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RESUMEN

La bioestimulacion de la digestion anaerobia (DA) por medio de materiales
conductores (MC) ha cobrado relevancia en los tltimos afos, debido a los efectos que
pueden tener sobre el rendimiento de metano y la estabilidad del proceso. Las mejoras
han sido asociadas principalmente al enriquecimiento del metabolismo sintréfico por
medio de la transferencia directa de electrones entre especies (DIET). Sin embargo, los
materiales férricos y carbonosos poseen diversas propiedades fisicoquimicas y
morfoldgicas a las cuales se pueden atribuir dichas mejoras y es complejo, encontrar el
o los factores que logran hacer més eficiente el proceso sin un anélisis profundo y multi
enfoque. Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar la influencia de la
adicién de carbén activado granular, biocarbén y magnetita en la digestion anaerobia
de la fracciéon organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU), caracterizando la
quimica superficial de los materiales y sus efectos potenciales sobre la DA, el impacto
de la dosis, el tamafio de particula y su incorporacién de forma suspendida e
inmovilizada. Para ello se determinaron los principales parametros cinéticos, a partir
de pruebas de potencial bioquimico de metano en régimen discontinuo, monitoreando
pardmetros como pH, ORP y concentracion de AGV, asi como la comunidad
microbiana y la expresion de proteinas indicadoras de rutas metabdlicas. Se evidencié
que los MC poseen propiedades que permiten mejorar el proceso, como un pH bésico,
grupos funcionales redox, microelementos como Fe3*, K*, Mg?*, Ca?* y Mn?* y
microporosidad. La adicién de biocarbén y magnetita en dosis de 1 g/L y 0.1 g/L
respectivamente, mostraron la mayor significancia estadistica en comparacion con el
grupo control, mejorando el rendimiento de metano en un 20 y 30%. La magnetita y el
biocarbén permitieron un proceso estable y una rapida recuperacién ante la
acidificaciéon y las altas concentraciones de AGV, asi como mantener valores de
potencial redox alrededor de -300 mV, lo cual favoreci6 la ruta de metanogénesis
acetocléstica, evidenciada a su vez, con el enriquecimiento de bacterias oxidantes de
acetato sintréficas como Geobacter spp. y arqueas de las familias Methanosaetaceae y
Methanosarcinaceae, particularmente las especies M. soehngenii, M. harundinacea y M.
barkeri. Asimismo, se pudo constatar la regulacion al alza de proteinas clave en esta via
metabdlica como acetil coenzima A sintetasa, acetil CoA descarbonilasa sintasa, metil
coenzima M reductasa y transferasas transmembrana capaces de oxidar acetato u otros
compuestos organicos a partir del Fe (III). De tal manera que la mejora no se puede
adjudicar anicamente a la conductividad de los materiales ni a la DIET, pues en el
proceso de bioestimulacién convergen multiples causas.

Palabras clave: Digestion anaerobia, FORSU, bioestimulacién, carbén activado,
biocarbén, magnetita.



ABSTRACT

Biostimulation of anaerobic digestion (AD) by means of conductive materials (CM) has
gained relevance in recent years, due to the effects they can have on methane yield and
process stability. Improvements have been mainly associated with the enrichment of
syntrophic metabolism by direct interspecies electron transfer (DIET). However, ferric
and carbonaceous materials possess diverse physicochemical and morphological
properties to which such improvements can be attributed and it is complex to find the
factor(s) that make the process more efficient without a deep and multi-focused
analysis. Due to the above, the objective of this work was to analyze the influence of
the addition of granular activated carbon, biochar and magnetite in the AD of the
organic fraction of municipal solid waste (OFMSW), characterizing the surface
chemistry of the materials and their potential effects on AD, the impact of the dose, the
particle size and their incorporation in suspended and immobilized form. To this end,
the main kinetic parameters were determined from batch biochemical methane
potential tests, monitoring parameters such as pH, ORP and VFA concentration, as well
as the microbial community and the expression of indicator proteins of enhanced
metabolic pathways. It was evidenced that the MCs possess properties that allow
improving the process, such as basic pH, redox functional groups, microelements such
as Fe3*, K+, Mg?*, Ca?* and Mn?* and microporosity. The addition of biochar and
magnetite at doses of 1 g/L and 0.1 g/L, respectively, showed the highest statistical
significance compared to the control group, improving methane yield by 20 and 30%.
Magnetite and biochar allowed a stable process and rapid recovery from acidification
and high VFA concentrations, as well as maintaining redox potential values around -
300 mV, which favored the acetoclastic methanogenesis pathway, evidenced in turn,
with the enrichment of syntrophic acetate oxidizing bacteria such as Geobacter spp. and
archaea of the families Methanosaetaceae and Methanosarcinaceae, particularly the
species M. soehngenii, M. harundinacea and M. barkeri. Likewise, up-regulation of key
proteins in this metabolic pathway such as acetyl coenzyme A synthetase, acetyl CoA
decarbonylase synthase, methyl coenzyme M reductase and transmembrane
transferases capable of oxidizing acetate or other organic compounds from Fe (III)
could be observed. Thus, the improvement cannot be attributed solely to the
conductivity of the materials or to DIET, since multiple causes converge in the
biostimulation process.

Key words: Anaerobic digestion, OFMSW, biostimulation, activated carbon, biochar,
magnetite.



1. INTRODUCCION

La digestion anaerobia (DA) se considera una tecnologia prometedora para
hacer frente a los problemas energéticos y ambientales actuales debido a su capacidad
para convertir una gran variedad de residuos sélidos y liquidos de tipo municipal e
industrial en metano (CHy), un valioso portador de energia (Ampese et al., 2022). A
nivel mundial el biogas representa uno de los recursos energéticos mas sostenibles y
con mayor potencial de crecimiento. Pese a que nuestro pais cuenta con una escasa
produccion, se proyecta un desarrollo derivado de la necesidad de aprovechar fuentes
alternativas de energia, y en este sentido, la ain vigente Ley para el Aprovechamiento
de Energias Renovables y el Financiamiento de la Transiciéon Energética (LAERFTE,
2015) establece como meta la generaciéon del 35% de la energia eléctrica a partir de
fuentes alternativas para el afio 2024.

De acuerdo con el altimo reporte de la Asociacion Europea de Biogas (EBA) (2020), 1a
cantidad de plantas que producen biogas pasé de 6,227 en 2009 a 18,943 a finales de
2019, es decir, en 10 afios se increment6 un 67 % el nimero de plantas, siendo los paises
con mayor capacidad instalada Alemania (+900 GWh), Francia (+133 GWh) y Suecia
(+78 GWh). Es preciso sefalar que aproximadamente el 70% de la produccién de biogéas
proviene de sustratos agricolas (12,446 plantas), el resto de las plantas corresponde a
lodos del tratamiento de aguas residuales (2,838), residuos de vertederos (1,604) y otros
tipos de residuos (688) (EBA, 2020).

A pesar del potencial de esta tecnologia, la digestiéon anaerobia de la fraccién orgénica
de los residuos solidos urbanos (FORSU) todavia es relativamente limitada; en Europa,
por ejemplo, la produccién de biogas a partir de este sustrato representa alrededor del
12% (EBA, 2020). En este sentido, la literatura refiere que la naturaleza heterogénea de
los desechos deriva en una produccién inestable de metano, especialmente bajo altas
tasas de carga orgéanica (Fagbohungbe et al., 2017; Hobbs et al., 2018; Cruz et al., 2022),
condiciéon que esta relacionada con fallas del sistema debido al desequilibrio entre la
acidificacion y la metanizacion, derivando en la acumulacién de dcidos grasos volatiles
(AGV’s) y disminucién del pH. Estas limitaciones se han logrado mitigar controlando

principalmente parametros de operacién en plantas a escala industrial (Ghanimeh et
al., 2018; Uddin y Wright, 2022).

A través de investigaciones a escala laboratorio y piloto, se han realizado grandes
esfuerzos para mejorar la viabilidad de la tecnologia. Tales esfuerzos se han basado
principalmente en la optimizacion de pardmetros de operacion y disefio de reactores,
co-digestion, pretratamientos, y mas recientemente la bioaumentacion y la



bioestimulacion (Tyagi et al., 2018; Xu et al., 2018; Wang et al., 2018; Kanaujia y Singh,

2022). Diversas investigaciones plantean la necesidad de comprender y mejorar el
proceso a nivel de la comunidad microbiana, dado que un proceso biolégico depende
basicamente de la actividad sintréfica de los microorganismos involucrados, lo que
tiene influencia significativa en el rendimiento del proceso (Nguyen et al., 2018; Kim et
al., 2022).

En el contexto del metabolismo microbiano, la sintrofia (syn unién, trophe alimentacion)
se refiere a la asociacion o dependencia para la alimentacién de dos especies; aplicado
a organismos que combinan sus capacidades metabdlicas para catabolizar sustancias
que individualmente no podrian transformar. Uno de los procesos sintréficos més
estudiados es el proceso de oxidacion de productos fermentables finales (acetato,
etanol, butirato) por microorganismos como Syntrophomonas, donde la oxidacién seria
energéticamente desfavorable sin la colaboracion de los metanégenos
hidrogenotroficos, sus parejas sintréficas, que disminuyen las presiones parciales de
este gas y permiten superar las barreras energéticas, descomponiendo los sustratos que
por si mismos no podrian digerir (Harichi et al., 2022).

Con el fin de bioestimular el sintrofismo entre bacterias fermentadoras secundarias y
arqueas metanogénicas, mejorando la degradaciéon de metabolitos y la conversiéon
eficiente a metano, se ha evaluado la adicién de micronutrientes como hierro, cobre,
niquel, manganeso, molibdeno y zinc (Zhang y Jahng, 2012; Choong et al., 2016;
Capson-Tojo et al., 2018; Shen et al., 2022) y mas recientemente se ha analizado el efecto
de materiales conductores (MC) y semiconductores (MSC) como minerales y
compuestos a base de carbono (Xiao et al., 2018; Lu et al., 2020; Nabi et al., 2022; Zhang
et al., 2022).

Multiples evidencias sugieren que los materiales conductores eléctricos estimulan la
transferencia directa de electrones en el metabolismo sintréfico anaerobio, teniendo
efectos positivos sobre la tasa de produccién y el rendimiento de metano al incrementar
la poblacién de bacterias consumidoras de H», disminuir la fase de latencia y facilitar
su inmovilizacion (Cheng y Call, 2016; Capson-Tojo et al., 2018; Kim et al., 2022).
Aunado a lo anterior, algunas investigaciones reportan que es posible mejorar la
estabilizacion del pH, la degradacién de los lipidos, la reduccién de la inhibicién por
amoniaco, fenoles, metales pesados y limoneno, ademas de lograr una mayor
eliminacién de solidos volatiles (SV) y demanda quimica de oxigeno (DQO) (Luo et al.,
2015; Lei et al., 2016; Lii et al., 2016; Dang et al., 2017; Yang et al., 2017; Zhao et al., 2017;
Capson-Tojo et al., 2018; Li et al., 2022).



Es importante destacar que, aunque existe una cantidad importante de investigaciones
al respecto, gran parte de los estudios se basan en el anélisis de monosustratos como
glucosa, etanol, propionato, butirato y acetato (Lu et al., 2020) y es necesario un mayor
andlisis sobre sustratos complejos como la FORSU. Finalmente, una limitante para el
uso a escala industrial de algunos materiales comerciales que favorezcan el
metabolismo sintréfico son los costos de produccidn, tal es el caso del fieltro o los
nanotubos de carbono (Zhao et al.,, 2017). De este modo, la utilizacion de materiales
conductores y semiconductores producidos a partir de residuos organicos como el
endocarpio de coco, para la elaboracién de carbén activado o biocarbén, podria ser una
estrategia factible para mejorar el metabolismo sintréfico en el proceso de la digestion
anaerobia (Ngo et al., 2022).

La presente investigacion busca poner en evidencia el efecto que el carbén activado
granular (CAG), el biocarbén (BC) y la magnetita (Fe3Os) tienen sobre la conversion
metanogénica de la fraccion orgénica de los residuos sélidos urbanos evaluando los
principales parametros cinéticos del proceso de digestion anaerobia cuando éstos son
incorporados de forma suspendida o inmovilizada en los reactores anaerobios.



2. JUSTIFICACION

La producciéon de metano por digestiéon anaerobia, aunque es una tecnologia
madura, sigue teniendo interrogantes sobre su funcionamiento con algunos sustratos,
sobre todo aquellos tan heterogéneos como la fraccién organica de los residuos sélidos
urbanos. Las altas cargas organicas de FORSU derivan de inmediato en problemas de
acumulaciéon de AGV’s e inhibicién por amoniaco, provocando un descenso en el pH
a valores inadecuados para los microorganismos metanégenos, bajando los
rendimientos de recuperacion de energia.

El desarrollo de investigacién en torno a la digestiéon anaerobia continta siendo de gran
relevancia, ya que, a pesar de tener importantes beneficios socioambientales, su
viabilidad sigue siendo afectada sobre todo en paises en vias de desarrollo debido a
limitaciones técnicas, econémicas, de mercado e institucionales, mismas que impiden
el crecimiento de este tipo de tecnologia, e incluso con subsidios a la inversiéon o por
unidad de energia producida, tiene periodos de retorno de inversiéon y valores
presentes netos desfavorables (Norouzu y Dutta, 2022). Es entonces que mejorar la
calidad y cantidad de biogas es primordial para mejorar la rentabilidad del proceso.

Diversas estrategias para mejorar la eficiencia global del proceso se siguen
investigando e implementando a escala laboratorio, piloto e industrial, tal es el caso de
la optimizacion de parametros de operacion, el disefio de nuevas configuraciones de
reactores, las co-digestiones de sustratos, los pretratamientos de sustratos
lignoceluldsicos, la ingenieria genética para mejorar el desempefio de las comunidades
microbianas involucradas y la incorporacion de aditivos o elementos bioestimulantes
(Tyagi et al., 2018; Lu et al., 2020; Kanaujia y Singh, 2022).

Con respecto a la bioestimulacion, la adiciéon de materiales conductores en los sistemas
de digestion anaerobia con el propésito de mejorar las relaciones sintréficas del sistema
a través de la transferencia directa de electrones interespecies constituye una linea de
investigaciéon, que si bien se ha explorado en los dltimos afios con resultados
promisorios, se encuentra todavia en desarrollo porque parte de los trabajos reportados
han estudiado sustratos simples como glucosa, etanol, propionato y butirato (Lee et al.,
2016; Zhao et al., 2017; Barua et al., 2018; Lu et al., 2020; Li et al., 2022). La influencia de la
transferencia directa de electrones interespecies en la conversion de residuos mas
complejos en metano, como es el caso de la FORSU, requiere investigaciones mds
amplias para sustentar su uso en aplicaciones a escala industrial.

Este trabajo de investigacion resulta de importancia, puesto que durante muchos afios
se creyo que metabolitos como el hidrégeno y formiato eran el tinico mecanismo de
transferencia de electrones para la reduccion final a metano en la digestién anaerobia,



y, ademas, se consideraba el mas sostenible para las células desde el punto de vista
energético. Ahora se sabe que el proceso de transferencia extracelular de electrones
tiene mecanismos mediados y directos (clasificados hasta 2016, por Cheng y Call). El
mecanismo directo que tienen las células es el uso de proteinas de transporte
transmembrana, las cuales disminuyen la energia libre de Gibbs necesaria para la
formacion de productos finales, pero a su vez, requiere energia para la biosintesis de
estas biomoléculas, es entonces que la adiciéon de materiales conductores, se presenta
como un mecanismo andlogo que puede favorecer ain mds la conservaciéon y
utilizacion de energia de las células en la conversion de productos de interés como el
metano.

Si bien el fenémeno de transferencia extracelular de electrones no ha sido sencillo de
dilucidar y ha tenido resultados muchas veces inconclusos y controversiales,
especificamente en el drea de la digestion anaerobia, es cierto que su analisis s6lo puede
encontrar evidencias interrelacionadas y concluyentes desde wuna visién
multidisciplinaria; enfoque que pretende llevarse a cabo a través de esta investigacion,
empleando herramientas de modelacion matematica, estadistica, biologia molecular,
microscopia y quimica de superficies, y no sélo centrarse en evaluar el rendimiento
neto del proceso.



3. HIPOTESIS

La adicién de materiales conductores como el carbén activado granular, biocarbén y
magnetita en la digestion anaerobia de la fracciéon organica de los residuos sélidos
urbanos mejorard el rendimiento de biogas y la estabilidad del proceso debido al
incremento en la transferencia directa de electrones entre especies (DIET), que a su vez
propicia una mayor sintrofia entre bacterias fermentativas secundarias y arqueas
metanogénicas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el rendimiento del proceso de digestiéon anaerobia a partir de la adicion de tres
materiales conductores: carbén activado granular, biocarbén y magnetita,
incorporados de forma suspendida e inmovilizada en reactores anaerobios operados
en lote, para el tratamiento de la fraccién organica de los residuos sélidos urbanos.

4.2 Objetivos especificos

1) Analizar la composicién, morfologia, grupos funcionales y conductividad
eléctrica de los materiales conductores mediante MEB-EDS, FTIR y CE para
identificar las propiedades atribuibles a una mejora en el rendimiento de la
digestion anaerobia.

2) Evaluar la influencia de la dosis, el tamafio de particula y la adicién de los
materiales conductores en suspension e inmovilizados mediante pruebas de
potencial bioquimico de metano para determinar el rendimiento del proceso a
partir de un modelo cinético y un analisis estadistico.

3) Determinar el efecto de los materiales conductores sobre el pH, el potencial redox
y la concentraciéon de acidos grasos volatiles en el sistema para analizar su
capacidad amortiguadora, sus propiedades reductoras y las variaciones en la tasa
de hidrdlisis y formacioén de productos inhibitorios.

4) Identificar cambios en la expresion génica de proteinas de transporte de
electrones con el uso de los materiales conductores, a través de un anélisis
protedmico para obtener evidencia del fenémeno de transferencia directa de
electrones entre especies.



5. MARCO TEORICO

5.1 Contexto de la generacion de RSU en México y el mundo

De acuerdo con las cifras mds recientes que proporciona la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) a través del Diagnostico Bésico para la
Gestion Integral de los residuos, al afio 2020 la generacioén de residuos sélidos urbanos
(RSU) lleg6 a 120,128 t/dia en México, con una generaciéon per capita de 0.944
kg/hab/dia. La generacion de RSU se ha incrementado notablemente en los altimos
afos; tan s6lo entre 2003 y 2015 creci6é 61.2%, como resultado principalmente del
crecimiento urbano, el desarrollo industrial, las modificaciones tecnolégicas y el
cambio en los patrones de consumo. Segtn los ultimos datos de SEMARNAT (2020)
sobre la composicion de RSU, 46.42% corresponde a la Fracciéon Organica de los
Residuos Soélidos (FORSU). En el caso particular de la Ciudad de México, de acuerdo
con datos de la SEDEMA (2019), los habitantes y la poblacién flotante generaron 13,149
toneladas diarias de RSU (1.4 kg/hab/dia), de los cuales entre 6,000 y 6,500
corresponden a la fraccién orgénica, es decir, alrededor del 45%.

En el contexto global, el dltimo informe de 2018 del Banco Mundial, estima que
actualmente se producen en el mundo 2,010 millones de toneladas de residuos sé6lidos
urbanos (RSU) por afo; y se prevé que para el afio 2030 y 2050 esta cantidad se
incremente en un 30 y 70% respectivamente (Figura 1) (Kaza et al., 2018).

! 3.4
» 3.5 ‘
S . e
s 3 2.59 ..o
€25 | oo g
s~ 202 e
% 2 .......
$ 15
[=]
2 1
8 05

0

2016 2030 2050

Figura 1. Generacién global de residuos proyectada por el Banco Mundial.
Fuente: Adaptado de Kaza et al., 2018.

La fracciéon organica de los residuos sélidos urbanos (FORSU) es un sustrato
sumamente heterogéneo que varia en funcion de factores como la ubicacién geogréfica,
el namero de habitantes, la cultura gastronémica, la estacién del afio, las actividades
productivas, el poder adquisitivo de la poblacién, la época de muestreo o el método de
recoleccion (Kanaujia y Singh, 2022). En la Figura 2 es posible notar la influencia que
tiene el nivel de ingreso sobre el porcentaje de materia orgénica en los desechos. Cabe
sefialar que México sigue un patrén de composicion de RSU muy similar al de paises



de ingreso medio-alto y medio-bajo, con tendencia a reducir la cantidad de residuos
orgénicos en su matriz de composicién, de acuerdo con los datos del Banco Mundial.
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Figura 2. Composicién de los RSU en el mundo por nivel de ingreso.
Fuente: Adaptado de Kaza et al., 2018.

5.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas y bromatolégicas de la FORSU

Los pardmetros fisicos, quimicos y bromatolégicos de la FORSU pueden variar de
manera importante, aunque existen caracteristicas generales que pueden extrapolarse
en todo el mundo. Con el objetivo de determinar la variabilidad de las caracteristicas
de la FORSU y analizar su influencia sobre el proceso de digestién anaerobia, Fisgativa
et al. (2016) compilaron los resultados de 70 investigaciones al respecto y realizaron un
analisis estadistico, mismo que se resume en la Tabla 1.

Los resultados indicaron que los valores de las caracterizaciones de FORSU son en
efecto muy variables y que el 24% de estas variaciones pueden explicarse por el origen
geografico, el tipo de recoleccion y la estacion del afio. De acuerdo con el promedio de
s6lidos volatiles (SV), la demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y el potencial
bioquimico de metano (PBM), la FORSU muestra un buen potencial para el tratamiento
por via anaerobia. Este sustrato se caracteriza por un contenido de humedad de 74 a
90%, una fracciéon de sélidos volétiles de alrededor de 88 + 8.2% y un pH acido
promedio de 5.1 + 0.7. La FORSU tipica estd compuesta principalmente de
carbohidratos degradables (41-62%), proteinas (15-25%) y lipidos (13-30%). En
general, tiene proporciones variables de nutrientes y micronutrientes, aunque posee
una relaciéon C/N relativamente baja, que varia entre 13.2 y 24.5 asi como niveles bajos
de metales pesados (Fisgativa et al., 2016).

La digestion de la fraccién lipidica aumenta el rendimiento de CHas hasta 0.7-
1.01 L/ gsv, sin embargo, requiere un tiempo de digestion mas largo (50-65 dias) debido
a su complejidad estructural (Koch et al., 2015; Awe et al., 2018). Por su parte, las
proteinas y la digestion de almidén requieren menos tiempo de retenciéon, de



aproximadamente 15 a 25 dias, sin embargo, la tasa de produccién de CH4 con estos
sustratos tiene un intervalo de 0.42-0.50 L/gsv, es decir, 50% menos que la de la
digestiéon de lipidos (Raposo et al., 2006), ademads, los sustratos ricos en proteinas
pueden proporcionar capacidad buffer y los sustratos ricos en carbohidratos pueden
equilibrar la relacién C/N, lo que podria minimizar el riesgo de inhibicién (Chiu y Lo,
2018). Debido a sus caracteristicas fundamentales como la amplia disponibilidad, alta
fraccién orgénica biodegradable y en particular alto contenido de carbohidratos, la
FORSU ha sido considerada como una fuente econémica atractiva para la produccion
de energfia, y las caracteristicas del sustrato influyen en gran medida en el rendimiento
de los procesos de digestion anaerobia.

Tabla 1
Resumen de las caracteristicas de la FORSU de 102 muestras (Fisgativa et al., 2016)
Parametro Numero de Media Desviacion Coeficiente de
muestras (n) X) estandar (o) variacién (CV %)
Caracteristicas fisicoquimicas
pH 65 5.1 0.7 13.9
ST (% WW) 94 228 10 43.7
SV (% DM) 73 88.2 8.2 9.3
DQO (g/kg WW) 15 198 89 45
DQOs (g/kg WW) 14 99 157 158.7
PBM (LNCH,/kgsv) 10 460 87.6 19
Composicién elemental
C (% DM) 68 45.5 7.5 16.6
H (% DM) 28 7 3.3 46.5
O (% DM) 21 33.2 6.7 20.1
N (% DM) 79 28 1.1 40.3
S (% DM) 23 0.4 0.2 56.9
C/N 68 18.5 5.9 31.8
Caracteristicas bromatoldgicas
Carbohidratos (% SV) 24 36 21 57.2
Hemicelulosa (% SV) 9 9 5 52.8
Celulosa (% SV) 10 9 8 94.5
Lignina (% SV) 11 7 6 92.8
Proteinas (% SV) 26 21 13 62.2
Grasas (% SV) 28 15 8 52.0
Elementos nutricionales
Nitrégeno Kjeldahl (g/kg DM) 30 16 12 75.8
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 35 731 958 131
N-NO; (ppm DM) 9 105 50 47.4
Ca (% DM) 12 1.6 1.3 85.5
K (% DM) 24 1.2 0.7 57.7
Mg (% DM) 11 0.2 0.2 116.4
Na (% DM) 12 22 2.9 132.3
P (% DM) 33 0.5 0.3 62.9
Fe (ppm DM) 16 482 815 168.9
Mn (ppm DM) 15 162.5 48.4 77.5
Mo (ppm DM) 10 1.2 1.1 90.2
Zn (ppm DM) 8 87 110 1274

*DM-= Base seca, WW= Base humeda



5.2 Digestion anaerobia y sintrofismo

La digestiéon anaerobia es un proceso bioquimico que conduce a la conversiéon de
materia organica en gases, principalmente metano y diéxido de carbono por medio de
las distintas rutas metabdlicas de un consorcio microbiano, que tiene a su vez, como
subproducto, un digestato con nutrientes en formas minerales facilmente asimilables
(Tambone et al., 2010). El proceso de digestién anaerobia se lleva a cabo en cuatro etapas
clave: 1) hidrdlisis, 2) acidogénesis, 3) acetogénesis y 4) metanogénesis (Figura 3),
aunque cabe sefialar que no son etapas separadas una de otra, sino que existe sintrofia
entre ellas, es decir, colaboracion de varias especies para realizar una reaccién quimica
que, de otra forma, seria desfavorable energéticamente. A continuacion, se describe
cada etapa.

Materia organica Materia particulada
(Residuos agricolas, municipales e industriales) inerte y soluble
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Figura 3. Etapas de la digestion anaerobia.
Fuente: Modificado de Gujer y Zehnder, 1983 y de Ghimire et al., 2015.

