Los mas importantes son los metales pesados, como es el caso del
arsénico, cadmio o mercurio, entre otros, cuya acumulacién en el ambiente causa serios
dafos en los organismos. Montalvo y Guerrero (2003) indican que los metales pesados
tienen efectos toxicos en los microorganismos que participan en el proceso de digestion
anaerobia, debido a que se acumulan en las células e interactian con el ADN, proteinas
o moléculas implicadas en el metabolismo. Se ha observado que los efectos inhibitorios
son mas fuertes en las arqueobacterias metandgenas (a pesar que en la literatura las
denominan como bacterias, en la presente investigacion se adoptd la clasificacion
taxondmica de los tres dominios (Woese, 1990, citado en Garcia et al., 2000) y seran
referidas como arqueobacterias) que en las bacterias acetoclasticas.

b) Compuestos organicos. Son todas las proteinas, lipidos, azucares y acidos nucleicos
que funcionan como fuente de carbono y son susceptibles de ser degradados por la
accion microbiana.

1.1.2.3 Caracteristicas microbioldgicas.

Como consecuencia de la concentracion de materia organica y otros contaminantes en
los lodos, los microorganismos encuentran excelentes condiciones para su desarrollo
Optimo en un ambiente rico de nutrientes. Los microorganismos en los lodos residuales
generalmente incluyen bacterias, arqueobacterias, hongos, algas, protozoarios,
helmintos y virus cuya presencia depende del origen del lodo. Si se toma en cuenta un
criterio de salubridad publica, los organismos presentes en los lodos se dividirian en dos
grupos: por un lado, los organismos nocivos para la salud, patégenos y paréasitos, y por
otra parte, los microorganismos que participan activamente en los procesos de
tratamiento (Rojas-Oropeza, 2001).

En su mayoria, los microorganismos patdgenos y parasitos estan ligados a
enfermedades de tipo gastrointestinal. Sin embargo, también se han encontrado hongos
que infectan la piel (Tabla 1). Debido a su caracter nocivo, es deseable su eliminacion,
la cual puede ser obtenida a través de un proceso de estabilizacion de los lodos
residuales.

Tabla 1. Agentes patdgenos y parasitos encontrados en los lodos residuales (Mendoza-Sanchez, 2004).



Agentes patdgenos (microorganismos y virus)

Salmonella, Shigella, Yersinia, Mycobacterium tuberculosis, Vibrio

BACTERIAS cholerae, Campylobacter jejuni y Escherichia coli (linaje patogeno).
VIRUS Poliovirus, echovirus, coxsakievirus, v. de la hepatitis A, rotavirus y
retrovirus.
HONGOS Candida sp., Tricosporon cutaneum, Aspergillus fumigatus, Tricophytum sp.

Epidemophyton sp. y Microsporum sp.

Microorganismos parasitos

HELMINTOS Ascaris lumbricoides, Ascaris suum, Trichuris trichiura, Toxocara canis,
Taenia solium, Necator americanus y Hymenolepsis nana.
PROTOZOARIOS Criptosporidium sp., Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Balantidium

coli y Toxoplasma gondii.

1.2 Métodos de estabilizacion de lodos residuales.

La estabilizacion de los lodos residuales se entiende como el proceso mediante el cual
se busca eliminar los microorganismos patdégenos y parasitos, disminuir la fraccion
volatil, reducir o eliminar el potencial de putrefaccion del lodo y en consecuencia,
eliminar los problemas de malos olores y atraccion de vectores. Su aplicacion permitiria
darle un uso benéfico a los mismos, como disponerlos en el ambiente de forma segura 'y
producir mejoradores de suelo. Los procesos de estabilizacion de lodos pueden dividirse
en métodos quimicos y bioldgicos (Metcalf y Eddy, 1996):

a) Estabilizacion quimica. Consiste en adicionar algin compuesto quimico a los lodos,
como es el amoniaco o la cal. Esta Gltima es el mas usado debido a su bajo costo y
efectividad para destruir a los microorganismos patégenos.

b) Estabilizacion bioldgica. Es la estabilizacion de los lodos mediante la accion de
microorganismos. Existen tres tipos de procesos principalmente:

- Compostaje. Es un proceso aerobio en el cual se reduce la materia organica y
sustancias humicas: en términos de solidos suspendidos la reduccién a dioxido de
carbono y agua es del 20 al 30%. La temperatura necesaria para el proceso oscila entre
50y 70°C, lo cual permite que se destruyan los microorganismos patogenos y parasitos
(Metcalf y Eddy, 1996).

- Digestion aerobia. En este tipo de estabilizacion de lodos, en presencia de
oxigeno y durante un largo periodo de tiempo, los microorganismos degradan a la
materia organica sin desprender malos olores. Se ha implementado este proceso en
condiciones termofilas, cuyo resultado es la destruccion de patdgenos (Metcalf y Eddy,
1996).

- Digestién anaerobia. La digestion anaerobia es un proceso metabdlico
realizado en ausencia de oxigeno, a través del cual se degrada la materia organica hasta
moléculas sencillas por la accion sintrofica de diversos microorganismos anaerobios
(Angelidaki et al., 2003; Kim et al., 2003). Este proceso permite obtener un lodo libre
de olores y patdgenos, siempre y cuando sea termofilo, al mismo tiempo existe una



recuperacion de energia en forma de metano (Metcalf y Eddy, 1996; Lue-Hing et al.,
1998).

1.3 Generalidades de la digestion anaerobia.

La digestion anaerobia es el proceso metabdlico a través del cual la materia organica se
degrada hasta moléculas sencillas por la actividad simultdnea o secuencial de
microorganismos anaerobios facultativos o estrictos. Las moléculas organicas (lipidos,
carbohidratos y &cidos nucleicos) son degradados hasta CH, CO,, y componentes traza
(H2, NH3, N2 y H,S) (Angelidaki et al., 2003; Kim et al., 2003; MgHugh et al. 2003).

En la naturaleza, la digestion anaerobia se desarrolla en ambientes sin oxigeno como
son los pantanos, lagunas costeras, lagos eutréficos, fondos marinos con sedimentos
organicos, rumen de los herbivoros, estbmago de termitas, etc. (Garcia et al., 2000).
Este proceso es ademas aprovechado en sistemas artificiales para el tratamiento de
aguas residuales, como son los rellenos sanitarios y reactores anaerobios debido a su
alto poder de eliminacién de materia organica, con baja produccion de biomasa y alta de
biogas. Ademas, es llevado a cabo por una gran variedad de microorganismos que con
reacciones contiguas de oxido-reduccién convierten el carbono organico complejo a su
estado mas reducido (CH,4) y oxidado (CO;) (Angelidaki et al., 2003).

Los microorganismos que participan en la digestion anaerobia son bacterias hidroliticas,

fermentativas, sulfurosas y acetégenas, asi como arqueobacterias metandgenas. Los
microorganismos mas importantes se resumen en la Tabla 2 (Mendoza-Sanchez, 2004).

Tabla 2. Microorganismos que participan en la digestion anaerobia (Mendoza-Sanchez, 2004).

GRUPO METABOLICO BACTERIA
HIDROLITICAS Y Acetovibrio cellulolyticum, Butyrivibrio sp., Clostridium sp.,
FERMENTATIVAS Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Escherichia sp.,

Micrococcus sp., Propionibacterium sp., Ruminococcus sp.,
Bacteroides sp., Syntrophomonas sp. Syntrophobacter sp.

ACETOGENETICAS Clostridium sp., Clostridium thermoautotrophicum, Eubacterium
limosum, Butyribacterium methylotrophicum, Acetobacterium sp.

SULFATORREDUCTORAS Desulfomonas sp., Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfococcus,
Desulfosarcina sp.

ARCHAEA

METANOGENAS Methanosaeta sp., Methanosarcina sp., Methanospirillum sp.,
Methanobrevibacter sp., Methanospirillum sp.




1.3.1 Aspectos fisicoquimicos de la digestion anaerobia en sistemas de tratamiento
de lodo residual.

Todos los microorganismos involucrados en este proceso requieren condiciones fisicas
y quimicas especificas para su actividad metabolica Optima. Los parametros mas
importantes son los siguientes:

- Acidos grasos volatiles (AGV). Son los &cidos grasos producto de la actividad
metabdlica de las bacterias fermentativas, como el &cido acético, butirico, propiénico,
isobutirico, n-valérico y caproico (Kim et al., 2002; Burak y Sherer, 2008). Debido a
que las bacterias acidogénicas son mas activas que las arqueobacterias metandgenas, los
acidos grasos volatiles se pueden acumular e inhibir la metanogénesis (Ro$ y Drago,
2003; Hori et al., 2006).

- pH. El pH 6ptimo de un lodo anaerobio es de 7.3, aunque puede variar en un intervalo
de 6 y 8.3, dado que fuera de este intervalo la actividad de algunos microorganismos
que participan en la digestién anaerobia puede inactivarse. Si el pH es menor a 6, los
acidos volatiles se desionizan y atraviesan con facilidad la membrana celular, lo que
ocasionaria que la actividad enzimdtica de ciertos grupos limitantes se altere
(Angelidaki et al., 2003; Ros y Drago, 2003; Hori et al., 2006; Burak y Sherer, 2008).

- Coeficiente alfa (a). Es la capacidad amortiguadora de un sistema para mantener
constante un determinado pH mediante el complejo &cido-base. Este parametro es
importante porque indica la relacion sustrato-producto del consorcio microbiano en los
reactores (APHA, 1995). ElI método para obtener este parametro consiste en titular con
acido sulfurico (0.2 N) el lodo a pH 5.75 y 4.3, y finalmente calcular la diferencia del
volumen del &cido consumido en el primer pH con el volumen total del segundo pH. El
valor optimo del coeficiente alfa en los lodos anaerobios es igual o mayor a 0.5 lo cual
indica una operacion estable y un buen equilibrio entre los carbonatos y acidos grasos
del sistema. Sin embargo, puede ser normal encontrar valores comprendidos entre 0.2 a
0.4 como consecuencia de la alta tasa de produccion de AGV's (Noyola et al., 1993).

- Temperatura. Este factor altera las constantes de equilibrio quimico porque al
desplazar los valores de los parametros, las actividades enzimaticas se aceleran o
inhiben (De la Rubia et al., 2005). De acuerdo a la tolerancia de los microorganismos a
la temperatura, la digestion anaerobia se divide en cuatro categorias (Angelidaki et al.,
2003):

- Psicrdfila: < 25°C. A esta temperatura la actividad metabdlica de los
microorganismos es baja y los tiempos de retencién hidraulica (TRH, que es el tiempo
que el lodo permanece dentro del reactor) son altos, varian entre los 100 y 400 dias.
Estos microorganismos son usados en procesos de operacion de baja tasa como son los
tanques septicos e Imhoff.

- Mesdfila: 25 - 40°C. Es el proceso mas utilizado en las plantas de tratamiento
anaerobio. EI TRH oscila entre los 15y 20 dias.

- Termofila: 40 - 70°C. Este es un proceso mas dificil de controlar en sistemas
artificiales, porque la actividad de los microorganismos es mas rapida, pero por encima
de este nivel la velocidad de crecimiento de los microorganismos acetdgenos comienzan
a disminuir. Los tiempos de TRH pueden alcanzar de 7 a 10 dias.



- Hiperterméfila: > 70°C. Este proceso restringe el crecimiento a algunas
especies de arqueobacterias y bacterias mesoéfilas que participan en la digestién
anaerobia.

- Solidos Suspendidos Volatiles (SSV). Son particulas en suspension contenidas en los
lodos. La concentracion de estas particulas nos permite evaluar la eficiencia de la
digestion y su intervalo mas comun en un lodo anaerobio es de 70-120 g/l (Noyola y
Moreno, 1994; Metcalf y Eddy, 1996).

- Produccion de metano. La medicion del gas generado en un reactor proporciona
informacion sobre la eficiencia de los microorganismos durante el proceso de la
metanogénesis. El biogas, mezcla de los componentes gaseosos producto de tal proceso,
estd compuesto principalmente por CH,4 (50-80%), CO, (20- 50%) y, en menor cantidad
(1% del volumen total) de N,, Hz, NH3, y H2S (Angelidaki et al., 2003; MgHugh et al.
2003). La actividad metandgena especifica (AME) se define como la produccién de
metano en relacién al substrato por unidad de sélidos suspendidos volatiles y tiempo
(gCH4-DQO/gSSV/d) (Serensen y Ahring, 1993). Esta prueba es aplicada para
caracterizar la biomasa que se usa como inoculo de arranque de un nuevo reactor y para
analizar la potencialidad del lodo en el proceso de degradacién. Los valores de AME
para un lodo anaerobio granular estdn en el intervalo 0.5-1.5 gCH4-DQO/gSSV/d
(Noyola y Moreno, 1994).

- La demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y Demanda quimica de oxigeno
(DQO). Ambos parametros se relacionan con la materia organica contenida en los
lodos. La DBO es una medida de la cantidad de oxigeno consumido en el proceso
bioldgico de degradacion de la materia organica. La DQO es una medida de la cantidad
de oxigeno necesaria para oxidar quimicamente la materia organica y los compuestos
oxidables de una determinada muestra (Campos-Pozuelo, 2001)

La Tabla 3 resume las condiciones de temperatura y valores Optimos generales
reportados en un lodo anaerobio granular.

Tabla 3. Valores dptimos de los parametros en un lodo anaerobio granular.

Temperatura CH,:CO;, AME pH o SSV AGV’'s DBO
(%) (9CH,-DQO/gSSV/d) (a/m (mg/l) DQO
Psicrofila Optimo: Optimo:
Mesofila 50:50 0.5-1.5 7.0-7.2 >5 70-120 Variable
Termdfila 80:20 Limite Limite:
Hipertermdfila 6y8.3 0.2

1.3.2 Aspectos bioquimicos de la digestion anaerobia.

La digestion anaerobia esta constituida principalmente por cuatro etapas simultaneas y/o
secuenciales: 1. Hidrolisis de polimeros complejos; 2. Acidogénesis 0 fermentacion de
los mondmeros disponibles; 3. Acetogénesis; y 4.Metanogénesis (Batstone et al., 2002;
Burak y Sherer, 2008; RosS y Drago, 2003) (Figura 1).



Figura 1. Flujo general de los compuestos organicos en la digestién anaerobia en el cual se exhiben las 4
etapas principales: 1. Hidrdlisis, 2. Acidogénesis, 3. Acetogénesis por Bacterias acetdgenas productoras
obligadas de hidrégeno (OHPA) y Bacterias homoacetdgenas 4. Metanogénesis.

MACROMOLECULAS
¢ 1. Hidrélisis
MONQMERGS 2. Acidogénesis
ACIDOS
ORGANICOS Y
ALCOHOLES 3. acetogénesis

ACETATO OHPA CO,+H,

B. homoacetégenas

4. 4.
Metanogénesis Metanogénesis
3 hidrogenofila
acetoclastica CH4 + CO, o, g

1.3.2.1 Hidrdlisis.

Esta etapa consiste en la ruptura de polimeros complejos (lipidos, proteinas, azucares y
acidos nucleicos) en oligdbmeros y mondmeros (acidos grasos de cadena sencilla,
aminoacidos, monosacaridos y bases nitrogenadas) por enzimas extracelulares de
bacterias hidroliticas anaerobias facultativas y microorganismos fermentativos
primarios (Ro$ y Drago, 2003). La hidrélisis de polimeros orgéanicos facilita el
transporte de los monomeros a través de la membrana celular para su posterior
metabolismo dentro de la célula (Vavilin et al., 2008). Cuando un proceso se compone
de una secuencia de reacciones, la tasa completa es determinada por la reaccion mas
lenta a la cual se le llama paso limitante. La hidrdlisis es considerada un paso limitante
del proceso de digestion anaerobia (Vavilin et al., 2008).

1.3.2.2 Acidogénesis o Fermentacion.

Las bacterias fermentativas anaerobias estrictas y facultativas usan como sustrato los
monomeros y oligdbmeros producidos en la anterior etapa para sintetizar AGV's de
cadena corta y larga (como los &cidos propionico, butirico, n-valérico y caproico) que
son utilizados como aceptores y donadores de electrones.
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Entre las bacterias que realizan la hidrolisis y acidogénesis se encuentran: Acetovibrio
cellulolyticum, Butyrivibrio sp., Clostridium sp., Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp.,
Escherichia sp., Micrococcus sp., Propionibacterium sp., Ruminococcus sp.,
Bacteroides sp., entre otras (Mendoza-Sanchez, 2004).

1.3.2.3 Acetogénesis.

En esta etapa, los AGV’s son degradados hasta &cido acético principalmente, pero
también existe la produccion de formiato, CO, e hidrégeno (H,). Existen dos rutas
metabolicas para la acetogénesis:

a) Homoacetogénesis (acetogénesis por hidrogenacion): produccién de acetato a partir
de alcoholes, AGV’'s 0 H, y CO,. Existen dos formas de producir acetato a partir de esta
via:

La primera es por la ruta de la glucdlisis, en la cual la glucosa se rompe en dos
moléculas de piruvato, cuya oxidacion genera tres moléculas de acetato como producto
final. Clostridium sp. y Acetobacterium sp. son especies que participan en este proceso
(Madigan et al., 2004).

La segunda ruta es por la medio de la via acetil-CoA (Ljungdahl-wood) la cual consiste
en la fijacion de dos moléculas de CO, para sintetizar el complejo acetil-CoA. Una
molécula de CO; es reducida en un CHj; por la enzima tetrahidrofolato. La otra
molécula de CO; es reducida a CO por la enzima monoxido de carbono deshidrogenasa
que también cataliza la union del grupo CHsz y CO a la Acetil-CoA. Finalmente, la
Acetil-CoA es trasformada en acetil-P que es intermediaria al acetato y ATP (Madigan
et al., 2004).

b) Acetogénesis heterofermentativa (acetogénesis por deshidrogenacion): se produce
acetato, CO, y Hy, por la actividad de las bacterias acetdgenas productoras obligadas de
hidrégeno (OHPA por sus siglas en ingles Obligate Hydrogen Producing Acetogens)
que dependen de la presion parcial del H,. Estas bacterias degradan los acidos grasos
volatiles hasta acetato, H, y CO, por B-oxidacion (Mendoza-Sanchez, 2004). Estas dos
ultimas moléculas son empleadas como fuente de carbono de las arqueobacterias
metandgenas o de las bacterias sulfatorreductoras en presencia de sulfatos (Madigan et
al., 2004). Esta etapa depende también de la presion parcial del H,, de tal forma que
cuando llega a 10™“atm se inhibe la actividad de las bacterias heterofermentativa.
Consecuentemente, la accion de los consumidores de H, permite mantener presiones
bajas en el sistema (Madigan et al., 2004).

1.3.2.4 Metanogénesis.

La metanogénesis es una ruta metabdlica que reduce a los derivados de metanol, acetato
0 CO; (con H, como aceptor de electrones) hasta metano y es llevada a cabo por las
arqueobacterias metanogenas. Dichos microorganismos son encontrados en ambientes
anaerobios (desde el rumen de herbivoros e intestinos de humanos, hasta sedimentos
lacustres y marinos) y forman parte del ciclo global del carbono.

La metanogénesis se lleva a cabo por tres rutas:
- Hidrogendfila: se produce metano a partir de CO, e H,.
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- Acetocléastica: se emplea el acetato (CH3-COOH) como fuente de carbono.
- Metilétrofa: utiliza metanol o sus derivados como fuente de carbono.

1.3.2.4.1 Metanogénesis hidrogendfila.

La reduccion de CO, a CH, es dependiente de la presion de H, y se realiza por medio de
las coenzimas metanofurano (MFR), tetrahidrometanopterina (H;MPT) y coenzima M
(H-S-CoM) (Figura 2). Si el CO, estd en forma de carbonato, la reaccion tiene la
siguiente ecuacion (Atlas y Bartha, 1998):

HCO3 + H" + 4H; — CH, + 3H,0

El CO; es activado por la coenzima metanofurano (MFR) (paso 1) y posteriormente
reducido a formilo (paso 2). El grupo formilo es transferido del metanofurano a la
tetrahidrometanopterina (H4MPT) (paso 3). Este grupo es deshidratado y reducido a
metileno y metilo en dos etapas sucesivas (paso 4). El grupo metilo es transferido de la
metanopterina a la Coenzima M (paso 5), en donde es reducido a metano por la
actividad del complejo metilreductasa, en el cual intervienen el complejo Fa30 Y la
mercaptoheptanotreonina fosfato (HTP). EI donador de electrones para esta reaccion es
la mercaptoetanoiltreonina (HS-htp) y el producto de la reaccion es metano (6).

Figura 2. Metanogénesis hidrogendfila a partir de CO,.MF, metanofurano; MP, metanopterina; CoM,
coenzima M; Fagreq, COBNZIMA Fyyq reducida; F4zg, coenzima F430 y CoB, coenzima B (Madigan et al.,
2004).
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1.3.2.4.2 Metanogénesis acetoclastica.

