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Resumen

En el presente trabajo se estudio el efecto de la adicion de cinco cofactores en la metanogénesis
hidrogenotrofica, asi como la presencia de metano en el inicio del proceso. La primera etapa
experimental consistié6 en la aclimatacién y enriquecimiento de arqueas hidrogenotroficas
utilizando como indculo, lodo proveniente de un digestor anaerobio. Para este propdsito se
preparé un medio de sales minerales (MSM) de referencia que contenia las siguientes
concentraciones de cofactores (mg L™): Fe 0.5620; Ni 0.0227; Co 0.0123; Zn 0.0239y Mo 0.0271. La
biomasa hidrogenotréfica enriquecida con el MSM de referencia fue considerada como el cultivo
semilla que se utilizd como indculo para evaluar el efecto de cofactores y la presencia inicial de
metano en el proceso hidrogenotrofico. La comunidad microbiana del cultivo semilla se caracterizd
por secuenciacion masiva de rRNA. En la segunda etapa de experimentacion se estudié el proceso
hidrogenotroéfico utilizando MSM sin afiadir cofactores (MSM 0X), MSM de referencia (MSM 1X) y
MSM con concentraciones de todos los cofactores de 0.5, 2, 10y 20 veces con respecto al MSM
de referencia. La tercera etapa consistié en el estudio del efecto de la presencia de CH4en el inicio

del proceso hidrogenotrofico.

Los resultados obtenidos, mostraron que el proceso hidrogenotréfico se llevé a cabo de forma
robusta, estable y reproducible después de 19 ciclos de alimentacién de CO, y H, (tiempo de
aclimatacion y enriquecimiento de 104 dias) Se determiné el efecto de las concentraciones
afadidas de cofactores al proceso hidrogenotrofico, observandose con MSM 0X 'y MSM 20X la
tasa maxima de produccién de metano maéas baja, 21878 + 151 y 17152 + 341 mL d7,
respectivamente. La tasa maxima de produccion de metano se obtuvo con MSM 1X'y MXM 2X con
262.57 £ 1.27 y 260.12 + 219 mL d™, respectivamente. La fase de latencia de mayor duracién se
observd con MSM 0X'y MSM 20X (0.83 + 0.02 y 1.1 + 0.08 dias, respectivamente), mientras que
con MSM 1X 'y MSM 2X se observo la menor duracion (0.18 = 0.02 y 021 + 0.02 dias,
respectivamente). No se observé inhibicién del proceso hidrogenotrofico debido a la presencia de
CH,, determinandose una tasa maxima de produccion de metano de 273.91 £2.65 mL d' en

presencia de 20% de CH, al inicio del experimento y utilizando MSM 1X.

Palabras clave: arqueas hidrogenotroficas, cinética del proceso, cofactores, enriquecimiento de

biogas, metanogénesis hidrogenotrofica.



1. Introduccién

1.1.  Panoramaenergético actual

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas, en 2015 la poblacion supero los 7,300
millones de personasy se estima una poblacién de mas de 9,000 millones para 2040 (ONU, 2018).
Este incremento en la poblacién mundial también se ha visto reflejado en una creciente demanda
de energia (IEA, 2017). En este contexto, los combustibles fosiles representan mas del 80% del
consumo mundial de energia primaria y la demanda sigue en aumento (IEA, 2013). El crecimiento
de la poblacionmundialy la creciente demanda de energia han propiciado el desarrollo de nuevas
tecnologias para la obtencion de energia, asi como regulaciones para la reduccion de

contaminantes de efecto invernadero.

El desarrollo de fuentes alternas de energia ha cobrado mayor impulso en las Ultimas dos décadas
pronosticando un declive en las reservas de petréleo y gas natural en los proximos 20 afios (Abas
y col,, 2015). En la Figura 1 se muestra la produccion de petroleo crudo por trimestre a partir de
2016, afio que inicia con una produccion de 32.53 millones de barriles por dia (MMbd), llegando a
un méaximo de 33.63 MMbd para el Ultimo trimestre de 2016 (IEA, 2018). Sin embargo, para el
ultimo trimestre de 2017 se observa un descenso notable de la produccion de petréleo y gas
natural, en el que no se espera que exista un aumento posterior. Por otra parte, la extraccion de
gas natural en México se redujo 72.33 MMbd de 2014 a 2016 (SENER, 2018). De forma semejante
a nivel mundial, de 2010 a 2015 la produccion conjunta de gas natural y petroleo crudo pasé de

9.7 a 8.2 MMbd (IEA, 2017).
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Figura 1. Produccion de petréleo crudo a nivel mundial (adaptado de IEA, 2018).

El uso de combustibles fosiles, tanto en su quema como en su extraccion, produce efectos
colaterales en el medio ambientey en la salud humana. Tal es el caso de la emisién de gases de
efecto invernadero (como CO, y CHy,), asi como otros gases toxicos como NO, y SO, (involucrados
en el fenédmeno de la lluvia acida), los cuales son claros ejemplos de impactos ambientales
negativos. De acuerdo con la International Energy Agency, la emision de CO, a nivel mundial,
aumento un 1.4% de 2016 a 2017, lo que representa un aumento de 32.04 gigatoneladas (Gt) por
afo (IEA, 2017). Mientras que durante el periodo de 1971-2000 hubo un incremento neto de 13.9 a
23.01 Gt, lo que representd un aumento de 0.31 Gt por afio (IEA, 2018). Esta comparacién indica
un incremento en la emision de gases de efecto invernadero inducidos por las actividades
antropogénicas, lo que influye en los rendimientos de alimentos, nutricién y salud humana. Por
ejemplo, los efectos del calentamiento global por la emision de gases de efecto invernadero
produce incendios forestales que destruyen cultivos y como resultado se eleva su precio
internacional, como en el caso del trigo (McMichael y col., 2013). Por lo tanto, para disminuir los
impactos del calentamiento global por emisién descontrolada de gases de efecto invernadero se
deben desarrollar tecnologias alternativas para la generaciéon de energia no fosil (IPCC, 2014). Para
este fin se debendisminuir drasticamente lasemisiones de CO, por medio de politicasambientales

adecuadas (IPCC, 2014).



1.2. Biogas como energia renovable

Las energias renovables tienen el potencial para mitigar el cambio climéatico, ademas de
proporcionar beneficios mas amplios, tales como mejorar el acceso al suministro de energia y
reduccion de impactos tanto ambientales como en la salud (IPCC, 2012). Algunos tipos de energia
renovable se pueden utilizar en el punto de generacion (sistemas descentralizados), mientras que
otros tipos se implementan en grandes redes de energia (sistemas centralizados). De acuerdo con
el Intergovernmental Panel on Climate Change, la distribucién de fuentes de energia primaria
alrededor del mundo se distribuyd de la siguiente manera gas natural: 22.1%; petroleo, 34.6%;

carbon, 28.4%; energia nuclear, 2.0% y energias renovables, 12.9% (IPCC, 2012).

En este contexto, el biogas es un combustible renovable que se compone principalmente de
metano (~55-70% v/v) y dioxido de carbono (~30-45% v/v), el cual se obtiene de la
descomposicion bioldgica de materia organica en condiciones anaerobias (Varnero, 2011). En este
proceso bioldgico, también conocido como digestion anaerobia, la materia organica compleja se
degrada gracias a la accion conjunta de varios grupos de microorganismos (bacteriasy arqueas)
como se muestra en la Figura 2. La digestion anaerobia se divide en cuatro etapas diferenciadas:
hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Solera del Rioy col.,, 2014). La producciéon
de biogas a través de la digestion anaerobia puede llevarse a cabo con diversos efluentes
residuales tales como residuos sélidos urbanos, residuos ganaderos, aguas residuales, residuos
forestalesy residuos agricolas porlo que puede llevarse a cabo practicamente en cualquier parte

del mundo, utilizando residuos disponibles localmente (Weiland, 2010).
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Figura 2. Proceso de digestion anaerobia (adaptada de Pavlostathis y Giraldo-Gomez, 1991).

Por consiguiente, en México se estima que se generan 37.5 millones de toneladas anuales de
residuos solidos urbanos, con una composiciondel 53% de fraccionorganica de acuerdo con datos
de la Secretaria de Energia (SENER, 2017). Asimismo, en México se tienen registradas cerca de
2,289 plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas con una capacidad de tratamiento total
instalada de 1000 L s (SENER, 2017). En el caso de que los residuos fueran depositados a cielo
abierto, una tonelada de RSU produciria aproximadamente 62 m? de metano mediante la
descomposicién anaerdbica de la parte biodegradable de los desechos. (SENER, 2017). Entre 2005
y 2015 la capacidad instalada para generacion de energia eléctrica por biogas paso de 19.3 MW a

80.8 MW, lo que representd un incremento de 319.1%. Respecto a la produccion de electricidad, el



incremento fue de 258.9% en el mismo periodo, registrando al cierre del 2015 de 203.5 Giga Watts
(SENER, 2017). Por lo tanto, en México existe un gran potencial para la produccién de biogas por
digestion anaerobia. Ademas, actualmente existe toda una gama de opciones para el
aprovechamiento del biogas y la generacién de energia térmica y eléctrica a partir de este

combustible renovable.

1.3. Purificaciony enriquecimiento del biogés

Existen diferentes opciones para el aprovechamiento de biogas, ya sea la generacién de energia
térmicay eléctrica, o bien utilizarlo como combustible para vehiculos (Varnero, 2011). La generacion
combinada de energia eléctrica y térmica se puede llevar a cabo en motores de ciclo combinado
(sistemas CHP). Existe toda una gama de motores CHP que operan a diversos flujos de biogés. Sin
embargo, estos sistemas requieren que el biogas esté purificado, limitando las concentraciones de
H,S a 500 ppm,, NH3 a 40 ppm, y metil siloxanos volatiles de entre 0.03 y 28 mg m™ (Arellano y
col,, 2017). Por lo tanto, la generacion de energia térmica y eléctrica a partir de biogas requiere de

una etapade purificacion que debe considerarse en el costo total del sistema de aprovechamiento.