1) Hidrélisis: Los compuestos solubles de alta masa molecular son hidrolizados por
exoenzimas hidroliticas excretadas por bacterias hidroliticas fermentativas a sus
mondmeros o dimeros, como los aminoéacidos, glacidos simples y dcidos grasos de
cadena larga (AGCL). Los filos de bacterias hidroliticas dominantes son Firmicutes
(principalmente Clostridium), Bacteroidetes y Actinobacteria. Estas bacterias, que
pueden descomponer la FORSU en moléculas simples, tienen un tiempo de
duplicaciéon rapido y pueden mantenerse en condiciones ambientales mas
variables comparado con los microorganismos metanégenos (Mata-Alvarez et al.,

2014).



2)

3)

4)

Dependiendo de la composicién y estructura del sustrato, la hidrélisis o la
metanogénesis pueden considerarse como las etapas limitantes. En el caso de
compuestos organicos complejos, como son los lignocelulésicos, 1a hidrélisis es por
lo general la etapa limitante, incluso, la velocidad de produccién, la cantidad y la
variedad de enzimas hidroliticas liberadas por microorganismos hidroliticos a
menudo no son suficientes para degradar adecuadamente un sustrato de este tipo.
Por otro lado, en el caso de sustratos organicos facilmente hidrolizables, un paso
de acidogénesis rapido e importante puede conducir a una acidificaciéon del medio,
inhibiendo a los microorganismos metanogénicos mds susceptibles a las
variaciones de pH (Fisgativa et al., 2016).

Acidogénesis: En esta etapa los productos de la hidrdlisis son convertidos en
acidos organicos; acético y otros &cidos grasos volatiles (AGV’s) como acido
propionico y butirico fundamentalmente, alcoholes, aldehidos, hidrégeno y
diéxido de carbono. Las proporciones de los diferentes subproductos dependen de
las especies de microorganismos y las condiciones ambientales dentro del reactor
(Zhao et al., 2017). Los filos de bacterias acidogénicas que mas abundan son las
Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes y Proteobacteria y desempefian una funcién
clave en el tercer paso para establecer la asociaciéon sintréfica entre los
microorganismos acetégenos y los metanégenos.

Acetogénesis: Se le conoce también como acidogénesis intermediaria en la cual los
AGCL son convertidos en acido acético, hidrégeno y diéxido de carbono. El
mecanismo de oxidacion anaerobia de los AGCL es la B-oxidacion (Mao et al., 2015).
Las bacterias acetogénicas pertenecen a los filos Firmicutes (Syntrophomonas,
Acetobacterium), Proteobacteria (Syntrophobacter y Syntrophus) y establecen una
relacion sintréfica con los microorganismos metandgenos hidrogenotréficos para
facilitar la transferencia interespecies del hidrégeno.

El metabolismo sintréfico es importante para mantener baja la presion parcial de
hidrégeno durante el proceso, ya que valores superiores a 10-* atm pueden alterar
las interacciones entre las comunidades microbianas y por consiguiente la
conversion final a metano de forma eficiente (Tyagi et al., 2018). Ademas, esto
conlleva que la termodindmica de la reaccion se vea desfavorecida para que las
bacterias fermentativas contintien la degradacion de los compuestos orgénicos
reducidos, como etanol, propionato, butirato. En algunos entornos metanogénicos,
el formiato también se ha identificado como un portador de electrones entre
metanodgenos y bacterias fermentativas (Barua y Dhar, 2017).

Metanogénesis: La metanogénesis se clasifica en acetoclastica cuando el metano es
producido a partir de acetato, que es la fuente de carbono, y, por otra parte, se
considera metanogénesis hidrogenotréfica cuando se produce a partir de la
reduccién del diéxido de carbono, siendo éste la fuente de carbono y el aceptor de



electrones, pero teniendo al hidrégeno como donador de electrones. Los
metandgenos acetoclasticos pertenecen a dos géneros: Methanosaeta 'y
Methanosarcina, esta ultima puede convertir tanto acetato como hidrégeno
(Venkiteshwaran et al, 2016). Methanobacterium,  Methanothermobacter,
Methanobrevibacter, Methanospirillum y Methanoculleus son los metanégenos
hidrogenotréficos mds comanmente identificados en el proceso (Wang et al., 2018).

5.3 Transferencia extracelular de electrones

Los microorganismos que tienen la capacidad de producir electricidad se conocen
como electrogénicos, lo hacen generando electrones dentro de sus células a partir de
procesos como la respiraciéon, mismos que luego deben transferir a través de sus
membranas celulares mediante pequefios canales formados por proteinas de
superficie, de tal forma que el proceso metabdlico no se vea inhibido. Este proceso se
denomina transferencia extracelular de electrones (Cheng y Call, 2016) (EET, por sus
siglas en inglés) y tiene varios mecanismos para llevarse a cabo (Figura 5).

Sin embargo, es importante mencionar que la mejor comprension de este fenémeno
tuvo lugar en afios recientes, con el avance de las ciencias 6micas que permitieron la
comparacion de genomas, la purificacién, caracterizacién y modelado de la estructura
cristalina de proteinas y con ello, el desarrollo de tecnologias que aprovecharon estos
procesos biol6gicos como las tecnologias de biorremediaciéon de suelo, agua y aire, las
celdas de combustible microbianas o los biosensores. La Figura 4 presenta mediante
una linea del tiempo los sucesos clave que hicieron posible dilucidar el proceso de
transferencia extracelular de electrones.
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*  Rio Potomac, Maryland.

Figura 4. Linea del tiempo de la transferencia extracelular de electrones.
Fuente: Elaboracién propia con datos de El-Naggar et al., 2010; Cheng y Call, 2016 y Lovley, 2017.



Desde la década de 1960 y durante muchos afios, se crey6 que la transferencia de
hidrégeno y formiato entre los metandgenos y sus parejas sintréficas era el anico
mecanismo de transferencia de electrones y ademads se consideraba que era el mas
sostenible para las células desde el punto de vista energético. Fue hasta 1988 cuando
Myers y Nealson demostraron en investigaciones sobre el sedimento del Lago Oneida,
en Nueva York, que la bacteria Shewanella oneidensis tenia la capacidad de oxidar
materia orgédnica y reducir iones metalicos mientras liberaba energia a partir de los
electrones generados.

Shewanella oneidensis se encuentra en ambientes andxicos y se considera uno de los
microorganismos mas versatiles para la transferencia extracelular de electrones ya que
puede utilizar hidrégeno, formiato, lactato, piruvato o algunos aminoacidos como
donadores de electrones, los que a su vez pueden ser cedidos a aceptores finales como
el oxigeno, nitrato, nitrito, manganeso IV y III, hierro III, fumarato, dimetilsulféxido,
6xido de trimetilamina, azufre, tiosulfato, uranio, cromo, arsénico, selenio, yodo,
cobalto, entre otros. Posteriormente Lovley y Phillips, en el mismo afio (1988)
descubrieron que Geobacter sulfurreducens también era una bacteria electrogénica.

En 1990 Myers y Saffarini identificaron varios tipos de citocromos (CymA, MtrA, MtrB
y MtrC), que son proteinas que desempefian la funcién de transporte de electrones
desde el interior hacia el exterior de la célula siendo importantes en la transferencia
directa de electrones en conjunto con los “pili”, proteinas filamentosas que fueron
puestas en evidencia hasta el afio 2006 por Gorby et al. En el afio 2010, Summers et al.
revelaron que algunas bacterias podian transferir directamente electrones a través de
estos nanocables microbianos a arqueas metandgenas (Figura 6C), en lugar de estar
mediados por ciertos metabolitos o sustancias poliméricas extracelulares (EPS) (Figura
6A y 6B). A continuacién, se describen los dos mecanismos de transferencia de
electrones interespecies: mediado y directo, en el contexto de la digestiéon anaerobia.

5.3.1 Transferencia mediada de electrones interespecies (MIET)

En entornos metanogénicos, la asociacién sintrofica entre las bacterias productoras de
hidrégeno y los metanégenos que consumen hidrégeno es la clave para mantener
condiciones equilibradas y estables. El lento metabolismo sintréfico del propionato y
el butirato en los digestores anaerobios a menudo se ha reportado como un factor
limitante crucial para la velocidad de reaccion global (Wang et al., 2021). La
transferencia de electrones a través del hidrégeno y el formiato como portadores de
electrones se conoce como la via principal para el intercambio de electrones entre
microorganismos sintréficos.

La degradacion anaerobia de los principales productos intermedios como el
propionato y el butirato, es termodindmicamente desfavorable, es decir, es una



reacciéon endergonica en condiciones estdndar de presién y temperatura (Tabla 2). El
hidrégeno o el formiato como equivalente reductor deben ser consumidos radpidamente
por los metandgenos para el adecuado crecimiento y metabolismo de sus parejas
sintréficas; en otras palabras, la reacciéon se habilita a una baja presién parcial de
hidrégeno o concentracién de formiato. Por lo tanto, muchos estudios han intentado
proporcionar condiciones favorables para comunidades sintrdficas en digestores
anaerobios (Baek et al., 2018).

Tabla 2
Principales reacciones de metabolismos sintrdficos a través de la transferencia de
hidrégeno/formiato interespecies y su energia libre de Gibbs (AG*) a pH 7

Portador AG®’
de Reacciones principales (k]J/mol)
electrones
Degradacion de Propionato- + 3H>O - Acetato- + HCO5 + H* + 3H» +76.5
propionato
Produccién de 3/4 HCO3 + 3/4H* +3H, > 3/4CH4 + 9/4H,0 -101.7
metano
Reaccion general Propionato- +3/4H,0 2 Acetato- + 1/4HCO5 + 1/4H* + -25.2
L 3/4CH,
Hidrogeno Degradacién de Butirato- + 2H>O - 2Acetato- + H* + 2H» +48.3
butirato
Produccion de 1/2HCOs +1/2H*+2H, > 1/2CHs + 3/2 HO -67.8
metano
Reaccion general Butirato- + 1/2H,0 + 1/2HCOs- & 2Acetato- +1/2H* + -19.5
1/2CH4
Degradacién de Propionato- + 2H>O + 2CO, > Acetato- + 3HCOs + H* +65.3
propionato
Produccion de 3HCOO- + 3H* > 3/4CH4 + 9/4CO, + 3/2H,0 -144.5
metano
Formiato Reacciéon general  Propionato- +2H* + 1/2H>O > Acetato- +1/4CO2 + 3 /4CH, -79.2
Degradacion de Butirato- + 2H>O + 2CO; = 2Acetato- + HCOO- + 2H» +38.5
butirato
Produccion de 2HCOO-+ 2H* > 1/2CH,4 + 3/2CO; + HO -96.3
metano
Reaccion general Butirato- + H,O +1/2CO, - 2Acetato- + 1/2CH4 -57.8

El hidrégeno y el formiato funcionan de manera similar en la mediacién de electrones
para EET en procesos de digestion anaerobia; sin embargo, tienen diferentes
caracteristicas fisicoquimicas. El hidrégeno tiene una ventaja sobre el formiato en la
generacion de un gradiente de concentracién debido a su solubilidad mucho mas baja.
Esta diferencia hace que el gradiente de concentracién entre microorganismos
productores y eliminadores sea significativamente mayor (hasta 1000 veces) con
hidrégeno que con formiato (De Bok et al., 2004). Por otro lado, el hidrégeno muestra
una velocidad de difusién 30 veces mayor en agua en comparaciéon con el formiato.
Debido a estas caracteristicas, la transferencia de formiato interespecies puede ser
superior a la transferencia de hidrégeno cuando las distancias intermicrobianas son
grandes, y viceversa, en términos de generar un gradiente de concentracion.



5.3.2 Transferencia directa de electrones interespecies (DIET)

En la transferencia directa, los electrones liberados por los microorganismos
exoelectrogénicos se transfieren directamente a los microorganismos capturadores de
electrones a través de los citocromos asociados a la membrana y los pili conductores
que forman conexiones eléctricas entre los socios sintréficos (Figura 6C). Se ha sugerido
que la DIET es mds rapida y energéticamente mds eficiente que la transferencia
mediada a través de hidrégeno o formiato como portadores de electrones (Figura 5);
por lo tanto, el rendimiento metanogénico puede mejorarse potencialmente
promoviendo la DIET en la digestion anaerobia (Cheng y Call, 2016; Mei et al., 2018).
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Figura 5. Comparacién termodindmica de la oxidacién de etanol y acidos organicos
mediante HIET y DIET
Fuente: Wang et al., 2021.

El mecanismo de transferencia directa involucra la participacion de proteinas
filamentosas unidas a la membrana celular llamadas “pili”, las cuales, entre otras funciones
sirven para conectar fisicamente y transferir electrones entre las células, con ayuda de los
citocromos, proteinas que contienen un grupo prostético hemo y desempefian la funcién
de transporte de electrones (McGlynn et al., 2015). Los metanégenos que pueden aceptar
directamente los electrones de otras especies se llaman electrotréficos (Lovley et al.,
2011). La transferencia directa de electrones tiene una ventaja sobre la transferencia
mediada desde un punto de vista termodindmico porque la DIET no necesita pasos
enzimaticos complejos para producir, difundir y consumir los mediadores redox.
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Figura 6. Sintrofia fermentador-metandgeno a través de: (A, B) transferencia de electrones
interespecies mediada (MIET), (C) transferencia directa de electrones interespecies (DIET),
y (D) DIET mediante materiales conductores.

Fuente: Modificado de Cheng y Call (2016).

Los estudios han demostrado que una amplia variedad de bacterias donadoras de
electrones y metanégenos electrotréficos pueden construir una asociacion sintrofica
basada en la DIET, posiblemente impulsada por condiciones de operacion del digestor,
como el tipo de sustrato, la carga organica, la configuracién del reactor, entre otros
pardmetros (Zhao et al., 2015; Zhao et al., 2017; Dang et al., 2017; Wang et al., 2018).

Varias bacterias donadoras de electrones se han aislado de digestores metanogénicos
(Barua y Dhar, 2017), entre ellas, las especies Geobacter y Pseudomonas por su capacidad
para producir electricidad en sistemas electroquimicos microbianos a través de
transferencia extracelular de electrones (Chang et al., 2006; Adhikari et al., 2016).
Recientemente también ha sido estudiada y comprobada la actividad exoelectrogénica
de diversas especies de los filos Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (Modestra
et al., 2020).

Se ha deducido que la agregacion de especies es esencial para que se pueda dar una
adecuada conexién eléctrica, lo que puede ser posible en alguna configuracion
especifica de digestores anaerobios, como el reactor anaerobio de flujo ascendente
(UASB, por sus siglas en inglés). La formacion de granulos es un factor clave para la
metanizacién como resultado de una transferencia de electrones eficiente ya sea por
contacto directo entre células, a través de nanocables, sustancias poliméricas
extracelulares, minerales, o transportados por mediadores solubles como hidrégeno
y formiato. La arquitectura en capas de los granulos (Figura 7) proporciona nichos
para asociaciones sintroficas y promueve la proximidad fisica entre esos
microorganismos (Ishii et al., 2005).
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Figura 7. Estructura multicapa de un granulo anaerobio.
Fuente: Adaptado de Dubé y Guiot, 2015.

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la adicion de materiales
conductores, tales como carbén activado granular (CAG), biocarbén, tela de carbono,
nanoparticulas de hierro y nanotubos de carbono, en biorreactores metanogénicos
puede promover la DIET dentro de una amplia gama de bacterias que no pueden
producir pili o nanocables conductores (Figura 8A) (Chen et al., 2014; Cheng y Call,
2016). En general, los materiales a base de carbono poseen una alta conductividad
eléctrica, una gran area de superficie especifica para mejorar las reacciones y una alta
durabilidad contra la corrosiéon (Abbas et al., 2021). Las parejas sintréficas pueden
adherirse a la superficie de estos materiales conductores y usarlos como conductos
eléctricos para el intercambio de electrones en multiples configuraciones de reactores
(Figura 8B).

Figura 8. (A) Micrografia electrénica de barrido de un co-cultivo metanogénico de P.
thermopropionicum y M. thermoautotrophicus (flechas) con conexiones pili (A) y co-cultivo
sintrofico de G. metallireducens (varillas) y M. barkeri (esferas) que crecen en biocarbon (B).

Fuente: Gorby et al., 2006; Chen et al. (2014).



5.4 Proteinas, genes y microorganismos asociados a la transferencia extracelular de
electrones

La detecciéon de genes funcionales o proteinas a través de enfoques émicos puede
identificar potencialmente si ocurren vias de transferencia directa de electrones. Una
estrategia consiste en identificar genes, proteinas y transcriptomas asociados (Tabla 3).
Sin embargo, es importante sefialar que algunos genes y proteinas pueden estar
involucrados con otras funciones celulares. En el listado destaca Geobacter
sulfurreducens, por ser una especie que puede transferir electrones a 6xidos de hierro III
insolubles, asi como a otros aceptores de electrones extracelulares incluyendo 6xido de
manganeso (MnQO2) y sustancias htimicas. También resultan de importancia las
ferredoxinas (f420) y metanofenazinas, cofactores activos redox de arqueas
metanogénicas, principalmente del género Methanosarcina que llevan a cabo
transferencia de electrones (Barua y Dhar, 2017; Park et al., 2018).

Tabla 3
Proteinas, genes y microorganismos de interés en el estudio de la transferencia extracelular
de electrones en sistemas anaerobios

Sr(:;il:f(;)t Proteina Gen Microorganismo 1\(/][;:;
Q39X52 Cytochrome c omcZ Geobacter metallireducens (strain GS- 50,445
Gmet_0930 15 / ATCC 53774 / DSM 7210)
Q74BG5 Cytochrome c omcZ Geobacter sulfurreducens (strain 49,379
GSU2076 ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
B5E889 Cytochrome c omcZ Geobacter bemidjiensis (strain Bem / 51,262
Gbem_3056 ATCC BAA-1014 / DSM 16622)
A0A2Z55KU9 C-type multiheme YM18 2051 Geobacter sulfurreducens 49,031
cytochrome omcZ
K756G0 Cytochrome c (Fragment) omcZ Kocuria sp. BVB03 45,937
K75182 Cytochrome c (Fragment) omcZ Bacillus sp. BVBO01 47,633
Q74A86 C-type cytochrome OmcS omcS Geobacter sulfurreducens (strain 45,389
(Outer membrane GSU2504 ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
cytochrome S)
B5EH34 Cytochrome ¢ omcS-1 Geobacter bemidjiensis (strain Bem / 45,602
Gbem_1116 ATCC BAA-1014 / DSM 16622)
B5EHE9 Cytochrome c omcS-2 Geobacter bemidjiensis (strain Bem / 45,842
Gbem_2679 ATCC BAA-1014 / DSM 16622)
B5EHFO Cytochrome c omcS-3 Geobacter bemidjiensis (strain Bem / 49,150
Gbem_2680 ATCC BAA-1014 / DSM 16622)
A0A2755XB0 C-type multiheme YM18_2417 Geobacter sulfurreducens 45,304
cytochrome omcS
Q8EG34 Extracellular iron oxide mtrC SO_1778 Shewanella oneidensis (strain MR-1) 71,237

respiratory system surface
decaheme cytochrome c
component MtrC
Q8EG32 Extracellular respiratory mtrF SO_1780  Shewanella oneidensis (strain MR-1) 67,447
system surface decaheme
cytochrome c component
MitrF



Q8EG33

Q8EGES5

AOA2W5FU43
AOA2W5DWO03
AOA2W5E1F3
AOA2W5FYX6
Q74F]0
AOAOM4DKAS

Q74A86

Q74A87

AOA2Z5SFA8

A0A2U3QGJ1
Q8PZ67
P96797

AOAOE3NEE1

Q8TMO02

Extracelllular iron oxide

respiratory system surface
decaheme cytochrome ¢
component OmcA
Surface localized
decaheme cytochrome ¢
lipoprotein
Cytochrome C
Cytochrome C
Cytochrome C
Cytochrome C
Cytochrome C

Putative multiheme
cytochrome c
C-type cytochrome OmcS
(Outer membrane
cytochrome S)
Cytochrome c

C-type multiheme
cytochrome omcT
Cytochrome ¢ (OmcT)
Ferredoxina/F(420)

Dihidrometanofenazina

Dihidrometanofenazina

Ferredoxina/F(420)

omcA
SO_1779

SO_1659

DI594_10550
DI594_07960
DI594_07970
DI594_07965
omcE
GSU0618
omcE
DSOUD_2954
omcS
GSU2504

omcT
GSU2503
YM18_2416
NBG4_270007
fpoF
hdrD

hdrD

hdrA2

Shewanella oneidensis (strain MR-1)

Shewanella oneidensis (strain MR-1)

Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis
Shewanella oneidensis
Geobacter sulfurreducens (strain
ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
Desulfuromonas soudanensis

Geobacter sulfurreducens (strain
ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)

Geobacter sulfurreducens (strain
ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
Geobacter sulfurreducens

Candidatus Sulfobium mesophilum
Methanosarcina mazei (strain ATCC
BAA-159 / DSM 3647 / Goel / Gol
/ JCM 11833 / OCM 88)
Methanosarcina barkeri (strain Fusaro /
DSM 804)
Methanosarcina thermophila (cepa
ATCC 43570 / DSM 1825 / OCM 12
/ VKM B-1830 / TM-1)
Methanosarcina acetivorans (strain
ATCC 35395 / DSM 2834 / JCM
12185 / C2A)

78,616

79,083

79,591
67,572
68,228
77,670
23,816
21,681

45,389

45,534
45,639
48,694
38,359
45,055

45,454

86,918

5.5 Estrategias para mejorar la produccion de biogas

Aunque la primera aplicacién de la digestion anaerobia data del afio 1895 en Inglaterra
y el primer digestor anaerobio fue patentado en 1907, en Alemania (Melosi, 2008), hoy
en dia siguen desarrolldndose un sinntmero de estrategias para mejorar el rendimiento
del proceso. De acuerdo con una busqueda en la base de datos Scopus (Figura 9), del
afio 2008 al 2012 la co-digestion, el disefio de biorreactores y los pretratamientos

destacaron en ese orden como estrategias para mejorar la produccién de biogas.

Sin embargo, en los ultimos afios (2013-2021) destaca un importante crecimiento de las
técnicas de bioaumentacion y bioestimulacion donde el avance y accesibilidad de las
ciencias 6micas ha tenido gran relevancia. La presente investigacién se fundamenta en
la bioestimulacion y en la siguiente seccion se detalla su aplicaciéon y estado del arte.



Optimizacion de
pardmetros

Bioaumentaciony
tecnologia genética
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Figura 9. Publicaciones sobre estrategias para mejorar la produccién de biogas de 2008-2021.
Fuente: Elaboracién propia con datos de Scopus (2021).

5.5 Bioestimulacion

La bioestimulaciéon es una técnica de biorremediacién que consiste en la adiciéon de
nutrientes u otros componentes suplementarios para mejorar la tasa de degradacién de
un consorcio microbiano autéctono (Tyagi et al., 2011). La digestién anaerobia requiere
nutrientes esenciales para lograr el crecimiento microbiano, mantener la diversidad y
las tasas metabolicas adecuadas, y, en consecuencia, una deficiencia de estos puede
limitar las funciones cataliticas de las enzimas que impulsan las reacciones de
metanogénesis. Estos elementos pertenecen a dos categorias i) macronutrientes como
nitrégeno y fésforo, y ii) micronutrientes que se requieren en cantidades traza, tales
como cobalto (Co), hierro (Fe), niquel (Ni), molibdeno (Mo) y selenio (Se) y que forman
parte de cofactores enzimaticos que participan en el proceso (Mehariya et al., 2018).

Es dificil definir una concentracién estandar de oligoelementos que pueda ser
adecuada para cada digestor anaerobio que trate diversos sustratos, puesto que la
dindmica y biodisponibilidad de estos elementos en el sistema se ven afectados por
factores fisicos y quimicos, siendo necesario analizar distintos parametros en cada
condiciéon de funcionamiento, tomando en cuenta que, estos micronutrientes también
podrian ser téxicos bajo concentraciones especificas (Angelidaki et al., 2011; Koch et al.,
2015).



Por otra parte, desde 2012, un gran ntmero de estudios han informado que, en el
proceso de digestion anaerobia, la bioestimulacién con materiales conductores,
principalmente materiales a base de carbono como carbén activado granular,
biocarbon, telas, fieltros y nanotubos de carbono, ademas de 6xidos de hierro como la
magnetita y la hematita, puede promover la transferencia de electrones interespecies
(IET) para una conversién mas eficiente de los sustratos en metano.

Diversas investigaciones (Cheng y Call, 2016, Lovley, 2017; Jin et al., 2019; Yun et al.,
2021) han demostrado que la IET no esta basada tnicamente en mediadores o
portadores de electrones difusos como el hidrégeno o el formiato, sino que los
microorganismos fermentativos secundarios poseen mecanismos para transferir
electrones de forma directa a las arqueas metanogénicas a través de materiales
conductores. Se estima que los materiales conductores de electricidad logran reducir
los tiempos de arranque del proceso, incrementan la resistencia a las condiciones
inhibitorias, la tasa de produccién y el rendimiento neto del proceso. La Tabla 4
muestra una sintesis de los resultados obtenidos al respecto en los tltimos afios con
carbén activado granular, biocarbén y magnetita, probados en la mayoria de las
investigaciones con sustratos simples como el etanol, acetato, propionato, butirato,
glucosa, entre otros.