La formacion de metano a partir de la ruta del acetato es diferente para los distintos
grupos de arqueobacterias metandgenas. A continuacion se presenta la ruta tipica de
Methanosarcina thermophila, que ejemplifica el proceso (Fournier y Gogarten, 2008)
(Figura 3).

La enzima acetatoquinasa y fosfotransacetilasa activan al acetato y al complejo acetil-
CoA (paso 1). Posteriormente (paso 2), el complejo enzimatico CO deshidrogenasa
(CODH, molécula que tiene dos componentes, cobalto-sulfuro y niquel-sulfuro) cataliza
la acetil-CoA para favorecer la oxidacion del grupo metilo a CO,, asi como la
transferencia del grupo metilo al cofactor tetrahidrosarcinapterina (HsSPT) (también
Ilamada tetrahidrometanopterina) (paso 3). Sin embargo, en algunos organismos el
enlace del grupo carbonilo es oxidado a CO; y el grupo metilo es transferido a la enzima
corrinoide para transferirlo al complejo tetrahidrometanopterina (Madigan, 2004).

A continuacion, el grupo metilo es transportado a la coenzima M (CH3-CoM) (paso 4).
El paso final, es la desmetilacion reductiva del complejo CH3-S-CoM a CH,4 que es
catalizada por la CH3-S-CoM metil reductasa (paso 5) usando los electrones generados
de la oxidacién de CO a CO, por la CODH.
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Figura 3. Ruta de la conversion de acetato a CO,y CH,en M. thermophila. AK, acetato quinasa; PTA,
fosfotransacetilasa; CA, anhidrasa carbdénica; MCR', metilreductasa inactiva; MCR?, metilreductasa
activa; HDR, heterodisulfuro reductasa; Fd, ferredoxina; Cyt b, citocromo b; H,asa, hidrogenada; €,

electron (modificado de Ferry, 1992).
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1.3.2.4.3 Metanogénesis metilotrofica.

Este tipo de metabolismo comprende la formacion de metano a partir de metanol,
metilaminas y sulfatos metilados (Ferry, 1993). En menor grado, algunas
arqueobacterias metanogenas, utilizan esta ruta metabdlica junto a alguna de las
anteriores mencionadas para obtener energia. Estos compuestos son transferidos por un
sistema de anillos proteinicos de tetrapirrol y posteriormente a la CoM; tal compuesto,
entra a la via de la metanogenesis y es reducido a CH4 (Liu y Whitman, 2008). Las
reacciones se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Reacciones bioquimicas de las arqueobacterias metandgenas que utilizan metanol, metilaminas y
sulfatos metilados como fuente de carbono (Ferry, 1993).
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REACCCION AG® KJ/mol CH,

1. 4 CH,0H —3CH, + CO, + 2H,0 -106

2. CH,0H + H, — CH, + H -112.5
3. 4 CH,;NH, + 2 H,0 — 3 CH, + CO, + 4 NH, -76.7
4. 2 (CH,),NH + 2 H,0— 3 CH, + CO, + 2 NH, -74.8
5. 4 (CH),N + 6 H,0 — 9 CH, + 3CO, + 4 NH, -75.8
6. 2(CH)S + 2H,0 = 3CH, + CO, + 2HS ~52.1
7. 4 (CH,)SH + 2 H,0 — 3CH, + CO, + 4 H,;S -51

8. (CH)SH + H,  —CH, + HS -69.3
9. 4 H, + CO, - CH, + 2H,0 -130.4
10. CH,CO0” + H* — CH, + CO, -36.0
11.4CO +2H0  — CH, + 3 CO, -211

1.4. Arqueobacterias metanogenas.

El grupo de las metandgenas pertenece al dominio Archaea. Morfol6gicamente, exhiben
una amplia variedad de formas y tamafios que incluyen cocos regulares e irregulares,
bastones, cadenas de cocos, espirilos, sarcinas o placas irregulares. Algunas presentan
movilidad o pueden estar agregados (Beveridge y Schultze-Lam, 1996). Las
caracteristicas mas importantes (temperatura, pH, sustrato y morfologia) de algunas
especies de arqueobacterias reportadas se resumen en la Tabla 5.

Este taxon comprende microorganismos anaerobios estrictos, ya que son sensibles al
oxigeno. Por lo tanto, su distribucién se limita a lugares donde no existe oxigeno, tales
como: sedimentos marinos y de rios, tracto gastrointestinal humano, rumen de animales,
ambientes geotermales, reactores de digestion anaerobia, etc. (Barber y Ferry; 2001).
Son heterotréficos productores de metano a partir de acetato, CO, usando H, como
aceptor de electrones y compuestos metilados o alcoholes. Su pared esta constituida por
pseudomureina y lipidos de membrana (isoprenoides) unidos por enlaces éter a un
glicerol (Garcia et al., 2000). Poseen una serie de coenzimas particulares que
intervienen en su metabolismo: metanofurano, tetrahidrometanopterina, deazaflavina
F420, Coenzima M y HS-coenzima M (Rasche y Ferry, 2005).

Tabla 5. Caracteristicas de las arqueobacterias metandgenas (Burak y Sherer, 2008).

ESPECIES

MORFOLOGIA

SUBSTRATO

. T(°C)
OPTIMA

pH
OPTIMO
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Methanobacterium bryantii Bacilos largos a filamentos H,/CO, 37 6.9-7.2
Methanobacterium formicicum Bacilos largos a filamentos H,/CO,, formato 37-45 6.6-7.8
Methanobacterium thermoalcaliphilum Bacilos H,/CO, 58-62 8.0-8.5
Methanothermobacter thermoautotrophicum Bacilos largos a filamentos H,/CO, 65-70 7.0-8.0
Methanothermobacter wolfeii Bacilos H,/CO, 55-65 7.0-7.5
Methanobrevibacter smithii Bacilos cortos, cadenas cortas H,/CO,, formato 37-39 /
Methanobrevibacter ruminantium Bacilos cortos, cadenas cortas H,/CO,, formato 37-39 /
Methanothermus fervidus Bacilos cortos H,/CO,, formato 83 <7.0
Methanothermococcus thermolithotrophicus | Cocos regulares a irregulares H,/CO,, formato 65 /
Methanococcus voltaei Cocos regulares a irregulares H,/CO,, formato 35-40 6.0-7.0
Methanococcus vannielii Cocos regulares a irregulares H,/CO,, formato 65 7.0-9.0
Methanomicrobium mobile Bacilos cortos H,/CO,, formato 40 6.1-6.9
Methanolacinia paynteri Bacilos cortos H,/CO,, formato 40 7
Methanospirillum hungatei Bacilos curveados a H,/CO,, formato 30-40 /
filamentos espirales
Methanosarcina acetivorans Cocos irregulares Metanol, acetato 35-40 6.5
Methanosarcina barkeri Cocos irregulares en paquetes Metanol, acetato 35-40 5.0-7.0
Metanosarcina mazei Cocos irregulares en paquetes Metanol, acetato 30-40 6.0-7.0
Methanosarcina thermophila Cocos irregulares en Metanol, acetato 50 6.0-7.0
agregados

Methanococcoides methylutens Cocos irregulares Metanol 42 7.0-75
Methanosaeta concilii Bacilos Acetato 35-40 7.0-75
Methanosaeta thermophila Bacilos Acetato 55-60 7

1.4.1 Taxonomia.

Las arqueobacterias metandgenas son un taxon complejo debido a su actividad
bioquimica para la sintesis de metano y diversidad de morfologia de las especies. El
descubrimiento de las propiedades bioquimicas y genéticas exclusivas de estos
organismos conllevd a Woese y colaboradores hacia el concepto de Archaeobacteria
(1978), que posteriormente, se formaliz6 como Dominio Archaea en 1990 (citado en
Garcia et al., 2000). Con la incursiéon de las técnicas moleculares, se propuso una
clasificacion fundamentada en el andlisis de las secuencias del ADNr 16S (Garcia et al.,
2000).

En 1988, el Subcomité para la Taxonomia de Metandgenas (Subcommittee for
Taxonomy of Methanogens) aceptd una serie de pardmetros minimos que definen el
grupo de las arqueobacterias metandgenas. Esos parametros incluyen: cultivos puros,
morfologia, microscopia electronica, susceptibilidad a lisis, movilidad, morfologia de la
colonia, sustrato, huella genética, productos finales de su metabolismo, rangos y
condiciones de crecimiento, contenido G+C en ADN, analisis de lipidos, hibridacién de
acidos nucleicos y andlisis de ADNr 16S. Basado en esos criterios, Boone y Garrity
(2001) definieron 5 drdenes, 10 familias y 26 géneros (Tabla 6) (Garcia, 2000; Rasche y
Ferry, 2005).
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Tabla 6. Clasificacion taxonémica de las arqueobacterias metandgenas (Boone y Garrity, 2001).

Dominio | Reino Clase Orden Familia Género
Methanobacterium,
Methanosphaera,
Methanobacteria | Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanothermobacter,
Methanobrevibacter
Methanothermaceae Methanothermus
Methanococcus
Archaea Euriarchaeota Methanococcaceae Methanothermococcus
Methanococci Methanococcales
Methanocaldococcaceae Methanocaldococcus
Methanomicrobiaceae Methanomicrobium
Methanocorpusculaceae Methanocorpusculum
Methanomicrobiales — —
Methanospirillaceae Methanospirillum
Methanosarcinaceae Methanosarcina
Methanosarcinales Methanosaetaceae Methanosaeta
Methanopyri Methanopyrales Methanopyraceae Methanopyrus

1.5 Digestion anaerobia termofila.

La digestion anaerobia termofila se desarrolla en un intervalo de 40-60°C en sistemas
artificiales de tratamiento de aguas o lodos residuales (Angelidaki et al., 2003). A escala
industrial, bajo este pardmetro, se puede hacer uso de digestores mas eficientes con
volimenes pequefios de operacion y altos rangos de carga. Las caracteristicas de la
digestion anaerobia termofila se resumen en la Tabla 7 (Kim et al. 2002; Angelidaki et
al., 2003; Cabirol et al., 2003; Nielsen et al., 2004; De la Rubia et al., 2005). En
México no existen reactores terméfilos, por tal razon, el arranque de un reactor de este
tipo seria extremadamente inestable y prolongado, debido a que no se dispone de
inoculo termdfilo. En el caso de que se use inoculo mesofilo para este tipo de proceso,
el periodo de aclimatacion de mesofilia a termofilia puede ser largo (de un afio 0 mas)
(Van Lier, 1996; De la Rubia et al., 2005).

Tabla 7. Resumen de las ventajas y desventajas de la digestién anaerobia termdfila.

VENTAJAS DESVENTAJAS
- Las tasas de las reacciones bioquimicas son mas - Arranques de digestor prolongados por la falta de lodo
rapidas y los tiempos de retencion hidraulica son cortos | adecuado.
- Volimenes de los reactores son pequefios para el - Perdida de granulacion por perdida del género
tratamiento de una misma cantidad de lodo en mesofilia. | Methanosaeta.

- Mayor produccién de metano - Grupos de metandgenas son inestables.

- Mayor eficiencia para destruir a los patégenos y
parasitos, disminucion de vectores y putrefaccion.
- Produccién de lodo clase Ay B

-Alta concentracion de AGV’s que provocan
inestabilidad

1.6 Efecto de la temperatura sobre la comunidad arqueobacteriana en un sistema
de tratamiento artificial.

El factor temperatura afecta procesos claves termodinamicos del sistema, debido a que
las tasas de las reacciones bioquimicas y actividad de los complejos enziméticos son
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especificas para cada grupo de microorganismos que interactian en la digestion
anaerobia (Zebranska et al., 2000; De la Rubia et al., 2005).

Por una parte, se ha reportado que las bacterias hidroliticas y fermentadoras exhiben un
intervalo amplio de temperatura de 55 a 75°C para realizar su actividad metabdlica
(Nielsen et al., 2004). Para las metandgenas hidrogenofilas es ligeramente menor (55-
70°C) (Amend y Shock, 2001) y muchas metandgenas acetoclasticas tienen intervalos
de crecimiento mas restringidos, de 50-65°C (Ahring et al., 2001; Moen et al., 2003; De
Bok et al., 2004; Nielsen et al., 2004; Song et al., 2004).

Uno de los trabajos pioneros realizados con digestion anaerobia termoéfila comenzo con
Rimkus y colaboradores (1982), quienes aumentaron la temperatura de funcionamiento
en un digestor a escala piloto de 35°C a 52 y 55°C. Reportaron que el tiempo de
retencion hidraulica disminuyo de 14 a 7 dias, alta remocion de SSV vy alta produccion
de metano que se empleo para mantener la temperatura del reactor. Méas tarde, De la
Rubia y colaboradores (2005) confirmaron la transicion efectiva de mesofilia a
termofilia en un digestor de lodo municipal siguiendo el método de Rimkus y
colaboradores (1982). En un trabajo mas reciente, se observd que es factible obtener
inoculos termofilos a partir de mesdéfilos en un lapso de 2 meses con un aumento directo
de temperatura. Se reportd que la actividad de las arqueobacterias metanogenas
hidrogendfilas tendi6 a predominar bajo estas condiciones (Cabirol et al., 2003).

Con respecto a la comunidad arqueobacterias, se ha observado que en termofilia la
riqueza de las especies disminuye (Van Lier, 1996; Konopka et al., 1999). Visser y
colaboradores (1991) encontraron un incremento significativo en la abundancia relativa
de algunas especies de metanogenas mesofilas (38°C) después de someterlas 4 meses a
55°C. En tal experimento, reportaron que el nimero de Methanobrevibacter smithii,
Methanospirillum hungatii y Methanosarcina thermophila disminuyo, mientras que
Methanosaeta concilii, y particularmente Methanobacterium thermoautotrophicum,
aument0 a altas temperaturas. De estos resultados, sugirieron que las dos ultimas
especies se encontraban dentro de la comunidad original en numeros bajos hasta que se
establecieron las condiciones favorables para su crecimiento optimo.

Sekiguchi y colaboradores (1998) compararon la composicion microbiana de un lodo
granular mesofilo (35°C) y termdfilo (55°C) de un reactor a escala de laboratorio
alimentado con sacarosa, propionato y acetato. Encontraron que en condiciones
mesodfilas la poblacion de Methanosaeta concilii predominando en el consorcio,
mientras que en el reactor termofilo predominaron las especies de Methanosaeta
thermophila y Methanobacterium thermoformicicum.

Ahring y colaboradores (2001) estudiaron el efecto del aumento de temperatura de 55 a
65°C en un reactor anaerobio que trato estiércol bovino. Observaron que a 65°C
disminuyé la actividad metandgena y aumentd la concentracion de AGV’s (entre los
cuales el propionato fue el mas abundante). Estos investigadores observaron que a
65°C, la cantidad de ADNr 16S del dominio Bacteria disminuyo de 74 a 57%, mientras
que, la cantidad de ADNr 16S del dominio Archaea se incrementd de 18 a 34%. Nielsen
y colaboradores (2004), estudiaron con electroforesis de gradiente de temperatura
temporal (TGGE, por sus siglas en inglés) el ADNr 16S en la comunidad de dos
reactores de desecho de ganado bovino, uno a 55°C y otro con doble fase 55/68°C, cuyo
resultado fue similar al encontrado por Ahring y colaboradores (2001).
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Wu y colaboradores (2001) estudiaron la diversidad en un sistema de lodo granular
mesdfilo alimentado con tereftalato. De la investigacion definieron Unidad Taxondmica
Operativa (UTO) como clonas de una unidad con posicion unica en la electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés). Obtuvieron 5
UTO’s de arqueobacterias, de las cuales, la mayoria de las clonas estaban relacionadas
con Methanosaeta concilii (81.7%), mientras que otras clonas representaron dos UTO’s
asociadas a Methanospirillum y Methanogenium

Angenent y colaboradores (2002) investigaron el efecto de la temperatura sobre la
diversidad en un rector de tratamiento de desechos de granja durante tres meses de
aclimatacion de un lodo, el cual, se alimentd con amonio y AGV’s. Con base en el
estudio del ADNr 16S, la abundancia de Methanosarcina disminuy6 de 3.8 a 1.2% y
Methanosaeta concilii se mantuvo por debajo de 2.2%. Los niveles de las metandgenas
hidrogendfilas del orden Methanomicrobiales, por el contrario, aumentaron de 2.3 a 7%.

Recientemente, Tatsuzawa y colaboradores (2006) investigaron con PCR cuantitativo el
efecto de la termofilia sobre un consorcio microbiano anaerobio de lodo residual
proveniente de la industria papelera. Observaron que al arranque del reactor las
metanogenas Methanoculleus (hidrogenofila) y Methanosarcina (acetoclastica)
disminuyeron mas rapido que especies de la familia Methanobacteriaceae.

1.7 Legislacion para el uso y disposicion de los biosolidos.

Como se menciond anteriormente, los lodos residuales estan constituidos por un
concentrado de contaminantes producto del tratamiento de agua. Para que estos lodos
puedan ser depositados o usados es necesario estabilizarlos con alguno de los métodos
ya descritos hasta disminuir su contenido organico y microorganismos patégenos y
parasitos. Conforme a la NOM-004-SEMARNAT-2002, el lodo tratado y estabilizado
se llama biosélido.

En México, la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales SEMARNAT, en
referencia al apartado 503 de la Environmental Protection Agency (EPA, 1996), publicd
la NOM-004-SEMARNAT-2002 que establece las especificaciones y limites maximos
de contaminantes permisibles en los biosélidos para su posterior reutilizacion y
disposicion final en nuestro pais (Tabla 8).

De la misma forma, dicha norma establece que los biosélidos pueden ser aplicados
como fertilizantes de cultivo agricola o cualquier vegetacién, asi como depositados
finalmente en sitios de relleno sanitario. Adicionalmente, dependiendo del tipo de
cultivo o exposicion puablica, la norma restringe el uso como fertilizante de los
biosélidos de clase B y C debido a su alto contenido de organismos patégenos y
parasitos que resulta un alto riesgo para la salud. Por otro lado, establece el tiempo
permitido para la cosecha o accesion publico, que varia desde treinta dias a dos afios
después de la aplicacion de los biosolidos.
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Tabla 8. Limites permitidos de microorganismos patégenos y parasitos en los biosolidos A, By Cen la
NOM-004-SEMARNAT-2002.

PATOGENOS PARASITOS
CLASE Coliformes fecales Salmonella spp. Huevos de helmintos /g en base
NMP/g en base seca NMP/g en base seca seca
A Menos de 1,000 Menor de 3 Menor de 1(a)
B Menor de 1,000 Menor de 3 Menor de 10
C Menor de 2,000,000 Menor de 300 Menor de 35

(a) Huevos de Helmintos viables

1.8 Introduccion de técnicas moleculares para el estudio de las comunidades
arqueobacterianas en los digestores anaerobios.

Las técnicas moleculares han comenzado a aplicarse recientemente a la ecologia
microbiana de muestras ambientales y han hecho posible el estudio de los organismos
no cultivables con el propdsito de identificar sus cambios espaciales y temporales
dentro de la comunidad microbiana total (O Flaherty et al., 2006). Estudiar la
diversidad microbiana, no so6lo como investigacion cientifica bésica, permitira
comprender la dinamica de los microorganismos dentro de un sistema con el objeto de
disefiar y manejar adecuadamente las plantas de tratamiento (Kirk et al., 2004).

De entre todas las moléculas celulares, los acidos nucleicos han demostrado ser las
moléculas mas utiles, pues han contribuido con una nueva perspectiva al entendimiento
de la estructura de las comunidades microbianas. Con la extraccion del ADN
microbiano total de la comunidad y el estudio del ADNr 16S, principalmente, se ha
contribuido al entendimiento y caracterizacion de la estructura y dindmica de las
comunidades microbianas. El hecho de que el ADN de una comunidad microbiana es
una mezcla en distinta proporcion de genomas de las diferentes especies presentes, nos
ha permitido estimar cuantitativamente y cualitativamente la abundancia de las
poblaciones de arqueobacterias y bacterias en los lodos (O Flaherty et al., 2006).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecnologia usada para la sintesis
enzimatica in vitro de millones de copias de un segmento especifico de ADN. La
reaccién se basa en la hibridacién y extension de un par de oligonucleétidos,
sintetizados artificialmente, utilizados como iniciadores o cebadores (primers) que
delimitan una secuencia de ADN de doble cadena a amplificar (Sambroock y Russell,
2001). Un ciclo de PCR comprende tres etapas: desnaturalizacion de la doble cadena
(92-95°C), alineamiento de una pequefia secuencia de ADN (cebador) a la hebra simple
(35-60°C) y sintesis del ADN a partir del primer (72°C) (Figura 4). Una DNA
polimerasa realiza la replicacion a partir de cada extremo 3" de los cebadores. Este ciclo
es repetido durante algunas decenas de veces y, como el producto de cada
polimerizacion sirve de molde para el siguiente, cada ciclo duplica la cantidad de
producto del anterior (Sambroock y Russell, 2001). El resultado de la reaccion es un
fragmento de ADN de doble cadena, cuyos extremos corresponden a los extremos 5° de
los cebadores y su tamafio a la distancia entre los mismos (Echenique et al., 2004).

