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Resumen

En las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales (PTAR) que cuentan con
reactores anaerobios, las reacciones bioquimicas producen biogas, una mezcla de CH4
(metano), CO,, N2 y en menores cantidades gases como el sulfuro de hidrégeno (H»S). La
produccién de biogas en plantas pequefas (con flujos de agua tratada menores a 25 L/s)
suele ser insuficiente para su aprovechamiento en la produccién de energia eléctrica. En
las PTAR anaerobias municipales se colecta aproximadamente el 60 — 80 % del gas metano
producido en el tratamiento del agua residual, ya que el resto permanece disuelto en la
fase acuosa, que posteriormente y una vez fuera del reactor, se desorbe de la fase acuosa
sin control, emitiéndose a la atmdsfera y sumando al inventario de gases de efecto
invernadero.

El H.S representa un riesgo para la salud de los trabajadores de estas plantas,
provoca dafios a las instalaciones por ser un gas corrosivo en presencia de oxigeno, y
presenta mal olor que provoca molestias a la comunidad circundante. Por su parte, el CH4
es un potente gas de efecto invernadero con un efecto 34 veces mayor que el CO,, Para
solucionar las emisiones no controladas de estos gases en pequefias PTAR se propone el
uso de biofiltros de composta.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la dinamica de las comunidades microbianas que
se desarrollan en un biofiltro a escala piloto empacado con composta destinado a la oxidacion
de CHsy H.S desorbidos de un efluente anaerobio municipal.

Esta investigacion se realizo en tres fases experimentales donde se varié la concentracion
de H2S que ingreso al biofiltro (Fase 1: [H2S] promedio 333+188ppm,; Fase 2: [H2S] promedio
783+317 ppm,; Fase 3: Ausencia de H,S). La operacion de la fase 1 dur6 68 dias, la fase 2, 24
dias y la fase 3, 29 dias. La variacion de los tiempos de operacion se debid a problemas con la
PTAR donde se estaba desarrollando la experimentacion. Para la fase 3 se tuvo que realizar un
sistema de alimentacién de CH4 con el uso de un tanque de CH4 al 99%.

Para la Fase 1, se obtuvo una capacidad de eliminacién (CE) de CH4 promedio de
16.7¢6.2 g m> h', en la cual la concentracién de H.S promedio de 333+188 ppm,,
teniendo una carga masica de entrada de CH, promedio de 22.0+9.2 g m™ h™'y eficiencia
de remocion promedio de 79.5 +17.3% Para la fase 2 (alimentacién con concentracion
promedio de H,S de 783+317 ppm,), la CE de CH4 promedio fue de 10.8+5.6 g m= h™" con
una carga masica promedio de CHs maxima de 16.4+6.2g m> h'y una eficiencia de
remocion promedio de 88.9 +29.3%. Para la fase experimental 3 en la cual hubo ausencia
de HS, la CE de CH4 promedio fue de 25.4+53g m™> h'', teniendo una carga masica
promedio maxima de 30.6+3.5g m® h”' y una eficiencia de remocién promedio 81.9
+14.7%. Los perfiles microbianos identificados para cada fase experimental no
evidenciaron grandes cambios, revelando que la comunidad microbiana era uniforme, sin
gran impacto ante los cambios ambientales.
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Se caracteriz6 la comunidad microbiana por medio de técnicas de rastreo de huella
molecular (PCR-DGGE del gen 16S RNAr), identificando que el microorganismo
Chryseolinea soli aparecio en los diversos puntos de muestreo y entre las diferentes fases
experimentales. Del mismo modo, se identificaron géneros microbianos encargados de la
oxidacion de metano (Methylovorus, Methyloversatilis, e Hyphomicrobium). No fue posible la
identificacion de microorganismos sulfoxidantes, en contraste con la total remocion del H,S para
las 2 fases experimentales que lo recibieron. Con base en el analisis de los datos experimentales
y de la literatura, tal resultado se debe que el H,S fue eliminado en los primeros centimetros del
lecho, no alcanzando el nivel inferior de muestreo de la biomasa (nivel 2).

Los puntos de muestreo donde hubo mayor cambio en la comunidad microbiana se
ubicaron en la parte central del biofiltro, de acuerdo con los cambios observados en el
indice de Jaccard. En este trabajo fue muy notorio como la temperatura dentro del
biofiltro varié respecto a la concentracién de CH4 alimentado. Este comportamiento fue
mas notorio en la Fase 3, la cual tuvo un mejor control del metano alimentado (2%v/v).

En este trabajo se pudo observar que el H,S no afecté la comunidad microbiana en la
mayor parte de la cama filtrante, puesto que es gas fue consumido rapidamente en la zona
mas baja (entrada) del biofiltro. Las variaciones en la capacidad de eliminacién de metano
se debieron a las fluctuaciones en la carga masica de entrada de este gas, particularmente
a partir de 20 g m™ h™'. Ante un sistema mono-sustrato en la practica, se logro establecer
una amplia diversidad de microorganismos, sin predominio de metil6trofos.
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1 Introduccion

El consumo anual de agua en México es de 270 917 hm?, de acuerdo con la cifra del afio
2018, del cual el uso doméstico y publico representa el 14.4% de todo el pais. Se producen
aguas residuales municipales en un volumen de 7 410 hm?3/afio. En el afio 2017 se aplicé
algun tratamiento al agua residual municipal en un flujo del 135.6 m3/s en 2 526 plantas
en todo el pais, representando el 58% de las aguas residuales producidas al afio
(CONAGUA, 2018).

El tratamiento de agua residual municipal se puede realizar por medio de reactores
anaerobios como up flow anaerobic sludge blanket (UASB). Existen ventajas en el proceso
anaerobio como requerimientos bajos de energia, menor produccién de lodos activados y
produccion de biogas (Shareefdeen y Singh, 2005).

En las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales (PTAR) que cuentan con
reactores anaerobios, las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo producen biogas,
una mezcla de metano (CHa), nitrogeno (N) y diéxido de carbono (CO;) (Noyola et al.,
1988), a los que acompafian otros gases en concentraciones mucho menores, como el
sulfuro de hidrégeno (H.S) (Noyola et al., 2006). La produccién de biogas en las plantas
suele ser insuficiente para la produccion de energia eléctrica ya que se requeriria en la
planta capacidades de tratamiento de flujos de agua residual mayores a 500 L/s para
justificar la inversién necesaria (Noyola et al.,, 2016).

El H.S representa un riesgo para la salud de los trabajadores de estas plantas, provoca
dafos a las instalaciones por ser un gas corrosivo en presencia de oxigeno, y presenta mal
olor que provoca molestias a la comunidad circundante. Por su parte, el metano es un
potente gas de efecto invernadero con un efecto 34 veces mayor que el CO, (Myhre et al.,
2013), que en las plantas anaerobias tratadoras de agua residual de tipo municipal se
colecta aproximadamente el 30-50% del gas metano producido. El resto permanece
disuelto en la fase acuosa, sumando contaminantes a la atmdsfera una vez fuera del
reactor (Noyola et al., 2016).

Una forma de evitar la emisiéon a la atmosfera del metano disuelto en los efluentes
anaerobios, es desorber el gas para luego darle un tratamiento adecuado, siendo la
biofiltracion una opcién. En biofiltros escala laboratorio se ha investigado la influencia del
H>S en la oxidacién del metano, reaccion que puede verse inhibida por la disminucién de
pH del medio filtrante, ya que la oxidacion de H,S genera sulfatos y acido sulfurico (H2SO4)
(Barzgar et al., 2017). Del mismo modo, en investigaciones realizadas en un biofiltro escala
laboratorio para el tratamiento anaerobio de aguas residuales municipales, se ha
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encontrado inhibicién de microorganismos metandétrofos a partir de 750 ppm, de H,S
(Ruiz Ruiz, 2017). En otro estudio se encontr6 que la velocidad de degradacién de metano
disminuye a partir de 200 ppm, de H,S en la corriente gaseosa a tratar (Sanchez
Rodriguez, 2015).

Como ya se ha mencionado, en la biofiltracion de emisiones gaseosas, la presencia de H,S
en el biogas provoca interferencias en el proceso de oxidacion del CH4 siendo uno de los
mayores retos la inhibicién de metanétrofos por medio de la presencia de H;S en el biogas
(Zhang et al,, 2016). En un biofiltro escala piloto, la degradacién del metano se vio
disminuida en una concentracién a 500 ppm, de H,S (Huete Chevez, 2017).

Existen técnicas de biologia molecular que permiten la identificacion de la comunidad
microbiana y sus cambios involucrados en el tiempo y espacio de muestreo. Es importante
conocer los cambios de las poblaciones microbianas ya que son las responsables de
realizar la remocion de H,S y CH4 Con base en un mayor conocimiento de este proceso de
biorremediacion y de este modo identificar los limites de la oxidacion de metano en
presencia de H,S en una escala piloto o industrial

Este proyecto tiene como objetivo estudiar la dinamica de las comunidades microbianas
en un biofiltro con composta a escala piloto para la oxidacion de CH4 y H.S, previamente
desorbidos de agua residual municipal tratada por via anaerobia, y relacionarla con la
eficiencia de remocion de CHa.
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2 Marco tedrico

2.1 Biotecnologia involucrada en el tratamiento de emisiones gaseosas

Existen diversos procesos para realizar el tratamiento de gases contaminantes, como los
biolavadores, los biofiltros percoladores y los biofiltros. Estos sistemas pueden tratar
compuestos organicos volatiles (como metanol, aldehidos, acetatos, cetonas y algunos
compuestos aromaticos) y compuestos inorganicos (como sulfuro de hidréogeno vy
amoniaco). Con el transcurso del tiempo estos sistemas bioldgicos fueron amplificando su
campo de accién con hidrocarburos alifaticos de bajo peso molecular como el metano y
pentano, los cuales se consideran dificiles de degradar (Shareefdeen y Singh, 2005).

Tomando en cuenta la tasa de flujo del gas y la concentracién de los contaminantes, las
principales ventajas de los procesos biolégicos son:

e Se pueden realizar en temperaturas entre 10-40°C y presion atmosférica
(condiciones “suaves”)
e Procesos de bajo costo, simples para operar y amigables con el ambiente,

Para poder utilizar sistemas bioldgicos, se recomienda un flujo de aire de ~(400-100 000)
m3/h y concentracion de contaminante de ~(0.1-7) g/m? (Shareefdeen y Singh, 2005)
(Figura 2.1). Otros factores que son importantes tomar en cuenta en este tipo de procesos
son la temperatura, el contenido de oxigeno del gas residual, composicién de la corriente
gaseosa, contenido de agua, solubilidad del sustrato, programa de operacion, servicios y
requisitos de mantenimiento, entre otros. También se deben evaluar los costos de

inversién y mantenimiento y los posibles impactos ambientales secundarios.
Flujo de aire (m3/h)

100 000
10 000
Condensacion
1000 Absorcion
100 Adsorcion no Membranas
regenerativa Criocondensacion
10

1 10 100
Concentracion de contaminante (g/m3)

Figura 2.1 Diferentes tecnologias para tratamiento de emisiones gaseosas
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2.1.1 Biofiltros

La mezcla de gases a tratar pasa a través de un lecho relleno himedo donde habitan
microorganismos en una biopelicula que consumiran el contaminante (Figura 2.2); la
biopelicula depende de la densidad microbiana y de las condiciones del medio
(temperatura, disponibilidad de nutrientes, humedad y pH). La diferencia entre los
biofiltros y los biofiltros percoladores es la fase que pasa por el empaque en los biofiltros
percoladores (mezcla de fase liquida y gaseosa) y en los biofiltros (fase gaseosa); el relleno
en los biofiltros percoladores es de material inorganico o plasticos inertes, mientras que
en los biofiltros puede también ser de naturaleza organica (Delhoménie y Heitz, 2005).

Irrigacion ocasional

Aire tratado

Cama de
materiales
organicos

Solucién de
nutrientes

______________

Aire Contaminado I Posible recirculacion de la purga

Figura 2.2. Esquema de un biofiltro.

En la biofiltracion, la capacidad de degradacién de microorganismos convierte los
contaminantes a compuestos menos perjudiciales al ambiente, siendo ejemplo el metanoy
el sulfuro de hidrogeno convertidos a didxido de carbono y iones sulfato, respectivamente
(Nikiema et al.,, 2007). Asimismo, este proceso representa un método de eliminacién de
gases de menor costo comparado con otros procesos fisicos, quimicos o bioldgicos
porque es un método que puede usarse en temperatura y presiéon ambientales
(Delhoménie y Heitz, 2005; Noyola et al., 2006).

El empaque del biofiltro puede ser de materiales sintéticos o naturales, siendo la
composta, en forma general, un material que ofrece una adecuada remocion de metano y
un bajo costo (Gémez-Borraz, 2017; Ruiz Ruiz, 2017).

Dentro de las biotecnologias reportadas para la eliminacion de metano se encuentra el uso
de biofiltros y biofiltros de lecho escurrido, descartando los biolavadores por la baja
solubilidad en agua de este gas. Para fines de este trabajo en la Tabla 2.1 se presentan
algunos parametros de rendimiento obtenidos en biofiltros con empaques de composta y

con ciertas variaciones.
22



Para mejor comprensiéon de la Tabla 2.1 se presenta la definicion de los parametros usados
comunmente en la evaluacion del funcionamiento de biofiltros:

e TRLV (Tiempo de retencién de lecho vacio (min): Esta definido como el volumen de
biofiltro sin empaque (vacio) dividido por el caudal de aire que ingresa al biofiltro,
es decir es el tiempo en el que la corriente gaseosa permanece dentro del
bioreactor.

e Eficiencia de remocion (%): Se define como la fraccion del contaminante eliminado por
el biofiltro en relacion con lo alimentado (ecuacion x).

e (Carga masica de entrada (gCH4 m™ h™'): Representa la masa de contaminante que
ingresa al biofiltro por unidad de volumen de lecho vacio, por unidad de tiempo.

e Capacidad de eliminacion (gCHs m™ h™): Es la masa de contaminante degradada
por unidad de volumen de lecho vacio por unidad de tiempo.
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Empaque

Corteza de
pino
compostada

Composta a
partir de
residuos

municipales

Composta

Composta
con restos
de maderay
perlita
Composta
con
materiales
inorganicos
(esponja de
poliuretano,

vermiculita o
Biobob)

Composta

Composta
de poda
vegetal

Composta
de poda
vegetal

Mezcla de
turba y

astillas de
madera

Compostada: Mezclada con residuos organicos. Perlita: Vidrio volcanico amorfo expandible cuando recibe calor.
Vermiculita: mineral formado por silicatos de hierro o magnesio. Biobob: Tipo de esponja doméstica comercial.
TRLV: Tiempo de retencion de lecho vacio. NM: No mencionado

Tabla 2.7 Ejemplos de sistemas de tratamiento para corrientes gaseosas con metano

TRLV
(min)

20-400

100

18

4.4

42.8
29.5

20

23

19

NM

Flujo

0.05-1.01
L/min

0.02
L/min

0.06
L/min

1.34
L/min

variable

0.1 L/min

15 L/min

62
mL/min

2.75
m3/min

Concentracion

inicial
(% v/v)

0.1-2.5

0.01-2.40

0.17-1.2

2.7-4.3

<4.5%

7.0

Eficiencia
de
remocion
(%)

ER>70
(Para
TRLVs>30
min)

100

100.0
17.0

76.5

Mayor a
90

90

75

<95

70

Carga
masica de
entrada
(gCHsm3
h-")

0.1-49.8

435

61

39.2

11-13

57

61-65

91.4

Capacidad de
eliminacion

NM

1036 g m2d’

61gm3h
9gm3h

30.1gm3h'

10.0-11.7 g m*3

h—'l

36.6 gm h'

40gm3h'

62 gm3h

37-68 g m3 h'
48-66 g m=3 h'

64gm3hT

Presencia
de H,S

(ppmy)

No

No

500
750

No
reportado

No

No

100-800
250

500
750

No

Autores

(Du Plessis
et al., 2003)

(Pawtowska
et al, 2011)

(Sanchez
Rodriguez,
2015)

(Barcén
et al., 2015)

(Brandt
et al., 2016)

(Lebrero
et al,, 2016)

(Huete

et al,, 2018)

(Ruiz Ruiz,
2017)

(Turgeon
et al.,
2011)
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2.2 Microorganismos participantes en la oxidaciéon de metano y sulfuro de
hidrogeno

Metanotrofos. - Estos microorganismos (Archea y Bacteria) oxidan el metano para obtener

energia y asimilan el carbono como parte del material celular del microorganismo. Este

tipo de proceso puede ocurrir tanto en ambientes anaerobios (teniendo como aceptor de

electrones el ion nitrato (NOs’)) o en ambientes aerobios (Madigan et al., 2015).

El proceso de oxidacion del metano comienza con la conversidon a metanol a partir del
metano por medio de la enzima metano monooxigenasa (MMO) (Figura 2.3). De esta
enzima existen dos tipos dependiendo del tipo de metanétrofo (Grupo |y Il, como se
presenta mas adelante): la particulada o asociada a la membrana citoplasmatica (pPMMO) y
la soluble (sMMO). La enzima pMMO se encuentra en la membrana de la célula en
condiciones suficientes de cobre, mientras que la enzima sMMO se presenta en el
citoplasma y se expresa en condiciones limitadas de cobre (Bedard y Knowles, 1989; Lee,
2016). Se sabe que la enzima sMMO tiene un sitio activo Fe-Fe, mientras que en la enzima
pPMMO tiene un centro catalitico de cobre (Ross y Rosenzweig, 2016).

Con el tiempo se han planteado elementos basicos sobre la taxonomia asociados con
caracteristicas de los metandtrofos que incluyen: organizacion de la membrana
intracitoplasmatica, contenido de sustancia proteica especifica de su DNA, via de consumo
de carbono (Figura 2.3) y la morfologia microbiana tomando como referencia la
contribucién de R. Whittenburg y sus colaboradores quienes realizaron una subdivisién de
microorganismos aislados en 1970 (Majdinasab y Yuan, 2017):

Grupo [:

e Tipo I: Microorganismos que procesan el intermediario aldehido por la via de
Ribulosa Monofosfato (RuMP) (Figura 2.4) con arreglos membranales cocoides. Se
saben que éstos pertenecen a la clase y-proteobacteria. Ejemplos de este tipo son
del género Methylomonas y Methylobacter.

e Tipo X: los cuales poseen bajos niveles de enzimas de la via de la serina teniendo
como base la ruta RUMP (Hanson et al., 1996; Madigan et al., 2015). En este grupo
se encuentran los metanotrofos similares a Methylococcus capsulatus.

Grupo Il

e Tipo Il: Microorganismos que siguen la ruta de serina (Figura 2.5) y tienen arreglos
membranales del tipo vibrio. Ademas, pertenecen a la clase a-Proteobacteria.
Ejemplo de estos microorganismos son de los géneros Methylosinus y Methylocystis.
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e Tipo lll: Del género Methylocapsa, se caracteriza por tener una estructura de la
membrana intracitoplasmatica empaquetada en paralelo sélo de un lado de la
membrana celular. No expresa sMMO. (Dedysh et al., 2002).

Grupo Il o Tipo IV: Este grupo incluye a los Verrucomicrobia (Kalyuzhnaya et al., 2015).

Metanotrofos Tipo I

CytCreq

HCH

HCOOH
NADH+H"

Metan()trofos Tipo 11 co,

Figura 2.3. Vias de oxidacion del metano y asimilacién del formaldehido. Abreviaturas: CytC, citocromo ¢; FADH,
formaldehido deshidrogenasa; FDH, formiato deshidrogenasa; pMMO, metano monooxigenasa particulada,
sMMO, metano monooxigenasa soluble. Tomado de (Hanson et al., 1996).

3 Ribosa-5-fosfato

3 HCHO Hexosa-6-fosfato
Reacciones de reordenamiento 3 Hexosa-6-fosfato
Hexosa fosfato
isomerasa
5 Gliceraldehido-3-fosfato -— 3 Fructosa-6-fosfato

'

1 Gliceraldehido-3-fosfato

/

Material celular

(3HCHO + ATP — Gliceraldehido-3-Fosfato + ADP)

Figura 2.4. Via RuMP para la fijacién de formaldehido. Tomado de (Hanson et al., 1996).
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acetyl-CoA __, 2 giioxilato —_—
MCL t/ 2 glicina

malyl-CoA 2HCHO ——.4 STHM
MTK T 2 serina
malato NAD* -NH, < l
} < NADHsH* Y
oxaloacetato 2 Hidroxipiruvato
NADH+H* HPR
T-q— C02 N AD+> l
Fosfoenolpiruvato 2 glicerato
2 fosfolicerato — » MATERIAL CELULAR

( 2HCHO + COg, + 3ATP + 2NADH — 2 FOSFOGLICERATO
+2 ADP + Pi + NAD")

Figura 2.5. Via de la serina para fijacién de formaldehido. Unicas reacciones catalizadas por hidroximetil serina
transferasa (STHM), hidroxipiruvato reductasa (HPR), malato tioquinasa (MTK) y malil coenzima A liasa (MCL)
son identificadas. Tomado de (Hanson et al., 1996).

