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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié un sistema anéxico desnitrificante que utilizo
metano (CHs) como donador de electrones. El proceso estuvo enfocado al
aprovechamiento de metano no utilizado en la generacion de energia
térmica/eléctrica para la remocion de nitrégeno, en el contexto del tratamiento de
aguas residuales. La remocidn andxica de metano se implementd en un reactor de
tanque agitado con las fases gaseosa y liquida operadas en continuo y semi-
continuo, respectivamente. Se estudiaron cinco etapas experimentales, en las que
se evaluaron diferentes tasas de suministro de NOs". El desempefio del sistema se
evalud en términos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de CHa,

asi como la tasa de consumo de nitrato (Ry_yo; ) Y emision potencial de doxido

nitroso (N2O) durante el proceso. El sistema anodxico presento una tasa de remocion
promedio de metano de 32.1 + 11.7 g m3 h! (referente a una eficiencia de remocién
de 4.1 £ 1.5%), asi como una tasa de remocidén de N-NOz" en unrango de 0.9 a 3.8
g m3 h?, sin emisiéon de N2O bajo las condiciones de operacién estudiadas. La
caracterizacion de las poblaciones arquéales y bacterianas por secuenciacion
masiva de ADNr 16S mostro que el proceso de remocidon andxica de metano puede
llevarse a cabo exclusivamente con bacterias, siendo el metano el donador de
electrones del proceso, debido a la baja concentracién de O disuelto en el reactor,
descartando su oxidacion por via aerobia. Con el presente estudio se logro

comprender interrogantes fundamentales del proceso OXANME.

Palabras clave: comunidad microbiana, metano, nitrato, proceso andxico

desnitrificante, reactor de tanque agitado.
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ABSTRACT

The present work studied a denitrifying anoxic system using methane (CH4) as an
electron donor. The process focused on removing methane not used for
termal/electrical energy generation, which is a powerful greenhouse gas. In addition,
the process herein proposed allows for nitrogen removal in the context of wastewater
treatment. Anoxic methane removal was implemented in a stirred tank reactor with
continuous and semi-continuous operating gas and liquid phases, respectively. Five
experimental stages were studied, in which different NOsz supply rates were
evaluated. System performance was assessed in terms of CH4 removal capacity and

removal efficiency, as well as the rate of nitrate consumption (Ry_yo; ) and potential

emission of nitrous oxide (N20) during the process. The anoxic system had an
average methane elimination capacity of 32.1 + 11.7 g m3 h! (relative to a removal
efficiency of 4.1 + 1.5%), as well as a removal rate of N-NOsz"in a range of 0.9 a 3.8
g m3hl. No N2O emissions were observed under the operating conditions studied.
The characterization of archaeal and bacterial populations by 16S rRNA gene
sequencing showed that the process anoxic methane removal can be carried out
exclusively with bacteria, with methane being the electron donor of the process, due
to the negligible dissolved O- concentration in the reactor, ruling out any potential
aerobic oxidation. This study provides insights on both the understanding of the
OXANME process fundamentals and performance under experimental conditions

relevant in the context of wastewater treatment.

Keywords: microbial community, methane, nitrate, denitrifying anoxic process,

stirred tank reactor.
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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 El metano como gas de efecto invernadero

El calentamiento global se define como la modificacién en la temperatura media
global en superficie de la Tierra (IPCC, 2013). Este fendmeno se ha convertido en
una problematica de suma importancia y actualmente se implementan soluciones
para contrarrestar dicho cambio climatico. El ascenso constante de temperatura se
produce por la acumulacion de gases de efecto invernadero (GEI) en la atmésfera.
Los GEI son generados por fuentes naturales y antropogénicas (producidas por
actividades humanas). El metano contribuye con el 10-16% de las emisiones de GEI
en el planeta y sus emisiones se incrementan en 0.2-1% anualmente (Lopez y col.,
2017). En conjunto, las emisiones de CH4, N2O y CO2 representan
aproximadamente el 98% del total de los GEI (EPA, 2017). El CH4 es un gas
incoloro, inodoro, con baja solubilidad en agua (constante adimensional de Henry
de 30 a 25°C y 1 atm), con una vida media en la atmosfera de 12 afios y con un
potencial de calentamiento global ~32 veces mayor que el CO2 (Neumann y col.,
2019). De acuerdo con la Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos
(EPA), se estima que las emisiones antropogénicas globales de metano aumenten

en un 23% de 2005 a 2020 (EPA, 2010).

El metano es un gas combustible con poder calorifico de 35.9 MJ/N m3, que puede
ser de origen fosil o bien, ser producido por descomposicién anaerobia de materia
orgéanica. El CH4 es mas liviano que el aire, con una densidad de 0.55, con un limite

inferior y superior de explosividad (LEL y HEL) de 5% y 15%, respectivamente
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(Noyola y col., 2006). Esto implica que la operacion de procesos en este rango de
concentraciones de CHa tiene un riesgo de explosion, como ocurre en los casos de
la extraccion de petréleo y gas natural.

La utilizacion del metano para la produccion de energia térmica y eléctrica en
sistemas de aprovechamiento es posible cuando la concentracion de CHa4 es igual
o superior al 60% (Noyola y col., 2006; Rocha-Rios y col., 2009). En este contexto,
existen corrientes diluidas que contienen metano y que no son utilizadas para la
generacion de energia eléctrica o térmica. Este es el caso del metano generado en
los rellenos sanitarios que han sido operados durante mas de 25 afos y que
presentan una concentracion de metano menor al 20%. Asimismo, los efluentes
liquidos de digestores anaerobios (operados a altas presiones), pueden emitir el
metano disuelto una vez que estan a presion atmosférica (Daelman y col., 2012).
Estas corrientes diluidas de CH4 deben ser tratadas para evitar emisiones de este

importante GEI a la atmosfera.

1.2 Fuentes principales de emision de CHy4

Las fuentes de emision de CH4 mas relevantes a nivel mundial incluyen la extraccion
y transporte de carbon, gas natural y petréleo, asi como actividades agricolas y
ganaderas intensivas, descomposicion de residuos organicos en rellenos sanitarios
y el tratamiento de aguas residuales (EPA, 2017). En plantas de tratamiento de
aguas residuales el metano es producido por degradacion anaerobia de materia

organica, tanto en el tratamiento de agua como en la digestién de lodos. La cantidad

14



de CH4 producido depende principalmente de la concentracion de materia orgénica
degradable, de la temperatura y del tipo de sistema de tratamiento. El valor por
defecto de la capacidad maxima de produccién de CH4 para las aguas residuales

domésticas es de 0.6 kg de CHa4/ kg de DBO (Doorn y col. 2006).

En la extraccion y transporte de carbon, gas natural y petroleo, el CH4 es emitido a
la atmésfera producto de actividades operacionales, actividades de mantenimiento,
emergencias en los gasoductos o por fugas en los equipos utilizados en la industria.
Estas emisiones se conocen como emisiones fugitivas (Franklin y col., 2006). De
acuerdo con el Banco Mundial la emision global de metano en el periodo de 2005 al
2012 se incrementd en un 10.15%, en términos de mega toneladas (Mt) de CO-

equivalentes emitidas (Figura 1).
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Figura 1. Emisiones de metano entre los afios de 2005 - 2012 (adaptado de BIRF,
2019).
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1.3 Sistemas de eliminaciéon de CH,

Las tecnologias disponibles para la eliminacion de CH4 pueden clasificarse en dos
grandes grupos: (i) tecnologias fisicoquimicas y (ii) tecnologias biolégicas. Las
tecnologias fisicoquimicas, en general se caracterizan por tratar corrientes de gas
donde el flujo y la concentracion de contaminantes son altos (Noyola y col., 2006).
Para el caso del CH4, algunas tecnologias fisicoquimicas no pueden ser utilizadas
con éxito debido a las caracteristicas de baja solubilidad del CH4, asi como las
concentraciones encontradas en las corrientes diluidas de metano provenientes de
rellenos sanitarios y plantas de tratamiento de aguas residuales. Por otra parte, las
tecnologias biologicas se basan en la accion de los microorganismos para oxidar el
CH4 hasta CO2 y agua (Semrau y col., 2010). A continuacién, se describen las

tecnologias mas utilizadas para la remocion de metano.

1.3.1 Tecnologias fisicoquimicas

Las tecnologias fisicoquimicas se dividen principalmente en dos grupos: las de
recuperacion y las destructivas (Figura 2). Entre las tecnologias fisicoquimicas de
recuperacion mas utilizadas se encuentran la condensacion, absorcion y adsorcion
(Quijano y col., 2017). Los procesos de condensacion se pueden realizar
disminuyendo la temperatura de la corriente gaseosa a tratar a presion constante,
o bien aumentando la presion de la corriente gaseosa a temperatura constante
(Revah y Morgan-Sagastume, 2005). Este tratamiento se aplica a corrientes

gaseosas donde el gas a remover es facilmente condensable, es decir que estén
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presentes en concentraciones por encima de 30-50 g m2y con puntos de ebulliciéon
por encima de los 37°C (Khan y Ghoshal, 2000). Dado que el CH4 tiene un punto de
ebullicion de -161°C, no es recomendable su tratamiento por esta tecnologia

(ECHA, 20109).

Tecnologias fisico-quimicas

Técnicas de

Técnicas destructivas recuperacion

Oxidacion térmica Condensacion
Oxidacién catalitica Absorcién
Adsorcion

Figura 2. Tecnologias fisicoquimicas convencionales para el tratamiento de
contaminantes gaseosos (Adaptado de Quijano y col., 2017).

En los procesos de absorcion, la corriente gaseosa a tratar es puesta en contacto
con un disolvente liquido (que generalmente es agua), siendo el principal objetivo la
transferencia del CHs de la fase gaseosa hacia la fase liquida, logrando su

depuracion (Schnelle y col., 2015). Estos sistemas son recomendables para una
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amplia gama de flujos de aire (100 — 100,000 m? h?) y concentraciones de
contaminante de 10 - 50 g m?® (Delhoménie y Heitz, 2005). Las fases liquidas
disolventes mas utilizadas en estos procesos son soluciones de hidroxido de sodio
(NaOH), metildietanolamina y monoetanolamina (Ghobadi y col., 2018). Una
caracteristica de los procesos de absorcion es su alto requerimiento de reactivos
guimicos y alto consumo energético, lo cual tiene importantes impactos econémicos
y ambientales que deben considerarse antes de su instalacion (Morero y

Campanella, 2013).