Otro enfoque para el aprovechamiento del biogas es su enriquecimiento hasta alcanzar una
concentracion de metano > 95% (v/v) mediante la eliminacion de CO,, el gas resultante se conoce
como "biometano”y es un sucedaneo renovable del gas natural (Kadam y col., 2017). Hoy en dia
existen técnicas fisicoquimicas para la eliminaciéon de CO, del biogas, tales como absorcion en
soluciones alcalinas, separacion criogénica, absorcion por oscilacion de presion y separacion por
membranas (Sun y col, 2015). La Tabla 1 presenta un resumen de las tecnologias fisicoquimicas
mas comunes para el enriquecimiento del biogas, sus condiciones de operacién y sus
fundamentos. Estas tecnologias son costosasya que operan a altas presiones y/o temperaturas.
Ademas, en los procesos de absorcion se requiere una gran cantidad de agua alcalina para la
remocion de CO,, la cual debe ser tratada posteriormente como un efluente téxico (Suny col,
2015). Por esta razon se debe buscar el desarrollo de tecnologias menos costosas y amigables con

el medio ambiente.



Tabla 1. Tecnologias fisicoquimicas de enriquecimiento de biogas (Sun y col, 2015; Kadamy col,

2017; Arellano y col,, 2017).

Tecnologia

Fundamento

Condiciones de
operacion

Generacibnde
contaminacion
secundaria

Absorcion en

Por medio de solventes

Valores de pH: 9-11

Si. Se generan grandes

soluciones alcalinos se disuelve el CO, Solventes alcalinos volimenes de agua
alcalinas atrapandolo de la mezcla de | (disoluciones con sales | contaminada con

gases. de sodio y potasio). compuestos quimicos.
Separacion Diferencia de temperaturas Temperatura -90°C Si. Se genera un destilado
criogénica para la condensacién y Presién: 40 bar de CO; que debe

destilacion del CHy y CO,.

gestionarse.

Absorcion por
oscilacion de

presion

Absorcion de contaminantes
a una columna empaquetada
a superficies sélidas que son

expuestas a altas presiones.

Se emplea presidonen
funciéon de las
caracteristicas
moleculares de la

especie a separar.

Si. Siel proceso no es
regenerativo, se genera
material absorbente
saturado con CO; que
debe gestionarse.
Principalmente carbdn

activado.

Separacion por

membranas

La mezcla de gases se hace
pasar por una membrana
donde se separa el metano

del didxido de carbono.

Presiones de

operacion > 15 bar.

No. Material regenerable

y/o reutilizable.

En los Ultimos afios se han desarrollado procesos bioldgicos para el enriquecimiento del biogas
por medio de la accién de microorganismos. Estos procesos suelen ser menos costosos que las
tecnologias fisicoquimicas, ya que se operan a condiciones de presion y temperatura ambiente
(Varnero, 2011). Actualmente existen procesos de enriquecimiento de biogas basados en la accion
de microalgas, las cuales, al ser organismos fotosintéticos utilizan el CO, como fuente de carbono
en presencia de luz (Sun y col, 2015). Estos procesos a gran escala dependen de la radiacion solar
y suelen acoplarse al tratamiento de aguas residuales (incluyendo el digestato) en el suministro
continuo de nutrientes para el crecimiento de las microalgas. De otra forma, los nutrientes deben

ser aportados y su costo impacta a la economia del proceso (Meier y col,, 2015). Ademas, los

10



procesos microalgales pueden utilizarse tanto para remover CO, como otros contaminantes como
el H,S, ya que bacterias autotréficas pueden creceren el mismo sistemay utilizar el O, fotosintético
para llevar a cabo la oxidacion del sulfuro absorbido a sulfato (Meier y col., 2015). Sin embargo,
estos procesos dependen de la radiacion solar para llevar a cabo el enriquecimiento del biogasy
requieren grandes superficies para su instalacion, por lo que es recomendable utilizarlos en el sitio
donde se produce el biogas (Jankowska y col., 2017). Por lo tanto, estos inconvenientes han
impulsado el desarrollo de otras tecnologias bioldgicas de enriquecimiento del biogas. Tal es el
caso de procesos de enriquecimiento de biogas basados en la accion de arqueas. En estos

procesos, el CO,del biogasesconvertidoen CH4en presencia de H, porarqueas hidrogenotroficas

de acuerdo con la siguiente reaccion (Liu y col., 2008):
COZ + 4H2 — CH4 + ZHzo

Las arqueas desempefian un papel clave durante el proceso de digestiébn anaerobia por ser los
Unicos microorganismos responsablesde la produccionde metano (Solera del Rio y col.,, 2014). Las
arqueas metanogénicas hidrogenotroficas se encuentran en el phylum Eurarchaeota y
aproximadamente un tercio de la produccién de metano proviene de la reduccion de CO, con H;
(Glass y col.,, 2012). Entre los géneros de arqueas metanogénicas hidrogenotréficas conocidas se
encuentran Methanobacterium, Methanobrevibactery Methanospirillum (Liu y col, 2008). De
acuerdo con la estequiometria de la reaccion y despreciando la produccion de biomasa, la
produccién de metano por via hidrogenotrofica requiere de una relacién estequiométrica 4/1de

H,/CO.,.

En este contexto, se busca el aprovechamiento de procesos bioldgicos en conjunto con otras
tecnologias para el enriquecimiento de biogas hasta biometano, el cual puede ser inyectado a
redes de gas natural. Estudios recientes han propuesto utilizar los excedentes de energia solar o
edlica en sistemas descentralizados para la generacion de H, por hidrélisis de agua (Gotz y col.,
2015). Estas corrientes de H, tienen un gran potencial para ser utilizadas en procesos
hidrogenotréficos de enriquecimiento de biogas (Rachbauery col,, 2016). Asi, excesos de energia
electrica como mini-solar o mini-edlica, que de otra manera se perderian, pueden usarse para

hidrolizar agua y generar H, almacenable, proceso conocido como “power-to-gas” (Gotz y col.,
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2015; Rachbauer y col, 2016). La Figura 3 presenta una vision global del enriquecimiento
hidrogenotréfico de biogas acoplado al proceso power-to-gas. Los excesos de energia eléctrica
se convierten en H, el cual en conjunto con el CO, presente en el biogas son los sustratos de
arqueas hidrogenotroficas para la generacion de CH,. El biometano resultante es posteriormente
inyectado en la red de gas natural, o bien comprimido para su uso como combustible para

vehiculos 0 maquinaria.

Redes de gas natural

=0
|

Vi Y Biometano CH, 95%
. Biogas

Fy| Proceso
.‘ Y
#

G

H,
A t renovable |,

CH, 60%
€O, 40%

Figura 3. Panorama general del proceso de enriquecimiento de biogéas por via hidrogenotrofica

acoplado al proceso power-to-gas de generacion de H, (adaptado de Rachbauer y col., 2016).

Por otra parte, también se puede obtener H, a partir de procesos de digestion anaerobia en dos
etapas. La digestion anaerobia puede llevarse a cabo en dos etapas, la primera etapa consiste en
la hidrolisis de materia organica compleja y formacion de acidos grasos volatiles, proceso que

involucra la produccion de H, (Hosseini, 2019). Se ha propuesto la digestion anaerobia en dos
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etapas para efluentes con alto contenido de materia organica, asi en la primera etapa un
biorreactor anaerobio realiza la hidrdlisis del sustrato particulado a sustrato soluble, que es
acidificado por los acidos grasos volatiles producidos. El efluente de este biorreactoresalimentado
a un segundo reactor metanogénico (Passio y col,, 2012). Un valor de pH entre 5-6 es adecuado
para la produccionde H,, el cual es menor del requerido para la produccién de CH,, que oscila
entre 7-8 (Algapaniy col, 2019). La disminucion de pH en la etapa acidogénica se debe a la
acumulacion de acidos grasos volatiles presentes en el sistema, por lo que inhibe la actividad de

las arqueas metanogénicas (Zuoy col., 2014) durante la digestion anaerobia tradicional.

La separacion en dos etapas busca, por lo tanto, aumentar la estabilidad del proceso de digestion
anaerobia, ya que por separado se puede controlar la acidificacion para la producciénde H, y se
evita la inhibicion de la poblacion metanogénica durante la produccion de CH,4 (Fuy col., 2017). En
comparacion con el proceso tradicional de digestion anaerobia de una sola etapa, cuando se
tienen dos etapas se ha reportado que se mejora la eficiencia del proceso en términos de
rendimientos de biodegradacion, produccion energética (acidos grasos volatiles, H, y biogas) y la

velocidad de las reacciones (Schievanoy col., 2012).

Se han realizado estudios para comparar la digestion anaerobia tradicional contra la digestion
anaerobiaen dosetapas.Por ejemplo, Fu y col. (2017) realizaron digestion anaerobia en dos etapas
en lote, para produccion de H, y CHy4 a partir de vinazas, obteniendo 214 mL CH, gsy" y 14.8 ml
H, gSV lo cual corresponde con una recuperacionenergéticade 10.54 kJ gSV-'y una composicion
del 64.5+1.4% de CH,4, mientras que con la digestion anaerobia tradicional se obtuvieron 247 mL
CH4gsv" lo que corresponde con una recuperacion energética de 9.34 kJ gsy ™, 58.3+0.3% de CH,,
representando un 12.9% mas eficiente la digestion anaerobia en dos etapas que la digestion
anaerobia tradicional. En el mismo contexto Carrillo-Reyesy col. (2016) a partir de un consorcio de
microalgas nativas tratadas bajo hidrolisis térmica-acida produjeronH,y CH, de 45 mL H, gsv'y
432 mL CH, gsy7, respectivamente, obteniendo 15.9 kJ gsy' de recuperacion energética, que
comparando con Fu y col. la recuperacion energética es mayor, demostrando que la digestion
anaerobia en dos etapas es un proceso que obtiene un mejor rendimiento en cuestién energética,

obteniendo productos gaseosos de interés.
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Por otro lado, Arreola-Vargasy col. (2016) a partir de hidrolizados lignocelulésicos hicieron la
comparativa entre digestion anaerobia tradicional y digestion de dos etapas encontrando el
segundo proceso mas eficiente, ya que durante la digestion anaerobia tradicional obtuvo 840 mL
CH, Lz d7 (litros de metano por litro de reactor por dia) con un rendimiento de 420 mLde H, d™
y una recuperacion energética de 10 kJ mientras que en digestiobn anaerobia de dos etapas
consiguié 2400 mL H, Lz d" (litros de hidrégeno por litro de reactor por dia) y 960 mL CH, Lg" d-
' con una recuperacion energética de 14 kJ y con rendimiento de 1200 mL H,d "y 480 mL CH,d""
Dareioti y col. (2014) estudiaron el efecto del tiempo de retencion hidraulica (TRH) en digestion
anaerobia en dos etapas obteniendo grandes volimenes de H, con 1720 mL H, Lg" d' con
produccion de CH, de 330 mL CH,4Lg ' d™. Estos estudios concluyen que la digestion anaerobia en
dos etapasesun proceso bioldgico con interés energético, debido a sus productos como el biogas
y H.. El biogas puede ser enriquecido para posteriormente ser inyectado a redes de gas natural.
Mientras que el H; se utiliza para combustible en la rama automotriz, existiendo una problematica:
el almacenamiento, ya que se requiere de tanques de gran robustez debido a los grandes
volimenes necesarios (Cipriani y col,, 2014). Una forma alternativa de utilizacion del H, es el
enriquecimiento del biogas a biometano, utilizando el CO, proveniente del biogas y el H,
proveniente de la etapa acidogénica de la digestion anaerobia en dos etapas, enla cual se lleva a
cabouna primera etapa hidrolitica (donde se produce H, y acidos grasos)y una subsecuente etapa

metanogeénica (Rodriguez-Pimentely col. 2015; Carrillo-Reyesy col. 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema general del proceso de enriquecimiento de biogas por via hidrogenotrofica

acoplado a digestién anaerobia en dos etapas.