Figura 4. Esquema de las etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa.
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El ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) es utilizado para estudios de informacion
filogenética y taxondmica, debido a que codifica una estructura altamente conservada
(ARNr 16S) (Rodicio y Mendoza, 2004). EI ADNr 16S es un polirribonucle6tido de
aproximadamente 1500 pb, caracterizado por ser una molécula muy antigua, cuya
estructura y funcion presenta regiones hipervariables o secuencia huella, flanqueada por
regiones moderadamente conservadas, las cuales permiten la identificacion de especies
microbianas (Van de Peer et al., 1996). Las regiones hipervariables son 9 (Figura 5):
69-99, 137-242, 433-497, 576-682, 822-879, 986-1043, 1117-1173, 1243-1294 y 1435-
1465. La numeracion se basa en el sistema de nomenclatura de E. coli (Brosius et al.,
1978). EI ADNr 16S es una diana universal para la identificacion de microorganismos
debido a que es una molécula muy conservada presente en todas las bacterias y
arqueobacterias actuales, tiene un tamafio relativamente largo que minimiza las
fluctuaciones estadisticas, conserva la estructura secundaria que puede servir de ayuda
en las comparaciones, resulta facil la secuenciacion de dichas moléculas y existen bases
de datos amplias en constante crecimiento (Rodicio y Mendoza, 2004). Sin embargo, la
polimerasa puede presentar errores en el momento de la amplificacion del ADNr 16S lo
cual no reflejaria la real identidad del organismo, la base de datos puede presentar una
limitante debido a un inadecuado procesamiento en la base de datos.
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Figura 5. Estructura secundaria del gen ADNr 16S; regiones hipervariables (V1-V9) y conservadas
(Neefs et al., 1990).
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Existen diversas técnicas moleculares para los estudios de biodiversidad en muestras
ambientales que se han utilizado para generar lo que cominmente conocemos como
DNA fingerprinting o huella digital de ADN. Tradicionalmente estos términos se
referian a los patrones caracteristicos de un individuo, pero el término se ha utilizado
también de manera reciente para la caracterizacion electroforética y cromatografica de
proteinas y mas recientemente de moléculas de ADN (Eguiarte et al., 2007). Entre las
técnicas mas usadas se encuentran el RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) y TGGE.

La técnica RFLP se fundamenta en el corte de fragmentos de ADN amplificados con
PCR usando endonucleasas de restriccion, para luego separar la mezcla por
electroforesis en gel. Las variaciones en el nimero y tamafio de los fragmentos
detectados son el reflejo de las variaciones en el tamafio de ADN (Arango-Restrepo et
al., 2005). La principal ventaja de la PCR-RFLP radica en la rapidez y simplicidad de la
técnica, que permite la obtencién de resultados en una sola jornada, y la
reproducibilidad de los patrones de restriccion. Una limitante de esta técnica es la
elevada cantidad de ADN necesaria y los bajos niveles de polimorfismo detectado en
algunas especies.

El ARDRA es una técnica similar a RFLP, pero que consiste en amplificar por PCR
solo el gen de ADNr 16S de la comunidad total, aislar una a una las diferentes copias
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que se encuentran en la mezcla y posteriormente digerir enziméaticamente (restriccion)
cada una de las copias obtenidas, aunque también puede digerirse la muestra total
(Martin-Laurent et al., 2001). Si el ARDRA se hace con copias separadas del gen ADNr
16S, el analisis de los diferentes patrones permite hacer estimaciones de diversidad y/o
elegir representantes de los patrones distintos para obtener las secuencias e identificar
los grupos taxondmicos especificos a los que pertenecen o con los que se relacionan. La
manera mas comun de separar las diferentes copias del 16S rADN (o cualquier otro gen)
de la comunidad es clonando los diferentes fragmentos en cepas competentes, por lo que
cada bacteria adquirird una sola copia del gen y asi quedaran separadas las diferentes
copias de la mezcla total. Las bacterias que contienen los fragmentos se crecen en cajas
de Petri y posteriormente se aisla su ADN junto con el gen de interés que se puede
separar del ADN bacteriano EI problema es que el numero de clonas que se debe
obtener por comunidad para determinar su diversidad y abundancia tiene un costo final
similar al de la secuenciacién de la comunidad (Eguiarte et al., 2007).

DGGE o TGGE son tipos de electroforesis en gel de acrilamida que son usados para
detectar los puntos de mutacion y polimorfismo de los productos de PCR. Cada gel de
electroforesis representa una descripcion detallada de una comunidad microbiana en
relacion al ambiente estudiado. Los fragmentos de ADN son separados a través del
incremento linear del desnaturalizante quimico o de la temperatura del anodo al catodo.
La ventaja de estas técnicas es que resulta posible recuperar un fragmento del gel,
reamplificarlo y secuenciarlo directamente. Pudiendo asi, aislar e identificar cada una de
las bandas del gel. Una desventaja técnica es que la polimerasa debe tener una eficiencia
alta para que los patrones sean observados en el gel. También el disefio de los cebadores
es complicado debido a que uno de ellos necesita un extremo rico en GC lo que
ocasiona que la temperatura de alineacion de cada cebador sea muy diferente.

En principio, cada UTO representa un organismo diferente (Muyzer y Smalla, 1998).
Existen algunas consideraciones importantes para estas técnicas pues solo permite
detectar las poblaciones que muestren una abundancia relativa superior al 1% (Muyzer y
Smalla, 1998). Por esa razén, en el gel sélo apareceran las UTQ’s correspondientes a
poblaciones dominantes. De igual forma, varias UTO’s pueden representar a un solo
organismo, tal fendmeno es conocido como microheterogeneidad (Duineveld et al.,
2001). Por otro lado aparece el fendmeno de la co-migracion, por lo que una banda
puede representar a mas de un organismo.

Aun lado a lo anterior no es facil comparar entre los resultados de diferentes autores,
debido a la carencia de un método en comdn para interpretar los modelos de huella
genética en los diferentes experimentos. Marzorati y colaboradores (2008) proponen
que la distribucion de las UTO’s en un gel puede ser correlacionada con el porcentaje
del gradiente de desnaturalizacion, el cual representa la diversidad de la muestra (dentro
de las limitantes de la técnica) y puede ser correlacionada con las caracteristicas del
ambiente analizado. De hecho, si un ambiente es muy habitable puede hospedar muchos
organismos Yy variabilidad genética, lo que implica un gradiente de desnaturalizacion en
el gel mas amplio para describir la diversidad microbiana total. Por el contrario, si el
ambiente es poco habitable, sostendra pocos microorganismos dentro de la comunidad y
en consecuencia, el gradiente de desnaturalizacion para describir el total de diversidad
sera mas estrecho (Marzorati et al. 2008).

Diversos autores han demostrado que el porcentaje de GC (contenido G+C) y la
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posicion de estos nucledtido dentro de la molécula que se estd analizando pueden ser
utilizados para estudiar la diversidad de una comunidad microbiana, aun si no hay
identidad directa taxondmica (Apajalahti et al., 2001). De esta forma, el contenido de
GC de comunidades microbianas complejas parece estar influenciado por el ambiente
(Foerstner et al., 2005). Estos planteamientos pueden ser expresados matematicamente,
y definirse en un indice de rango ponderado de riqueza (Rr).

Segun Marzorati y colaboradores (2008), la Rigueza ponderada baja de (Rr) < 10, puede
ser atribuible a ambientes particularmente adversos o restringidos, con colonizacion
semejante a suelos contaminados o chimeneas hidrotermales. Rr entre 10-30, es
asimilable a una riqueza media, mientras que un Rr>30 es tipico de ambientes muy
heterogéneos (con amplia capacidad de carga, definida como el numero de individuos
que los recursos del ecosistema puede soportar) y caracterizados por una alta
diversidad.
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2. JUSTIFICACION

Las caracteristicas del proceso anaerobio en un reactor termofilo son similares a las
presentes en uno mesofilo. Sin embargo, durante el arranque, la actividad del consorcio
es menos estable (Van Lier, 1996). De acuerdo a investigaciones previas, se ha
observado que las arqueobacterias metandgenas constituyen uno de los grupos
fisiologicos mas sensibles dentro de los consorcios anaerobios. Por ello, es un grupo
microbiano limitante que puede disminuir su metabolismo en condiciones termofilas
durante el periodo de arranque en termofilia (Griffin et al., 1997).

En México no existen reactores termofilos de los cuales se obtenga un in6culo para el
arrangue de un reactor con dichas condiciones, por eso se puede tener un periodo largo
(de un afio 6 mas) de aclimatacion de un lodo meséfilo a condiciones termofilas (Van
Lier, 1996; de la Rubia et al., 2005). Existe una amplia necesidad de aumentar los
conocimientos bioldgicos de los ecosistemas anaerobios, dado que estudiar la diversidad
microbiana nos permitird comprender la dinamica de los microorganismos dentro de un
sistema con el objeto de disefiar y manejar adecuadamente las plantas de tratamiento y
permitird avanzar en el desarrollo de la tecnologia anaerobia termofila, inexistente en
México (Godon et al., 1997; Kirk et al., 2004).

3. HIPOTESIS

Las arqueobacterias metandgenas hidrogenotfilas dominarén sobre las acetoclasticas en
los consorcios microbianos durante el arranque de los reactores anaerobios termofilos
estudiados, lo cual estara relacionado con los valores de los parametros fisicoquimicos
medidos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar durante el arranque de un reactor termdfilo la actividad metabodlica y diversidad
de la comunidad metandgena de dos tipos de lodo anaerobio mesofilo, municipal e
industrial, procedentes de reactores UASB.

4.2 Objetivos particulares

«+ Evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad metandgena especifica de
dos tipos de lodo anaerobio, industrial y municipal, durante la sucesion
microbiana de mesofilia a termofilia.

¢ Evaluar los lodos por seguimiento de los parametros fisicoquimicos control:
concentracion de acidos grasos volatiles (AGV’s), valor alfa (o), pH y
porcentaje de metano.

+¢+ Evaluar un método con un pretratamiento de hipertermofilia (75°C) para obtener
lodo anaerobio termofilo.

¢+ Determinar la diversidad y dindmica de la comunidad de arqueobacterias de
cada lodo con la técnica PCR-TGGE de un fragmento de ADNr 16S.
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5. MATERIAL Y METODOS

La investigacion consta de dos experimentos: a) el primero evalud el efecto de la
termofilia sobre dos tipos de lodos mesofilos, uno industrial y otro municipal,
procedente de reactores anaerobios UASB; b) el segundo experimento consistié en
evaluar el efecto de un tratamiento de 75°C que antecede a la termofilia (55°C) sobre un
lodo mesdfilo procedente de un reactor UASB de Iztapalapa.

5.1 Primer experimento. Efecto de la termofilia sobre dos tipos de lodos mesofilos.

Se obtuvieron 4 lodos mesofilos (35°C) procedentes de diferentes reactores UASB: dos
de la industria cervecera de la Cd. de México (Cerveceria Modelo, nombrados M1 y
M8) y dos de tratamiento municipal, Orizaba y la UAM Iztapalapa (designados como
ORI 'y UAM respectivamente). Sus caracteristicas se indican en la Tabla 9.

5.1.1 Descripcion de los digestores empleados en el experimento.

Cada digestor estuvo conformado por un frasco aspirador con capacidad de 2 I, el cual
se cerrd herméticamente con una tapa de hule. En la parte superior se encontraban dos
tubos metélicos de diferente longitud. El tubo mas largo de 30 cm (que llega hasta el
fondo) estaba conectado a una manguera de tygon que se conecto a una jeringa por
donde se saco y se alimenté el lodo. El tubo de menor longitud de 15 cm. se conecto a
un matraz de 200 ml, sellado herméticamente con un tapon de butyl. Este matraz,
funcioné como trampa de biogas para su posterior muestreo. Para ello, el tapon se
conectd tanto al digestor como a una probeta invertida colocada en un vaso de
precipitados de 1000 ml, por medio de mangueras de latex. El vaso de precipitados se
llen6 de agua destilada, para permitir el calculo del volumen de biogas producido por el
reactor (Figura 6).

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas iniciales de los lodos meséfilos.

INDUSTRIAL MUNICIPAL
Modelo1l -TRH:10h Orizaba
- SSV: 35,000 kg/m® - Datos confidenciales

- Temperatura uniforme a

UASB 35°C

DE PROCEDENCIA - Cargas organicas de

desecho producto de la fermentacion y
desgate de la maquinaria.

UAMI -TRH:6h

Modelo 8 -TRH:10h - SSV: 4.126 kg/m®

- SSV: 35,000 kg/m® - Temperatura variable

- Temperatura uniforme a - Cargas organicas de
35°C bafios, cocina y desechos de

- Cargas organicas de laboratorio quimico, clinico y
desecho producto de la fermentacion y biolégico

desgate de la maquinaria.
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Figura 1. Representacion esquematica del reactor utilizado en esta investigacion.
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5.1.2 Arranque y seguimiento de la dindmica de los lodos meséfilos a termofilia.

Se colocaron 1000 ml de lodo meso6filo, 200 ml de medio general (Anexo 1) y 1 ml de
una solucion concentrada de AGV’s (acidos acético 0.6 mg/ml, propionico 0.48 mg/mi
y butirico 0.4 mg/ml) en cada reactor (4 reactores en total). Posteriormente, por medio
de una rampa de gases, se cambio la atmésfera interna del lodo con el burbujeo de la
mezcla N2-CO, (80-20%) y se cerrd el digestor herméticamente para mantener la
anaerobiosis. La probeta invertida se llend con agua y se colocd en el vaso de
precipitados que también se llend de agua al maximo nivel. Se mantuvieron los
reactores a 55°C, durante 9 meses.

Cada tercer dia se alimentaron con 1 ml de la solucidn concentrada de AGV’s, se midio
el % CH, y el volumen de biogas. Cada 15 dias se midio el coeficiente alfa (o). Para los
tiempos 0.5, 1, 2, 3.5, 5.5, 6 y 9 meses: se midié la AME hidrogendfila y acetoclastica,
los SSV, concentracion de AGV’s y se tomaron 2 ml para las pruebas de biologia
molecular que se almacenaron a -80 °C (Tabla 10).
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Tabla 2. Resumen de la frecuencia de medicién de cada pardametro estudiado

TIPO DE PARAMETROS INTERVALO DE
PARAMETRO MEDICION
Temperatura constante
Volumen y porcentaje
FlSlCOQUiMlCO de CH, Cada tercer dia
Valor o Cada 0.5 meses
SSV
AME 05,1,2,35,55,6y 9 meses
BIOLOGICO AGV'S
MOLECULAR PCRy TGGE

5.2 Segundo experimento. Efecto de la hipertermofilia (75°C) como pretratamiento
en el arranque a termofilia de un lodo mesofilo.

Se incubaron a 55 y 75°C cuatro lotes o tratamientos de 15 botellas seroldgicas con
capacidad de 150 ml cada uno, a las cuales se le agregaron 10 ml de medio mineral y 50
ml de lodo anaerobio procedente de un reactor UASB de la UAM Iztapalapa. Se
cerraron herméticamente y se les cambio la atmdésfera a todos los reactores con la
mezcla N»-CO, (80-20%).

Los tratamientos se nombraron de la manera siguiente: Control, A, B y C. El
tratamiento Control fue incubado a 55°C desde el tiempo 0. A los tratamientos A, By C
se les aumentd la temperatura a 75°C en bafio Maria. Al cumplir el primer mes, al
tratamiento A se le cambid la temperatura a 55°C. Para el tiempo 2.5 meses, al
tratamiento B se le cambid la temperatura a 55°C; y a los 4 meses, el tratamiento C fue
incubado también a 55°C (Figura 7).

Para calcular la AME de las arqueobacterias hidrogendfilas y acetoclasticas, se
sacrificaron 3 botellas de cada lote para obtener lodo siguiendo la metodologia descrita
en el Anexo 2.

Para cada lodo de los tratamientos: se determind cada tercer dia el porcentaje de
CH4/CO; (%) y el volumen de biogas (ml). Cada 15 dias se midio el coeficiente alfa (o).
Para los tiempos 0, 1, 2.5 y 4 meses con sacrificio de tres frascos, se midieron los SSV,
concentracion de AGV’s y la AME hidrogendfila y acetoclastica a 55°C, mientras que
para el tiempo 0, la AME también fue evaluada a 35°C. Se tomaron 2 ml para las
pruebas de biologia molecular que se conservaron a -80°C (Tabla 11).
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Figura 2. Esquema que representa los tiempos a los que se sometieron los 4 tratamientos a las dos
temperaturas 55 y 75°C. Flechas rojas: tiempo en que el lote se sometid a 75 °C. Flecha negras: tiempo en
que el lote se sometié a 55°C.
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Tabla 3. Resumen de la frecuencia de medicién de cada parametro estudiado

TIPO DE PARAMETROS INTERVALO DE
PARAMETRO MEDICION
Temperatura constante
Volumeny
FISICOQUIMICO | porcentaje de CH, Cada tercer dia
Valor a Cada 0.5 meses
Ssv
AME 0, 1, 2.5, 5 meses
BIOLOGICO AGV'S
MOLECULAR PCRy TGGE

5.3 Métodos analiticos.

5.3.1 Parametros fisicos y bioquimicos.

Se midié el porcentaje de CH4 (% CH,) muestreando 0.5 ml de biogas de cada reactor
con una jeringa pressure lock Becton-Dickinson (1 ml) e inyectandolo en un
cromatégrafo de gases con detector de conductividad térmica (TCD) (Fisher Gas
Partitioner, modelo 1700), de doble columna (Porapak Q y malla, molécula 5A)
utilizando helio como gas acarreador, con un flujo de 25 ml/min.

El volumen de biogas se calculd al medir el desplazamiento de un volumen de agua en
la probeta invertida.

La determinacion del valor alfa consisti6 en titular cada lodo con acido sulfdrico (0.2N)

a pH 5.75 y 4.3 para hacer una relacién entre el acido consumido total y el parcial
(APHA, 1995).
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Se midié la AME hidrogendfila y acetoclastica, los solidos suspendidos volatiles y se
recolectaron en tubos Eppendorf 1 ml de lodo para medir la concentracién de AGV’s
(que se conservaron en un refrigerador a 4°C) y 2 ml para las pruebas de biologia
molecular que se conservaron en un congelador a -80°C.

La AME hidrogendfila y acetocléastica (APHA methods standards, 1995) se midié por
triplicado en botellas seroldgicas de 60 ml. A cada una se le agregé 16 ml de medio
general (Anexo 1), 4 ml de lodo y sustrato (acido acético o hidrogeno a una presion de
15 psi durante 30 segundos). Se utilizd el cromatografo de gases Fisher modelo 1700
para medir la concentracion de metano. ElI método se describe en el Anexo 2.

Para calcular la concentracion de AGV’S (APHA, 1995), en tubos se prepararon 1 ml de
lodo de cada tiempo y se le agregd una gota de HCL (v/v; 1:1), que posteriormente se
centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 minutos. Se filtro el sobrenadante y se colocé en
un vial de 1 ml. Para determinar la concentracion de AGV’s se inyectaron 0.3 pl de
cada muestra en un cromatografia de gases SRI8610S con detector de ionizacion de
flama. Para calibrar el cromatografo se utiliz6 una solucién estandar de AGV’s (acidos
acetico 687.4 mg/l, propionico 196.6 mg/l, y butirico 190.9 mg/l).

5.3.2 Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico de los datos de la AME hidrogendfila y acetoclastica se realizd
con el programa SPSS 7.0, utilizando la estadistica descriptiva (media y varianza), asi
como las pruebas de Kolmogorov- Smirnoff (K-S,=0.0s) para normalidad de datos y la
prueba de homogeneidad de varianzas de Levene,-os. De acuerdo al disefio
experimental, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA ,=00s5) de 4 vias para el primer
experimento y de 3 vias para el segundo. Posteriormente, se aplicé una prueba de
comparacion multiple de Tuckey-Kramer con un intervalo de 95% de confiabilidad y se
realizaron gréaficas para comparar la AME de los reactores.

5.3.3 Analisis molecular: huella genética.

Se tom6 1 ml de muestra, empleandose el método modificado de extraccién de ADN de
lodo reportado por Cabirol y colaboradores (2002), el cual se detalla en el Anexo 3. Se
realiz6 la amplificacion (PCR) de fragmentos de la region hipervariable V3 del ADNr
16S de Archaea (aprox. 140 pb) con los cebadores Parchf-gc y Parchr (Tabla 12). Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 94°C-1 min, 1 ciclo de 80°C-1 min, 35
ciclos de 94°C-1 min, 35 ciclos de 58°C-1.5 min, 35 ciclos de 72°C de 30 seg y 1 ciclo
de 72°C de 1 min. Los fragmentos amplificados fueron analizados por electroforesis en
un gel de agarosa al 2% revelado con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Para calcular el
tamafio del fragmento se us6 un marcador Ladder Express de 100 pb. (Promega).