Por otra parte, los procesos de adsorcion se basan en el contacto de las moléculas
del CHa4 con la superficie de un adsorbente solido (Quijano y col., 2017). El carbén
activado y el gel de silice se encuentran entre los materiales adsorbentes mas
utilizados en la depuracién de corrientes gaseosas (Kim y Lee, 2019). Una vez
saturado, el adsorbente puede regenerarse aplicando calor o disminuyendo la
presion para volatilizar los compuestos adsorbidos. Cuando se regenera el material
adsorbente en el mismo proceso de tratamiento se denomina "adsorcion
regenerativa”, la cual requiere un alto gasto energético para regenerar el
adsorbente, al utilizarse altas temperaturas para este propésito (Quijano y col.,

2017).

Las tecnologias fisicoquimicas destructivas mas comunes son la oxidacion térmica
y la oxidacion catalitica. En la oxidacion térmica la corriente gaseosa contaminada
es elevada a temperaturas entre los 650°C y los 800°C con el fin de conseguir la
oxidacion de practicamente todos los compuestos organicos volatiles (COV). Por

otro lado, la oxidacion catalitica es favorecida por el uso de catalizadores basados
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en platino o paladio, que reducen los requisitos de energia para la combustion
(Revah y Morgan-Sagastume, 2005). Las temperaturas de operacién en procesos
de oxidacion catalitica para producir la descomposicion de los contaminantes van
de los 370°C a los 480°C (Khan y Ghoshal, 2000). Esto representa un ahorro
energético importante con respecto a los procesos de oxidacién térmica. Sin
embargo, el uso de los catalizadores y su confinamiento (una vez descartados del
proceso) también genera costos e impactos ambientales (Delhoménie y Heitz,

2005).

En términos generales, se puede concluir que las tecnologias fisicoquimicas son
altamente eficientes ya que, bajo condiciones Optimas de operacion sus eficiencias
de remocion de contaminantes estan entre el 90-99% (Khan y Ghoshal., 2000). Sin
embargo, su alta demanda energética, uso de reactivos potencialmente toxicos, asi
como grandes requerimientos de agua hacen que las tecnologias fisicoquimicas

sean muy costosas y con impactos ambientales negativos (Shareefdeen, 2005).

1.3.2 Tecnologias biol6gicas

Las tecnologias biolégicas son una alternativa atractiva para la eliminacion de
contaminantes gaseosos, ya que son significativamente menos costosas que sus
contrapartes fisicoquimicas y son amigables con el ambiente (Mufioz y col., 2015).
Ademas, las tecnologias biolégicas en muchos casos permiten la conversion
completa de los contaminantes gaseosos en compuestos menos toxicos o con

menor impacto ambiental que los compuestos originales (Kennes y Thalasso, 1998).
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Las biotecnologias para el tratamiento de gases se basan en la capacidad de las
comunidades microbianas para metabolizar los contaminantes y convertirlos en
compuestos menos téxicos o inocuos para el ser humano y el ambiente

(Shareefdeen, 2005).

Dependiendo del tipo de proceso y de la naturaleza de los contaminantes gaseosos,
los productos finales de las tecnologias bioldgicas de tratamiento pueden ser COo,
NO3", SO42, N2, H.0O y biomasa (Revah y Morgan-Sagastume, 2005; Quijano y col.,
2017). Dado que los microorganismos requieren agua para llevar a cabo sus
procesos metabdlicos, el primer paso para la eliminacion de los contaminantes
gaseosos es su transferencia de la fase gaseosa a una fase acuosa (Mufioz y col.,
2015). Por ello, la solubilidad de los contaminantes gase0sos es un parametro muy
importante para la seleccion del sistema biolégico idéneo de tratamiento. El principal
reto de la remocién de metano es su baja solubilidad en agua, al ser de naturaleza
hidrofobica (Lépez y col., 2017). Por lo tanto, los sistemas de tratamiento de metano
suelen estar limitados por el transporte del CH4y no por la reaccion biologica (Islas-
Limay col., 2002). La Tabla 1 presenta un resumen de diferentes tipos de reactores
biolégicos y sus caracteristicas fundamentales de operacién, asi como los

contaminantes gaseosos para los que se recomienda su uso.

20



Tabla 1. Clasificacién y caracteristicas de reactores biolégicos para el tratamiento de contaminantes gaseosos (adaptada
de Delhoménie y Heitz, 2005; Mufioz y col., 2015).

Reactor Crecimiento de la Fase liquida Fundamento de operacion
biomasa
Biofiltro Biopelicula sobre un | El reactor se irriga | El reactor consiste en una columna empacada donde la corriente
soporte organico con medio de sales | gaseosa se introduce co- 0 contra-corriente con respecto al liquido.
(corteza de arbol, minerales de forma | Recomendables para contaminantes hidrofébicos*. Sistemas de facil
composta, cascaras | intermitente. El disefio y operacion. Sistemas de bajo costo.
de nueces) o lixiviado del reactor
inorgénico (perlita, se descarta.
piedras porosas).
Biofiltro Biopelicula Solucién de sales La corriente gaseosa pasa a través de una columna empacada co- o
percolador inmovilizada en un minerales, contra-corriente con respecto al liquido. La biopelicula inmovilizada
soporte inorganico irrigacion sobre un | en el lecho empacado es continuamente irrigada con una solucién
como arena, lecho empacado. de sales minerales. El gas absorbido en la solucion acuosa es
empaques plasticos degradado en la biopelicula. La fase liquida se recircula de forma
y metalicos. continua o intermitente. Recomendados para la eliminacién de
Compuestos Organicos Volatiles (COV) y contaminantes
moderadamente hidrofilicos e hidrofébicos*.
Biolavador Biomasa suspendida | Solucién acuosa El proceso consta de dos etapas: i) una columna de absorcién vy ii)
en el biorreactor, en | de sales minerales | un biorreactor. En la columna de absorcion se transfieren los
el medio de cultivo en la que crece la | contaminantes a la fase liquida. La corriente gaseosa y la solucién
acuoso. biomasa en forma | acuosa fluyen co- o contra-corriente en la columna de absorcion.
suspendida. Sistema con estabilidad de operacién y control de pardmetros como
pH y concentracién de nutrientes. Recomendados para
contaminantes moderadamente hidrofilicos*.
Sistema de Biomasa suspendida | Agua residual Tangue donde se burbujean los contaminantes gaseosos en una
difusién en o fija en el reactor. donde crecen los fase liquida (lodos activos). El contaminante es absorbido y
lodos activos microorganismos. | degradado por los microorganismos presentes en el agua residual
de forma aerobia. Recomendados para contaminantes hidrofilicos*.

*La clasificacién hidrofébicos, moderadamente hidrofilicos e hidrofilicos se refiere a compuestos con constantes adimensionales de
Henry de 1-70, 0.1-0.99 y 0.0001-0.099, respectivamente (Mufioz y col., 2012).
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En la Figura 3 se muestran representaciones esquematicas de las diferentes
configuraciones de biorreactores para el tratamiento de contaminantes gaseosos,
observandose las diferencias principales tanto en el disefio del reactor como en las
caracteristicas de operacion de los sistemas. Es importante mencionar que mientras
los mecanismos metabdlicos pueden ser similares en diferentes configuraciones de
biorreactor, se pueden observar diferencias en la eficacia de remociéon de un
sistema a otro debido a diferencias en la transferencia de masa y en las condiciones
hidrodinamicas, lo que afecta significativamente la biodegradacién de los

compuestos a tratar (Delhoménie y Heitz, 2005; Revah y Morgan-Sagastume,

2005).
A Irrigacion intermitente B \ - L Ahcsmpads
J 71( ~—= Aire tratado -
& Empaque
f Empaque Recirculacién
6 Iiquade = Aire contaminado
Tanque de nutrientes Aire contaminado I—l
=—— .
Tanque de nutrientes
Purga de liquido -—J — q

Purga de liquido |
Purga de lodo

c Recirculacion 1 Aire tratado D Aire
de liquido T Agua residual tratado
1 Columna 4 [ 1 ‘ Biorreactor
I—- dbe » T . aireado
) | absorcién 005,22 ol } Efluente
Clarificador | )I 0%? ,l
_._I_.] < . Aire ‘ 2 ) l Clarificador
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— Purga de lodo @ ]
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Figura 3. Representacién esquematica de un (A) biofilitro, (B) biofiltro percolador,
(C) biolavador y (D) sistema de difusion en lodos activos (adaptado de Mufioz y
col., 2015).
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1.4 Mecanismos de remocion biolégica de metano

La oxidacion biolégica de metano involucra diferentes rutas metabdlicas, cuyas
reacciones se pueden agrupar principalmente en dos conjuntos, dependiendo del
ambiente en donde se lleven a cabo: aerobios y anoxicos, los cuales se escriben a

continuacion.

1.4.1 Proceso aerohio

La oxidacion aerobia se lleva a cabo por microorganismos metanotrofos, los cuales
utilizan al metano como fuente de carbono y energia, y su oxidacion completa

resulta en la formacion de CO: y biomasa (Figura 4).

Asimilaciéon

sMMO
o, H,O
. Metanol Formaldehido Formiato
AT Low AL deshidrogenasa deshidrogenasa deshidrogenasa
2+
CH, o CH;OHﬁ pn e L i
v2+
W _ PQQH, NAD* NADH NAD* NADH
(<
0, H,O :
PMMO == =summiasswess

Figura 4. Via de oxidacion aerobia del metano en los metanotrofos. Tipo de
metano monooxigenasa (MMO), metano monooxigenasa soluble (sSMMO) y
metano monooxigenasa particulada (pMMO). (adaptado de Modin y col., 2007).
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Los metanotrofos son un subconjunto de bacterias conocidas como metil6otrofos,
todas ellas incluidas en el grupo de las proteobacterias (Hanson y Hanson, 1996).
Se pueden distinguir tres tipos de metanotrofos: I, 11 'y X, los cuales se diferencian
principalmente por su morfologia celular, flogenética y rutas metabdlicas, asi como

por ciertas caracteristicas fisiolégicas, como se describe a continuacién:

Tipo |1 Este grupo incluye los géneros Methylococcus, Methylomonas,
Methylomicrobium, Methylobacter, Methylocaldum y Methylosphaera. Asimila el
formaldehido producido a partir de la oxidacion de metano por medio de la ribulosa
monofosfato (RUMP) y sus membranas contienen acidos grasos con 16 adtomos de

carbono (Murrell y Radajewski, 2000; Lopez y col., 2013).