Los pocos estudios sobre procesos metanogénicos hidrogenotroficos reportados enla literatura,
indican bajas eficacias de conversién de CO, a CH4debido a la solubilidad tanto del CO, como la
baja solubilidad del H, en fase liquida (constante adimensional de Henry de 1.27 y 48 para CO, e
H, a 25°C y 1 atm, respectivamente) (Sander, 1999), resultando en severas limitaciones por
transferencia de masa (Rittmanny col, 2013). Por otra parte, se han reportado que los procesos
hidrogenotréficos son muy sensibles a cambios de pH, por lo que estos sistemas deben tener un
control de pH para mejorar el desempefio de las comunidades microbianas que oscila entre 6 y
8.5 (Dupnocky Deshusses., 2017). Por otra parte, en la mayoria de los estudios sobre producciéon
de metano via proceso hidrogenotrofico no se utiliza biogas sino H, y CO, como sustratos (Alitalo
y col, 2015; Burkhardty col, 2015; Diaz y col,, 2015; Dupnock y Deshusses, 2017). Aunque estas
condiciones modelo han aportado informacion til para la comprension del proceso y de los
fendmenos de transferencia de masa en diversas configuraciones de reactor, es muy importante
estudiar el efecto del CH, como parte de la corriente de alimentacion del proceso. Debido a que

el biogas a enriquecer esta compuesto mayoritariamente de metano (CH 4> 60%), es fundamental
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la determinacion del efecto del metano en el proceso hidrogenotrofico cuyo producto es
precisamente el metano. Por lo tanto, es particularmente relevante identificar una posible

inhibicion del proceso debido a la alimentacion del producto de la reaccion.

1.4. Cofactores en el proceso de metanogénesis hidrogenotréfica

Las enzimas son proteinas con actividad catalitica cuyo papel fundamental es acelerar las
reacciones bioldgicas sin modificar el equilibrio de la reaccion (Shinya, 2015; Herrera'y col,, 2014).
La actividad catalitica se lleva a cabo en el sitio activo de la enzima, el cual con el entorno quimico
adecuado permite la interaccion entre el sustrato mediante la formacion de un complejo binario
denominado complejo enzima-sustrato. De acuerdo con Feduchi y col. (2015), las enzimas tienen
un componente no proteico denominado cofactor (cationes metalicos) o coenzima (moléculas
organicas), necesario para su correcto funcionamiento. Numerosas enzimas utilizan cationes
metalicos como cofactores, entre los que destacan Ca?*, Mg?*, Fe?*, Fe3*, Co?*, Ni¢*, Cu*, Cu?*,
Zn%*, Mo®*, siendo los metales divalentes los mas requeridos (Primo, 2007). Elion metalico puede
actuar como centro catalitico primario, grupo puente para reunir el sustrato y la enzima formando
un complejo de coordinacién o bien como agente estabilizante de la conformacion de la proteina

enzimatica en su forma cataliticamente activa (Tortora y col., 2007).

En este contexto, en la digestion anaerobia existen grupos especificos de microorganismos
responsables de cada fase, los cuales presentan diferentes velocidades de crecimiento siendo la
metanogénesis la mas lenta (Zabranska y col, 2018). Durante las diferentes etapas de la digestion
anaerobia se requieren cofactores, los cuales influyen en la produccion de biogas, destacando el
hierro (Fe), niquel (Ni), cobalto (Co), Zinc (Zn) y molibdeno (Mo) (Choong y col., 2016; Glass y col.,
2012; Wang y col, 2019). Se ha reportado que, en la digestion anaerobia, aproximadamente, un
tercio de la produccion de metano es por medio de la reduccion de CO, con electrones de H,,
mientras que el restante es por medio de la oxidacion del carbonilo del acetato hasta llegara CH,
(Glass y col, 2012). Por lo tanto, es importante suplementar el medio de cultivo con los cofactores
necesarios en el proceso hidrogenotroéfico, con el fin de evitar bajos rendimientos de conversion

debidosa limitacion por biorreaccion. De acuerdo con Choong y col. (2016), el ordende relevancia
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de los cofactores en el proceso de metanogeénesis hidrogenotrofica es el siguiente:
Fe>>Ni>Zn>Co=Mo. Glass y col. (2012) reportaron que, dependiendo de la ruta de produccion de
metano (acetoclastica o hidrogenotrdfica), los requisitos de cofactores pueden diferir. Estos
estudios concluyen que la variacion en la concentracion de cofactores durante el proceso puede

modificar la produccion de metano, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracion de cofactores reportadaen la literatura para la produccién de CH,.

Concentracién recomendada Concentracion
Cofactor | porAngelidakiy col. (2009) reportadaenla Referencia
(mg L™ literatura(mg L™
0.047 Paulo y col. (2017)
0.0059 Unaly col. (2012)
Ni 0.0227 0.085 Glass y col. (2012)
0.02 Yu y col. (2016)
0.06 Wangy col. (2019)
0.004 Paulo y col. (2017)
Co 0.0123 0.047 Unaly col. (2012)
0.02 Yu y col. (2016)
0.847 Unaly col. (2012)
Fe 0.562
0.02 Yu y col. (2016)
0.02 Yu y col. (2016)
Zn 0.0239
0.033 Unaly col. (2012)

La metanogénesis hidrogenotrofica comienza con la reduccion de CO, al grupo formilo de
metanofurano (CHO-MFR), como se muestra en la Figura 5, siendo la ferredoxina reductasa (Fd )
el donador de electrones en la reaccion (Enzmann y col, 2018; Zabranska y col, 2018). El
requerimiento de Fe es amplio ya que casi todos los complejosenzimaticosinvolucrados en la ruta
requieren de Fe como cofactor (Fig. 5). La primera enzima en la reducciéon de CO,, la

formilmetanofurano deshidrogenasa (Fmd) puede unirse hasta a nueve grupos Fe,S, con una
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unidad de Mo/W y hasta ocho grupos adicionales de poliferredoxina (Poly-Fd). Las ferredoxinas
transfieren electrones de H, a otras enzimas de metanogénesis las cuales requieren Fe adicional
(Glass y col, 2012). Todas las hidrogenasas implicadas en la metanogénesis son enzimas Ni-Fe que
oxidan el H, y reducen ferredoxina, coenzima F,;o y otros portadores de electrones (Thauery col.,
2010) y puede contener subunidades adicionales de poliferredoxina (Poly-Fd) con 6 a 14 grupos
de FesS, (Glass y col, 2012). La coenzima F40, un derivado de la flavina desempefia un papel critico
en dos pasos de transferencia de electrones en la metanogénesis, ya que reduce el H, por medio

del Frh (F40- hidrogenasa) (Glass y col., 2012).
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Figura 5. Requerimiento de cofactores en la via metanogénica hidrogenotréfica. Cada circulo
representa un atomo de metal. (Adaptado de Glassy col.,, 2012; Enzmanny col,, 2018; Lyu y col,,
2018).
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Enla segundaetapa, el grupo formilo se transfiere a tetrahidrometanopterina (H ,MPT) obteniendo
CHO-H4MPT. El grupo formilo se deshidrata y se reduce hasta metileno-H,MPT (CH=H4MPT) con
F420 reducido (F420 deshidrogenasa) como donador de electrones, y posteriormente a metil-H,MPT
utilizando F40 hidrogenasas y deshidrogenasas (Enzmann y col.,, 2018; Zabranskay col, 2018). El
complejo de enzimas Frh contiene un sitio activo de Ni-Fe y cuatro grupos de Fe,S,, lo que forma
grandesagregados. La Fe hidrogenasa libre de Ni tiene un requerimiento significativamente menor

de Fe, ya que utiliza solo dos atomos de Fe por complejo (Thauer y col., 2010).

Las metiltransferasas que contienen Co son esenciales durante la metanogénesis, todaslas arqueas
utilizan la coenzima metiltransferasa (Mtr) de CH;-H,MPTNiI-F para conservar energia al transferir
el grupo metilo de CH;-H4MPT a sulfhidril coenzima M (HS-CoM). El complejo de enzimas Mtr
contiene dos cofactores de cobamida (con Co cada uno) y ocho atomos de Fe (Glass y col., 2012).
Posteriormente el grupo metilo se transporta al portador de electrones adicional, al HS-CoM, y se
reduce a CH, con oxidacién simultdnea de HS-CoM y sulfhidril coenzima B (HS-CoB) para formar
el heterodisulfuro de CoM (CoM-S-S-CoB). La metil coenzima M reductasa (Mcr), comun en todas
las vias metanogénicas, cataliza la reduccion de CH;3-S-CoM a CH, y la formacion de
heterodisulfuro de CoM-CoB. La siguiente divisidn de electrones tiene lugar en el complejo de
heterodisulfuro reductasa, reduciendo el heterodisulfuro: CoM-S-S-CoB a HS-CoM y HS-CoB
regenerados y las formas oxidadas de Fd. a Fd.q®, involucrados en la reduccion del CO,

(Zabranskay col., 2018).