El TGGE fue realizado en el equipo Dcode Universal Mutation Detection System

(Biorad). Se prepardé un gel de polibis-acrilamida al 10%, TAE 1.25X, 20 ul de ADN
amplificado y urea 8M. La electroforesis se realizé a 130 volts durante 5:30 hrs, con un
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gradiente de temperatura de 56.5 a 66°C y una velocidad de 1.7°C/h. El gel fue tefiido
con SYBR-Gold y fotografiado en un fotodocumentador Gel-Doc (Biorad).

Se cortaron las bandas del gel de poliacrilamida y se resuspendieron en H,O bidestilada
para la posterior amplificacion del ADN con los cebadores Parch sin grapa bajo las
condiciones mencionadas anteriormente (Tabla 12). Posteriormente, se purificaron con
el kit Wizard SV Gel and PCR Cleanup System (Promega) y se secuenciaron en el
laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Las secuencias se compararon mediante el programa BLAST con la base de datos de la
pagina NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente, las secuencias de interés
contenidas en la biblioteca de NCBI fueron alineadas mediante el programa
CLUSTAL_W, disponible en el programa informéatico de BIOEDIT. La matriz de
distancias fue construida con el algoritmo de Neighbor-Joining y el método de Jukes-
Cantor (Bootstrapping, 1000 replicas) usando el programa PHYLIP 3.67, y el programa
TREEVIEW para la obtencion del éarbol filogenético. EI gen ADNr 16S de
Pseudomonas syringae fue seleccionado como grupo externo.

Tabla 4. Secuencias y posicion en E. coli de los cebadores usados (Nielsen et al., 2004).

REGION | CEBADOR POSICION
BLANCO SECUENCIA EN E. coli
Parchf-gc | CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGG | 340-357
Archaea GGCGGGGGCACGGGGGGC
ADNr 16S CCTACGGGGYGCASCAG
Parchf CCCTACGGGG(C/T)GCA(GIC)CAG | 340-357
Parchr TTACCGCGGC(G/T)GCTG 519-533

5.3.3.1 Andlisis de Riqueza ponderada (Ry).

El analisis de las fotografias de los geles de poliacrilamida se proceso en el programa
Quantity ONE del fotodocumentador Gel Doc 2000 System (Biorad), lo que sirvio para
delimitar las UTQO’s. Posteriormente se digitalizo el patron de bandas del gel de TGGE
para calcular el indice matematico de Rango de Riqueza-ponderada (R;), indicador del
estado de la diversidad microbiana (Marzorati et al., 2008), el cual esta dado por la
siguiente férmula:

R/= n’(ty/100 °C)
N= ndmero de UTO’s
ty= Gradiente de temperatura del perfil que comprende la primera y tltima UTO
100 es el nimero maximo teorico de desnaturalizacion

5.3.3.2 Dinamica de la comunidad (Dy).

Con el programa Quantity ONE, se construy6 una matriz de similitud con los patrones
de las UTO’s de cada carril para calcular el coeficiente de correlacion de Pearson y
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realizar el andlisis de “ventana corrediza” (Moving-Window Analysis, MWA). El
método MWA consiste en analizar la evolucion de las UTO’s de los perfiles en dos
tiempos consecutivos, de tal forma que se evallo la estabilidad de una comunidad. La
tasa de cambio porcentual A; fue calculada de los valores del andlisis de MWA,
sustraidos de los valores de similitud 100%. Cuanto mas altos los valores de similitud
de los patrones de TGGE de un tiempo con respecto al anterior, mas bajos son los
valores de A; (Wittebolle et al., 2005).
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6. RESULTADOS.

6.1. Primer experimento. Efecto de la termofilia sobre dos tipos de lodos

anaerobios mesofilos.

6.1.1 Seguimiento bioquimico durante la adecuacion a termofilia.

Los resultados obtenidos de la AME, tanto con acetato como con hidrégeno, en los
lodos originales a 35°C (tiempo cero) y los determinados a diferentes tiempos durante
los nueve meses bajo condiciones de termofilia (55°C) se presentan en la Tabla 13.

Tabla 1. Media ( E) y varianza (S%) de la AME hidrogenéfila (H) y acetoclastica (CH;COOH) de los
reactores en meséfilia (0-35°C) y termofilia (55°C) durante 9 meses.

Condicién AME (gCH,-DQO/gSSV/dia) DE LODO INDUSTRIAL
Tiempo M1 M8

(mes) H, CH,COOH H, CH,COOH

X s X s X s X s

Mesofilia 0 049 | 0.001 | 0.64 | 0.007 033 | 005 | 051 04
e 0 029 | 0.007 | 04 | 0.006 039 | 0042 | 029 | 0.000
05 | 0.39 | 0.007 | 0.04 | 0.015 031 | 0046 | 005 | 0.016
Termofilia 058 | 0.010 | 0.07 | 0.007 069 | 0513 | 024 | 0.029
55°C 0.35 | 0.000 | 0.001 | 0.001 031 | 0000 | 004 | 0.001
35 | 052 | 0.000 | 0.02 | 0.000 038 | 0006 | 003 | 0.001
45 | 038 | 0.000 | 01 | 0.010 0.09 | 0.012 |0.0001 | 0.000
047 | 0.147 | 012 | 0.010 008 | 0020 | 0.08 | 0.020
0.22 | 0.092 | 0.06 | 0.030 015 | 0.048 | 005 | 0.005

AME (gCH,-DQO/gSSV/dia) DE LODO MUNICIPAL
Tiempo ORI UAM
(mes)

H, CH,COOH H, CH,COOH

X [ & [ % [§] [x ] & [ x [ &
35°C 0.02 | 0.002 | 0.03 | 0.003 01 | 0001 | 015 | 0.002
0.03 | 0.001 | 0.04 |0.001 068 | 038 | 002 | 0.001
05 | 0.22 | 0.000 | 0.06 | 0.043 24 | 0100 | 032 | 0.147
55°C 073 | 0.010 | 0.05 |0.034 154 | 1.260 | 039 | 0.303
0.24 | 0.000 | 0.01 | 0.001 18 | 000 | 0.05 | 0.006
35 | 0.32 | 0.137 | 0.004 | 0.001 255| 0552 | 019 | 0.010
45 | 0.16 | 0.056 | 0.04 | 0.006 031 | 0000 | 0.03 | 0.000
0.06 | 0.000 | 0.05 | 0.000 105 | 0041 | 005 | 0.028
024 | 0.010 | 0.05 | 0.026 056 | 0.069 | 0.16 | 0.176

Los resultados obtenidos se analizaron con la prueba de ANOV A= 0s5 de 4 vias (Anexo
5). Se encontré que el factor origen del lodo no es estadisticamente significativo
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(p=0.21), es decir, la actividad metabdlica de las arqueobacterias es similar en los cuatro
reactores, no importa el tipo de tratamiento de los lodos. Por otra parte, el parametro
sustrato es importante en la actividad de los consorcios (p=0.00), de tal forma que la
AME hidrogendfila es estadisticamente superior a la acetoclastica, tal como se observa
en la Figura 8. Asimismo se determinaron diferencias significativas dentro de los
reactores (p=0.00) entre los distintos tiempos muestreados.

Figura 1. Gréaficas de los reactores que comparan el comportamiento de la AME (gCH,-DQO/gSSV/dia)
hidrogendfila y acetoclastica de los reactores en el transcurso del experimento. Tiempo (meses) vs AME
(9CH,-DQO/gSSV/dia).
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Finalmente, se encontr6 que existen diferencias significativas entre los distintos
reactores (p=0.00). Por ello, se realiz6 la prueba de comparacion multiple (Tuckey-
Kramer 4-005) para conocer cual es el reactor con diferente AME (Tabla 14). Se
encontrd que los lodos M1y M8, como se esperaba, tienen diferencias estadisticas poco
significativas (p=0.202) debido a que proceden de un mismo tipo de tratamiento que son
las aguas residuales de la industria cervecera. Por otro lado, la AME de los reactores M1
y ORI tampoco presentaron diferencias significativas (p=0.176). Sin embargo, la AME
del lodo anaerobio del reactor UAM, tuvo un comportamiento significativamente
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diferente (p=0.00) de los otros 3 reactores. En este reactor, la produccion de AME para
hidrogeno y acético es superior a la del resto de los reactores (Tabla 14).

Tabla 2. Resultado de la comparacion multiple de Tuckey-Kramer,< o5 para la AME
de los diferentes reactores durante el experimento.

COMPARACION MULTIPLE
Variable dependiente: AME
(1) reactor @)] Diferencia de Medias Error Sig.

reactor (1-J) SD.
M1 M8 0,052 0,026 0,202
ORI* 0,106 0,026 0,001
UAM* -0,506 0,026 0,000
M8 M1 -0,052 0,026 0,202
ORI 0,054 0,026 0,176
UAM* -0,558 0,026 0,000
ORI M1* -0,106 0,026 0,001
M8 -0,054 0,026 0,176
UAM* -0,612 0,026 0,000
UAM M1* 0,506 0,026 0,000
M8* 0,558 0,026 0,000
ORI* 0,612 0,026 0,000

*diferencia significativa de medias <o 0s

6.1.1.1 Lodos de origen industrial.

El efecto inicial del cambio de mesofilia a termofilia en los reactores industriales (M1 y
M8) provoco una disminucion del 40% de la AME en el grupo de las arqueobacterias
metanogenas acetoclasticas. En el tiempo 0, durante el cambio de temperatura la AME
disminuyé de 0.64 a 0.40 gCH4-DQO/SSV/dia para M1 y de 0.51 a 0.29 para M8
(Figura 9A-B). A 55°C, la AME acetoclastica del reactor M1 oscilé por debajo de 0.12
y para M8 alrededor de 0.24. Estos valores no alcanzaron el intervalo estandar (0.5-1.5
gCH4-DQO/gSSV/dia) establecido para lodos granulares de reactores UASB (Noyola y
Moreno, 1994).

En relacion al efecto inicial de la termofilia sobre la AME hidrogenofila, se registro en
el reactor M1 una disminucion del 40%, (de 0.49 a 0.29 gCH4-DQO/gSSV/dia). En el
reactor M8 hubo un ligero incremento del 20% (de 0.33 a 0.39 gCH4-DQO/gSSV/dia.).
Posteriormente, durante el experimento, ambos reactores presentaron oscilaciones con
tendencia a disminuir hacia el final (Figura 9A-B).

A pesar de que la AME hidrogenofila en M1 y M8 fue siempre superior a la
acetoclastica, no alcanzo el intervalo estandar para un lodo anaerobio, aunque, estuvo
muy préxima (con excepcion de los meses 1y 3.5 para M1y el mes 1 en M8, que se
situaron dentro de dicho intervalo). El reactor M8, sin embargo, presentd una
disminucion hacia el final del experimento.
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Figura 2A -B. Valor promedio de la AME y coeficiente alfa de los lodos anaerobios industriales, M1 y
M8, en mesofila (0-35°C) y termofilia (55°C). Simbologia:
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En cuanto a la capacidad amortiguadora del reactor M1, durante el experimento se
mantuvo menor a 0.5, valor adecuado en el cual los acidos y bases estan en equilibrio
(Anexo 4). A partir de los 4.5 meses existio una ligera caida de dicha relacion lo cual
coincidié con la disminucion de la AME hidrogendfila (Figura 9A). Por otra parte, la
capacidad amortiguadora del reactor M8 se mantuvo en un intervalo muy proximo a 0.5,
hasta que disminuyd en los dos Gltimos tiempos muestreados (Anexo 4) que coincidid
con la disminucion de la AME hidrogendfila (Figura 9B). Sin embargo,
estadisticamente no existe correlacion entre los valores de AME y la capacidad bufer
del lodo (Anexo 6).

El pH inicial para el reactor M1 fue de 8.0 y para el M8 de 6.8. No obstante,
constantemente se alcalinizaron hasta superar el pH recomendado de 8.3 (Angelidaki et
al., 2003; Ros y Drago, 2003) (Anexo 4).

Los SSV para ambos reactores estuvieron por debajo de la concentracion estandar
establecida para lodos anaerobios que es de 40-120 g/l (Anexo 4) (Noyola y Moreno,
1994). M1 inicié con 16.2 g/l inicialmente y termind en 14.79 g/l. Mientras el lodo M8
presentd valores ligeramente mas altos en el tiempo 0, 22.1 g/l y disminuyeron
constantemente hasta 8 g/I.
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El porcentaje (%) de CH, producido por los lodos industriales presentd muchas
fluctuaciones durante el transcurso del experimento, puesto que el metano en la
proporcion total del biogas oscila en 50%. En el periodo 25 y 50 dias, el porcentaje se
estabiliz6 por arriba de 50% (Figura 10A-B) y, posteriormente, la calidad del biogas
presentd grandes oscilaciones en su calidad. Tal informacidn concuerda con las grandes
oscilaciones de la AME, lo cual indica que el consorcio metandgeno no se estabilizo
durante los nueve meses de exposicién a termofilia.

Figura 3A-B. Porcentaje de CH, producido por los lodos anaerobios industriales M1 y M8 durante los
nueve meses del experimento.
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Con respecto a la concentracion de AGV’s, los acidos acético, propidnico y butirico
tendieron a acumularse en este tipo de lodo (Anexo 4). Para el reactor M1, la
concentracion inicial de acido acético fue de 187.1 mg/l, que se incremento hasta 4116
mg/l en el mes 1; posteriormente oscild entre los 2723-4013 mg/l. La concentracion
inicial de acido propionico fue de 34.17 mg/l y aumentd constantemente hasta 1277
mg/l. El &cido butirico present6 valores bajos dentro del reactor, siendo de 200.98 mg/I
en el primer registro y aumentd constantemente hasta 454.65 mg/l en el dltimo.
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En el reactor M8, la concentracion inicial de acido acético fue de 1959 mg/I, llegando
hasta 2107 mg/l en el primer mes, para mantenerse oscilando por arriba de este valor
durante la cinética. La concentracion inicial de acido propionico fue de 813 mg/I
disminuyendo en el primer mes a 541 mg/l y partir de aqui se elevo constantemente
hasta 1294 mg/l. Por altimo, la concentracion de acido butirico alcanzé el méaximo
(772.27 mg/L) en el primer mes, disminuyendo posteriormente a partir del segundo mes
hasta un minimo de 73.17 mg/L (Anexo 4).

6.1.1.2 Lodos de origen municipal.

La AME acetocléastica de los reactores municipales (ORI y UAM), bajo condiciones de
mesofilia presentd valores inferiores a los industriales (0.03 y 0.15 gCHy-
DQO/gSSV/dia, en ORIl y UAM respectivamente) (Figura 8).

La AME acetoclastica en el reactor ORI se incrementd durante las condiciones
mesofilas a termdfilas (0.3 a 0.4 gCH;-DQO/gSSV/dia), mientras que en el lodo de la
UAM se registré una disminucion (de 0.15 a 0.02 gCH4-DQO/gSSV/dia) (Figura 11A-
B). Una vez en condiciones termdfilas, la AME acetoclastica para ambos tipos de lodo
se mantuvo baja, oscilando entre 0.004 y 0.06 y 0.02 a 0.39 gCH4-DQO/gSSV/dia para
los reactores ORI y UAM, respectivamente. Los valores cuantificados estan por debajo
del intervalo 0.5-1.5 gCH4-DQO/gSSV/dia (Noyola y Moreno, 1994).

En lo que respecta a la AME hidrogendfila, en ambos tipos de lodos municipales ésta se
incrementd durante el periodo de transicién a la termdfila; sin embargo, en los lodos
ORI el incremento fue minimo (0.2 a 0.3 gCH,;-DQO/g SSV/dia) en comparacion con el
que se presentd en la clase UAM (0.1 a 0.68 gCH4-DQO/g SSV/dia). Asimismo se
observo que en el caso del reactor con el lodo ORI, durante el primer mes con 55°C, la
AME aument6 a 0.73 gCH4-DQO/g SSV/dia, para descender hasta 0.06 gCH4-DQO/g
SSV/dia. La AME evaluada en este lodo fue inferior al intervalo estandar establecido
(Noyola y Moreno, 1994).

Por el contrario, en el reactor con los lodos UAM, la AME en condiciones termofilas
presentd grandes oscilaciones; no obstante, los valores cuantificados se ajustaron al
intervalo estandar de los lodos anaerobios granulares (0.5-1.5 gCH4-DQO/g SSV/dia)
(Fig. 11B).
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Figura 4A-B. Valor promedio de AME y coeficiente alfa de los lodos anaerobios municipales ORI y
UAM, en mesdfila (0-35°C) y termofilia (55°C). Simbologia:
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La capacidad amortiguadora de los lodos anaerobios ORI y UAM fue la mas estable, ya
que presentaron ligeras variaciones alrededor de 0.5 unidades a diferencia de lo que
ocurrio en los lodos industriales; por consiguiente los lodos de origen municipal fueron
mas estables. Para el lodo ORI, la capacidad amortiguadora oscil6 entre 0.43-0.5
(Anexo 4); aunque durante la mayor parte del experimento fue ligeramente superior a
0.5, los valores varian poco. Se realizd la prueba de correlacion de Spearman para
determinar la correlacion de las fluctuaciones de la AME hidrogendfila y acetoclastica
con la capacidad bufer del lodo, cuyo resultado fue que no existe correlacion entre
ambos parametros (Anexo 6).

En los reactores con los lodos de la UAM, la capacidad amortiguadora fue la mejor en
comparacion de los otros reactores, teniendo valores por arriba de 0.5. A pesar que
tuvieron coeficientes excelentes, en los dltimos tres tiempos registrados este lodo
presentd los valores méas bajos dentro del sistema (0.46 a 0.5) (Anexo 4), lo que
coincidio con la disminucion del valor de AME hidrogenofila (Figura 11B).

El pH inicial del reactor ORI fue de 7.95 y el del reactor UAM de 8.43. A partir del

primer mes el pH se increment6 por arriba del limite establecido de 8.3 (RoS y Drago,
2003; Angelidaki et al., 2003) al oscilar entre 8.43 y 8.77 (Anexo 4).
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Los SSV de estos reactores, al igual que ocurrié en los industriales, estuvieron por
debajo de la concentracion estandar cuantificada en lodos anaerobios (Noyola y
Moreno, 1994) (Anexo 4). Inicialmente, en los lodos ORI se determind 36.90 g/l (la
mas alta entre todos los reactores analizados), concentracion que disminuyd
constantemente hasta 12.5 g/l. En comparacion, la concentracion de SSV del lodo UAM
fue la més baja de los reactores, puesto que comenzd con 6.28 y disminuy6 hasta 2 g/l
para el noveno mes.

De acuerdo al andlisis del porcentaje de CH,4 producido por los reactores municipales,
ambos reactores son inestables en el transcurso del experimento. Se observo, sin
embargo, que existen dos periodos de estabilidad. En ORI, los primeros 40-95 y entre
los ultimos dias 147-190 tuvieron produccion de porcentaje de CH, fue superior al 50%.
Por otro lado, el porcentaje de CH4 del lodo UAM alcanz6 un porcentaje superior de
50% a partir del dia 120 manteniéndose hasta el final del experimento (dia 222) (Figura
12A-B).

Figura 5A-B. Porcentaje de CH, producido por los lodos anaerobios municipales ORI y UAM durante los
nueve meses del experimento.
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La concentracion de AGV’s en esta clase de lodo fue baja (Anexo 4). En el reactor ORI,
la concentracion inicial de acido acético fue de 286 mg/l disminuyendo en los Gltimos
meses hasta 60.12 y 80.34 mg/l. El propionato sélo se registrdé en los dos primeros
tiempos, 530.73 mg/l y 24.91 mg/l. Por su parte, el acido butirico sélo se cuantificd en
los primeros 15 dias (23.96 mg/l).

Para el reactor UAM, la concentracion inicial del &cido acético fue de 285.35 mg/I, con
tendencia a disminuir hacia el final del experimento, hasta 125.61 y 185.49 mg/l. La
concentracion de acido propionico inicial fue de 24.20 mg/l que irregularmente aumento
hasta la concentracion final de 79.63 mg/l. El &cido butirico sélo se presentd en el
primer mes, siendo su concentracion de 39.61 mg/I.
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6.1.2 Estudio de la diversidad de arqueobacterias metandgenas en la sucesion de
mesofilia a termofilia.

6.1.2.1 Rango ponderado de riqueza (Ry)

En la Figura 13 se presenta el patrén de bandas obtenido con el TGGE para los reactores
con las cuatro clases de lodos anaerobios. A partir de dicho patron se observo que el
lodo UAM present6 un nimero de bandas mas bajo y significativo que los reactores M1
y M8.