Tipo Il: Este grupo pertenece a las a-proteobacterias, incluyendo los siguientes
géneros: Methylosinus, Methylocystis y Methylocella. Usan la ruta de la serina para
la asimilacion de formaldehido y sus membranas contienen acidos grasos con 18
carbonos (Hanson y Hanson, 1996; Murrell y Radajewski, 2000; Lopez y col., 2013).
Tipo X: A este grupo pertenece el género Methylococcus, combina caracteristicas
de los grupos | y II: tienen acidos grasos con 16 atomos de carbono y la asimilacion
de formaldehido la realizan a través del ciclo de la ribulosa monofosfato y la ruta de

la serina, ademas de poseer ribulosa-1,5-bifosfato (Semrau y col., 2010).

Los metanotrofos poseen la enzima conocida como metano monooxigenasa
(MMO), la cual convierte el metano en metanol (Hanson y Hanson, 1996). La enzima
MMO cataliza la oxidacion de una amplia variedad de hidrocarburos alifaticos,
aliciclicos y aromaticos (Bratina y col. 1992). Esta enzima utiliza dos equivalentes
reductores para dividir los enlaces O-O de dioxigeno. Uno de los atomos de oxigeno
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es reducido a H>O y el otro se incorpora al metano para la formaciéon de metanol
(Hanson y Hanson, 1996). El metanol producido en esta reaccion se oxida ain mas,
a formaldehido, por la enzima metanol deshidrogenasa (MDH) (Murrell y
Radajewski, 2000). Existen dos formas de MMO, la forma particulada (pMMO) y la
forma soluble (sMMO). En funcion de su localizacion, la enzima MMO presenta
diferentes caracteristicas (Houbron y col., 1999). La pMMO ha sido reportada en
todos los metanotrofos a excepcién del género Methylocella (Jiang y col., 2010), es
mas sensible a la variacion en los nutrientes como cobre, nitrégeno y la
concentracion de metano (Hanson y Hanson, 1996). La sMMO contiene un sitio
unico de di-hierro en su centro catalitico. Contiene tres componentes: una
hidroxilasa con una estructura (a, B y y), una proteina regulatoria (proteina B) y una
reductasa (proteina C) (Hanson y Hanson, 1996; Jiang y col., 2010). De acuerdo
con Zhu y col. (2017) y Ettwing y col. (2010) las comunidades metanotroficas
pueden oxidar el metano utilizando una via Unica de desnitrificacion que produce N>
y O2 a partir del oxido nitrico (NO), fabricando su propio oxigeno molecular. Por lo
tanto, el oxigeno producido se usaria para oxidar metano aerGbicamente en un

ambiente anoéxico.
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1.4.2 Proceso andxico desnitrificante

Por otra parte, la oxidacion anoxica desnitrificante de metano es un proceso
recientemente estudiado, donde los microorganismos utilizan nitrato como aceptor
de electrones (Ettwig y col., 2008). En este proceso de oxidacién anoxica de metano
(OXANME), el nitrato actia como aceptor de electrones y se reduce a N2 (Lépez y
col., 2017). Asimismo, el CH4 es convertido en CO> de acuerdo con la siguiente
ecuacion estequiometrica teorica, la cual es termodindmicamente favorable (Ettwig

y col., 2008; Islas-Lima y col., 2002):

5CH4 + 8NOs + 8H* — 5CO; + 4Ny + 14 H20 (1)

AG°=-960 kJ mol 1.

Se ha reportado que los microorganismos que llevan a cabo el proceso OXANME
pueden ser tanto arqueas como bacterias (Philippot, 2002). Diferentes estudios
demuestran que las arqueas metanoétrofas anaerobias conocidas como ANME son
responsables de la actividad en el proceso de oxidacion anaerobia de metano
(Nauhaus y col., 2005). Se pueden distinguir tres grupos filogenéticamente
diferentes: ANME-1 del orden Methanomicrobiales y Methanosarcinales, ANME-2 y
ANME-3 del orden Methanosarcinales asociados con las bacterias sulfato-
reductoras (Glass y Orphan, 2012). Se ha propuesto que la oxidacion anaerobia de
metano se realiza mediante un proceso de metanogénesis inversa (Figura 5),
basandose en la relacion filogenética de las ANME con los metanégenos con los
ordenes Methanomicrobiales y Methanosarcinales (Knittel y Boetius 2009; Scheller

y col., 2010).
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Figura 5. Metanogénesis inversa (adaptado de Scheller y col., 2010).

Para el caso de las bacterias, Raghoebarsing y col. (2006) indicaron que el proceso
de oxidacion anaerobia de metano se lleva a cabo con una proporcion de células
bacterianas a células arquéales de 8:1, mientras que Ettwing y col. (2009) sugieren
gue el proceso OXANME se lleva a cabo por bacterias pertenecientes a dos grupos
distintos (a y b) pertenecientes al filo NC10, entre las que destacan Aquifex
pyrophilus, Methylacidiphilum y Methylomonas (Raghoebarsing y col., 2006; Ettwing

y col., 2009; Ettwing y col., 2010; He y col., 2015).

Sobre el proceso OXANME se han reportado interrogantes fundamentales que aun
requieren investigacion. Se ha sugerido que el CH4 no es el donador de electrones
gue inicia el proceso desnitrificante sino el metanol, el primer metabolito de la
oxidacion aerobia del metano. Garantizando la ausencia de concentraciones de O>
disuelto en fase liquida se evita la produccion aerobia de metanol producido por
microorganismos heterétrofos. De acuerdo con Warneke y col. (2011) y Jin y col.

(2012) teniendo concentraciones de OD por debajo de 0.3 g por m3, se garantiza

27



un ambiente andxico adecuado para el proceso OXANME. Por otra parte, se ha
reportado que la concentracion de NOs™ influye de forma directa en la eficiencia del
proceso de reduccion del nitrato y en la posible acumulacion de N20, un
intermediario del proceso de desnitrificacion: NOz—NO2—-NO—N>O—N2 (Peng y
Zhu, 2006). El éxido nitrico (NO) y el oxido nitroso (N2O) pueden acumularse y
emitirse durante la asimilacién del nitrato (Knowles., 2005). El N-O es un gas de
efecto invernadero con un potencial de calentamiento global ~300 veces superior al
del CO., es decir, 10 veces mayor potencial de calentamiento global que el CHs y
Su concentracion atmosférica se incrementa anualmente en un 0.3% (Lopez y col.,
2013; 2017). Sin embargo, se desconoce la concentracion critica de NO3z a partir
de la cual se activa la emision de N2O. La investigacion sobre estas interrogantes
permitira un mayor entendimiento del proceso OXANME que involucra la remocion
de dos contaminantes el metano y nitrégeno (evitando la produccion de N20O), en el
contexto de tratamiento de aguas residuales. En donde las corrientes diluidas de
CHa4 (no utilizadas para la generacion de energia) pueden ser aprovechadas como

donador de electrones para este proceso.
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2. HIPOTESIS

El CH4es el compuesto que dona inicialmente los electrones con el que se lleva a

cabo el proceso OXANME.

Existe una concentracion critica de NO3™ a partir de la cual se favorece la formacion

de N2O.

El proceso OXANME puede llevarse a cabo exclusivamente con bacterias

metanotrofas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar aspectos fundamentales del proceso OXANME como proceso novedoso
en el que se remuevan CHsy N-NOs de forma simultanea en el contexto del

tratamiento de aguas residuales.

3.2 Objetivos especificos

1. Confirmar cual es el compuesto que inicialmente dona los electrones en el
proceso de reduccion de NO3z™ (metano o metanol) en el proceso OXANME.

2. Determinar si existe una concentracion especifica critica de NO3™ a partir de
la cual se estimula la acumulacion de N2O en el proceso OXANME.

3. Caracterizar las comunidades microbianas involucradas en el proceso

OXANME (bacterias y arqueas) bajo condiciones de estado estacionario.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Medio de sales minerales (MSM)

Para el cultivo y crecimiento de los microorganismos sin limitacion de nutrientes se
utilizé el MSM descrito por Lopez y col. (2017), cuya composicidén se presenta en la
Tabla 2. Para llevar a cabo el proceso anéxico se utilizé NO3 como aceptor de
electrones, afiadiendo diferentes concentraciones en el MSM: de 150 a 4000 g m3

de NOs (correspondientes de 0.205 a 5.483 g NaNO3z” m3).

Tabla 2. Composicion del medio de sales minerales.

Compuesto Concentracion final (g L™)
NazHPO4 0.96

KH2PO4 1.52

NaHCOs3 1.05
MgSO4+7H.0 0.02

CacCl, 0.028
Micronutrientes | Concentracion final (g L™)
EDTA 0.5
FeS047H,0 0.2
CuCl2*2H20 0.162
ZnSO4*7H0 0.01
CoClz*6H20 0.020

H3BO3 0.03
MnCl2¢4H.0 0.003
NaMo0O4*2H,0 0.003
NiCl2*6H20 0.002
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El trabajo de investigacion se dividié en 5 etapas experimentales: Enriquecimiento
de la comunidad microbiana OXANME, proceso OXANME en continuo, compuesto
donador de electrones inicial para el proceso OXANME, efecto de la concentracién
de nitrato en la acumulacién de 6xido nitroso y la caracterizacion de las

comunidades microbianas, las cuales se describen a continuacion.

4.2 Enriquecimiento de la comunidad microbiana OXANME

Se utilizaron 30 mL de lodo aerobio secundario de una planta de tratamiento de
aguas residuales (Santa Rosa Jauregui, Santiago de Querétaro). El lodo se introdujo
a una botella de 1 L con 220 mL de MSM previamente desoxigenado y se incubd a
25°C y agitacion de 300 rpm. Se hizo pasar un flujo de biogas a la botella (1 L/min
durante 10 minutos) para lograr un espacio de cabeza con una composicion
aproximada de 60% de CH4y 40% de CO2. Se monitorizaron de forma periddica las
concentraciones de CH4 y CO- en fase gaseosa, asi como la concentracion NOz en

la fase liquida.