2.2.2. Sulfo-oxidantes. - Estos microorganismos oxidan compuestos reducidos de azufre
(donadores de electrones) para proveerse de energia, tienen, por lo regular, como
producto final iones sulfato. Los compuestos de azufre que cominmente forman parte de
la generacion de energia son H.S, S° y S,05%". De lo anterior, se ha demostrado que existen
al menos 3 rutas de oxidacién del azufre (Figura 2.6). En general, las bacterias
sulfooxidantes usan oxigeno molecular (O2) como aceptor final de electrones, sin embargo,
en ausencia, algunas especies como Thiobacillus denitrificans ocupan iones nitrato (NOs).
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Figura 2.6 Oxidacién de compuestos reducidos de azufre por quimiolitétrofos del azufre. Etapas en la oxidacion
de diferentes compuestos reducidos del azufre. Se conocen tres rutas diferentes. Compuestos involucrados: HS":

sulfuro; SO azufre; S;03%": tiosulfato; SO3?°: sulfito y SO42: sulfato. Tomado de (Madigan et al., 2015).

Como se ve en la figura anterior, puede existir una ruta donde la oxidacién es directa de

H.S a SO4%, la cual se conoce como sistema Sox; otros quimiolitétrofos oxidan sulfito a

sulfato por medio de la actividad inversa de la fosfosulfato de adenosina-reductasa (enzima

esencial en las bacterias reductoras de sulfato); mientras que otros utilizan la ruta de la

enzima sulfito oxidasa, la cual es la ruta que mas ocupan estos microorganismos.

Las bacterias son ampliamente usadas en la biofiltracion de gases desorbidos debido a su

capacidad de sobrevivir en intervalos de pH amplios y su alta resistencia a sustancias

toxicas (Noyola et al., 2006) y entre los microorganismos mas utilizados son Chlorobium

limicola, Xanthomonas sp. chain DY44, Thiobacillus denitrificans y Thiobacillus ferrooxidans.
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2.3 Factores que influyen en la eficiencia de remocion del metano en

biofiltros
Se han identificado las caracteristicas principales para la supervivencia y desarrollo de los
metanotrofos en los biofiltros que a continuacién se describen.

Humedad: Este factor es determinante debido a que es con base en agua que se
transportan los nutrientes a los microorganismos, incluido el metano, que debe pasar a
fase disuelta. Esto debe mantenerse en un intervalo de 15-32% para permitir el flujo de
metano y oxigeno sin que haya limitaciones (Boeckx et al., 1996).

Contenido bajo de humedad promueve la formacién de canales de flujo preferenciales en
el seno del biofiltro y reduce la actividad metabdlica y absorcion de los gases
contaminantes. El crecimiento microbiano ocurre en valores de Aw de agua entre 0.85 y
0.99 (Morales, 1999). Para valores de 40% y 60% de humedad en materiales de composta
se tienen valores de Aw correspondientes al intervalo de 0.97 y 0.997, los cuales se han
reportado como Optimos para el metabolismo bacteriano (Morales et al., 2003). De
acuerdo con Huete et al, 2008, porcentajes de humedad en la composta de 40% a 65% han
sido considerados como adecuados para la operacién de biofiltros.

Temperatura y pH:

Se reportan una temperatura de cultivo desde 20°C a 45°C en pH neutro, asi como valores
entre 25°C-30°C como intervalo de temperatura de actividad 6ptima en biofiltros de escala
laboratorio (Gémez-Borraz, 2017); existe el reporte de aislamiento de metandétrofos en
ambientes con condiciones extremas (Trotsenko y Khmelenina, 2002). Se conoce que la
disminucion de la temperatura en ambientes de metanotrofos (de 20°C a 10°C) causa una
inhibicion reversible que depende del tiempo de exposicion a la menor temperatura
(Gémez-Borraz et al., 2017).

Por otra parte, se han reportado que los metandtrofos tienen un crecimiento 6ptimo en
valores de pH entre 6.6 y 7.0. Sin embargo, metanotrofos en suelo se han observado que a
partir del valor de pH 6.3 la capacidad de eliminacion de CH4 se ve disminuida y llegando a
valores entre 5.6 y 5.1 la oxidacién no se produce (Majdinasab y Yuan, 2017).

Nutrientes

Es importante la adicion de nutrientes necesarios al crecimiento de metan6trofos como
nitratos (NOs), fosfatos (PO43 ), metales traza (Cu®*, Fe?*, Zn®*, Mn?*, Ni**, Mo®*), aun
teniendo como sustrato principal el CH4 y asi tener un mayor consumo de este gas
organico (Albanna et al., 2007).
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Existe diversa informacién respecto al efecto que tiene compuestos de nitrégeno como
iones amonio (NHs") e hidroxilamina, los cuales son posibles inhibidores en el
metabolismo metandtrofo. Fundamentos que respaldan esto son que el amonio tiene
capacidad de ser oxidado por pMMO y sMMO, siendo un sustrato que entra en
competencia en esta via metabdlica (Hanson et al., 1996); la hidroxilamina tiene efecto
toxico y mutagénico en las bacterias metanotrofas y el nitrito reduce en forma
considerable la actividad metandtrofa (He et al., 2017).

El cobre tiene una influencia en la expresion de la naturaleza de la monooxigenasa, y en la
morfologia de la célula. En aquellos metano6trofos que expresan ambas formas de MMO -
soluble y particulada- el cobre es un factor clave en la regulacion de la expresion de los
genes que codifican sSMMO y pMMO, en particular para la segunda, asi como la actividad
de estas enzimas (Bedard y Knowles, 1989; Farhan Ul Haque et al, 2017). Estudios
realizados en reactores demostraron que un aumento en la concentraciéon de Cu®* de 0.05
a 25 mM aumentdé la gmax Y K¢ de las comunidades enriquecidas por un factor

aproximadamente de 3. Ademas, las concentraciones altas de Cu?*

apoyaron coeficientes
de diversidad mas bajos y aparentemente promovieron el crecimiento de metandtrofos
mas adaptados como Methylomonas. Sin embargo, no se registré un efecto claro de la
concentracién de CHs sobre la estructura de la comunidad o sobre la cinética de

biodegradacion de las comunidades enriquecidas (Cantera et al., 2016).

Disponibilidad del O,

En un estudio realizado por Hutton y ZoBell (1949), utilizando O puro, se obtuvo un
potencial maximo de oxidacién de CH4 en concentraciones de O; entre 10 y 40%; fuera de
este intervalo se presenta la disminucion del potencial de oxidacién del CH4 por lo que es
importante mantener una suficiente disponibilidad de Oz en el medio de reaccion donde
habiten los metandtrofos. Ademas, en valores de temperatura por encima de los 30°C se
observd una menor remocion de metano por una menor solubilidad tanto del oxigeno
como del metano (Gomez-Borraz, 2017).
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2.4 Intervencion del sulfuro de hidrégeno en la oxidacion del metano

Un reto importante en la biofiltracion del biogas es la inhibicion de metandtrofos por
medio de la presencia de H,S en el biogas (Zhang et al.,, 2016). Se han hecho estudios
particulares con ciertas especies de microorganismos y se ha encontrado que para
Methylocystis sp. se afecta la capacidad de oxidacion del metano al verse disminuida por la
presencia de H,S en una concentracion de 0.025% (250 ppm,), mientras que M. album se
vio afectado hasta 0.050% (500 ppm.) (Caceres et al., 2014).

En investigaciones realizadas en el Instituto de Ingenieria de la UNAM se ha encontrado
qgue el crecimiento de un cultivo metanétrofo se ve afectado a partir de 750 ppm, de H;S;
en un biofiltro escala laboratorio, la velocidad de degradacion de metano y la resultante
produccion de CO; disminuye a partir de 200 ppm, (Sanchez Rodriguez, 2015).

En otras pruebas con concentraciones mayores al 20% de metano, el H2S no inhibe la
oxidacién de metano en residuos sélidos municipales, pero en bajas concentraciones (5%)
si se observd un efecto inhibitorio (Estrada et al., 2014). Asimismo, los metanotrofos tipo |l
presentaron mayor resistencia y abundancia que los tipo |, por ende, una mayor tolerancia
al HxS (Long et al., 2013).

La inhibicién de la oxidacion de metano por parte de la presencia de H.S se ha
determinado que ha sido por la hidrofobicidad del metano y la solubilidad en agua del
H.S, siendo que la comunidad microbiana se encuentra inmersa en la fase acuosa, por lo
gue es necesaria la transferencia de los compuestos gaseosos a la fase acuosa para que
puedan ser consumidos por los microorganismos (Caceres et al., 2014; Estrada et al., 2014).
Por otro lado, también es necesario investigar cobmo es que la comunidad microbiana
cambia ante la variacién de concentraciones de H,S. Se han realizado estudios de la
interaccion entre organismos metanoétrofos y sulfooxidantes en el monitoreo de biofiltros
a escala laboratorio en el control de emisiones generadas en el tratamiento anaerobio de
aguas residuales municipales y se observé que el sulfuro de hidrégeno tiene un efecto
negativo en la oxidacion del metano, observandose este efecto a partir de 750 ppm.. Del
mismo modo, utilizando la técnica DGGE, Ruiz Ruiz (2017) no detectd la presencia de
metanotrofos a partir de 750 ppm, de H:S.

Esta inhibiciéon de oxidacion de CH4 es necesaria investigarla en escala piloto y determinar
como la comunidad microbiana cambia para tener 6ptimos rendimientos de eliminacion
de biogas en presencia de H:S.
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2.5 Herramientas de biologia molecular para el estudio de comunidades

microbianas en sistemas de biofiltros.
Existen métodos de ecologia microbiana los cuales permiten el estudio de las
comunidades microbianas. Es importante este tipo de métodos debido a que no es
necesario partir de un cultivo microbiano, el cual no se asemejaria a lo que se encuentre
en el seno del biorreactor.

Los métodos de rastreo de huella molecular (molecular fingerprinting methods) se usan
para la caracterizacion de organismos en muestras complejas de tal manera que se
obtienen datos multivariados y multidimensionales como los patrones de bandas
resultantes de la separacidon electroforética de proteinas o fragmentos de acido nucleico.
El objetivo principal en las técnicas de rastreo de huella molecular es agrupar los datos en
grupos significativos. Esta operacion por lo general se indica como reconocimiento de
patrones. Para este reconocimiento, se utilizan algoritmos que pueden ser especificos para
un campo de aplicacién, y otros son independientes de la naturaleza de los datos tratados.
La comprension de los algoritmos de tratamiento de datos es fundamental para una
comprension exhaustiva de los resultados y sus aplicaciones practicas. (Di Natale y
Martinelli, 2019; Dijkshoorn et al., 2001).

Se utilizan varios métodos para el rastreo de huella molecular: electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés), electroforesis en gel de
gradiente de temperatura (TGGE, por sus siglas en inglés), polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccion terminal (RFLP, por sus siglas en inglés) y polimorfismo de
conformacion de cadena sencilla (SSCP, por sus siglas en inglés) (Campbell, 2017). En la
Tabla 2.2, se presentan ejemplos de investigacion que utilizaron las técnicas anteriormente
mencionadas.
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Tabla 2.2. Técnicas de Biologia Molecular de primer acercamiento usadas en andlisis de ecologia microbiana en biofiltros.

Técnica

DGGE
(Electroforesis en
gel con
gradiente
desnaturalizante)

TGGE
(Electroforesis en
gel con
gradiente de
temperatura)

Investigacion
con biofiltros
¢En qué se basa? usando la
técnica
correspondiente

Diferencias en longitud

y secuencia
amplificando la

secuencia especifica del

gen de la subunidad
16S RNAr. La
separacion de bandas  (Ruiz Ruiz, 2017)
se da por las
diferencias de
concentracién de
sustancias
desnaturalizantes de

DNA a lo largo del gel.

Diferencias en longitud

y secuencia (Purswani et al.,
amplificando la 2014)
secuencia especifica del

gen de la subunidad

Ventajas

1) Permite la separacion
quimica de secuencias de
DNA clave sin necesidad de
secuenciar toda el DNA
contenido en la muestra.
2) Aplicable para fragmentos
de DNA de cientos de pares
de bases

3) Permite comparar una
misma comunidad a lo largo
del tiempo o en presencia de

diferentes condiciones
ambientales.
4) Se puede recuperar el DNA
de las bandas de los perfiles
del gel para ser secuenciado.

1) Se puede analizar RNA de
cadena simple y proteinas

2) Técnica altamente sensible

Desventajas

1) Es posible que ocurra la co-
migracion de fragmentos de DNA,
es decir que dos secuencias
diferentes de DNA compartan una
misma posicién en el gel.

2) Equipo costoso y sustancias
altamente téxicas

3) No podran detectarse
microorganismos que constituyan
menos del 1% de la comunidad.
4) Debido a la
microheterogeneidad en las
secuencias ribosomales es posible
gue un microorganismo esté
representado por varias bandas.

1) Dificultades técnicas para
mantener estables las condiciones
experimentales
2) No podran detectarse
microorganismos que constituyan
menos del 1% de la comunidad.
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16S RNAr, pero la
separacion se da por
diferencias de
temperatura a lo largo
del gel.

Rastreo de mutaciones
SSCP
(Polimorfismo de

usada en el diagnostico
molecular basada en la
Conformacion de migracion
Cadena Sencilla) electroforética del

DNA.

Mide diversidad de
T-RFLP genes individuales.
(Polimorfismo de Refleja variantes que
la longitud del difieren en la secuencia
fragmento de del DNA segun las
restriccion diferencias en los sitios
terminal) de corte de las enzimas

de restriccion.

(Mi et al., 2008)

(Maestre et al,,
2009)

1) Se puede distinguir entre
dos secuencias de DNA muy
similares

2) Uso preferible en
inserciones o deleciones
pequefas

1) Altamente reproducible
utilizando la misma
combinacidon enzima-sonda

2) Proporciona marcadores
codominantes

3) Debido a la
microheterogeneidad en las
secuencias ribosomales es posible
gque un microorganismo esté
representado por varias bandas.

1) Deteccidén de mutacion sin
aportar informacion acerca de la
mutacion concreta presente en el

DNA.

2) Si se trata de fragmentos largos
de DNA (> 200 pb), el método se
vuelve insensible a algunas
mutaciones
1) Para detectar diferencias entre
poblaciones, es necesario disponer
de numerosas sondas, lo que se
traduce en mayor inversion de
tiempo y dinero.

2) Proceso largo y laborioso
3) Se requiere grandes cantidades

de DNA (10 ug por ensayo) y de
buena calidad
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Para el presente trabajo se eligio la técnica de PCR-DGGE del gen 16S ribosomal porque
permite realizar evaluaciones de varias muestras de diferentes posiciones del biofiltro y
tomadas en tiempos diferentes y después poder escindir las bandas de los geles y mandar
a secuenciar.

Una vez obtenido el patrén de bandeo de los geles, se requiere un método analitico para
interpretar los resultados. El método analitico mas utilizado (analisis de cluster o patrones)
implica la comparacion por pares de bandas, sequido de su agrupacion en funcién de la
similitud y su posterior representacion en una estructura similar a un arbol denominada
dendrograma. (Dijkshoorn et al., 2001). Asi, es posible realizar un analisis comparativo de
todos los patrones de bandas generados por distintas muestras, ademas como determinar
la similitud o distancia existentes entre los distintos perfiles de DGGE. Este tipo de analisis
resulta muy conveniente cuando se estudia la estructura y dinamica de las comunidades
microbianas. En general, el software de estos programas hace calculos de matrices usando
el coeficiente de correlacion de Pearson, o utiliza los coeficientes de Dice o Jaccard. Por
otra parte, los dendogramas se construyen a partir de algoritmos como UPGMA
(Unweighted pair group method using arithmetic averages) o Neighbor Joining. En cuanto al
analisis de los perfiles de DGGE de comunidades microbianas, es posible calcular los
indices matematicos de riqueza, diversidad y dominancia (Ferndndez Suarez y Le Borgne,
1987).

El analisis UPGMA es un método de agrupamiento (clustering) para datos binarios
mediante el cual se utilizan similitudes por pares de patrones de DGGE para inferir un
dendrograma que representa estas distancias en forma grafica. Una matriz binaria se
traduce en una matriz de distancia que representa las similitudes de los patrones DGGE
utilizando un coeficiente de similitud. Varios autores han utilizado diferentes coeficientes
de similitud, en este trabajo utilizamos los coeficientes de Dice (Schafer y Muyzer, 2001).
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3 Justificacion, Objetivos e Hipotesis

3.1 Justificacion de la investigacion y planteamiento del problema

En la practica de la ingenieria ambiental se conoce, hasta ciertos detalles, la forma de
disefiar y operar los procesos de biorremediacion desde la perspectiva entrada — salida
(caja negra). Sin embargo, es necesaria la investigacién a mayor profundidad desde una
perspectiva bioldégica para mejorar los rendimientos de los procesos de biorremediacion
por la interrelacion que existe entre los factores fisicoquimicos y biologicos.

En los reactores anaerobios existen emisiones gaseosas contaminantes por lo que una
opcién para su control es el uso de la biofiltracién. En este tipo de sistemas se puede
aprovechar la capacidad de degradacion de microorganismos y convertir esos
contaminantes a compuestos menos perjudiciales al ambiente. Un ejemplo es el metano y
el sulfuro de hidrégeno que son convertidos a didéxido de carbono y iones sulfato,
respectivamente (Nikiema et al.,, 2007), los cuales son menos perjudiciales al ambiente.
Asimismo, para instalaciones de pequeio porte, este proceso representa un método de
eliminacion de gases de menor costo comparado con otros procesos fisicos, quimicos o
biolégicos porque es un método que puede usarse en temperatura y presion ambientales
(Noyola et al., 2006)

Uno de los mayores retos en los sistemas de biofiltracién en PTAR es la inhibicion de
metanétrofos por medio de la presencia de H,S en el biogas (Zhang et al, 2016). En
trabajos realizados en el Instituto de Ingenieria de la UNAM se ha investigado la
interaccion entre organismos metanotrofos y sulfooxidantes en el monitoreo de biofiltros
para el control de emisiones generadas en el tratamiento anaerobio de aguas residuales
municipales. En biofiltros escala laboratorio, la velocidad de remocion de CH4 asociada a la
produccion de CO2, se ve disminuida a partir de 200 ppm, de H,S, mientras que, a nivel de
microcosmos, el crecimiento de los metandtrofos se ve limitado a partir de 750 ppm, (Ruiz
Ruiz, 2017; Sanchez Rodriguez, 2015).

Con base en lo anterior, es necesario profundizar en el estudio del efecto inhibitorio del
H.S en la oxidacion del CHs4 y en la identificacion de un equilibrio dinamico entre las
diferentes comunidades de microorganismos metanotrofos y sulfooxidantes, en
condiciones de una planta real. Con esta informacién se avanzara en la mejora de los
métodos de biofiltracion de emisiones gaseosas de las plantas tratadoras de agua residual
municipal. El modelo idéneo para realizar esta investigacion es una planta de escala piloto.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Estudiar la dindamica de las comunidades microbianas en un biofiltro con composta a
escala piloto para la oxidacion de CH4 y H2S desorbidos de agua residual municipal tratada
por via anaerobia y relacionarla con la eficiencia de remocién de CHa.

3.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar la comunidad de metanotrofos y sulfooxidantes por medio de técnicas
de rastreo de huella molecular en un biofiltro a escala piloto, en el cual se variara la
concentracién de H5S.

e Determinar el cambio cualitativo de la comunidad metandétrofa durante el proceso
de biofiltracion al variar la concentracién de H.S.

e Relacionar la eficiencia del biofiltro con la diversidad microbiana contenida en
cuatro puntos en el material de empaque del biofiltro

3.3 Hipotesis

En un biofiltro empacado con composta, la disminucion de la remocion de CH4 cuando se
ingresa una concentracion de H,S mayor a 500 ppm, se relacionard con cambios
temporales y espaciales en la comunidad microbiana, en particular con los
microorganismos metanotrofos.
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4 Metodologia

4.1 Mencion de los métodos utilizados

Este experimento tuvo 3 fases experimentales (Figura 4.1) en las cuales el parametro
principal que cambié entre fases fue la presencia de H:S en la corriente gaseosa
alimentada al biofiltro. Las fases 1 y 2 se realizaron en la planta de tratamiento de agua
residual de la facultad de Ciencias Politicas y Sociales con las emisiones propias del
sistema en dos temporadas y la Fase 3 se realizé en la azotea del edificio 5 del Instituto de
Ingenieria con una mezcla controlada metano — aire al 2% Para la Fase experimental 1, el
biogas tuvo una concentraciéon de HS entre 400 y 500 ppm,; para la fase 2, la
concentracién de H,S fue mayor a 500 ppm, y la fase 3, el biogas no tuvo H,S.

y

Fase 3
e Alimentacion con
Fase 2 corriente gaseosa sin
H,S.
e Alimentacion con e Duracion: 28 dias
Fase 1 concentraciones
783317 ppm, de H,S
e Alimentacion con promedio
corriente gaseosa e Duracién: 24 dias
333+188 ppm, de H,S
promedio.

¢ Duracion: 68 dias

Figura 4.1. Etapas experimentales en las cuales variaron las concentraciones de HS.

Para las fases experimentales 1 y 2 (en la planta de tratamiento) se realizaron las
siguientes actividades que se enuncian en el siguiente cuadro:

Suministro de biogds desorbido (separado de la fase liquida) de un efluente
anaerobio de una PTAR para su eliminacidn en un biofiltro de composta.

Andlisis de Biologia Molecular de muestras de composta en cuatro puntos
diferentes en el material de empaque.

Relacién entre los parametros fisicoquimicos medidos y la informacién obtenida
con las técnicas de Biologia Molecular.

Figura 4.2. Descripcién de cada actividad experimental para las fases experimentales 1y 2.
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Para la fase experimental 3 (en condiciones de laboratorio) se realizaron las siguientes

actividades indicadas en el siguiente cuadro:

Suministro de mezcla metano y aire para su eliminacién en un biofiltro de

composta.