Figura 6. Patrén de bandas de electroforesis en gel por gradiente de temperatura (TGGE) con cebadores
universales para el dominio Archaea. Los tiempos analizados fueron 0.5, 2.5, 3.5y 7 en los cuatro
reactores anaerobios aclimatados a termofilia (M1, M8, ORI y UAM). Las lineas horizontales representan
el gradiente de temperatura (56-66°C).
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Se calculd la mediana y la desviacién absoluta de la mediana (DAM) de la diversidad de
los reactores (Tabla 15). De acuerdo con los resultados, se observo que la mediana Rr
de la comunidad de arqueobacterias del lodo M8 es superior entre los reactores; por el
contrario, la mediana de la Rr de la UAM fue ligeramente inferior en comparacién con
los demas.
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Tabla 3. Medianay DAM de los datos de riqueza ponderada (R de cada reactor (M1, M8, ORIy

UAM).
REACTOR M1 M8 ORI UAM
Mediana 2.1 2.5 1 0.4
DAM 0.3 1.12 0.48 0.21

6.1.2.2 Dindmica (Dy)

Para analizar la dinamica microbiana de cada reactor, se empled el método de analisis
de “ventana corrediza” (Moving window Analysis, MWA). A partir de estos datos se
obtuvieron los promedios de la tasa porcentual de cambio (A;) para cada perfil de
TGGE, los cuales se presentan en la Figura 14. Se observa que la tasa de cambio A de
los reactores M1 y M8 fue inferior al 30%. El reactor ORI tuvo una tasa porcentual de
cambio de 13.4, siendo el méas bajo entre los reactores. El reactor UAM tuvo la tasa
porcentual mas alta (40.5%), correspondiente a una dinamica alta.

Figura 7. Perfiles de electroforesis en gel de gradiente de temperatura del gen ADNr 16S de Archaea,
Moving Window Analysis (MWA), y los valores porcentuales de cambio (A;). Se presenta la mediana y
DAM para evaluar la dindmica de la comunidad de los tratamientos durante el experimento.
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6.1.2.3. Huella genética y secuenciacion
La Figura 15 muestra el perfil de bandas obtenido por TGGE en un gel de acrilamida,

en el cual se obtuvo la separacion de los amplicones del gen ADNr 16S de las
arqueobacterias contenidas en los lodos termoéfilos (M1, M8, ORIl y UAM). A partir del
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patron de bandas, se observa que no existe un cambio en el patron de bandeo de cada
lodo.

Figura 8. Separacion de amplicones de arqueobacterias de los cuatro reactores anaerobios (M1, M8, ORI
y UAM) con TGGE. De izquierda a derecha se presentan los tiempos 0.5, 2.5, 3.5, y 7. Gel de
poliacrilamida 10% tefiido con Syber-Gold. En cada carril se deposit6 15 pl de muestra. (Las flechas
indican las UTQO’s obtenidas correspondientes a la region hipervariable V3 para el ADNr 16S de

Archaea).
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Con los perfiles del TGGE de los reactores M1, M8, ORI y UAM, se obtuvieron un
total de 17 UTO?’s, de las cuales se amplificaron y secuenciaron 13. El resultado fue que
10 secuencias tuvieron un porcentaje de identidad superior al 90% y una de 88%, las 2
restantes no tuvieron identidad significativa.

Las UTO’s R1, R2, R4, R5, R9 y R10 presentaron una alta identidad con la familia
Desulfurococcaceae, arqueobacterias hipertermoéfilas no-metandgenas del Phylum
Euriarchaeta, los cuales corresponden a tres géneros: Ignisphaera, Sulfolobus y
Vulcanisaeta. Su porcentaje de identidad es superior al 92%.

Las arqueobacterias metandgenas hidrogendfilas estuvieron representadas por dos
familias: Methanobacteriaceae fundamentalmente por secuencias afines a los géneros

46



Methanobacterium sp. (R6) y Methanothermobacter (con mas identidad por la especie
thermoautotrophicus, en este caso bandas R13 y R14) y Methanomicrobiaceae,
representada por el género Methanoculleus sp. (R16). Las arqueobacterias acetoclasticas
Unicamente estuvieron representadas por el género Methanosaeta (R7), el cual
pertenece a la familia Methanosaetaceae. En la Tabla 16 se presenta el nimero de
accesion y el porcentaje de identidad de cada secuencia en el banco de genes de NCBI.
Se puede observar que en su mayoria, las secuencias problema tuvieron una identidad
méaxima con mas de un ejemplar depositado en el banco de genes.

Tabla 4. Identidad de las secuencias de las UTO’s separadas por TGGE de la region hipervariable V3 del
ADNIr 16S con las secuencias depositadas en la base de datos (Genbank) de NCBI.

Familia Género y especie (en OTU Porcentaje de No. de accesion
su caso) identidad de Genbank
Ignisphaera sp. R1 97 DQ060320.1
DQ060323.1
Sulfolobus sp. R2 100 FJ489510.1
FJ489516.1
Vulcanisaeta souniana 92 AB063645.1
Desulfurococcaceae R4 AB063646.1
Vulcanisaeta distribute 92 AB063630.1
AB063663.1
Sulfolobus sp. R5 92 FJ489510.1
FJ489516.1
EU812212.1
Methanobacteriaceae Methanobacterium sp. R6 92 EU888012.1
AB479402.1
AY970347.1
Methanosaetaceae Methanosaeta R7 95 AY817738.1
harundinacea AJ133791.1
CP000575.1
Staphylothermus R9 93 Y07963.1
Desulfurococcaceae marinus AJ012645.2
X99560.1
Ignisphaera sp. 90 DQ060320.1
DQ060323.1
R10 CP000575.1
Staphylothermus 90 Y07963.1
marinus AJ012645.2
X99560.1
Methanothermobacter R13 98 DQ649328.2
Methanobacteriaceae thermautotrophicus
DQ533549.1
Methanothermobacter 98 DQ3549.1
sp FJ773215.1
R14 FJ773216.1
FJ418154.1
FJ418154.1
Methanothermobacter 98 DQ649328.2
thermautotrophicus AY196661.1
AY196660.1
X15364.1
Methanomicrobiaceae Methanoculleus sp. R16 96 AB436897.1
EU544029.1

Los perfiles del reactor M1, a pesar que en el primer tiempo de muestreo presentd
UTO’s poco definidas, tiene un patrén de bandas constante, dos UTO’s pertenecientes a
la familia Desulfurococcaceae (R5 y R9) y una a la metandgena Methanobacterium
(R6). Resulta interesante que a partir del mes 3.5 aparece la UTO R10 que tiene
identidad con la familia Desulfurococcaceae, y la R16, que la tiene con la metandgena
Methanoculleus.

47



El reactor M8 presenté mas bandas que el reactor M1, aunque se encontrd una similitud
en el perfil genético. Sin embargo, es importante sefialar que en el tiempo 3.5 se observa
la UTO R7, siendo el Unico género metandgeno acetoclastico, de la familia
Methanosaetacea. Las UTO’s R1 y R2 que corresponden a la familia
Desulfurococcaceae, estuvieron presentes en todos los tiempos.

El patrén de bandas del lodo municipal ORI se caracteriz6 por la presencia de un menor
namero de UTQO’s, en comparacion con M1y M8. R13 y R14, afines a la metandgena
hidrogendfila Methanothermobacter, dominaron Unicamente a partir del mes 3.5.

Para el lodo UAM, el patron de bandas fue considerablemente menor, los UTO’s afines
a la metandgena hidrogenofila Methanothermobacter (R13 y R14), dominaron durante
el experimento (aunque cabe mencionar que en el gel no se obtuvo un patron de bandeo
para el tiempo 0.5). A su vez, los UTO’s R4 y R5, afines al género Staphylothermus,
comenzaron a predominar hacia el final del experimento.

Con los resultados anteriores se elabor6 un arbol filogenético (Figura 16), a partir de un
alineamiento mdltiple mediante el método Neighbour-Joining, incluyendo como
referencia secuencias de la misma region V3 del gen codificante del ADNr 16S de los
microorganismos con mayor identidad a los depositados en la base de datos (Genbank
de NCBI). Se encontraron 4 grupos (cluster): 1. Desulfurococcaceae, Il.
Methanosaetaceae, 111. Methanomicrobiacea, y IV. Methanobacteriaceae

Figura 9. Arbol filogenético Neighbour-Joining basado en la secuencia de la regién V3 del ADNr 16S de
Archaea. Se muestra la posicién de 11 secuencias producto de TGGE. La barra indica un 2% de
divergencia estimada. Los nimeros junto a las ramas indican el valor de bootstrap cuando éste fue

superior al 50% para 1000 replicas.
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6.2 Segundo experimento. Efecto de la hipertermofilia como pretratamiento sobre

un lodo mesofilo

6.2.1 Seguimiento bioquimico y fisicoquimico durante la aclimatacion a termofilia.
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Los resultados de la AME a partir de hidrégeno y acetato, tanto al inicio del
experimento (condiciones mesofilas) como a diferentes tiempos a lo largo de cuatro
meses con 55°C de operacidn, se presentan en la Tabla 17.

Tabla 5. Media ( %) y varianza (S?) de la AME hidrogenéfila (H,) y acetoclastica (CH;COOH) de los
cuatro tratamientos en mesofilia (0-35°C) y termofilia (55°C) durante 4 meses.

Condicion CONTROL TRATAMIENTO A
MES H, CH,COOH H, CH,COOH
T s? X s? X s? X s?
Mol 0 022 | 0.0068 0.11 | 0.0001 0.22 | 0.0068 011 | 0.0001
Termofilia 0 0.15 | 0.0034 0.03 | 0.0001 0.15 | 0.0034 0.03 | 0.0001
55°C 1 0.38 | 0.0024 0.05 | 0.0001 051 | 0.0103 0.02 | 0.0001
25 05 | 00045 0.17 | 0.0027 0.59 | 0.0209 0.13 | 0.0041
4 064 | 0.0347 0.08 | 0.0003 057 | 0.0109 0.05 | 0.0002
TRATAMIENTO B TRATAMIENTO C
VES M CH,COOH H, CH,COOH
X | & X | & X | & X | &
Mesofiia 0 022 | 0.0068 0.11 | 0.0001 0.22 | 0.0068 011 | 0.0001
Termofilia 0 0.15 | 0.0034 0.03 | 0.0001 0.15 | 0.0034 0.03 | 0.0001
55°C 1 062 | 0.0219 0.02 | 0.0001 0.72 | 0.0037 0.02 0
25 | 034 | 00046 0.05 | 0.0005 0.46 | 0.0357 0.05 | 0.0003
4 054 | 0.0077 0.06 | 0.0011 045 | 0.0227 0.08 | 0.0018

Los datos obtenidos de los parametros bioquimicos se observan en el anexo 7, estos se
analizaron con la prueba de ANOVA,=05 de 3 vias (Anexo 8). A partir de esta prueba
se determind que no existe diferencia estadistica entre los cuatro tratamientos (p=0.36),
es decir, no importa el tiempo al que estén sometidos los consorcios a 75°C, el
comportamiento de la actividad metabdlica de las arqueobacterias es similar. En cuanto
al parametro sustrato, se confirmé que en termofilia, la AME hidrogendfila es
estadisticamente superior a la acetocléstica, tal como se observa en la Figura 17. A
partir de dicha figura, también se observa que la AME, principalmente hidrogendfila,
aumentd constantemente a partir del primer mes, mientras que la acetocléstica se
mantuvo en valores inferiores.

Finalmente, durante el desarrollo del experimento se encontrd que existen diferencias
significativas de la AME de los reactores en los distintos tiempos muestreados (p=0.00),
porgue los valores finales son muy superiores a los iniciales.

Figura 10. Gréfica de los reactores, en la cual se presenta el comportamiento de la AME (gCH,-
DQO/gSSV/dia) hidrogendfila y acetoclastica de los reactores en el transcurso del experimento. Tiempo
(meses) vs AME (gCH4;-DQO/gSSV/dia).
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Se realizo la prueba de Tuckey-Kramer,<o0s para conocer la evolucion de la AME
acetoclastica e hidrogendfila a lo largo de los cuatro meses del experimento (Tabla 18).
Conforme a esta prueba, existe evidencia estadistica que a partir del primer mes no hubo
cambios significativos en los valores de la AME hidrogendfila y acetoclastica en los
cuatro tratamientos (p=0.00) (Tabla 18). La AME en el tiempo 0 es muy baja y si
exhibio diferencias significativas con respecto del resto de los tiempos.

Tabla 6. Resultado de la comparacion multiple de Tuckey-Kramer,« o5 para la AME de los tratamientos
durante cuatro meses.

COMPARACION MULTIPLE
Variable dependiente: AME

Q) J) Diferencia | Error SD Sig.
TIEMPO | TIEMPO | de Medias
(-J)
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0 1* -0.20 0.02 0.00
2.5% -0.19 0.02 0.00

4* 0.20 0.02 0.00

1 0* 0.20 0.02 0.00
2.5 0.00 0.01 1.00

4 -0.02 0.01 0.54

2.5 0* 0.19 0.02 0.00
1 0.00 0.01 1.00

4 -0.02 0.01 0.43

4 0* 0.22 0.02 0.00
1 0.02 0.01 0.54

2.5 0.02 0.01 0.43

*La diferencia de medias es significativa ,<q o5

En el tiempo 0, el efecto inicial del cambio de mesofilia a termofilia en los cuatro
tratamientos para ambos sustratos provoc6 una disminucion en el valor de AME. La
AME acetoclastica registrd un descenso de 70% (de 0.11 a 0.03), mientras en la AME
hidrogendfila hubo un decremento del 32% (de 0.22 a 0.15). Estos resultados fueron
similares entre todos los tratamientos porque las condiciones iniciales del lodo fueron
las mismas. Durante el experimento, en los cuatro tratamientos, la AME acetoclastica en
termofilia fue baja, entre 0.17 y 0.08, de tal forma que se encuentran por debajo del
valor estandar descrito para lodos anaerobios (Figura 18, Control-C).

En termofilia, la AME hidrogenofila del tratamiento CONTROL aumentd
uniformemente durante el experimento en mas del 400% (de 0.15 a 0.64 gCH;-
DQO/gSSV/dia). A partir del tiempo 2.5 meses llegd al intervalo estandar para este tipo
de lodos (0.5-1.5 gCH4-DQO/gSSV/dia; Noyola y Moreno, 1994). En el tratamiento A,
la AME hidrogenofila se estabilizé a partir del primer mes de estar en termofilia puesto
que oscilo hasta el final del experimento entre 0.51 a 0.57 gCH4-DQO/gSSV/dia. Con
este tratamiento, la AME se estabilizd mas rapidamente en los valores estandar. En el
tratamiento B, se observo que en el primer mes la AME hidrogendfila aumentd hasta
0.62 gCH,-DQO/gSSV/dia. Sin embargo, posteriormente se estabilizé en 0.54 gCH,-
DQO/gSSV/dia. Por ultimo, la AME hidrogenofila del tratamiento C (el de mayor
residencia a 75°C) presentd para el primer mes 0.72 gCH4,-DQO/gSSV/dia. Sin
embargo, disminuyd en los siguientes tiempos a 0.46 y 0.45 gCH,;-DQO/gSSV/dia
(Figura 18, Control-C).

Figura 11Control-C. Evolucion AME acetoclastica e hidrogendfila, asi como del coeficiente alfa de los
tratamiento CONTROL, A, By C. A en mesofilia (35°C) y Termofilia (55°C).
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El coeficiente a de los cuatro tratamientos aparentemente disminuyo con el transcurso
del tiempo hasta estabilizarse en 0.5. No obstante lo anterior, los valores cuantificados
fueron superiores al optimo reportado para lodos anaerobios (Figura 18, Control-C). La
distainucion es mas paulatina para el tratamiento A. De esta forma, los tratamientos
2 mar:tuvieron un buen equilibrio entre carbonatos y acidos grasos. Por otro lado, el pH
tanoién fue similar en los cuatro tratamientls, siendo ligeramente alcalinos con una
tencencia a neutralidad. Los valores de pH estuvieron por debajo de 8.3, valor limite
reportado en el cual el sistema comienza a desestabilizarse (Angelidaki et al., 2003; Ro$
y Drago, 2003) (Anexo 7). Por otra parte, los SSV también estuvieron por debajo de la
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concentracion  estandar  para  lodos
anaerobios (Noyola y Moreno, 1994), su concentracion oscilé entre 12.5-17.63 g/l
(Anexo 7).

Por otra parte, el tratamiento CONTROL comenzé a producir CHy a partir del dia siete
en termofilia y la calidad del biogas comenzo6 a aumentar a partir del dia 35, en la cual
Ilega a componer el 65-70% de CH, en el biogas, tal aumento coincidi6 con el aumento
constante de la AME hidrogenofila. El tratamiento A comenzo a producir CH, siete dias
después que se le disminuy6 la temperatura a 55°C, y a partir del dia 35 también
alcanzo una buena calidad del biogas (65-70%). En el caso del tratamiento B, la
produccion de CH, comenz6 a los 9 dias desde que se le bajo la temperatura a 55°C (dia
87), y la calidad de este biogas sélo llego al 50% hacia el final del experimento (dia
110). EIl tratamiento C, que es el que se expuso a 75°C durante toda la cinética, no
produjo CH,4 (Figura 19).

Figura 12. Porcentaje de CH, (%) de los tratamientos Control, A, By C en 55 °C.
—®%— Control A B —#%—C
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Con respecto a la concentracion de AGV's en los tratamientos, estos se caracterizaron
por la alta concentracion inicial de acido acético (3752 mg/ly la cual disminuyo
constantemente y termind con concentraciones bajas (Figura 20A-C), registrandose la
minima en el tratamiento Control (120 mg/l) y la mayor en el tratamiento C (481 mg/l).
El &cido propionico, al principio, en los cuatro reactores tuvo una concentracion de 429
mg/l, que fue disminuyendo continuamente hasta un poco menos de 150 mg/l en los
tratamientos Control y A, mientras que el tratamiento B finalizé con 280.83 mg/l y el
tratamiento C con 87.36 mg/l (Figura 20B). Por ultimo, el acido butirico fue el de
menor concentracion entre todos los AGV's, comenzé con 580.54 mg/l en el
tratamiento Control, y 100.41 mg/l para el resto de los tratamientos, y al igual que los
otros dos 4&cidos, disminuyd hasta no detectarse en el cuarto mes. Unicamente el
tratamiento B presentd 28.26 mg/l de este &cido al final del experimento (Figura 20C).
Este fendmeno es debido a que las bacterias homoacetogénicas tienen una alta actividad
para usar y trasformar estos &cidos a acético e hidrdégeno, que a su vez es utilizado por
las arqueobacterias hidrogenofilas (Angenent et al., 2002).

Figura 13A-C. Concentracion de AGV’s en los tratamientos Control, A, By C. A. Concentracion de
acido acético, B. concentracion de acido propiénico y C. Concentracion de acido butirico.
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6.2.2 Estudio de diversidad de la comunidad de arqueobacterias en la sucesion de
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mesofilia a termofilia via hipertermofilia.

6.2.2.1 Rango ponderado de riqueza (Ry)



El patron de bandas de los perfiles de TGGE de los cuatro tratamientos obtenidos con
los cebadores universales para arqueobacterias (parchF y parchR) se presenta en la
Figura 21.

Figura 14. Patr6én de bandas obtenido mediante TGGE con cebadores universales para el dominio
Archaea. Los tiempos son 0, 1, 2.5, 3.5 y 5 meses en los cuatro tratamientos del lodo UAM aclimatados a
hipertermofilia (75°C).
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Los valores de riqueza ponderada de cada perfil se muestran en la Tabla 19. Para
conocer la riqueza general de los tratamientos, se promediaron los valores de cada perfil
(CONTROL=1.37, A=0.11, B=0.24, C=0.75). Al analizar la mediana y DAM, se puede
observar que debido a la DAM grande de los datos, no existe una diferencia
significativa entre los resultados de cada tratamiento (Tabla 19).

Tabla 7. Mediana y DAM de los datos de riqueza ponderada (R, de los cuatro tratamientos.

REACTOR | CONTROL A B C
Mediana 1.37 0.44 0.23 0.65
DAM 0.67 0.11 0.24 0.75
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6.2.2.2 Dinamica (Dy)

Para analizar la dindmica microbiana de cada reactor, se empleo el método de anélisis
de MWA y a partir de estos datos se obtuvo el promedio de la tasa de cambio porcentual
(Ar) para cada perfil de TGGE, los cuales se presentan en la Figura 22. Se observa que
la tasa porcentual de cambio (A;) del control es baja, lo que indica que el lodo fue
estable; en los otros tres tratamientos la dindmica es alta. Para calcular y disminuir el
error estadistico de este pardmetro, se usé la mediana y la desviacion absoluta de la
mediana (DAM).