4.3 Proceso OXANME en continuo

Una vez enriquecida la comunidad microbiana, se llevé a cabo el proceso OXANME
en modo continuo en un reactor de tanque agitado (diametro interno: 12.7 cm, altura
15 cm). El reactor tuvo un volumen de trabajo de 1 L y estuvo provisto de medicién
en linea de Oz disuelto, control de temperatura a 25°C y agitacion magnética de 350
rom (Figura 6).
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MSM con NO;- Purga de liquido

Figura 6. Esquema general del montaje experimental del cultivo OXANME: (1)
puerto de muestreo de liquido; (2) puerto de muestreo de gas; (3) sensor optico de
Og; (4) vélvula de ajuga calibrada; (5) control automatizado de intercambio de
MSM.

El cultivo OXANME previamente preparado en la botella hermética (seccion 4.1) se
centrifug6é a 3000 rpm durante 10 minutos y se resuspendié en 900 mL de MSM
desoxigenado, el cual fue utilizado como inéculo para el reactor de tanque agitado.
La monitorizacién de O; disuelto se llevé a cabo mediante un sensor digital Vernier®
conectado a una tarjeta de adquisicion de datos. El reactor se operd en continuo
con respecto a la fase gaseosa durante todas las etapas experimentales. Se utilizé
un flujo de metano (99.9%, PRAXAIR, México) de 20 mL/min, correspondiente con
un tiempo de retencién del biogas de 50 min (considerando el volumen de trabajo
del reactor). La carga de metano que ingresé al reactor, fue en funcién del flujo de
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metano considerando una concentracion de entrada de 702.5 g CH4 m3. Durante
las cinco etapas experimentales se tuvo una pequefia variacion en el flujo de
metano, debido a la calibracién de la valvula de ajuga teniendo cargas promedio de

metano de 774.3 a 838.2g m3h.

La operacion del liquido fue en semi-continuo, utilizando una bomba peristaltica para
la dosificacion de MSM suplementado con NO3z a pH de 7.0 £ 0.1, asi como una
bomba de purga de liquido, realizando un intercambio del liquido automatizado (7
horas al dia). El flujo de entrada de MSM y de purga de liquido fue el mismo (20

mL/min) para mantener constante el volumen del reactor.

4.4 Compuesto donador de electrones inicial para el proceso OXANME

Durante la implementacion del proceso OXANME en continuo, se aseguro la
hermeticidad del sistema para evitar la presencia de trazas de O disuelto y evitar
la oxidacion del CH4 por via aerobia. Para este fin, se llevé a cabo la desoxigenacion
de cualquier liquido que se introdujo al reactor en todas las etapas experimentales
mediante burbujeo con N». Las condiciones anoxicas (concentraciones de O:
disuelto por debajo de 0.3 g m) se confirmaron con un sensor éptico de Oz disuelto
de ultima generacion con precision de 3 cifras significativas (Vernier®, Oregon,

Estados Unidos).
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4.5 Efecto de la concentraciéon de nitrato en la acumulacion de 6xido nitroso

Una vez que el proceso OXANME se llevo a cabo de forma estable en el biorreactor,
se estudiaron diversas cargas de N-NO3™ para identificar una posible concentracion
especifica de nitrato en el reactor a partir de la cual se estimula la formacion de N2O.
Por lo tanto, se realizé el seguimiento de la concentracién de biomasa con el fin de

determinar una posible concentracion especifica critica de N-NOs™.

4.6 Caracterizacion de las comunidades microbianas

Con el fin de determinar el papel de las bacterias y arqueas en el proceso OXANME,
se llevo a cabo la caracterizacion de las poblaciones microbianas por medio de
secuenciacion masiva del gen ADNr 16S utlizando Illlumina miSeq.
Se tomaron 15 ml de muestra, se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos y se
almacenaron a -20°C. Las poblaciones de arqueas y bacterias se caracterizaron en
el in6culo, al finalizar el enriquecimiento de comunidades metanotréficas en la
botella hermética (sin recambio de liquido), asi como en el reactor durante la
remocioén estable de metano. Para identificar el efecto de las arqueas en el proceso
OXANME, el dia 45 de operacion se tomé una muestra para caracterizar las
poblaciones microbianas, e inmediatamente después se afiadid un inhibidor
especifico para arqueas (2.36 mM de bromoetanosulfonato, BES). Al dia siguiente
se tomo6 una muestra liquida del reactor para caracterizar de nuevo las poblaciones
microbianas. Se utilizO esta estrategia para relacionar posibles cambios en la

remocién de metano con la inhibicion de las arqueas en el reactor.
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4.7 Parametros de operacion y desempefio del proceso OXANME

Los parametros de operacion estudiados en el reactor de tanque agitado fueron los

siguientes:

Tiempo de retencion del gas (TRG)
TRG = % ()

Tiempo de residencia hidraulica (TRH)
TRH = % (3)

Carga de metano (Lcha)
L=Coxy (4)

Vi
Carga de n-nos- (L n-no3)
_ _ 1
L n-nos = [N = NO3 | x — (5)

Los parametros de desempefio del sistema OXANME fueron los siguientes:

Capacidad de eliminacion de CH4 (CE)
CE = (Ce - Cs) X Vg (6)
L

Eficacia de remocion del CHsen fase gaseosa (ER)

ER = %= % 100 (7)

e

Tasa de consumo de n-nos- (R n-no3)

(R n-no3) = (Cp N-NO3™ - Cg N-NOTT) X % (8)
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Por otra parte, con el fin de llevar a cabo un balance de nitrégeno en el sistema, se
determinaron tanto el flujo de nitrégeno dirigido a desnitrificacion (Rq) como el flujo

dirigido a la produccién de biomasa (Rx), de acuerdo a las ecuaciones 10y 11:

1 *x0.36 g CH, x6.2 g NO3 x0.226 g N
Rd = [COz] X —X g t X g 3 X éi
TRH g Co, g CHy g NO3

(10)

*valores: 0.36,6.2 y 0.226 obtenidos de la relacion estequiometrica de la ecuacion (1).

biomasa 1 1 g biomasa 0.14gN
R, = 42omasa o 1 19 x —=29 (11)

m3 TRH 0.5 g proteina g biomasa

El flujo dirigido a desnitrificacion (Rg, gN-NOs” m h1, Ecuacién 10) se determind
con los datos de produccion de CO2, ya que por medio de la estequiometria del
proceso (Ecuacion 1) se conoce cuantos moles de N-NOz  se requieren para
producir un mol de CO.. Para el flujo masico dirigido a la biomasa (Rx, gN-NO3z m™3
h1) se determiné con base en la concentraciéon de proteina (Ecuacién 11). Se
considerdé que el 50% de la biomasa bacteriana estuvo constituida por proteina,
mientras que el 14% de la biomasa estuvo compuesta por nitrégeno,

respectivamente (Quintero Ramirez, 1993; Bailey y col., 1986).

Mientras que el N-NOs" recuperado indica el porcentaje de nitrdgeno consumido que

fue aplicado por la produccién de biomasa y la desnitrificacion:

N-No3- Recuperado (%) = (RRd;R")* 100 (12)

N-NO3-
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La Tabla 3 muestra las diferentes etapas experimentales estudiadas en el reactor

de tanque agitado. Las concentraciones estudiadas de nitrato en el MSM fueron de

1000, 2000, 3000 y 4000 g m de NOs (correspondientes con 226, 452, 678 y 904

gN-NO3z m3). La fraccion liquida de digestato generado en la digestion de lodos de

purga puede contener hasta 2200 g N-NHs m= (McCarty, 1964), por lo que

constituye una corriente rica en nitrégeno que se puede utilizar en el proceso

OXANME si el N-NH4 se oxida a N-NOs". La dosificacion del nitrato al reactor fue

una funcion de la concentracion de nitrato en el MSM de alimentacion, asi como del

tiempo de operacion de las bombas de alimentacion y purga de liquido. En la fase

experimental | el recambio de liquido tuvo una duracion 9 h, mientras que en las

fases II-V el recambio de liquido tuvo una duracion de 7 h.

Tabla 3. Fases experimentales estudiadas en el reactor de tanque agitado.

Concentracion | Carga de N-
Fase Dias de Cargade | de N-NOs en el N.Os al TRG | TRH
experimental | operacién metano M.SM de . sistema (min) | (h)

(g m3h?) | alimentacion OXANME

(@ m?) (@m=h?
I 0-3 819 226 2.20 50 102.4
Il 4-14 838.2 904 6.86 50 131.7
I 15-30 775.6 678 5.14 50 131.7
Y 31-40 778.4 452 3.43 50 131.7
\Y, 41-50 774.3 226 1.71 50 131.7
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4.8 Procedimientos analiticos
4.8.1 Analisis en la fase gaseosa

Las concentraciones de CHs y CO: se determinaron por cromatografia de gases
empleando el equipo SRI-8610C (SRI Instruments, Torrance, CA, USA). El
cromatografo estuvo equipado con un detector de conductividad térmica (TCD) y
dos columnas empacadas (ambas de 6 pies x 1/8 pulgada, una de silica gel y la otra
de tamiz molecular 13x), usando nitrégeno como gas acarreador con un flujo de 20
mL min?, las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron en 90°C y
150°C, respectivamente. La temperatura del horno inicial fue de 40°C, la cual se

mantuvo por 4 min y se incremento a 110°C.

La concentracion de N2O se realiz6 por medio de cromatografia de gases
empleando el equipo SRI-8610C (SRI Instruments, Torrance, CA, USA). El
cromatografo estuvo equipado con un detector fotométrico de llama, usando helio
como gas acarreador (flujo de 70 mL/min). Las temperaturas del horno, inyector y

detector se mantuvieron en 200°C, 60°C y 150°C, respectivamente.