Un parametro muy importante para la disponibilidad de los cofactores en el proceso
hidrogenotrofico es el pH, ya que la solubilizacion de metales como hierro, niquel, zinc, cobaltoy
molibdenoo dependen de este parametro. Se ha reportado que los metales antes mencionados
requieren de un valor de pH entre 4 y 8 para estar solubles en agua, mientras que a valores de
entre 9 y 12 se promovera la formacion de hidréxidos, favoreciendo la precipitacion del ion

metalicoy limitando en consecuencia su disponibilidad (Perel’'man, 2012).
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Existendiferentes estudios que utilizan las sales de los respectivos cofactores para estudiar el efecto
de la produccion de metano. Se ha estudiado el efecto de dos cofactores o bien de la mezcla de
cofactores, tal es el caso de Paulo y col. (2017) quienes estudiaron el efecto del niquel y el cobalto
en diferentes concentraciones, obteniendo un incremento de mas del 10%, en comparacion con
su control, en la produccién de metano con concentraciones de niquel y cobaltode 0.5 mg Ly
0.004 mg L7, respectivamente. Cabe resaltar que el pH utilizado fue de 7, siendo un pH éptimo
para las arqueas presentes en el proceso, asi como también un valor de pH adecuado para que
los metales se solubilizaran en el medio. Yu y col. (2016) estudiaron el efecto de una mezcla de
cofactores, hierro, niquel, cobalto, cobre y zinc, sobre la metanogénesis en un biorreactor de
membrana anaerobia de dos fases, encontrando el pH optimo no menor de 7 para un incremento
de 7.5% de produccion de metano y remocion de demando quimica de oxigeno (DQO) del 22.4%

en el efecto de la mezcla de cofactores.

Tuo y col. (2014) estudiaron el efecto de zinc en los cambios de comunidad metanogénica en dos
reactores UASB encontrando un incremento de metano de mas del 20%, controlando un rango
depH de7.2-7.8. Unaly col. (2012) estudiaronel efecto de cofactoresenla actividad metanogénica,
destacando el hierro, cobalto, zinc, manganeso (Mn), entre otros cofactores, este estudio se llevéd
a cabo en botellas seroldgicas, a las cuales se suministraban como sustratos H,/CO, (80%/20 %)
manteniendo un rango de pH entre 7-8, obteniendo un incremento de la produccion de metano
del 20%. En el caso de Qiang y col. (2012) estudiaron el efecto de hierro, cobaltoy niquel en un
reactor CSTR donde el pH no fue menor a 7 obteniendo concentraciones de metano en el biogas
de masdel 50%. En el estudio del efecto de cofactoresen la digestion anaerobia destaca el estudio
de Zhang y col. (2015) quienes obtuvieron un incremento de la produccion de metano (del 10%)
en la suplementacion de hierro, cobalto, molibdeno y niquel en lote con un rango de pH entre 7-

8.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la concentracion de cofactoresy la presencia de metano en el proceso de

metanogénesis hidrogenotrofica enfocado al enriquecimiento de biogas.

2.2.Objetivos especificos
1) Evaluar el efecto en conjunto de la concentracién de cofactores (Fe, Ni, Co, Zny Mo)en la
produccién de CH, por via hidrogenotrofica.
2) Evaluar el efecto de la presencia de CH, en el proceso de metanogénesis hidrogenotrofica.
3) Caracterizar a las arqueas hidrogenotroficas enriquecidas en el cultivo semilla a partir del

lodo anaerobio.

3. Hipotesis
La concentracién de cofactores, asicomo la presencia de CH,4 tendran un efecto significativo enla

velocidad de produccion de CH,4 por via hidrogenotrofica.

4.Metodologia

4.1. Cultivo semilla y medio de sales minerales de referencia

Se utilizé como indculo lodo proveniente de un reactor anaerobio de una empresa harinera
(Ingredion México S.A. de C.V, San Juan del Rio, Querétaro). Se prepard un medio de sales
minerales (MSM) de referencia con la composicion presentada en la Tabla 3 con un pH inicial de
8. El MSM utilizado fue el reportado por Angelidaki y col. (2009), el cual se modificd quitando

NaHCO; para que la Unica fuente de CO, fuera la suministrada en el espacio de cabeza.
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Tabla 3. Composicion del MSM de referencia (1X) (modificado de Angelidakiy col., 2009)

Concentracion

Compuesto
(mg/L)

NH,4Cl 1000
NaCl 100
MgCl, - 6H,0 100
CaCly 50
KoHPO, 200
KH,PO,4 200
FeCl, - 4H,0 2
HsBOs3 0.05
ZnCl, 0.05
CuCl, » 2H,0 0.038
MnCl; * 4H,0 0.05
(NHz)e Mo7 Op4  4H,0 0.05
AlCl3 0.05
CoCl, = 6H,0 0.05
NiCl, ° 6H,0 0.092
HCl 0.001 mL
Na,SeO4 0.139
EDTA 0.5
Biotina 0.002
Acido félico 0.002
Acido piridoxinico 0.01
Ridoflavina 0.005
Cianocobalamina 0.0001
Hidrocloruro de tiamina 0.05
Acido 5-P aminobenzoico 0.05
Acido nicético 0.05
Acido lipéico 0.05
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El MSM de referencia presentado en la Tabla 3 contenia las siguientes concentraciones de
cofactores (mg L™): Fe 0.5620; Ni 0.0227; Co 0.0123; Zinc 0.0239 y Mo 0.0271. El cultivo semilla se
llevd a cabo en botellas de vidrio herméticas de 1150 mL de volumen total (250 mL de liquido y
900 mL de espacio de cabeza) (Figura 6). Para garantizarla hermeticidad se colocé teflén al colocar
las tapas, asi como alrededor de los septos de goma. Las botellas se mantuvieron con agitacion a

150 rpm a 37°C.

Figura 6. Botella de vidrio hermética equipada con septo de goma para la toma de muestras

liquidas y gaseosas.

El primer paso en la preparacion del cultivo semilla fue la desoxigenacion del medio para evitar
inhibicién del proceso hidrogenotrofico. Para este propdsito, las botellas contuvieron 225 mL de
MSMy 25 mL de lodo anaerobio, como inéculo y se cerraron herméticamente. Posteriormente se
aplico flujo de H,/CO, en proporcion 75%/25%, respectivamente, por un tiempo de 10 min. Se
agitaron manualmente por 30 s, solo una vez, para garantizar la desoxigenacion del medio. Por
ultimo, se aplicod flujo de H,/CO, en proporcion 75%/25%, respectivamente, por un tiempo de 10
min, de esta manera se obtuvo espacio gaseoso compuesto por H,/CO, exclusivamente. La Figura
6 presenta la secuencia de pasos que se siguid para el montaje del cultivo semilla. Cuando las

botellas con el cultivo semilla produjeron CH, de forma estable por proceso hidrogenotréfico, se
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utilizd esta biomasa como indculo en todos los ensayos posteriores. Se monitorizaron las

concentraciones de CO,, H, y CH,4 en el espacio gaseoso por cromatografia de gases.

b)
) 'Y COZQ @ +H,
. 25 mL lodo /—\
anaerobio

+ 225 mL MSM
CO, +H,

-/

d)

Repeticion de

H, / CO
los pasos b) y ~75%] ~25%
c), finalmente !
obtencion de Ci_:
atmosfera: ——

—_——

e

Figura 7.Secuencia experimental para el montaje del cultivo semilla, (a) adicionde 225 mL de MSM
y 25 mL de indculo, (b) flujo de mezcla de gases ~75% H,y ~25% CO, por 10 min, (c) agitacion de

botella manualmente por 30s, (d) repeticion de los pasosb y ¢, e incubaciéna 37°Cy 150 rpm.
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4.2. Efecto de la concentracién de cofactores en el proceso hidrogenotréfico

El efecto de la concentracion de cofactores se estudio en botellas de vidrio herméticas de 600 mL
de volumen total (200 mL de liquido y 400 mL de espacio gaseoso), las cuales tuvieron el mismo
sistema de muestreo presentado enla Figura 6. El primer paso de estos estudios fue la preparacion
de los medios MSM 0X, MSM 0.5X, MSM 1X, MSM 2X, MSM 10Xy MSM 20X los cuales estuvieron
suplementados con la concentracion de cofactores que se muestra en la Tabla 4, con un pH inicial

de 8.

Tabla 4. Concentraciones de cofactores estudiados.

Concentracién (mg L™

Compuesto MSM | MSM | MSM | MSM MSM MSM
Cofactor

0X 0.5X 1X 2X 10X 20X
FeCl; ° 4H,0 Fe 0 0.281 0.562 1124 5.620 11.240
ZnCl, Zn 0 0.0M 0.023 | 0.048 0.227 0.454
(NH4)sM0704 ° 4H,0 Mo 0 0.014 | 0.027 | 0.054 0.272 0.544
CoCly » 6H,O Co 0 0.006 0.012 | 0.025 0123 0.246
NiCl, < 6H,0 Ni 0 0.014 | 0.027 | 0.045 0.271 0.542

En estos estudios, se llevaron a cabo controles con MSM 0X, es decir, botellas provistas con MSM
al que no se afiadié ningun cofactor. Una vez preparadoslos MSM 0X, MSM 0.5X, MSM 1X, MSM
2X, MSM 10X y MSM 20X los experimentos se llevaron a cabo de manera semejante al cultivo
semilla. En este caso, las botellas contenian 20 mL de inéculo (cultivo semilla) y 180 mL de MSM
0.5X, MSM 1X, MSM 2X, MSM 10X o MSM 20X, mientras que los controles contenian 20 mL de
inoculo (cultivo semilla) y 180 mL de MSM 0X. Como primer paso se llevo a cabola desoxigenacion
de los medios para evitar inhibicién del proceso hidrogenotréfico. Para este proposito, las botellas
se cerraron herméticamentey se aplicé flujo de H,/CO, en proporcion 75%/25% por un tiempo
de 5 min. Se agitaron manualmente por 30 s para garantizar la desoxigenacion del medio, solo
una vez Se aplicd nuevamente flujo de H,/CO; en proporcion 75%/25% por un tiempo de 5 min,
de esta manera se obtuvo un espacio gaseoso compuesto por H,/CO, exclusivamente. La Figura

8 presenta la secuencia de pasos que se siguid para el montaje de los cultivos utilizados para
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determinar el efecto de la concentracion de los cofactores en el proceso hidrogenotroéfico. Se

monitorizaron las concentraciones de CO,, H, y CH, en el espacio de cabeza por cromatografia

de gases.

a) b) /N
« 20 mL indculo
(cultivo semilla)

+ 180 mL MSM Cof
CO,+H,

e

d)

ﬁepeticic')n de

los pasos b) y H, | CO,

c), finalmente ~75%] ~25%
obtencion  de !
atmosfera: CP:

_|_

——

[

—

Figura 8. Secuencia experimental para el montaje de las botellas enfocadas al estudio del efecto
de concentraciones de cofactores en el proceso hidrogenotréfico, (a) adicion de 20 mL de inoculo
(cultivo semilla) y 180 mL de MSM 0X, MSM 0.5X, MSM 1X, MSM 2X, MSM 10X o MSM 20X, (b) flujo
de mezcla de gases 75% H, y 25% CO, por 10 min, (c) agitacion de botella manualmente por 30,

(d) repeticion de los pasos b y ¢, e incubacion a 37°Cy agitaciona 150 rpm.
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La cinética de produccion de CH,4 en cada una de las concentraciones estudiadas se ajusto al
modelo de Gompertz modificado (Ecuacién 1), donde: H (mL) es la concentracion de CH,4 en el
tiempo t (dias), Hmax (ML) es la concentracion maxima de CHy, Ryay (ML d7) es la tasa maxima de
produccién de CH,y A (dias) es la fase de latencia de los microorganismos El valor de 2.718

representa el valor de exp (1).