Figura 15. Perfiles de electroforesis en gel de gradiente de temperatura del gen ADNr 16S de Archaea,
MWA, de los valores porcentuales de cambio (A). Se presenta la medianay DAM para evaluar la
dindmica de la comunidad de los tratamientos durante el experimento.
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57



Control
0 125 35 4

50

40

: £ % 145 +4
g 20
'm H B
(]
1 25 a4
Tiempe [mesas)
A
0 1 25354
7o
60
50
S 28.8 45
g 10
- 20
10
o
1 5 35 4
Tiampe [masas)
B
0 1 25 4
50
An
% 10
— 1 29.1+7.3
3 20
. I
o
1 L5 4
Tiempa [masas)
C
0 1 25 4
34.6+5.03

6.2.2.3 Huella genética y secuenciacion

La Figura 23 muestra el patron de bandas en el gel de poliacrilamida, del que se
obtuvieron los amplicones del gen ADNr 16S para cada uno de los tratamientos
estudiados (Control, A, By C). Se observé que el nimero de bandas es bajo y corroboré
el resultado obtenido en el primer experimento para este lodo. No se observa diferencias
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entre los tratamientos y el control, a excepcion del tratamiento C que presenta unas
bandas diferentes.

Figura 16. Separacion de amplicones de arqueobacterias de los cuatro tratamientos del lodo UAM
(CONTROL, A, By C) con TGGE. De izquierda a derecha se presentan los tiempos 0, 1, 2.5, 3.5, y 4.
Gel de poliacrilamida 10% tefiido con sybr Gold. En todos los carriles se agregaron 15 pl de muestra. Las
flechas indican las UTO’s obtenidas corresponden a la region hipervariable V3 para el ADNr 16S de
Archae.
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De los perfiles del TGGE de los tratamientos CONTROL, A, B y C, se obtuvieron un
total de trece UTQ’s, de las cuales se amplificaron y secuenciaron nueve. Las cuatro
restantes no se lograron amplificar con las condiciones de los cebadores. El resultado
fue que ocho UTQO’s tienen un porcentaje de similitud superior al 90%, la restante no
tuvo alguna similitud significativa. Las UTO’s R1, R4, R5 y R9 tienen un alto
porcentaje de identidad con la familia Desulfurococcaceae, arqueobacterias
hipertermofilas no-metandgenas del Phyllum Euriarchaeta. Las UTO’s R6, R13 y R14
representan a la Familia metan6gena Methanobacteriaceae, mientras que R16
corresponde a Methanomicrobiaceae (ambas familias pertenecen al grupo de
metandgenas hidrogendfilas). De acuerdo a los perfiles de TGGE, la familia
Methanosaetaceae, grupo de metandgenas acetoclasticas, no tiene representantes en el
lodo de la UAM. En la Tabla 20 se presentan y los nimeros de accesion de las
secuencias en el banco de genes, asi como el porcentaje de identidad de la secuencia
problema. Se puede observar que en su mayoria, las secuencias problema tuvieron una
identidad méxima con mas de un ejemplar depositado en el banco de genes.
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Tabla 8. Identidad de las secuencias de las UTO’s separadas por TGGE de la region hipervariable V3 del
ADNIr 16S con las secuencias depositadas en la base de datos (Genbank) de NCBI.

Porcentaje
Familia Género OoTU de No. de

identidad accesion de

(%) Genbank
Ignisphaera sp. R1 97 DQ060320.1
DQ060323.1
Vulcanisaeta 92 AB063645.1
Desulfurococcaceae souniana AB063646.1
Vulcanisaeta Ré 92 AB063630.1
distribute AB063663.1

Sulfolobus sp. R5 92 FJ489510.1

FJ489516.1
EU812212.1
Methanobacteriaceae Methanobacterium R6 92 EU888012.1
sp. AB479402.1
Staphylothermus CP000575.1

Desulfurococcaceae marinus R9 93 Y07963.1
AJ012645.2

X99560.1
Methanothermobacter R13 98 DQ649328.2

thermautotrophicus

Methanobacteriaceae DQ533549.1

Methanothermobacter 98 DQ3549.1

Sp. FJ773215.1

FJ773216.1

R14 FJ418154.1

FJ418154.1
Methanothermobacter DQ649328.2
thermautotrophicus 98 AY196661.1
AY196660.1

X15364.1
Methanomicrobiaceae Methanoculleus sp. R16 96 AB436897.1
EU544029.1

Los perfiles de los tratamientos Control, A, B y C son semejantes, aunque se observa la
banda nueve que es exclusiva en el tratamiento C. Las UTO’s que aparecen
constantemente en los perfiles de los tratamientos son R1, R5 (afines a la familia
Desulfurococcaceae) y los metandgenos (R6, R13 y R14). La UTO RI16
(Methanoculleus sp.) se presenta esporadicamente como una UTO tenue en el primer
mes de los tratamiento A y C, probablemente como consecuencia de su baja dominancia
dentro de la comunidad de arqueobacterias. La UTO R4 (Desulfurococcaceae) aparece
inconsistentemente como una UTO tenue. La UTO R9 (afin a Staphylothermus
marinus) aparece exclusivamente en el tratamiento C como un UTO tenue.

7. DISCUSION

7.1 Analisis bioquimico y fisicoquimico de la sucesion de mesofilia a termofilia.
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7.1.1 Analisis bioquimico y fisicoquimico de lodos de diferente procedencia.

De acuerdo al analisis estadistico aplicado a la AME hidrogendfila y acetoclastica
(ANOVA =005 de 4 vias), el origen del lodo (industrial y municipal) no es un parametro
suficientemente importante que afecte a la actividad metabdlica (AME) de
arqueobacterias, en los cuatro reactores, durante el experimento (p=0.11). Este resultado
es consecuencia de la carencia de un parametro (fisico o quimico) suficientemente
exclusivo que defina a los lodos industriales (M1 y M8) y municipales estudiados (ORI
y UAM). Por una parte, la industria cervecera estd dentro del rubro de la alimenticia, de
tal forma que tiene una alta concentracion de materia organica producto de los cereales,
lupulo, semillas, levaduras y malta empleados en la fermentacién (Beltrame et al.,
1999), asi como nitrégeno y fosforo que son residuos de aditivos empleados para
limpieza y también un bajo porcentaje de niquel, producto del desgaste de la maquinaria
(Garcia-Chaves y Diaz-Baez, 2003). Con respecto a los lodos municipales, el reactor
ORI recibe cargas de la Ciudad de Orizaba que se caracteriza por tener una composicion
muy diversa debido a que recibe descargas de origen doméstico, de industria textil,
cervecera, cementera y papelera, entre otras (INEGI, 2004). A su vez, el reactor UAM,
recibe descargas de los bafios, cocina y laboratorios de analisis quimico, bioldgico y
clinico de aquella institucion. Para caracterizar a detalle los reactores, se debe analizar
el contenido quimico (concentracion de fosfatos, nitratos, metales, etc.) y caracteristicas
fisicoquimicas (DBO, DQO, etc.) de los lodos a estudiar, debido a que los lodos
municipales tratan agua residual con caracteristicas fluctuantes (Angelidaki et al.,
2003).

De acuerdo al analisis de Tuckey-Kramer,<.0s, Se obtuvo que la AME de los reactores
M1 y M8 tienen el mismo comportamiento (p=0.202), probablemente debido a que
tienen la misma procedencia. La AME del lodo ORI es semejante a M1 (p= 0.176),
probablemente como resultado de que el primero de ellos trata descargas de agua con
una composicion muy variable, tal como lo indica Angelidaki y colaboradores (2003),
con contenido de descargas industriales (incluyendo la alimenticia), como se comento
anteriormente. Sin embargo, es necesario complementar este tipo de investigaciones con
otros analisis analiticos para complementar la informacion de la presente investigacion.
Por ultimo, el lodo municipal procedente de la UAM, presenta la AME més alta entre
todos los reactores estudiados (Figura 8). La posible explicacion es que la composicion
del agua tratada y la temperatura a la que trabaja el reactor permitié que el consorcio de
arqueobacterias no se especializara para condiciones especificas, es decir que podrian
soportar varios ambientes para su funcionamiento. Por el contrario, los reactores de M1
y M8 estan en condiciones de carga y de temperatura muy controladas, constantes
durante todo el tiempo de su funcionamiento. De esta manera, al estar adaptados a
condiciones especificas, su periodo de estabilizacion podria ser més prolongado. ORI
proviene de un reactor mesofilo donde las condiciones quimicas y fisicas podrian ser
semejantes a los lodos industriales.

Un parametro importante analizado fue la concentracion de SSV, debido a que es
utilizado para calcular la AME e indica la cantidad de materia organica activa e inactiva
(incluyendo microorganismos metandgenos contenidos en el lodo) (Metcalf y Eddy,
1996). A diferencia de lo que indica Noyola y Moreno (1994), se observd que el
contenido de SSV de los lodos fue muy inferior al estandar, que es 40-120 g/l. El
reactor de la UAM tuvo una concentracion de SSV mas baja que el resto, lo cual indicd
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que un pequefio nimero de microorganismos son los que desarrollan una alta actividad
metanogena en el sistema (este reactor presento las AME mas elevadas).

Adicionalmente, existe evidencia estadistica en que los valores de AME acetoclastica e
hidrogendfila fueron significativamente diferentes (p=0.00). En la Figura 8 que compara
el comportamiento de las medias y varianzas de los reactores, se aprecia que la AME
hidrogendfila es superior a la acetoclastica. Tal resultado confirma que, dentro del grupo
de arqueobacterias metandgenas, la actividad del grupo funcional hidrogenofilo es
mayor en termofilia debido a que la temperatura para su crecimiento 6ptimo tiene un
intervalo amplio, 30-70°C, mientras que, las arqueobacterias metandgenas
acetoclasticas crecen en rangos de temperatura mas restringidos (30-50°C aunque
pueden llegar hasta 60°C, dependiendo de la especie). Por tal razon, la conversion de
acetato a metano disminuye cuando se someten los lodos a termofilia (Nielsen et al.,
2004; Burak y Sherer, 2008). Un hecho que confirma estas observaciones, es que en
mesofilia la AME acetoclastica en los reactores (principalmente industriales) es alta y
disminuye inmediatamente al estar en condiciones termofilas, debido a que la
temperatura rebasa la tasa éptima de las actividades enzimaticas (Zebranska et al., 2000;
De la Rubia et al., 2005). Durante el experimento, este grupo funcional no se recupera.
Por el contrario, durante la transicion termdfila, la actividad hidrogendfila es mayor, lo
cual reitera la dominancia de las arqueobacterias metandgenas hidrogenofilas en
termofilia (Burak y Sherer, 2008). Ahring (1995) publicé que las bacterias metandgenas
hidrogenofilas son responsables de la mayor remocion de la DQO bajo condiciones de
termofilia (55°C) en comparacion con las acetoclasticas.

A pesar de que la temperatura se mantuvo constante a 55°C durante los nueve meses,
como se recomienda (RoS y Drago, 2003; De la Rubia et al., 2005), existe evidencia
estadistica de fuertes fluctuaciones de la AME hidrogenodfila y acetoclastica en los 4
reactores durante el experimento (p=0.00), hecho que se observa en la Figura 8. En
dicha Figura, las oscilaciones mas pronunciadas son debidas a las metandgenas
hidrogenofilas, mientras que las acetoclasticas presentaron oscilaciones menores.
Algunas investigaciones concluyen que un sistema inestable es causado porque las
especies originales mesofilas estan siendo reemplazadas lentamente, en las nuevas
condiciones por una poblacion termdfila (Nielsen et al., 2004; De Rubia et al., 2005;
Moen et al., 2003; Song et al., 2004). Otra posible causa que origina fluctuaciones en
un reactor es el control inadecuado del pH, debido a que en termofilia la actividad
enzimatica es mas sensible a este parametro, como resultado de las diferentes
velocidades de metabolismo de las bacterias y arqueobacterias del sistema (Angelidaki
et al., 2003; Ro$ y Drago; 2003). Para una buena actividad metanogena, el pH debe
estar entre 6 y 8.3 (Burak y Scherer, 2008). Al analizar este valor, se observo que el pH
es ligeramente alcalino por encima de 8.3 para los cuatro reactores, a pesar de las altas
concentraciones de AGV’s en los reactores industriales. Angelidaki y colaboradores
(2003) explican que un pH alto con altas concentraciones de AGV’s puede ser debido a
la existencia de amoniaco en el sistema.

En cuanto a la capacidad amortiguadora, se observé una tendencia a la disminucion de
este valor en los lodos industriales, mientras que los lodos municipales se registraron
proximos a 0.5. Noyola y colaboradores (1993) reportaron que la AME de los lodos
anaerobios puede caer hasta 0.2-0.4, sin embargo, en este experimento se observé que
las ligeras disminuciones de este parametro es suficiente para afectar la AME
hidrogendfila en ambos lodos.
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En contraste con el pH alcalino, y al igual que Tatzuzawa y colaboradores (2006)
observaron en termofilia, se encontro una alta concentracion de AGV'’s en los reactores
M1y M8. Principalmente el &cido acético aparecio en una elevada concentracion en los
lodos anaerobios como consecuencia de la aportacién inducida de AGV's como fuente
de carbono y la alta actividad metabdlica de las bacterias aciddgenas que rebasé la
actividad metandgena acetoclastica para consumir este sustrato (de hecho, dicha
actividad acetoclastica disminuyd durante la sucesion en cada lodo). Por ende, existio
una tendencia a la acidificacion del sistema, como lo muestra la disminucion del
coeficiente alfa en los Gltimos meses muestreados, algo que ya habia sido reportado en
estudios previos realizados en termofilia (Amend y Shock, 2001; Nielsen et al., 2004).

Adicionalmente, se observo que las concentraciones de acido propionico en estos lodos
(M1 y M8) aumentaron constantemente como resultado de la alta tasa metabdlica de las
bacterias acetogenas para producir este acido a partir del butirico (que registrd
concentraciones bajas), &cido que a su vez, es transformado en &cido acético (Nielsen et
al., 2004; De Bok et al., 2004; De Rubia et al., 2005). A pesar de estos resultados, las
concentraciones de &cido propionico en ambos reactores no fueron factor relevante para
desestabilizar los sistemas, puesto que se mantuvieron por debajo del limite toxico
establecido, menor a 3000 mg/l (Mata-Alvarez, 2002).

No obstante, a diferencia de los reactores industriales, la concentracién de &cido acético
en los lodos ORI y UAM esté por debajo de la concentracion alimentada, debido a que
disminuye desde el inicio del experimento. No se observo &cido butirico en los dos
reactores y, el acido propidnico también desaparece en el lodo ORI. En consecuencia,
no se observa disminucién del coeficiente alfa.

De acuerdo a los reportes de la calidad de biogas (MgHugh et al. 2003; RoS y Drago,
2003) se observa un aumento en los dias 150 para el lodo ORI y 98 para el lodo UAM,
asi como la disminucion de AGV’s y una 6ptima capacidad amortiguadora en los
reactores, de lo cual podriamos esperar un buen funcionamiento de los sistemas. Sin
embargo, la AME (principalmente hidrogendfila) es oscilante, aungue en el lodo UAM
estd dentro del estandar. Estas fuertes variaciones podrian ser debidas a que la sucesion
de los grupos metandgenos del ecosistema termofilo no esta terminada (RoS y Drago,
2003). Una posible explicacion a la disminucion de la concentracion de AGV’s con un
bajo metabolismo de arqueobacterias es que las condiciones termdfilas de estos
reactores son propicias para que algun grupo de microorganismos anaerobios se
desarrolle dentro del consorcio y utilice los AGV’s como sustrato (Rintala y Lettinga
1992). Como sustento a tal afirmacion, se ha reportado que algunas bacterias
sulfatorreductoras pueden competir por el sustrato (incluyendo &cidos grasos) con
bacterias homoacetogenas y metandgenas, utilizando compuestos organicos y sulfatos
para producir &cido sulfhidrico (H,S) (Gutiérrez et al., 2008). La presencia de las
bacterias sulfatorreductoras podria explicar los bajos niveles de metano en el biogas,
debido a que estos microorganismos indican la presencia de azufre (sulfato, sulfito o
tiosulfato) en el reactor, compuesto toxico para las arqueobacterias metanogenas, y
provocaria la inestabilizacién de la metanogénesis. Moreno y colaboradores (2007)
confirmaron que el acido sulfhidrico en los reactores ocasiona una serie de problemas
como la reducciéon en la cantidad y calidad del biogas, mal olor y toxicidad que
eventualmente pueden llevar a la inhibicidn del proceso metandgeno.
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7.1.2 Analisis bioquimico y fisicoquimico de un lodo mesdéfilo con un
pretratamiento hipertermofilo.

De acuerdo al analisis estadistico aplicado a los datos obtenidos de AME (ANOVA =005
de 3 vias), no existe evidencia estadistica significativa que indique diferencias entre los
tratamientos (Control, A, B y C) (p=0.36). Por tal razén, a diferencia de Nielsen y
colaboradores (2004), quienes observaron una mejora en la AME con un pretratamiento
hipertermoéfilo, el efecto es el mismo si un lodo mesofilo es sometido a un
pretratamiento de 75°C o si se le aumenta la temperatura directamente a 55°C. Se
corroboré la tolerancia limite de temperatura previamente reportada para
arqueobacterias de sistemas artificiales, que es hasta 75°C (Burak y Sherer, 2008). La
hipertermofilia inactivd el metabolismo de las arqueobacterias metanogenas y la
produccion de CH, comenzd después de dos semanas de incubarse a 55°C, como se
observa en las Figuras de calidad del biogas (CH4%) de los tratamientos.

Adicionalmente, se confirm6é lo observado en el primer experimento: la AME
acetoclastica e hidrogendfila son significativamente diferentes (p=0.00). En la gréfica 5
se observa que la AME hidrogendfila es superior a la acetoclastica como resultado de la
dominancia de las primeras en termofilia como se discutié anteriormente (Nielsen, et
al., 2004; Burak y Sherer, 2008). Se observé un incremento en la AME hidrogendfila a
partir del primer mes, mientras que la AME acetoclastica no se recuperd y oscilé en
valores muy bajos (menor a 0.17). De acuerdo a los valores estandar de AME para lodos
granulares (Noyola y Moreno, 1994), tnicamente el valor de AME hidrogenofila de los
tratamientos tiende a ajustarse a 0.5 gCH,.DQO/gSSV/d.

De acuerdo a la prueba Tuckey-Kramer,<oos, @ pesar de que se registra un aumento
constante de la AME de los tratamientos (la hidrogenodfila principalmente), existe
evidencia estadistica de que a partir del primer mes no hay cambios significativos de tal
valor (p=0.00). En consecuencia, las AME hidrogenofila y acetoclastica son
estadisticamente similares para los tiempos 1, 2.5 y 4 dentro de cada funcién. Los
trabajos existentes sobre termofilia extrema se realizaron en un intervalo de 68-70°C, en
el cual se observo que la metanogénesis disminuy0 mientras que la actividad de las
bacterias hidroliticas y fermentativas no fue afectada (Ahring et al., 2001; Nielsen et al.,
2004). En este experimento, la hipertermofilia (75°C) no afecta a los grupos funcionales
de arqueobacterias metandgenas, hidrogendfilas y acetoclasticas, aunque a 75°C no se
observa produccion de CH,4. Cabe mencionar que en el tratamiento A, en el primer mes,
el aumento de la AME hidrogendfila ocurre a una velocidad mayor a la del control.

En cuanto a la concentracion de AGV's, se observo que en los cuatro tratamientos
(CONTROL, A, By C) disminuyo a través del tiempo, a diferencia de lo reportado a
altas temperaturas por Tatzuzawa y colaboradores (2006). Se ha reportado que en
termofilia se favorece al crecimiento de arqueobacterias metandgenas termofilas,
bacterias acidogénicas, acetdgenas y sulfatorreductoras, aunque estas ultimas no han
causado problemas en la operacion de los reactores (Hori et al., 2006). Se piensa que la
causa de la disminucion de los AGV’s (aln en los tratamientos donde no se produjo
metano) es consecuencia de dos factores: la gran actividad metabdlica de las bacterias
fermentativas que probablemente no fueron afectada por las condiciones extremas de
temperatura (Ahring et al.,, 2001) y la competencia por sustrato entre bacterias
sulfatorreductoras y arqueobacterias metandgenas hipertermofilas que podrian estar
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presentes en el sistema (Moreno et al., 2007), al igual que ocurrié en el primer
experimento.

Aunque los AGV’s disminuyen gradualmente durante el experimento, se confirmé lo
observado en el primer experimento: la concentracion de &cido acético fue superior que
el acido propionico y butirico, en ese orden (y estos Ultimos se mantienen en bajas
concentraciones durante toda la cinética). Este resultado es debido a que el &cido acético
es formado por la degradacion de los AGV’s a través de dos vias metabolicas
bacterianas que son poco afectadas por la hipertermofilia (como sucede con las bacterias
OHPA\): heterofermentendora y homoacetogénesis (Ahring, et al., 2001; Cabirol et al.,
2003). De esta forma, los &cidos propidnico y butirico son intermediarios que dependen
de la concentracion del acido acético (Madigan et al., 2004).