4.8.2 Analisis en la fase liquida

La concentracion de N-NOs™ se determiné con el kit HACH 8039 HR, con un rango
de 0 a 30 mgN-NOgz/L. Para llevar a cabo la medicion, las muestras liquidas se
centrifugaron (3700 rpm durante 5 minutos) y filtraron (0.45 um). La concentracion
de biomasa se determiné por medio de mediciones de proteina utilizando el método

de Lowry modificado (Lowry y col., 1951) utilizando 1ml de muestra, teniendo una
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digestion previa con NaOH (concentracion 0.2 M) en bafio Maria a 100°C por 20
minutos. Los resultados se calcularon con los datos obtenidos de la curva de
calibracion realizada para proteinas teniendo un coeficiente de correlacién de

97.8%.
4.8.3 Caracterizacion de las comunidades microbianas

Se realiz6 la caracterizacion de las comunidades microbianas en diferentes etapas
de operacion del reactor de tanque agitado. El ADN gendmico se extrajo utilizando
el kit PowerSoil® (MOBIO, Estados Unidos) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La concentracion de ADN fue cuantificada por espectrofotometria
utilizando un NANODrop 2000c (Thermo Scientific, Estados Unidos). Las muestras
de ADN fueron enviadas al Research and Testing Laboratory (RTL, Lubbock, USA)
para el analisis de secuenciacion masiva lllumina MiSeq de células bacterianas (16S
rRNA, primers: 28F 5 - GAGTTTGATCNTGGCTCAG-3, 388R 5 -
TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3') y arquéales (16S rRNA, primers: Arch340wF 5-
CCCTAYGGGGYGCASCAG-3; Arch806R 5-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3).
Las secuencias fueron analizadas utilizando el software QIIME y la seleccion de
unidades taxondmicas operativas se llevé a cabo utilizando el algoritmo UPERASE.
El andlisis de busqueda de quimeras se realizo con el software UCHIME, ejecutado
con el modo de novo. La clasificacion taxonomica de cada unidad taxonomica
operativa se realiz6 con una secuencia de consenso basada en el RDP classifier y

comparada con secuencias de la NCBI database (Barragan-Trinidad y col., 2017).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Enriquecimiento de la biomasa

La aclimatacion y enriquecimiento del cultivo OXANME se llevo a cabo durante 96
dias a partir de un lodo activado (lodo aerobio secundario de recirculacién). El
enriguecimiento también tuvo como objetivo eliminar la materia organica contenida
en el lodo, para poder llevar a cabo el proceso OXANME Unicamente con CH4 como
donador de electrones en la siguiente etapa experimental (sistema continuo en
tanque agitado). La Figura 7 presenta las concentraciones de CH4 y CO- en la fase
gaseosa en la botella de enriqguecimiento. Se observa el consumo progresivo de
CHa4, desde una concentracion inicial en fase gaseosa de 52% hasta 30% en el dia
76, cuando se renovo el espacio de cabeza de la botella con concentraciones de
CHs y CO2 de 60 y 40%, respectivamente. EI N-NO3" suplementado inicialmente
(~20 g m®) se fue consumiendo, hasta alcanzar una concentracion de 3+2 gm=3el
dia 74. Junto con la renovacion del espacio de cabeza el dia 76, también se afiadi
N-NOs en una concentracion de 900 g m3. A partir del dia 82 se observé el consumo
tanto de CH4 como de N-NOs (concentraciones de 49% y 820 g m™3 en el dia 96,
respectivamente), asi como la produccion de CO3z, confirmando que el proceso

OXANME se llevo a cabo.
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Figura 7. Concentraciones de metano y CO: (en fase gaseosa), asi como de
nitrato durante el enriquecimiento del cultivo OXANME, donde: concentracion de
CHa (circulos), concentracion de CO: (triangulos) y concentracion de N-NOz
(rombos). La linea punteada representa la renovacion del espacio de cabezay la
adicion de NOs™ a la botella.

La mayoria de los trabajos reportados en la literatura utilizaron como inéculo lodos
anoxicos y el tiempo de enriquecimiento fue de entre 45 y 480 dias. Lépez y col.
(2017) utilizaron como in6culo una mezcla con volumenes iguales de lodos
secundarios y lodos anodxicos con un tiempo de enriquecimiento de 45 dias,
utilizando botellas de vidrio de 1.25 L con suministro de nitrato y metano. Hatamoto
y col. (2014) utilizaron una muestra de suelo de plantaciones de arroz con un tiempo
de enriquecimiento de 114 dias, en botellas de vidrio con adicién periodica de
metano y nitrato. Ettwing y col. (2008) utilizaron una muestra de sedimentos
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anoxicos con un tiempo de enriquecimiento de 450 dias y un reactor de tanque
agitado con un volumen de 13 L, el cual fue suministrado con NO3z" CHs y COs.
Mientras, Raghoebarsing y col. (2006) utlizaron un sedimento anoxico del

Twentekanaal (Holanda) con un tiempo de enriquecimiento de 480 dias.

En el presente trabajo se consiguié enriquecer, a partir de un lodo aerobio
secundario, una comunidad microbiana que llevé a cabo el proceso OXANME con
un tiempo de enriquecimiento de 96 dias y adicidén periddica de nitrato y metano.
Estos resultados indican que se pueden enriquecer comunidades microbianas
capaces de llevar a cabo el proceso OXANME a partir de lodo secundario, lo cual
facilita la implementacion del proceso OXANME en aplicaciones practicas. La
presencia tanto de arqueas como de bacterias metanotroficas desnitrificantes al
final del enriquecimiento se confirmé por secuenciacion masiva del ADNr 16S

(Seccidn 5.3).

5.2 Proceso OXANME en reactor de tanque agitado

5.2.1 Remocién de metano

Una vez obtenido el inéculo OXANME, el proceso se llevd a cabo en un reactor de
tanque agitado operado en continuo para el suministro del flujo CH4, mientras que
la fase liquida fue operada en modo semi-continuo, teniendo una duracion al dia de
9 h para la fase experimental | y 7 h para las fases II-V. La capacidad de eliminacion
y eficiencia de remocion fueron los parametros utilizados para evaluar el desempefio

de remocion de metano. La Figura 8 presenta los valores de CE y ER determinados
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durante las cinco fases experimentales estudiadas. De forma global, el reactor
alcanzé valores promedio de CE 'y ER de 32.1 + 11.7 gCHam?3 hly 4.1 + 1.5%,
respectivamente. La Tabla 4 presenta un resumen de los valores de CE, ER y
produccién de CO2 obtenidos en cada una de las etapas experimentales estudiadas.
Como se observa en la Figura 8, en la etapa experimental | se alcanzé el valor
maximo de CE promedio de 54.7 + 12.1 gCHam h'! (correspondiente con una ER
de 6.7 + 1.5%). Durante esta fase experimental, se observé que hubo una remocién
rapida de metano inicialmente, probablemente debido al efecto de la absorcion de

metano en la fase liquida, mas que por la oxidacion biologica.
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Figura 8. Eficacia y capacidad de eliminacion durante el cultivo OXANME, donde:
eficiencia de remocién (ER, cuadrados), capacidad de eliminacién (CE, triangulos).
Las lineas punteadas representan los cambios de concentracion de N-NOs en la
entrada al sistema. La linea roja representa adicion de inhibidor de arqueas (BES).

43



Tabla 4. Desempefio del reactor de tanque agitado en la remocién de metano en
las diferentes fases experimentales estudiadas.

Etapa CE ER CO; Producido S(?;S%r;?duoc'dm CHa
. B -1 0 3 K1
experimental | (g CHs m~h™) | (%) (gm=h™) (g CO4/ gCH)
I 54.7+12.1 6.7+x15 1.1+01 0.020 = 0.008
Il 379+11.1 45+1.2 0.9+0.1 0.023 =+ 0.008
Il 17.5+13.9 2318 0.8+0.2 0.046 = 0.015
v 254 +18.4 3.3+24 0.8+0.2 0.032 + 0.008
\% 248 +3.1 3.2+04 0.5+0.2 0.019 £0.017
En las etapas experimentales II, Ill, IV se determin6é una CE promedio de 26.9 +

14.5g CHam® h'y una ER promedio de 3.4 + 1.8 %. En la etapa experimental V se
observaron valores de CE y ER de 24.8 + 3.1 g de CHam=3 hly 3.24 + 0.4 %,
respectivamente. Es importante mencionar que en esta etapa experimental (dia 45)
se afiadio acido 2-bromoetanosulfénico (BES), que es un inhibidor especifico para
arqueas. Después de la adicion del BES no se observé un cambio significativo en
los valores de CE y RE en la etapa. La remocion de metano tampoco fue menor que
en las etapas experimentales anteriores. Por lo tanto, estos resultados indicaron
gue el proceso de remocidén de metano bajo condiciones desnitrificantes se llevo a
cabo por la actividad de las bacterias. Los resultados obtenidos estuvieron de
acuerdo con Raghoebarsing y col. (2006), quienes reportaron que el proceso de

oxidacion de metano puede llevarse a cabo principalmente por bacterias.

Los resultados obtenidos en este trabajo son competitivos con los reportados en la
literatura con respecto a la remocién de metano obtenida. Es importante destacar
gue en la mayoria de los trabajos se cuenta con un soporte para la retencion de

biomasa en el sistema. Los resultados indicaron que, a pesar de no contar con un
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soporte dentro del sistema y utilizando TRH de 102.4 h para la etapa experimental |
y 131.7 h para las etapas siguientes, la biomasa se adapt6 a las condiciones de
operacion teniendo una CE promedio de 32.1 + 11.7 g de CHam™= h* a un TRG de
50 min. Por ejemplo, Lopez y col. (2017) utilizaron un biofiltro percolador con un
volumen de trabajo de 1 L, y lograron una CE de 27.7 g CHam3 h'1con un TRG de
60 min. Mientras que Hatamoto y col. (2014) utilizaron un reactor de tanque agitado
con un volumen de 0.27 L, teniendo una CE de 33.6 g CHam3 h'a un TRG de 250
min. Los valores de CE son similares a los obtenidos en el presente estudio
utilizando un TRG menor, por lo que el sistema desarrollado en la presente tesis es
mas compacto. Las variaciones en la remocion de metano fueron de 0 a 71.5 6 g
CHsm™ h'l. De acuerdo con Lépez y col. (2017), los valores de CE fueron de 0 a
27.7 g CHam® h'lteniendo una alta variacion en sus valores de CE respecto al
tiempo. En la Tabla 5 se muestra el ratio de CO2 producido por g de CH4 consumido
(gCO2/ gCH4) determinado experimentalmente. Se observé que en todas las fases
experimentales el ratio gCO2/gCH4 fue menor que el valor estequiometrico tedrico
(Ecuacion 1), el cual es de 2.75 gCO2/gCHa. Estos resultados indicaron que del CH4

absorbido, entre el 0.7 y 1.69% fue oxidado a CO2 por accidén microbiana.
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5.2.2 Aceptor de electrones del proceso OXANME