Analisis de Biologia Molecular de muestras de composta en cuatro puntos

diferentes en el lecho empacado.

Relacion entre los parametros fisicoquimicos medidos y la informacién obtenida

con la técnica de Biologia Molecular.

Figura 4.3. Descripcion de cada actividad experimental para la fase experimental 3.

Para analizar el efecto del suministro de biogas en el sistema de biofiltracién, se realizaron

las mediciones en el sistema de biofiltracion, y se muestran en la Figura 4.4. Las técnicas

empleadas en este proyecto se describen en los siguientes parrafos:

Suministro de biogas en el
biofiltro

*Medicién de concentraciones de
CH, y H,S que ingresd y salié del
biofiltro

eDeterminacion de porcentaje de
remocion y capacidad de
eliminacién de CH,

eDeterminacion de humedad de la
composta

eDeterminacion de pH de composta

*Medicidn de temperatura en los
puntos de muestreo del biofiltro

*Medicién de flujo de aire ingresado

Analisis de Biologia Molecular

eExtraccion de DNA de la muestra de
composta

e Determinacion de cantidad y
calidad de DNA gendémico obtenido
por espectroscopia

eReaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) del fragmento 16S
V3-V5 con grapa de GC

sElectroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante y corte de bandas

eReamplificacién de bandas cortadas
con cebadores normales.

ePurificacion de producto de PCR
mediante electroforesis de agarosa

*Enviio a secuenciar por método
Sanger

Relacion parametros
fisicoquimicos e informacion

obtenida con las técnicas de
Biologia Molecular

eAnalisis del perfil de bandas de
DGGE, obteniendo coeficientes
Spyl.

eComparacién de secuencias con
la informacién en BLAST en la
base 16S ribosomal RNA
sequences (Bacteria and
Archea).
ehttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/B
last.cgi

*Obtencion de dendrogramas a
partir del perfil de bandeo.

Figura 4.4. Técnicas utilizadas para la determinacion de los parametros fisicoquimicos y bioldgicos.
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4.1.1 Determinacién de parametros fisicoquimicos.

Las mediciones de las concentraciones de CH4 y H.S a la entrada y a la salida del biofiltro
se realizaron diariamente usando bolsas Tedlar (5 L de capacidad) para acumular volumen
suficiente para su analisis, con el analizador de gases portatil Biogas 5000 (Landtec, EUA).
Con ello se determiné la concentracion de metano, sulfuro de hidrégeno, CO; y O, (Figura
4.5).

Figura 4.5 Sistema de medicion de la mezcla de CH4, H,S y aire con bolsas Tedlar y el Biogas 5000.

El desempefio del biofiltro se determind en términos de carga masica de entrada (CM),
capacidad de eliminacion (CE) y eficiencia de remocion (ER) para el CH4 y H»S.

F*Ci
1%

CM =

_ F(C; — Cyp)
174

C—C
ER = Mx 100
o

CE
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Donde:

CM: Carga masica de entrada (g m> h™")

CE: Capacidad de eliminaciéon (g m™= h™)

ER: Eficiencia de remocion (%)

F: Flujo del gas (m* h'")

Ci: Concentracion de entrada del gas (g m™)

Cr. Concentracion de salida del gas (g m™)

V: Volumen de lecho empacado del biofiltro (m?)

Determinaciéon de humedad de la composta: Se realiz6 al final de cada fase, mediante el
método de gravimetria, Se colocaron 50 g de composta en una charola, se ingres¢ al
horno a una temperatura de 110°C y se dejo ahi durante 24 horas. Posteriormente se
realizd el calculo de la cantidad de agua en la muestra de composta de la siguiente
manera:

% Humedad = MX 100

M;

Donde:
Mi: Masa de composta humeda (g)
M. Masa de composta seca (g)

Determinaciéon de pH de composta: A las muestras de término de cada fase, se les
realizé una mezcla de composta y agua 1:1 la que se dejo en agitacion durante 30
minutos. La masa de composta que se tomo fue 20 g. Después de este tiempo, se filtro el
agua y se midio el pH con un potenciémetro (HANNA® instruments, USA).

4.2 Procedimiento general de la investigacidn experimental.

4.2.1 Planta de tratamiento de agua residual de la Facultad de Ciencias Politicas y
Sociales. (Fase 1y 2)

La planta de tratamiento se encuentra al costado noreste de la Facultad de Ciencias

Politicas y Sociales (FCPyS) enfrente de Tienda UNAM (Figura 4.6). El caudal que trata esta

planta es de 1.6 a 1.8 L/s. Para el tratamiento del agua tiene un reactor UASB, seguido de

un sistema aerobio de tipo secuencial. Para el desarrollo del trabajo experimental, se

instalé6 una columna alimentada por una fraccion del efluente anaerobio, con el fin de

41



desorber el metano disuelto y el sulfuro de hidrégeno y asi generar la corriente de
alimentacién al biofiltro empacado con composta.

e -

Figura 4.6. Planta de tratamiento de agua residual de la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales.

En la Figura 4.7 se observa el diagrama del proceso del tratamiento del caudal de agua
tratada. En el punto 1 se ubica la salida del efluente (agua tratada) del reactor UASB. En el
punto 2 se ubica la bomba centrifuga sumergible, para alimentar la columna de desorcion
con una fraccion del efluente del reactor con un flujo de 15 L/min (punto 3; Figura 4.7),
donde se realiza el proceso de separacion de la fase gaseosa de la fase liquida (desorcién).
En el punto 4 se ubican las columnas para reducir el contenido de H,S presente en la
corriente desorbida; y en el punto 5, en el biofiltro, se realiza (Figura 4.7) el proceso de
oxidacién bioldgica del CH4 y del H.S por parte de los metandtrofos y sulfo-oxidantes.
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Figura 4.7. Diagrama del proceso de desorcion del biogds del agua residual.

Ll

- K L]
Figura 4.8. Vista lateral del biofiltro y columna de desorcion ubicada en la PTAR. En la columna de desorciéon
sucede el proceso de separacion del biogds del agua tratada por medio de un flujo de aire.

Salida del gas tratado
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4.2.2 Sistema de alimentacién de aire en la fase experimental 3 (laboratorio).

Para la Fase Experimental 3, debido a fallas en el sistema eléctrico de la PTAR de FCPyS, se
requirid mover el sistema de biofiltracion a la azotea del edificio 5 del Instituto de Ingenieria. El
nuevo sistema consistio en lo siguiente:

Un tanque de metano al 99.0%, del cual se regul6 el flujo con una bomba peristaltica de
potencia con un cabezal del nimero 18 para poder obtener la mezcla de metano entre 2.5-2.0%.
En la Figura 4.9 se puede observar la linea amarilla que indica el recorrido del flujo del gas
metano. El aire fue alimentado por medio de un compresor portatil (Alita Al-80, capacidad de 80
|/min) y regulado por un rotametro.

\

Fuera de caseta

-

Puntos de muestreo

!

XK °
\
“ g: g: Bomba % L
\ 3 3 peristaltica 8 ®
\ o o O
| = | =S = ] e
‘\ 8 8 = Salida de
\ 8‘ Q lixiviados
-3

[
[ 1o
(

) Punto de muestreo

\
\
\
\
\ | S
\
\
\
\
\ Desfogue de alita Roté-
= e
‘ -
Ctg ——— Mezcla Aire-CH,4

\
Metano v\ Aire (alita)
\

de agua

| Dentro de caseta |

Figura 4.9. Diagrama del sistema de alimentacion de la corriente gaseosa con metano de la fase experimental 3.

El aire fue conducido hacia unas columnas con agua para que el aire estuviera saturado de
humedad al alimentar al biofiltro. La trayectoria del aire se muestra en la linea de color azul. El
aire humidificado y el gas metano se mezclaban en otra columna (Figura 4.10-C, mezclador).
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Figura 4.10. Fotografia del sistema de aire y biofiltracion de la fase experimental 3. En A) se muestra el tanque
de metano al 99.0%; en B) se muestra el compresor de aire y el controlador de la bomba peristaltica; y en C) se
muestra las columnas humidificadoras, la bomba peristdltica y el mezclador de gases.

4.2.3 Caracteristicas del biofiltro y el empaque de composta

El biofiltro es un recipiente tipo tinaco comercial de polietileno de baja densidad de 500 L
nominales. Tiene 85 cm de diametro y 60 cm de altura en su seccion recta; la tapa mide 55
cm de didametro (Figura 4.11). El volumen de lecho empacado es de 282.6 L (0.2826 m?>). El

material de empaque es composta de la Planta de Composta de Ciudad Universitaria de la
Universidad Nacional Auténoma de México. En la Tabla 4.1

caracteristicas de la composta utilizada en este trabajo.

se encuentran las
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Tabla 4.1 Caracteristicas de la composta utilizada.

Materiales de origen Porosidad Area superficial especifica ]
s 3 Referencias
(%) (m" m™)

Restos de poda, pasto, ,
. (Gémez-Borraz, 2017;
madera, arbustos, hojas y 50 2880 ) .
Ruiz Ruiz, 2017)

basura organica

- 0.55m -

o, 05°690°0°0°020690200003¢
Puntos de 05050505050505050505050,05¢
O 00 0 0 O 00 0.0 D(,:
¢ 0269099 0209202090 &)
muestreo 020%0% % 0202020%0%02024
O 0 0 nnunna“o‘.{
&3 0!
0000009030503020905050202094
03020303080303080803080805 08 0.6m
02020202020202020%0
0.15m 828282009080828000028080808¢
0.15m 800000000260800080820222802¢
05030250, uuu:nnnnac’a‘c g g :a‘
0.05m T —18289222020228020258585805 0508
0.10 m |

Figura 4.11. Fotografia y corte el recipiente utilizado para la biofiltracién del gas desorbido.
En este trabajo se mencionan tres tipos de composta:

1. Composta fresca, la cual apenas comenzo6 su proceso de compostaje dentro de un

intervalo de tiempo aproximado de 1 o 2 semanas.
2. Composta madura, la cual es el material organico que tenia mas de 6 meses de

estar en el proceso de formacién de composta.
3. Composta aclimatada, la que se encontraba en el biofiltro de la PTAR y habia tenido
contacto con biogas durante seis meses en un experimento anterior.

Para iniciar cada fase experimental se mezclaron en una proporcion 1:1:4:

e 1 costal de composta fresca,
e 1 costal de composta aclimatada y
e 4 costales de composta madura

46



El biofiltro que se operd previamente, y que fue fuente de composta aclimatada
(alimentada con metano al 2% durante 168 dias), tenia un volumen aproximado de 282 L,
por lo que esta composta se guardo en 6 costales para mezclarla con la composta fresca y
madura para las diferentes etapas de operacion. La composta fresca es necesaria para
evitar la compactacién de la composta y de este modo no generar canales preferenciales
donde el flujo de aire avanzaria.

Estas mezclas se realizan porque la composta madura y fresca alin no tienen una
comunidad microbiana adaptada para el proceso de oxidacion de metano.

4.2.4 Parametros de operacion

En todas las fases experimentales la alimentacién de metano diluido fue menor a 2.5% v/v
en mezcla con aire. El tiempo de retencion de lecho vacio (TRLV) fue de 22.7 minutos. En la
Tabla 4.2 se muestran los parametros de operacion de las tres fases experimentales.

Tabla 4.2 Parametros de operacion de las tres fases experimentales

Fase 1 Fase 2 Fase 3
TRLV (min) 22.7 22.7 22.7
% CH. 1.320.6 1.0+0.6 1.9+0.2
H2S (ppm,) 333+188 783+317 0
Duracion de 68 dias 24 dias 28 dias
experimento Septiembre- Noviembre- Junio-julio, 2019
noviembre, 2018 diciembre, 2018

En la primera fase de operacion, el biofiltro fue alimentado con una corriente
gaseosa proveniente del desorbedor, la cual pas6 por el pretratamiento con limadura de
hierro y después se cambid a utilizar disolucién Lo-cat. El objetivo fue reducir la cantidad
de sulfuro de hidrogeno, de acuerdo con el protocolo experimental mencionado.

En la siguiente etapa de experimentacion (fase 2), el biofiltro fue alimentado con
una corriente gaseosa proveniente de la columna de desorcién, sin tratamiento para
eliminar H,S, por lo que se alimento con la mayor concentracién de este gas. El empaque
del biofiltro fue cambiado por una nueva carga de la mezcla de composta previamente
definida, esto para retomar el tiempo 0 donde la composta no ha recibido perturbacion
con CHs y HaS.
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En la tercera etapa de operacidon, ya no en la planta de tratamiento, la alimentacion al
biofiltro fue realizada con una mezcla de metano y aire para obtener una concentracién
entre 2.5-2.0%, sin H,S. El empaque del biofiltro estuvo constituido de una nueva mezcla
de composta ya presentada.

4.3 Estudio de la comunidad microbiana

4.3.1 Generacion del muestreo

Se tomdé como muestra inicial de la mezcla de composta previamente descrita,
directamente dentro del biofiltro con un nucleador de PVC (Figura 4.12) con una longitud
de 60 cm. El dispositivo contaba con dos huecos de longitud de 17 cm separados entre si

por 15 cm. El volumen aproximado de toma de muestra es de 48.5 cm?.

. ¥ A AL A NN »’y: A»'".
Figura 4.12. Nucleadores que se utilizaron para tomar la muestra de composta. La marca en color morado
muestra hasta donde se ingresaba dentro del biofiltro. Arriba, compartimientos de muestreo abiertos, para toma
de muestra; abajo, cerrados, para introduccion y extraccién.

En la Figura 4.13, se puede observar los puntos de muestreo del biofiltro a lo largo de las
tres fases experimentales. Los lugares de toma de muestra se establecieron en dos alturas
distintas del biofiltro en el centro y la orilla del biofiltro, donde:

e 4.2 corresponde al nivel mas alto en el centro del biofiltro.

e 4.1 corresponde al nivel mas alto y cercano a la pared del biofiltro.

e 2.2 corresponde al nivel bajo en el centro del biofiltro.

e 2.1 corresponde al nivel bajo y cercano a la pared del biofiltro.

Los puntos de muestreo se definieron de este modo para tener una mayor cobertura del
cambio de la comunidad microbiana respecto al espacio. La frecuencia de toma de
muestra fue una vez por semana. Se tomaron aproximadamente 50 mL de composta. Las
muestras de composta se conservaron a 4°C hasta su analisis.
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Figura 4.13. Zonas de muestreo dentro del biofiltro.

4.3.2 Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA de la composta usando el Kit Power Soil Extraction de Qiagen, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se tomaron muestras entre 0.100-0.250 g de composta
para la extraccion.

4.3.3 Cuantificacién y determinacion de la integridad del DNA mediante
espectrofotometria y electroforesis

Para conocer la concentracion de acidos nucleicos se leyd la disolucion de DNA en un

espectrofotometro Nanodrop 2000 midiendo la absorbancia en una longitud de onda de

260 nm (se utilizd como blanco el disolvente de la extraccion, reactivo C6 del kit de

extraccion).

Las proteinas absorben en una longitud de onda de 280 nm, por lo que se utilizdé un
cociente de absorbancias (Azso/A2s0) para determinar la interferencia de contaminantes.
Los cocientes del DNA y el RNA puros son aproximadamente de 1.8 y 2.0, respectivamente,
por lo tanto un valor <1.7 indica contaminacién por presencia de proteinas en la muestra
(Cabrol et al., 2010).

Las mediciones de absorbancias en la longitud de onda en 230 nm &ptimas para una
muestra de DNA puro son entre 1.5-2.2; valores menores a 1.5 indican presencia de sales,
carbohidratos y fenoles (Matlock, 2015; Regalado, 2005).
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Se realizé una electroforesis al DNA extraido en geles de agarosa al 0.8% teiidos con
GelRed® a 78V durante 30 minutos.

4.3.4 Amplificacién de fragmentos de DNA por la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR)

De las extracciones realizadas, se llevaron a cabo reacciones de amplificacion con la

enzima polimerasa (PCR) para amplificar los fragmentos deseados de DNA. Los cebadores

utilizados son universales para amplificar la region V3-V5 del gen RNA ribosomal 16S del

dominio Bacteria (Yu et al.,, 2004) (Tabla 4.3). El cebador directo tendra una pinza de

guaninas y citosinas para usarlo en la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante

(DGGE). En la Tabla 4.4 se muestran los reactivos que se usaron para cada reaccién
individual de PCR de 15 o 22 L.

Tabla 4.3. Cebadores que se utilizaron para las amplificaciones por PCR.

Especificidad . Region Taman.oldel
Cebadores L. Secuencia 5'-3’ . amplicon
teorica amplificada
(pb)
Y B CCT ACG GGA GGC AGC AG Regién V3-V5
Universal CCG TCA ATT CMT TTG AGT del gen 16S 550
BAC 907r

TT RNAr

Tabla 4.4. Reactivo para la reacciéon de amplificacion.
Reactivo Concentracion final

Amortiguador de PCR (2X) 1X

MgCl; (3 mM) 1.5 mM

Mezcla de dNTP (400 uM c/u) 200 uM

Cebadores (c/u) 0.5 pM

DNA molde Entre 10y 20 ng
Taq polimerasa 1x
H20 Lo necesario para el volumen final
Volumen final 15022 uL
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El programa de PCR utilizado fue el que se muestra en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Programa de tiempos y temperatura para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Desnaturalizacién inicial

94°C durante 5 minutos

Desnaturalizaciéon

94°C durante 1 minuto

Alineamiento

57°C durante 45 segundos

Extension

72°C durante 45 segundos

22 ciclos (Se aplicd una
disminucién de 0.5°C por
ciclo terminado)

Desnaturalizacion

94°C durante 1 minuto

Alineamiento

46°C durante 45 segundos

Extension

72°C durante 45 segundos

8 ciclos

Extension final

72°C durante 5 minutos

Conservacion 4 °C

Obtenidos los amplificados, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1.4%
tefidos con GelRed ® a 82V durante 35 minutos a todas las muestras amplificadas, para
verificar la presencia de los amplicones y que éstos tuvieron el tamafio correcto
comparandolo con el marcador de peso molecular (GeneRuler®),

4.3.5 Separacion de fragmentos por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés).

La separacion de secuencias distintas presentes en los amplicones se realizaron de acuerdo

con el procedimiento del equipo DCODE (Bio-Rad, EUA).

La electroforesis se realiza en un gel de poliacrilamida al 6% con un gradiente de

desnaturalizacién (urea/formamida) entre 30 y 60%. La composicién del gel se muestra en

la tabla 4.6.

Tabla 4.6. Medidas de los reactivos de las disoluciones de alta y baja concentracién para generar el gradiente de
concentracion en el gel.

Reactivo 30% 60%
Bis-acrilamida 40% (mL) 2.7 2.7
TAE 50X (mL) 0.36 0.36
Glicerol puro (mL) 0.36 0.36
Urea (9) 2.268 4.536
Formamida (mL) 2.16 4.32
Volumen total (mL) 18 18

Se prepararon geles de 16x16 cm con un volumen aproximado de 30 mL y una capacidad
de 20 muestras corridas simultaneamente. Cada muestra consistié en 10uL de amplificado
de PCRy 2.5 pL de amoriguador de carga 5X. Las electroforesis se realizaron a 82V durante
15 horas.
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Terminado el proceso de electroforesis, los geles de poliacrilamida se tifleron durante 40
minutos con una soluciéon de colorante SYBR® Gold (1:10 000) diluido a 0.32X; al pasar
este intervalo de tiempo los geles se visualizaron en un fotodocumentador Aplegen
Omega Lum G Gel Documentation System y se tomaron fotografias para su posterior
analisis.

4.3.6 Analisis de perfil de bandas en geles de poliacrilamida
A partir de las fotografias de los geles de la DGGE, se utilizé el software Quantity One®
1.0 para identificar cada una de las bandas en cada carril del gel.

La informacion obtenida del software Quantity One se convirtié en matrices de
presencia/ausencia para calcular los indices de similitud y de organizacién de la
comunidad microbiana a partir de los perfiles de bandas generados en cada gel.

Con la matriz obtenida, se calcularon los indices y coeficientes para determinar
caracteristicas de las comunidades microbianas mediante la gestion de recursos
microbianos (MRM, por sus siglas en inglés), los cuales son:

e indice de similitud Sorensen-Dice (Sp) y Jaccard (J): Esto indices son utilizados
para la comparacién de comunidades con atributos similares. A partir de datos
cualitativos, es decir la ausencia y presencia de bandas se puede representar
distintos grados de perturbacién en el ambiente. Estos indices son los mas
utilizados y los valores obtenidos de este calculo van de 0 a 1, donde 1 expresa
total similitud (Cruz et al., 2014). Las ecuaciones para calcular estos indices son las

siguientes:
_ 2nyp
P g +ng
_ Nap
/= Ny +Np —MNyp
Donde

n, = Numero de bandas en el carril A (muestra 1)
ng = Numero de bandas en el carril B (muestra 2)

nyg = Numero de bandas que coinciden en ambos carriles (columnas en el gel de poliacrilamida)

Estos indices permiten conocer la similitud que existan entre las muestras comparadas,
entre mas cercanos sean los valores a 1, mas similares son. Estos valores permiten
conocer como se van dando los cambios a través del tiempo y entre diferentes puntos
de muestreo en el mismo dia de muestreo y asi conocer como el ingreso de biogas en
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el biofiltro va cambiando las comunidades microbianas. Para este trabajo se escogio el

indice de Jaccard porque no sobreestima la similitud entre muestras.

indice de organizacion de la comunidad (C,, community organization). Este
indice describe la uniformidad existente en la comunidad microbiana. Este valor se
obtiene a partir de los valores de intensidad reportados por el programa Quantity
ONE® esta correlacionado con el coeficiente de Gini, un valor que describe la
uniformidad en una comunidad microbiana por medio de la medicion del area
normalizada de Lorenz y la linea de uniformidad perfecta (Figura 4.14).