El pH alcalino tiende a disminuir, a pesar que en el primer mes de termofilia alcanzo
valores cercanos a 8.3. Al final del experimento, el pH del tratamiento CONTROL (el
cual produjo metano después de los primeros catorce dias de arrancar los reactores)
alcanz6 un valor de 7.81, el tratamiento A de 7.63, el del B de 7.48, mientras que el del
tratamiento C (que estuvo mas tiempo a hipertermofilia y no produjo metano) registro el
pH méas bajo en el ultimo tiempo muestreado (7.35). Al relacionar el pH y la
concentracion de AGV'’s, se observé que ambos pardmetros disminuyeron a partir del
primer mes (contrario a lo que se esperaria, un pH elevado por la pérdida de acidos
grasos). Esto, junto con la nula produccion de metano en hipertermofilia, es indicio que
ademas de las bacterias homoacetdgenas, las sulfatoreductoras y arqueobacterias
extremofilas pueden estar presentes en los sistemas y competir por los AGV’'s como
sustrato, para producir acido sulfhidrico que lentamente acidifico el medio, tal como lo
demuestra la disminucion de pH (Gutiérrez et al., 2007; Moreno, et al, 2007). Sin
embargo, este factor fue poco determinante para desestabilizar los tratamientos debido a
que los cuatro tratamientos mantuvieron un buen equilibrio entre carbonatos y &cidos
(grasos y probablemente sulfhidricos) puesto que el coeficiente alfa fue inicialmente de
0.83 y para el cuarto mes disminuyé a 0.50 (valor que es recomendable para el
funcionamiento del consorcio) (Noyola et al., 1993).

Conforme a los resultados fisicoquimicos de ambos experimentos, se observa que es
importante mantener las condiciones Optimas reportadas (pH, coeficiente alfa y
concentracion de AGV’s), para que las arqueobacterias metandgenas se aclimaten en un
mes y su metabolismo comience a funcionar adecuadamente en condiciones termofilas
(Angelidaki, 2003; Nielsen et al., 2004).

7.2 Andlisis de la diversidad arqueobacteriana durante la sucesion de mesofilia a
termofilia.

En los ultimos afos, la aplicacion de las técnicas moleculares en el estudio de los
sistemas de tratamiento de lodos residuales han permitido desarrollar avances
importantes en el conocimiento de la ecologia microbiana, fundamentalmente debido a
que son una herramienta complementaria para el estudio de microorganismos de dificil
aislamiento (Kirk et al., 2004; O Flaherty et al., 2006).
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Sin embargo, al igual que otras técnicas aplicadas a la investigacion, existen limitantes
que dificultan la representatividad de la comunidad microbiana total (Marzorati et al.,
2008). Primero, la extraccion del ADN puede generar un sesgo, principalmente en el
caso de las arqueobacterias, debido a que las propiedades de su envoltura celular hacen
dificil la extraccion de sus &cidos nucleicos (Leclerc et al., 2004): la pared celular
contiene pseudomureina que es un pseudopeptidoglucano resistente a algunas lisozimas
y la membrana celular que contiene &cidos grasos con enlaces muy estables éter-glicerol
(Garcia et al., 2000). En segundo lugar, el TGGE es una técnica cualitativa que genera
perfiles de UTO’s que representan Unicamente a las poblaciones dominantes dentro de
la comunidad (Leclerc et al., 2004; Chouari et al., 2005), aunque Muyzer y Smalla
(1998) indican que esta técnica es capaz de detectar organismos que constituyan al
menos el 1% de la comunidad total. Por Gltimo, la reaccién de PCR puede generar
artefactos como la formacion de quimeras, moléculas heterodlplex o errores en la
sintesis del ADN (Wang y Wang, 1997). También es importante el sesgo que origina la
reaccion de PCR.

7.2.1 Analisis de la diversidad arqueobacterias en cuatro lodos de diferente
procedencia

A pesar de que en los perfiles genéticos de los cuatro lodos anaerobios, no se observa
una sucesion de UTQO’s en la comunidad de arqueobacterias de cada lodo, los resultados
en esta investigacion son importantes porque, de forma integral, complementan la
informacién obtenida de los parametros fisicoquimicos. De acuerdo al analisis del
indice de riqueza ponderada (R,) propuesto por Marzorati y colaboradores (2008), se
encontrd que la mediana de la riqueza ponderada de los reactores es baja (M1=2.1,
M8=2.5, ORI=1y UAM = 0.4). Al analizar la DAM de los datos, se puede observar que
no existe una diferencia significativa entre los lodos procedentes del mismo tratamiento
M1y M8. Mientras que ORI es un lodo parecido a M8 y UAM. El reactor M8 tiene la
DAM mas alta porque estima la dispersion del nimero de UTO’s que aparecen en los
distintos tiempos. En este reactor se observa una clara tendencia secuencial hacia el
aumento de UTO’s (de 5a9).

De acuerdo a la clasificacion propuesta por Marzorati y colaboradores (2008), la
diversidad de la comunidad de arqueobacterias de los cuatro tratamientos es baja, se
encuentra inferior a 10, y no se observa un cambio significativo en el tiempo, debido a
que los valores obtenidos son inferiores a 2, lo cual corresponde a ambientes adversos o
restringidos a colonizacion semejante a suelos contaminados, como es también el caso
de las comunidades de arqueobacterias que interactian en la digestion anaerobia
termofila. Este resultado coincide con la conclusion de investigaciones realizadas en
digestion anaerobia, en los cuales indican que la diversidad de las arqueobacterias es
baja como consecuencia de su baja tasa metabolica (Van Lier, 1996; Konopka et al.,
1999; Ahring et al., 2001; Angenent et al., 2002; Moen et al., 2003; Nielsen et al.,
2004; Song et al., 2004; Burak y Sherer, 2008). Con este analisis (R;), se observé que la
mediana de la diversidad de arqueobacterias del lodo proveniente de la UAM (Rr=0.60)
es inferior al resto y a pesar de ello, alcanza los valores mas altos de AME en termofilia
(principalmente hidrogendfila) (Anexo 7). Por ello, no parece existir relacion entre la
diversidad microbiana y la actividad metabdlica, en este caso para la produccién de
CH,. Los factores fisicoquimicos pueden ser, asi, determinantes en el funcionamiento
del sistema como se discutié anteriormente (Angelidaki et al., 2003; Nielsen et al.,
2004). Sin embargo, para evaluar la robustez del TGGE es necesario aplicar otras
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técnicas moleculares de huella génica (DGGE 6 ARDRA) o bien, aplicar la técnica a
una muestra con un namero de especies conocido.

Con respecto a la estabilidad de la comunidad de arqueobacterias en el sistema,
Apajalahti y colaboradores (2001) definen que en una comunidad microbiana donde
nuevas especies arriban y superan en numero a las originales (por unidad de tiempo),
propiciaran un cambio en la estructura de la comunidad inicial por tal motivo serd méas
dindmica y la estabilidad disminuird. Los resultados obtenidos de los lodos estudiados
indican que la comunidad arqueobacterias tiene una dinamica (Dy) tipo mediana a alta,
debido a que las tasas de cambio son mayores al 13%. Este valor se caracteriza porque
muchas poblaciones dominantes disminuyen y aumentan fluctuantemente dentro de la
comunidad (Marzorati et al., 2008); por el contrario a lo descrito por Ahring y
colaboradores (2001), las poblaciones metandgenas disminuyen y son inestables como
consecuencia de la termofilia (Angenent et al., 2002; Burak y Sherer, 2008).

Al analizar el patron de los perfiles obtenidos del TGGE para el Dominio Archaea, se
observd que de los 11 UTO’s determinados, cuatro (36.36%) tuvieron identidad con dos
familias de metandgenas hidrogenofilas: Methanobacteriaceae (R6, R13, R14) y
Methanomicrobiaceae (R16). Un Unico UTO (9% del total) tuvo identidad con
Methanosaetaceae (R7), familia de metandgenas acetoclasticas. ElI 54.54% restante
correspondid a seis UTQ’s de la familia Desulfurococcaceae, que son arqueobacterias
hipertermofilas del Phyilum Crenarchaeota (R1, R2, R4, R5, R9, R10). Las
arqueobacterias hipertermdfilas son un grupo anaerobio que tienen un crecimiento
optimo de 80-85°C (Hito, 2003) y su presencia tiene importantes implicaciones
ecologicas en el sistema, puesto que ayudan a comprender el funcionamiento del
consorcio y corroboran lo observado fisicoquimicamente, como se discutira mas
adelante. Sin embargo, es necesario mencionar que la posicion de los UTQ’s tiene un
considerable nivel de incertidumbre, debido a que al calcular el arbol filogenético se
crearon ambigtedades en las secuencias como consecuencia del tamafio pequefio de los
fragmentos amplificados, lo que se sugiere la amplificacion de un fragmento mayor del
gen ADNTr 16S para conocer la identidad real de los organismos.

Con respecto al grupo funcional de arqueobacterias metandgenas acetoclasticas, el UTO
R7 (afin a Methanosaeta) se detectd Unicamente en los tiempos 3.5 del reactor M8 'y 7
meses de la UAM. En contraste con lo indicado por Sekiguchi y colaboradores (1998) y
Chen y colaboradores. (2004), se observd que este grupo es muy sensible y su
crecimiento se encuentra limitado por condiciones extremas, tales como el pH,
concentracion de AGV’s, temperatura y, muy probablemente amoniaco y acido
sulfhidrico (Angenent et al. 2002; Tatsuzawa, et al., 2006; Moreno et al., 2007). La
temperatura Optima de crecimiento, particularmente del género encontrado,
Methanosaeta, esta entre 30-50°C (Burak y Sherer, 2008). Por tal razén, la termofilia
limita directamente el metabolismo y crecimiento de este grupo, provocando que
disminuya la produccién de metano (tal como lo indican los bajos valores de AME
registrados en el experimento). En cuanto al pH, el género Methanosaeta tolera un
intervalo de pH neutro que oscila entre 7 y 7.5 (Burak y Sherer, 2008): los reactores
presentaron valores por arriba de este rango. La abundancia de Methanosaeta también
disminuye cuando estan sometidas a altas concentraciones de AGV's (Tatsuzawa et al.,
2006; Burak y Sherer, 2008), tal y como sucede en los reactores M1 y MS8.
Adicionalmente, en los lodos de los reactores ORI y UAM, a pesar de que la
concentracion de AGV’s disminuye constantemente (en forma opuesta a los reactores
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M1y M8) podrian existir acido sulfhidrico y amoniaco que repercutirian y afectarian al
crecimiento de tal grupo.

Las arqueobacterias metandgenas hidrogenofilas representan el 36.36% de los UTO’s
identificados, después de las arqueobacterias hipertermofilas (que representan el
54.54% dentro de la comunidad total). Se detectaron tres UTQO’s afines a la familia
Methanobacteriaceae (R6, R13, R14) y uno a Methanomicrobiaceae (R16). De acuerdo
con las investigaciones que se han realizado para arqueobacterias metandgenas, este
grupo funcional tiene un intervalo 6ptimo de crecimiento de entre 35 y 70°C, aunque
varia segun el género (Cabirol et al., 2003; Nielsen et al., 2004; Burak y Sherer, 2008),
y la familia Methanomicrobiaceae tiene un intervalo inferior (40°C). En la huella
genética estudiada, la dominancia de este grupo de organismos sobre las metanogénas
acetoclasticas coincide con los datos obtenidos de AME en termofilia, debido a que se
observo una mayor actividad metandgena AME hidrogendfila que acetoclastica. Para el
reactor M1, el UTO R6 aparece en todos los tiempos, microorganismo afin a
Methanobacteriaceae y que, puede tolerar hasta 70°C y un pH alcalino. Mientras tanto,
Methanomicrobiaceae (R16), organismo que tolera temperaturas moderadas y pH
ligeramente acido aparece en los meses 7 y 9. Este reactor no presenta (0 no es posible
detectarlas en él) arqueobacterias metandgenas acetoclasticas. Para el reactor M8,
presenta UTO’s poco definidos. En el mes 3.5 se detecta la presencia de Methanosaeta,
que es un OTU interesante debido a que es el Unico género de arqueobacterias
acetoclasticas que se detectaron en el experimento. Estos resultados son interesantes
porque los lodos M1y M8 provienen de la misma industria cervecera y los resultados
fisicoquimicos son similares en ambos, por lo que se esperaria que los perfiles de cada
uno tuvieran los mismos OTU’s. Sin embargo, no es asi. No se puede descartar la
posibilidad de que la sensibilidad de la técnica TGGE Yy el sesgo citado anteriormente
para la reaccion de PCR no permitio reflejar la diversidad real de los reactores. Por su
parte, el reactor ORI presenta en los dos primeros tiempos muestreados el UTO (R16)
afin a Methanomicrobiaceae. Esta banda, intensa y definida, que su desaparece en el gel
concordando con la apariciéon del UTO Methanobacteriaceae (R6, R13, R14) en el mes
3.5. Los perfiles del lodo UAM indican que los UTO’s R13 y R14
(Methanobacteriaceae) estan presentes en todos los tiempos, salvo en el tiempo 0.5
donde se observan UTQO’s difusos. Methanosaeta (R7) Unicamente aparece en el tiempo
7.

Las bandas intensas de los reactores M1y M8 nos podrian indicar mayor abundancia de
las especies de la comunidad en comparacion de los reactores ORI y UAM (Figura 15)
y que existe una tendencia de los UTQO’s del lodo M1 a ser mas abundantes en los
ultimos tiempos. Esto es debido a que, si no hay sesgo en la amplificacion, la
polimerasa duplica el ADN disponible en las muestras. Sin embargo, se debe tener
cuidado con la interpretacion de este dato, debido a que la intensidad podria representar
el nimero de copias del gen dentro del organismo (Eguiarte et al., 2007).

El estudio molecular corrobora que la mayor parte del metano producido en los lodos de
los cuatro reactores proviene del metabolismo de las arqueobacterias metanogenas
hidrogenofilas (seis UTO’s identificados que pertenecen a los géneros
Methanobacterium, Methanothermobacter, y Methanoculleus) que corresponden al 36%
de la comunidad total. Debido a que la termofilia y el pH limitan el metabolismo y
crecimiento éptimo del grupo acetoclastico, la produccién de metano es disminuida, tal
como lo indican los valores de AME registrados en el experimento. Asimismo, este
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hecho corrobora los resultados de los parametros fisicoquimicos, en el cual, se piensa en
la posibilidad de que el acido acético es consumido por el metabolismo de bacterias
homoacetogénicas, sulfatorreductoras y arqueobacterias no metanégenas como algunos
autores han sugerido (Casserly y Erijman, 2003; Moreno et al., 2007).

Por otro lado, como se mencioné anteriormente, se observaron seis UTQO’s afines a la
familia Desulfurococcaceae (que tienen un alto porcentaje de identidad con los géneros
Staphylothermus, Vulcanisaeta y Sulfolobus), arqueobacterias hipertermoéfilas no
metandgenas del filum Crenarchaeota, que tuvieron un alto porcentaje en la diversidad
total (54.54%) y estuvieron presentes en todos los lodos (M1, M8, ORI y UAM). Este
grupo es anaerobio obligado, el cual se ha reportado en ambientes con elevada
temperatura y con pH 6ptimo de 5.5 a 7.5, como es el caso de las ventilas geotermales
(Hito, 2003). No existen reportes de la aparicién de este grupo, por lo que la deteccion
de dichos UTQO’s en el experimento puede ser un importante aporte para explicar
algunas causantes de la inestabilidad del sistema.

La actual taxonomia basada en el gen ADNr 16S aceptada y validada por el Comité en
Taxonomia de Metanogenas indica que existe una relacion filogenética cercana entre la
familia Methanosaetaceae y Methanomicrobiaceae, mientras que Methanobacteriaceae
es la familia més alejada (cluster I, I11 y IV de la Figura 16) (Garcia et al., 2001). Los
UTO’s R7 (Methanosaeta) y R16 (Methanoculleus) tienen identidad con el cluster II,
sin embargo, los algoritmos que se usaron para la construccion del arbol filogenético los
agrupd con los UTO’s R9 y R10 (familia Desulfurococcaceae, arqueobacterias no
metanogenas cercana al cluster 1). Los UTO’s R6, R13 y R14 (familia
Methanobacteriaceae) y R1, R2, R4, R5 (familia Desulfurococcaceae) son agrupados
en un cluster cercano al 1V (Methanobacteriaceae). El agrupamiento de los UTO’s con
diferente identidad podria ser resultado del alto nimero de sitios de coincidencias entre
las secuencias de los nucledtidos, cuyo calculo se realiz6 con la matriz de distancias
(método Neighbour-Joining) y la frecuencia de alineamientos del bootstrap. Estas
ambigledades en las secuencias de nucledtidos puede ser resultado del pequefio tamafio
del amplicon (150 pb) con el cual se trabajo. Por tal motivo, los UTO’s obtenidos en el
gel de TGGE quedaron excluidos de los principales grupos del arbol. Para resolver este
problema y conocer la identidad real de los organismos procedentes de los reactores se
deben disefiar cebadores universales de Archaea que amplifiquen una secuencia de
mayor tamafio del ADNr 16S que corra en el TGGE (de 600 pb. aprox.) y que
amplifiquen mas de una region variable del gen ADNr 16S (Schmalenberger et al.,
2001).

Los UTO’s afines a la familia Desulfurococcaceae aparecen en el reactor M1
gradualmente (R9 y R10), mientras que en el reactor M8 son los UTO’s R1, R2 y R4.
Para el caso de los lodos del reactor ORI, los UTO’s R1 y R2 solo aparecen en el primer
tiempo muestreado, mientras que la R5 aparece en el ultimo tiempo. Por ultimo, en el
lodo UAM, aparecen gradualmente los UTO's R4, R5, R13 y R14. Como se menciond
anteriormente, las arqueobacterias hipertermofilas aparecen constantemente en los
perfiles de TGGE de todos los lodos. Este resultado es un indicativo de que se indujeron
las condiciones necesarias para el desarrollo de estos microorganismos dentro del
consorcio microbiano. Es de suponer que la presencia de este tipo de arqueobacterias
nos revela la presencia de azufre (Sy), un problema muy grave que induce la
inestabilidad de la digestion anaerobia, debido a que esta molécula es propiciadora de
fallas por su alta toxicidad para las arqueobacterias metandgenas (Hori et al., 2006;
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Moreno et al. 2007). No debe descartarse la posibilidad que tanto arqueobacterias
hipertermoéfilas como bacterias sulfatorreductoras utilicen el S, como aceptor de
electrones y que, junto a componentes organicos (como AGV’s) formen &cido
sulfhidrico (H,S) (Perevalova et al. 2005). Si éste fuera el caso, en los cuatro reactores,
los AGV’s disminuirian, a pesar de la baja produccién de metano. La evidencia
molecular acerca de que microorganismos dependientes de S, se desarrollaron en los
lodos y compitieron por el sustrato, explicaria la disminucion de los AGV's y la
produccion de é&cido sulfhidrico, lo cual fue una de las posibles causas de la
inestabilidad del consorcio (Hori et al., 2006).

La diversidad microbiana resultante en el presente experimento se explicaria porque el
grupo funcional de arqueobacterias metandgenas acetoclasticas seria el principal
afectado en termofilia, debido a que la temperatura 6ptima de crecimiento de este grupo
puede ser restringida (dependiendo de la especie) (Van Lier, 1996; Nielsen et al., 2004),
mientras que el de las arqueobacterias metandgenas hidrogendfilas es mas alto (Burak y
Sherer, 2008). A su vez, la concentracion de amoniaco, acido sulfhidrico y AGV’s
podrian causar inestabilidad en los sistemas y disminucion en la AME. El seguimiento
completo de dichos elementos permitiria confirmar su papel en la inestabilidad
observada.

El bajo nimero de UTQ’s de arqueobacterias metandgenas acetoclasticas se relacionaria
con la baja abundancia de la poblacion y disponibilidad de ADN para la amplificacién
por PCR, de acuerdo a lo mencionado anteriormente. Los datos obtenidos son, por lo
tanto una aproximacion y estimacion de la diversidad parcial de la comunidad
microbiana (Leclerc et al., 2004).

7.2.2 Diversidad arqueobacteriana en un lodo anaerobio via un pretratamiento
hipertermofilo.

De acuerdo a la huella genética obtenida, no se observa una sucesion de UTQO’s en la
comunidad de arqueobacterias de los tratamientos. Estos resultados son importantes
porque ratifican los resultados obtenidos en el primer experimento, particularmente con
los lodos de la UAM. Conforme al andlisis del indice de riqueza ponderada (R;) se
observo que este valor es bajo en los cuatro tratamientos (CONTROL=1.03, A=0.50,
B=0.31, C=0.84), por lo que de acuerdo a la gran varianza y desviacion estandar de los
datos (Tabla 19) no existe una diferencia significativa entre el resultado de cada
tratamiento, lo que a su vez es consistente con los resultados del reactor UAM del
primer experimento. Este resultado corresponde a R,<10, valor que esta relacionado con
ambientes adversos, como es la digestion anaerobia termofila (Van Lier, 1996; Konopka
et al., 1999; Angenent et al., 2002; Burak y Sherer, 2008; Marzorati et al., 2008). Estos
valores confirman, como se discutid anteriormente, que la baja diversidad no
necesariamente se correlaciona de forma directa con la tasa metabolica de las
arqueobacterias (Van Lier, 1996; Konopka et al., 1999; Ahring et al., 2001; Angenent et
al., 2002; Moen et al., 2003; Nielsen et al., 2004; Song et al., 2004; Burak y Sherer,
2008).