La Figura 9 muestra los valores de O disuelto y pH medidos en las diferentes fases
experimentales. El valor promedio de pH registrado durante todas las etapas
experimentales fue de 7.6 + 0.4. El valor de pH promedio fue cercano al 6ptimo para
la oxidacion andxica de metano que esta entre 7 y 8 (Knowles,1982; Raghoebarsing
y col., 2006; Haroon y col., 2013). Por otra parte, la concentracién de Oz disuelto fue
< 0.07g m en todas las etapas experimentales estudiadas. Estos valores de O>
disuelto fueron cercanos al limite de deteccion del sensor. De acuerdo con Warneke
y col. (2011) y Jin y col. (2012), concentraciones de OD menores a 0.3 g m indican
un ambiente anoxico adecuado para el proceso OXANME. El valor promedio de
0.035 g O, m® medido en todas las etapas experimentales indicé claramente que el
CHs fue el donador de electrones del proceso, evitando su oxidacion por via aerobia,
descartando al metanol como posible donador de electrones. Este es un resultado
muy importante, ya que reportes anteriores han sugerido que trazas de O3 disuelto
pueden ser responsables de iniciar la oxidacion de metano a metanol, mientras que
etapas de oxidacion posteriores del metanol son llevadas a cabo con nitrato como
aceptor de electrones (Warneke y col., 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos
en este trabajo demuestran que el metano fue el donador de electrones en el
proceso OXANME ya que se descart6 la formacién de metanol utilizando O, como

aceptor inicial de electrones.
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Figura 9. Concentracion de O: disuelto (cuadrados) y pH (circulos) en el reactor.
Linea verde punteada representa el limite reportado en la literatura para llevar a
cabo el proceso bajo condiciones andxicas. Las lineas punteadas representan los
cambios de concentracion de N-NOs™ en la entrada al sistema. Linea roja
representa adicion de inhibidor (BES).

5.2.3 Consumo de N-NOs" y balance de nitrogeno

La Tabla 5 presenta la carga de N-NOs™ aplicada al reactor en las diferentes fases
experimentales, las cuales resultaron en concentraciones de N-NO3™ de entre 4 y
530 g m2 en el reactor, como se observa en la Figura 10. En la primera fase
experimental, la carga de nitrato fue de 2.2 g de N-NOs m3h1, resultando en una
concentracion promedio de N-NOs de 6.4 £ 1.1 g m=. En etapas subsecuentes se
modificé la carga de nitrato con el fin de identificar una posible concentracién de N-

NOs que promoviera la produccion de N2O, un gas de efecto invernadero
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indeseable en el proceso OXANME. En la fase experimental Il se observé una
concentracion promedio de N-NOs de 401 g m=, pero alcanzando concentraciones
de hasta 528 g m3, concentraciones altas y no recomendables para el proceso
OXANME ya que se ha reportado inhibicion del proceso a concentraciones de N-
NOs = 500 g m™3 (Glass y Silverstein, 1998). La caida drastica en la concentracion
de proteina entre los dias 8 y 14 sugiri6 efectivamente una inhibicion de la
comunidad microbiana a concentraciones de N-NOs superiores a 500 g m=. En la
fase experimental Ill se redujo la carga de nitrato a 5.1 g m3 h%, resultando en una
concentracion promedio de N-NO3z™ de 373 g m (concentracion maxima de 389 g
m=3). Bajo estas condiciones la concentraciéon de proteina se incrementd
(concentracion promedio de 331 g m®). En la etapa experimental 11l (a partir del dia
21) se midio la concentracion de N-N20 en fase gaseosa a la salida del reactor y se
observé que no hubo produccion de este gas de efecto invernadero bajo las
condiciones experimentales utilizadas. En la fase experimental IV la carga de nitrato
fue de 3.4 m3h, resultando una concentracién promedio de N-NOs de 200 + 9.7 g
m-3 (concentracion maxima de 214 g m3). En esta etapa se observo la concentracion
mas alta de proteina (concentracién promedio de 590 g m3) y no se detecté N2O en
la fase gaseosa a la salida del reactor. Para la tltima fase experimental se redujo la
carga de nitrato a 1.7 g m= h'l, resultando en una concentraciéon promedio de N-
NOs de 100 = 54 g m3 en el reactor. Bajo estas condiciones, tampoco se detectd

N-O a la salida del reactor.
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En relacion con la produccion de N20 en el sistema, bajo las condiciones utilizadas
en las etapas experimentales Ill, IV y V (con concentraciones promedio de N-NOs’
de 373, 200 y 100 g m3, respectivamente) no se detectdé emision de este gas de
efecto invernadero (Figura 10). De acuerdo con Lépez y col. (2017) la tasa de
produccién de N2O se observé teniendo concentraciones de N-NOs- por debajo de
~55 g m3, obteniéndose una tasa de produccién maxima de N2O (~ 0.45 g m=3 h')
a una concentracion de NOs de ~225 g m3. En dicho trabajo se utilizaron tasas de
dilucién de 0.0013 a 0.0066 ht, con una comunidad microbiana tanto de arqueas
como bacterias. Por el contrario, en el presente trabajo solo se logro enriquecer una
comunidad bacteriana (ver Seccion 5.3.2). De acuerdo con Ettwig y col. (2010) y
Gustavsson y la Cour Jansen (2011) la produccion de N2O se lleva a cabo por
microorganismos desnitrificadores convencionales, diferentes a la comunidad que
lleva a cabo el proceso de remocion andxica de metano bajo condiciones
desnitrificantes. Debe resaltarse que el N2O es un gas de efecto invernadero con un
potencial de calentamiento global ~300 veces superior al CO, es decir, ~10 veces
mayor potencial de calentamiento global que el CH4 (Lépez y col., 2013). Una de
las fuentes principales de emision del N20O es el tratamiento de aguas residuales,
siendo un intermediario en el proceso de desnitrificacion heterotréfica (Guo y col.,
2018). Estos procesos son potencialmente aplicables para remover el nitrdgeno
presente en las aguas residuales y en la fraccion liquida del digestato (sin la
produccion de N20), y simultaneamente lograr la remocion de metano producido en
las plantas de tratamiento, evitando la quema o emision directa a la atmosfera de
este GEI que no es aprovechado para la generacion de energia eléctrica o térmica.

Esto evita el uso de especies quimicas como donadores de electrones tradicionales
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en la remocion de nitrdgeno (ej. acetato o glicerol), teniendo un impacto en los

costos y en la sustentabilidad del tratamiento de las aguas residuales.

Tabla 5. Flujos de nitrégeno en el reactor y balance de masa.

Fase L n-nO3- R N-NO3- LRy R N-NO3
. (GN-NOs~ | (gN-NOs m’ N -3 el NNAL- - 11y | Recuperado
experimental m2h1) h) (GN-NOsm™h™) [(gN-NOs m™ h™) (%)*
I 2.2 2.1 0.6 0.5 48 +18.4
Il 6.9 3.8 0.4 0.4 21 +£19.7
Il 5.1 2.3 0.4 0.7 48 £ 27.4
v 3.4 1.9 0.4 1.3 87+12.6
\Y 1.7 0.9 0.2 0.9 120 +£21.8
*Calculado de acuerdo a la ecuacion (12).
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Figura 10. Concentracion de N-NOs™ (cuadrados), concentracion de proteina
(tridangulos) y tasa de produccion de N2O (rombos) dentro del sistema OXANME.
Lineas punteadas representan los cambios de concentracion de N-NOs™ en la
entrada al sistema. Linea roja representa adicién de inhibidor (BES).
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Una vez conocida la tasa de consumo de N-NOs  y los flujos estimados de N
dirigidos a produccion de biomasa y a desnitrificacion se realizdé un balance de
nitrogeno. EI N-NOsz™ recuperado indica el porcentaje de N consumido que fue
explicado por produccion de biomasa y desnitrificacion. La Tabla 5 muestra los
porcentajes de N-NOs™ recuperados que van de 21 + 19.7 al 120 + 21.8%. Esta
variaciéon se debe a que los datos de remocion de metano fueron altamente
variables durante toda la operacion del reactor. El metano es un gas hidrofébico con
muy baja solubilidad en el agua. Por lo tanto, estos sistemas estan limitados por el
transporte de CHa, obteniendo altas variaciones en la remocion de metano. Para la
fase experimental V se obtuvo un valor de 120 = 21.8 % de N-NOgz" recuperado
debido a la baja produccion de CO2 asi como al remanente de nitrato suplementado
en la fase experimental anterior, aunado a que en esta etapa se afiadio el inhibidor
especifico para arqueas y este pudo tener un efecto negativo en la comunidad

microbiana limitando en consumo de este contaminante.

El balance de masa indicé que en las fases experimentales Ill IV y V el flujo de N-
NOs dirigido a la desnitrificacion fue menor en comparacion con el flujo dirigido a la
biomasa, debido a la tasa de dilucién utilizada (0.0076 h?), favoreciéndose el
enriquecimiento de bacterias con alta tasa de crecimiento especifico. Es importante
mencionar que la concentracion de proteina también presentd una alta variacion
durante las cinco etapas experimentales (Figura 10), con un valor promedio de 340
+ 172 g m? (concentraciones maxima y minima de 650 y 127 g m=3,
respectivamente). Durante la operacion del sistema se observé que la biomasa se

acumul6 dentro de las mangueras de purga y alimentacién. También se observo

51



adhesion de biomasa en las paredes del reactor, como se muestra en la Figura 11.
Por lo tanto, las variaciones observadas en la concentracién de biomasa fueron
atribuidas a este fendmeno, con el consecuente efecto sobre el balance de masa.
Debido a que el metano es un gas poco soluble en agua, la adhesién de biomasa
en la zona del espacio de cabeza del reactor se observé en todas las etapas
experimentales, ya que en esa zona existe presencia de metano y puede ser

captado por los microorganismos.

Figura 11. Adhesion y acumulacion de la biomasa en el reactor durante el proceso
OXANME. Las flechas indican los puntos de acumulacion de biomasa mas
importantes.
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5.3 Caracterizacion de las comunidades microbianas

El analisis de las comunidades microbianas se llevd a cabo en cinco muestras de
diferentes etapas de implementacion del proceso OXANME. La primera muestra fue
del lodo utilizado para llevar a cabo el enriquecimiento de microorganismos
OXANME (L). La segunda muestra se tomo al finalizar la etapa de enriquecimiento
de microorganismos OXANME en la botella operada en lote y con adicion periddica
de nitrato y CHa (I). La tercera muestra se tomo el dia 8 de operacion durante la
etapa experimental Il (D8). Finalmente, se tomaron dos muestras en la etapa
experimental V, una antes de afiadir inhibidor el dia 45 de operacion (D45) y la

siguiente un dia después de la adicion del inhibidor (D46).