Tabla 4
Bioestimulacién con materiales conductores
Material Dosis Sustrato Operacion Efecto en la produccién de Fuente
biogas
5g/L Etanol Lote +2.5 veces tasa de producciéon de  Liuetal,
CH,4 2012
1g/L Acetato Continuo  +34% rendimiento de CH, Leeetal.,
2016
Aguaresidual ~ Continuo  +1.8 veces rendimiento de CHy Leeetal.,
5g/L sintética 2017
10g/L Glucosa Lote Menor acumulacién de AGV’s Yanetal.,
+2.4 tasa de producciéon de CH, 2017
Ca.rb(’m 05-5g/L Lodos de Lote +17.4% rendimiento de CH, Yang et al.,
activado PTAR -6.1% produccion de lodo 2017
granular 6g/L Acetato y Lote +31% rendimiento de CH, Park et al.,
etanol +72% tasa de produccion de CHy 2018
6g/L Agua residual Lote -29.8% fase lag Park et al.,
+23% tasa de produccion de CHy 2020
0-33g/L  Agua residual Lote Consumo mas rdpido de AGV y  Tanetal,
rica en lipidos AGCL. 2021
-20-50% rendimiento de CHj con
mas de 8 g/L de CAG.
5g/L Aguaresidual ~ Continuo  +21-28% eliminacién de DQO Zhang et
sintética +32-78% rendimiento de CH, al., 2022
Mayor reduccion de sulfato y
resistencia a la toxicidad.
10g/L Estiércol de Lote Consumo mas rapido de AGV Ziganshina
pollo +13.3% tasa de produccién CH, et al., 2022




10 mg/L

-38% fase lag

Glucosa Lote +70.6% tasa de produccién CH,
Etanol Mayor capacidad para elevar la
25g/L carga orgénica Zhaoet al.,
Aguaresidual ~ Continuo  +10% remocién de DQO (93 %) 2015
sintética +1.3 veces rendimiento de CH,
5¢g/L Propionato Continuo  +16% tasa de produccién CH4 Zhaoet al.,
Butirato +25% rendimiento de CHy 2016
10g/L Propionato Lote +44% rendimiento de CHy Jing et al.,
2017
10g/L Estiércol +32.2% rendimiento de CH, Jang et al.,
Biocarbén bovino 2018
1g/L Etanol Lote 10.7-12.3 veces rendimiento de Yuanetal,
CH, 2018
1.7g/L Estiércol Lote +25% rendimiento de CHy Yang et al.,
porcino -35% fase lag 2021
+16% tasa de produccion de CHy
5¢g/L Rastrojo maiz Lote -69% fase lag Lietal,
+lodos PTAR 2022
4¢g/L Lodos Lote +2.4 veces rendimiento de CH, Shi et al.,
aceitosos Mayor tasa de hidrdlisis y 2022
acidogénesis
15¢g/L Lodos PTAR +43.4% rendimiento de CH, Wang et al.,
+51.3 tasa de produccién de CH, 2022
0.35g/L Propionato Lote +33% tasa de produccion de CH, Viggi et al.,
2014
10 mg/L -38% fase lag Luoetal.,
Glucosa Lote +70.6% tasa de produccion de CH, 2015
Etanol Mayor capacidad para elevar la
carga organica Zhaoetal.,
25g/L  Aguaresidual  Continuo  +10% remocion de DQO (93%) 2015
sintética +1.3 veces rendimiento de CH,
Propionato +16% tasa de produccion de CHy Zhaoet al.,
5g/L Butirato Continuo  +25% rendimiento de CH, 2016
10mg/L  Propionato Lote +44% rendimiento de CH, Jing et al.,
) 2017
Magnetita 50 Lodos de Lote Menor acumulacién de AGV’s Wang et al.,
mg/ gst PTAR +26.6 tasa de produccion de CH, 2018
1g/L Etanol Lote 10.7-12.3 veces rendimiento de Yuanetal,
CH, 2018
10g/L Etanol Lote Menor acumulacién de AGV’s Wang et al.,
Reduccién de ORP. 2019
Mayor remocién de DQO.

100 g/L Aguas Continuo ~ +17% remocién de DQO Chenetal,
residuales de +35% tasa de produccion de CHy 2020
alta salinidad

20mg/L  Estiércol de Lote +73.9 rendimiento de CH, Aguilar-

pollo +55.5 tasa de produccion de CHy Moreno et
al., 2020
10g/L  Aguaresidual  Continuo  +7-483% rendimiento de CH, Maetal,
sintética Mayor conversiéon de AGV 2021
5¢g/L Rastrojo maiz Lote +60.4% rendimiento de CH, Lietal,
+ lodo PTAR Mejor degradacién de propionato 2022




5.5.1 Carbén activado granular

El carbén activado es un material que posee una estructura cristalina reticular similar a la
del grafito; es extremadamente poroso y dependiendo de la temperatura de pirdlisis y su
proceso de activacion, ya sea térmico o quimico, puede llegar a desarrollar &reas
superficiales del orden de 500 hasta 1500 m?/g. La composicién quimica del carbén activo
es aproximadamente un 73-99% en carbono, 1-20% en hidrégeno, 1-22% oxigeno y 1-
20% cenizas, estas ultimas estan constituidas por elementos no volétiles, como Na, K,
Ca, S, Fe, Si, Al y P, su cantidad suele disminuir cuando el proceso de activaciéon
quimica es &cido (Xu et al., 2015).

La superficie de los carbones puede encontrarse combinada en mayor o menor
proporcion con otros atomos distintos al carbono (heteroatomos), dando lugar a
diferentes grupos superficiales (Figura 10). La mayoria de estos grupos son grupos
oxigenados, debido a la tendencia de los carbones a oxidarse incluso a temperatura
ambiente. De acuerdo con Zhang et al. (2018), existe evidencia de que la presencia y/o
introduccion de grupos funcionales con propiedades redox en la superficie de los
carbones activados, como los grupos quinénicos, han mejorado la biotransformacién
anaerobia de colorantes azo o compuestos nitroaromaticos (Van Der Zee et al., 2003; Li
et al., 2008).

Carboxilico

Carboxilico
O anhidrido

b Pirona
Carbonilo

Quinona 0

Figura 10. Representaciéon esquematica de los principales grupos superficiales que pueden
encontrarse en un carbén activado.
Fuente: Adaptado de Bandosz y Ania (2006).

El carbén activado se utiliza cominmente como medio de soporte para la retencion de
biomasa en diversas configuraciones de biorreactores, ademas, ha servido como un
mediador redox eficiente para varias aplicaciones ambientales (Tao et al., 2017). Debido a la
gran drea superficial y conductividad eléctrica que posee, se ha utilizado como electrodo

38




en varios sistemas electroquimicos microbianos debido a que hay una amplia variedad de

microorganismos que pueden aceptar electrones de CAG (Liu et al., 2012). Inicialmente este
material se comenzé a utilizar en la digestion anaerobia para adsorber compuestos
fenodlicos y metales pesados que podrian inhibir la produccién de metano (Barua y Dhar,
2017); mientras que estudios recientes han investigado su capacidad para estimular la DIET
en digestores metanogénicos (Romero et al., 2020; Yan et al., 2020; Jiang et al., 2021).

Liu et al. (2012) plantearon la primera hip6tesis de que el CAG podria facilitar la DIET entre
bacterias fermentadoras secundarias y arqueas metanogénicas, describieron que su adicion
redujo sustancialmente la fase de latencia y aumento6 la produccién de metano a partir de
etanol en co-cultivos de G. metallireducens y M. barkeri. El analisis microscépico del co-
cultivo modificado con CAG en su estudio mostr6 que ambas especies estaban fuertemente
adheridas a la superficie del carbon activado sin realizar agregados para establecer
conexiones eléctricas a través de los conductores pili. Esta observacion sugiere que el
desarrollo de comunidades microbianas activas en DIET en la superficie sélida conductora
de CAG puede compensar el papel de los pili y los citocromos tipo ¢ de la membrana
externa. Por su parte, Zhao ef al. (2015) afirman que la biosintesis de los citocromos tipo cy
los pili requiere una inversion significativa de energia por parte de los microorganismos,
por lo que la presencia de materiales conductores puede permitir que las células conserven
mas energia.

Para promover la DIET, se ha aplicado CAG en digestores anaerobios continuos y
discontinuos alimentados con diversos sustratos organicos, como etanol, acetato, butirato,
propionato, lodos activados de desecho y alimentos comerciales para perros (Zhao et al.,
2017; Barua y Dhar, 2017). De acuerdo con Lee et al. (2016), la incorporacion de CAG en un
digestor anaerobio en continuo aumenté significativamente la tasa de produccién de
metano 1.8 veces. Ademas, la produccién especifica de metano (mLcrs/gsv) a partir de
biomasa unida a CAG fue 3.7 veces mayor que la de la biomasa suspendida en su estudio.

Park et al. (2018b) evaluaron también el efecto del CAG, donde en comparacién con las
muestras de control, este material aumenté la producciéon de metano y su tasa de
produccién en un 31% y 72%, respectivamente. El anélisis de secuenciaciéon de 16S
rRNA revel6 un cambio en la composicién de la comunidad arqueal; la proporcién de
Methanosarcina disminuy6 17%, mientras que la proporcion de Methanosaeta aumenté
un 5.6%. Ademas, los anélisis sugirieron una ruta metabdlica de reduccién via diéxido
de carbono en lugar de una descarboxilaciéon con acetato para la formaciéon de CHa.



5.5.2 Biocarbéon

El biocarbén se produce a través de la pirdlisis de biomasa residual, principalmente de
actividades agroforestales y residuos orgénicos urbanos (Ahmad et al., 2014). Posee una
gran cantidad de usos, por ejemplo, en la agricultura como mejorador de suelos por su
capacidad de retencién de agua, la aireaciéon del suelo y la liberacién prolongada de
nutrientes a través del incremento del pH, en la industria de la construccién como
aislante, en los sistemas de tratamiento de efluentes liquidos y gaseosos utilizado en
procesos de adsorcion vy filtraciéon y en el campo de la electrénica por sus propiedades
semiconductoras (Luz et al., 2018).

El biocarbén consiste en carbono fijo, carbono 1abil y otros compuestos volatiles,
ademds de componentes de humedad y cenizas. La superficie del biocarbén es
heterogénea debido a las fracciones carbonizadas y no carbonizadas coexistentes en las
que se producen diferentes mecanismos de sorcién (Figura 11). El proceso de adsorcion
se ve facilitado por enlaces de hidrégeno, atraccion electrostatica, intercambio i6nico y
efecto hidrofébico. Las superficies de biocarbén generalmente estan cargadas
negativamente, debido a la disociacion de los grupos funcionales que contienen
oxigeno y cuando la temperatura pirolitica excede los 450 °C, el biocarbon se vuelve
menos polar y mas aromatico debido a la pérdida de los grupos funcionales que

contienen oxigeno e hidrégeno, haciéndolo a su vez mas hidréfobo (Qambrani et al.,
2017).
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Figura 11. Quimica superficial y mecanismos de adsorcion de compuestos organicos (A)

e inorganicos (B) sobre biocarbén.
Fuente: Masebinu et al. (2019).



Recientemente el biocarbén se ha usado como aditivo para la digestiéon anaerobia con

el objetivo de reducir la inhibicién de la metanogénesis por el amoniaco o el exceso de
acidos (Fagbohungbe et al., 2017; Bona et al., 2020; Li et al., 2022; Wang et al., 2022).
También se demostré que el biocarbén también puede promover la DIET entre los
metandgenos y sus parejas sintréficas con un mecanismo anélogo al carbén activado, a
pesar de su menor conductividad con respecto del carbén activado (Chen et al., 2014;
Zhao et al., 2015).

Wang et al. (2018) afiadieron biocarbén a un digestor anaerobio mesofilo con residuos
complejos (lodos de PTAR y una mezcla sintética de residuos de comida). En este caso
la adicién de biocarbén acorté la fase lag del proceso 27.5-64.4% y aument6 la tasa
maxima de produccién de metano en un 22.4-40.3%. Ademas, el material mostr6 una
notable capacidad para compensar la disminucién del pH causada por la acumulacion
de AGV’s. Se identific6 que la degradacioén sintréfica de butirato como sustrato modelo
a acetato se produjo en niveles altos de PpH2 y mediante el analisis de la comunidad
microbiana, se revel6 que el biocarbén provocé el enriquecimiento de Anaerolineaceae y
Methanosaeta, microorganismos tipicos de la DIET.

Recientemente Shi et al. (2022) investigaron el efecto de la dosis de biocarbén en la
digestion mesofila de lodos aceitosos que contenian naftaleno (un compuesto
altamente recalcitrante) y almidén (sustrato facilmente biodisponible). El exceso de BC
mostré efectos negativos con un menor rendimiento de metano y una fase de latencia
mas prolongada. Sin embargo, una dosis de 4 g/L increment6 2.19 veces el rendimiento
de metano y favoreci6 la hidrélisis y la acidogénesis. Por otro lado, plantean que el BC
media la transferencia de electrones entre Clostridium (bacteria electroactiva) y arqueas
acetoclasticas como Methanosaeta.

5.5.3 Magnetita

La magnetita es un 6xido mixto de hierro ya que se encuentra formada por dos
compuestos, el primero es el FeO (6xido de hierro (II) u 6xido ferroso) y Fe:Os (6xido
de hierro (III) u 6xido férrico). Su composicién elemental corresponde a 72.4% hierro y
27.6% oxigeno. Cristaliza en un sistema ctbico centrado en las caras, con estructura de
espinela inversa, como se ilustra en la Figura 12. En su celda unitaria de 56 4tomos, 32
son de oxigeno y 24 son cationes de hierro, de los cuales 16 estan en forma férrica (Fe3*)
y 8 en forma ferrosa (Fe?*), las posiciones tetraédricas corresponden especificamente a
cationes Fe3* y en las posiciones octaédricas se alojan cationes Fe3* y Fe?* por igual
(Yang et al., 2011).



Figura 12. Estructura quimica de la magnetita Fe3O,.
Fuente: Yang et al. (2011).

En los dltimos afios, la sintesis de nanoparticulas de hierro, como la magnetita (Fe3Ox)
y la hematita (Fe2Os), ha tenido una atencién significativa debido a sus diversas
aplicaciones en catalisis heterogénea, bioseparaciéon y biosensores (Wu et al., 2015),
aunque la magnetita y la hematita tienen diferentes composiciones quimicas y
conductividades eléctricas (la magnetita tiene 10° veces mas conductividad que la
hematita (Guskos et al., 2002). Estos minerales también son abundantes en la
naturaleza, y su presencia en suelos y sedimentos subsuperficiales puede facilitar el
transporte de electrones extracelulares por microorganismos reductores de hierro,
como las especies de Geobacter (Liu et al., 2015; Cheng y Call, 2016).

Kato et al. (2012) descubrieron por primera vez que la adicién de hematita y magnetita
en los digestores anaerobios puede reducir significativamente la fase de latencia y
mejorar la tasa de producciéon de metano debido a la sintrofia basada en la DIET. Sin
embargo, los estudios sugirieron que el mecanismo de estimulacién de la DIET
mediante nanoparticulas de hierro serfa diferente de otros materiales conductores
(Baek et al., 2017) ya que se adhieren a los conductores pili y principalmente compensan
el requerimiento de citocromos de tipo c (Liu et al., 2015).

5.6 Inmovilizacion de materiales bioestimulantes

La adicién de distintos agentes bioestimulantes, principalmente carbonosos y férricos
a bajas dosis posee importantes ventajas cuando son incorporados al proceso de
digestion anaerobia. Sin embargo, su solubilidad y su reducido tamafio de particula,
especialmente en el caso del biocarbén y magnetita, implica su adicién continua a
biorreactores anaerobios para mantener la capacidad mediadora redox activa y con
ello, la transferencia directa de electrones interespecies (DIET) dentro de la reacciéon
anaerobia. Lo anterior hace que un proceso a mayor escala y operado en régimen



continuo emplee estos aditivos como consumibles y sean descargados a través del
digestato con cada salida del efluente, lo que disminuye la viabilidad técnica,
econdmica y ambiental del proceso.

En el aspecto ambiental, el problema radicaria en la magnetita, ya que, al ser un
material recalcitrante y muy resistente a la degradacién microbiana o quimica, podria
resultar en la contaminacion secundaria debido a su descarga continua en el ambiente.
La situacién del biocarbén seria distinta, ya que incluso éste podria mejorar la calidad
del digestato como mejorador de suelo. Existe evidencia de que el biocarbén
incrementa la fertilidad del suelo, favorece la actividad microbiana, reduce la densidad
aparente y mejora la capacidad de retenciéon de agua y nutrientes (Ayaz et al., 2021).
Ademas, se ha sugerido como ideal para recuperar suelos degradados y/o
contaminados y su aplicaciéon en el campo agricola ha demostrado ser segura (Zhang
et al., 2021).

Por tanto, se requieren estrategias alternativas para inmovilizar materiales férricos y/o
carbonosos sobre diferentes soportes, de modo que puedan permanecer en el
biorreactor durante varios ciclos. Algunos materiales de soporte reportados en la
literatura para fijar materiales con propiedades morfolégicas similares al biocarbén y
la magnetita han sido ceramsita, espuma de poliuretano, fibras de poliéster, alginato
de calcio, resinas de intercambio i6nico, fieltro de carbono, alcohol polivinilico, agar,
entre otros (Martinez et al., 2013; Dai et al., 2016).

Sin embargo, es importante analizar el rendimiento de estos materiales inmovilizados
en la digestion anaerobia de la fracciéon organica de los residuos sélidos urbanos
(FORSU), ya que en otras aplicaciones ambientales se ha informado que algunas de
estas estrategias tienen desventajas, como limitaciones de transferencia de masa,
interrupcion de la inmovilizacién debido a propiedades mecanicas débiles, capacidad
de inmovilizaciéon deficiente, desorcidon del material inmovilizado e incluso inhibicion
de la actividad microbiana (Olivo-Alanis et al., 2018).

La Tabla 5 proporciona una recopilacién de estudios que informan sobre el impacto de
distintos materiales granulares o en polvo, inmovilizados para acelerar la conversién
redox o la adsorcién de una gran variedad de contaminantes y que, a su vez, ya sea por
la similitud fisica y/o quimica con los materiales conductores probados en la presente
investigacion, podrian extrapolarse al proceso de digestion anaerobia.



Tabla 5
Inmovilizacion de materiales en polvo sobre distintas matrices para la biotransformacion
de contaminantes

Material Matriz Mecanismo de Aplicacion Fuente
inmovilizadora inmovilizacién
Leonardita Resina de Atraccion Fenoles y Martinez et
intercambio electrostatica colorante rojo al., 2013.
aniénico reactivo 2
TiO; Fibra de Dispersiéon Azul de metileno  Saiful et al.,
poliamida 2019
Carbén activado Azul de metileno Kwak et al.,
2018
Antraquinona Colorante rojo Suetal.,
reactivo 3 2009
Biocarbén de Alginato de calcio Reticulacién Cadmio (II) Liuet al,,
Eichhornia 2020
crassipes
Biocarbén Plomo (II) Do & Lee,
estiércol de 2013
pollo
CuFexO4 + Espuma de Fe-Ni Hidrotermal Arsénico (III) y Wuet al,,
oxido de (V) 2018
grafeno
Nitrégeno + Fibra de carbono  Pirdlisis en atmésfera  p-nitrofenol, azul ~ Shahzeydi
Nanoparticulas de argon de metileno y etal., 2019
de Cu rodamina B
Acidos htimicos Gel de silice Covalencia Benzopireno Luoetal.,
2007
Fibra de carbono  Electropolimerizacién Compuestos Lietal,
nitroaromaticos 2008
AQDS Espuma de Covalencia Colorantes Luetal,
poliuretano azoicos 2010
Ceramsitas Adsorcién/ Colorantes Yuan et al.,
Covalencia azoicos 2012
Fibra de carbono Impregnacion Arsénico (V) Zhang et
+ quitosano al., 2010
Fibra de carbono Ultrasonido - Kornilitsina
etal., 2021
Fibra de carbono Impregnaciéon Arsénico (V) Zhang et
Fe3O4 + quitosano + al., 2010b
polietilenglicol
Impregnacion, *Propiedades Mirjalili,
Fibra de poliéster ultrasonido y magnéticas, 2019
termofijacion antibacterianas y
cataliticas de
Fenton.
Fibra de Hidrotermal *Propiedades Zhang &
poliamida morfoldgicas, Zhu, 2012

térmicas, de
traccion y abrasion.




Las sustancias htimicas son bien conocidas por su capacidad redox y por incrementar

significativamente las tasas de biodegradacion anaerobia (Kulikova y Perminova,
2021). Su et al. (2009) co-inmovilizaron antraquinonas y quinonas por atrapamiento en
alginato de calcio. Las perlas co-inmovilizadas exhibieron una buena actividad
catalitica y aumentaron la tasa de decoloracién para muchos tipos de colorantes
azoicos. La reutilizacién de las perlas inmovilizadas se evalu6 con experimentos de
decoloracion de lotes repetidos. Después de diez experimentos, la tasa de decoloraciéon
de las perlas mantuvo mas del 92.8% de su valor original.

Por su parte, Lu et al. (2010) investigaron el efecto de antraquinona-2,6-disulfonato
(AQDS) inmovilizada covalentemente en espuma de poliuretano (AQS-PUF) para la
decoloracion de colorantes azo en presencia de Escherichia coli. Durante el proceso,
muchas de las células de E. coli se adhirieron a las paredes de AQS-PUF. Después de
10 experimentos repetidos usando AQS-PUF, la eficiencia de biodecoloracién se
mantuvo en 98.7%. Estos resultados indicaron que AQS-PUF como soporte biolégico
exhibi6 una alta actividad catalitica y una buena estabilidad.

En este sentido, algunos materiales ricos en acidos humicos y/o falvicos, con
caracteristicas fisicas y quimicas muy similares al biocarbén, han sido utilizados como
sustratos modelo. Por ejemplo, Martinez et al. (2013) inmovilizaron leonardita, la cual
es materia organica asociada al lignito que atn no termina su proceso de conversién a
carbon y posee una gran cantidad de acidos himicos. La leonardita fue soportada en
una resina de intercambio i6nico e incorporada a un reactor anaerobio de flujo
ascendente (UASB) de alta velocidad para la remociéon de fenol y el colorante Rojo
Reactivo 2 (RR2). En este estudio se increment6 la decoloracion de fenol y RR2 en un
90y 75% respectivamente, logrando ademas una mayor estabilidad del reactor respecto
al control sin moléculas redox inmovilizadas.

En cuanto al biocarbén se refiere, existen pocos estudios, uno de ellos es de Liu et al.
(2020), donde se analiz6 la dinamica de sorcion de Cd?* de un biocarbén de jacinto de
agua (Eichhornia crassipes) generado a diferentes temperaturas y modificado con sulfato
térrico/ferroso encapsulado en alginato. Los resultados de este estudio destacan el
potencial de las capsulas de biocarbén-alginato para ser reutilizadas durante varios
ciclos en la eliminacién de Cd?* de las aguas residuales. Previamente Do y Lee (2013) ya
habian evaluado la reutilizaciéon de las capsulas de biocarbén de estiércol de pollo y
alginato a través de ciclos consecutivos de adsorcién-desorciéon, demostrando que las
perlas se pueden usar hasta 10 veces manteniendo casi el 70% de la capacidad de
adsorcion inicial de Pb?* (263.2 mg/ g).

La magnetita (Fe3Os) posee un gran ntimero de aplicaciones cataliticas, y en los altimos
afios ha incrementado el interés por incrustarla en diversos materiales para aprovechar



durante periodos mas largos sus propiedades. En 2012, Zhang y Zhu inmovilizaron
una fina pelicula de FesO4nanométrica sobre fibra de poliamida por el método
hidrotermal usando N,N-dimetilformamida como agente de hinchamiento y
dodecilsulfato de sodio como agente dispersante. En este caso se analizaron
propiedades morfoldgicas, quimicas, de magnetizacion, estabilidad térmica, asi como
propiedades de traccion y la resistencia a la abrasion. Las propiedades de traccion se
mejoraron hasta cierto punto debido principalmente al encogimiento de la tela. La
resistencia a la abrasién del tejido revestido con FesOsse comport6 bien.

Por otra parte, Mirjalili (2019) fijé particulas de magnetita sobre tejidos de poliéster
mediante tres mecanismos distintos; impregnacién, ultrasonido y alta temperatura. En
este caso el objetivo del estudio tampoco fue emplear el material para remover algin
contaminante, sino que se evaluaron las propiedades magnéticas y cataliticas de Fenton
de los tejidos tratados; los mejores resultados se obtuvieron en los experimentos en los
que se utilizo el ultrasonido como mecanismo de fijacion.

Los materiales carbonosos, como las telas y fieltros, se utilizan ampliamente en
aplicaciones electroquimicas, especialmente en celdas de electrélisis microbiana y
reduccién de contaminantes en fase acuosa (Le et al., 2017). Tienen una gran superficie
especifica y porosidad capaces de proporcionar abundantes sitios de reacciéon redox,
excelente eficiencia electrolitica y estabilidad mecanica a un costo relativamente bajo
(Dong et al., 2021). Ademas, dentro del 4rea de investigacion de la DIET, Wang y Lee
(2021) resumen en su articulo de revisiéon cémo este tipo de materiales se han probado
en digestiéon anaerobia con incrementos importantes en la tasa de produccién de
metano, mejor estabilidad con mayores tasas de carga orgédnica y menores fases de
latencia. Cabe destacar, que las telas y fibras de carbono se han empleado en digestion
anaerobia de forma individual, por lo que seria interesante, doparlas con un material
férrico que produzca un efecto sinérgico, pues estos mejoran la degradacién anaerobia
mediante mecanismos distintos.

Finalmente, un estudio de Shahzeydi et al. (2019) analiz6 la reduccién de 4-nitrofenol,
azul de metileno y rodamina B utilizando una serie de fieltros de carbono de superficie
modificada con nanoparticulas de nitrégeno y cobre. La eficiencia catalitica de los
compuestos sintetizados se atribuy6 a la alta distribucién de nanoparticulas de cobre
en la matriz, ademas de destacar su reciclabilidad. Recientemente, Kornolitsina et al.
(2021) también usaron el método ultrasénico de inmovilizacién, pero en este caso
modificaron una fibra de carbono con particulas de magnetita. El analisis de
microscopia electronica de barrido (MEB) mostré que la mayor parte de la superficie
de la fibra estaba recubierta de manera uniforme por particulas de Fe3O4. También se
observo cierta aglomeracion en cada etapa, lo que posiblemente esté relacionado con
la alta energia superficial de estas particulas.



6. METODOLOGIA

Para la realizaciéon de este proyecto se ha propuesto una estrategia experimental
dividida en tres etapas (Figura 13) y a continuacion se describen las actividades que se
realizardn en cada una de ellas.