[Z.718*Rmax

@-v +1]}

Ecuacion1 H = H 4, * €Xp {—exp

max

4.3. Efecto de la presencia de CH, en el proceso hidrogenotrofico

El efecto de la presencia de CH,se estudié en botellas de vidrio herméticas de 600 mL de volumen
total (200 mL de liquido y 400 mL de espacio gaseoso), las cuales tenian el mismo sistema de
muestreo presentado en la Figura 6. En estos experimentos se utilizd MSM 1X (medio de
referencia). Se llevd a cabo la desoxigenacion del medio para evitar inhibiciéon del proceso
hidrogenotrofico. Para este propdsito, las botellas contenian 180 mL de MSM y 20 mL de indculo
(cultivo semilla) se cerraron herméticamente y se aplico flujo de H, por un tiempo de 5 min. De
esta manera se obtuvo un espacio gaseoso compuesto por H, exclusivamente. Finalmente, se
removieron 160 mL de H, del espacio gaseoso y se inyectd el mismo volumen de una mezcla
calibrada de CH,y CO, (60 y 40%, respectivamente, PRAXAIR, México). De esta forma se obtuvo
una atmosfera dentro de la botella con ~60% de H,, ~16% de CO,y ~24% CH.. Considerando las
concentraciones de H, y CO,, se mantuvo una relacion cercana a la estequiométrica con una
proporcion de 3.75 H,/CO,. También se realizd un control, para este propdsito se prepararon
botellas en triplicado conteniendo 180 mL de MSM 1X'y 20 mL de indculo (cultivo semilla) con una
atmosferade H,y CO, (~75% H, y ~25% CO.). La Figura 9 presenta la secuencia de pasos que se
siguid para el montaje de los cultivos utilizados para determinar el efecto de la presencia de CH,4
en el proceso hidrogenotrofico. Las concentraciones de CO,, H, y CH4 se monitorizaron en el
espacio de cabeza por cromatografia de gases. Las cinéticas de produccién de CH, via

hidrogenotrofica se ajustaron al modelo de Gompertz modificado (Ecuacion 1).
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a) b) mm
 \ = H, H,
* 20 mL inéculo /_\
(cultivo semilla)
« 180 mL MSM 1X H,

H
c) 160mLH, 160 mLCH,+CO, d)

t

CO, +CH, + H,
~16%/~24% | ~ 60%

Figura 9. Secuencia experimental para el montaje del efecto de la presencia de CH,en el proceso
hidrogenotrofico, (a) preparacion de botellas con 180 mL de MSM 1X 20 mL de indculo (cultivo
semilla), (b) flujo de H, por 5 min, (c) retiro de 160 mL de H, posteriormente inyeccion de 160 mL

de la mezcla CH4+CO,, (d) e incubacion a 37°Cy agitaciéon orbital a 150 rpm.
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4.4, Caracterizacion de la comunidad de arqueas hidrogenotréficas en el cultivo semilla

Se tomo una muestra liquida de 30 mL del cultivo semilla el dia 104 de operacion (produccion
estable de metano) y se extrajo DNA gendmico utilizando el kit PowerSoil® (MOBIO, Estados
Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracién de DNA se cuantificd
por espectrofotometria utilizando un equipo NANODrop 2000c (Thermo Scientific, Estados
Unidos). Las muestras de DNA fueron enviadas al Research and Testing Laboratory (RTL, Lubbock,
USA) para el analisis de secuenciacion masiva lllumina MiSeq de arqueas (16s rRNA, primers 517F
5-GCYTAAAGSRNCCGTAGC-3", 909R 5'-GSWCTATCCCCAKCACGA-3). Las secuencias fueron
analizadas utilizando el software QUIIME y la seleccion de unidades taxondmicas operativas se
llevaron a cabo utilizando el algoritmo UPERASE de acuerdo con Barragany col. (2017). El analisis
de busqueda Chimera se realizd en el software UCHIME ejecutando con el modo de novo. La
clasificacion taxonémica de cada unidad taxondmica operativa se realizd con una secuencia de
consenso basada en el clasificador RDPy comparada con secuencias de la base de datos NCBI.

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Andlisisde H,, CO,y CH,

Las concentraciones de H, CO, y CH4 se determinaron en fase gaseosa por medio de
cromatografia de gases (8610C, SRI Instruments, Torrance, CA, EUA) usando N, como gas
acarreador a una presion de 50 psi. El cromatografo estuvo equipado con un detector de
conductividad térmica (TCD), una columna empacada con silice gel de 6'x 1/8” y una columna
empacada con tamiz molecular 13x. El inyector y detector se mantuvieron a 90 y 150°C,
respectivamente. La temperatura inicial del horno fue de 40°C, la cual se mantuvo por 4 miny se
incremento a 110°C a razén de 20°C min™. La temperatura final en la columna se mantuvo por 3
min. Las muestras de H,, CO, y CH, se tomaron a través del septo de goma que tenian las botellas

de vidrio por medio de una jeringa (Figura 6).
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4.5.2. Determinacion de sélidos suspendidos volatiles

La concentracion de biomasa se determind experimentalmente en términos de solidos
suspendidos volatiles (SSV). Los SSV se determinaroncomo se indica a continuacién. Como primer
paso se enjuagaron filtros con diametro de 55 mm (Whatman, Reino Unido) con 10 mL de agua
destilada, después se llevaron los filtros a la mufla a 550 °C por 20 min y posteriormente se
trasladaron a la estufa a 105°C por 24h. Se dejaron enfriar los filtros, posteriormente se pesaron
hasta llegar a peso constante (m;), subsecuentemente, se filtraron 10 mL de la muestra. Se
trasladaronlos filtros con muestra a la estufa con temperatura de 105°C por 24 h, se dejaron enfriar
y se registrd el peso (m,), por ultimo, se llevaron los filtros a la mufla con temperatura de 550°C
por 20 min, se dejaron enfriar y se registré el peso (ms). Para calcular la concentracion se SSV se

utilizd la Ecuacion 2:

rcwacionz SV (2) = ( My —ms (9) ) * 1000

Volumen (L) de la muestra

4.6. Analisis estadisticos

Para determinar diferencias significativas en los valores promedio de cada uno de los pardmetros
del modelo de Gompertz (Hmax Rmax A) se realizd un analisis de varianza (ANOVA) con a= 0.05. El
ANOVA considera que Ho W = o =...= Wy Y Hy i # o # ... # U, donde p representa el valor medio
del parametro i. La prueba de Tukey se realizdé cuando H, fue rechazada. Tanto el ANOVA como

la prueba de Tukey se realizaron con Excel Office 365 (Microsoft).
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5. Resultados

5.1. Enriquecimiento de arqueas hidrogenotréficas — cultivo semiilla

Enla Figura 10 se muestra el consumo de H, y CO,durante la aclimataciony enriquecimiento de
arqueas hidrogenotroficas, asi como la produccion de CH, a partir del dia 85 del cultivo semilla.
Antes del dia 85, no se observo un consumo significativo de H,, se observd un consumo parcial de
H, hasta el dia 94 donde la concentracion minima de H, fue de 72.8%. Este consumo limitado de
H, se vio reflejado en una produccién de CH, maxima del 47.7%. A partir del dia 104 en adelante,
ya se observd un consumo total del H,, resultando produccion de CH4 de forma reproducible y
robusta en ciclos posteriores con renovacion de H, y CO, en el espacio de cabeza con una
produccion estable de CH,4 del 78%, aproximadamente. Mientras que, en el minimo consumo de
CO; se atribuyd a que el CO; es el gas mas soluble del proceso hidrogenotréficoy, por lo tanto,
una mayor proporcion de este sustrato se disolvié en el liquido. Cabe resaltar que la renovacion
del espacio de cabeza con H, y CO; fue en ciclos de 2 o 3 dias, tal y como se muestra en la Figura
10.

Durante el periodo de aclimatacion se midié periddicamente el pH de la fase liquida, obteniendo
valores entre 7.55y 7.76 durante la produccion estable de CH,. Estos valores de pH estan dentro
del intervalo reportado como 6ptimo de acuerdo con Dupnock y Deshusses (2017), quienes
observaron que el proceso hidrogenotrofico se lleva a cabo de forma adecuada a valores de pH
entre 6.0y 8.5, peroson mas favorablesvalores de pH entre 7 y 8, puesto que a valores porencima

de 8 las arqueas metanogénicas hidrogenotroficas son menos activas (Burkhardty col,, 2013).
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Figura 10. Operacion del sistema para la aclimataciony enriquecimiento de las arqueas

metanogénicas hidrogenotréficas, donde se muestra el consumo de H, y CO,, asi como la

produccién estable de CH,. Las lineas horizontales punteadas indican renovacién del espacio de

cabeza conH,y CO..
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En la Figura 11 se muestra el balance de masa en el proceso metanogénico hidrogenotroéfico, se
consider¢ la estabilidad del proceso, como se muestra en la Figura 10, por lo que el balance de
masa se calculd a partir del dia 100 al dia 104. Cabe mencionar que el dia 100 fue el inicio de un
ciclo del proceso finalizando el ciclo el dia 104. Se puede observar que los moles iniciales de H, y
CO; fue de 11.8+0.33 mmoly 7.8+0.0 mmol, respectivamente, produciendo 12.27+0.01 mmol de
CH.. Enel proceso se observé que el reactivo limitante fue el H, ya que se consumio en su totalidad

en el proceso, corroborandose en el balance de masa.