5.3.1 Andlisis de las comunidades arqueales

La Figura 12 presenta la abundancia relativa de los géneros de arqueas presentes
en las cinco diferentes muestras tomadas durante el trabajo experimental, asi como
las secuencias de arqueas recuperadas. Se observo la presencia de arqueas
capaces de llevar a cabo el proceso OXANME al final del proceso de
enriquecimiento. Arqueas del orden Methanosarcinales y Methanomicrobiales
pertenecientes al género de Methanosaeta y Methanospirillum, respectivamente,
fueron identificadas. Ambos géneros estan reportados dentro de los subgrupos de
arqueas metanotrofas (ANME) ANME-1, ANME-2 en el proceso de oxidacion

anoxica de metano (Glass y Orphan, 2012).
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Mientras que en el in6culo OXANME el porcentaje de secuencias de arqueas fue
del 9.1%, en todas las muestras tomadas en el reactor este porcentaje fue de 0.003,
0.01 y 0%, respectivamente. Lo cual indico claramente que bajo las condiciones de
operacion del reactor las arqueas no tuvieron un papel relevante en el proceso
OXANME. Durante las cinco fases experimentales, el reactor se operd con TRH de
102 y 131 h, correspondientes con tasas de dilucién de 0.0098 y 0.0076 h-
respectivamente. De acuerdo con Chen y col. (2014), |la tasa de crecimiento de las
arqueas (de forma general) es en torno a 0.00151 h1. Por lo tanto, la practicamente
nula presencia de arqueas en el sistema se atribuyo a que las tasas de dilucion
aplicadas al reactor fueron mayores a la tasa de crecimiento reportada para
arqueas, ocurriendo un lavado de arqueas del sistema. Sin embargo, el hecho de
gue ocurriera el proceso OXANME confirma que este proceso puede llevarse a cabo
exclusivamente con bacterias. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado
por Raghoebarsing y col. (2006), Ettwing y col. (2009) y Ettwing y col. (2010),
guienes reportaron que el proceso OXANME puede llevarse a cabo exclusivamente

con bacterias.

Por otra parte, la caracterizacion de arqueas confirmo los resultados de remocién
de metano después de haber afiadido BES, un inhibidor exclusivo de arqueas. Un
dia después de la adicion de BES, la CE de metano se mantuvo en valores de 23.5
+ 3.2 g de CHa m3 h? (sin diferencias significativas comparado con la remocién de
metano observadas en las fases experimentales Il, Il y IV). Este resultado confirma

gue fueron las bacterias quienes llevaron a cabo el proceso de oxidacién de metano.
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Figura 12. Caracterizacion de los géneros de las poblaciones arqueales desde el
in6culo inicial a las diferentes etapas experimentales.

5.3.2 Andlisis de las comunidades bacterianas

La caracterizacion de filos y géneros de bacterias presentes en el lodo secundario

a partir del cual se llevo a cabo el enriquecimiento de microorganismos OXANME

se presenta en la Figura 13 y Tabla 6. El filo mas abundante fue Proteobacteria, con

una abundancia relativa del 48.3%, seguido de Verrucomicrobia, Bacteroidetes,

Acidobacteria, Actinobacteria y Spirochaetes con 27.6, 17.9, 3.6, 1 y 1%,

respectivamente.
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Figura 13. Abundancia relativa de los filos presentes en el lodo secundario.

En la Tabla 6 se presentan las bacterias identificadas en el lodo secundario con una
abundancia relativa mayor al 1%. El género Rhodanobacter fue predominante, con
una abundancia relativa del 25.8%. Las bacterias “LD29” y “OLB8” son no
cultivables clasificadas dentro de la familia Chthoniobacteraceae y Saprospiraceae
reportandose en articulos de muestras ambientales (Xu y col., 2018). De acuerdo
con Nierychlo y col. (2019) las bacterias “OLB8” son heterétrofas aerobias. Estos
resultados permiten una referencia a partir de la cual se pueden comparar las
comunidades microbianas enriquecidas en el proceso de remocion de metano bajo

condiciones desnitrificantes.
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Tabla 6. Bacterias presentes en el lodo con una abundancia mayor al 1%.

Dominio>Filo>Clase>Orden>Familia>Género Abundancia
relativa (%)

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 25.8

Rhodanobacteraceae; Rhodanobacter

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Chthoniobacterales; 20.4

Chthoniobacteraceae; LD29

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Crocinitomicaceae; 10.6

Fluviicola

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 8.3

Xanthomonadaceae; Thermomonas

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Chthoniobacterales; 6.1

Terrimicrobiaceae; Terrimicrobium

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales; Saprospiraceae; 5.5

OLB8

Bacteria; Acidobacteria; Acidobacteriia; Solibacterales: Solibacteraceae; 2.1

Bryobacter

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodobacterales; 1.4

Rhodobacteraceae; Defluviimonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; 1.3

Hyphomicrobiaceae; Hyphomicrobium

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales; Chitinophagaceae; 1.2

Ferruginibacter

Bacteria; Spirochaetes; Leptospirae; Leptospirales; Leptospiraceae; 1

Turneriella

La caracterizacion de filos y géneros de bacterias presentes en el cultivo de
enriquecimiento OXANME (dia 96) utilizado para inocular el reactor en continuo se
presenta en la Figura 14 y Tabla 7. El filo mas abundante fue Proteobacteria, con
una abundancia relativa del 55.6%, seguido de Bacteroidetes, Verrucomicrobia y
Chloroflexi con una abundancia relativa de 28.8, 9.2 y 0.7%, respectivamente. Lo
cual indicé que las condiciones anodxicas desnitrificantes en presencia de metano
favorecieron el enriquecimiento del filo Proteobacteria. Es importante mencionar
gue el filo Verrucomicrobia, el cual esta relacionado con la oxidacién de metano
(Dunfield y col., 2007; Wu y col., 2011), se encontrd con una abundancia relativa del
9.2%.
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Figura 14. Abundancia relativa de los filos presentes el dia 96 de enriquecimiento
y aclimatacion del cultivo OXANME.
A modo de resumen, en la Tabla 7 se muestran las bacterias identificadas con una
abundancia relativa mayor al 1%. ElI género Thermomonas fue el mas abundante
con 17.8% de abundancia relativa, seguido de Aquimonas, Sediminibacterium y
Flavobacterium, con abundancias del 6.6, 5.6 y 5.4%, respectivamente. Bacterias
metanotrofas anaerobias capaces de utilizar nitrato como aceptor de electrones,
tales como Theromonas y Fluviicola, se han reportado en la literatura (Mergaert y
col., 2003; de Almeiday col., 2018). Las bacterias “28-YEA-48" y “BD1-7_clade”son
no cultivables clasificadas dentro de la familia Beijerinckiaceae vy
Spongiibacteraceae. Cho y Giovannoni (2004) reportaron la presencia de las
bacterias “BD1-7_clade”en muestras de agua de mar. Estos resultados confirmaron
gue la etapa de enriguecimiento de bacterias OXANME se llevo a cabo de forma

exitosa.
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Tabla 7. Caracterizacidon bacteriana de la etapa de enriquecimiento y aclimatacion

con una abundancia mayor al 1%.

Xanthomonadaceae; Lysobacter.

Dominio>Filo>Clase>Orden>Familia>Género Abundancia
relativa (%)

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 17.8

Xanthomonadaceae; Thermomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 6.6

Rhodanobacteraceae; Aguimonas

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales; Chitinophagaceae; 5.6

Sediminibacterium

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae; 5.4

Flavobacterium

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; 4.9

Beijerinckiaceae; 28-YEA-48

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; 4

Rubritaleaceae; Luteolibacter

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Crocinitomicaceae; 3.9

Fluviicola

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; 2.4

Verrucomicrobiaceae; Prosthecobacter

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 2.2

Burkholderiaceae; Aquabacterium

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; Spirosomaceae; 1.8

Lacihabitans.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 15

Burkholderiaceae; Acidovorax.

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Caulobacterales; 15

Caulobacteraceae; Phenylobacterium.

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; 1.4

Verrucomicrobiaceae; Brevifollis.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Cellvibrionales; 1.4

Spongiibacteraceae; BD1-7 clade.

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodobacterales; 1.4

Rhodobacteraceae; Rhodobacter.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.3

Burkholderiaceae; Ottowia.

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Cytophagales; Cytophagaceae; 1.2

Cytophaga.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.2

Burkholderiaceae; Ramlibacter.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales; 1.2

Aeromonadaceae; Aeromonas.

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Sphingobacteriales; 1.1

Sphingobacteriaceae; Pedobacter.

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; 1.1

Sphingomonadaceae; Sphingorhabdus.

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 1
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La caracterizacion de filos y géneros de bacterias presentes en la etapa
experimental Il se presenta en la Figura 15 y Tabla 8. El filo mas abundante fue
Proteobacteria, con un 95.3%, seguido de Bacteroidetes y Verrucomicrobia con una
abundancia relativa de 3y 1.4%, respectivamente. Durante esta etapa experimental
la abundancia relativa de las Proteobacterias aumentd practicamente al doble en
comparaciéon con la etapa de aclimatacion y enriqguecimiento de un 55.62 a un

95.34%.

W Proteobacteria
I Bacteroidetes

Verrucomicrobia

Figura 15. Abundancia relativa de los filos presentes en la etapa experimental Il.
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A modo de resumen, en la Tabla 8 se muestran las bacterias identificadas con una
abundancia relativa mayor al 1%. El género Pseudomonas fue el mas abundante,
con 51.4% de abundancia relativa, seguido de Dechloromonas, Aeromonas Yy
Azospira, con abundancias del 7.9, 7.3 y 4.8%, respectivamente. De acuerdo con
Hernandez y col. (1991), el género Pseudomonas puede utilizar el nitrato como
aceptor final de electrones en condiciones anaerobias, en un proceso

desnitrificante.

Tabla 8. Caracterizacion bacteriana de la etapa experimental 1l con una abundancia
mayor al 1%.