CARACTERIZACION Y DETERMINACION DE DOSIS DE MATERIAL CONDUCTOR

Régimen discontinuo en AMPTS II Bioprocess Control

-Varlahle de respuesta:
Bmmmﬂ” Materiales  .ce .MeB Potencial Bioquimico de -Rendimiento de metano L DlEiL s
Maonetita conductores  -FTIR -EDS Metano +Factor: +Variable de respuesta:
g f -Dosis de material -Rendimiento de metano
. Ll +Niveles: +Factores:
FORSU Sustratg | 'PQ0 - Carbohidrates ANOVAunidireccional = | )5\ e 5 1 5y10g1L «Tamafio de particula
+Solidos  +Proteinas PR - Fey0,2 01,05Y1g/L -Dosis de material
“N; y Ny * Alcalinidad Comparacion miltiple post hoc e r T o7
Lodo Anaerobio inéculo -P: Ne ABVs . gon_tlroles. ; " .N:;E:[Es'.r, -
canlar nocul L - Positivo, negativo, sustrato, - Malla 40,30y
an *pH *Proteomica Prueba de Dunnett material conductor y no - 01,05ylglL
conductor
- ANOVA, efectos principales,
interacciones y superficie de
respuesta

Rendimiento del proceso

Modelo modificado de Gompertz
+ Fase de latencia
+ Tasa de produccion
* Rendimiento de metano
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Régimen discontinio en AMPTS II Bioprocess Control
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Biocarbi . 7 2+
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Figura 13. Diagrama general del plan experimental.



6.1 Etapa 1. Caracterizacion y determinacién de dosis de material conductor

La primera etapa consisti6 en realizar una caracterizacién fisicoquimica y morfolégica
de los materiales conductores (carbén activado granular, biocarbon y magnetita),
ademas de un andlisis fisicoquimico y bromatolégico del sustrato y el inéculo.
Posteriormente, mediante un anélisis estadistico se determind, en régimen discontinuo,
la dosis de material conductor que propicia una mejor respuesta sobre la variable de
rendimiento de metano, comparando con varios controles que fueron sometidos
también a pruebas de potencial bioquimico de metano (control endégeno, control
positivo de 1 gpqo/ L de glucosa, control de FORSU, control de materiales conductores
sin sustrato y materiales no conductores con sustrato: silice y esferas de vidrio de 1.5
mm de didmetro), lo anterior con la finalidad de poder descartar o diferenciar un
posible incremento en la produccién de biogas. Finalmente, en esta etapa se evalu6 la
influencia del tamafio de particula en conjunto con la dosis de carbén activado granular
mediante un andlisis factorial 32.

6.1.1 Caracterizacion de materiales conductores

Los materiales a evaluar fueron de tipo comercial; el carbén activado granular (Micro
4®) marca Carbotecnia, de origen vegetal cuyo precursor es el endocarpio de coco se
obtuvo a través de un proceso de activacién térmica en una atmoésfera reductora
saturada con vapor de agua. Este CAG cumple con las especificaciones y
recomendaciones de la American Water Works Association (AWWA) y cabe destacar
que no contiene metales u otros contaminantes tipicamente presentes en carbones
minerales, con lo cual se reduce la probabilidad de inhibicién por toxicidad.

Por su parte, el biocarbén (Bio-C) de Carbotecnia es un producto elaborado mediante
la pirélisis controlada del endocarpio de coco, la temperatura maxima fue de 500 °C, a
una velocidad de calentamiento lento, y en un tiempo suficientemente largo para
obtener un alto grado de carbonizacién (no especificado por el proveedor). El carbon
resultante tiene una buena microporosidad, con un bajo contenido de compuestos
volatiles y una alta proporciéon de carbono fijo. Por su origen, este carbén contiene
minerales que estabilizan el pH, no dafan el equilibrio osmético ni provoca toxicidad.

Finalmente, la magnetita es un mineral de hierro de la marca QR Minerales, constituido
por 6xido ferroso-diférrico (Fe3Os). Es un polvo fino de color negro, soluble en acidos
e insoluble en agua que contiene 64% de hierro, 6% de 6xido de silicio, 0.5% de carbono
y 0.045% de azufre.



Figura 14. Materiales conductores a utilizar.
A) Carboén activado granular, B) Biocarbén y C) Magnetita (Fe3O4)

6.1.1.1 Parametros fisicoquimicos

El pH, conductividad eléctrica (CE), s6lidos disueltos totales (SDT) y potencial redox
(ORP) se determinaron mediante un equipo multiparamétrico Hanna HI9829,
empleando las sondas HI7609829-1 y HI7609829-3 (Figura 15). Para medir estas
propiedades en los materiales conductores en solucion, se prepararon soluciones de1 g
en 100 mL y se procedi6 a tomar las lecturas por triplicado con agitacion constante y a

temperatura ambiente.

Figura 15. Medidor multiparamétrico de pH, potencial redox, conductividad eléctrica y oxigeno disuelto

6.1.1.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB) - Espectrometria de Dispersion
de Rayos X (EDS)

Esta técnica se realizé mediante un microscopio electrénico de barrido de emision
termoidnica marca JEOL JSM 5900-LV (Figura 16), el cual utiliz6 un haz de electrones
cuyas interacciones (electrones secundarios, electrones retrodispersados y rayos X)
generaron una imagen de alta resolucién que permitié analizar el tamafio, topografia



y morfologia superficial de los materiales, asi como su composicién elemental por
medio de la energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS). Para su anélisis, las
muestras en polvo se colocaron en el portamuestras de aluminio sobre cinta de
carbono.

Figura 16. Microscopio electréonico de barrido JEOL JSM 5900-LV.

6.1.1.3 Espectroscopia de Transmision de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR)

El anélisis FTIR se utiliz6 para determinar los grupos funcionales presentes en los
materiales conductores. Para ello se hizo incidir una radiacién infrarroja sobre la
muestra que provoc6 cambios en los movimientos vibracionales de la molécula, los
cuales fueron representados en un gréfico o espectro con bandas o picos caracteristicos
de enlaces presentes en la muestra.

El equipo utilizado fue un Espectrofotémetro de Infrarrojo con Transformada de
Fourier, Spectrum 400 de la marca Perkin-Elmer (Figura 17). La técnica empleada fue
la de reflectancia total atenuada (ATR) en el intervalo espectral de 400 a 4000 cm™ a una
resolucién de 0.8 cmy la muestra, previamente secada a 105 °C, se preparé mediante
pastillas de KBr. Los datos se analizaron mediante el software Opus 7.2. Las pastillas
se elaboraron mezclando 0.03 g de la muestra, previamente secada, con 0.3 g de KBr
puro. El polvo obtenido se colocé en un portador de muestra para preparar pastillas
homogéneas y muy finas empleando una prensa hidraulica de la marca Pike Crush IR
aplicando una fuerza de 2 a 3 toneladas.

Figura 17. Espectrofotometro de Infrarrojo Spectrum 400 Perkin-Elmer



6.1.2 Obtencién y caracterizacién de sustrato e inéculo

La recoleccion de la FORSU se realizé en la Central de Abastos de Tultitlan, Estado de
Meéxico, llevando a cabo el muestreo por el método del cuarteo de acuerdo con la norma
NMX-AA-015-1985. La muestra se tritur6 y se preservé a -18 °C hasta su andlisis y
procesamiento. La caracterizaciéon de la FORSU incluy6 parametros fisicoquimicos:
DQO, sélidos totales, volatiles y fijos, humedad, pH, alcalinidad, nitrégeno total (Nr7),
nitrégeno amoniacal (Nnmn4), fésforo total (Pr), acidos grasos volatiles (AGV’s) y
pardmetros bromatolégicos: carbohidratos y proteinas. Los métodos analiticos

utilizados para la caracterizacién se muestran a continuacién en la Tabla 6.

Tabla 6
Meétodos analiticos (fisicoquimicos y bromatolégicos)
Parametro Método
Demanda Quimica de Fotométrico. Digestion por reflujo cerrado a 150 °C a 600 nm
Oxigeno (DQO) (APHA, 5220-D).

Sélidos totales (ST),
solidos volatiles (SV) y
solidos fijos (SF).
Humedad

Nitrégeno Kjeldahl
(NK).

Nitrégeno amoniacal (N-
NH.).
Fosforo total (PT)

pH
Alcalinidad

Acidos grasos volatiles
(AGV’s)

Carbohidratos

Proteinas

Gravimétrico. Sé6lidos secados a 105 °C e incinerados a 550 °C
(APHA, 2540-B; APHA, 2540-E).

Gravimétrico. Diferencia entre masa inicial y sélidos totales
determinados (APHA, 2540 B).

Volumétrico. Digestion acida con catalizador de 48.8% NaxSOs,
48.9% K504, 0.3% CuSOs por el método Missouri y posterior
neutralizacién, destilacion y titulacion con H,SOs 0.02 N
(APHA, 4500-NH5 C y 4500-NH; E).

Volumétrico. Destilacion y titulacién con HSO4 0.02 N (APHA,
4500-NHs C y 4500-NH;s E).

Fotométrico. Digestién acida con HSO, Y HNO; (APHA, 4500-
P B 4). Método del acido vanadomolibdofosférico a 470 nm
(APHA, 4500-P C).

Potenciométrico. Medido con el potenciémetro

Titulacion con acido sulftrico 0.1 N, de pH 5.75 a 4.3 (Pérez y
Torres, 2008).

Titulacién en retroceso de pH 4 a 7 con NaOH 0.1 N de la
muestra acidificada a pH 3.3, centrifugada y el sobrenadante
puesto en ebullicion (DiLallo y Albertson, 1961).

Fotométrico. Fenol y sulfato de hidracina a 490 nm (Dubois et
al., 1956).

Nitrégeno Kjeldahl multiplicado por factor de 6.25 (Cabbai et
al., 2013).




Por su parte, el inéculo que se empled para la digestion anaerobia de FORSU fue un

lodo anaerobio granular que se obtuvo del reactor anaerobio de flujo ascendente
(UASB) que trata efluentes de una planta cervecera. La caracterizacion de este consistio
en la determinacién de los mismos pardmetros considerados para la FORSU.

6.1.3 Disefio experimental para determinar dosis de material conductor

6.1.3.1 Pruebas de potencial bioquimico de metano

Para los ensayos en lote se uso6 el equipo Authomatic Methane Potential Test System
(AMPTS II) de Bioprocess Control (Figura 18), siguiendo la metodologia de Angelidaki
et al. (2009) y Holliger et al. (2016) para el potencial bioquimico de metano (PBM) de
residuos sé6lidos organicos y cultivos energéticos. Estos experimentos tuvieron como
objetivo analizar la dosis de material conductor (CAG, BC y Fe3Os) que propicia un
mayor rendimiento, asi como evaluar la influencia del tamafio de particula y la dosis
de CAG sobre la misma variable de respuesta.

Las pruebas de PBM estan disefiadas para determinar la biodegradabilidad anaerobia
y la maxima produccién de metano de un sustrato. En este caso se llevaron a 34 ensayos
experimentales (Tabla 8) para determinar las dosis de MC con los mejores rendimientos
de metano, los cuales se muestran en la Tabla 8. Los detalles para la configuracién de
esta prueba en lote, se incluyen en los Anexos A (control negativo y positivo), B
(soluciéon amortiguadora), C (solucién de nutrientes y fosfatos) y D (solucion para
unidad fijadora de COy).

El sistema const6 de un bafio térmico donde se colocaron 15 frascos de vidrio, cada uno
con un volumen de 500 mL, el volumen ttil de cada reactor fue de 360 mL, dejando un
espacio de cabeza de 140 mL. Las pruebas se realizaron por duplicado, contando
ademas de los ensayos con los diferentes materiales conductores y dosis, con un control
endoégeno o negativo y un control positivo de glucosa (Anexo A), control de FORSU
sin adiciéon de materiales conductores, asi como dos controles adicionales, con los
materiales conductores a analizar por si solos y materiales no conductores (silice y
esferas de vidrio) tal como lo especifica la Tabla 8 en la matriz experimental.

Las condiciones ambientales y de operacién fueron: temperatura mesofilica de 36.5 £ 1
°C, pH de 7.5 (ajustando con la solucién buffer del Anexo B, en caso de ser necesario),
agitacion manual cada tercer dia y una relacion inéculo/sustrato de 2, esta relacion se
defini6 con base en los sélidos volatiles, agregando asi la masa de lodo anaerobio
granular y FORSU en base seca necesaria para alcanzar dicha relacion. Ademads, de
acuerdo con el protocolo de Holliger et al., (2016) se incorpor6 la cantidad necesaria de
un medio de nutrientes y solucién de fosfatos (Anexo C). Finalmente, el espacio de
cabeza se desplaz6 con N> durante un minuto aproximadamente para garantizar
condiciones anaerobias iniciales.



El biogas producido pasé a través de una unidad de captura de COz que consisti6é en
una solucioén de hidréxido de sodio 3 M con timolftaleina al 0.4% como indicador de
pH (Anexo D) y su volumen se convirtié6 automaticamente a temperatura y presiéon
estdndar (0° C y 1 bar) en una unidad medidora de flujo de metano. Los datos fueron
registrados por 21 dias o hasta que la produccién diaria de gas fue inferior al 1% de la
produccion total acumulada. La informacién se obtuvo por medio del software de
AMPTS 1I y transferidos automaticamente a un archivo en formato Excel para su
posterior procesamiento y andlisis estadistico.

Figura 18. Sistema Automatico de Pruebas de Potencial de Metano de Bioprocess Control

6.1.3.1 Analisis de Varianza (ANOVA) unidireccional con prueba post hoc de
Dunnett

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software Minitab 18.1. Los resultados
experimentales de las dosis baja, media y alta de MC se sometieron a un andlisis de
varianza (ANOVA) unifactorial o unidireccional, utilizando un nivel de confianza del
95%, seguido de una prueba post hoc: prueba de Dunnett, para analizar las diferencias
respecto al grupo control. Cabe destacar que los niveles o las dosis asignadas se
determinaron con base en la revisién bibliografica detallada en la Tabla 4 del Marco
Teorico. A continuacién, se presentan en la Tabla 7 los criterios considerados para el
disefio experimental.

Tabla 7
Planteamiento del diseiio experimental para ANOVA unifactorial
Parametro Condicién
Aleatorizaciéon Si
Variable dependiente o de Rendimiento de metano (mLCH,/ gsv sustrato)
respuesta:
Dosis de material conductor (CAG, BC o FexO3) (g/L)
Codificados:
Variable independiente o factor: Bajo, medio alto
Decodificados

CAGyBC—>1,5y10g/L
Fe:03>0.1,05y1 (g/L)




Niveles o tratamientos:

Controles:

Control negativo
Control positivo
Control sustrato

Control material conductor (CAG, BC y FesOy)

Control material no conductor:

1. Silice gel
2. Esferas de vidrio

Réplicas: 2

Tabla 8

Matriz experimental para el andlisis de la dosis de CAG

No. de ensayo Tipo Nivel

MC Codificado Decodificado

1 Bajo Inéculo + FORSU +1 g/L
2 Bajo Inéculo + FORSU +1 g/L
3 CAG Medio Inéculo + FORSU +5 g/L
4 Medio Inéculo + FORSU +5 g/L
5 Alto In6culo + FORSU +10 g/L
6 Alto In6culo + FORSU +10 g/L
7 Bajo Inéculo + FORSU +1 g/L
8 Bajo Inéculo + FORSU +1 g/L
9 Medio Inéculo + FORSU +5 g/L
10 BC Medio Inéculo + FORSU +5 g/L
11 Alto Inéculo + FORSU +10 g/L
12 Alto Inéculo + FORSU +10 g/L
13 Bajo Inéculo + FORSU + 0.1 g/L
14 Bajo In6culo + FORSU + 0.1 g/L
15 Medio In6culo + FORSU + 0.5 g/L
16 Fe304 Medio In6culo + FORSU + 0.5 g/L
17 Alto In6culo + FORSU +1 g/L
18 Alto In6culo + FORSU +1 g/L
19 Negativo Inéculo
20 Inéculo
21 Positivo Glucosa
22 Glucosa
23 Sustrato In6culo + FORSU
24 Inéculo + FORSU
25 Inéculo + CAG
26 Controles Inéculo + CAG
27 Material In6culo +BC
28 conductor Inéculo + BC
29 In6culo + Fe;Oy
30 In6culo + Fe;Oy
31 In6culo + FORSU + silice
32 Material no In6culo + FORSU + silice
33 conductor Inéculo + FORSU + esferas de vidrio
34 Inéculo + FORSU + esferas de vidrio




6.1.4 Evaluacion de la influencia del tamafio de particula - dosis de CAG

Debido a que de acuerdo con Pan ef al. (2019) no solo la dosis de material conductor
influye, sino también las propiedades y el tamafio de particula, se plante6 un
experimento en el que se pudiera analizar ambos factores en paralelo mediante un
disefio factorial 32. Debido a que de los tres materiales tinicamente el carbén activado
se encontraba en forma granular y su tamafio de particula permitia generar tres
granulometrias perfectamente diferenciadas y medidas a través de tamices utilizando
la escala U.S. STD. Sieve, fue entonces que el andlisis de la influencia del tamafio de
particula-dosis se llev6 a cabo para CAG, denotandose el tamafio de particula como
“tp” y la dosis como “d”, en cada combinacién agregandose una B, M o A para hacer
referencia al nivel bajo, medio o alto del factor como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9
Matriz experimental del disefio factorial 3* para el rendimiento de metano con respecto al
tamaiio de particula y la dosis de CAG

Nivel
Factor Codificado Decodificado
Tamafio de particula Niimero de malla (U.S. STD Sieve)
CAG (tp) 40 30 18
Bajo  Medio Alto Abertura (inm)
(B) M) (A) 0.420 0.595 1.00
Dosis CAG (d) g/L
0.1 0.5 1

A partir de los resultados de las pruebas de PBM, se obtuvo el anélisis de varianza, los
graficos de efectos principales, de interacciones y superficie de respuesta por medio del
software Minitab 18.1.

6.1.5 Rendimiento del proceso
6.1.5.1 Modelo cinético modificado de Gompertz

El modelo de ajuste de Gompertz (modelo de regresion no lineal) (Ecuacion 1) permiti6
identificar parametros importantes en la digestion anaerobia, como la tasa maxima de
produccién, el rendimiento maximo de metano y la fase de latencia. El modelo
corresponde a una funcién sigmoidal de tipo descriptivo y no predictivo en el que se
relaciona la produccion de metano en el reactor ajustando los parametros para que la
ecuacion coincida con los datos experimentales (Gadhamshetty et al., 2010).

Yty = Prax-exp {_exp [%- (1- t)]} [1]



Donde:

Y ): Produccion acumulada de metano (mL/gsv) en el tiempo t (d)

Pmax: Méxima producciéon acumulada de metano al término del experimento (mL/gsv)
Rmax: Maxima velocidad de producciéon de metano (mL/gsv/d)

\: Fase de latencia (d)

t: Tiempo de generaciéon de metano (d)

e: Constante matematica (nimero de Euler) =2.7183

El ajuste del modelo se realiz6é mediante el software Statistica 7.0, minimizando el error
entre los valores simulados y los valores experimentales. El grado de ajuste se
determiné por medio del factor de correlacion al cuadrado (R?).

6.2 Etapa 2. Inmovilizacion de materiales conductores

Con fundamento en la revision bibliogréfica de la seccién 5.8, se seleccionaron tres
estrategias de inmovilizacién que se evaluaron en experimentos en lote (como se
detall6 en la seccion 6.1.3.2).

6.2.1 Sintesis de perlas de BC/Fe;Os-alginato

Para elaborar las perlas de alginato con BC o Fe3Os, se emple6 la metodologia de
gelificacion iénica descrita por Kwak et al. (2018) que consistié en disolver 1 g de
alginato de sodio en 50 ml de agua destilada. Luego, se dispersaron 2 g de biocarbén o
magnetita en la solucién de alginato y se sometieron a ultrasonidos durante 30 min
para evitar la agregacion del material. La solucién de BC/Fe304-Alg se cargd en una
jeringa de 10 ml y se gote6 en una solucién acuosa de cloruro de calcio (CaCl) (2%
p/ V) mientras se agité continuamente. Se utiliz6 una aguja de jeringa de calibre >20 y
la distancia entre el extremo de la aguja y la superficie de CaClzla solucién fue de 5 cm.
Después del proceso de goteo, se continué agitando durante 30 minutos con el fin de
completar el proceso de reticulacion. Las perlas de BC/Fe3Os-Alg preparadas se
lavaron con agua destilada y se secaron durante 2 h a 60 °C, de acuerdo con lo sugerido
por Liu et al. (2020) para conservarlas a temperatura ambiente en un desecador.

6.2.2 Sintesis de fibra de poliéster-BC/Fe3O4

En la inmovilizacién de las particulas en polvo sobre fibra no tejida de poliéster se usé6
el método descrito por Baez-Santana (2019) que se basa en la termofijacion en seco.
Inicialmente la fibra fue lavada con agua desionizada para remover impurezas y secada
a 60 °C durante 24 horas para eliminar el exceso de humedad. Se elaboraron recortes
de fibra con un area de 2 cm?, se introdujeron en un recipiente cerrado y sobre éstas se
dispersaron 20 g de material en polvo agitdindose para una mejor impregnacion. Para
lograr que el BC/Fe304 se fusionara con el polimero, éste se someti6é a una temperatura



de 200 °C durante 10 minutos en un horno. Durante cada uno de los pasos anteriores
se cuantificé la masa de cada pieza de poliéster.

6.2.3 Sintesis de fibra de carbono-BC/Fe304

Se preparé una fibra de carbono mediante impregnacion de magnetita con quitosano
como soporte de revestimiento siguiendo la metodologia de Zhang et al. (2010b). Para
modificar la fibra de carbono se elaboré una solucién que contenia: una suspension de
magnetita 75 mM, quitosano al 0.1% y polietilenglicol al 0.1%. Después de impregnar
con la mezcla y eliminar el exceso por filtracion al vacio, la fibra de carbono se secé en
un horno a 60 °C y se lav6 repetidamente con agua desionizada. Finalmente, las fibras
modificadas se termofijaron en un horno a 200 °C durante 10 minutos. Se prepararon
simultdneamente fibras de control con el mismo procedimiento que para la fibra
modificada excepto que no se afiadié magnetita en la mezcla de modificacion.

6.2.4 Caracterizacion de materiales inmovilizados

Los métodos analiticos seleccionados para caracterizar los materiales se basan en lo
descrito por Kwak et al. (2018) y se resumen a continuacion.

6.2.4.1 Diametro promedio (s6lo para perlas de alginato)

El didametro promedio de las perlas de BC/Fe30s-Alg se determiné seleccionando
aleatoriamente al menos 20 perlas.

6.2.4.2 MEB-EDS

La morfologia de la superficie de los tres materiales modificados se analiz¢ utilizando
un microscopio electrénico de barrido de emisiéon de campo. En el caso de las perlas de
alginato, éstas se congelaron en nitrégeno liquido, se fracturaron y se deshidrataron en
una serie graduada de soluciones de agua/etanol (25%, 50%, 70%, 85%, 95% y 100%)
para después ser recubiertas mediante pulverizacion catédica utilizando oro-paladio,
concluido este pretratamiento se observan al microscopio (Su et al., 2009). En el caso de
las fibras de carbono, éstas no requirieron recubrimiento por su caracter conductor,
mientras que las fibras de poliéster se recubrieron de la misma forma que las perlas de
alginato.

6.2.4.3 Analisis termogravimétrico:

La estabilidad térmica se determiné utilizando un analizador termogravimétrico
(TGA/DSC 3+ Mettler Toledo). Los termogramas se obtuvieron en una atmosfera de
aire con una velocidad de flujo de 20 mL/min, siguiendo el método estandar ASTM
E1131-03. El rango de temperatura fue de 20 a 800 °C, con una velocidad de
calentamiento constante de 10 °© C/min.



Figura 19. Analizador termogravimétrico (TGA/DSC).

6.2.5 Pruebas de potencial bioquimico de metano

El rendimiento del proceso y los pardmetros cinéticos de los materiales inmovilizados
se evaluaron de la misma forma como se describi6 previamente en las secciones 6.1.3.1
(protocolo PBM) y 6.1.5.1 (modelo modificado de Gompertz), con la tnica diferencia
que en este caso se agregaron 3 fibras y 20 perlas de alginato a cada reactor.

6.3 Etapa 3. Andlisis de la estabilidad del proceso y proteémica
6.3.1 AGVs, pHy ORP

Los ensayos con mejores rendimientos, ya sea con materiales conductores afiadidos a
los reactores en forma suspendida o inmovilizada fueron analizados en términos de la
estabilidad del proceso mediante los parametros fisicoquimicos de AGV totales, pH y
ORP, descritos con anterioridad.

6.3.2 Analisis prote6mico

El analisis protedmico se realiz6 con la finalidad de identificar las proteinas y
microorganismos mas abundantes en las muestras, asi como para rastrear proteinas
especificas que son de interés en el transporte de electrones extracelular, o aquellas que
tienen también metales como el hierro funcionando como cofactores enziméticos. La
metodologia const6 de tres pasos los cuales son: 1) extracciéon y purificacion de
proteinas, 2) electroforesis 1D o 2D (segtn sea el caso), 3) andlisis de espectrometria de
masas e identificacion de proteinas por huella peptidica. A continuacién, se describe la
metodologia correspondiente a cada etapa.

6.3.2.1 Extraccion de proteinas y purificacion por fenol basico

Un gramo de muestra se macer6 utilizando un dispersador batch T18 IKA. La muestra
se puso en 6 mL de fenol pH 8.8 y 5 mL de buffer de extraccién (100mM tris HCI, pH
8.8, 10mM EDTA, 900 mM sacarosa y 0.4% de 2-betamercaptoetanol) se aplicaron 5
pulsos de 1 min en el dispersador alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos



se mantuvo en hielo 10 min mas y se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 min, se tomo
la fase organica y se deposité en un tubo de 50 mL nuevo y se agregaron 25 mL de
acetato de amonio 100 mM en metanol se agit6 y se dej6 reposar 16 hrs a -20 °C.
Posteriormente se centrifugé a 4000 rpm durante 30 min para obtener una pastilla de
precipitado y se descart6 el sobrenadante, la pastilla se lavé con 5 mL de acetato de
amonio en metanol 2 veces y se centrifugé a 4000 rpm por 10 min después de cada
lavado, posteriormente se lavé de igual manera la pastilla con acetona al 80% 2 veces y
un ultimo lavado con etanol al 70%, la pastilla se resuspendié en 500 ul de buffer IEF
(4.8 g de urea, 1.5 g de tiourea, 0.4 g CHAPS, 200 mL tritén, 0.007 DTT y 1 tableta de
inhibidores). Una vez extraida la proteina, se cuantificé mediante un espectrofotémetro
NanoDrop 2000 Thermo Scientific para determinar si la cantidad es suficiente para
proceder al andlisis del gel de electroforesis SDS-PAGE 1D.