H2 + C02 CH4

11.8%0.33 mmol 3.93#0.0 mmol 12.27+0.01 mmol

3 Proceso —

hidrogenotroéfico

Figura 11. Balance de materia de H,, CO, y CH4 en el proceso hidrogenotréfico.

Al inicio del proceso se determinaron los sélidos suspendidos volatiles (SSV) en el inoculo,
obteniendo una concentracidon de 11.45 gssy L™ al dia 0 del proceso, es importante mencionar que
no todoslos SSV presentesen el lodo granular anaerobio son arqueas, existiendo también diversas
bacterias. Al dia 104 se observé estabilidad en el proceso hidrogenotréfico por lo cual se tomd
muestra para la determinacion de los SSV, obteniendo 3.8+0.19 gssy L7, observando una
disminucion de SSV, sin embargo, se obtuvo con eficiencia biomasa con la presencia de arqueas
metanogénicas hidrogenotroéficas responsables de la estabilidad y robustez del proceso en el
presente trabajo. El analisis correspondiente de las arqueas hidrogenotroficas encontradas en el

proceso se describird mas adelante.

En la literatura se han reportado sistemas en lote y en continuo para el enriquecimiento y
aclimatacion de arqueas hidrogenotroéficas (Tabla 5). Por ejemplo, Rauchbauer y col. (2016)
realizaron la aclimatacién de lodo anaerobio en un biofiltro percolador, obteniendo el
enriquecimiento de arqueas hidrogenotroéficas después de 47 dias de operacion, con alimentacion
de H, y CO,. Burkhardt y col. (2015) utilizaron inoculo proveniente de un biofiltro percolador,

obteniendo el enriquecimiento de arqueas hidrogenotroéficas después de 89 dias de operacion.
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Mientras que, Ojeda y col. (2017) llevaron a cabo el enriquecimiento de lodo anaerobio en un
biorreactor de membrana HM-AD después de 33 dias de operacion. Luo y col. (2012) lograron la
aclimatacion de las arqueas hidrogenotroficas a partir de lodo anaerobio, en ensayos en lote con
alimentacion de H, y CO,, en un periodo de 45 dias. También se han reportado tiempos mas
prolongados para la aclimatacion, por ejemplo, Unal y col. (2017) quienes, a partir de lodo
anaerobio, con alimentacion de H, y CO, (80%/20%, respectivamente) consiguieron enriquecer
arqueas hidrogenotroéficas en 80 dias, sin embargo, el desempefio estable y reproducible se
observo solo después de dos afios. En el presente trabajo se llevd a cabo la aclimatacion y
enriquecimiento de arqueas hidrogenotroficas a partir de lodo granular anaerobio en ensayos en
lote con alimentacion exclusiva de H, y CO, por varios ciclos de operacion en un periodo de 104
dias. El proceso hidrogenotroéfico reproducible se observo a partir del dia 104. Cada uno de los
sistemas presentados en la Tabla 5 tiene diferentes variables de operacion que influyen en el
enriquecimiento de las arqueas hidrogenotroficas, tales como el tipo de operacion (adicion de H;
y CO, de forma continua o discontinua), temperatura o tipo de in6culo. Por lo tanto, es dificil
comparar los tiempos de enriquecimiento y de obtencidn de un proceso hidrogenotrofico estable
y reproducible, pero de forma general, la obtencién de arqueas hidrogenotrdéficas es un proceso

lento que debe llevarse bajo condiciones controladas.
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Tabla 5. Aclimatacion de comunidad microbiana reportada en la literatura para la produccion de

CH,4via metanogénesis.

Tiempo para
) Condicionesde | Suministro de observar )
Inéculo y . Referencia
operacion H,y CO; produccion
estable de CH,
Biofiltro
. . ) Rauchbauery col.
Lodo anaerobio percolador, Continuo 47 dias
(2016)
37°C
Lodo anaerobio | Biofiltro percolador _ ) Burkhardty col.
. . Continuo 89 dias
digestor anaerobio 37°C (2015)
Biorreactor de
Lodo anaerobio | membrana HM-AD Semi- ) .
, _ , 33 dias Ojeday col. (2017)
digestor anaerobio 35°C continuo
. Botellas de vidrio
Lodo anaerobio )
, , 37°C Lote 45 dias Luo y col. (2012)
digestor anaerobio
300rpm
| Botellas serologicas
Lodo anaerobio .
‘ , 29.6°C Lote 2.5 afos Unaly col. (2012)
digestor anaerobio _ o
Sin agitacion
Botella de vidrio
Lodo granular de , ,
. . 37°C Lote 104 dias Presente trabajo
digestor anaerobio
150 rpm
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A continuacion, se presenta el analisis de las arqueas hidrogenotroficas encontradas en la etapa
de enriquecimiento.Enla Tabla 6 se presenta en resumen las arqueas predominantes enel proceso
con su respectiva abundancia relativa. Se observa que, las clases predominantes de arqueas fueron
Methanobacterialesy Methanomicrobiales, mientras que, la clase Methanosarcinales se encontrd
en menor proporcion. Entre los Methanobacteriales se encontro la especie Methanobaterium sp,
con una abundancia relativa del 28.15%, esta especie es reportada como arquea hidrogenotrdfica
(Park y col. 2010). Mientras que, entre los Methanomicrobialesse encontro la especie Methanolinea
sp'y Methanospirillum sp con abundancia relativa de 67.16% y 0.11%, respectivamente. La
Methanolinea sp es una arquea hidrogenotrofica que crece a temperatura de 35-55°Cy pH de
6.7-8 (Imachiy col. 2008). Methanospirillum sp (0.11%) es otra arquea hidrogenotrofica que crece
en temperatura de 30-40°C y pH de 6.5-7.4 (Gunsalus y col. 2016). Otra especie de arquea
encontrada fue la Methanosarcina sp (0.17%), arquea hidrogenotrofica capaz de crecer a
temperatura de 30-45°Cy pH 5-7.4 (Lambie y col. 2015).

La arquea hidrogenotrofica con mayor abundancia en el presente trabajo fue la Mathanolinea sp,
arquea reportada en el trabajo de Unal y col. (2012) en donde se llevé a cabo el enriquecimiento
de lodo anaerobio granular bajo condiciones hidrogenotréficas, esta arquea es conocida por
tomar como sustratos H, y CO, bajo condiciones anaerobias estrictas. Mientras que Paulo y col.
(2017) encontraron en gran abundancia a esta arquea bajo condiciones hidrogenotréficas y con
bajo o alto requerimiento de cofactores. De acuerdo con esta literatura indica que, en el presente
trabajo se encontré de una arquea hidrogenotréfica ampliamente reportada. Mientras que la
segunda arquea con mayor predominancia fue la Methanobaterium sp, reportada también como
arquea hidrogenotrofica de acuerdo con Unaly col. (2012).  La tercer arquea predominante es del
orden la familia Methanobacteriaceae (género y especie no identificados). La cuarta arquea
predominante es del orden Methanomicrobiales (familia, géneroy especie no identificados). La
quinta arquea predominante es del orden Methanobacteriales (familia, género y especie no
identificados). Las arqueas con menor abundancia relativa, fueron Mathanosarcina sp y
Methanospirillum sp, arqueas reportadas ampliamente en la literatura (Luo y col., 2012; Unal y col,
2012; Bassaniy col. 2015). En el presente trabajo se obtuvieron con éxito el enriquecimiento de
arqueas hidrogenotroficas reportadas en la literatura, lo que explica cdmo se obtuvo una alta
concentracion de CH, en el cultivo semilla, asi como también se explica la produccion establey
robusta de CH..
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Tabla 6. Arqueas hidrogenotrdficas presentes en el cultivo semilla en el dia 104 de

enriquecimiento.

Dominio > Filo > Clase >Orden > Familia > Género > Especie Abundénaa
relativa

Archaea, Euryarchaeota Methanomicrobia; Methanomicrobiales; Methanoregulaceae; Methanolinea: 6716

Methanolinea sp

Archaea, Euryarchaeota Methanobacteria, Methanobacteriales; Methanobacteriaceae, Methanobacterium; 28.15

Methanobacterium sp

Archaea, Euryarchaeota; Methanobacteria, Methanobacteriales, Methanobacteriaceae Unclassified, Unclassified 2.21

Archaea, Euryarchaeota Methanomicrobia; Methanomicrobiales; Unclassified Unclassified Unclassified 1.31

Archaea, Euryarchaeota Methanobacteria, Methanobacteriales; Unclassffied, Unclassified, Unclassified 0.88

Archaea, Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales, Methanosarcinaceae, Methanosarcing 017

Methanosarcina sp

Archaea, Euryarchaeota Methanomicrobia: Methanomicrobiales; Methanospirilaceae; Methanospirillum,
Methanospiritlum sp

0.1
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5.2.Efectode la concentracién de cofactores en el proceso metanogénico hidrogenotréfico

Una vez obtenido el cultivo semilla con actividad hidrogenotréfica reproducible y estable, se llevo
a cabo el estudio del efecto de la concentracion de cofactores de 0X, 0.5X, 1X, 2X, 10X y 20X en el
proceso hidrogenotréfico. En la Figura 12 se puede observar que el consumo de H; es total en
cada uno de los experimentos estudiados, sin embargo, existen diferencias en cuanto el periodo
de consumo de H,. Los experimentos de 0.5X, 1X'y 2X consumieron totalmente el H, en 2 dias,
mientras que los experimentos de 0X y 10X consumieron el H, en un tiempo de 3 dias, siendo el
experimento de 20X el mas lento en el consumo de H, con un tiempo de 7 dias. Cabe resaltar que
el CO, medidoen la fase gaseosa no se consumio porcompleto bajo ninguna condicion estudiada
(Figura 13). Esto se atribuyd a que el CO; es el gas mas soluble del proceso hidrogenotroficoy, por
lo tanto, una mayor proporcion de este sustrato se disolvio en el liquido, ademas, se determind
que el reactivo limitante en el proceso fue el H,. Por lo tanto, el analisis de la cinética de los cultivos

se baso en datos de produccion de metano y se confirmé el proceso hidrogenotréfico por el

consumo de H..