Dominio>Filo>Clase>Orden>Familia>Género Abundancia
relativa (%)

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; 51.4

Pseudomonadaceae; Pseudomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 7.9

Rhodocyclaceae; Dechloromonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales; 7.3

Aeromonadaceae; Aeromonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 4.8

Rhodocyclaceae; Azospira

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Allorhizobium- 2.6

Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; 2.6

Enterobacteriaceae; Citrobacter

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.9

Burkholderiaceae; Alicycliphilus

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; 1.5

Dysgonomonadaceae; Dysgonomonas

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; 1.3

Pleomorphomonadaceae; Hartmannibacter

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.3

Burkholderiaceae; Variovorax

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; 1

Sphingomonadaceae; Sphingopyxis

61



La caracterizacion de filos y géneros de bacterias presentes antes de la adicion del
inhibidor (BES) se presenta en la Figura 16 y Tabla 9. El filo mas abundante fue
Proteobacteria con wuna abundancia relativa del 95.6%, posteriormente
Bacteroidetes y Verrucomicrobia con 3.5y 1.7 %, respectivamente. De acuerdo con
Lee y col. (2009) el filo Verrucomicrobia esta relacionado con la oxidacion de
metano, debido a que la estructura interna de la célula puede alojar la enzima

metano monooxigenasa que se encuentra en los metanotrofos.

I Proteobacteria
Verrucomicrobia

I Bacteroidetes

Figura 16. Abundancia relativa de los filos presentes en el reactor antes de afadir
el inhibidor BES.
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A modo de resumen, en la Tabla 9 se muestran las bacterias identificadas con una
abundancia relativa mayor al 1%. El género Pseudomonas fue el mas abundante,
con 67.3% de abundancia relativa, seguido de Thauera, Comamonas Yy
Lacunisphaera, con abundancias del 8, 4.7 y 3.5%, respectivamente. Es relevante
mencionar que la oxidacién de metano se lleva a cabo por la clase de
Gammaproteobacterias (Metanotrofos tipo I, Il y X) (Danilova y Dedysh, 2014;

Hanson y Hanson, 1996).

Tabla 9. Caracterizacion bacteriana del reactor antes de afadir el inhibidor BES con
una abundancia mayor al 1%.

Dominio>Filo>Clase>0Orden>Familia>Género Abundancia
relativa (%)

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; 67.3

Pseudomonadaceae; Pseudomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 8

Rhodocyclaceae; Thauera

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 4.7

Burkholderiaceae; Comamonas

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Opitutales; Opitutaceae; 3.5

Lacunisphaera

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 2.3

Burkholderiaceae; Alicycliphilus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; 2.2

Sphingomonadaceae; Sphingopyxis

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.5

Burkholderiaceae; Diaphorobacter

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.1

Rhodocyclaceae; Azospira

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1

Rhodocyclaceae; Dechloromonas

La caracterizacion de filos y géneros de bacterias presentes después de la adicidon
del inhibidor (BES), tomando en cuenta los microorganismos identificados con una

abundancia relativa mayor al 1%, se presenta en la Figura 17 y Tabla 10. Bajo esta
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condicién sélo se obtuvieron dos filos: Proteobacteria, con una abundancia relativa

de 94.8% y Bacteroidetes con 4.7%.

I Proteobacteria

[ Bacteroidetes

Figura 17. Abundancia relativa de los filos presentes en el reactor después de
afiadir el inhibidor BES.

A modo de resumen, en la Tabla 10 se muestran las bacterias identificadas con una
abundancia relativa mayor al 1%. El género Pseudomonas fue el mas abundante,
con 43.3% de abundancia relativa, seguido de Comamonas, Thauera Yy
Diaphorobacter con abundancias del 15.7, 6,9 y 6.1%, respectivamente. Es
importante  mencionar también el género Allorhizobium-Neorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium ya que esta reportado como una bacteria desnitrificante.
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Tabla 10. Caracterizacion bacteriana del reactor después de afiadir el inhibidor BES
con una abundancia mayor al 1%.

Dominio>Filo>Clase>Orden>Familia>Género Abundancia
relativa (%)

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; 43.3

Pseudomonadaceae; Pseudomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 15.7

Burkholderiaceae; Comamonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 6.9

Rhodocyclaceae; Thauera

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 6.1

Burkholderiaceae; Diaphorobacter

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; 3.7

Sphingomonadaceae; Sphingopyxis

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 3.2

Burkholderiaceae; Alicycliphilus

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Rhizobiaceae; 2.1

Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Weeksellaceae; 2

Moheibacter

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.9

Burkholderiaceae; Acidovorax

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; 1.7

Enterobacteriaceae; Citrobacter

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Chitinophagales; Chitinophagaceae; 1.3

Sediminibacterium

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteri; Betaproteobacteriales; 1.2

Burkholderiaceae; Castellaniella

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; 1.2

Sphingomonadaceae; Hephaestia

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Xanthomonadales; 1.1

Xanthomonadaceae; Stenotrophomonas

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 1.1

Rhodocyclaceae; Azospira

En la Figura 18 se muestra la caracterizacion bacteriana de las cinco diferentes
muestras a modo de resumen, conforme a las abundancias relativas a nivel género
y tomando en cuenta los microorganismos identificados con una abundancia relativa
mayor al 1% (los identificados por debajo de este valor fueron agrupados en la
categoria de “otros”). Los resultados de los analisis mostraron que el inéculo inicial

fue diferente a la comunidad enriquecida en el reactor. Los géneros dominantes en
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el inéculo inicial fueron Rhodanobacter, “LD29”y Thermomonas mientras que en la
biomasa enriquecida predominaron Pseudomonas, Thauera y Azospira. En las
muestras del lodo secundario (L) y la aclimatacién del cultivo de enriquecimiento
OXANME (1), se identifico la presencia de bacterias pertenecientes a los géneros
Thermomonas y Pseudoxanthomonas. De acuerdo con la literatura, estos géneros
estan relacionados con la reduccion de nitrato a nitrito y la reduccién de nitrito a
oxido nitroso, respectivamente. En las siguientes etapas, estos géneros no tuvieron
una abundancia relativa significativa, por lo que se puede atribuir que por esta razon
no se obtuvieron emisiones de N2O durante la operacion del reactor. Durante las
Ultimas tres etapas referentes a la etapa experimental 1l (D8), antes y después de la
adicion del inhibidor para arqueas (BES) (D45 y D46) respectivamente, se tuvo un
enriquecimiento en el género Pseudomonas, este género se caracteriza por contar
con diferentes especies que llevan a cabo el proceso OXANME. De igual forma, los
géneros Alicycliphilus y Azospira fueron enriquecidos durante toda la operacion del
reactor, teniendo una gran importancia en el proceso desnitrificante, y
concretamente en la reduccion de nitrato en el medio (Mechichi y col., 2003; Bae y
col., 2007). Con referencia a la oxidacion de metano, se observo la presencia del
género Sphingopyxis. De acuerdo con Lee y col. (2012), este género se relaciona
con la eliminacion simultdnea de metano y compuestos de azufre volatiles. Para las
muestras tomadas antes y después de la adicién del inhibidor, se enriquecio el
género Comamonas. De acuerdo con Gumaelius y col. (2001), este género puede
reducir al nitrato a nitrégeno gas. Estos resultados indicaron que las comunidades
bacterianas estuvieron enriquecidas con bacterias especificas capaces de llevar a

cabo el proceso de oxidacion andxica de metano bajo condiciones desnitrificantes.
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Figura 18. Evolucién de las comunidades bacterianas desde la muestra de lodos hasta la uUltima etapa
experimental con una abundancia relativa mayor al 1% los identificados debajo de este valor fueron agrupados en la
categoria de “otros”.
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6. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

En este trabajo se implementé un proceso OXANME el cual tiene importantes
repercusiones en el ciclo de carbono y nitrégeno (sin la produccion de N20) en el
contexto de tratamiento de aguas residuales, a partir de un lodo activado aerobio
secundario. El proceso en continuo estudiado en un reactor de tanque agitado
presentd una capacidad de remociéon promedio de 32.1 + 11.7 gCHs m® h7,
correspondiente con una eficiencia de remocién de 4.1 + 1.5% utilizando un tiempo
de retencion del gas de 50 min. Se tuvo una concentracion promedio de O disuelto
en el reactor de 0.035 g m3, con esta baja concentraciéon se puede inferir que el
metano fue el donador de electrones al inicio del proceso, descartando su oxidacion
por via aerobia. Se estudiaron diferentes concentraciones de nitrato, con tasas de
remocién de N-NO3z de 0.9 a 3.8 g m2h'' con un TRH de 131 h referente a una tasa
de dilucién de 0.0076 h, sin estimular la formacién de N2O en el proceso OXANME
(informacion que es escasa en la literatura). Se caracterizaron las comunidades
arquéales y bacterianas en diferentes etapas experimentales. Se identifico que el
proceso OXANME puede llevarse a cabo solo con la actividad de bacterias, ya que
la abundancia relativa de las arqueas fue practicamente cero para las etapas de
operacion del reactor. Se caracterizaron las bacterias con abundancias relativas
representativas, de acuerdo con su filo y género durante todo el trabajo
experimental, para las etapas de operacién en continuo se identificaron géneros
importantes como: Pseudomonas, Sphingopyxis, Alicycliphilus y Azospira
asociandolas con su funcion en el proceso de oxidacién andxica de metano

(OXANME) con base en la literatura.
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Se propone como trabajo a futuro caracterizar el desempefio del proceso OXNAME
bajo condiciones no ideales, utilizando diferentes TRH para favorecer el crecimiento
de arqueas en el sistema, de igual forma se sugiere la adicién de un soporte de
biopelicula para incrementar la concentracion de biomasa en el sistema y favorecer
la oxidacion biolégica. El trabajo a futuro también puede considerar el H>S en el
proceso, actuando como donador de electrones simultdneamente con el metano
para la reduccién de nitrato. Los objetivos de la tesis se cumplieron aclarando las
interrogantes fundamentales del proceso OXANME, demostrando que el CH4 es el
donador de electrones en el proceso de reduccion de nitrato y no el metanol, bajo
las condiciones estudiadas no se estimul6 la emision de N2O durante el proceso y
se identifico que el proceso OXANME puede llevarse exclusivamente con la

actividad de las bacterias.
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