6.3.2.2 Electroforesis en 1D SDS-PAGE

Posteriormente se analiz6 la integridad de la proteina en un gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) de una dimension (1D).
Debido al SDS las proteinas se desnaturalizan, perdiendo su conformacién
tridimensional. De este modo se obtuvo un fraccionamiento o separacién que obedece
a la diferencia de peso, la longitud de la cadena y la forma de las proteinas. Para ello,
20 ng de cada una de las muestras se resolvieron en un gel al 12% de poliacrilamida
con un estandar de marcador molecular “Precision Plus” de Biorad como referencia de
peso molecular y 1 pg de Lisozima Sigma L6876-1G como referencia de cantidad. El gel

se corrié en una camara de electroforesis a 100 V por 2.5 horas (Figura 20).
YRS

Figura 20. Unidad de electroforesis para 1D SDS-PAGE.

Finalizada la electroforesis, se desmonto el gel y se realizé un primer paso de fijacion,
incubando los geles en una solucién 50% v/v metanol/agua durante al menos una hora
a temperatura ambiente. A continuacion, se retir6 la solucion de fijacion y se incubaron
los geles en solucién de tincién (8% p/v sulfato amoénico, 2% &cido fosfoérico y 20%
metanol y 0.1 % de Azul de Coomassie G-250) durante al menos 16 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, se destifieron los geles con agua bidestilada, hasta alcanzar el
contraste adecuado para la identificacién de bandas. Para la captura de imagenes se



procedi6 a la adquisiciéon de la imagen para su andlisis densitométrico, en un
densitometro calibrado GS-900 BioRad. Este gel permite la cuantificaciéon de proteinas
mediante el Software ImageLab versiéon 5.2.1.

6.3.2.3 Electroforesis en 2D SDS-PAGE

Para el gel de dos dimensiones se utilizaron 350 pg de las muestras que se
resuspendieron en 215 ul de buffer desnaturalizante (8M urea, 2M Tiourea, 4% CHAPS,
2% tritén X 100 y 50 mM DTT) y se aplicaron en una tira de gel de poliacrilamida de 11
cm con un gradiente inmovilizador de pH (IPG BIORAD) de un intervalo de 3 a 10
durante 10 minutos a temperatura ambiente, en una bandeja de rehidratacion
(Immobiline DryStrip Reswelling Tray, BIORAD). Posteriormente las tiras fueron
cubiertas con aceite mineral y la bandeja se transfiri¢ a la unidad de isoelectroenfoque
PROTEAN i12 IEF Cell (BioRad) para rehidratarlas activamente (12 h, a 20 °C) seguida
de 5 pasos de focalizacién: 500 V por 30 min (rapida), 1000 V por 1h (gradiente), 3000
V por 1h (gradiente), 5000 V por 2 h (gradiente) y 8,000 V (rapida) por 3 h, hasta un
voltaje acumulado de 30-35 kVh.

Tras el isoelectroenfoque, las tiras IPG fueron removidas de la charola, se eliminé el
aceite mineral, y se incubaron durante 15 minutos con un tampoén de equilibrio SDS
(Tris-HC1 1,5 M pH 8,8, urea 6 M, 30% v/v glicerol y 5% p/v SDS 2% DTT) con
agitacion y a temperatura ambiente, esta incubacion se repiti6 2 veces. Posteriormente
se incubo 2 veces mas con un tampoén de alquilacion SDS (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, urea
6 M, 30% v/v glicerol y 5% p/v SDS 2.5% yodoacetamida) durante 15 minutos en las
mismas condiciones de agitacién y temperatura, posteriormente se dio un breve lavado
con amortiguador de corrida de proteinas SDS 1X. Asi las tiras quedaron listas para
llevar a cabo la segunda dimensién.

La preparacién y condiciones de corrida de los geles 2D se realizé como se describe a
continuacion: Para las tiras de 11 cm se utiliz6 el sistema de electroforesis SE600
Vertical Unit (GE-Healthcare), empleando geles de acrilamida SDS-PAGE al 12% de
16x15 cm. Para elaborar los geles de acrilamida se prepararon tres soluciones: la
primera es una solucién concentrada de acrilamida al 30% (p/v) y bis-acrilamida al
0.8% (p/v) en agua bidestilada. La segunda es una solucién de Tris-HCl 1.5 M pH 8,8,
SDS 10% (p/v) en agua bidestilada, que se le agrega a la primera para obtener la
concentracién del gel de resolucion, cuya funcién es separar a las proteinas por peso
molecular. La tercera es una soluciéon de 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, SDS 10% (p/v) en agua
bidestilada, que se le agrega a la primera para obtener el gel concentrador, cuya funcién
es concentrar rapidamente las proteinas que vienen de las tiras IPG.
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Se afiadieron también 0.05% APS y 0.005% TEMED como catalizadores de la reaccion
de polimerizacién. Las soluciones se transfirieron a la caAmara de polimerizacién del
sistema SE600 VERTICAL UNIT (GE-HEALTHCARE), cada tira IPG se coloc6 sobre la
superficie de un gel, evitando que quedaran burbujas atrapadas entre la tira y la
superficie del gel, o entre el gel y el cristal base. Para fijar los geles y evitar pérdidas de
proteinas cuando éstas migran de la tira al gel, se afiade una solucion de agarosa 0,5%
(p/v) en tampén de corrida SDS-PAGE y con trazas de azul de bromofenol. La
electroforesis se realizé a 25°C con un voltaje constante de 50 V por 22 horas a
temperatura ambiente en un tampoén de corrida SDS-PAGE (Figura 21).

Figura 21. Unidad de electroforesis para 2D SDS-PAGE.

6.2.1.3 Analisis de espectrometria de masas e identificacion de proteinas por huella
peptidica.

Con la finalidad de identificar las proteinas presentes en la muestra y a su vez conocer
a qué microorganismos a nivel especie se encuentran relacionadas, los geles 1D o 2D
se fraccionaron y se almacenaron en tubos Eppendorf a una temperatura de -20 °C con
una solucion buffer hasta su andlisis por espectrometria de masas.

Se llev6 a cabo la estrategia conocida como Shotgun, con la cual, a partir de una base de
datos de péptidos asociados a algtin microorganismo de interés, las proteinas fueron
identificadas. Esta técnica utiliza un algoritmo de biisqueda en la base de datos UniProt
(descrito por Li et al. 2009) para la identificacion cualitativa de proteinas en un amplio
rango dindmico. El procesamiento de datos se realizé utilizando el servidor y el
software global ProteinLynx versiéon 2.4 (Waters Corporation) con un Protein Lynx
Global Server (PLGS) (Waters Corporation). Se acepté como correcta la puntuacién de
PLGS con un intervalo de confianza >95 %.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizaciéon de los materiales conductores
7.1.1 Parametros fisicoquimicos

De acuerdo con los resultados obtenidos en la determinacién de la conductividad
eléctrica (CE), es posible observar en la Tabla 10 que el biocarbén es el material que
tiene mayor capacidad para conducir una corriente eléctrica en solucion. Este valor se
ve directamente afectado por el nimero de iones disueltos o electrolitos. Los iones
presentes en la superficie de los materiales se solvatan en presencia de agua y se
disocian en iones positivos y negativos siendo libres de moverse en la soluciéon hacia el
anodo y catodo del instrumento de medicion respectivamente, produciendo una sefial
eléctrica més intensa.

Lo anterior se explica también con los resultados experimentales y tedricos de Sélidos
Disueltos Totales (SDT), ya que, en soluciones acuosas la CE y los SDT guardan una
relacion directamente proporcional. En la Tabla 10 se puede notar una cantidad
considerablemente mayor de SDT en el caso del biocarbén, que, junto con los andlisis
de espectrometria de dispersion de rayos X (EDS) mostrados en la siguiente seccién
(Figura 25), pone en evidencia la presencia de metales alcalinos y alcalinotérreos que
en medio acuoso podrian conferirle el comportamiento iénico al que debe su mayor
conductividad respecto al CAG y la magnetita.

En la Tabla 10 se incorporan otros parametros de interés en el andlisis de los materiales
conductores que son incorporados en los sistemas de digestion anaerobia, cuya
injerencia se explica a continuacion.

Tabla 10
Caracterizacion de materiales conductores
Parametro Carbén activado Biocarbén Magnetita
granular (Fe3Oq)
pH 9 95 8
Conductividad (uS/cm) 212 455 28
SDT experimental (ppm) 130.2 282.05 15.5
SDT teérico (ppm) 1484 3185 19.6
Diametro promedio de poro (nm) 1.56 1.12 0.90
Area superficial BET (m?%g) 500 80 40
Granulometria Malla 20x50, 12x40, 8x30 < Malla 40 < Malla 40
(US Std. Sieve)
Solidos Totales (%) 99.4 99.1 99.9
Sélidos volatiles (%) 61.3 71.6 5.5
Selidos fijos (%) 38.7 28.4 94.5




El pH de los tres materiales es basico. Esto resulta positivo cuando se incorporan en los
sistemas de DA ya que de acuerdo con Cai et al. (2016) esta caracteristica le confiere al
CAG y sobre todo al biocarbén, una capacidad amortiguadora, que permite mantener
el pH estable a lo largo del proceso. En el caso de los materiales carbonosos, esta
caracteristica depende de varios factores, incluidos la materia prima y las condiciones
del proceso termoquimico de producciéon. Para carbones activados y biocarbones a
partir de cascara de coco se han reportado valores altos de pH que oscilan entre 8 y 12
(Ahmad et al., 2014; Luz et al., 2018). Algunos biocarbones pirolizados a 550 °C como es
el caso del biocarbon utilizado en este trabajo, han presentado valores de encalado del
30% de CaCOs (Van Zweiten et al., 2010) lo que explica en gran medida el efecto buffer.

Por su parte, Komnitsas y Zaharaki (2015) a través de su investigacién encontraron que
el pH del biocarbén incrementa proporcionalmente a su temperatura de pirélisis, esto
se debe a la liberacién de carbonos oxigenados que permiten la desprotonacién de la
superficie del BC. Con respecto a la temperatura de pirdlisis, Yuan et al. (2011) también
asociaron la mayor presencia de grupos funcionales -COOH a temperaturas por
encima de 500 °C, brinddndole mayor capacidad amortiguadora a biocarbones de
distintos sustratos. Finalmente, esta naturaleza alcalina ademads se explica por la
presencia de 6xidos de metales alcalinos y alcalinotérreos presentes en las cenizas, los
cuales se ponen en evidencia en los andlisis EDS mostrados la siguiente seccion.

Aun cuando los dos materiales carbonosos corresponden al mismo sustrato de origen
y se emplearon condiciones similares de pirélisis, su morfologia (didmetro de poro,
area superficial, granulometria), es distinta. Los tres materiales conductores coinciden
en una mayor proporcién de microporos, sin embargo, el CAG con un proceso de
activacion, tiene un &drea superficial mayor, de 500 m?/g respecto a 80 m?/g en el
biocarbén. La estructura morfolégica de los materiales se sugiere importante ya que
fenémenos de superficie como la adsorciéon se rige y limita por el volumen de
microporos, del mismo modo, la velocidad de sorcién de compuestos inhibitorios en la
digestion anaerobia dependeria de estas caracteristicas (Lowell et al., 2012).

Finalmente, resultaba de interés caracterizar el perfil de s6lidos de los materiales
conductores de modo que fuera posible discriminar o adjudicar un posible incremento
de metano en las pruebas de PBM debido a la degradaciéon de materia organica
presente en éstos. Dentro del perfil de solidos, los s6lidos volatiles se interpretan en el
proceso de digestion anaerobia como materia susceptible de biodegradacién. Estos SV
corresponden a: 61.3%, 71.6% y 5.5% para CAG, BC y Fe3Os respectivamente. Cabe
sefialar que los materiales no fueron consumidos como fuente de carbono por los
microorganismos del lodo anaerobio granular durante las pruebas, ya que se trata de
materia organica, principalmente sustancias htimicas, resistentes al ataque microbiano.



7.1.2 Microscopia electronica de barrido (MEB) - Espectrometria de Dispersion de
Rayos X (EDS)

Carbon activado granular

La microscopia electrénica de barrido del CAG muestra dos tipos de superficies: dreas
relativamente lisas con crestas largas y areas rugosas con microporos y bordes. La
Figura 22B deja ver las areas lisas y rugosas de la superficie con un aumento de x500.
En la Figura 22C, con un aumento de x5000 se pueden identificar claramente algunos
macroporos que corresponden a la superficie rugosa.

Por su parte, el andlisis de espectroscopia de dispersiéon de rayos X (EDS) muestra la
composiciéon elemental de diferentes dreas de la superficie del carbon activado granular
(Figura 23). Se diferencian claramente dos zonas, una oscura, sefialada en el espectro
30y 34y que es esencialmente carbono y, por otra parte, zonas blancas que se enmarcan
en los espectros 31, 32 y 33 y que son fundamentalmente depodsitos de carbono donde
se encuentran incrustados metales alcalinos (K* y Na*), alcalinotérreos (Mg?* y Ca?*)
metaloides (Si** y Al3*) y no metales (Cl- y P). La presencia de este tipo de elementos,
principalmente los metales alcalinos y alcalinotérreos pueden atribuirse a la materia
precursora del carbén activado, el endocarpio de coco.
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Figura 22. Microscopia electronica de barrido de la superficie de carbén activado granular a
aumentos x100 (A), x500 (B) y x5000 (C).
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Figura 23. Espectroscopia de dispersion de rayos X de carbon activado granular.



El biocarboén por su parte, muestra una morfologia fragmentada y muy heterogénea,
de particulas con caras planas sin una evidente porosidad, mientras que también
presenta particulas porosas, lo que concuerda con el 4rea superficial relativamente baja
de este material (80 m?/g). A pesar de esta caracteristica, existe evidencia de que el
biocarbén puede fungir como un microambiente potencial para microorganismos en
ecosistemas terrestres o acudticos (Jaafar et al., 2014) y diversos cultivos y co-cultivos

pueden colonizar la superficie del biocarbén formando incluso biopeliculas sobre el
material (Chen et al., 2014).
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Figura 24. Microscopia electrénica de barrido de la superficie de biocarbén a aumentos
x100 (A), x750 (B) y x3000 (C).

En el analisis EDS del biocarbén (Figura 25) se distinguen dos agregados con
composiciones diferentes, los espectros oscuros 27 y 28 corresponden a fragmentos de
carbono, mientras que las zonas claras, espectros 24, 25 y 26 muestran elementos
distintos, en donde destacan los metales alcalinos K*, Na* y Ca?* que pueden facilitar
la atraccion electrostética y el intercambio iénico.
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Figura 25. Espectroscopia de dispersién de rayos X de biocarbén.




Magnetita

La Figura 26 muestra la morfologia y topografia de la magnetita, cuyas particulas se
aprecian muy heterogéneas y principalmente lisas. Se observa en su superficie escasa
porosidad y el andlisis de espectroscopia de dispersiéon de rayos X muestra espectros
con tonalidades y composiciones elementales muy parecidas. En el andlisis EDS las
particulas grises claro se caracterizan por la presencia de un gran namero de metales
como Ca?*, Na*, Mn?*, Mg?*, A3+, Zr#* y Ti**, mientras que las particulas mas oscuras
son fundamentalmente Fe* y O- (Figura 27).

100um

Figura 26. Microscopia electronica de barrido de la superficie de magnetita (Fe3O4) a
aumentos x100 (A), x500 (B) y x5000 (C).
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Figura 27. Espectroscopia de dispersion de rayos X de magnetita (FezO,)

7.1.3 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Carbon activado granular

La produccion de carbén activado a partir de endocarpio de coco involucra la pirdlisis
de un material lignocelulésico (con una composicién aproximada de 40-45% lignina,

32-43% celulosa y 0.15-0.25% hemicelulosa) cuyas principales reacciones a la
temperatura de pirdlisis que se procesd, son la despolimerizaciéon, oxidacion,



deshidratacién, descarboxilacién, condensacion y aromatizaciéon. De acuerdo con los
resultados de FTIR para CAG (Figura 28), se puede observar que desaparecen bandas
tipicas encontradas en compuestos altamente lignocelulésicos, tal es el caso del grupo
funcional -OH alrededor de 3500 cm-, lo que indica que los enlaces quimicos se
rompieron durante el proceso de carbonizacién seguido de la activacion térmica en una
atmosfera saturada de vapor de agua.

Se sabe que la banda de estiramiento olefinico C=C se encuentra a 1650 cm™ y el
maximo de absorciéon puede cambiar hacia nameros de onda més bajos cuando el
enlace C=C se conjuga con otro enlace C=C o un nucleo aromatico (Jung et al., 2009),
tal es el caso de las bandas alrededor de 1500 y 1600 cm-1.

Las bandas 2655 y 2338 cm! se adjudican a grupos carboxilo (-COOH), el cual es
altamente polar, con una zona negativa alrededor del oxigeno carbonilico y una zona
positiva cerca del hidrégeno del grupo hidroxilo, esta caracteristica le permite formar
puentes de hidrégeno similares a los del agua. La banda presente en 1883 cm-1, se asocia
con el grupo carbonilo (C=0), el cual es de gran importancia en la estructura de
compuestos orgdnicos y le confiere algunas propiedades como la polaridad para
interactuar con el agua, proteinas, carbohidratos, grasas, acidos nucleicos y otras
biomoléculas. Se asume que la banda ancha a 1085 cm™! se debe a la superposiciéon de
los estiramientos de C-O-C, C-O y flexién de O-H de los grupos alcoholicos, fendlicos
y carboxilicos, aunque también se asocia a la deformaciéon de grupos éteres.
Finalmente, el pico en 870 cm™1se debe al estiramiento del grupo C-O y vibraciones de
deformacién del anillo piranosa de la celulosa.

Biocarbon

Los espectros FTIR del biocarbén (Figura 28) dejan ver, al igual que el CAG, la
desaparicion de vibraciones tipicas de materiales lignocelul6sicos inherentes al proceso
de pirdlisis, a pesar de que este se produce por medio de temperaturas més bajas y no
conlleva un proceso de activacién térmica o quimica. La FTIR pone en evidencia los
procesos de deshidroxilacion, deshidrogenacion y aromatizacién (ausencia del grupo -
OH alrededor de 3600-3200 cm-!, nula presencia de grupos -COOH y notable presencia
de compuestos aromaticos entre 1500-1600 cm! respectivamente).

Las pequenas bandas ubicadas en 872, 811 y 746 cm-! son también caracteristicas de
sustituciones aromaéticas. En este sentido, la temperatura de pirdlisis a la que fue
sometido el biocarbén explica la presencia de grupos funcionales menos polares y més
aromaticos que le confieren al biocarbén una gran hidrofobicidad, debida también a la
baja presencia de oxigeno y nitrégeno en los grupos funcionales. La disociacién de
grupos funcionales que contienen oxigeno le otorgan al biocarbén una carga negativa,
lo que podria facilitar la atraccion electrostatica de contaminantes cargados

positivamente.



Magnetita

En el caso de la magnetita, la espectroscopia de infrarrojo (Figura 28) no muestra
presencia de grupos funcionales. Es posible evidenciar la huella molecular del 6xido
ferroso por la region en la que se encuentra el pico mas notable.
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Figura 28. Espectros de infrarrojo de los materiales conductores (BC, FesOsy CAG).

7.2 Obtencidn y caracterizacion de sustrato e indculo

La fraccién organica de los residuos sélidos se obtuvo del Mercado de Abastos de
Tultitlan, Estado de México, fuente de recoleccién de residuos para la alimentaciéon de
la planta piloto de digestion anaerobia “3PBG” ubicada en la FES-Cuautitlan de la
UNAM. El muestreo se llevé a cabo por el método del cuarteo en las instalaciones de
la planta piloto antes mencionada, siguiendo los criterios de la NMX-AA-019-1985 para
tener una muestra representativa, de tal forma que tomando dos de los cuadrantes
diagonales se obtuvo un peso volumétrico de 420 kg/m3.
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Figura 29. A) Cuarteo

de la FORSU para obtencién de la muestra y B) disminucién del
tamafio de particula del sustrato in situ.

Los residuos seleccionados se pretrataron in situ en el equipo de molienda de la planta
(Figura 29A), teniendo tamafios de particula del intervalo de 1.5-0.5 cm que
posteriormente se redujeron de tamafio en laboratorio, en una licuadora industrial a
0.2-0.5 mm (Figura 30A), esto con la finalidad de lograr una mejor homogeneizacién
del sustrato y lograr determinaciones de parametros fisicoquimicos y bromatolégicos
mas representativos y con menores desviaciones estandar.

Figura 30. A) FORSU pretratada (disminucion de tamaiio de particula) y homogenizada y
B) lodo anaerobio granular de un reactor UASB de una planta cervecera.

La caracterizacion de la FORSU (Tabla 11) muestra que el 78% del peso de la FORSU
es humedad, siendo el resto los s6lidos totales (St) o materia seca. E1 86% de los s6lidos
totales corresponde a materia organica, es decir, 181 gramos de SV por cada kilogramo
de FORSU. Los residuos presentan una relacion SV/ST de 83% lo cual apunta a un
sustrato ideal para degradar por via anaerobia. Su DQO, de 325 g/kg se encuentra
dentro del rango de DQO reportada para otras fracciones organicas en diferentes
paises, la cual oscila entre 140 y 575 g/kg de acuerdo con Campuzano (2015).



Por otra parte, el nitrégeno amoniacal se encuentra en intervalos aceptables para

procesos de digestiéon anaerobia, de modo que no tiene efecto adverso sobre el sistema.
La FORSU posee ademds un pH bajo de 5.1 y aunque los acidos grasos volatiles
superan el limite recomendable para evitar la inhibicién del proceso, en ensayos de
potencial bioquimico de metano y en la propia planta piloto no se han presentado
problemas de inhibicién por sustrato. Ademéds, el lodo anaerobio granular es un
in6culo en crecimiento exponencial, con una alta actividad metanogénica especifica,
muy baja producciéon endégena, por debajo del 20% de la produccién total de metano,
como lo recomienda el protocolo de Holliger et al. (2016) y una buena capacidad buffer
debido a la alcalinidad total de 6.1 gCaCOs/kg que posee.

Tabla 11
Resultados de la caracterizacién fisicoquimica y bromatologica de los sustratos
Sustrato Inéculo
Parametro Unidades FORSU Lodo anaerobio
granular
Humedad % 78.2+1.09 92.5+ 0.94
Solidos Totales (Srt) g/kg 218.4+2.09 747 1.5
Solidos Volatiles Totales (Svr) g/kg 181.4+3.3 18.4+£2.8
Sélidos Fijos Totales (Srr) g/kg 36.9+27 56.34.5
Sv/St % 83+3.3 25+21
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) g/ kg 325+7.8 78.1%5.6
Fosforo Total Pr g/kg 1.6+04 0.78 £1.02
pH 51+0.03 8+0.01
Alcalinidad total gCaCOs/kg 42+0.1 6.1+0.02
Indice alfa 0.25+0.1 0.63 + 0.09
Acidos Grasos Volatiles (AGV’s) g crscoon/ kg 87+1.3 028 +1.6
Nitrégeno total (N1) g/ kg 1.06 £0.9 14+1.3
Nitr6geno amoniacal (N-NH,) g/kg 0.19+1.8 0.086.+£1.3
Proteinas g/ kg 6.6 £0.7 05+0.2
Carbohidratos g/kg 28+1.5 21 +18

7.3 Pruebas de potencial bioquimico de metano para la determinacion de la dosis
de material conductor

Los resultados mostrados en esta seccién corresponden a los experimentos que se
integran graficamente en la Figura 31, donde se probaron diferentes dosis de MC y
controles, por medio de pruebas de potencial bioquimico de metano durante 21 dias.
A continuacién, se discuten los hallazgos del experimento.



"N

Control negativo Control positive Control sustrato Control material
Inéculo 2 gSV (x2) Glucosa (1gDQO) FORSU 1 g5V qlll(l 1 g+ indculo 2 gSV + FORSU  (x2)
+indculo 2 gSV (x2) +indculo 2 gSV (x2) CAG 1 g+ indeulo 2 g5V (x2) E. Vidrio l g +inéeulo 2 3 25V + FORSU (x2)
BC1g+ indeulo 2 SV (x2)
FesO4 1g + indeulo 2 g5V (x2)

| Tratamientos con dosis baja, media y alta de MC 1
Y .
Inculo 2gSV + FORSU 1g5V+ CAG 1g/L (X2)  Ingeulo 2 gSV + FORSU 15V + BC1g/L (x2)  Iméculo 295V + FORSU 1 g5V + Fe;0,0.1 g/1. (x2)
InGeulo 2 ¢SV + FORSU 1SV + CAGS /L (X2)  pngeulo 2 SV + FORSU 15V + BC5g/L (x2)  IMoculo 285V + FORSUT g5V + I'e;0,0.5 /1. (x2)
Indeulo 2 SV + FORSU 1SV + CAG 10 5/L(X2)  Inpculo 2 SV + FORSU 1SV + BC10g/L (x2) ~ MOeulo 25V + FORSU 15V + Fes0u g/1 (x2)

¥ Vieactor = 500 mL v Solucién de nutrientes
v Vi =350 mL v Solucién buffer

v TRH = 21 dias v Agitacién: manual ¢/3 d.
v T =mesofilica (36.5 °C) v Total de ensayos = 34
v XyfSp=2

Figura 31. Configuracion de las pruebas de potencial bioquimico de metano.

En pruebas experimentales preliminares se observaron incrementos en mayor o menor
medida en la producciéon de metano con la adicién de los tres materiales conductores.
De tal forma que era imperativo identificar si dicho aumento correspondia a un mayor
contenido de sé6lidos volatiles susceptibles de biodegradaciéon dentro del reactor, o,
dicho de otra forma, verificar si los microorganismos utilizaban los MC como fuente
de carbono. La caracterizacion del perfil de sdlidos de los tres MC se mostré
previamente en la Tabla 10.

Cabe destacar que a pesar de que dos de los tres materiales poseen una cantidad
importante de sélidos volatiles: 61.3%, 71.6% y 5.5% para CAG, BC y Fe3Os, los
controles de cada material tienen una pequena variacién en dicho volumen respecto al
control endégeno con un volumen acumulado de metano de 8.4 mLN, siendo la
diferencia de 0.2, 1.7 y 13.2 mLN para CAG, BC y Fe3;O4 respectivamente.
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Figura 32. Potencial bioquimico de metano del control negativo y los controles de MC.