H,
100 —-0X
20 | 0.5X
80 t X
£ 70 2X
5 60 — 10X
2 50 20X
8 40
530 | |
20 | }
10 i |
0 1 . 1 1 ]
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (d)

Figura 12. Consumo de H; en el estudio del efecto de la concentracion de cofactores en el

proceso hidrogenotrofico.
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Figura 13. Consumo de CO, en el estudio del efecto de la concentracion de cofactores en el

proceso hidrogenotrofico.
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Figura 14. Produccion de CH.en el estudio del efecto de la concentracion de cofactores enel

proceso hidrogenotrofico.
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Enla Figura 14 se puede apreciarla producciénde CH,4 en donde se observa que los experimentos
de 1Xy 2X se obtiene la méaxima produccionde CH,, con respecto al resto de los experimentos,
siendo de 78.3% y 77.6%, respectivamente. Sin embargo, se observa que no existe diferencia
significativa entre los experimentos de 0X, 0.5X y 10X. Mientras que en el caso del experimento de
20X se observo una clara inhibicion en la produccion de CH,., cabe resaltar que la diferencia entre
cada uno de estos experimentos fue antes de obtener la produccion estable de CH 4, ya que en el
dia 1 se observd diferencia significativa entre los experimentos, siendo 0.5X, 1X y 2X los
experimentos con mayor produccion de CHy, 41.8%, 42.1% y 45.5%, respectivamente, hasta

obtener estabilidad enel dia 3.

En la Figura 15 se presenta la tasa de produccion de CH,4 con respecto a la concentracion de
cofactores afiadida en cada experimento. Se puede apreciar que, la maxima tasa de produccion
corresponde a 1X (circulo gris) sin encontrar diferencia significativa con 2X (circulo amarillo), con
738.10+8.55 mlcwg LR * d'y 731.5412.55 mLcpg L'k * d7, respectivamente. Mientras que con 0X
(circulo azul) y 0.5X (circulo naranja) se observa una disminucion en la tasa de produccion sin
encontrardiferencia significativa con 10X (circulo rojo). En el caso de 20X (circulo verde) se observa
una clara inhibicion en el proceso hidrogenotrofico. Se puede hacer la conclusion preliminar que,
la concentracion afiadida de 1X y 2X, son las concentraciones de cofactores optimas para la
produccién de CH, via hidrogenotréfica, no obstante, se requiere de un analisis mas a fondo con
respecto a los datos obtenidos, por lo que se realizd ajustes de Gompertz para cada uno de los
experimentos, ya que este modelo  representa adecuadamente los datos obtenidos,
posteriormente se realizé analisis de varianza (ANOVA)y la prueba de Tukey, para la seleccion de

la concentracion optima de cofactores para el proceso hidrogenotrofico..
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Figura 15. Tasa de produccion de CH, con respecto a la concentracion de cofactores afiadido al

proceso hidrogenotrofico.

En la Figura 16 se presenta el ajuste del modelo de Gompertz con los datos experimentales
obtenidos con todas las concentraciones de cofactores estudiadas. El ajuste de los datos presentd
coeficientes de correlacion (R?) entre 96% y 99%, confirmando que el modelo de Gompertz
describié de forma adecuada a los datos experimentales y los pardmetros cinéticos determinados
se consideraron confiables. Los valores de H .y, Rmax Y A para cada concentracion de cofactores se
presentan en la Tabla 7. Se puede apreciar que, en todas las concentraciones de cofactores se
alcanzd una concentracion maxima de CH,4 semejante con valores entre 72.4+0.5% y 78.3+0.9%
en todos los casos (correspondientes con 273.74+1.51 mLCH4y 296.99+3.30mL CH,). Los valores
mas bajos de Hy. se determinaron con MSM 0X y 20X (273.74+1.51 mL y 235.07+8.53 mL,
respectivamente) y fueron significativamente diferentes entre MSM 0.5X, 1X, 2X'y 10X (Tabla 7). Es
importante mencionar que, aun cuando existieron diferencias significativas en Hn.x por la
concentracion de cofactores, este efecto se observd en el mayor de los casos (67% de los casos),
indicando que la concentracion maxima de CH, producida no se vera modificada en gran medida

por la concentracion de cofactores, por lo que, Hyay fue el parametro menos sensible a cambios
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en la concentracion de cofactores, ya que en todas las concentraciones afladidas se alcanzo una

concentracion maxima de produccion de CH,4 semejante.
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Figura 16. Ajuste del modelo de Gompertz (linea continua) a los datos experimentales (simbolos)

de concentracion de CH, obtenidos con las concentraciones de cofactores estudiadas.

Tabla 7. Valores de los parametros cinéticos del modelo de Gompertz para las concentraciones de
cofactores afiadidas. Los resultados de la prueba de Tukey (a=0.05) se presentan entre paréntesis

para cada parametro determinado. Valores con la misma letra capital en cada parametro no son

significativamente diferentes.

Experimento Hmax (ML) Rmax (MLd™ A (d)
MSM 0X 27374 £151(A) 218.78 + 9.54 (A) 0.83 + 0.02 (A)
MSM 0.5X | 285.28 + 5.00 (A, B) 247.34 + 2.09 (B) 0.32 £ 0.00 (B)
MSM 1X 296.99 + 3.30 (B) 262.57 +1.27 (C) 0.18 £ 0.02 (C)
MSM 2X 29493 + 551 (B) 26012 £ 219(B, C) | 0.21 £ 0.02 (B, C)
MSM 10X 29041 £ 1.73 (B) 22438 + 7.78 (A) 0.76 £ 0.04 (A)
MSM 20X | 235.07 £ 8.53 (O) 17152 + 3.41 (D) 111+ 0.08 (D)
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En el caso de R,y el valor mas bajo obtenido se determind conel MSM 20X (171.52+3.41mL d™),
mientras que el valor mas alto se determind con MSM 1X (262.57+1.27 mL d™). La diferencia entre
el valor de Ry.x con MSM 1X y 20X fue del 35%, observandose una clara inhibicion del proceso
hidrogenotréfico con MSM 20X. También se observd que, no existe diferencia significativa entre
MSM 1X'y 2X. Mientras que los valores mas bajos de R, correspondieron para 0X, 0.5X y 10X. Se
observo también que no existe diferencia significativa entre MSM 0X'y 10X, asi como tambiénentre
MSM 0.5X y 2X. Cabe resaltar que no se observé inhibicion completa en la adicion de MSM 0X

debido a que contenia cofactores provenientes del indculo enriquecido del cultivo semilla.

En el caso de A, el valor méas bajo obtenido se determind con el MSM 1X (0.18+0.02 d) mientras
que el valor mas alto se determind con MSM 20X (1.11+0.08 d). La diferencia entre el valor de A
con MSM 1X'y 20X fue del 16%, observando un retardo en la fase de latencia para la produccion
de CH, en altas concentraciones de cofactores, por lo que indica una clara inhibicién del proceso
hidrogenotréfico con MSM 20X. También se observd que, no existe diferencia significativa entre
MSM 1X'y 2X. Mientras que los valores mas bajos de A correspondieron a MSM 0X, 0.5X y 10X. Se
observd tambienque no existe diferencia significativa entre MSM 0X y 10X, asi como tambiénentre

MSM 0.5X y 2X.

La concentracionde biomasa presente enel proceso hidrogenotroéfico juega un papelfundamental
puesto que, se requiere de una relacion optima entre las arqueas y cofactores, ya que las arqueas
requieren de una Optima concentracién de cofactores para desempefiar su funcidon en la
produccién de CH,. La concentracion de cofactores presentes en MSM 0X, 0.5X, 1X, 2X, 10X y 20X
hace referencia a la concentracion de cofactores en el liquido (mg L™) tal y como lo propone
Angelidakiy col. (2009), en la Tabla 8 se presenta la concentracién de biomasa obtenida con las
concentraciones estudiadas, donde se observa que, no existe diferencia significativa. En la literatura
no se ha presentado un consenso de la concentracion especifica de los cofactores, ya que, es la
forma mas adecuada para evaluar el efecto de los cofactores en el proceso metanogénico
hidrogenotrofico. En el presente trabajo se determiné la concentracién especifica del Fe, Ni, Zn,
Coy Mo, cabe mencionar que, para determinarque concentraciénde biomasay de cofactores fue

la 6ptima, se considerd como parametro de criterio a Ry., debido a que varié hasta un 35% entre
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el valor mas alto y bajo. Considerando lo anterior, el Ry mas alto fue para MSM 1X, sin encontrar
diferencia significativa con MSM 2X, por lo tanto, se tomd la concentracién de biomasa de MSM
1X'y 2X para la obtencién de la concentracion especifica de lo cofactores estudiados, por lo que
quedode la siguiente manera:Fe, 0.1042-0.2123 mg/gSSV; Ni 0.0042-0.0086 mg/gSSV; Zn 0.0044-
0.0090 mg/gSSV; Co 0.0023-0.0046 mg/gSSV'y Mo 0.0050-0.0102 mg/gSSV (Tabla 9).

Tabla 8. Concentracion de SSV en cada concentracion estudiada.