Con respecto a la estabilidad de la comunidad de las arqueobacterias en el sistema, los
resultados obtenidos indican que la comunidad tiene una dinamica (Dy) mediana a alta,
debido a que las tasas de cambio son igual o mayores al 13% (Figura 22), valor que es
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contrario al obtenido en el primer experimento con el mismo lodo de la UAM. El
tratamiento hipertermdfilo provoca un aumento de la dinamica, por lo tanto una
disminucion de la estabilidad del consorcio. Algunos autores encontraron que es posible
aumentar la diversidad de las arqueobacterias al aumentar la temperatura a 65°C, y en
consecuencia conseguir un aumento de la dinamica microbiana (Ahring et al., 2001,
Nielsen et al., 2004). Sin embargo, la actividad de las arqueobacterias metandgenas es
afectada, mientas que la de las bacterias puede desarrollarse. EI aumento en la dindmica
microbiana en los tratamientos indica que la hipertermofilia afectd a la estabilidad
microbiana, sin afectar como tal la actividad metandgena. Sin embargo, no fue
suficientemente fuerte como para desplazar a las especies dominantes. Por el contrario,
el control de pH, concentracién de AGV’s y la capacidad amortiguadora si son factores
que determinan la estabilidad de operacién y la presencia de las poblaciones
metandgenas dominantes (Angelidaki et al., 2003; Nielsen et al., 2004).

De acuerdo al patron de bandas del TGGE, se obtuvieron ocho UTO’s con una similitud
significativa con secuencias contenidas en NCBI, de las cuales el 37.5% correspondio a
la familia Methanobacteriaceae (R6, R13, R14), el 14.28% a la familia
Methanomicrobiaceae (R16), que comprende arqueobacterias metandgenas
hidrogendfilas, y el 57.14% a arqueobacterias hipertermdfilas no metandgenas
pertenecientes a la familia Desulfurococcaceae (R1, R4, R5, R9). Cabe mencionar que
no se encontrd algin UTO relacionado con el grupo funcional de arqueobacterias
metanogenas acetoclasticas, tal hecho ratifica que este grupo funcional es el mas
sensible dentro del consorcio, como se observo en el anterior experimento (Van Lier,
1996; Nielsen et al., 2004; Burak y Sherer, 2008). De todas formas, y como también se
menciond anteriormente, el arbol filogenético presenta ambigliedades y no es posible
precisar la verdadera identidad de los UTQO’s; para resolverlo sera necesario amplificar
un fragmento de mayor tamafio del ADNr 16S para conocer con mas precision la
identidad del organismo.

Dentro del grupo de arqueobacterias metanogenas, los UTQO’s que aparecen
constantemente en los cuatro tratamientos son R6 y R13, afines a Methanobacteriaceae,
mientras que R16 (Methanomicrobiaceae) sélo aparece como banda tenue en el primer
mes del tratamiento A y C. Estas familias son reportadas en diversos trabajos las como
dominantes en la comunidad anaerobia (Godon et al., 1997; Sekiguchi et al., 1998;
Leclerc et al., 2004; Tatsuzawa et al., 2006), y su estabilidad en termofilia depende de
su rango optimo de temperatura (Burak y Sherer, 2008). En cuanto a los UTO’s afines a
la familia Desulfurococcaceae (R1, R5 y R6) aparecen constantemente en cada
tratamiento y el UTO R9, afin a Staphylothermus marinus, aparece Unicamente en los
tiempos muestreados del tratamiento C (el cual estuvo expuesto a 75°C durante todo el
experimento).

La baja diversidad de arqueobacterias contenida en los reactores no es factor que afecte
el buen funcionamiento de cada tratamiento en termofilia (55°C). Por el contrario, se
observo que aunque se determinaron pocos UTQO’s de arqueobacterias metanogenas, se
alcanzd una estabilizacion metabdlica en el primer mes después que se colocaron en
condiciones termofilas, como resultado a que las condiciones fisicoquimicas estuvieron
controladas dentro de los intervalos dptimos de las actividades metabdlicas de estos
organismos (Angelidaki, et al., 2003; Nielsen, et al., 2004). Los factores mas
importantes que afectan a este grupo son el pH y la concentracion de acidos grasos
volatiles que deben estar dentro de los limites de tolerancia. En ese sentido, las
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arqueobacterias hipertermdfilas y sulfurosas encuentran condiciones menos favorables
para competir por el sustrato e inestabilizar el sistema, tal y como sucedié en el primer
experimento (Griffin et al., 1997; Casserly et al., 2003).

El hecho que los UTO’s R6, R13 y R14 (metandgenas) aparezcan como bandas fuertes
y constantes en los perfiles nos indica estabilidad de estas especies en la comunidad. Es
muy probable que estas especies sean las que producen la mayor parte del metano en los
reactores. Sin embargo, se debe tener cuidado con la interpretacion, debido a que la
intensidad podria representar el nimero de copias del gen dentro del organismo y no su
real abundancia como se mencion6 anteriormente (Eguiarte et al., 2007).
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8. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 parcialmente la comunidad de arqueobacterias de lodos anaerobios
durante el arranque en termofilia con seguimiento fisicoquimico y la técnica molecular
PCR-TGGE. Con base en los resultados experimentales se concluyd lo siguiente:

Con un buen control fisicoquimico es posible obtener en un mes un lodo terméfilo con
un aumento directo de temperatura a 55°C, sin necesidad de un pretratamiento.

La Actividad Metanogena Especifica confirma que en la digestion anaerobia termofila
predomind la actividad de las arqueobacterias metandgenas hidrogenodfilas sobre la
acetoclastica.

A 75°C la actividad metabolica de las arqueobacterias metandgenas es silenciada,
mientras que la de algunas bacterias y arqueobacterias hipertermofilas puede
presentarse, compitiendo por sustrato.

La presencia de los tres géneros representantes hidrogenofilos (Methanobacterium sp.
Methanothermobacter sp. y Methanoculleus sp.) por solo un género acetoclastico
(Methanosaeta harundinacea) corrobora que en condiciones termofilas el grupo
funcional hidrogendfilo predomina en el consorcio de arqueobacterias metanogenas.

La estabilidad metabdlica de la comunidad de arqueobacterias depende de los
parametros fisicoquimicos y no de la diversidad de los consorcios presentes en los
lodos.

Se detectd una alta presencia de arqueobacterias hipertermofilas de la familia
Desulfurococcaceae, que no se han reportado en sistemas anaerobios y que pueden ser
organismos desestabilizadores del arranque de un sistema termofilo anaerobio.

La técnica molecular PCR-TGGE es una excelente herramienta en los estudios de

diversidad en muestras ambientales, como una alternativa para el estudio de
microorganismos no cultivables.
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ANEXO 1.
MEDIO MINERAL

COMPOSICION DEL MEDIO GENERAL (1000 ml)
Solucion mineral 1 50 ml
Solucién mineral 2 (con sulfatos) --

Solucién mineral 2 (con cloruros) 50 ml
Solucién de oligoelementos 10 ml
Solucioén de vitaminas 10 ml
Resazurina (0.1% p/v-agua dest.) 1.0ml
Extracto de levadura 10g
Peptona de caseina 109
Acetato de sodio --

Bicarbonato de sodio 309
Solucién de FeSO4-7H20 (0.2% p/v-agua dest.) | 1.0 ml
Solucién de NiClz2 (5 mg/100 ml) 10 ml
Cisteina 059

PROCEDIMIENTO:
- Calcular el volumen aproximado de medio que se requiere, cada botella debe tener 16
ml de medio.
- Calcular los volumenes y pesos necesarios de cada reactivo y solucion a utilizar.
- Mezclar los reactivos y soluciones, excepto la cisteina, en un matraz Erlenmeyer de
capacidad adecuada para el volumen de medio a preparar, se recomienda:

* Para volumenes entre 400 - 600 ml, matraces de 1000 ml

* Para volumenes entre 150 - 350 ml, matraces de 500 ml

 Poco comunes seran volumenes menores a 100 ml, matraces de 250 ml.

- Agregar agua destilada en un exceso de aproximadamente un tercio del volumen a
preparar, disolver y mezclar perfectamente, el medio presentara una coloracion azul.

- Poner a ebullir el medio en una parrilla caliente hasta que presente coloracion violeta
ligero a rosa intenso y el medio llegue a la cantidad deseada. Enfriar con hielo y agregar
la cisteina. Distribuir 16 ml de medio en cada botella con ayuda del dosificador.

- En la rampa de gases, cambiar la atmdsfera con la mezcla de N2-COz2 (80%-20%) de
cada botella durante 3 minutos.
- Esterilizar en autoclave durante 15 min. con una presién de 15 psi 'y a 120°C.
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ANEXO 2

ACTIVIDAD METANOGENA ESPECIFICA

Medicion de los SSV de cada lodo cada vez que se realiza una AME para conocer la
cantidad de acido acético (sustrato) que se adiciona a las botellas seroldgicas.

En la cAmara anaerobia, a las botellas seroldgicas se les agregé 4 ml de lodo, 16
ml de medio general y la cantidad de acido acético calculado 6 Hidrogeno a
presion de 15 psi (mezcla H,-CO,, 80-20%).

Incubar a 55°C las botellas por triplicado durante el tiempo que dura la prueba
Extraer biogas de la botella e inyectar periédicamente 0.5 ml de biogas en el
cromatografo de gases.

Encontrar el momento en que se produce mayor cantidad de CH,4

Realizar una curva de estandar para conocer el numero de moles de CH,. Tal
curva se usara para calcular la produccion real de este biogas.

Extrapolar la curva estandar con el CH,4 producido en las botellas para calcular
el nimero de moles. Multiplicar el valor con un factor de correccion para
obtener el nimero de moles totales. EI numero de moles totales se Grafica VS
tiempo para conocer la velocidad maxima de produccién de metano (Vmax). Por
ultimo, se correlaciona la Vmax con los SSV de la botella y se multiplica por el
namero oxidacion del metano y el peso molecular del oxigeno para obtener el
valor de Actividad Metandgena Especifica (gCH4,-DQO/gSSV/d) para cada
sustrato.
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ANEXO 3.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN PARA ARCHAEA (CULTIVOS PUROS)
(CABIROL ET AL., 1998)

e Centrifugar 20 ml de muestra a 7500 rpm durante 30 minutos.

e Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 5 ml de solucién
amortiguadora (buffer) TEN (TrissEDTA/ NaCl) pH 8.0.

e Agregar 500 ul de SDS al 20% (concentracion final del 2%) y 50 ul de
mercaptoetanol (concentracion final de aproximadamente el 1%,).

e Congelar a -80°C (N, liquido o hielo seco con etanol) y descongelar a 65°C,
repetir este ciclo 3 veces.

e Agregar proteinasa K (concentracion final de 50-100 pg/ul) e incubar a 45°C
durante 2 ¢ 3 horas.

e Purificar adicionando fenol neutro en una proporcion 1:1 v/v (6 ml muestra +
6 ml de fenol), mezclar suavemente y centrifugar a 3000 rpm durante 5 min.

e Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio y adicionar fenol neutro, en las
mismas condiciones, mezclar y centrifugar. Repetir 4 ¢ 5 veces este paso.

e Adicionar un volumen igual de fenol/cloroformo-alcohol isoamilico 1:1 vlv,
mezclar y centrifugar a 3000 rpm durante 5 min.

e Recuperar el sobrenadante y agregar 2 ul de ARNasa (10 pg/ul, concentracion
final), incubar a 37°C durante 15 min.

e Agregar 2.5 volumenes de etanol al 100% y 0.25 volumenes de acetato de sodio
(3 M, pH 7.2), congelar a -20°C durante por lo menos 2 horas.

e Centrifugar a 8000 rpm durante 15 min. Adicionar un volumen igual de etanol al
70% para lavar el ADN, centrifugar a 7500 rpm durante 5 min.

e Recuperar el ADN del cultivo (todo lo visible) en 100 ul de agua en un tubo
Eppendorf estéril, agregar 50 ul de agua, hasta un volumen final de 150 pl.

e Precipitar nuevamente con 2.5 volimenes de etanol al 100% y 0.25 volimenes
de acetato de sodio (3 M, pH 7.2), refrigerar a -20°C durante un minimo de 2
horas. Centrifugar a 8000 rpm durante 15 min. Adicionar un volumen igual de
etanol al 70% para lavar el ADN, centrifugar a 7500 rpm durante 5 min.

e Resuspender el ADN en 50 ul de TE a 4°C durante por lo menos 1 hora.

e Cuantificar el ADN por espectrofotometria (260 nm).
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ANEXO 4.

Resultados de los parametros fisicoquimicos medidos de los reactores M1, M8, ORIl y UAM durante los 9
meses del experimento.

AGV’S (mg/l)
REACTOR ;I—I\IAIE'\S/IEPSC; pH ALFA @ SgS/Y ACETICO | PROPIONICO | BUTIRICO
M1 0 * * 16.20 * * *
0.5 8.07 0.38 12.73 187.10 34.17 200.98
1 85 0.67 13.93 4116.00 701.27 210.61
2 9.34 0.56 9.20 3422.20 891.23 220.34
35 8.8 0.55 10.58 2723.75 1016.85 230.10
4.5 8.92 0.39 12.35 3590.22 1134.23 330.10
7 8.7 0.33 12.33 4013.02 1393.45 449.02
9 8.64 0.43 14.79 3828.57 1277.07 454.65
M8 0 * * 22.13 * * *
05 6.8 0.47 23.10 1959.30 813.44 258.92
1 8.37 0.47 14.50 2107.24 541.67 772.27
2 8.49 0.53 15.55 1654.32 843.69 123.88
35 8.48 0.52 12.55 1850.44 931.70 155.44
45 8.6 0.50 8.00 2323.96 952.33 167.29
7 8.5 0.21 7.87 2948.65 1594.54 92.09
9 8.37 0.31 8.00 2406.95 129491 73.17
ORI 0 * * 36.90 * * *
0.5 7.95 0.50 28.70 286.74 530.73 23.96
1 8.43 0.43 21.93 133.84 2491 ND
2 9 0.43 20.30 131.43 ND ND
35 8.74 0.51 20.20 132.71 ND ND
4.5 8.93 0.43 16.45 130.21 ND ND
7 8.8 0.41 13.43 60.12 ND ND
9 8.68 0.46 12.50 80.34 ND ND
UAM 0 * * 6.28 * * *
0.5 8.43 0.57 3.33 285.35 24.20 ND
1 8.77 0.56 2.20 171.63 85.91 39.61
2 8.76 0.60 2.53 222.27 25.65 ND
35 8.96 0.81 1.68 196.86 57.68 ND
45 8.69 0.46 1.03 199.64 38.09 ND
7 8.59 0.50 4.60 125.61 100.63 ND
9 8.55 0.50 2.00 185.49 79.63 ND

*No determinado, ND=No definido
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ANEXO 5.

Anaélisis de varianza (ANOVA ,=¢s) de los reactores M1, M8, ORIl y UAM

Variable dependiente: AME

ANALISIS DE VARIANZA
Variable dependiente: AME

FUENTE sumatoria de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tipo Il

Modelo corregido 49.386(a) 63 784 46.721 .000
Intercepcién 21.895 1 21.895 1304.975 .000
reactor 9.059 2 4.530 269.973 .000
tiempo 3.864 7 .552 32.899 .000
lodo 0.02 1 0.01 1.08 0.36
sustrato 11.101 1 11.101 661.647 .000
reactor * tiempo 4.227 14 .302 17.993 .000
reactor * lodo 0.03 3 0.01 1.49 0.22
tiempo * lodo .002 2 0.03 1.35 0.19
reactor * tiempo * lodo .003 3 0.04 1.01 0.099
reactor * sustrato 6.034 2 3.017 179.819 .000
tiempo * sustrato 3.394 7 .485 28.901 .000
reactor * tiempo *
sustrato 3.087 14 .220 13.141 .000
lodo * sustrato 0.03 5 0.02 151 0.23

* *
reactor * lodo 002 7 0.06 1.41 0.21
sustrato
tiempo * lodo * 003 3 0.05 1.13 0.12
sustrato
reactor * tiempo * lodo
* sustrato .000 3 0.08 1.13 0.21
Error 2.148 128 .017
Total 73.429 192
Total corregido 51.534 191

ANOVA =005
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ANEXO 6.

Correlacion de Spearman para AME y capacidad bufer.

Correlaciones
M1 AME hidrégeno
Rho de M1 Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AME hidrégeno Coeficiente de correlacion -.321
—Bufer Sig. (bilateral) 482
N 7
M1 AME acético
Rho de M1 Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AME acético Coeficiente de correlacion -214
-bufer Sig. (bilateral) 645
N 7
Correlaciones
M8 AME hidrégeno
Rho de M8 Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AME hidrégeno - Coeficiente de correlacion -.582
Bufer Sig. (bilateral) 171
N 7
M8 AME Actico
Rho de M8 Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AME acético Coeficiente de correlacion -.464
— bufer Sig. (bilateral) .295
N 7




ANEXO 6 (Continuacion).

Correlaciones
ORI AME ORI hidrdgeno
Rho de ORI Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AME hidrégeno Coeficiente de correlacion -.324
—Bufer Sig. (bilateral) 478
N 7
ORI AME ORI acético
Rho de ORI Coeficiente de correlacion 1
Spearman Sig. (bilateral) .
N 7
AME acético Coeficiente de correlacion -0.704
- bufer Sig. (bilateral) 0.077
N 7
Correlaciones
UAM AME UAM hidrégeno
Rho de UAM Coeficiente de correlacion 1.000
Spearman Sig. (bilateral)
N 7
AMENhidrégeno Coeficiente de correlacion 321
—Bafer Sig. (bilateral) 482
N 7
Correlaciones
UAM AME UAM acético
Rho de UAM Coeficiente de 1
Spearman correlacion
Sig. (bilateral)
N 7
AME acético —bufer Coeficiente de 0.108
correlacion
Sig. (bilateral) 0.818
N 7




ANEXO 7.

Resultados de los parametros fisicoquimicos durante los 4 meses del experimento.

TRATAMIENTO | TIEMPO pH ALFA a SSV g/l AGV’'S
(mgeaCoy/L) ACETICO PROPIONICO BUTIRICO

control 0 7.53 0.83 12.50 3752.28 429.86 580.54
1 8.13 0.52 16.98 934.80 205.07 175.67
2.5 7.89 0.59 15.28 1744.14 167.52 82.60

4 7.81 0.58 14.25 120.94 146.01 ND
A 0 7.53 0.83 12.50 3752.28 429.86 100.41
1 8.18 0.69 16.88 2206.13 123.75 158.91
2.5 7.64 0.57 16.63 1159.26 135.10 93.50

4 7.63 0.53 14.25 152.36 144.98 ND
B 0 7.53 0.83 12.50 3752.28 429.86 100.41
1 8.24 0.74 17.19 2206.13 123.75 175.67
2.5 7.92 0.50 14.93 813.79 54.89 85.15
4 7.48 0.51 15.75 280.83 233.32 28.26
C 0 7.53 0.83 12.50 3752.28 429.86 100.41
1 8.27 0.70 17.16 2206.13 123.75 130.55
2.5 7.83 0.51 13.20 813.79 54.89 132.53

4 7.35 0.50 17.63 481.60 87.36 ND
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ANEXO 8.

Anélisis de varianza (ANOVA ,=¢s) de los tratamientos del lodo UAM.

ANALISIS DE VARIANZA
Variable dependiente: AME
FUENTE sumatoria de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tipo Il

Modelo corregido 13.80 31.00 0.45 59.50 0.00
Intercepcién 11.62 1.00 11.62 1553.08 | 0.00
TIEMPO 0.91 3.00 0.30 40.53 0.00
TRATAMIENTO 0.02 3.00 0.01 1.08 0.36
SUSTRATO 6.76 1.00 6.76 903.46 0.00
TIEMPO * TRATAMIENTO 0.58 9.00 0.06 8.59 0.00
TIEMPO * SUSTRATO 0.86 3.00 0.29 38.24 0.00
TRATAMIENTO * 0.03 3.00 0.01 1.49 0.22
SUSTRATO
TIEMPO * TRATAMIENTO * 0.44 9.00 0.05 6.51 0.00
SUSTRATO
Error 1.56 208.00 0.01
Total 33.71 240.00
Total corregido 15.36 239.00

ANOVA ,=0.05
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