Lo anterior pone en evidencia, que ni el carbén activado ni el biocarbén son degradados

en los reactores anaerobios. Esto es porque estin constituidos de macromoléculas
complejas y a pesar del proceso térmico de pirdlisis que se empled para fabricarlos
tienen una gran resistencia a la degradaciéon quimica y microbiana, esto de alguna
forma ya habia sido reportado por Leén-Garcia et al. (2007) y Saquing et al. (2016). Estos
materiales carbonosos (CAG y BC) se consideran recalcitrantes con una alta estabilidad
y baja movilidad debido al gran contenido de sustancias htimicas que posee, de ahi que
su permanencia en suelos y sedimentos sea prolongada, hasta 500 afios (Stevenson,
1994) y su uso se haya extendido a un sinnimero de sistemas de biorremediacion.

En lo que concierne a la magnetita, a pesar de que, de acuerdo con el perfil de s6lidos
ésta sblo contiene un 5.5% de sélidos volatiles, la diferencia de volumen acumulado
con respecto al control es de 13.2 mLN, y aunque es una cantidad muy pequefia, la
expectativa era que fuese éste el material que sufriera menos cambios al compararlo
con la produccion endégena del inéculo. Esto podria atribuirse a dos hipétesis: la
primera, a una sobreestimaciéon en la produccién debido a la adicién de mayor cantidad
de s6lidos volatiles del in6culo ya que la rdpida sedimentabilidad del lodo anaerobio
granular dificulta su manejo y homogeneidad. Sin embargo, esta posibilidad se
minimiza ya que en los duplicados la desviaciéon estandar del volumen ultimo
acumulado es de apenas + 0.2. La otra posible causa es que como el in6culo posee
bacterias de la familia Geobacteraceae y éstas son reductoras de Fe (III), transformen el
hierro presente en la magnetita liberando electrones que bioestimulen la DIET en el
propio in6culo. Ademas, a pesar de que el lodo anaerobio granular es un inéculo con
muy baja producciéon endégena aun cuando no se somete a una preincubacion, es
posible que en él exista humus como sustrato residual que ya se ha dicho es muy
recalcitrante y puede tener actividad catalitica con diferentes 6xidos metalicos tal es el
caso, nuevamente, de la magnetita (Lovley et al., 1999).

Aunado al control negativo que se hace necesario para determinar la produccién neta
o especifica inherente a la masa de s6lidos volatiles del sustrato, se incorporé también
un control positivo. En este caso, utilizando como sustrato ideal la glucosa (C¢H1206)
en una concentraciéon de 1 gpoo cuya estequiometria y concentracioén corresponde a una
produccién tedrica de metano de 350 mL/ gpgo (Junior et al., 2016). Este control positivo
con un sustrato estandar tiene la finalidad de servir como indicador de la buena calidad
del inéculo y en el presente trabajo tiene una produccién de metano de 331.7
mLN/ gpgo.

Los otros dos controles con materiales no conductores se sometieron a las pruebas de
potencial bioquimico de metano (Figura 33) con el propoésito de verificar si el
incremento en la producciéon de metano con los materiales conductores se podria deber
a que su morfologia microporosa, constituye para los microorganismos una matriz



inmovilizadora y que a su vez, favorece la conformacion de granulos, los cuales segin
la literatura, propician los mecanismos de transferencia mediada y directa de
electrones interespecies. En este trabajo se utilizaron como controles de materiales no
conductores dos elementos: uno adsorbente con morfologia porosa, y uno no
adsorbente con morfologia lisa, silice gel (didxido de silicio) y esferas de vidrio
respectivamente, registrando 494.8 y 479.9 mLN/gSV respecto a una produccion de
475.2 mLN/ gsv del control de FORSU, esto es, una diferencia de 4.1y 0.9%.
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Figura 33. Potencial bioquimico de metano de los controles negativo, positivo, FORSU y
materiales no conductores.

En este sentido, existen investigaciones en las cuales se concluye que la conductividad
del material tiene una funcién importante para facilitar el fenémeno de DIET en
entornos naturales (Kato et al., 2010; Li et al., 2015). Ademaés, algunos trabajos como el
de Liu et al. (2012) donde se utilizaron cuentas de vidrio de didmetros entre 0.1 y 1.5
mm como control no conductor, han concluido que la unién de los microorganismos a
estos materiales no estimula la DIET, aunque si favorece la formacion de biopeliculas.

En contraste, una investigacion de Zhang et al. (2018b) donde se probaron biocarbones
con diferentes conductividades concluy6 que la conductividad eléctrica del material no
es el factor critico o que tiene mayor correlacién para promover el metabolismo
sintréfico. Ademas de la conductividad, existen otras propiedades en los materiales
carbonosos que podria tener una mayor influencia sobre la bioestimulacion, como es la
presencia de moléculas redox (Kliipfel et al., 2014). Recientemente Wang et al. (2022b)
también llegaron a la conclusiéon de que el volumen total de poros y la capacidad de
adsorcion del biocarbén son los factores determinantes para la mejora del proceso y no
la conductividad eléctrica ni el fenémeno DIET asociado, derivando su adiciéon en una
mejora en la estructura y actividad de la comunidad microbiana.



En cuanto a las tres dosis (baja, media y alta) del carbén activado granular, biocarbén

y magnetita, la Figura 34, muestra que seis de los tratamientos estuvieron por encima
del control de FORSU, siendo la magnetita la que obtuvo los mejores resultados al tener
sus tres dosis, incrementos en el rendimiento respecto al control, ademas destaca en
segundo lugar la dosis mas baja de biocarbén (1 g/L). Por el contrario, tres tratamientos
bajaron su rendimiento, siendo el CAG, en sus dosis media y alta y el biocarbén en su
dosis mas alta los que presentaron menor produccién especifica de metano que el
control de FORSU sin materiales conductores. A continuacion, en la Tabla 12, se
resumen los incrementos y decrementos de cada ensayo en términos de mLN/gsvy %
del rendimiento de metano con respecto al control de FORSU.

Produccién especifica de metano (mLN/gSV)

Tabla 12
Resultado del PBM de los materiales conductores a distintas dosis

Variacion del rendimiento de metano

Tratamiento mLN CHy/gSV %
Fe;0,0.1 g/L 11431 1301
BC1g/L 196.1 1203
Fe;0405 g/L 1525 111.0
Fe;041 g/L 1493 1104
BC5g/L 128.7 16.0
CAG1g/L 1128 127

Control FORSU

BC10g/L 150.8 1107
CAG5g/L 1526 111.0
CAG10g/L 16238 1132
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Figura 34. Potencial bioquimico de tipo y dosis de MC.

Control FORSU

CAG Tg/L
CAG 5g/L
CAG 10g/L
BC 1g/L

BC 5g/L

BC 10g/L
Fe304 0.1g/L
Fe304 0.5g/L
Fe304 1g/L



En este experimento se logré la mejor respuesta en el rendimiento de metano con la
dosis méas baja de magnetita (0.1 g/L), produciendo 618.3 mLN/gsv, es decir, 30.1%
mas metano que el control de FORSU. La literatura ha reportado incrementos de entre
25y 44% del rendimiento de CH4 con sustratos simples como butirato (5 g FesOs/L) y
propionato (10 mg FesOs/ L) respectivamente (Zhao et al., 2016; Jing et al., 2017), donde,
como en el presente trabajo se evidencia un mejor resultado a dosis més bajas. En otro
trabajo reciente (Aguilar-Moreno et al., 2020) donde el estiércol de aves se someti6 a
degradacién anaerobia utilizando nanoparticulas de magnetita como bioestimulante,
se identific6 un incremento en la produccién de metano del 73.9% comparado con el
control, habiendo probado tres dosis (20, 40 y 60 mg/L). En este caso también la dosis
mas baja fue la que logré la mejora antes mencionada.

Por otra parte, en lo que corresponde a los posibles mecanismos que propician una
mejora del proceso de DA con magnetita, Kato et al. (2012) sugirieron que la
transferencia de electrones de célula a célula puede mediarse ya que es un 6xido de
hierro conductor que mejora la metanogénesis a través de una relaciéon eléctrica
sintréfica entre Geobacter y Methanosarcina. Liu et al. (2015) deducen que las particulas
de hierro se adhieren a los conductores pili y principalmente compensan el
requerimiento de citocromos de tipo C. Por su parte, Zhang et al. (2015) y Lu et al. (2017)
argumentan que la adicion de magnetita en concentraciones de entre 10 y 100 mg/ gsr
aumenta la produccion de la coenzima F420 en un 11%, esta coenzima esta involucrada
en reacciones redox de los organismos metanégenos. Mientras que, mds recientemente
Fu et al. (2019) informaron un enfoque diferente en donde plantean que la magnetita
puede actuar como “lanzadera” de electrones realizando una funcién similar a la
proteina de transporte metanofenazina unida a la membrana celular.

En el caso del biocarbén, su dosificaciéon también mostré variaciones importantes,
puesto que la mas baja (1 g/L) tuvo una mejora del rendimiento de metano de 20.3%
con respecto al control. De acuerdo con Li ef al. (2019) cuando de biocarbén se trata, el
factor que tiene mayor influencia es su dosificaciéon y aunque el BC derive de la misma
materia prima e iguales condiciones de pirdlisis puede generar efectos adversos a
diferentes dosis de aplicacién, generalmente las dosis altas de méas del 20% en funcién
del peso inducen resultados negativos sobre el rendimiento del proceso. Shen et al.
(2020) mencionan también que una dosis adecuada (por ejemplo, de biocarbén de paja
del 2%) mejoro6 el rendimiento de metano, pero la adicién excesiva (4%) podria inhibir
la DA, y, como se puede observar en la Figura 34, con la dosis mas alta de 10 g/L, el
rendimiento de metano disminuye en un 10.7% con respecto al control.

Lo anterior puede atribuirse a que la hidrélisis y la acidogénesis-acetogénesis se
aceleran en un grado insoportable por un BC excesivo que se acumula en forma



intermedia para inhibir la metanogénesis, esto se puede notar en la misma Figura 34
donde los tratamientos con BC tienen una produccion acelerada durante los primeros
5 dias para posteriormente desacelerarse o incluso parar, en la dosis media y alta
respectivamente. Algunos trabajos (Li et al., 2019; Wang et al., 2022b) han mostrado que
el BC excesivo puede destruir o cambiar drasticamente la diversidad de

microorganismos metanogénicos.

Finalmente, analizando los resultados del carbén activado granular, se puede notar que
de igual forma que los otros materiales, la dosis mdas baja obtuvo la mayor mejora,
aunque la produccién especifica de metano sélo increment6 28.7 mLN/gsv, es decir,
6% comparado con el control y la dosis media y baja (5 y 10 g/L) presentaron el mayor
decremento en la totalidad de los experimentos, 11 y 13.2% respectivamente.

En contraste con este trabajo, hay investigaciones como la de Yang et al. (2017) que han
correlacionado un mayor rendimiento con una mayor dosis de CAG, pues éste se
increment6 en 1.4%, 2.6%, 14.6% y 17.4% con una dosis de 05, 1, 2 y 5 g/L
respectivamente, esto para digestion de lodos de PTAR. En otro estudio de Yan et al.
(2020) para explorar la posible correlacién entre la dosificacion de carbén activado en
polvo (CAP) y el rendimiento de la DA, se analizaron cinco conjuntos de lotes
dosificados con diferentes concentraciones de CAP (es decir, 1 g/L, 0.5 g/L, 0.25 g/L
y 0.125 g/L) encontrando que la dosis mas alta tiene una mejora en el rendimiento de
134% y la dosis mas baja logra mejorar en un 88% el rendimiento y atin con la dosis
mas baja la actividad de hidrolisis estimulada fue efectiva, aunque la tasa de
metanogénesis se redujo en un 80.3% en comparaciéon con el casode1 g/ L.

Aunque existen pocos estudios que relacionen la dosis de CAG y su rendimiento en el
proceso, de manera general la tasa de generacion y la produccién total de metano se
correlacionan positivamente con la concentracién de este material conductor, situacién
que no ocurrid y fue mas bien opuesta en este estudio. Es por ello por lo que el carbén
activado granular vuelve a ser objeto de estudio en el experimento que se muestra en
la secciéon 7.5, en donde, ademas de modificar el rango de dosis a probar, se incorpora
en el andlisis el factor del tamafio de particula.

A continuacién, se presenta el andlisis estadistico concerniente al experimento que
involucro los tres materiales conductores con sus tres niveles de dosificacion. El analisis
de varianza unidireccional incluye un factor categérico (tipo de tratamiento) y una
respuesta continua (rendimiento de metano), con el fin de determinar si las medias de
dos o mas grupos son diferentes con respecto al control.



7.4 Analisis estadistico

Antes de llevar a cabo el analisis de varianza se determin¢ si los datos siguen una
distribucion normal, para lo cual se analizaron los graficos de residuos y la prueba de
normalidad. La Figura 35 muestra a través de la gréfica de probabilidad normal, el
histograma y los residuos versus valores ajustados y orden de los datos, que éstos se
encuentran distribuidos normalmente, no existen valores atipicos y, ademds, no
presentan sesgos. Esto se pone en evidencia también con la prueba de probabilidad
normal (Figura 36) donde las hipétesis son las siguientes:

Ho: Los datos siguen una distribucién normal.
Hi: Los datos no siguen una distribucion normal.
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Figura 35. Graficas de residuos para rendimiento de metano.
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Figura 36. Grafica de dislzti‘li‘i;;?i‘(t’)o; ;3;?1:;1 para rendimiento de metano.
Se puede notar en la Figura 36 que los puntos de los datos estan relativamente cerca de
la linea de distribucién normal ajustada. Asimismo, el valor P (0.376) es mayor que el
nivel de significancia de 0.05, por lo tanto, no se puede rechazar la hipétesis nula y no
hay suficiente evidencia para concluir que los datos no siguen una distribucién normal.
Adicionalmente, se realiz6 la prueba de Bartlett (Figura 37) para comprobar si el grupo
de muestras poseen varianzas iguales a un nivel de confianza del 95%, es decir, si existe
homocedasticidad, para la cual se plantea la siguiente prueba de hipotesis:



Ho: Todas las varianzas son iguales.
Hi: No todas las varianzas son iguales.

Y, por ende, debido a que el valor P (0.756) de la prueba de Bartlett es mayor que el
nivel de significancia de 0.05, se tiene la seguridad de que se cumple el supuesto de
igualdad de varianzas.
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Figura 37. Prueba de igualdad de varianzas para rendimiento de metano.

De tal manera que una vez que se constaté que los datos siguen una distribuciéon
normal con varianzas iguales, se procedi6 a realizar el analisis de varianza (ANOVA)
unidireccional que se muestra en la Tabla 13, teniendo las siguientes hipoétesis:

Ho: Todas las medias de la poblacion son iguales.
Hj: Al menos una de las medias de la poblacion es diferente.

Como se puede observar, con un coeficiente de determinacién (R?) de 93.48%, el valor
P en este caso es menor que el nivel de significancia (0.05), entonces es posible concluir
que al menos una media para la variable del rendimiento de metano es diferente, y
para analizar mas a detalle las diferencias entre medias especificas, se muestra a
continuacion la comparacién multiple post hoc con el método de Dunnett.

Tabla 13

Andlisis de varianza unidireccional para rendimiento de metano

Fuente GL SC MC F P
Tratamientos 9 81075 9008 15.92 0.000
Error 10 5658 566

Total 19 86733

S§=23.79 R2=93.48% R?2(ajustado) =87.61%

Como complemento grafico al ANOVA, se presenta en la Figura 38 el anélisis de
medias. La grafica muestra cada una de las medias de los distintos tratamientos con
sus respectivos materiales conductores y dosis, siendo la linea verde la media general
y las lineas rojas los limites de decisién. Debido a que hay varios puntos que se



encuentran fuera de los limites de decision (BC 1 g/L y Fe3O4 0.1 g/L fuera del limite
superior y BC 10 g/L, CAG 10 g/L y CAG 5 g/L fuera del limite inferior), existe
evidencia de que la media de los tratamientos representada por esos puntos es
significativamente diferente de la media general cuando a=0.05.
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Figura 38. Comparacién de analisis de medias para rendimiento de metano.

Dado que se tienen pocas observaciones por cada tratamiento y es importante evaluar
el efecto de cada observacion, se utiliz6 la gréfica de valores individuales presentada
en la Figura 39 para analizar la distribucion de datos en cada tratamiento. Los puntos
rojos muestran el valor de cada observacién por material conductor y dosis mientras
que los simbolos azules representan la media de cada tratamiento. De tal forma que es
posible notar que el valor de rendimiento de metano es mas alto con el tratamiento de
Fe;04 en su dosis mas baja (0.1 g/L), ademas, los datos de la mayoria de los
tratamientos presentan aproximadamente la misma dispersiéon y a pesar de que el
tratamiento con CAG 1 g/L presenta la mayor dispersiéon, no hay puntos que sean
considerados valores atipicos.
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Figura 39. Grafica de valores individuales para rendimiento de metano Vs. tratamientos



Debido a que el ANOVA mostré que al menos una media es diferente, a continuacion,

se analiza mediante el método de comparacion de Dunnett si alguno de los
tratamientos con los diferentes MC y dosis tiene un rendimiento de metano
significativamente diferente del control de FORSU. Los intervalos de confianza

simultdneos de Dunnett se muestran de forma numérica y gréfica respectivamente en
la Tabla 14 y en la Figura 40.

Tabla 14
Intervalos simultdneos de Dunnett
Tratamientos Inferior Centrada Superior
BC1g/L 19.3 96.45 173.62
BC10 g/L -127.9 -50.75 26.42
BC5 g/L -48.5 28.70 105.87
CAG1g/L -63.8 13.40 90.57
CAG10g/L -140.0 -62.80 14.37
CAG5g/L -129.8 -52.60 24.57
Fe3040.1 g/L 65.9 143.10 220.27
Fes04 0.5 g/L -24.6 52.55 129.72
Fe;041 g/L -27.9 49.30 126.47
Tratamientos —_———t——————— Fo——————— F————— +--
BC 1 g/L [ (—— L )
BC 10 g/L (-————— R ——— )
BC 5 g/L [ CTa— LT —— )
cAG 1 g/L (—————- *mm e )
CAG 10 g/L (-———--—— *o——— - )
CAG 5 g/L  Cr—— T —— )
Fe;0, 0.1 g/L (-——--- oo )
Fe;0, 0.5 g/L (—————- Fo e )
Fe;0, 1 g/L (——————- o )
—_———t e Fo—————— Fom———— +--
-100 0 100 200

Figura 40. Intervalos de confianza simultineos de Dunnett.

Tanto en la tabla como en la figura anterior se puede observar que los intervalos de los
tratamientos BC 10 g/L, BC 5 g/L, CAG 1 g/L, CAG 10 g/L, CAG 5 g/L, FesOq
0.5g/Ly FesOs1 g/L contienen al cero, por lo tanto, para ellos no existe diferencia en
el rendimiento de metano cuando se comparan con el control de FORSU. Por otra parte,
no existen intervalos que contengan solamente ntimeros negativos, esto significa que
ningdn tratamiento tiene un rendimiento estadisticamente significativo menor que el
grupo control. Finalmente, dos de los nueve tratamientos tuvieron sus intervalos de
confianza solamente abarcando ntimeros positivos, esto significa que tanto BC 1 g/L
como Fe3040.1 g/L producen un rendimiento de metano significativamente mayor que
el control de FORSU, esto se confirma también con los valores P de las pruebas
simultaneas de Dunnett que se recopilan en la Tabla 15 en donde tinicamente para estos
dos tratamientos se tienen valores P inferiores a nivel de significancia que es de 0.05.



Tabla 15
Pruebas simultdineas de Dunnett

Tratamientos Diferencia de medias Valor T Valor P ajustado
BC1g/L 96.45 4.055 0.0141
BC 10 g/L -50.75 -2.134 0.2716
BC5g/L 28.70 1.207 0.7830
CAG1g/L 13.40 0.563 0.9952
CAG10g/L -62.60 -2.640 0.1284
CAG5g/L -52.60 -2.211 0.2432
Fe;04 0.1 g/L 143.10 6.016 0.0009
Fe304 0.5 g/L 52.55 2.209 0.2439
Fe;041 g/L 49.30 2.073 0.2957

7.5 Evaluacion de la influencia del tamafio de particula y la dosis

Derivado de las pruebas experimentales abordadas en la secciéon 7.4, se planted un
experimento en el que se pudiera analizar la influencia del tamafio de particula del MC
de manera paralela con el factor dosis, mediante un disefio factorial 3%, ya que de
acuerdo con Pan et al. (2019) no solo la dosis de material conductor influye, sino
también las propiedades y el tamafio de particula. En este sentido se prevé que, cuanto
menor sea el tamafio de particula del biocarbén, mayor sera la produccién de metano.

Como se aprecia en la gréfica del potencial bioquimico de metano (Figura 41), el
tamafio de particula mas pequefio (malla 40) combinado con la dosis de CAG mas bajo
(0.1 g/L) propician el mayor rendimiento de metano (565 mLN/gsv), lo que representa
un 18% mas que el control de FORSU. Existe una clara tendencia a reducirse el
rendimiento de metano a medida que se combinan los niveles altos de ambos factores,
sin embargo, debido a la similitud de los datos, estos se analizan nuevamente mediante
el software Minitab para hacer evidente las diferencias estadisticamente significativas.
600
550
500
450
__ 400
& 350
(=2l
> 300
£ 250

tpM-dM

tpM-dB

tpA-dB

tpB-dA
tpA-dM

tpA-dA

tpB-dB
tpM-dA

——————— Control
negativo
Control

N
0 2 4 6 8 10 12 W% 1 18 20 22 _oeoo_. Bontrol

Tiempo (d) FORSU

Produccidn especifica de metano

Figura 41. Potencial bioquimico de metano para evaluar influencia del tamafio de particula y dosis.



7.5.1 Analisis factorial y superficie de respuesta

Una vez realizadas las corridas experimentales, se comprobaron los supuestos de
distribucién normal y homocedasticidad y se obtuvo el analisis de varianza (Tabla 16)
utilizando la suma de cuadrados Tipo III, la cual cuantifica el incremento en la suma
de cuadrados del error que ocurriria si cada efecto es eliminado del anélisis, ademas,
se determind la contribucién marginal de cada efecto.

La tabla ANOVA, con un coeficiente de determinaciéon (R?) de 91.18% y un nivel de
confianza del 95% muestra un buen ajuste del modelo lineal general a los datos. Los
valores P prueban que el tamafio de particula de CAG de endocarpio de coco, por si
solo no es un factor que tenga una significancia estadistica, ya que este valor es mayor
que 0.05, la dosis por su parte es un factor con significancia, y cuando interaccionan
ambos factores: tamafio de particula-dosis, también existe un efecto significativo sobre
la variable de respuesta.

Tabla 16
Andlisis de varianza para rendimiento de metano con tamaiio de particula y dosis de
CAG utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F P
Efectos principales

A: Tamafio de 2 3699.2 3699.2 1849.6 4.07 0.055
particula

B: Dosis 2 31233.2 312222 15616.6 34.39 0.000
Interacciones

A*B 4 7297.8 7297.8 1824.5 4.02 0.039
Error 9 4087.2 4087.2 454.1

Total 17 46317.4

§$=21.3104 R2=91.18% R2(ajustado) =83.33%

Debido a que el ANOV A no determina completamente cuales son los efectos que tienen
mayor influencia sobre la variable de respuesta, la Figura 42 presenta el grafico de
efectos principales, en el cual se observa que, de acuerdo con la media del rendimiento
de metano, a un menor tamafio de particula (malla 40/0.420 mm) y una dosis mas baja
(0.1 g/L) se tiene mayor efecto sobre el rendimiento de metano cuando se utiliza carbén
activado. Sin embargo, resulta distinto a lo reportado en la literatura que los tamafios
de particula bajo y alto tengan una respuesta similar y que no exista un incremento
inversamente proporcional a medida que disminuye el tamafio de particula. De esta
gréafica también se puede deducir que, de los dos factores, como lo constata el andlisis
de varianza, la dosis de CAG es el factor con mayor efecto.
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Figura 42. Grafica de efectos principales para rendimiento de metano.

En la Figura 43 se muestra el rendimiento de metano medio versus el tamafio de
particula para cada una de las tres dosis de CAG. Las lineas no paralelas en la gréfica
indican los efectos de interaccién entre el tamafio de particula y la dosis. Este efecto de
interaccion indica que la relacién entre el tamafio de particula y el rendimiento de
metano depende del valor de la dosis. Se puede apreciar que en ninguno de los factores
categoricos las lineas son totalmente paralelas entre si, lo cual pone en evidencia que
en mayor o menor medida existe una interaccién entre el tamafio de particula y la dosis
de material conductor, lo cual se reiter6 en la interaccion A*B mediante el valor P del
analisis de varianza mostrado en la Tabla 16.
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Figura 43. Gréfica de interaccion para rendimiento de metano.

Finalmente, para explorar la relaciéon potencial entre las variables, las siguientes
graficas de contorno y de superficie (Figura 44 y 45 respectivamente) muestran de
manera bidimensional y tridimensional cémo el tamafio de particula (X) y la dosis de
MC (Y) afectan el rendimiento de metano. Las regiones més oscuras identifican los
valores mas altos para la variable de respuesta. Los niveles de contorno revelan un pico
centrado en la malla 40 (tamafio de particula) y 0.1 g/L (dosis) pues los valores de
rendimiento de metano en esta regién pico son superiores a 540 mLN/gsv.
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Figura 45. Grafica de superficie de rendimiento de metano Vs. Tamafio particula-dosis.

7.6 Modelo modificado de Gompertz

Los datos experimentales de las secciones 7.4 y 7.5 se ajustaron bien al modelo
modificado de Gompertz con un coeficiente de correlacion (R?) de entre 0.97 y 0.99. Las
graficas de los datos predichos por el modelo y los observados en la etapa experimental
se presentan junto a su ecuacién en la Figura 46.

La duracién de la fase de latencia es un factor importante en la evaluaciéon del proceso
de digestion anaerobia, ya que refleja el periodo de adaptacién de los microorganismos
a las nuevas condiciones nutricionales y ambientales para iniciar la conversién de los
residuos a biogas. Sin embargo, como es posible observar en las Figuras 34 y 41 de las
pruebas de potencial bioquimico de metano, para estos ensayos no es graficamente
evidente la fase de latencia, lo cual también se puede notar en la Tabla 17 a través de
los valores negativos de A, muy cercanos al cero. De acuerdo con Chu y Barnes (2016),
los valores de la fase de latencia son predominantemente negativos cuando hay una
tendencia al aprovechamiento inmediato de los nutrientes.