Valores de Gini mayores indican que una comunidad tiene un alto nivel de
desigualdad (menor uniformidad) (Marzorati et al., 2008; Wittebolle et al., 2009). Co
tiene valores porcentuales entre 0 y 100 y se calcula como el coeficiente de Gini
multiplicado por 100. La uniformidad puede influir en la estabilidad del
funcionamiento del ecosistema. Valores de C, bajos (entre 20-25) indican una alta
uniformidad, es decir en la comunidad microbiana estudiada tiene mayor
probabilidad de presentar alguna especie tolerante a una perturbacion en
comparacion con una baja uniformidad; valores de C, intermedios (entre 45-60)
indican que son comunidades balanceadas, las cuales tienen un gran potencial de
adaptarse a los cambios ambientales; mientras que altos valores de C, (>80) indican
una comunidad altamente especializada (Carballa et al., 2011).

1

0.9

Intensidad normalizada

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Bandas normalizadas

Figura 4.74 Ejemplo de curvas de Lorenz para la determinacion del indice de organizacion (C,) de comunidades

microbianas
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e Construccion de dendogramas: Para la construccion de las agrupaciones de
perfiles de bandas se utilizd el analisis UPGMA (Unweighted pair group method
using arithmetic averages). Este es un método de agrupamiento (clustering) de
datos binarios, mediante el cual se utilizan similitudes por pares de patrones de
DGGE, para inferir un dendrograma, el cual represente estas distancias en forma
grafica. Una matriz binaria se traduce en una matriz de distancia que representa las
similitudes de los patrones DGGE utilizando un coeficiente de similitud. Varios
autores han utilizado diferentes coeficientes de similitud; en este trabajo se
utilizaron los coeficientes de Dice (Schafer y Muyzer, 2001). El coeficiente de Dice es
otro coeficiente de similitud, también llamado Sorensen-Dice, ya antes descrito. Se
decidié utilizar el método de agrupamiento por medio de UPGMA que proporciona
los grupos mas plausibles y se ve menos afectado por las muestras que son
atipicas. (Bio-Rad, 1996).

4.3.7 Corte, reamplificacion y purificacion de bandas para secuenciacion

Se realizaron corte de bandas que tuvieron una mayor intensidad y definicion en el gel. Se
resuspendieron en 30 uL de agua y se traspasaron a un tubo de 0.2 ml. Se agité durante 20
segundos y se pusieron en incubacién a 36°C durante 50 minutos.

Se realizo la reamplificacion del DNA resuspendido con cebadores sin grapa de GC con el
programa descrito en la Tabla 4.5.

Se realiz6 electroforesis en agarosa al 1.5% depositando todo el producto de PCR
producido y se realizdo un corte de bandas del amplicon de 600 pb. Posteriormente se
utilizéd el kit QlAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, no. Cat. 28706, EUA). En el paso del
lavado con el amortiguador PE se dejo incubar durante 5 minutos. Para la elucién del DNA,
se realizé una incubacién de 5 minutos en la columna.

Después de realizar la purificacion se realizd una electroforesis en agarosa al 1.5%, para
comprobar la integridad y determinar la concentracién del producto de PCR purificado,
con el programa Imagelab y la escalera de DNA 100pb de GoldBio cat. No. D0O01.
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4.3.8 Secuenciacién

Para la secuenciacion por método Sanger, los productos purificados debian tener una
concentracién mayor a 25 ng/pl en un volumen mayor de 15 pL. Estos productos se
mandaron con una muestra de primer 341F (concentracion de 10 pM) a Macrogen Inc en
Sell, Corea del Sur.

4.3.9 Analisis de secuencias en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Después de recibir las secuencias, se realizé un alineamiento y un rasurado de las
secuencias recibidas para obtener mejores resultados en la busqueda en la plataforma de
BLAST en la base de datos de las 16S RNA ribosomal (Bacteria and Archea). Los resultados
que se obtuvieron en BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), y que se tomaron en

cuenta para el analisis de resultados fueron las que obtuvieron un porcentaje de cobertura
(Query cover) mayor a 80% y un porcentaje de identidad mayor al 80%.
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5 Resultados y Discusion

5.1 Primera etapa de operacion (Fase 1)

5.1.1 Resultados fisicoquimicos

En la Figura 5.1 se pueden observar las concentraciones de metano de entrada y salida junto
con los valores de concentracion de entrada de H:S. A la salida la concentracion fue de 0 ppm,
para el HzS en todas las mediciones. La alimentacion de metano al biofiltro fue irregular, ya que
provenia del efluente de la PTAR que trabajaba a condiciones reales. Los valores de entrada
presentaron un intervalo entre 0.3 y 3% de metano (promedio 1.3+0.6% v/v). El dia 16 destaca
un valor extremo [CH4] (8.4% v/v), resultado de un intento por regular la concentracién de
metano con ayuda de un cilindro con metano al 99%, ante una falla técnica que presenté la
planta de tratamiento. El arreglo no pudo ser controlado y fue retirado. Como se verd mas
adelante, esta entrada provocd un incremento de la temperatura dentro del biofiltro.
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Figura 5.1 Porcentaje en volumen de CH4 en la entrada y salida de biofiltro por dia y la concentracion de entrada al
biofiltro de H,S (Fase Experimental 1: H,S entrada 333+ 188 ppm,). Este gas no fue detectado a la salida. (Dia 16,
adicién externa de metano).
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En la Figura 5.1 también se muestra la concentracion de H.S que ingres6 al biofiltro,
destacando dos dias con valores muy elevados (930 y 920 ppm para los dias 42 y 43
respectivamente). La Figura 5.2 por su parte presenta la capacidad de eliminacion de
metano durante la fase de experimentacién.
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Figura 5.2 Gréfica que muestra la evolucion de la capacidad de eliminacién de metano y la concentracion de HS
medida ese dia de la Fase Experimental 1 (H.S entrada 333+ 188 ppmv).

La primera semana (dias 2, 5y 6) se registré una capacidad de eliminacién menor a 10 g
m> h™' de metano, lograndose incrementar para el dia 08. La concentracién de H.S ese dia
fue de 580 ppm,, y parece provocar una ligera disminucién de la CE de metano en el dia
09y 10.

Posteriormente, se recupera esta actividad y se mantiene asi (por arriba de los 20 g m= h™")
hasta el dia 21, cuando se presenta un ligero descenso, que es superado al registrarse el
incremento de la CE de metano hasta 32 g m> h™' en el dia 22, cuando se presenta una
concentraciéon de H,S de 619 ppm,. Este hecho parece afectar de nuevo la CE, ya que
vuelve a reducirse a valores de 15 g m™> h' y ligeramente superiores, correspondiendo en
esos dias con una concentracion de HS inferior a 400 ppm,. Tales condiciones
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incrementaron la CE a los valores mas altos registrados en esta fase, alrededor de 35 g m*®
h' para los dias 42 y 43, lo cual coincide con un incremento en la concentracién de
metano a la entrada, 2.9%. Sin embargo, en esos mismos dias, la concentracion de H,S fue
de 930 y 920 ppm,, lo que afecto la capacidad de eliminacion, reduciéndola hasta 14.8 g
m> h'. Durante el resto de este experimento, se presentaron variaciones en ambos
parametros sin una correlacién clara. Al final, en los dias 67 y 71, se identifica una
disminuciéon de la CE (por debajo de 10 g m™ h") a pesar de un incremento en la
concentracién de metano a la entrada, debido a que la concentracion de H,S alcanza las
500 ppm, en su correspondiente dia anterior.

50.0
45.0
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0

15.0

Capacidad de eliminacién CH, (g m-3 h-1)

10.0

5.0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0
Carga masica de entrada CH, (g m3 h?)

—eo—Fase 1 100% —o—75% - &= 50% - 0= 25%

Figura 5.3. Capacidad de eliminacion de metano respecto a la carga mdsica de entrada. Este grdfico muestra la
eficiencia de remocion de la Fase Experimental 1 (H2S entrada 333+ 188 ppm,) y las lineas a cuatro valores de eficiencia.
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En la figura 5.3, se puede observar el comportamiento de la capacidad de eliminacién de
CH4 dependiendo de la carga masica de entrada de CH4 Se muestra que en valores de
carga masica de metano menores a 20 g m= h' (1.2% v/v), la remocién del biofiltro fue del
100%. Para valores superiores, la remocion se vuelve irregular rondando entre 50% y 75%
de remocion. La menor capacidad de eliminacién en la Figura 5.3 (carga alimentada de 26
g m3 h") se obtuvo en los Ultimos dias de la experimentacién con [H2S] = 402 ppm,.
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Figura 5.4. Temperatura de cada punto de muestreo’ de la Fase Experimental 1 (H,S entrada 333+ 188 ppm,).

En la Figura 5.4, se pueden observar los cambios de temperatura dentro del biofiltro
en los 4 puntos de muestreo a lo largo de la experimentacion. Las tomas de temperatura
se realizaban entre 10 y 11 de la manana. En general se observa que los puntos dentro del
biofiltro se encontraron a mayor temperatura que la del ambiente. Como ya fue
mencionado, el dia 16 se alimenté metano de un tanque sin el debido control, lo que
provocoé una alta concentracién de metano a la entrada durante ese dia y una alta

1 Posicién en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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temperatura (43°C) registrada al dia siguiente (dia 17). En ese dia, el aumento de
temperatura fue mas notorio en el punto 2 de la pared y el punto 4 del centro. Otro punto
que destaca en valor de temperatura alto es el del dia 43, que corresponde con el mayor
valor de capacidad de eliminacién presentado en esta fase, derivado a su vez por un alto
contenido de metano en la corriente alimentada (2.9%). Es de destacar que el incremento
se registra en el nivel 2 (pared y centro), no asi en el nivel 4. También debe sefialarse que
ese incremento vino acompafado por una baja temperatura ambiente, de 14°C. El
incremento de temperatura se encuentra asociado a la actividad de los microorganismos
en la oxidacién de metano, observandose un aumento proporcional de temperatura
respecto a la concentracion y carga masica de entrada de CH4 (Huete et al., 2018).

5.1.2 Separacion de fragmentos por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés)

El gel que a continuacién se muestra es del 6% de poliacrilamida en gradiente

desnaturalizante 30-60% para la fase experimental 1.

La Figura 5.5 corresponde a la primera fase experimental alimentando el biofiltro con una

carga masica promedio de entrada de metano 17.3+12.1 g m> h™', una CE promedio de

metano 16.7+6.2 y concentracién promedio de H,S 333+188.

De la Fase 1 se cortaron 24 bandas, aunque en la imagen se puede observar un mayor nimero

de bandas. Sin embargo, hubo complicaciones para realizar su corte, como la dificultad para

mantener la integridad de la banda o para realizar la extraccion y purificacion del DNA

correspondiente; esto limitara la identificacion de microorganismos.
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Figura 5.5. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de las muestras? de la Fase Experimental 1 (C1 a diferentes
dias), marcando las bandas que fueron cortadas y purificadas para secuenciar. DOO: Dia 0, D40, Dia 40, D53: Dia 53 y
D68: Dia 68.

5.1.3 Analisis de perfil de bandas en geles de poliacrilamida

Para esta seccion se presentan los valores del indice de Jaccard, analisis de dendogramas y
los indices de organizacién de la comunidad (C,) obtenidos del perfil de bandeo de la
Figura 5.5 para la fase experimental 1.

Los valores del indice de Jaccard se comparan entre diferentes tiempos de
muestreo manteniendo el mismo sitio de muestreo (cuadrantes en la diagonal central; el
valor 1.00 indica mismo sitio y mismo tiempo), asi como en diferentes puntos de muestreo
con los mismos tiempos de muestreo (cuadrantes en el tridngulo derecho de la diagonal
central). Por esta razon hay espacios en color blanco, pues no se realizaron las
comparaciones entre diferentes tiempos en diferentes puntos de muestreo. Cada valor
Jaccard es un numero entre 0 (sin similitud alguna) y 1 (patrones 100% idénticos), y los
valores en las tablas fueron sefialados con colores para una mejor apreciacién, donde los
valores de 1.0 se encuentran de color verde (total similitud) y los valores menores a 0.20 se
encuentran en rojo (muy baja similitud).

42 41 2.2 2.1
Jaccard
DOO | D40 | D53 | D68 | DOO | D40 | D53 | D68 | DOO | D40 | D53 | D68 | DOO | D40 | D53 | D68

D00 1.00 054 025 0.28 | 052 0.39 0.50

a2 D40 1.00 035 0.40 0.68 0.61 0.39
D53 1.00 038 0.27 021 0.23
D68 1.00 0.42 0.38 0.34
D00 100 072 027 060 | 0.67 0.42

a1 D40 100 025 048 0.72 0.37
D53 1.00 0.23 021 0.22
D68 1.00 0.37 0.26
D00 1.00 073 047 035 | 034

- D40 1.00 055 042 0.46
D53 1.00 0.69 0.54
D68 1.00 0.55
D00 100 053 044 037
D40 100 048 053

21 D53 1.00 0.61
D68 1.00

Figura 5.6. Valores de Jaccard obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 1 Experimental.

En la Figura 5.6, muestran que para el punto 4.23 se not6 una mayor diferencia entre
perfiles de bandas entre el dia 00 y 53 con valores de J=0.25, lo cual refleja que hasta el

2 Posicién en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
3 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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dia 53 hubo una afectacién por el gas alimentado y esto se refleja en el tipo de
microorganismos encontrados, punto presentado mas adelante. Otra explicacion para este
cambio tan marcado entre los niveles 4 y 2, es el posible desarrollo de otro tipo de
poblaciones microbianas porque ya no se ejercio presidon de seleccion por el gas agregado,
dando lugar a poblaciones no consumidoras de CH4 y H.S Para el punto 4.1 se presento
una mayor diferencia entre perfil de bandas entre el dia 53 y 68, este ultimo con J=0.23.
Para el punto 2.2 se notd una mayor diferencia entre perfil de bandas entre el dia 00 y 68
con valores de J=0.35. Para el punto 2.1 se notdé una mayor diferencia entre perfil de
bandas entre el dia 00 y 68 con valores de J=0.37. De estos resultados se puede observar
que el nivel mas bajo de muestreo (nivel 2) presentd menores variaciones en el perfil de
bandeo que el nivel 4. Con ello se infiere que en el nivel 2 se desarroll6 una comunidad
microbiana mas robusta y resistente tanto a las variaciones en la concentracién de entrada
de CH4, H>S como en la temperatura (Figura 5.4), siendo éstas Ultimas mayores en el nivel
2 que en el nivel 4. Lo anterior se refuerza al observar los valores de Jaccard mas pequefios
en las muestras del dia 53 para el nivel 2.2 comparado con los niveles 4.1y 4.2 (J=0.21 en
ambos casos). Que se haya observado esa mayor diferencia hasta el dia 53 y no en el dia
68 (J=0.37 y 0.38 para 4.1 y 4.2) podria explicarse porque la carga masica de metano
promedio que entré después del dia 53 disminuyd de un 2413 gm™ h™' (promedio
calculado del dia 40 hasta el dia 53) a 1846 gm™ h™" (promedio calculado del dia 54 hasta
el dia 68). Ademas, en la Figura 5.2 se observa un pico de entrada de metano en los dias
42 y 43 que representd una carga de 48 g m> h™' (2.9% v/v) y después del dia 53 ya no
hubo cargas masicas de entrada tan altas. Finalmente, el analisis de la variacion del indice
de Jaccard en un mismo punto a lo largo del tiempo de experimentacién indica que el
nivel 2 presentd menores cambios (punto 2.1 de 0.53 en el dia 40, a 0.37 en el dia 68;
punto 2.2 de 0.73 a 0.35 en los mismos dias) comparado con el nivel 4 (punto 4.1 de 0.72 a
0.60, con un valor intermedio de 0.27 en el dia 53; punto 4.2 de 0.54 a 0.28 en los dias 40 y
68).

Analisis de dendrogramas.- Para la construccion del dendrograma, se tomé como
punto de partida la similitud mas grande en el patron de imagenes. Esto se realizé para
hacer un analisis comparativo de todos los patrones de bandas generados y determinar la
similitud o distancia existentes entre los distintos perfiles de DGGE.

Cada valor de coeficientes de similitud es un nimero entre 0 (sin similitud alguna) y
1 (patrones 100% idénticos). En el dendrograma de la fase experimental 1 (Figura 5.7) se
puede observar una similitud mayor a 0.70 entre los perfiles de bandeo expuestos. Se
observan 8 grupos (clusteres), donde las muestras que formaron clusteres aislados fueron
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4.1*y 4.2 del dia 53 (clusteres 1y 2) asi como 4.1y 4.2 del dia 68 (clusteres 5y 6) debido a
que la similitud fue menor al 0.7 en comparacién con las otras bandas. Como se habia
mencionado en la seccion de analisis de los valores de Jaccard, se encontré que el nivel 4
fue el que tuvo mayor diferencia entre si a lo largo del tiempo, en comparaciéon con el
nivel 2, de nuevo reforzando una mayor capacidad de cambio. Es importante mencionar
gue este nivel presentd menor humedad que el nivel 2 (el porcentaje de humedad del nivel
4 fue de 41.9% y 51.7% para el nivel 2) (Tabla 5.1) siendo uno de los parametros que
afectan a una comunidad microbiana y reflejandose en el perfil de bandeo

Las muestras 2.1 de los dias 40 y 68 forman el clUster 3; las muestras 2.1 del dia 53 y las
muestras del punto 2.2 de los dias 53 y 68, forman el clister 4; el resto de los clusteres se
forman por los dias 00 y 40 donde se observo que no hubo gran cambio, debido a que la
alimentacién de CH4 fue un poco menor que del periodo de dias 40-68, donde predomina
el establecimiento de las muestras del dia 00 y 40 en el cluster donde no hubo una mayor
evolucién en cuanto a la diversidad de la comunidad.

0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

cluster1 [ D53 —— ——— ]
Cluster2 | [ 4.2 D53
Cluster 3 —-{ Hlpes

2.1 D4o|l ==

2.1 D53}~
Cluster 4 2.2 D68

0 s M
Cluster 6 | 32D6E__ e — i ——

2.2 D40 : ! 10 s 2 ¢

Cluster 7 2.1 D0O0||

Figura 5.7 Dendrograma de distancias. Fase experimental 1 usando el método UPGAMA. Se encuentran
marcados los clusteres con similitud mayor a 0.7.

4 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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indices de organizacién de la comunidad. - Se determinaron los indices de organizacién
de la comunidad (Co). Los graficos utilizados para el calculo se encuentran en el Anexo
(seccién 7.5). Los valores obtenidos de C, se encuentran dentro del intervalo de lo que se
considera una comunidad equilibrada (0.45-0.60), la cual es capaz de lidiar con cambios en las
condiciones ambientales. Los valores de C, bajos (0.20-0.25) indican una comunidad
altamente uniforme y, valores altos (0.80) indican una comunidad altamente especializada
por lo que se podrian necesitar tiempos de recuperacion mas largos para contrarrestar un
estrés repentino (Carballa et al., 2011).

En la Figura 5.8 se presentan los valores de C, de la fase 1 experimental (carga
masica de entrada de CH4 promedio 22.0£9.2 gm™ h" y [H,S] promedio 3334188 ppm,). Los
resultados obtenidos de organizacion de la comunidad microbiana para esta fase experimental
determinan que se encuentra en un punto intermedio entre una comunicad equilibrada y
uniforme, dandole caracteristicas que permiten que tenga una adecuada adaptacién a los
cambios ambientales. Aparentemente, el periodo de alimentacion del gas (68 dias) no permitid
que la comunidad microbiana se volviera ain mas uniforme. El indice C, confirma que el nivel 2
presentd menores variaciones en su comunidad microbiana a lo largo del experimento, si se
compara con el nivel superior.
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Figura 5.8 Valores de C, de la Fase experimental 1.

65



5.2 Segunda etapa de operacién (Fase 2)

5.2.1 Resultados fisicoquimicos

Esta fase se operd durante 24 dias, sin periodo previo de adaptacion para las mayores
concentraciones de H,S, con varios valores por arriba de 1000 ppm,. La concentracion de
salida de metano en los primeros 3 dias sugiere que el sistema no arrancé de inmediato
(Figura 5.9). El porcentaje de alimentacion de metano fue alto en los primeros tres dias,
para luego reducirse el resto de la fase, con valores incluso menores a 0.5%. En esas
condiciones, el efecto de la alta concentracion de H,S no pudo ser puesto en evidencia, ya
gue la remocidén de metano y sulfuro de hidrégeno fue total (Figura 5.9).
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Figura 5.9 Porcentaje en volumen de CH4 en la entrada y salida de biofiltro por dia y la concentracion de entrada al
biofiltro de H,S. Fase experimental 2 (H,S entrada 783 ppm, +317)
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Figura 5.10. Carga mdsica de entrada y capacidad de eliminacién de CH4 y concentracion de HS por dia. Las grdficas de
CM y CE se sobreponen a partir del dia 7, indicando remocion del 100% en la fase experimental 2 (H.S entrada ppm,
+317).