Experimento SSV(gL™
MSM 0X 0.50+£0.08
MSM 0.5X 0.52+0.02
MSM 1X 0.57+0.17
MSM 2X 0.54+£0.08
MSM 10X 0.50+0.05
MSM 20X 0.48+0.02

Tabla 9. Concentracion especifica de Fe, Ni, Zn, Coy Mo en cada sistema estudiado, MSM 0.5X,

MSM 1X, MSM 2X, MSM 10X 'y MSM 20X.

mg Cofactor/ g SSV
Cofactor MSM 0.5X MSM 1X MSM 2X MSM 10X MSM 20X
Fe 0.054+1.8x107 | 0.104+3.1 x10% | 0.212£3.1 x107° 1.141£1.1 x10™ 2.357+1.2 x10™
Ni 0.002+7.4 x10 | 0.001+1.3 x103 | 0.009+1.3 x1073 0.046+4.6 x1073 | 0.095+4.9 x10°3
Zn 0.002+7.7 x10 | 0.004+1.3 x107 | 0.009+1.31 x10> | 0.049+4.9 x103 | 0.100+5.2 x1073
Co 0.001+£4.0 x10™ | 0.002+6.9 x10* | 0.005+6.8 x10* | 0.025+2.5 x102 | 0.052+2.7 x1073
Mo 0.003+8.8 x10 | 0.005+1.5 x107 | 0.010+1.49 x10> | 0.055+5.5 x1073 | 0.114+ x5.9 x1073
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En la literatura se han reportado diversas concentraciones volumétricas de cofactores para la
produccion de CH,4 via hidrogenotrdéfica, tal y como se aprecia en la Tabla10. Se aprecia que, en
el trabajo reportado por Rauchbauer y col. (2016) realizaron la produccion de CH, via
hidrogenotrofica en un biofiltro percolador con la concentracion de cofactores que se muestran
en la Tabla 10, con una tasa de produccion 54 veces mayor al presente trabajo, a pesar de, no se
reporta la concentraciéon especifica de los cofactores. Asi como también Dupnock y Deshusses
(2017) realizaron el estudio en lote y con concentraciones volumétricas de los cofactores
presentados en la Tabla 10, con lo que obtuvieron una tasa de produccion 2.5 menor con respecto
al presente trabajo. Mientras que, Burhardt y col. (2015) realizaron el trabajo en un biofiltro
percolador con una concentracion volumétrica presentada enla Tabla 10 obteniendo una tasa de
producciéon 12 veces menor al presente trabajo. Unal 'y col. (2012) realizaron en lote el estudio de
la concentracion de cofactores presentados en la Tabla 10, con una concentracién de biomasa de
5gssv L, conlo que se obtuvo la concentracion especifica presentada endicha tabla, sin embargo,
obtuvieron una tasa de produccion de 35 veces menor al presente trabajo. Paulo y col. (2017)
realizaron en lote el estudio del efecto del Ni (0.5 mgL™) y Co (0.004 mg L") con una concentracion
de biomasa de 2 gssy L, a partir de esta informacion se calculd la concentracién especifica del Ni
y Co, consiguiendo una tasa de produccion de 1.8 veces menor al presente trabajo. Mientras que,
en el presente trabajo se obtuvo la concentracion especifica a partir de una concentracion de
biomasa (0.565 gssy L), con una tasa de produccion competitiva con respecto a trabajos

reportados en la literatura.
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Tabla 10. Comparacion de resultados obtenidos en el presente trabajo con la literatura

.. .. Tasa de
. . Concentracion Concentracion . .
Condiciones de ot . producciéon .
Cofactores . . volumétrica especifica Referencia
operacion 4 P de CH4
(mgcor L) (mg gssv ') (mL d-")
Ni 0.0222
Co R 0.2152
Fe H3; 4C_:7 . 0.5618 ; 1456.56 Rgglht(’ggﬁg)y
Zn PR .81 0.0339 '
Mo 0.0078
N 35°C bt Dupnock y
Co 0.0502
pH 8.5 - 103 Deshusses
e 100 rpm Aeltils (2017)
Zn P 0.0404
Ni 0.0396
Co 37°C 0.005 ) 210 Burkhardt y
Fe pH 7.2-7.4 0.216 ’ col. (2015)
Mo 0.0027
Ni 37°C 0.0059 0.0012
Co H 72 0.047 0.0094 74 Unal y col.
Fe 5p .L'1 0.847 0.1694 ’ (2012)
Zn Gssv 0.033 0.0066
30°C
Ni pH 7 0.5 0.2500 146.34 Paulo y col.
Co 100 rpm 0.004 0.0020 ’ (2017)
2 gssvlL™’
Ni 37°C 0.0227 0.0042
Co H 7.55-7.76 0.0123 0.0023
Fe P 1 5.0r m 0.562 0.1042 262.57 MSM 1X
Zn 0.565 P L 0.0239 0.0044
Mo -909 gssv 0.0271 0.0050
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5.3.Efectode la presencia de CH4 en el proceso metanogénico hidrogenotréfico

Al concluir que, la concentracion de cofactores presente en MSM 1X es la 6ptima para la
produccién de metano via hidrogenotrdfica, en la siguiente etapa experimental se tomo esta
concentracion de cofactores para estudiar el efecto de la presencia de CH, en el proceso
metanogénico hidrogenotrofico. En la Figura 17a se presenta el consumo de H, y CO,, asi como
la produccion de CH, obtenida en el efecto sin la presencia de CHy inicial, se aprecia que, el
consumo total de H, fue en el dia 2, mientras que, la concentracién de CH, fue del 78.5% a los 4
dias de operacion. En la Figura 17b se presenta el consumo de H, y CO,, asi como la produccion
de CH,obtenida enla presencia de CH, inicial, se aprecia que, el consumo total de H; fue en el dia
2 mientras que, se obtuvo una concentracién de CH, del 80.2% a los 4 dias de operacién. Cabe
resaltar que el CO, medido en la fase gaseosa no se consumié por completo bajo ninguna
condicion estudiada. Esto se atribuyd a que el CO, es el gas mas soluble del proceso
hidrogenotréficoy, consecuentemente, una mayor proporcion de este sustrato se disolvid en el
liquido. Por lo tanto, el analisis de la cinética de los cultivos se basd en datos de produccion de

metano.
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Figura 17. Produccion de CH, por via hidrogenotréfica y consumo de H; (a) sin presencia de CHy4

inicial y (b) con 20% de CHy inicial al inicio del experimento.
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Enla Figura 18 se presenta el ajuste del modelo de Gompertz a los datos experimentales obtenidos
con la presencia de CHy inicial y sin la presencia de CHy inicial. El ajuste de los datos presentd
coeficientes de correlacion (R?) del 99%, confirmando que el modelo de Gompertz describié de
forma adecuada a los datos experimentales y los parametros cinéticos determinados que se
consideranconfiables. Los valoresde Hay Rmaxy A para cada experimento se presentanen la Tabla
11. Se puede apreciar que, en ambos experimentos se obtiene una concentracion maxima de CH,
semejante con valores entre 78.5+0.4% y 78.6+0.6%. Los valores de H.x fueron de 296.79+2.08
mLy 296.35+2.89 mL sin y con presencia de CHy, inicial, respectivamente, con lo que se puede
concluir que, no existe diferencia significativa entre ambos experimentos. En el caso de la Rya se
aprecia diferencia entre ambos experimentos, con valores de 253.30+4.62 mL d'y 273.91+2.65
para experimentos sin y con presencia de CH, inicial, respectivamente, existiendo una diferencia

del 7.32%.
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Figura 18. Ajuste del modelo de Gompertz (linea continua) a los datos experimentales de

concentracion de CH, obtenidos de sin CH4y con presencia de CH, al inicio del experimento.
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Tabla 11. Valores de los parametros cinéticos del modelo de Gompertz para evaluar el efecto de la
presencia de CH,4 en el proceso hidrogenotrofico. Los resultados de la prueba de Tukey (a=0.05)

se presentanentre paréntesis para cada parametro determinado. Valoresconla misma letra capital

en cada parametro no son significativamente diferentes.

Experimento Hmax (ML) Rmax (MLd™) 2 (d)

Sin la presencia de

o 296.79 + 2.08 253.30 + 462 (A) 0.21 + 0.01 (A)
CHginicial

Conla presencia

L 296.35 + 2.89 27391+ 2.65 (B) 0.00 + 0.00 (B)
de CH,inicial

De acuerdo con lo anterior se concluyd que en H.. no existe diferencia significativa con y sin
presencia de CHy inicial, mientras que con Ry, Si existe diferencia significativa (7.5%) entre ambos
experimentos, atribuido a la concentracion de CHy, inicial. Por lo que se concluye que no existe
inhibicién de produccion de CH,4 con la presencia inicial de CH,4. De acuerdo con los resultados
presentados se concluye que, no se cumple lo establecido con la ley de accion de masas en el
presente trabajo. El anélisis de los datos obtenidos concluye que el efecto de la presencia de CH,
inicial no inhibe la produccién de CH,4 via metanogénesis hidrogenotrofica, por lo tanto, se podria
llevar a cabo el enriquecimiento de biogas (~60% CH, y ~40% CO,) por la via hidrogenotrofica,
considerando lo anterior se podria llevar a cabo ensayos en continuo para observar el

comportamiento del enriquecimiento de biogéas por esta via.
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6. Conclusiones

En el presente trabajo se llevé a cabo el enriquecimiento de arqueas hidrogenotréficas a partir de
lodo anaerobio granular a partir de ciclos periédicos de alimentacién de H, y CO,. Se observé la
produccion estable de CH, a partir del dia 104 de enriquecimiento con una concentracion
aproximada del 78%. Las especies de arqueas predominantes en el cultivo semilla fueron
Methanolinea sp y Methanobaterium sp, con abundancias relativas de 67.16% y 28.15%,
respectivamente, comprobando la presencia de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas
previamente reportadas en la literatura.

En el estudio del efectode la concentracionde cofactores se observo que con el MSM 1X se obtuvo
la mayor concentraciéon de CH,, mientras que con el MSM 20X se observé claramente una
inhibicion de la produccién de CH,. La concentracion de cofactores no tuvo influencia significativa
en Hma., Mientras que, en el caso de Rn.c se observd una diferencia significativa entre los
experimentos, obteniendo los valores mas altoscon MSM1X'y 2X, 262.57+1.27mLd "y 260.12+2.19
mL d7, respectivamente, siendo MSM 1X'y 2X las concentraciones Optimas para la produccién de
CH, poresta via. Por otro lado, el valor mas bajo de R,,.x correspondié a MSM 20X con 171.52+3 41
mL d, observando inhibicion en el proceso hidrogenotréfico a altas concentraciones de
cofactores. En el caso de A los valores mas bajos fueron de MSM 1X'y 2X con 0.18+0.02 d y
0.21+0.02 d, respectivamente, mientras que, el valor mas alto correspondi® a MSM 20X con
111+£0.08 d. Por lo tanto, se concluye que, la concentracion de cofactores dptima para la
produccion de CH, via hidrogenotrofica correspondio a la presente en MSM 1X, mientras que, a
altas concentraciones de cofactores, como la concentracion presente en MSM 20X, se inhibe el
proceso.

Se demostrd que la presencia inicial de CH,4 en el proceso hidrogenotréfico no inhibié el proceso.
Por lo tanto, el CO, contenido en el biogas es una corriente gaseosa adecuada para llevar a cabo
el proceso hidrogenotréfico. No se observé diferencia significativa en Hp,,, entre el control sin

metano y el experimento con 20% de CH, inicial.
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