Tabla 17
Constantes cinéticas del modelo modificado de Gompertz

Tratamiento A (d) Rimax Pmax Prax experimental R2
(mLcry/gsv.d) (mLcuy/gsv)
Tipo y dosis de material conductor
Control negativo 0.509 102.21 8.4 8.4 0.999
Control positivo -0.022 106.55 322.80 331.7 0.990
Control FORSU 0.176 71.89 463.54 47515 0.992
CAG1g/L 0.009 55.59 486.20 488.55 0.991
CAG5g/L -0.256 78.48 388.04 422.55 0.976
CAG10g/L -0.335 64.68 393.88 412.35 0.976
BC1g/L -0.091 84.76 558.09 571.60 0.989
BC5 g/L -0.166 73.81 491.13 503.85 0.990
BC10 g/L -0.026 90.32 421.87 424.40 0.993
Fe3040.1g/L -0.007 84.61 604.14 618.25 0.989
Fe;040.5 g/L -0.289 79.98 527.42 527.70 0.987
Fe;0,1g/L -0.130 70.71 523.06 524.45 0.990
C. Esferas vidrio -0.033 76.96 470.41 479.85 0.992
C. Silice 0.633 73.88 480.01 487.65 0.993
Tamario de particula y dosis de CAG
tpM-dM -0.244 103.82 405.29 416.65 0.974
tpM-dB -0.254 119.68 475.62 490.85 0.973
tpA-dB -0.522 85.12 514.42 523.83 0.973
tpB-dA -0.261 96.70 416.89 426.60 0.979
tpM-dB -0.254 108.87 406.59 42522 0.971
tpA-dA -0.029 158.83 368.05 392 0.969
tpB-dB -0.421 95.54 559.57 573.40 0.973
tpM-dA -0.221 116.22 436.47 447.65 0.973
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Figura 46. Comparacion entre los datos experimentales y el modelo modificado de Gompertz



Ademas, Poschet et al. (2004) han indicado que no solo la cantidad de datos, sino
también el posicionamiento de estos datos en el tiempo tiene una influencia sustancial
en la incertidumbre de los parametros del modelo, especialmente en la fase de latencia.
En este sentido, para los modelos que incluyen la fase de latencia, la incertidumbre
sobre las constantes cinéticas se puede reducir mediante un muestreo intenso durante
las zonas de transicién entre la fase de latencia y la fase exponencial y entre la fase
exponencial y la fase estacionaria.

De tal manera que, con la finalidad de visualizar las diferencias, se realizé un
acercamiento a los datos donde se sometieran al modelo de Gompertz, tnicamente las
producciones de metano, pero en lugar de dias, estas se plasmaron en términos de las
primeras 72 horas. De esta forma es posible observar diferencias entre algunos de los
tratamientos con los materiales conductores con respecto al control (Tabla 18). En la
Figura 47 se muestra el PBM acotado a los primeros 3 dias del proceso.

Tabla 18
Fase de latencia con base en el modelo modificado de Gompertz acotado a 72 horas
Tratamiento A(d) A (h) Diferencia Vs.

C. FORSU (%)

Tipo y dosis de material conductor

Control positivo 0.12 29 -51.7
Control FORSU 0.25 6 0
CAG1g/L 0.15 2.6 -40
CAG5g/L 0.14 3.4 -43.3
CAG10g/L 0.17 4 -33.3
BC1g/L 0.17 4 -33.3
BC5 g/L 0.11 2.6 -56.7
BC10 g/L 0.13 3.1 -48.3
Fe3040.1g/L 0.18 43 -28.3
Fe3040.5 g/L 0.11 2.6 -56.7
Fe;041g/L 0.13 3.1 -48.3
C. Esferas vidrio 0.14 3.4 -43.3
C. Silice 0.52 12.5 +108.3
Tamaiio de particula y dosis de CAG
tpM-dM 0.14 3.4 -43.3
tpM-dB 0.15 2.6 -56.7
tpA-dB 0.13 3.1 -48.3
tpB-dA 0.13 3.1 -48.3
tpM-dB 0.13 3.1 -48.3
tpA-dA 0.13 3.1 -48.3
tpB-dB 0.13 3.1 -48.3
tpM-dA 0.15 2.6 -56.7
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Figura 47. Potencial bioquimico de metano de los diferentes tratamientos tipo MC-dosis
(izquierda) y tamaiio de particula-dosis CAG (derecha) durante los primeros 3 dias.
Aunado a lo anterior, para corroborar que el hecho de acotar los datos experimentales
a las primeras horas de la prueba no estuviera proporcionando un sesgo o datos
erréneos del modelo, se calcul6 la primer derivada de la funcién del modelo, se
trazaron a la par la funcién y su derivada y se identificé el punto de inflexién, tomando
entonces el valor de la fase de latencia (\) como la interseccion de la tangente del punto
de inflexion con la linea recta horizontal en Yo, mientras que la tasa de crecimiento se
definié como el valor de la primera derivada de la funcién del modelo en el punto de
inflexion (Rmax), dando en ambos casos los mismos resultados.

En todos los tratamientos, incluidos los controles, la fase de latencia ocurre de forma
temprana llevandose a cabo en un rango de 2 a 6 horas. En este contexto, cabe sefialar
que algunos autores también han descrito la existencia de fases lag muy breves o
incluso inexistentes con valores reportados de cero o muy cercanos a cero para A. Esto
ha sido reportado para una gran variedad de sustratos (generalmente ricos en
carbohidratos) como los residuos agricolas o la FORSU, en los que, como en este trabajo
la fase exponencial da inicio alrededor de las primeras 24 horas con una produccién de
metano que oscila entre 60 y 200 mL/gsv durante el primer dia de los ensayos, como
reportan Shahriari et al. (2012), Kim y Kim (2017) y Muratgobanoglu et al. (2020).

La fase de latencia se presenta inmediatamente después de la inoculacién y de acuerdo
con Rolfe et al,, (2012) su duracién depende del estado fisiolégico de las células
inoculadas y de las condiciones ambientales. Liu (2017) asegura que la edad del in6culo
tiene un fuerte efecto sobre la duracion de la fase de latencia. Por lo general, el periodo
de retraso aumenta con la edad del in6culo y en algunos casos, existe una edad 6ptima
de in6culo que resulta en un periodo de latencia minimo. A fin de reducir esta fase, las
células deben ser jovenes (o células de fase exponencial), activas, y el tamafio del
in6culo debe ser grande (5-10% en volumen).



Con base en lo anterior, la calidad y cantidad del in6culo empleado podria sugerirse
como una de las causas de la magnitud que present6 la fase de latencia en los
experimentos, ya que el lodo granular anaerobio del reactor UASB de la planta
cervecera que lo proporciond, provenia de un lote relativamente joven donde las
células se encontraban en replicacién acelerada segin la informacion del laboratorio
de microbiologia de la planta. Y, por otro lado, la relacién I/S empleada en todos los
experimentos fue suficientemente grande (2:1) como para evitar la inhibicién por
sustrato que hace aparecer al arranque de las pruebas una fase de latencia que segtin
Caoetal. (2019) puede llegar a ser hasta de 52 dias en sustratos como el estiércol porcino
cuando esta relacion es muy baja.

De acuerdo con Augustin et al. (2000) y Liu (2017) cuando el in6culo se agrega en bajas
concentraciones y tiene una fraccién baja de células viables, puede ocurrir lo que se
conoce como una fase pseudolag, que no es el resultado de una baja adaptacion, sino
del tamafio de un in6culo pequefio o en mal estado, ademas, el déficit de algunos
nutrientes, factores de crecimiento y soluciones amortiguadoras necesarias, también
pueden causar una larga fase de latencia, lo que permite inferir que las condiciones
nutricionales iniciales que se garantizaron en el reactor, aunado al buffer de fosfatos,
result6 esencial para tener una fase de latencia tan reducida.

Un estudio realizado por Madar et al. (2013) que tiene relacion directa con la cantidad
de células que se agregan por medio del inéculo, revel6 que la expresion génica durante
la fase de latencia temprana prioriza las enzimas para utilizar la fuente de carbono
sobre los genes responsables de la acumulaciéon de biomasa, esto mediante un
mecanismo celular, descrito hace relativamente poco tiempo, como quorum sensing o
percepcién de quérum en el que debido a que las poblaciones bacterianas se comportan
como un grupo y no solo como individuos aislados, cuando estan en cantidad
suficiente, se activan los mecanismos de expresién génica a partir de las moléculas
sefial llamadas autoinductores que aumentan su concentracién en funcién de la
densidad celular y permiten al consorcio realizar multiples actividades metabdlicas en
un tiempo muy breve.

Existen evidencias que muestran que las bacterias en fase de latencia son
metabodlicamente activas desde los primeros minutos de inoculacién, por ejemplo,
Rolfe et al. (2012), identificaron mediante andlisis genémicos y fisiol6gicos funcionales
en diferentes especies bacterianas, que la adaptacién puede empezar incluso desde los
cuatro minutos posteriores a la inoculacion del medio, confirméndose esto con la
regulacion positiva de cientos de genes que codifican procesos como la transcripcion,
traduccién, ensamblaje de proteinas, metabolismo de nucleétidos, biosintesis de



moléculas, entre otras. Es importante sefialar que, en esta misma investigaciéon se
identificaron como genes principales regulados al alza durante la fase de latencia
aquellos involucrados con el transporte de metales y la formacién de grupos de hierro
y azufre, lo que sugiere que la acumulaciéon de estos metales puede ser necesaria
durante la fase lag como preambulo al crecimiento exponencial.

En este trabajo, en el caso mas importante, la fase de latencia logra reducirse de 6 a 2.4
horas con la adicién del biocarbén y la magnetita, ambos en su dosis media, y se sabe
que el hierro (presente en mayor proporciéon en Fe3Os, pero también existente en el
biocarbén) es un mineral esencial para el crecimiento bacteriano, con numerosos
sistemas de absorcion disponibles. Ademads, andlisis transcriptoémicos han encontrado
también la expresion de la maquinaria de absorcion de hierro durante la fase de latencia
temprana (4 a 20 minutos) de distintas especies y muchas proteinas metabdlicas y
respiratorias contienen grupos Fe-S que son esenciales para la actividad enzimatica
(Johnson et al., 2005). Otros metales identificados como relevantes durante la fase de
latencia son el Ca?*, Mo?* y Mn?*, también presentes en mayor o menor medida en los

tres materiales utilizados.

Aunado a lo anterior, se debe tomar en consideracién, que, una gran cantidad de
trabajos en los cuales se ha estudiado la produccién de biogéas en multiples condiciones,
utilizando FORSU como sustrato, han reportado su comportamiento diatixico o
bifésico, es decir, con mas de una fase de latencia. La FORSU es un sustrato que posee
multiples fuentes de carbono, conteniendo una gran cantidad de carbohidratos,
proteinas y lipidos, esto hace que los microorganismos sinteticen las enzimas
necesarias para consumir en primera instancia lo mas facilmente biodegradable, para
posteriormente, tener otra fase de latencia en la cual nuevamente producen las enzimas
requeridas para continuar con la asimilacién de otro sustrato, de manera escalonada y
repitiéndose este patrén de crecimiento en la curva tantas veces como fuentes diversas
de carbono existan.

En el caso de este trabajo, no se aprecia de forma marcada dicho comportamiento
diatxico, ni en los controles, ni en los en los materiales conductores, lo que se puede
atribuir a la fuente de suministro de la FORSU, que fue la Central de Abastos de
Tultitlan, Estado de México, donde el contenido fue en su mayoria residuos de frutas
y verduras, con una proporcién de grasas muy incipiente, siendo éstas el tipo de
macromoléculas que tienden a causar un cambio més drastico en las vias metabdlicas
en diferentes momentos de la produccién de biogés y que deriva en una fase de latencia
mas larga (Rasit et al., 2015).



Por otro lado, en cuanto a la tasa méxima de produccién de metano (Rmadx), se puede
destacar que, con respecto a los experimentos de tipo y dosis de material conductor, el
biocarbén 10 g/L y la Fe3O4 0.1 g/ L presentan los mayores incrementos en la velocidad
de produccién con respecto al control de FORSU, con un 20 y 15%, siendo su tasa
maxima de 90.32 y 84.61 mLNcna/ gsv.d respectivamente. Por su parte, en los ensayos
de tamario de particula y dosis con CAG el ensayo tpM-dA (malla 40/0.595mm y dosis
1 g/L) mostr6é el mayor incremento (10%) en la tasa de produccién, el resto de las
combinaciones se mantuvieron muy cercanas a la velocidad de produccién maxima del
control sin adicién de MC. En cuanto a este pardmetro, se han informado incrementos
mas significativos de entre 16 y 70% pero principalmente con monosustratos (Tabla 4).

La produccién maxima de metano obtenida por el modelo modificado de Gompertz
con respecto a los datos experimentales, estuvo en todos los casos ligeramente
subestimada, con un porcentaje de variaciéon promedio del 2%, teniendo el intervalo de
diferencia entre ambos valores desde 0.05 hasta 8.2%, mientras que la variacion de los
datos experimentales y los proporcionados por el modelo en el caso de los ensayos de
tamafio de particula-dosis de CAG fue menor, con una diferencia de entre el 0.03 y el
2%, siendo el promedio de variacién de ambos datos de 0.48%.

7.7 Inmovilizacion de materiales conductores

Los resultados de los MC (magnetita y biocarbén) inmovilizados en fibra de carbono,
fibra de poliéster y perlas de alginato se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. a) Fibra de poliéster cruda, b) FP+BC (impregnacién himeda), c) FP+BC
(impregnacion seca), d) FP+Fe3;O4 (impregnaciéon htimeda), e) FP+Fe;O4 (impregnacién seca),
f) fibra de carbono cruda, g) FC+ Fe3O4 (impregnacion hameda), h) FC+ Fe3O4 (impregnacién

seca), i) perlas de alginato+Fe;0y, j) perlas de alginato+biocarboén.



7.7.1 Caracterizacion de materiales inmovilizados

Con la finalidad de evaluar la eficiencia de las técnicas de fijacién implementadas
para FesOsy BC sobre los distintos medios de soporte, se evalué la estabilidad
térmica y su dispersién sobre la superficie a través de termogravimetria y MEB-
EDS respectivamente. Cabe destacar que, en el caso de la caracterizacion, se
analizaron las fibras de carbono y poliéster sintetizadas por impregnacion hiumeda
con revestimiento de quitosano y termofijacién, dado que fueron las que
registraron una mayor cantidad de material (biocarbén/magnetita) fijado, a
diferencia de la impregnacion seca.

Como se muestra en la Tabla 19, con la impregnaciéon htimeda se fija un promedio
de 120.5 mg de magnetita a las fibras de carbono, mientras que, con el método en
seco, Unicamente se llega inmovilizar 36.8 mg. Por su parte, la fibra de poliéster
impregnada por via himeda retuvo 107.9 mg de magnetita y 96.5 mg de biocarbén,
mientras que la impregnacién seca derivé en 17.8 y 181 mg retenidos

respectivamente.
Tabla 19
Masa de MC impregnada por técnica de fijacion
Masa s/ MC Masa ¢/ MC Am (masa impregnada) Promedio
Muestra (mg)

Fibra de carbono + Fe3Oy (Impregnacion hiimeda)
1 286.8 422.6 135.8
2 2614 378.4 117
3 311.4 445.5 134.1
4 275.2 3924 117.2
5 251.9 382.8 130.9
6 312.8 430.9 118.1
7 331.1 469.7 138.6
8 307.4 4487 1413 120.5+13.5
9 254.8 357.8 103
10 286.2 396.6 110.4
11 254.8 374.3 119.5
12 270 382.5 1125
13 325.3 434.7 109.4
14 286.6 385.1 98.5

Fibra de carbono + Fe;Oq (Impregnacion seca)
15 234.5 252.3 17.8
16 281.6 325.1 43.5
17 316.7 343.2 26.5
18 344.1 390.7 46.6



19 266.5 312.6 46.1

20 304.1 3421 38 36.8+14.7
21 311.5 365.8 54.3
22 266.5 281.9 154
23 265.6 327.8 62.2
24 292.1 329.1 37
25 296.3 338.5 422
26 306.1 322.8 16.7
27 283.6 330 46.4
28 266.9 290.2 233
Fibra de poliéster + Fe3Oy4 (Impregnacion hiimeda)
1 225.7 328 102.3
2 246 352 106
3 197.8 305.9 108.1
4 206.7 299.8 93.1
5 258.1 361 102.9 107.9+14.3
6 302.7 438.1 1354
Fibra de poliéster + biocarbon (Impregnacion himeda)
7 178.6 2784 99.8
8 206.7 305.3 98.6
9 240.5 321.8 81.3
10 198.8 288.6 89.8
11 226.5 326.6 100.1 96.5+9.7
12 218.5 327.9 109.4
Fibra de poliéster + Fe3Oy4 (Impregnacion seca)
13 260.1 2753 15.2
14 2174 230.2 12.8
15 201.8 2222 204
16 231.5 250.8 19.3
17 227.7 2419 14.2
18 207.3 226.2 18.9 17.843.8
19 209.8 2293 19.5
20 2271 249.1 22
Fibra de poliéster + biocarbon (Impregnacién seca)
21 236.2 253.5 17.3
22 223.5 236.4 12.9
23 226.9 2452 18.3
24 185.7 216.4 30.7
25 2063 218.6 123 18.113.3
26 255.1 274.5 194
27 206.1 220.3 14.2
28 231.8 2514 19.6




7.7.1.2 Termogravimetria

Se analizaron las curvas de pérdida de masa (TG) y las curvas de evolucién de la
termogravimetria diferencial (DTG) para determinar la estabilidad térmica de los
materiales conductores: biocarbén y magnetita (Figura 49 y 50), ya que durante su
inmovilizacion en las fibras de carbono y poliéster se someten a altas temperaturas
para lograr una mejor retencion de las particulas conductoras sobre los filamentos
de éstas.

En el biocarbén se presenta un pequeno pico térmico que se produce de inmediato
en los primeros 20-70 °C y se debe a una ligera deshidratacion. Posteriormente se
presenta un pico térmico de gran tamario a 350-550 °C, el cual de acuerdo con Yang
et al. (2007), se asocia a la degradacion de la hemicelulosa, celulosa y lignina. Sin
embargo, a la temperatura de fijacion utilizada en las fibras (200 °C), tnicamente
se pierde el 5.9% de la masa de biocarboén.
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Figura 49. Analisis termogravimétrico y analisis termogravimétrico diferencial de biocarbén.

Como se muestra en la Figura 50, la magnetita es un mineral con una gran
estabilidad térmica. A los 200 °C se pierde una cantidad incipiente de masa de sélo
0.4%, siendo 0.6% la pérdida de masa maxima. La ganancia de masa observada en
la curva a partir de 382 °C esta relacionada con la degradaciéon térmica en la
atmosfera de aire que produce la reaccion de oxidaciéon de la magnetita (Fe3Os) a
6xido de hierro (III), Fe2Os. Es decir, para la misma cantidad de Fe originalmente
presente, la cantidad de oxigeno aumenta debido a la reaccion y esto se refleja en un
aumento de masa. De tal manera que es un material ideal para la termofijacién a
altas temperaturas.
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Figura 50. Anilisis termogravimétrico y analisis termogravimétrico diferencial de magnetita.

En cuanto a las fibras empleadas, es posible observar que la de carbono es muy
estable térmicamente hasta los 500 °C y luego se degrada rapidamente por
encima de 600 °C (Figura 51). Sin embargo, de forma similar a la magnetita, al
llegar a someterse a 200 °C s6lo pierde el 0.6% de su masa. Por su parte, como

se puede observar en la Figura 52, la descomposiciéon de la fibra de poliéster se
produce en dos etapas de pérdida de masa, comenzando su degradacion
térmica alrededor de los 230 °C y perdiendo el 65% de su masa total a los 470 °C.
A pesar de que la fibra de poliéster no posee la misma estabilidad térmica que

la fibra de carbono a altas temperaturas, el método de fijacién propuesto en la

metodologia de este trabajo no presenta inconvenientes para este material.
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fibra de carbono.
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Figura 52. Analisis termogravimétrico y analisis termogravimétrico diferencial de
fibra de poliéster.
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Cabe mencionar que el quitosano, usado como matriz de revestimiento en la
impregnacion himeda y expuesto a 200 °C durante la termofijacion, pierde 13%
de su masa a este valor de temperatura. Su masa se reduce un 65% a 340 °Cy se
degrada por completo a partir de 620 °C, como puede verse en la Figura 53. Es
posible que al tener una pérdida de 13% de quitosano durante la termofijacion
se desprenda una cantidad adicional de magnetita o biocarbén. Sin embargo,
este método de inmovilizacién sigue siendo superior a la impregnacion seca.
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Figura 53. Analisis termogravimétrico y analisis termogravimétrico diferencial de quitosano.

Finalmente, las perlas de alginato con biocarbén/magnetita, aunque no se
someten a altas temperaturas durante su sintesis, poseen una adecuada
estabilidad térmica. Los picos pronunciados de DTG observados en las Figuras
54 y 55 entre 20 y 110 °C obedecen a la pérdida de humedad de las perlas. A
partir de ese primer pico, su comportamiento estd sujeto al patrén térmico
mostrado en las Figuras 49 y 50 para el biocarb6én y magnetita respectivamente.
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perlas de alginato-magnetita.

7.7.1.3 MEB-EDS

La Figura 56 presenta las micrografias y mapeo elemental a través de anélisis EDS para
las fibras de carbono y poliéster. En la Figura 56a, la fibra de carbono control muestra
una estructura fibrilar desordenada, con un didmetro aproximado de 150-250 nm y una
superficie aparentemente lisa. En la Figura 65b, es posible evidenciar sobre la superficie
algunas particulas de magnetita adheridas, esto se corrobora en los picos de
composicion elemental (Figura 56c) y el mapeo elemental (Figura 56d), donde se ve la
dispersion, aunque heterogénea, de la magnetita sobre la fibra. Por su parte, en la fibra
de poliéster control (Figura 56e) también tiene una estructura no tejida, sin embargo, a
diferencia de la fibra de carbono, su superficie muestra una morfologia menos lisa. La
FP impregnada con magnetita se puede observar en la Figura 56f, distribuida de
manera mas homogénea como se constata en el mapeo elemental de la Figura 56h.
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Figura 56. Micrografia electrénica de barrido de FC (a), FC+Fe3O4 (b), FP (e), FP+ Fe3Oq (£).
Anilisis elemental de FC+Fe304 (¢, d) y FP+ FezO4 (g, h).

En cuanto a la fibra de poliéster impregnada con biocarbdn, se aprecia que existe una
distribucion uniforme del BC sobre la superficie de la fibra (Figura 57b), ademas, los
elementos identificados durante la caracterizacién del biocarbon en la seccién 7.1.3,
como los metales alcalinos y alcalinotérreos se evidencian en el espectro y el mapeo de
las Figuras 57c y 57d respectivamente, destacando el Ca?*, Ti**, Al3*, K*, Na* y Mg?*y
comprobando la adecuada adhesion del biocarbén a la fibra.
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Figura 57. Micrografia electrénica de barrido de FC (a), FC+biocarbén.
Analisis elemental de FC+biocarbén (c, d).

Cabe senalar que ambas fibras, de carbono y poliéster, parecen tener una morfologia
adecuada para el crecimiento bacteriano. En este sentido, Liu et al. (2020), sehalan que
la adicién de cualquier tipo de particulas o materiales aumenta la retencion de biomasa
dentro de los digestores anaerobios al proporcionar grandes cantidades de superficie.
Agregar un drea de superficie alta se conoce como un método eficiente para mejorar el
desarrollo de biopeliculas y asi aumentar el tiempo de retencién de solidos (SRT)
mientras se minimiza el lavado de biomasa.

Finalmente, los resultados para las perlas de alginato impregnadas con Fe3;Os/BC se
muestran en la Figura 58. Ambas perlas de alginato poseen una estructura superficial
porosa e irregular, con un didmetro promedio de 3 a 4 mm. De acuerdo con lo que se
observa en el analisis EDS, es posible que los MC no estén totalmente expuestos en la
superficie de las esferas de alginato, sino que mas bien una cantidad importante de
éstos se encuentre encapsulado, ya que en las Figuras 58c y 58g hay una presencia
importante de calcio y cloro proveniente del CaCl. empleado para la gelificacion ionica
del alginato de sodio. Hay algunas zonas de la perla de alginato donde esta capa
protectora esta fragmentada o adelgazada y deja ver la composicion elemental del
biocarbén y la magnetita, descrita previamente en la seccion 7.1.3.
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Figura 58. Micrografia electrénica de barrido de PA+Fe3Oy (a, b), PA+biocarbén (£, d).
Anilisis elemental de PA+Fe30; (c, d), PA+biocarbén (g, h).

7.7.2 Potencial bioquimico de metano con materiales inmovilizados

Con respecto a las pruebas de potencial bioquimico de metano con biocarbén y
magnetita inmovilizados a las fibras de carbono/poliéster y perlas de alginato, se
muestran los resultados en la Figura 59. Como es posible observar, todos los
materiales, a excepcion de las perlas de alginato con biocarbén, tuvieron un
incremento en la produccién especifica de metano cuando se compara con el control
de FORSU sin ningtn material bioestimulante. En la Tabla 20 se resumen los
incrementos y decrementos de cada ensayo en términos de mLN/gSV y % del
rendimiento de metano con respecto al control.
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Tabla 20
Resultado de PBM con materiales conductores inmovilizados

Variacion del rendimiento de metano

Tratamiento mLN CHy/gSV %
FC-Fe;04 11035 1182
FP- Fe;0s 156.7 110.9
Alg-Fe;04 149.7 197
FP-BC 1124 126
Control FORSU
Alg-BC 1254 158%
600 567.6
e 520.8
3 513.8
T 500 476.6
: )
© 400 :
83
23300
Lz Control FORSU
g2 FC-Fe304
== 200 ——FP-BC
2 FP-Fe304
g Alg-Fe304
=}
g ——— Alg-BC
o
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (dias)

Figura 59. Potencial bioquimico de metano con magnetita y biocarbon inmovilizados.

La mejor respuesta en el rendimiento de metano para este ensayo se obtuvo con la fibra
de carbono impregnada con magnetita, produciendo 567.6 mLN/gsv luego de 20 dias
de operacion en lote, lo que significa, 18.2% o 103.5 mLN/gsv mds de metano que el
control. Cabe sefialar que, de acuerdo con los calculos gravimétricos mostrados en la
Tabla 19 y tomando en cuenta que se afiadieron 3 fibras de carbono de 2 cm?a cada
reactor de 500 mL (con volumen dutil de 360 mL), y sabiendo que en cada fibra se
impregné un estimado de 120.5 mg de magnetita, la concentraciéon aproximada de este
material seria alrededor de 1 g/L. Sin embargo, determinar con exactitud la cantidad
afiadida al reactor a través de las fibras es complicado.