La fase experimental comenzd con una capacidad de eliminacion de CHs4s muy baja,
asociada a altas concentraciones de HS (800 a 1350 ppmy) y alimentacién de metano por
arriba de 1.5%, alcanzando 23 g m>h" el dia 08 (Figura 5.10), cuando se presentd una alta
concentracién de H2S (1286 ppm,). Después del dia 9, cay6é la carga masica de
alimentacion por debajo de los 16 g m™2 h™' (1.0% v/v de CH.), obteniéndose una remocién
del 100% a pesar de las altas concentraciones de H,S entre los dias 7 a 11, cuando se
presento la carga de alimentacion de metano més baja (7 g m> h™' con 0.5% v/v de CHJ).

En trabajos similares, como el de Huete, 2017, se reportan que se afectd la capacidad de
eliminacion de metano al tener el biofiltro expuesto a concentraciones mayores de 500
ppm.. En ese trabajo se aplicaron cargas masicas de entrada mayores a 40 g m7>h’",
reduciendo la capacidad de eliminacidn de CH4 por debajo de los 20 gm™>h"". En contraste,
en la fase experimental 2, la maxima carga masica alcanzada después de los dias de
adaptacion fue de 23 g m>h™" (1.4 % v/v), sugiriendo que la capacidad de eliminacion con
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carga masica entre 7-23 g m>h"' (0.4-1.4% v/v) no se ve disminuida por la presencia de
H>S, permitiendo la completa remocién del CHa.
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Figura 5.11. Capacidad de eliminacién de metano respecto a la carga mdsica de entrada en presencia de alto contenido
de H,S en la alimentacion (H,S entrada 783 ppm, +317). Este grdfico muestra la eficiencia de remocion en la fase 2 y las
lineas a cuatro valores de eficiencia.

En la figura 5.11 se puede observar la dependencia que existe entre la capacidad de
eliminacion y la carga masica de entrada en presencia de altas concentraciones de H.S. A
partir de una carga masica de entrada de 23.6 g m>h™' (1.4 % v/v) se presenta una dréstica
disminucion de la capacidad de eliminacion de CH4, por debajo del 50%. Hay que hacer
notar que los puntos con menor eficiencia de remocién (y mayores valores de carga)
corresponden a los tres primeros dias de la corrida, cuando el biofiltro aun no estaba
plenamente activo.
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Figura 5.12 Temperaturas en los puntos de muestreo® en cada dia de la segunda fase experimental (HS entrada 783
ppm, = 317).

En la Figura 5.12, la temperatura maxima fue 45°C el dia 23 en la posicion 4.2 (centro),
seguida muy de cerca por el dia 8, pero en el nivel 2.2 (centro) con 44°C. Este ultimo
corresponde con la méaxima capacidad de eliminacién en esa fase (23 g m>h™"), seguido
por 16 g m>h"" para el 23, cuando se presentd un periodo de alimentacién de metano mas
estable (dias 14 a 24, con cargas de entre 11y 16 g m>h™"). Es notorio que la temperatura
dentro del biofiltro en los niveles 4 y 2 estuvo sistematicamente por encima de la
temperatura ambiente. También que la temperatura en el nivel 4 al centro mantuvo una
tendencia en ascenso durante practicamente la totalidad de esta fase. La oxidacién de CH4
es un proceso exotérmico, por lo tanto, se refleja en el aumento de temperatura del medio
(Huete et al., 2018). Es importante recordar que la temperatura se media entre 10 y 11 de
la mafana.

5 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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5.2.2 Separacion de fragmentos por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés)

El gel a continuacidon mostrado es del 6% de poliacrilamida en gradiente desnaturalizante
30-60% para esta fase experimental. Para esta fase, por complicaciones de extraccion de
DNA no se realiz6 el andlisis para los puntos 2.1 y 4.15 por lo que no se realizaron los
analisis correspondientes.

El gel (Figura 5.13) corresponde a la fase experimental 2 en la cual se alimenté el biofiltro
con una carga masica promedio de entrada de metano 11.6£11.5 (entre 7-49 g m> h™"),
una CE promedio de metano 10.8+5.6 g m> h™' y una concentracién promedio de H.S
783+317 ppm..

De la fase 2, se cortaron 15 bandas. En la imagen se puede observar un mayor ndmero de
bandas. Sin embargo, hubo complicaciones para realizar su corte, como la dificultad para
mantener la integridad de la banda o para realizar la extraccion y purificacion del DNA
correspondiente.

6 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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Figura 5.13 Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de las muestras’ de la Fase Experimental 2 (C2) a diferentes
dias, indicando las bandas que fueron cortadas y purificadas para secuenciar. DO4: Dia 04, D09: Dia 09, D16: Dia 16,
D24: Dia 24.

7 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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5.2.3 Analisis de perfil de bandas en geles de poliacrilamida

Para esta seccion se presentan los valores del indice de Jaccard, anélisis de dendogramas y
los indices de organizacion de la comunidad (C,) obtenidos del perfil de bandeo de la
imagen 7.10 presentada en anexos, para la fase experimental 2.

Los valores del indice de Jaccard se comparan entre diferentes tiempos de
muestreo manteniendo el mismo sitio de muestreo (cuadrantes en la diagonal central), asi
como en diferentes puntos de muestreo con los mismos tiempos de muestreo (cuadrantes
en el triangulo derecho de la diagonal central). De acuerdo con la Figura 5.14, donde se
muestran los valores de Jaccard de la Fase 2 experimental (carga masica de entrada de CH4
promedio 16.4+6.2g m~ h™' y [H>S] promedio 783+317 ppm,), para el punto 4.2 (centro) se
presenté una mayor diferencia entre perfil de bandas entre los dias 04 y 09 con el dia 24,
con valores de J=0.35 en ambos casos. Esto sugiere que esta zona se vio mas afectada por
la alimentacion de metano que el nivel 2.2 (centro) en el transcurso del tiempo. En ese
punto, la mayor diferencia se dio entre el dia 4 y 24, con un valor de J de 0.41.

Las muestras que mostraron mayor diferencia en un mismo dia con relacion a los
dias anteriores en un mismo punto de muestreo fueron las correspondientes al punto 4.2
(centro) en el dia 24 (J entre 0.35 y 0.38), indicando un marcado cambio de la comunidad
microbiana respecto al espacio a lo largo de la experimentacién. En los puntos 4.1 y 2.1
(posiciones de las orillas del biofiltro) no se logré una extraccion de DNA de una adecuada
calidad, lo que impidié que se analizara los dias 24 para estas muestras. Sin embargo, se
observa que no hay variacion tan marcada en la comparacién de comunidades microbianas
hasta el dia 16, manteniéndose estos puntos de muestreo con una comunidad parecida.

Jaccard 42 4.1 22 2.1
D04 | D09 [ D16 | D24 | D04 | D09 | D16 | D04 | D09 | D16 [ D24 | po4 | po9 [ D16
D04 | 1.00 045 050 035 | 058 0.36 0.36
4y D00 1.00 080 035 0.67 0.47 0.60
D16 1.00 038 0.50 0.41 0.57
D24 1.00 0.30
D04 1.00 064 057 | 047 0.47
41 | D09 1.00 0.64 0.50 0.67
D16 1.00 0.67 0.53
D04 1.00 067 047 041 | 057
,, | Do 1.00 075 0.62 0.57
D16 1.00 055 0.53
D24 1.00
D04 1.00 046 053
2.1 | D09 1.00 0.54
D16 1.00

Figura 5.74. Valores de Jaccard obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 2 Experimental.
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Andlisis de dendrogramas.-A partir del dendrograma de la fase experimental 2
(Figura 5.15) se observa que hubo formacién de 4 agrupamientos, con una similitud mayor
a 0.70. En el cluster 4 se ubicaron la mayoria de las muestras, quedando separadas las muestras
de los niveles 2.2 (centro) del dia 24 (cluster 1); 4.1 (orilla) del dia 04 y 4.2 (centro) del dia 24
(cluster 2); y 4.2 (centro) del dia 04 (cluster 3). Es notorio que no se presentaron diferencias
marcadas en los dias intermedios de la experimentacién (9 y 16), incluidos los dos puntos del
nivel 2 en el dia 4 que tampoco mostraron diferencias (todos ellos agrupados en el cluster 4).
Las diferencias se presentaron en el dia 24 (puntos 2.2 y 4.2). La similitud entre los puntos 4.1
dia 4 y punto 4.2 dia 24 no tiene una explicacion evidente. Esta fase presentd a partir del dia 9
una baja concentracién de CH4 en su alimentacién (0.4%) que llegd a 1% en el dia 20, lo que
representa una baja carga en esos dias (7 a 16 g m> h™"), alcanzando el 100% de la remocién
de metano. La limitacion de sustrato ejerci6 menor presion de cambio en el sistema, lo que se
ve reflejado en alta similitud de sus comunidades a lo largo del tiempo y para la mayor parte de
los puntos de muestreo. La mayor diferencia en el perfil de bandeo del punto 2.2 al término de
la fase 2 (dia 24), puede asociarse a que este punto (nivel bajo, centro), conté con mayor
disponibilidad de sustrato al encontrarse en el nivel mas proximo al punto de ingreso del
gas.

0_148 0.60 0.70 0..80 0..90 1.00

Cluster 1 | 2.2D24__ L1

4.1 D04

Cluster 2 ————1
4.2 D24

4.2D04| i

2.2 D09

I

Cluster 3

2.1 D16

2.1 D09

4.2 D16 []
Cluster 4 4{
4.2 DO

2.1 D04

2.2 D04
4.1D0
Figura 5.15. Dendrograma de distancias. Fase experimental 2 usando el método UPGAMA. Se encuentran
marcados los clusteres con similitud mayor a 0.7.

indices de organizacién de la comunidad. -En la Figura 5.16, se presentan los valores de
Co, de la fase 2 experimental (carga masica de entrada de CH4 entre 16.4+6.2g m> h™'y
[H2S] promedio 783+317 ppm,). Siguiendo los criterios establecidos anteriormente y asociados
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a Co, se encuentra en la seccidon 3.3.6, estos valores se encuentren dentro de un intervalo 23.8-
29.4% y son menores que los obtenidos en la Fase 1 (29-39.8%) indicando que se desarrolld una
comunidad microbiana mas uniforme en la Fase 2. Al ser una comunidad uniforme existe mayor

probabilidad de que esté presente algin microorganismo tolerante a las perturbaciones
ambientales (Carballa et al., 2011).
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Figura 5.16. Valores de C, de la Fase 2 experimental.
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5.3 Tercera Etapa de Operacion (Fase 3)

5.3.1 Resultados fisicoquimicos
A continuacion, en la Figura 5.17 se muestra el porcentaje v/v de CHs que ingresé y salié del biofiltro a lo largo de los 29 dias de
duracién de esta fase experimental, en la que no hubo presencia de HS. Se observa que no se alcanzo6 una total remocion de metano
y el pico maximo de concentracion de CH4 que ingreso fue de 2.5% (v/v) y el minimo fue 1.2% (v/v). En esta fase experimental se

realizaron 3 mediciones por dia, por esta razon, aparecen mayor nimero de datos.
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Figura 5.17. Porcentaje en volumen de CH4 en la entrada y salida de biofiltro por dia. Fase experimental 3 (sin H>S).

24 (9:45 am)

25 (8:28 am)

25 (3:40 pm)

26 (7:50 pm)

75

28



En la Figura 5.18, puede observarse la carga masica de entrada y la capacidad de eliminacion de CH4 durante la operacion. La
variacion en la concentracion de entrada es menor que en las dos fases anteriores, debido a que la mezcla metano-aire fue
controlada. Se realizaron mediciones de metano a la entrada y a la salida tres veces al dia (mafiana, mediodia y tarde). Debido
a problemas técnicos con la alimentacion del biofiltro con la mezcla de metano (la cual fue corregida el mismo dia), la
muestra del dia 11 a las 08:00 horas no fue tomada. Se observa una CE mayor a 20 g m~>h"" en general durante la fase
experimental. La maxima capacidad de eliminacion fue de 35.6 g m~>h" del dia 19 a las 08:00 pm, manteniéndose una

tendencia que seguia las variaciones de la carga masica de entrada de CHa.
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Figura 5.18. Capacidad de eliminacién de CH4 del biofiltro en diferentes dias y horas de toma de muestra. En la Fase Experimental 3 (sin H2S) se aumenté la toma de
muestra de gas a 3 veces al dia.
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Figura 5.19 Capacidad de eliminacién de metano respecto a la carga mdsica de entrada. Este grdfico muestra la
eficiencia de remocién de la Fase 3 (sin H>S).

La figura 5.19 muestra un comportamiento de capacidad de eliminacion superior al 75%,
aun a cargas altas, por encima de los 30 g m?® h. Los puntos donde se observan
eficiencias de eliminacién menores al 50% corresponden a los primeros dos dias de la fase
experimental. Aparentemente, la mayor carga de alimentacién aplicada en esta Fase, mas
la ausencia de H.S, permitieron mantener mayores CE en comparacion con las fases 1y 2.

La temperatura dentro del biofiltro se midié con el apoyo de sensores de temperatura que
se colocaron en el seno del material de empaque en 4 distintos puntos. En la Figura 5.20,
se observan los cambios de temperatura registrados, con 3 valores al dia. En el dia 22 se
observa una disminucién de las medidas tomadas por los sensores de temperatura; esto se
asocia con una fuerte lluvia que se presentd en el dia de toma de muestra, lo que
aparentemente afectd a todos los sensores. Posteriormente, algunos de ellos volvieron a una
operacion normal, aunque no todos; por ejemplo, el sensor 2.2 (centro) tuvo medidas de hasta
80°C lo cual no es una medida confiable para el seno de composta.

77



90.0

80.0
70.0 o o} \ '
g 0© 6.00° o ©O
60.0
;O O
1
— (@]
© 50.0
=]
o
3 40.0 ‘ \
E Al
2 (
30.0 '
200 f ©
9,
10.0 (
0.0
PPN QRN QAR RN R R RSP AR
o% A7 8 o 9% of of o o° of % 0% of A% R 9% ©° ©° 2% of of AN SR 0% o oF ©°
b \“’(\/0-9-’.’>~.0~?’~.\f SV VY T RN R S R ) N S MR A
& RN I R R R R A R IR GO RN
N DTN S A S S V) 10 A P VA VRV I A O R O
Dias de muestreo
=@==2 Centro =@==2 Pared O=4 Centro =@=/ Pared =@==Ambiente

Figura 5.20. Valores de temperatura dentro del biofiltro y del ambiente por dia y ciertas horas de la operacién de la fase experimental 3 (sin H>S). Las lecturas de los
sensores 2.2 (centro) y 4.2 (centro) no son confiables a partir del dia 23.
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Con respecto al cambio de temperaturas dentro del biofiltro, los dos puntos del nivel
superior del biofiltro (4.1 y 4.2) presentan un comportamiento similar durante los primeros
20 dias. Sin embargo, a partir del dia 24, y como resultado de un posible desperfecto
mencionado en el parrafo anterior, se registré un incremento en la temperatura en el
punto 4.2 (centro), llegando a una temperatura maxima de 69.8°C. El sensor 4.1 (pared) ya
no se recuperd. Este valor pudo verse influenciado por las fallas técnicas de los sensores,
como ya se menciond, llevando a una lectura errénea.

Las temperaturas en el punto 2 del biofiltro en el centro (2.2) y en la pared (2.1) registran
una mayor variacion entre ellas desde el arranque, solo con valores similares en el periodo
del dia 9 al 11. A partir de ese dia, la temperatura en 2.1 (pared) de ese nivel se mantuvo
por debajo de los 40°C, para volver a ascender hasta 52°C, practicamente igualando la
alcanzada por el punto 2.2. Posteriormente cae, y unos dias después presenta un
desperfecto que lo inutiliza. Por su parte, el sensor del centro del nivel 2 (punto 2.2),
registro la mayor temperatura practicamente durante toda la fase experimental, sobre los
50°C (dias 15 a 20), hasta el dia en que hubo la fuerte lluvia ya mencionada. Al dia
siguiente, la temperatura se incrementa en escasos dos dias, alcanzando hasta 80.7°C del
dia 24, indicando una posible falla.

En la Figura 5.20, se observa que los puntos en el centro del biofiltro presentan una
temperatura mayor que en los puntos cercanos a las orillas, con valores que indican que esa
zona esta inhibida por la alta temperatura, sugiriendo que la actividad metandtrofa se
realiza en la periferia del medio de composta, donde las temperaturas son menores de
40°C, salvo unos dias en el nivel 2.1, de acuerdo con el sensor activo en el nivel 4 pared. La
oxidacion del metano libera calor metabdlico, que se transporta por conveccién hacia las
capas superiores debido al flujo de gas alimentado, y por conduccién hacia el centro del
biofiltro y hacia el exterior. El gradiente de temperatura que se crea en ambas direcciones
favorece el transporte de calor hacia el ambiente a través de la pared del biofiltro. Puede
también inferirse que la corriente de gas tratado no enfria lo suficiente el centro, en donde
se establece un equilibrio producto del calor metabdlico producido en la zona activa
inferior, transportado por conveccion, el propio de esa zona, limitado por la inhibicion de la
reaccion biolégica debido a la alta temperatura, con el transportado por conduccién hacia
la zona perimetral debido al gradiente de temperatura y el retirado por conveccién de la
corriente de gas hacia la salida.
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5.3.2 Separacion de fragmentos por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés)

El gel a continuacién mostrado es del 6% de poliacrilamida en gradiente desnaturalizante

30-60% para esta fase experimental.

El gel (Figura 5.21) corresponde a la fase experimental 3 en la cual se alimento el biofiltro

con una carga masica promedio de entrada de metano 30.6+3.5 g m> h”', una CE

promedio de metano 25.4+5.3 entre g m™ h™' y sin presencia de H.S.

De la fase 3 se cortaron 40 bandas. En la imagen se puede observar un mayor nimero de

bandas. Sin embargo, hubo complicaciones para realizar su corte, como la dificultad para

mantener la integridad de la banda o para realizar la extraccion y purificacion del DNA

correspondiente. En esta fase existieron mayor nimero de bandas cortadas que en las fases

anteriores, y se observd que varias bandas fueron identificadas con el mismo tipo de

microorganismo.
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Figura 5.27 Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% de las muestras® de la Fase Experimental 3 (C3) a diferentes
dias, marcando las bandas que fueron cortadas y purificadas para secuenciar. Las muestras del tiempo 00 no se

pudieron analizar en el gel de DGGE. D05: Dia 05, D14: Dia 14, D22: Dia 22 y D28: Dia 28

8 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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5.3.3 Analisis de perfil de bandas en geles de poliacrilamida

Para esta seccion se presentan los valores del indice de Jaccard, analisis de dendogramas y
los indices de organizacién de la comunidad (C,) obtenidos del perfil de bandeo
presentado en la Figura 5.21, para la fase experimental 3.

Los valores del indice de Jaccard se comparan entre diferentes tiempos de muestreo
manteniendo el mismo sitio de muestreo (cuadrantes en la diagonal central), asi como en
diferentes puntos de muestreo con los mismos tiempos de muestreo (cuadrantes en el
triangulo derecho de la diagonal central).

De acuerdo con la Figura 5.22, donde se muestran los valores de Jaccard de la Fase
3 experimental (carga masica de entrada de CH4 30.6+3.5g m™ h™' y sin presencia de H>S)
el punto 2 centro (2.2) entre los dias 05 y 29, fue el que mostré mayor diferencia respecto
al tiempo en todos los puntos de muestreo (J=0.19), seguido de cerca por el dia 22
(J=0.22). Esto puede explicarse por el hecho que este punto recibiria de una manera mas
directa la alimentacién de la corriente gaseosa con metano. El punto en ese nivel,
correspondiente a la orilla (2.1), presentd la mayor variacion al dia 22, en comparacion con
el dia 5 (J=0.38). Por su parte, el nivel superior alcanzé su maxima variacion en el valor del
indice en el punto 4.1° entre los dias 14 y 22 (J=0.35) y los dias 5 y 29 (J=0.36).
Aparentemente, el nivel superior los cambios estuvieron asociados a la orilla del sistema,
probablemente debido al efecto de pared (menor resistencia al flujo y, por lo tanto,
formacidn de caminos preferenciales) que se presenta en lechos empacados.

La mayor variacion en un mismo dia de toma de muestra fue en el dia 14 entre los
puntos centrales de ambos niveles (2.2 y 4.2 con J=0.10). Esto parece apoyar lo observado
en el parrafo anterior, en el sentido que el nivel bajo al centro recibia la corriente gaseosa
adecuadamente, mientras que, en el nivel superior, se favorecia el flujo por las paredes del
biofiltro, dejando el centro con menor alimentacion. Ademas, en el punto 2.2 se registro
un pico en la temperatura de 51.4°C, comparado con el maximo alcanzado en el punto 4.2,
gue no paso de los 40°C hasta antes del dia 14 (Figura 5.20). Otro cambio importante en el
indice de Jaccard se dio en el dia 29 entre los puntos 2.2 y 4.1 (J=0.23), los puntos en
donde se infiere se presentaba mayor flujo de gas y por ende de sustrato.

9 Posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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Jaccard 4.2 4.1 2.2 2.1
pos | D14 | D22 | D29 | D05 [ D14 | D22 | D29 | D05 | D14 | D22 | D29 | DOS | D14 | D22 | D29
D05 [ 100 055 044 041 | 0.54 0.67 0.32
4y |014 100 041 039 0.73 0.10 0.40
D22 100 0.3 0.40 0.50 0.36
D29 1.00 035 046 047
D05 100 047 039 036|058 0.38
4q |14 100 035 0.42 0.44 047
D22 100 054 0.55 0.39
D29 1.00 0.23 036
D05 100 033 022 019|041
,, |14 100 055 046 0.47
D22 1.00 077 0.48
D29 1.00 042
D05 100 045 038 045
D14 100 048 0.60
1 oz 100 055
D29 1.00

Figura 5.22. Valores de Jaccard obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 3 Experimental.

Analisis de dendogramas.- En la Figura 5.23 se puede observar, para la fase 3, la
presencia de 3 clusteres con una similitud mayor a 70%. Las muestras que se diferenciaron
mas en el perfil de bandeo fueron 2.1 (orilla) del dia 22 y 2.2 (centro) del dia 14. El resto de
los puntos se engloban en un gran clister que puede diferenciarse si se considera el
criterio de similitud mayor a 70%. En tal caso, se distinguen 3 clusteres. Las muestras
aisladas se interpretan como resultado de un cambio transitorio en las condiciones
ambientales de ese punto fuera del patron.

0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

Cluster 1 2.1 D22| ==m:

. 2.2 D14
4.2 D22

I 4.2 D29

4.2 D05
2.2 D29
r——
2.1 D05
Cluster 3 2.1 D14
4.1 D29

s DR~
4.1 D14
4.1 D05

4.2D14
Figura 5.23 Dendrograma de distancias. Fase experimental 3 usando el método UPGAMA. Se encuentran
marcados los grupos (clusteres) con similitud mayor a 0.7.

Cluster 2
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indices de organizacién de la comunidad.- En la Figura 5.24, se observan los valores de
Co de la fase 3 experimental (carga masica de entrada de CH4 promedio entre 30.6+3.5g m”
> h'y ausencia de H,S). En esta fase experimental, las muestras revelan una comunidad en
cierta medida equilibrada, con valores del indice de entre 23.8 y 33.6, cercanos a los registrados
en la Fase 2 (23.8 — 29.4). La variacién mas evidente se dio en el punto 2.2 (centro) con un
descenso del indice al dia 14 (23.8%) para incrementarse a 30.5% y permanecer en ese nivel
hasta el final. El punto 2.1 (orilla) presentd un patron semejante, pero desfasado al dia 22
(26.7%).

40.0
) 33.6 [9)
<300 @ © g @ 00 0 7 g g 0 T e
=~ 33.1 322 315 31.2 318 N 1 32.9 32.3
o 250 | 323 30.1 | 311 ' @ 238 207 309 !
% 20.0 -
(_3 15.0
< 100
5.0
0.0
n < o~ [*)] n < o~ [*)] n < o~ [*)] n < o~ [*)]
o i o o o i o o o i o o o i o o
o (a)] a (=] o (a)] a (=] o (a)] a (=] o (a)] a (=]
(o] o (9] [aV] i L] i i (o] o (9] o — Ll i —
< < < < < < < < ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
Muestras

Figura 5.24 Valores de C, de la Fase 3 experimental.
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5.4 Evaluacion General de la Operacion

5.4.1 Parametros fisicoquimicos

En la figura 5.25 se observan los porcentajes de remocién de metano en las 3 diferentes
condiciones de alimentacion de H,S, asi como la carga alimentada de metano. Los datos estan
expresados a lo largo del periodo de operacion para cada fase experimental, siendo el origen de
la gréfica, el arranque de cada una de ellas. Para la fase 1 ([H.S] promedio 333+188 ppm.) se
observan fluctuaciones importantes en el porcentaje de remocion, debido a la variable carga
masica de metano que ingresd, entre 5-50 g m= h'' (carga méasica promedio de CH 17.3+12.1
g m3 h"). Para la fase 2 ([H.S] promedio 783+317 ppm,) se observa un porcentaje de remocion
de practicamente el 100%, esto debido a que la carga masica de metano alimentada fue menor
a 25 g m? h' (carga masica promedio de CH4 11.6+11.5), favoreciendo la remocion total de
metano. Para la fase 3 (ausencia de H,S), la carga masica de metano de entrada fue
relativamente estable con la carga maéasica promedio de entrada de metano mas elevada
(30.6+3.5 g m™ h"), ya que se tuvo un mejor control sobre este parametro. Aun asi, son
notorias las fluctuaciones en el porcentaje de remocion de metano, lo que podria atribuirse a los
cambios de temperatura dentro del biofiltro. La CE promedio de metano para la fase 3 fue
25453 gm3h’.
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En la Tabla 5.1 se muestran los valores de pH y porcentaje de humedad al término
de cada fase experimental. En la fase experimental 1 se puede observar que el punto 1
presentd un bajo valor de pH. Esto es debido a la presencia de H,S que es oxidado en los
primeros centimetros de medio filtrante, produciendo sulfatos y el resultado de la quimilitotrofia
del azufre es la acidificacion del medio. Esta observacién se refuerza con el valor obtenido en la
fase 2, alimentada con mayor concentracién de ese gas a la entrada, con un valor todavia
inferior de pH. En el resto de los puntos de muestreo los valores de pH se encuentran en un
intervalo adecuado, entre 7.26 y 7.89 para las 3 fases experimentales.

Este dato es muy relevante, ya que permite inferir que la oxidacion del HsS se limitaba a
la zona inferior del biofiltro, en los primeros centimetros del lecho, lo que evitaria la eventual
inhibicion de los metandtrofos en las zonas superiores del medio filtrante. La rapidez de la
reaccion de oxidacion de H»S ya ha sido documentada, requiriendo valores de TRLV tan bajos
como 40 s para la remocién de concentraciones de H,S de 100 ppm, y de 130 s para 2,650 ppm,
(Brandt et al., 2019; Morgan-Sagastume y Noyola, 2006). Con base en esta informacién, se
concluye que en el nivel 2 de muestreo para extraccion de DNA, con una altura de lecho de 20
cmy TRLV de 6.4 min, ya no habia presencia de H.S, puesto que ya habia sido removido al 100%
en la zona inferior.

De este modo es posible explicar la no deteccién de los microorganismos sulfooxidantes
en los niveles utilizados para el muestreo (nivel 2, a 20 cm de altura de lecho, y nivel 4 a 50 cm).
También se identifica que, para lograr la identificacion de esos microorganismos, el punto de
muestreo debe estar en los primeros centimetros del lecho, para asegurar TRLV menores a los
40 segundos. Sin embargo, en ese nivel, se presentaria la acidificacion de la composta y la
consecuente inhibicion de los metilotrofos y otros microorganismos no acidofilos.

Tabla 5.1 Valores de pH y porcentaje de humedad de la composta al término de cada fase experimental. Las muestras
se tomaron en 3 diferentes alturas donde 1 es el nivel mas bajo del biofiltro, 2, el nivel intermedio y 4 el nivel mas alto
dentro del biofiltro.

Fase 3
Punto de muestreo Fase 1 Fase 2 (ausencia de

H.S)

4 7.46+0.40 7.26+0.23 7.89+0.02

pH 2 7.72+0.62 7.45+0.40 7.14+0.04

1 2.85+0.13 2.04+0.04 7.84+0.04
Porcentaje de 4 419 46.7 429
humedad (%) 2 51.7 28.9* 453
1 58.5 454 431
Duracion de fase experimental (dias) 68 24 28

* Posible error de medicién
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Por otro lado, el porcentaje de humedad de la composta en todos los puntos de muestreo de
las 3 fases experimentales se mantuvo entre 41.9 y 58.5%. El valor inusualmente bajo obtenido
del punto de muestreo 2 de la fase 2 estaria asociado a un error de medicién.

5.4.2 Analisis de secuencias

El analisis de secuencias de las bandas cortadas mostradas en los geles de poliacrilamida (Figura
5.5,5.13 y 5.21) se aborda a continuacion. En la tabla 5.2, 5.3 y 5.4 se muestran los resultados de
la busqueda en el GenBank con la herramienta BLAST de las secuencias mas parecidas a las
secuencias de las bandas obtenidas a partir de la DGGE. Es relevante mencionar que, aunque en
la tabla esté indicado el nombre de la especie del microorganismo con mayor porcentaje de
identidad, la técnica de PCR-DGGE para una o varias regiones hipervariables del gen 16S RNAr
no tiene la suficiente sensibilidad para confirmar una especie. Sin embargo, puede ayudar en la
deteccion del género (con cierta reserva) y la familia de los microorganismos predominantes en
una matriz ambiental.

Para realizar una mejor evaluacion de la coincidencia de tipo de bandas en los diferentes
puntos y tiempos de muestreo, se acomodaron los carriles de acuerdo con el tipo de banda
identificada en el gel de DGGE. Esto se muestra en la Figura 5.26, 5.27 y 5.28. Esta identificacién
de bandas fue resultado de la identificacion del software Quantity One®.

41 41 22 99 22 22 21 21 21 21
Dia53 Dia68 Dia 00 Dia 40 Dia53 Dia 68 Dia00 Dia40 Dia53 Dia68

4.2 42 42 4.2 4.1 41
Dia00 Dia40 Dia53 Dia68 | |Dia00 Dia 40

Géneros:

F1-04,07, 27

Cryseolinea
Immundisolibacter
Planococcus

/

Géneros:

Chelativorans
Chryseolinea

F1-02, 28

Género

F1-18,19

F1-03
F1-11

Methylovorus

Género
¥ Acidibacter

F1-06,12—, =
F1-13

Género
\ Chujaibacter
Género
Planomicrobium

Figura 5.26 Bandas representativas del patron de migracién obtenido a partir de los geles de poliacrilamida para las
muestras de compostas de la fase experimental 1 (H»S entrada 333 ppm, +188). Se encuentran sefialadas las bandas
que fueron cortadas y posteriormente secuenciadas. Para la identificacion de bandas se utilizé el software Quantity

One®,
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Tabla 5.2. Resultados de secuenciacion y busqueda en GenBank de las bandas escindidas durante la fase experimental 1 (H,S entrada 333 ppm, +188).

# Banda Diay Microorganismo % Ambiente
punto de 9 Taxonomia No. de acceso ° Valor E | donde ha sido Referencia
cortada comparado Identidad
muestreo reportado
F1-02 | D004.2 | Chelativorans composti Bacteria, Proteobacteria, Alpha Proteobacteria, | \o 143183 | g74 | 309 | corooga | (vabe etal,
Rhizobiales, Phyllobacteriaceae, Chelativorans 133 2012)
. . . Agua de lago .
F1-03 D40 4.2 | Acidibacter ferrireducens chterza, Proteobacterzq, Gammap rolfe.obacttervza, no NR_126260 95.8 0 cercano a una (Falagan y
asignado a orden, no asignado a familia, Acidibacter mina Johnson, 2014)
F1-04 D68 4.2 e e Bactertai Terrabacteria group; Firmicutes; Bacilli; NR_025553 914 9.00E- | Agua mineral [(Romano et al,
Bacillales; Planococcaceae; Planococcus 158 sulfurosa 2003)
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; (ung et al
F1-06 D68 4.2 | Planomicrobium flavidum Planococcaceae; NR_116601.1 96.8 0 Salinera marina 2809) N
Planomicrobium.
Suelo tratado
Immundisolibacter Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, 4.00E- h'droc.a buroy (Corteselli
F1-07 D00 4.1 L. .. .. NR_156801 85.3 cultivo en
cernigliae Immundisolibacteraceae, Inmundisolibacter 92 bi et al., 2017)
iorreactor
aerobio
F1-11 | D534.1 Chujaibacter soli Bacterta, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, | \ip 145539 | 959 0 Suelo (Kim et al,
Lysobacteraceae, Chujaibacter 2015)
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; (ung et al
F1-12 D68 4.1 | Planomicrobium flavidum Planococcaceae; NR_116601.1 97.0 0 Salinera marina 2809) N
Planomicrobium.
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; (ung et al
F1-13 D68 4.1 | Planomicrobium flavidum Planococcaceae; NR_116601.1 93.9 0 Salinera marina 2809) N
Planomicrobium.
F1-18 D40 2.1 Methylovorus menthalis . Bacteria, Proteobacteria; B?taproteobacterza,' NR_117977 976 0 Raiz de una (Doronina
Nitrosomonadales; Methylophilaceae;, Methylovorus planta et al, 2011)
F1-19 D68 2.1 Methylovorus . Bacteria, Proteobacteria; Be_’taproteobacterta; NR_104761 89.1 0 Agua r::—zs.|dual (Doronina
glucosotrophus Nitrosomonadales; Methylophilaceae; Methylovorus municipal et al., 2016)
Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes, 9.00E- (Lee et al
F1-27,28 | D68 2.1 Chryseolinea soli Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia, NR_165708 88.9 '1 74 Suelo 2019) !

Chryseolinea
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Figura 5.27 Bandas representativas del patron de migracién obtenido a partir de los geles de poliacrilamida para las muestras de compostas de la fase experimental 2,
con H,S entrada 783 ppm, + 317. Se encuentran sefialadas las bandas que fueron cortadas y posteriormente secuenciadas. Para la identificacion de bandas se utilizé
el software Quantity One®.
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Tabla 5.3. Resultados de secuenciacion y busqueda en GenBank de las bandas escindidas durante la fase experimental 2 ([H,S] promedio 783+317 ppm,).

# Diay Ambiente
Microorganismo . % donde ha .
Banda | punto de Taxonomia No. de acceso . Valor E . Referencia
d comparado Identidad sido
cortada | muestreo reportado
F2-04, . . Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes, Cytophagia, (Lee et al,,
05 b24 4.2 Chryseolinea solt Cytophagales, no asignado a familia, Chryseolinea NR_165708 92:5 0 Suelo 2019)
F2-06 D24 4.2 Povalibacter Bacteria, Proteoba.cterza; Gammaproteot?acterza; Nevskiales; NR_126172 89.7 0 Uvas (Nogi et al,,
uvarum Steroidobacteraceae; Povalibacter 2014)
. . Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes, Cytophagia, (Lee et al,,
F2-07 D04 4.1 h . . . NR_1657 1. |
¢ e Gimmeelingg 5ol Cytophagales, no asignado a familia, Chryseolinea S D v SEE 2019)
F£2.08 D09 2.2 Planomfcrobtum Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Ba.czllal.es,' Planococcaceae; NR_116601.1 98.7 0 Salln.era Jung, 2009
flavidum Planomicrobium. marina
Methylovorus Bacteria, Proteobacteria,; Betaproteobacteria; Nitrosomonadales; Raiz de (Doronina
F2- D24 2.2 . . NR_117977 7.
09 menthalis Methylophilaceae; Methylovorus 179 970 0 una planta | et al., 2011)
F2-10, . . Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes, Cytophagia, (Lee et al,,
D24 2.2 h l l . . . NR_1657 2. I
11 Chryseolinea solt Cytophagales, no asignado a familia, Chryseolinea -165708 925 0 Suelo 2019)
. . L ) Agua .
F2.12 D24 2.2 Methylovorus Bacteria, Proteobacteria; B?taproteobacterta, Nitrosomonadales, NR_104761 833 1E-133 residual (Doronina
glucosotrophus Methylophilaceae; Methylovorus . et al,, 2016)
municipal
Blastococcus Bacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Geodermaatophilales, Polvo de (Hezbri
F2-13 D24 2.2 xanthinilyticus Geodermatophilaceae, Blastococcus NR_163615 83.0 0 marmol | et al, 2018)
. . Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes, Cytophagia, (Lee et al,,
F2-14 D04 2.1 h . .. . NR_1657 1. |
O Gimaeelingg 5ol Cytophagales, no asignado a familia, Chryseolinea S e v e 2019)
F2.15 D09 2.1 P[anomtcroblum Bacteria, Terrabacteria group; Flrmlcu.tes,' Bgctllt; Bacillales; NR 134133 970 0 Suelo (Luo et al,,
soli Planococcaceae; Planomicrobium 2014)
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Figura 5.28 Bandas representativas del patron de migracion obtenido a partir de los geles de poliacrilamida para las muestras de compostas de la fase experimental 3,
donde no hubo presencia de HS. Se encuentran sefialadas las bandas que fueron cortadas y posteriormente secuenciadas. Para la identificacion de bandas se utilizé el
software Quantity One®.
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# Banda
cortada

F3-02

F3-03

F3-06

F3-07

F3-13

F3-17

F3-21

F3-22

F3-27

F3-31

Tabla 5.4. Resultados de secuenciacion y busqueda en GenBank de las bandas escindidas durante la fase experimental 3 (ausencia de [H>S]).

Diay

punto de
muestreo

D05 4.2

D05 4.2

D22 4.2

D28 4.2

D05 4.1

D22 4.1

D28 4.1

D28 4.1

D14 2.2

D22 2.2

Microorganismo
comparado

Chryseolinea soli

Chryseolinea
serpens

Planomicrobium
flavidum

Chryseolinea soli

Muricauda olearia

Azoarcus olearius

Steroidobacter
denitrificans

Chelativorans
composti

Methylovorus
glucosotrophus

Chryseolinea soli

Taxonomia

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea
Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea

Bacteria,; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Planococcaceae;

Planomicrobium.

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes;
Flavobacteriia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae;
Muricauda

Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacterig,
Rhodocyclaceae, Azoarcus

Bacteria, Proteobacteria; Gammaproteobacteria,
Nevskiales; Steroidobacteraceae; Steroidobacter

Bacteria, Proteobacteria, Alpha-Proteobacteria,
Rhizobiales, Phyllobacteriaceae, Chelativorans

Bacteria, Proteobacteria; Beta-proteobacteria;
Nitrosomonadales; Methylophilaceae; Methylovorus

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea
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No. de
acceso

NR_165708

NR_108511

NR_116601.
1

NR_165708

NR_044579

NR_108183

NR_044309

NR_113183

NR_104761

NR_165708

%

Identidad

90.02

90

96.8

89.5

94.2

89.2

87.2

86.9

94.1

91.8

0

2.00E-
174

2.00E-
170

6.00E-
171

2.00E-
161

Ambiente

Valor E  donde ha sido

reportado

Suelo

Suelo

Salinera
marina

Suelo

Agua de mar

contaminada

con petroleo
crudo

Suelo
contaminado
de petroleo

Lodo
digerido en
anoxia

Composta
Agua

residual
municipal

Suelo

Referencia

(Lee et al., 2019)

(Kim et al.,, 2013)

(Jung et al.,, 2009)

(Lee et al., 2019)

(Hwang et al,,
2009)

(Chen et al., 2013)

(Fahrbach et al.,
2008)

(Yabe et al., 2012)

(Doronina et al,,
2005)

(Lee et al., 2019)



F3-33

F3-39, 40

F3-41

F3-42

F3-47

F3-48, 49

F3-50

F3-54

F3-55

D22 2.2

D28 2.2

D28 2.2

D28 2.2

D22 2.1

D22 2.1

D22 2.1

D28 2.1

D28 2.1

Azoarcus tolulyticus

Chryseolinea soli

Azoarcus olearius

Chryseolinea soli

Chryseolinea
serpens

Chryseolinea soli

Methyloversatilis
thermotolerans

Methyloversatilis
thermotolerans

Hyphomicrobium
zavarzinii

Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria,
Rhodocyclaceae, Azoarcus

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea

Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria,
Rhodocyclaceae, Azoarcus

Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea
Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea
Bacteria, Bacteroidetes/Chlorobi, Bacteroidetes,
Cytophagia, Cytophagales, no asignado a familia,
Chryseolinea
Bacteria, Proteobacteria; Betaproteobacteria;
Nitrosomonadales; Sterolibacteriaceae; Methyloversatilis

Bacteria, Proteobacteria; Betaproteobacteria;
Nitrosomonadales; Sterolibacteriaceae; Methyloversatilis

Bacteria, Proteobacteria, Alpha-Proteobacteria,
Rhizobiales, Hyphomicrobiaceae, Hyphomicrobium
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NR_037058

NR_165708

NR_108183

NR_165708

NR_108511

NR_165708

NR_125673

NR_125673

NR_026429

82

87

88.7

88.1

91.2

923

88

873

90

Suelo
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4.00E- Suelo de
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Suelo de
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3.00E-
168 Suelo
7.00E- Suelo
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1.00E-
176 Suelo
0 Suelo
0 Suelo
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2.00E- Aguas
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Sistema de
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(Zhou et al., 1995)

(Lee et al., 2019)

(Chen et al., 2013)

(Lee et al., 2019)

(Kim et al.,, 2013)

(Lee et al., 2019)

(Doronina et al,,
2014)

(Doronina et al.,
2014)

(Martineau et al.,
2015)



La siguiente descripcién de los resultados obtenidos empieza con los microorganismos
que coincidieron en las 3 fases experimentales, después los microorganismos que coincidieron
en 2 fases experimentales y, por ultimo, los microorganismos que soélo fueron identificados en
una fase experimental.

En la figura 5.26, donde se representa el perfil de bandeo de la fase experimental 1 (H2S
promedio 333+188 ppm.) se puede observar los diferentes tipos de bandas identificadas
mediante secuenciacion. Las bandas F1-01, 04, 07, 14, 21, 23, 25, 27 se ubicaron a la misma
altura de separacion de bandas, por lo que se presentan juntas; estas bandas se identificaron
como Chryseolinea soli, Immundisolibacter cernigliae, y Planococcus rifietoensis. Como se sabe, la
limitante de esta técnica es la identificacion de microorganismos a niveles de especie e incluso
género debido a las posibles quimeras de secuencias que se presenten (Acinas, 2007; Dijkshoorn
et al, 2001), por lo que se puede asegurar con esta informacién que los microorganismos
presentes son filos distintos.

En la figura 5.27, representa el perfil de bandeo de la fase experimental 2. Las bandas F2-
04, 05, 07, 10, 11 y 14 se identificaron como Chryseolinea soli, presente en casi todas las
muestras, excepto en la posicion 4.2 (centro) los dias 04 y 09, y en 2.2 (centro) el dia 04.

En la figura 5.28, representa el perfil de bandeo de la fase experimental 3. Las bandas F3-
02, 03, 07, 31, 39, 40, 42, 47 48, 49 se identificaron como Chryseolinea soli. Estas bandas
aparecieron en diferentes posiciones, y de ellas, las que se ubicaron en la misma posicién fueron
las bandas 02 y 07, el conjunto 03, 31, 39, 40, 48 y 49; y las bandas 42 y 47. Este microorganismo
se identificé también en todas las fases experimentales anteriores, pero en esta fase se encontré
en todas las muestras, excepto en la posicion 4.1 (orilla) del dia 29.

Las bandas F1-06, 12 y 13 se identificaron como del género Planomicrobium las cuales
aparecieron al final de la experimentacién en las posiciones 4.1 y 4.2 (Figura 5.5); en tanto que
en la posicion 2.2 solo se presento6 en el dia 00 y en la posicion 4.2, en el dia 68 (Figura 5.5). Las
bandas F2-08 y 15 se identificaron como del género de Planomicrobium, con presencia los dias
04 y 09 en las posiciones 2.2 (centro), 2.1 (orilla), s6lo en el dia 09; mientras que en la posicion
4.2 (centro) se presentd en los dias 04, 09 y 16, y en 4.1 (orilla), s6lo en el dia 04. Al parecer, este
microorganismo desaparecio con el tiempo, al menos hasta la Ultima muestra de la Fase 2 (24
dias). En la fase 3, este tipo de microorganismo no aparecié con esta técnica de rastreo de
huella molecular.

Continuando con la descripcion de los posibles microorganismos relacionados con la
banda F1-07, se identific6 como Immundisolibacter cernigliae que aparecié en el dia 00 en la
posicion 4.1 (orilla). Este microorganismo tiene un crecimiento 6ptimo bajo condiciones
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aerobias en temperatura mesofilica, pH neutro y salinidad baja. Degrada hidrocarburos
policiclicos aromaticos, dentro de la clase (Corteselli et al., 2017). Este microorganismo ha sido
detectado en muestras de suelo tratado en un reactor aerobio. Este microorganismo pertenece
a la clase Gamma-proteobacteria la cual es una clase muy amplia.

Las bandas F1-18 y 19 se identificaron como Methylovorus menthalis y Methylovorus
glucosotrophus, La banda F2-12 se identific6 como Methylovorus glucosotrophus sélo hasta el dia
24 en la posicion 2.2 (centro). No se identificé esta banda en las posiciones 4 en ningun
momento. La banda tipo F3-27 y 55 apareci6 en las muestras 2.1 (orilla) desde el dia 00 hasta el
dia 29 y 2.2 (centro) desde el dia 14. En la posicion 4.1 (orilla) y 4.2 (centro) aparecio en el dia 22
hasta el final de la experimentacion. Estas bandas se identificaron como Methylovorus
glucosotrophus e Hyphomicrobium zavarzinii. Ambos microorganismos se identifican como
metilotrofos.

Para la fase experimental 3 se identificé la banda F3-55 como microorganismo del
género Hyphomicrobium. Las bandas tipo F3-50 y 54, también se presentaron en todas las
posiciones y en todos los dias de muestreo y se asoci6 al género Methyloversatilis.

Para la Banda tipo F1-02, se identificd con Chelativorans composti en el dia 00 en la
posicién 4 centro y la banda tipo 28 como Chryseolinea soli en el dia 68 de la posicién 2 orilla.
Estas bandas se encontraron en la misma posicion, sin embargo, los microorganismos
identificados pertenecen a filos distintos: Proteobacteria y Bacteroidetes, respectivamente.

La banda tipo F1-03 se identifico como Acidibacter ferrireducens, la cual se presentd so6lo
en las posiciones 4.1y 4.2, desde el dia 00, y se mantuvo hasta el final de la fase experimental en
la posicién 4.2. el microorganismo del género Acidibacter es un microorganismo mesofilico con
temperatura 6ptima de crecimiento entre 32-34°C, moderadamente acidéfilo con crecimiento
optimo en el intervalo de pH 3.5-4.0, microorganismo que fue estudiado por (Falagan vy
Johnson, 2014), encontrado en agua de lago cercano a una mina. Este microorganismo es raro
encontrarlo solo en la posicion mas alta debido a que fue el punto que se encontré al final de la
fase con un pH de 7.46 (Tabla 5.1). Este microorganismo pertenece a la clase Gamma-
proteobacteria, la cual es una clase muy amplia a la que pertenecen diversos tipos de
microorganismos.

La banda tipo F1-11 solo se presentd en el inicio de la fase experimental en las
posiciones 2.2, mientras que en la posicion 4.1 apareci6 en el dia 00 y en el dia 53; en la posicion
4.2 aparecio en el dia 00 y 40. Esta banda se identific6 como Chujaibacter soli. Es una cepa
bacteriana en forma de bacilo, Gram-negativa, aerobia, no flagelada, la cual suele habitar en el
suelo. Esta especie microbiana pertenece al orden Xanthomonadales (también llamado
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Lysobacteraceae) en el cual, los microorganismos son bacilos rectos. Son aerobios que tienen un
metabolismo estrictamente respiratorio con oxigeno como el receptor de electrones terminal. La
temperatura 6ptima de crecimiento es entre 20 y 35°C (Saddler y Bradbury, 2005). Este
microorganismo ha sido estudiado en muestras de suelo (Kim etal, 2015) y en este trabajo
aparecié el dia 53 en la posicion 4.1 del biofiltro. Los intervalos de temperatura en esta fase
experimental rondaron entre 16.4 y 33.7°C (Figura 5.12), por lo que los microorganismos
mesofilos son los que se encontraron en esta etapa experimental.

Para la fase experimental 1, no fue posible identificar las bandas F1-01, 05, 08, 14,
15, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 con algun microorganismo (Figura 5.5) por dificultades durante
la purificacion y reamplificacién de la banda cortada.

Del mismo modo, para la fase experimental 2 no fue posible identificar las bandas F2-01,
02y 03 con algun microorganismo (Figura 5.13).

La banda F2-06 aparecidé en la muestra del dia 16 en las posiciones 2.1 y 2.2; en tanto
gue en la posiciéon 4.1 (orilla) sélo aparecié en el dia 04 y en la posicién 4.2 (centro) aparecié
desde el dia 09 hasta el 24. Esta banda se identific6 como Povalibacter uvarum, que pertenece a
la clase Gamma-proteobacteria y es miembro del género Steroidobacter. Es Gram-negativo,
mesofilico y neutrdfilo, aerobio estricto y quimioorganotrofo (reduce nitrato y nitrito a amonio).
Este microorganismo se estudio en muestras de uvas. La temperatura de crecimiento registrada
es de 30°C (Nogi etal, 2014). Es de sefalar que este microorganismo se identificd
principalmente en la posicién 4.2 (centro), donde se present6 una carga baja de alimentacion y
practicamente ya no habia presencia de este sustrato, con la consecuente presencia de diversa
comunidad microbiana.

La banda F2-13, al contrario de la anterior, se present6 en la parte media y final de la
Fase 2. Se identifico como Blastococcus xanthinilyticus (identificado en polvo de marmol), del filo
y clase Actinobacteria, con mayor presencia en la posicion 2.2 (centro), en principio, la zona con
mayor disponibilidad de sustrato. Particularmente, esta especie se identifico de muestras de
marmol. Blastococcus es un microorganismo con forma de coco, con una alta capacidad de
adaptacion, ya que este género ha sido posible aislarlo en ambientes dificiles (como en
presencia de luz ultravioleta, radiacidon ionizante y metales pesados), con temperatura de
crecimiento de 28°C (Hezbri et al, 2018; Sghaier etal., 2016). En la composta hay mayor
predominancia de microorganismos de la clase Actinobacteria por ser degradadores de celulosa
(Wang et al,, 2016) por lo que no se descarta que puede ser algun otro miembro de esta clase.
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Para la fase experimental 3, no fue posible identificar las bandas F3-05, 08, 09, 12, 15, 16,
29, 30, 32, 35, 36, 44, 45, 46 y 53 con algun microorganismo, debido a complicaciones en la
purificacion y reamplificacion de la banda cortada (Figura 5.21).

La banda tipo F3-17, 33 y 41 se presentd en todas las posiciones y en todos los dias de
muestreo y se identific6 como del género Azoarcus. Este microorganismo es fijador de
nitrogeno, Gram-negativo, con forma de bacilos méviles alrededor de capsula delgada. Las
células mostraron un tipo de metabolismo estrictamente aerobio y fijador de nitrégeno, es
microaerobio. El crecimiento se presenta a 10-45°C (6ptimo, 35-40°C) y a pH 7.0-8.0 (6ptimo, pH
7.0) (Chen etal., 2013). Este tipo de microorganismos se encuentran dentro de las plantas
(endofitos), por lo que se explica la presencia de la huella molecular para este tipo de
microorganismos desde el inicio de esta fase experimental, porque la composta se encuentra
compuesta principalmente por restos de plantas.

La banda tipo F3-13, solo se presentd en la posicion 4.1 (orilla) en el dia 05, y se
identific6 como Muricauda olearia. Son microorganismos Gram-negativos, aerobios estrictos, no
moviles y bacilos no formadores de esporas. Crece en temperaturas 15-40 °C (6ptimo, 25-30°C)
y a valores de pH 5.2-9.4 (optimo, pH 6.8-7.7) (Hwang etal, 2009). Pertenece al orden
Flavobacteriaceae, los cuales son quimiorganétrofos. Este microorganismo fue estudiado en
muestras de agua de mar contaminada con petréleo crudo.

Steroidobacter denitrificans aparecié en la posicion 2.1 (orilla) en todos los dias de
muestreo, 2.2 (centro) a partir del dia 09 hasta el final; en el 4.1 (orilla) s6lo en el dia 22 y en 4.2
(centro) en los dias 22 y 29. Esta fue la banda tipo F3-21. Es una bacteria desnitrificante, aislada
del lodo digerido anoxico, teniendo el lodo como la Unica fuente de carbono y energia; y con
nitrato como el aceptor de electrones. Son células Gram-negativas, bacilos ligeramente
curvados, que crecen en condiciones mesofilicas, neutrofilicas, no forman esporas,
quimioorganotrofos; su metabolismo es respiratorio. Exhibe reduccion de nitrato a N2O y N» sin
acumulacion intermedia de nitrito (Martineau et al.,, 2015). Pertenece al orden Nevskiales. La
presencia de este tipo de microorganismo permite identificar la interrelacién que puede existir
en una matriz tan compleja, como lo es la composta, desde su formacion y sus usos
subsecuentes en la biofiltracién de CHa.
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5.4.3 Coincidencia de los microorganismos identificados en cada fase experimental

En la Tabla 5.5 se encuentra una compilacion de las bandas coincidentes con los
correspondientes microorganismos identificados en los dias de toma de muestra, para las cuatro
posiciones y las tres fases experimentales.

En las 3 fases experimentales y en todos los puntos y tiempos, se detecté la presencia de
Chryseolinea soli, Se pone en evidencia que la presencia de este microorganismo no fue
afectada por la alimentacién de CHs y H.S.

Chryseolinea soli, pertenece al orden Cytophagales y a la clase Cytophagia, que
comprende casi exclusivamente aerobios estrictos y son Gram negativos. Todos son
organdtrofos. Son ubicuos, abundantes y juegan un papel importante en la reciclado de la
materia en la naturaleza (Madigan et al., 2015; Reichenbach, 2006). Si bien la mayoria de las
bacterias del orden Cytophagales son estrictos aerobios y algunos microaerofilicos, los hay
también facultativos anaerobios. Al parecer todos los microorganismos del orden Cytophagales,
incluyendo los descomponedores de celulosa crecen en compuestos organicos nitrogenados
como su Unica fuente de nitrogeno. La mayoria de los Cytophagales degradan macromoléculas,
particularmente polisacaridos, como agar, almidon, celulosa, beta-glucano de pared celular,
succinoglicano, pectina, alginato y heparina y forman parte importante del compostaje de
excremento. (Reichenbach, 2006). Por esta razon se puede explicar que esta huella molecular
para este microorganismo se encuentre en todas las muestras. Este género fue identificado de
las bandas cortadas de las muestras de la fase 1 del dia 68 y la posicion 2 en la orilla del biofiltro
(2.1), los cuales resistieron a los cambios ambientales ejercidos por el suministro de biogas.

Otro tipo de microorganismo que fue detectado en todas las fases experimentales
fueron los que pertenecen a la familia Planococcaceae, aunque diferentes especies en funcion de
las fases. Especificamente fueron Planococcus rifietoensis (solo en Fase 1 y en todas las
muestras), Planomicrobium soli (solo en Fase 2, no al término de la fase) y Planomicrobium
flavidum (escasamente presente en Fase 1 y Fase 2; en todas las muestras en Fase 3). Los
microorganismos de esta familia suelen ser estrictamente aerobios heterétrofos, aunque
algunas especies son aerobios facultativos. Los microorganismos de la familia Planococcaceae,
se han estudiado en diversos ambientes como salineras marinas, aguas minerales sulfurosas, en
suelo y plantas (Romano et al., 2003; Schleifer, 2009). Tomando en cuenta el tipo de banda
caracteristica en cada gel, se identifico la huella molecular de los microorganismos de la familia
Planococcaceae en todas las fases experimentales, en todos los puntos de muestreo, excepto en
la fase 2, donde disminuyd su presencia en funcién del tiempo, llegando a no identificarse al
final de esta fase (dia 24).
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Los microorganismos del género Planococcus y Planomicrobium pertenecen a la familia
Planococcaceae y a la clase Bacilli. Tienen una temperatura de crecimiento registrada optima
entre 30-37°C. Son quimioorganotroficos, con metabolismo respiratorio aerobio (Romano et al.,
2003; Schleifer, 2009). La huella molecular para los microorganismos de este género fue
detectada en la muestra del dia 68 en la posicién 4.1 (orilla) y 4.2 (centro), e identificAndose para
el mismo tipo de banda, indicando que este microorganismo forma parte esencial de la
interaccién de la comunidad microbiana en la composta. Estos microorganismos son positivos a
la actividad de catalasa, lo que permite ayudar la degradacion de perdxido de hidrdégeno, el cual
es un producto intermedio de diversas actividades metabodlicas y este compuesto puede ser
perjudicial para la vida de los microorganismos. (Schleifer, 2009).

Microorganismos del género Methylovorus también aparecieron en las 3 fases
experimentales, en particular M. glucosotrophus (Fases 1y 3 en patrén semejante, de menos a
mas, y solo en un punto al final de la Fase 2) y M. menthalis (mismo patrén que la especie
anterior en el caso de las Fases 1y 2, pero ausencia en Fase 3). Este género se describe como
Gram-negativo sin color con bacilos moviles, es estrictamente aerobio y usa la via ribulosa
monofostato para el consumo de metanol (producto de la oxidacion de metano). M.
glucosotrophus fue aislado de aguas residuales; el crecimiento éptimo ocurre en pH 7.0-7.5, (que
corresponde a los valores de pH medidos para las muestras de composta de todas las fases
experimentales) y 29-35°C. Es un metilétrofo restrictivo facultativo que utiliza metano y algunos
azucares como glucosa y fructosa como fuentes de energia. (Doronina et al., 2016, 2011). Por su
parte, Methylovorus menthalis es un microorganismo encontrado en la superficie de las raices
que utiliza exclusivamente metanol como fuente de carbono. Tiene forma de bacilo Gram-
negativo (Doronina et al., 2011). De esta descripcion, se puede entender por qué en algunos
puntos de muestreo aparecié la huella molecular desde el dia 00, sin embargo, en otros casos,
aparecié desde que se mantuvo la alimentacion de biogas, como lo fue en la fase 2, que recibié
la menor carga masica de entrada de CH4 en las 3 fases experimentales.

Se infiere que este tipo de microorganismos so6lo hayan aparecido en la fase experimental 1 en
el nivel 2 del biofiltro debido a la limitada carga masica de entrada de CH4 que fue en promedio
de 16.4+6.2 gm= h", la cual era consumida en los niveles bajos de la composta, ya que se
alcanzé el 100% de remocién de ese sustrato. Es notorio sefialar que este tipo de
microorganismo aparecio en la F1 en el inicio sélo para la muestra de la posicion 2 centro
(Figura 5.26), esto es normal debido a que los microorganismos metanotrofos son cosmopolitas,
es decir se encuentran en todos lados. En la F1, para la posiciéon 2.2 (centro) la banda que
identifica este tipo de microorganismo aparecié en toda la fase experimental; para la posicion
2.1 (orilla), solo no aparecié en el dia 00 y en cambio, para las posiciones de los niveles 4 s6lo
aparecio en los dias 40 y 68 para la posicion del centro (4.2) y, en la posicion de la orilla (4.1)
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sélo hasta el final, el dia 68, revelando que el nivel 2 se vio favorecido para la comunidad
metilotrofa.

Methylovorus glucosotrophus se hizo presente en las F1y F3, esto por la mayor carga masica de
entrada de CH4 que fue mayor a 20 g m>h™, que en la fase 2, donde la CM fue menor. Para la
fase 3, ya no se detectd la presencia de Methylovorus menthalis a pesar de que se alimentd con
una mayor CM en esta fase, indicando que este tiene otros factores necesarios para tener mayor
abundancia en el seno de la composta; es necesario recordar que, aunque en las bandas no
hayan sido identificadas, no significa que no esté presente, porque la identificacion depende de
la abundancia de este tipo de microorganismo. En la fase 3, aparecieron otros metil6trofos, que
pudieron opacar el crecimiento de este microorganismo, y estos son descritos a continuacion.

La banda F3-55 se identific6 como del género Hyphomicrobium a este género
pertenecen metiloétrofos facultativos restringidos que a su vez pertenece a la familia
Hyphomicrobiaceae; la mayoria de los microorganismos de este género son quimioorganotrofos
y prefieren crecer en compuestos de un carbono como el metanol. Pueden encontrarse en el
agua y el suelo, también en las PTAR. Algunas cepas se han caracterizado por sus capacidades
de desnitrificacion. Por lo regular, se han identificado como microorganismos principales en los
sistemas de desnitrificaciéon suplementados con metanol y su presencia se ha asociado con altas
tasas de desnitrificacion, removiendo el nitrato en forma de N.. Hyphomicrobium esta bien
adaptado para crecer en habitats oligotréficos (bajo de nutrientes) de agua dulce (Gu y Mitchell,
2006; Martineau et al.,, 2015). Es una bacteria de suelo con temperatura de crecimiento en 30°C.
En la fase experimental 3, es relevante notar que para microorganismos en el nivel 4 tuvo una
aparicion en todos los dias de muestreo, contrario a lo esperado, debido a que el nivel 2 se
encuentra mas cercano al punto de entrada de la mezcla de metano y aire.

Las bandas tipo F3-50 y 54, también se presentaron en todas las posiciones y en todos
los dias de muestreo y se asocio al género Methyloversatilis. Este microorganismo es un
metanodtrofo del tipo | y se definen en funcién del tipo de membrana intracelular y la via de
asimilacion de carbono, que en este caso es por la via ribulosa monofosfato. Este género es un
metanotrofo termofilo y termotolerante que crece a temperaturas superiores a 45°C son de
origen terrestre (Corteselli etal, 2017; Syed, 2016). Esta especie es un microorganismo
estudiado en muestras de agua termales y este pertenece a la clase Beta-proteobacteria. Las
bacterias del género de Methyloversatilis son Gram-negativas, no moviles en forma de bastén y
facultativamente metilotréficas. Se observa crecimiento a 10-45°C y pH 6.5-8.5. También, las
bacterias de este género han sido identificadas como dominantes asimiladoras de metanol y
etanol (Doronina et al., 2014). Para el proceso de formacion de composta se requieren algunas
fases de altas temperaturas (entre 50 y 70°C) (Roman et al., 2013), que podrian permitir la
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presencia de este tipo de microorganismos y permitié su subsistencia al presentarse en esta fase
experimental temperaturas mayores a 35°C e incluso por arriba de los 55°C (Figura 5.20).

Se detectd la presencia de Chelativorans composti en todas las muestras de Fase 1y
practicamente en todas de la Fase 3, pero sin aparecer en la Fase 2. Se trata de un
microorganismo Gram-positivo termofilo, con condiciones de crecimiento a 23-57°C y pH entre
5.9-8.8 (Yabe et al, 2012), detectado en composta, por lo que es natural su presencia en el
experimento. Es notorio recordar, que el hecho de que este microorganismo no haya sido
identificado en la Fase 2 no indica que no esté presente, esta técnica estd limitada a la
abundancia del microorganismo en la matriz, del mismo modo, una pequeia variacién, pudo
identificar otro microorganismo del mismo orden o clase.

Para la Banda tipo F1-02, se identificd con Chelativorans composti en el dia 00 en la
posicién 4 centro y la banda F1-28 como Chryseolinea soli en el dia 68 de la posicion 2 orilla.
Estas bandas se encontraron en la misma posicién, sin embargo, los microorganismos
identificados pertenecen a filos distintos: Proteobacteria y Bacteroidetes, respectivamente. Como
ya se detallé antes, los microorganismos del género Chryseolinea se encargan de la degradacion
de macromoléculas como lo seria la celulosa y es logica su presencia en la composta; para los
microorganismos del género Chelativorans composti, este es un microorganismo Gram-positivo
termdfilo, con condiciones de crecimiento a 23°C-57°C y pH entre 5.9-8.8 (Yabe et al,, 2012), el
cual fue detectado en composta, por lo que es natural la aparicién de este microorganismo en la
matriz estudiada en este trabajo. La banda tipo F3-22 se asocio a Chelativorans composti, y se
presento en los puntos 2.2 (centro) y 2.1 (orilla) y 4.1 (orilla) en todos los dias de muestreo y en
la posicion 4.2 (centro), sélo en el dia 14.

Las maximas eficiencias de remocion de CH4 de la fase 1 fueron los dias 2, 5, 6, 15, 20, 27, 47, 48
y de los dias 54 al 56, 62 y 63 (Figura 5.25). Los microorganismos metil6trofos aparecieron desde
el dia 0 en la posicion 2.2 (centro) y continué aumentando su presencia en mas puntos a lo
largo del experimento. Esto indica un periodo de adaptacion que permitié que aumentara la
abundancia de este tipo de microorganismos en mas puntos de muestreo para ser identificados
por la técnica de DGGE. Sin embargo, el crecimiento de estos microorganismos, como
consecuencia de la alimentaciéon de CH4 no se puede relacionar con una mayor eficiencia de
remocion. Para ello, es necesario cuantificar la presencia de los microorganismos para poder
establecer una relacion directa entre presencia de metilotrofos y eficiencia de remocion de CHa.

Para la Fase 2, con la menor carga de metano, M. glucosotrophus fue identificado solo en las
muestras del nivel 2 (centro y orilla), reflejando que sélo en esta posicion fue suficiente el
estimulo de la alimentacién de metano para que esta huella molecular se observara; incluso,
puede asumirse que la mayor remocion de CH4 sucedié en este nivel.
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Para la Fase 3, la maxima eficiencia de remocion se presentd en los dias 8, 15, 17, 19, 22 y 23
(Figura 5.25). Como se menciond, sélo identificar microorganismos metil6trofos no es un factor
que defina si favorece la remocién de CH. debido a que es necesario saber cuantos de estos
microorganismos existen para poder establecer una relacion directa. Se observéd en esta fase
experimental que los metilotrofos aparecieron desde su inicio, asi como una menor eficiencia de
remocién debido al aumento de la carga masica de metano (Figura 5.25).

Con relaciéon al tercer objetivo especifico de este trabajo, es posible concluir que la
eficiencia de remocion del metano no pudo relacionarse con la presencia de los
microorganismos metandétrofos, debido a diversos factores involucrados. La fase 1 tuvo
altas variaciones de entrada de carga masica de CHy, lo que evitd alcanzar valores estables
de eficiencia, mientras que para la fase 2, la carga masica fue lo suficientemente baja para
que fuera removido al 100%. Con relacidon a la Fase 3, con la mayor y mas controlada carga
organica y sin presencia de H,S, la reduccién de la eficiencia de remocién de metano
puede asociarse al incremento de la temperatura en el interior del biofiltro, por arriba de
los 60°C, con la consecuente inhibicién de las bacterias metanotrofas (Figura 5.20).
Particularmente en esta Fase se observé presencia de metildtrofos termofilos que, sin embargo,
no lograron el consumo total de metano alimentado al biofiltro. En el trabajo de modelacién
matematica realizado por (Gbmez-Borraz et al., 2021) se simularon condiciones semejantes a las
aqui reportadas, observando acumulacion de calor en diferentes alturas del biofiltro,
particularmente en el centro. Tales temperaturas, superiores a los 60°C, inhiben a los
metilétrofos mesofilos (temperatura dptima de crecimiento 29-35°C) e incluso a los termdfilos.
Como se menciono antes en la seccion 5.3.1, el aumento de temperatura se debe a la reacciéon
exotérmica de oxidacion de CHs, cuyo calor metabdlico es transportado por conveccion desde la
zona baja activa hacia la media — alta, inactivando los microorganismos ahi presentes.
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Tabla 5.5 Coincidencias de bandas entre las diferentes fases experimentales. Circulo amarillo (
pegado a la pared; tridngulo amarillo (£.), inferior centro; triangulo azul (M), inferior pegado a la pared. Se indica los dias de operacion

) posicion superior del centro; circulo azul ( . ), posicion superior

F1 [H,S] menor a 500 ppm,

F2 [H,S] mayor a 500 ppm,

F3 Ausencia de H,S

# Banda Afiliacion filogenética
D00 D40 D53 D68 D04 D09 D16 D24 D05 D14 D22 D29
F1-27,28; F2-04, 05, 07, 10, 11, O A 0 A0 A 0 A 0 A 0 A0 A| 0 A 0 A A 0 A|0 A
14 Chryseolinea soli
F3-02, 07, 31, 39, 40, 42, 48, 49
F1-19; F2-12; F3-27 Methylovorus () 0L A A A 0OLAVOLA
glucosotrophus
F1-18, F2-09 Methylovorus menthalis { ] [ ) A A
F3-50, 54 Methyloversatilis 0LADOLA|IDOLA DO A
thermotolerans
F3-55 Hyphomicrobium zavarzinii A A0 Al 0 A
F1-06, 12, 13; F2-08; F3-06 Planomicrobium flavidum o ([ o [ ) { ) 0LACOLA|IDOLAADOLA
F1-02, F3-22 Chelativorans composti () O A 0 A0 A @ A O Al 0 A 0 A
F1-04 Planococcus rifietoensis 0L ADOLA DOLA 004 A
o o { O A| O A0 A
F1-07 Immundisolibacter cernigliae
F1-03 Acidibacter ferrireducens ® o
F1-11 Chujaibacter soli (] o
F2-13 Blastococcus xanthinilyticus o LA
F2-06 Povalibacter uvarum () A
F2-15 Planomicrobium soli o A
F3-33 Azoarcus tolulyticus O A O A 0 A0 A
F3-21 Steroidobacter denitrificans A ADOLAA A
F3-03, 47 Chryseolinea serpens Al © o A A
F3-17, 41 Azoarcus olearius OLADOLADOLA 0L A
F3-13 Muricauda olearia
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Con base en lo expuesto anteriormente, pueden englobarse los resultados de la
identificacion de los microorganismos por medio de la secuenciacion de las bandas
cortadas de los geles de DGGE, integrados en la Tabla 5.5. La orden Cytophagales
(microorganismo identificado como Chryseolinea soli) tiene una presencia general, y cuya
predominancia no se esperaba, Sin embargo, se explica su presencia por las funciones de estos
microorganismos para la degradacién de la materia organica y formacién de composta. En
estudios realizados en suelo se encontr6 la interaccion de microorganismos del orden
Cytophagales con microorganismos del género Methylocystis de Alphaproteobacteria y del
género Methylobacter de Gammaproteobacteria, ejemplo de las relaciones de cooperacion
de este tipo de microorganismos con metilétrofos (Nguyen et al., 2018).

Los microorganismos metilotroficos se encuentran relacionados con la cadena de
oxidacién de metano, en la que metanotrofos oxidan el metano a metanol, para seguir con
los metilétrofos obligatorios. Se han reportado metilétrofos consumidores de metano,
conocidos como metilétrofos facultativos (Anthony, 1983). En este trabajo se detectaron
microorganismos metildtrofos, y de acuerdo con los estudios que se han realizado para la
caracterizacién de este tipo de microorganismos, se presentan en las clases
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria
(Kolb, 2009). Del mismo modo, existen metilétrofos que son consumidores de celulosa
(Gonzalez et al., 1997), caracteristica que podria explicar la presencia de metil6trofos
desde el inicio la tercera fase experimental.

Otro punto significativo que sefalar es la no identificacién de microorganismos
sulfooxidantes, a pesar de la completa remocidén de H.S en las fases experimentales 1y 2.
Es evidente que estos microorganismos se encontraron en la composta, sin embargo, por
las limitaciones de la técnica PCR-DGGE no se pudieron identificar con total certeza.
Filogenéticamente, estos microorganismos se han identificado en las clases Bacilli,
Betaproteobacteria (géneros Thiobacillus, Aquaspirillum), Alfaproteobacteria (géneros
Paracoccus, Methylobacterium), Thermoprotei  (géneros  Acidianus, Sulfolobus),
Gammaproteobacteria (Pseudomonas) (Friedrich, 1998; Friedrich et al.,, 2001). Si bien, los
géneros anteriores no se identificaron, si se identificaron microorganismos en estas clases
Como anteriormente fue discutido en la seccién 4.4.1 una posible explicacion se basa en
que el HzS fue consumido en el nivel mas bajo del biofiltro (nivel 1), de tal forma, que el
gas que alimenté el nivel 2 y superiores ya no contenia este compuesto. Por lo tanto, la
comunidad microbiana no fue afectada por la concentracion de H,S alimentado. Otra
posible explicacion, es la sensibilidad de la técnica debido a que detecta los
microorganismos predominantes de la muestra ambiental, mientras que los
microorganismos en menor abundancia no son detectados.
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6 Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se caracteriz6 la comunidad microbiana por medio de técnicas de rastreo de huella
molecular, identificando que el microorganismo Chryseolinea soli aparecié en todos los
puntos y tiempos de muestreo y en las diferentes fases experimentales. Esto pone en
evidencia la importancia de las relaciones microbianas de cooperacion, facilitando las
reacciones de oxidacion de CH4 y H>S. Del mismo modo, se identificaron los géneros
encargados de la oxidacién de metano, Methylovorus, Methyloversatilis e Hyphomicrobium.
La presencia de estos géneros varid entre las fases 1 y 2 con la fase 3, posiblemente
debido a un mayor aumento de temperatura en el seno del medio filtrante en esta ultima,
identificando en ella 2 microorganismos termoéfilos consumidores de metano
(Methyloversalitis).

No se logr6 la identificacién de microorganismos sulfoxidantes, a pesar de que hubo
remocion del 100% de H,S en las fases 1y 2. La rapida cinética de oxidacion del H,S, con
tiempos de reaccién inferiores al minuto, lleva a concluir que este gas fue removido en los
primeros centimetros de la cama filtrante, y ya no alcanzo el nivel 2, donde se ubicé el
primer punto de muestreo de la biomasa, no siendo por lo tanto afectada por el H.S. Otra
posible explicacion, pudo ser por la sensibilidad de la técnica debido a que detecta los
microorganismos predominantes de la muestra ambiental, mientras que los
microorganismos en menor abundancia no son detectados.

Los metandtrofos son microorganismos cosmopolitas, es decir que pueden encontrarse en
una gran diversidad de ambientes, lo que explicaria que se identificaran estos
microorganismos desde la composta inicial (tiempo 0).

Para las fases 1y 2 hubo total predominio de microorganismos mesofilos y neutréfilos, en
concordancia con las condiciones de temperatura y pH obtenidas para cada nivel de
muestreo. Solo para la fase 3, hubo presencia de microorganismos termofilos por las altas
temperaturas (mayores a 50°C) que se presentaron en el medio filtrante, y estos fueron
Methyloversatilis y Chelativorans.

Los puntos de muestreo donde se identificd el mayor cambio en la comunidad microbiana
durante las fases experimentales fueron la parte central con base en los indices de Jaccard.
En este trabajo fue muy notorio cémo la temperatura dentro del biofiltro vario
proporcionalmente respecto a la concentracién de CH4 alimentado. Este comportamiento
fue mas notorio en la Fase 3, la cual tuvo un mejor control del metano alimentado (2%v/v).
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Los perfiles microbianos identificados para cada fase experimental no evidenciaron
grandes cambios, mostrando una comunidad microbiana relativamente uniforme (no
especializada en alguna especie o género) durante la operacion de cada fase. De las tres
fases experimentales, la 3 tuvo mayor evidencia de presencia de microorganismos
metilétrofos en los perfiles de bandeo, posiblemente por la mayor carga de CH4 en
comparacion con las otras 2 fases experimentales.

La eficiencia de remocion del metano no se pudo relacionar con la presencia de los
microorganismos metanotrofos. La fase 1 tuvo amplias variaciones de entrada de carga
masica de CHy4; para la fase 2, la carga masica de CH4 fue lo suficientemente baja y pudo
ser removida al 100%; y en la Fase 3, mayor carga y sin presencia de HS, se alcanzaron
altas temperaturas en la zona central del biofiltro, por arriba de 60°C, las cuales inhibieron
la actividad metanotrofa, a pesar de la presencia registrada de termofilos en tales
condiciones.

La hipdtesis de este proyecto no pudo ser debidamente probada debido a que el consumo
de CH4 y los microorganismos que lo oxidan, no se vieron afectados en concentraciones de
H>S mayores a 500 ppm,, ya que este gas era oxidado en los primeros centimetros del
medio filtrante, por abajo del punto de muestreo inferior en esta investigacién. Sin
embargo, en la comunidad microbiana, si se pudo observar como los microorganismos
consumidores de CH4 tuvieron mayor presencia en la fase 3, en particular los termofilos,
debido a la mayor carga masica de entrada y consecuentemente el registro de mayor
temperatura en el seno del medio filtrante.

6.2 Recomendaciones

Otras técnicas que pueden ser utilizadas para el estudio de las comunidades microbianas
en este tipo de muestras ambientales, son la metagendmica y la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR, por sus siglas en inglés). Con la metagendmica puede
realizarse una determinacion de abundancia relativa de los microorganismos presentes con
la secuenciacién del gen 16S. Con la qPCR se puede detectar la abundancia de algun gen
de funcién especifica para metandtrofos y sulfoxidantes y asi tener mas informacién sobre
la comunidad microbiana.

El estudio de la comunidad microbiana involucrada en procesos de biorremediacion
permite conocer a mayor profundidad coémo los microorganismos intervienen en el
proceso de biorremediacion, en este caso de la eliminacion de metano, y de este modo,
identificar qué tanto se involucra la parte biolodgica y que tanto la fisicoquimica.
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8 Anexos

8.1 Cuantificacion y determinacién de la integridad del DNA mediante

espectrofotometria y electroforesis
A continuacién, se muestran los datos que se obtuvieron de la extraccion de DNA de la
composta en cada fase experimental (Tablas 8.1, 8.2 y 8.3). Se encuentran marcados en
negritas los que se obtuvieron cocientes de absorbancias aceptables, que en el caso de

A260/A230, son los mayores a 1.5. Los valores no aceptables se pueden deber al arrastre

de carbohidratos remanentes en la composta que, al tener restos de jardineria, existe una

probabilidad que se presente este tipo de contaminacion en el DNA. Para la absorbancia

A260/A280 con valores menores a 1.6 se puede asumir a presencia de compuestos
aromaticos (Matlock, 2015).

Tabla 8.1. Valores de concentracion, calidad y rendimiento de la extraccion de DNA de muestras de composta de la

Fase experimental 1.

(DNAJ Rendimiento
Punto Muestra (ng/uL) A260/A280 | A260/A230 (ng/g
composta)

D00 445 1.85 1.64 37.2

D40 46.4 1.72 1.05 44.5

4.2 D53 104.2 1.80 1.43 40.5
D68 83.2 1.80 1.57 32.6

D00 43.0 1.83 1.80 36.0

D40 22.7 1.55 0.65 22.8

41 D53 555 1.82 1.64 22.0
D68 55.6 1.77 1.45 19.1

D00 56.8 1.82 1.74 50.6

D40 30.6 1.57 0.80 28.7

22 D53 131.3 1.80 1.65 50.2
D68 88.0 1.72 1.12 34.1

D00 65.5 1.82 1.71 57.1

21 D40 35.2 1.67 0.97 33.0
D53 199.7 1.83 1.66 71.6

D68 73.8 1.75 1.36 28.9
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Tabla 8.2. Valores de concentracion, calidad y rendimiento de la extracciéon de DNA de muestras de composta de la
Fase experimental 2.

(DNAJ Rendimiento
Punto Muestra (ng/uL) A260/A280 | A260/A230 (ng/g
composta)
D04 57.8 1.70 1.19 21.7
D09 87.6 1.72 1.32 325
4.2 D16 73.7 1.78 1.60 26.5
D24 80.5 1.80 1.59 31.6
D04 57.5 1.66 1.11 20.5
4.1 D09 58.4 1.69 1.38 22.6
D16 92.4 1.82 1.77 31.4
D04 79.8 1.72 1.14 31.9
D09 87.0 1.78 1.63 32.1
22 D16 138.2 1.84 1.83 52.8
D24 58.6 1.80 1.56 23.2
D04 83.0 1.77 1.50 21.8
2.1 D09 60.5 1.77 1.50 21.8
D16 112.0 1.80 1.67 34.9

Para la Fase 2, por complicaciones de extraccion de DNA no se realizd el analisis para los

puntos 2.1y 4.1"°, por lo que no se realizaron los anélisis correspondientes.

10 posicidn en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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Tabla 8.3. Valores de concentracién, calidad y rendimiento de la extraccion de DNA de muestras de composta de la
Fase experimental 3.

(DNAJ Rendimiento
Punto Muestra (ng/uL) A260/A280 | A260/A230 (Mg/9g
composta)

D00 13.8 1.43 0.59 55.1

D05 95.0 1.86 1.88 379.9

4.2 D14 39.8 1.84 1.64 154.4
D22 90.9 1.98 1.87 352.7

D29 135.0 1.86 2.07 531.1

D00 21.8 1.41 0.61 87.3

D05 74.8 1.85 1.82 299.3

4.1 D14 18.5 1.85 1.36 72.7
D22 123.2 1.90 1.85 485.2

D29 121.1 1.85 1.86 483.2

D00 74.2 1.85 1.78 296.8

D05 91.2 1.85 1.85 364.7

2.2 D14 84.5 1.70 1.24 331.9
D22 120.9 1.73 1.85 469.3

D29 133.6 1.87 2.10 505.9

D00 31.8 1.75 1.11 127.1

D05 79.3 1.86 1.89 317.3

2.1 D14 91.9 1.87 1.92 363.7
D22 121.6 1.88 1.85 474.3

D29 87.6 1.84 2.16 326.0

Como se puede observar, en la Fase 3 se obtuvieron mejores rendimientos de extraccion
de composta (ung DNA/g composta), lo que pudo deberse a la mejora en la destreza del
protocolo de extraccion de DNA.

8.2 Amplificacion de fragmentos de DNA por la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Con la PCR punto final se obtuvieron amplicones del tamafio entre 750 pb y 500 pb, que
es lo esperado, ya que el tamafio de los amplicones de la seccion V3-V5 es de 550 pb mas
la secuencia grapa de 40 GC. Sin embargo, existen amplificaciones inespecificas mayores a
750 pb, lo cual se puede atribuir al tiempo de elongacién del programa de PCR que fue
prolongado (Figuras 8.1, 8.2, 8.3 y 8.4).
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Figura 8.1. Electroforesis en agarosa al 1.4% de los productos de PCR con grapa de GC de las muestras de la Fase
Experimental 1 (C1) y para los diferentes puntos de muestreo.
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Figura 8.2. Electroforesis en agarosa al 1.4% de los productos de PCR con grapa de GC de las muestras de la Fase
Experimental 1 (C1) y 2 (C2) y para los diferentes puntos de muestreo.’’

11 posicién en el biofiltro 4.2: Superior centro; 4.1: Superior pared; 2.2: Inferior centro; 2.1 Inferior pared
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Figura 8.3. Electroforesis en agarosa al 1.4% de los productos de PCR con grapa de GC de las muestras de la Fase
Experimental 2 (C2) y para los diferentes puntos de muestreo.
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Figura 8.4. Electroforesis en agarosa al 1.4% de los productos de PCR con grapa de GC de las muestras de la Fase
Experimental 3 (C3) y para los diferentes puntos de muestreo.
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8.3 Purificacion de bandas

En las Figuras 8.5 y 8.6 se puede observar ejemplos de reamplificaciones de bandas cortadas de
los geles de DGGE de la fase experimentales 2 (F2) y 3 (F3). En las Figuras 8.7 y 8.8 se muestran
ejemplos de bandas de las tres fases experimentales ya purificadas y listas para mandar a
secuenciar.

F3-71 F2-11 F2-12 F2-13 600pb  F2-14 F2-15

i : 500 pb

p—cy
Np———
]
i et

Sy - ey ey = SN S S S G G Se——

Figura 8.5. Gel de agarosa al 1.5% de bandas reamplificadas con amplificaciones inespecificas.

F3-31

Figura 8.6. Gel de agarosa al 1.5% de bandas reamplificadas con amplificaciones inespecificas.
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Figura 8.7. Gel de agarosa al 1.5% de bandas reamplificadas después de la purificacién con el kit QIAquick Gel
Extraction kit. Los lugares donde no se aprecia la banda, significa que se perdié el reamplicon durante la purificacion.
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Figura 8.8 Gel de agarosa al 1.5% de bandas reamplificadas después de la purificacién con el kit QIAquick Gel Extraction
kit. Los lugares donde no se aprecia la banda, significa que se perdié el reamplicén durante la purificacion.
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8.4 Indices de organizacion de las comunidades microbianas.

Intensidad normalizada

Figura 8.9. indices de organizacién de la comunidad de la fase 1 Experimental, gel 1.

Intensidad normalizada

Figura 8.10. indice de organizacién de la comunidad de la fase 1 experimental de las semanas 0, 4 y 8.
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Figura 8.11. Indice de organizacién de la comunidad de la fase experimental 2, gel 2.
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Figura 8.12. Indice de organizacién de la comunidad de la fase experimental 2, gel 4.
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8.5 Valores de Sorensen-Dice y su evolucién a lo largo del tiempo.
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Figura 8.13. Valores de Sorensen-Dice obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 1

Experimental.
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Figura 8.14. Valores de Sorensen-Dice obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 2 Experimental.
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Figura 8.15. Valores de Sorensen-Dice obtenidos a partir del perfil de bandeo de la DGGE de la fase 3 Experimental.
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