Es importante sefialar que la fibra de carbono fue seleccionada como medio de fijacién
de magnetita debido a su gran area superficial y porosidad, sitios de reacciéon redox y
estabilidad térmica y mecanica. Ademads, su combinacién con la magnetita se propuso
proyectando un efecto sinérgico entre ambos materiales con mecanismos distintos. En
el contexto de la digestién anaerobia y especificamente de la DIET se ha demostrado
que la fibra de carbono mejora la producciéon de metano y la digestibilidad de las
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moléculas organicas como propionato y butirato, incluso a altas presiones parciales de

hidrégeno (Hassaneen et al., 2020).

Lei et al. (2016) demostraron que las bacterias electroactivas como Geobacter y los
metandgenos aceptores de electrones via DIET como Methanosaeta y Methanosarcina se
enriquecieron en la superficie de la tela de carbono. Por otra parte, Barua et al. (2018),
emplearon fibra de carbono proporcionando una superficie especifica total de 1583
m?2/L con etanol como sustrato, incrementando la produccion especifica de metano 2.4
veces y la tasa de metanogénesis 6.7 con respecto al control. En el presente trabajo el
area especifica la FC incorporada fue de 600 m?/cm, sin embargo, el rendimiento de
metano de la FC+Fe3O4 no super6 a la adiciéon en suspension de 1 g/L de FesO,,
mostrado en la secciéon anterior con un incremento en la produccién de metano de
30.1% respecto al control.

En el caso de la fibra de poliéster con magnetita, el rendimiento de metano sélo se
increment6 10.9% (56.7 mLN/gsv) y 2.6% (12.4 mLN/ gsv) con biocarbén. En este caso
es posible que la cantidad de magnetita y biocarbén impregnado y dispuesto en los
reactores a través de las tres fibras de 2x2 cm haya sido insuficiente para alcanzar un
mayor rendimiento. Ademads, recientemente un estudio de Baek et al. (2021) explic6 que
ademdas del 4area superficial y la conductividad eléctrica de la fibra, la
biocompatibilidad puede ser determinante sobre los efectos que tendra en la DA. Esta
biocompatibilidad = puede  describirse @ a  partir de su  rugosidad,
hidrofilidad/hidrofobicidad y energia superficial, ya que de acuerdo con Al-
Amshawee et al. (2021), estas caracteristicas pueden afectar la formaciéon de
biopeliculas y, por lo tanto, la retencién de biomasa en el reactor. El trabajo de Baek et
al. previamente mencionado, informé que la fibra de carbono es altamente hidréfila y,
por el contrario, el poliéster es un tejido muy hidréfobo, ademas de no ser conductor,
por lo que es probable que el incremento en el rendimiento de metano obedezca
exclusivamente a la magnetita o el biocarbén impregnados.

Con respecto a las perlas de alginato, sélo las que contenian magnetita lograron
incrementar la produccién de metano en un 9.7%, ya que las perlas con biocarbén
tuvieron un rendimiento incluso inferior al control de FORSU. En este sentido hay
varios puntos a considerar; el primero es que las perlas con biocarbén tienen una baja
densidad lo cual hace que se mantengan flotando en la superficie del reactor, perdiendo
contacto directo con el lecho de lodo anaerobio granular que contiene los
microorganismos y que se mantiene al fondo de los reactores, ya que éstos se agitan
manualmente cada tercer dia.

Por otro lado, como fue posible visualizar en el analisis MEB-EDS mostrado en la
Figura 58, la esfera de alginato esta cubierta casi en su totalidad por una capa de cloruro
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de calcio que mantiene encapsulados los materiales conductores, y que, sin un anélisis
MEB posterior a las pruebas de PBM, es dificil asegurar que los microorganismos
logren permear. Aunado a lo anterior, es posible que en los reactores adicionados con
perlas de alginato-biocarbén ocurra una inhibicién por efecto salino. La toxicidad de la
sal se ha estudiado en el campo biolégico durante varias décadas y se sabe que los
niveles altos hacen que las células bacterianas se deshidraten debido a la presiéon
osmotica.

En este aspecto, aunque los cationes de las sales en solucién siempre estan asociados
con los aniones, se encontr6 que la toxicidad de las sales estaba determinada
predominantemente por el cation (Chen et al., 2018). Los iones de metales ligeros,
incluidos sodio, potasio, calcio y magnesio, estan presentes de manera importante en
la superficie del biocarbén como se determiné en la secciéon 7.1.3. Son necesarios para
el crecimiento microbiano y, en consecuencia, afectan la tasa de crecimiento especifica
como cualquier otro nutriente. Si bien las concentraciones moderadas estimulan el
crecimiento microbiano, Anwar et al. (2016) aseguran que las cantidades excesivas
ralentizan el crecimiento, e incluso concentraciones més altas pueden causar una
inhibiciéon o toxicidad severas. Sumado a la cantidad de cationes presentes en el
biocarbén, una cantidad adicional se suma al sistema por el sodio asociado al alginato
y el cloruro de calcio empleado para la gelificacion iénica de las perlas, por lo que la
hipétesis mas fuerte conduce a una probable inhibicion salina.

Finalmente, en la Tabla 21 se muestran los valores de los pardmetros cinéticos para el
modelo modificado de Gompertz de los materiales inmovilizados. De estos datos
destaca una reduccion del 53, 44 y 30% en el tiempo de la fase de latencia cuando se
usa FC-Fe304, FP-Fe3O4y Alg-FesOs respectivamente, y como se explicé ampliamente
en la seccién 7.4, el hierro posee una gran relevancia metabodlica durante la fase lag. Por
su parte, a diferencia de la incorporacién de los materiales de forma suspendida, la tasa
de producciéon de metano no tuvo cambios significativos en estos ensayos.

Tabla 21
Constantes cinéticas del modelo modificado de Gompertz para materiales inmovilizados
Tratamiento A Rimax Prmax Prmax R2
(mLchy/gsv.d) experimental
(d) (h) (mLcuy/gsv)

Control FORSU 0.278 6.7 49.14 466.13 464.1 0.991
FC-Fe;04 0.135 32 52.98 569.27 567.6 0.980
FP-Fe;04 0.160 3.8 56.31 516.50 520.8 0.991
Alg-Fe304 0.196 4.7 53.32 506.90 513.8 0.992

FP-BC 0.329 7.9 50.93 479.43 476.6 0.990

Alg-BC 0.449 10.7 41.08 454.52 438.7 0.995
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7.8 Analisis del pH /ORP/AGV

Se analizaron los pardmetros fisicoquimicos de pH, potencial redox (ORP) y
concentraciéon de AGV para la adicién de BC y magnetita suspendidos en las mejores
dosis probadas (1 g/L y 0.1 g/L respectivamente), asi como para magnetita
inmovilizada en fibra de carbono durante 21 dias, bajo las condiciones de operacién
establecidas en todos los experimentos en lote de este trabajo.

Existe evidencia de que los materiales carbonosos y férricos poseen propiedades
reductoras (Wang et al., 2018c; Lizama et al., 2019) y esto se pudo evidenciar, como se
muestra en la Figura 60a. El reactor sin adicién de MC tuvo un ORP que oscil6 entre -
196.2y -225.7 mV, en contraste, la incorporaciéon de todos los materiales permiti6 llegar
hasta valores reducidos méximos de -324.2 mV (magnetita), -304.7 mV (FC-Fe30s) y -
251.7 mV (biocarbén). Un sistema de digestion anaerobia reducido hace que el
ambiente sea mas favorable para que los microorganismos realicen de manera eficiente
la conversion de sustratos. Cuando se analiza el comportamiento del ORP junto a los
rendimientos de metano observados en las distintas pruebas de PBM, se puede inferir
que éste podria ser uno de los factores que mayor influencia pueden tener sobre la
mejora de la DA, incluso, mas que la conductividad asociada a estos materiales.

Considerando que la transformacioén de propionato a acetato es desfavorable y afecta
el rendimiento de metano de los digestores anaerobios, una disminucién del ORP
cercana a -350 mV favorece la eficiencia del proceso. Hay reportes de que la
fermentacién propiénica ocurre a un ORP mayor a —-278mV (proceso anaerobio
facultativo) y el tipo butirico y etanol ocurren a valores mas negativos de ORP (Lizama
et al., 2019). Principalmente la adicién de magnetita permite que el potencial redox esté
por debajo de —300 mV en los primeros 20 dias. De acuerdo con Hao et al. (2017) la ruta
metabolica de produccién de metano que se ve estimulada con valores cercanos a -
350 mV es la acetoclastica, misma que se pudo constatar como la dominante a partir
del analisis de los genomas y proteomas.
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Figura 60. Potencial redox (A) y pH (B) con BC, Fe30, y FC-Fe30,,

Por otra parte, la presencia de AGV y su composicion son de gran relevancia, porque
son el intermediario mas importante en el proceso anaerobio que puede limitar la
metanogésis. Los AGV totales junto con el pH influyen en muchos aspectos, como el
metabolismo microbiano, la tasa de hidrodlisis y la formacién de productos de
inhibicion (Ma et al., 2016). A pesar de la disminucién del pH en los primeros dias y el
aumento de la concentracién de AGV totales, en ninguno de los reactores se produjo
inhibicion. Esto probablemente se debi6 a la alta capacidad amortiguadora del lodo
anaerobio granular empleado como inéculo (6100 mgcacos/ L) aunado al caracter basico
de los materiales y a los efectos del hierro y otros metales traza presentes en los
materiales, como cofactores esenciales de la monéxido de carbono deshidrogenasa, que
es una enzima que esta involucrada en el consumo de acido acético (Qiang et al., 2012).

La Figura 60b muestra las variaciones de pH, en ella se aprecia una disminucién de
este parametro en los primeros dias, especialmente en el reactor con BC, donde al dia
3 el descenso del pH alcanzé un valor de 5.4 pero con una rdpida recuperacion de la
neutralidad y un rendimiento mds estable. Esto es consecuente con la maxima
producciéon de AGVr al dia 5 (Figura 61) con la adiciéon de 1 g/L de biocarbén
(2290.4 mgna/L) y confirma que a pesar de que este tipo de materiales pueden
incrementar la tasa de hidrélisis-acidogénesis, el biocarbon, principalmente por sus
propiedades morfolégicas y de superficie pueden tener buenas caracteristicas para
adsorber y amortiguar concentraciones altas de acidos grasos, sin que esto signifique
una inhibicién del proceso.

Otro punto que también se debe tener en cuenta con la adicién de magnetita, es que de
acuerdo con Wei et al. (2018), la corrosion anaerobia del hierro ocurre junto con el
consumo de H*, lo que podria amortiguar los acidos y asi mantener un pH favorable
para los metan6genos.
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Figura 61. Producciéon de acidos grasos volatiles totales con BC, FesO4 y FC- Fe3Oy,

7.9 Analisis de la comunidad microbiana

Los efectos de los MC en la produccién de metano y la conversiéon de FORSU indicaron
diferencias en las interacciones metabdlicas dentro de las comunidades microbianas.
Los resultados del analisis proteémico confirmaron que la diversidad y proporciéon de
microorganismos con BC, Fe;O4 y FC-Fe3O4 se modificaron con respecto al control. En
la Figura 62 se muestra la taxonomia del sistema, desde el dominio, filo, clase, orden,
familia, género y las principales especies identificadas en todos los ensayos.

B. cereus B. paranthacis
_— Bacillaceae ——  Bacillus | B. coagulans  B. pumulus

B. mobilis B. toyonensis

B. mycoides  B. wiedmannif
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Clostridiaceae  ~ Clostridium C. perfrigens

s

| G e &
Eubacteriacea —— Eubacterium | £ callanderi

I [ \Wyphomicrobisles | | Methylocystacese  Methylosinus 4 sporum
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G. daltonii
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G. Bremensis
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- |Vedoiaea  AGGESEEI | Acdchacieries | Acdobacieriscese  Acdobacierum 4
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Figura 62. Distribucion filogenética de los microorganismos del sistema de DA.
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Cabe destacar, que, en este estudio, la actividad de las proteinas permiti6 evaluar la
abundancia relativa de los microorganismos de forma indirecta. Por lo que se tiene la
certeza de que los microorganismos encontrados, asociados a una o mds proteinas
estdn presentes en las muestras sin lugar a duda. Sin embargo, y a pesar de haber
incluido una biblioteca gendémica extensa con los microorganismos tipicos anaerobios
encontrados en digestores anaerobios, es posible que no se hallen expresados la
totalidad de los dominios Bacteria y Arquea.

En la Figura 63 se presenta la distribucién de la comunidad microbiana en el reactor de
control al dia 10, en el cual, la mayoria de los experimentos comenz6 una ralentizacion
de la fase exponencial, y algunos de los tratamientos estaba préximo a la fase de
estabilizacion. Se puede observar que la proporcion de bacterias al ti0 es de 36.7%,
mientras que las arqueas metanogénica correspondieron a un 63.3%, siendo los filos
dominantes Firmicutes (57.6%) y proteobacteria (41%) y Euryarchaeota para Bacteria y
Arquea respectivamente. Los géneros Bacillus (25.4%), Enterococcus (13.7%) y
Clostridium (11.2%) fueron los més representativos para Firmicutes. Por su parte, en el
tilo Proteobacteria se encontré Escherichia (23.4%) Geobacter (8.3%), Desulfovibrio (6.8%),
Eubacterium (4.4%), Methylosinus (2%) y Acidobacterium (1.5%). La adiciéon de los
materiales conductores no modificé sustancialmente la composicion de la comunidad
microbiana pero si la proporcion de algunas familias y la expresion de proteinas clave
para entender la ruta metabdlica favorecida con su adicion.

= Bacillus ® Escherichia

B Enterococcus  Clostridium = Methanothrix B Methanosaeta
# Geobacter = Desulfovibrio B Methanosarcina B Methanoregula
® Eubacterium m Propiniospora u Methanospirillum © Methanosphaerula
& Methylosinus B Acidobacterium ® Methanobacterium ® Methanobrevibacter
2.4%
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FILOS DOMINANTES FILOS DOMINANTES

_ e I

H Firmicutes = Euryarchaeota
u Proteobacteria
Acidobacteria

Figura 63. Filos y géneros principales de los dominios Bacteria y Arquea.
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El digestor con adiciéon de magnetita present6 los cambios mas significativos, con una
mayor proporcion de bacterias del filo Proteobacteria, clase Deltaproteobacteria,
particularmente del género Geobacter, el cual aument6 12% respecto al control y mostré
importante diversidad al contar con 5 especies: G. sulfurreducens, G. daltonii, G.
bemidijiensis, G. bremensis y G. pelophilum. Las bacterias de la familia Geobacteraceae
son conocidas como bacterias desasimilatorias de hierro, las cuales pueden oxidar
formiato, butirato, etanol, hidrégeno y acetato de forma acoplada a la reduccién de Fe
(III), elemento presente en la magnetita, lo que deriva en una mayor proporcién de
sustrato para los metandgenos. Cabe destacar, que estudios anteriores con cocultivos
puros habian demostrado que Geobacter spp. junto a Methanothrix (metanégeno
acetocléstico estricto mds abundante en este trabajo) y Methanosarcina (que se
enriquecié principalmente con la adicién de BC) son pares sintréficos que coadyuban
en la DIET al recibir directamente electrones para reducir el CO2 a CHs (Wang et al.,
2018c¢).

En la DA anaerobia con biocarbén, destaco el incremento de Methanosarcina, el cual es
un metanégeno sumamente versatil que puede llevar a cabo las tres vias de formacién
de metano (hidrogenotroéfica, acetoclastica y metilotréfica) y como se puede observar
en la Figura 64, increment6 su proporcion con biocarbén y fibra de carbono en un 20.4
y 14% respectivamente. Methanosarcina barkeri, la especie presente en el lodo anaerobio
extraido de los reactores, se caracteriza por ser, junto a distintas especies del género
Methanothrix, las que principalmente se han asociado a la formacion de granulos y la
interaccion mas estrecha entre células para transferir electrones extracelulares de forma
directa sin la necesidad de mediadores redox como el hidrégeno o formiato (Chiappero
et al., 2020).

La digestion asistida por fibra de carbono con magnetita tuvo una diversidad y
abundancia microbiana muy similar a la del control. Sin embargo, en este caso se pudo
observar un incremento mas notable del género Clostriudium, que pas6 de 11.2 a 22.2%.
Recientemente Wang et al. (2022b) mostraron evidencia de que este género participa en
la oxidacion de acetato sintréfico (SAO, por sus siglas en inglés) con metandgenos
hidrogenotroficos para la produccion y consumo de Ho. En este sentido, el metanégeno
que produce CHs principalmente por la via metabdlica hidrogenotroéfica (Hz/COy),
Methanoregula, se duplico en el reactor con FC+Fe3Os. Methanoregulaceae es una
tamilia de arqueas de lento crecimiento que dificilmente forma estructuras granulares
pero que tiene la capacidad de crecer en condiciones hasta de pH 5 (Su et al., 2019), de
tal forma que la incorporaciéon de un medio de soporte como fue la fibra, pudo haber
mejorado su colonizaciéon. Las especies dominantes de este género fueron
Methanoregula boonei y Methanoregula formicica.
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Figura 64. Abundancia relativa de bacterias (A) y arqueas metanogénicas (B) a nivel género
con la adicién de MC.

Al ser Methanothrix soehngenii, Methanosaeta harundinacea y Methanosarcina barkeri las
especies con mayor abundancia relativa en todos los tratamientos, es posible estimar
que aproximadamente un 60-70% de la ruta metabdlica dominante es la via
acetocléstica, ya que las primeras dos s6lo pueden usar el acetato como fuente de
carbono para la produccién de metano. El mecanismo estimulante para la degradacion
sintréfica mejorada se puede atribuir principalmente a la evidencia del
enriquecimiento de bacterias sintroficas como Geobacter. La disminucién de
metandgenos hidrogenotréficos como Methanobrevibacter y Methanospirillum y el
aumento de metanégenos acetoclésticos como los ya mencionados, constituyen, de
acuerdo con Xie et al. (2020) un indicador de que la DIET destaca sobre la HIET.

7.10 Analisis protedmico

Derivado de la metodologia de purificaciéon de proteinas, el gel 2D SDS-PAGE vy el
proceso de identificacién de proteinas por nano espectrometria de masas, fue posible
identificar proteinas funcionales importantes en los procesos cataliticos que pudieron
relacionar las rutas metabdlicas dominantes en el proceso.

Para este andlisis se comparé la adicién de magnetita suspendida (1 g/L) con respecto
al control de FORSU. Como es posible observar en la Figura 65, bajo las mismas
condiciones de operacion en los reactores, y el mismo procedimiento de extracciéon y
purificacion de las proteinas, se obtuvieron patrones electroforéticos muy semejantes.
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Sin embargo, la cantidad de proteinas expresadas con magnetita mejord
sustancialmente y algunas de ellas se regularon al alza cuando se adicioné magnetita.
Los cuadros rojos muestran similitudes en la expresiéon del proteoma y las flechas
blancas en la Figura 65B indican las proteinas que con la adicién de Fe3Os se
intensificaron o formaron parte de las rutas metabdlicas.
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Figura 65. Patron electroforético 2D del control y el reactor adicionado con magnetita (B).

Por medio de la biblioteca genémica generada con un amplio grupo de bacterias y
arqueas metanogénicas, se identificaron las proteinas que representaron la mayor
abundancia relativa, al menos del universo analizado. La Figura 67 muestra un mapa
de calor con las proteinas mas relevantes y los microorganismos asociados a ellas. Cabe
sefialar que, a partir de repetidas busquedas, se encontraron mas de 400 proteinas en
las muestras. Sin embargo, se descartaron aquellas que correspondian a organismos
del dominio Eukarya, como ratas, res, pollo, vegetales, frutas, pino y otras especies
vegetales identificadas y esperadas debido a la naturaleza del sustrato de digestion.
Ademas, se priorizaron proteinas con funciones cataliticas relevantes, regulacién y
transporte, en lugar de aquellas proteinas que forman parte de la estructura de las
células, centrando el andlisis en torno a oxidorreductasas, ligasas y transferasas
(principalmente las que corresponden a transporte transmembrana y a
donacién/aceptacion de electrones).

En el proceso de DA estimulado con magnetita, la mayor abundancia fue de las
proteinas Acetil coenzima A sintetasa y Acetil CoA descarbonilasa sintasa,
fundamentales en la conversién a metano por via acetoclastica y un intermediario
esencial en la unién de vias anabdlicas y catabdlicas a través de esta ruta. Del mismo
modo, 5,10-metilentetrahidrometanopterina reductasa y tetrahidrometanopterina
metiltransferasa son proteinas clave en la via de metanogénesis hidrogenotrofica, para
la produccién de Metil coenzima M reductasa, presente en las tres rutas metabdlicas de
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metanogénesis, justo en el paso previo a la conversioén final a metano (Harichi et al.,
2022). Su ubicacién dentro del proceso bioquimico de DA, se muestra a continuacion
en la Figura 66 enmarcadas en color verde.
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Figura 66. Vias de metanogénesis hidrogenotrofica (A), metilotréfica (B) y acetoclastica (C).
Adaptado de Harichi ef al. (2022).

Otro punto importante, es que una gran cantidad de proteinas con funciones muy
variables, encontradas en este trabajo, utilizan metales como cofactores,
principalmente Mg, Mn, Zn y Fe, elementos que, como se evidenci6 en la
caracterizaciéon de los MC, estan presentes, principalmente en el biocarbén, pero
también en la magnetita. Los iones metdalicos a nivel celular tienen efectos sobre el
crecimiento celular, procesos de transporte y deshidrogenasas (Lizama et al., 2019). Tal
es el caso, por ejemplo, de fosfoglicerato mutasa, fundamental en la glucogénesis, que
depende de Mg y Mn; Acetil coenzima A sintetasa, que tiene como cofactor al Mg, la
pirofosfatasa inorgénica dependiente de manganeso, que como su nombre lo dice
requiere de este metal para catalizar sus reacciones o la enolasa, que utiliza el Mg
también para la degradaciéon de carbohidratos a través de la glucolisis (UNIPROT,
2022), todas ellas presentes en los resultados del anélisis.
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Figura 67. Mapa de calor para las proteinas mas abundantes y los microorganismos asociados.

El hierro es fundamental como elemento para mantener la estabilidad anaerobia,
principalmente como cofactor de la monéxido de carbono deshidrogenasa, que es una
enzima que interviene en el consumo de acido acético; asi como la presencia de hierro
en varias hidrogenasas durante la metanogénesis y oxidacién del propionato (Qiang et
al., 2012). A través del andlisis también se puso en evidencia la actividad de la enzima
transportador MFS de Geobacter sulfurreducens, una transferasa transmembrana capaz
de mandar electrones desde el acetato hasta las Fe (III) reductasas terminales en la
membrana externa, asi como tiene también la capacidad de transferir electrones desde
el acetato hasta sustancias htimicas o moléculas redox presentes en el medio (Lloyd et
al., 2006), como es el caso de los contenidos en los materiales conductores analizados
en este trabajo. Para Geobacter también se observé la presencia de cobalto
sirohidroclorina C20 metiltransferasa, una proteina que de acuerdo con la base de datos
UNIPROT, participa en la biosintesis de cobalamina (vitamina B12) y a su vez es
esencial para de la sintesis de cofactores como riboflavina o ubiquinona, con actividad
catalitica redox fundamental para la degradacién completa de los sustratos organicos.
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Es importante destacar que el género Methanosarcina, activd proteinas de choque
térmico o “heat shock protein”, asi como proteina universal de estrés (universal stress
protein), las cuales se regulan al alza cuando una célula se encuentra en un medio
ambiente que le provoca cualquier tipo de estrés, como puede ser un cambio drastico
de temperatura o presion osmoética, la presencia de sustancias inhibitorias (exceso de
AGYV, amoniaco, o metales pesados). En este sentido, la proporciéon de estas proteinas
disminuy6 con la adicion de magnetita en un 7 y 12% respectivamente. En la Tabla 22
se muestran las principales diferencias con respecto al control sin MC para las proteinas
mas abundantes, resultando evidente, un enriquecimiento de la via acetocléstica
dominada por la actividad de Methanothrix soehngenii y Methanothrix harundinacea,
aunque con una ligera mejora en las proteinas responsables de la conversion por medio
de Haz/COz que confirman una mejora en el sintrofismo del sistema.

Tabla 22
Diferencias en la expresion de las proteinas mds abundantes con la adicion de
magnetita respecto al control

Proteina Regulacion (%)
5,10 methylenetetrahydromethanopterin reductase 19.6

Acetyl CoA decarbonylase synthase 129

Acetyl coenzyme A synthetase 148

Methyl coenzyme M reductase 1185

MEFS transporter 111.3

Putative heat shock protein 171
Tetrahydromethanopterin methyltransferase H 116.5

Universal stress protein 1121%

Finalmente, cabe mencionar que del total de proteinas identificadas por el software
Global ProteinLynx, 14% fueron proteinas no caracterizadas, las cuales en algunos
casos pueden tener informacién limitada sobre su estructura, secuenciacién y funcién,
y aunque es accesible al puablico en general, se debe manejar con precaucién debido a
que no han sido revisadas y avaladas por un comité cientifico, razén por la cual no se
analizaron en el presente trabajo.
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8. CONCLUSIONES

Con base en la investigacion realizada es posible llegar a las siguientes conclusiones:

El carbén activado granular (CAG), el biocarbén (BC) y la magnetita (Fe3Os), siendo los
tres materiales conductores (MC), poseen propiedades fisicoquimicas que pueden
asociarse a un efecto positivo en la producciéon de metano en el proceso de digestion
anaerobia. CAG, BC y Fe3Os confieren un pH basico al medio acuoso que permite
mejorar la capacidad de amortiguamiento en el sistema anaerobio y evitar inhibiciones
por acumulacién de acidos grasos volatiles (AGV). Su morfologia es apropiada para la
colonizacién de microorganismos y la formacién de biopeliculas, en sus superficies hay
metales alcalinos (K* y Na*), alcalinotérreos (Mg?* y Ca?*) y otros metales (Fe3* y Mn?*),
que ademas de mejorar la capacidad buffer aportan oligoelementos esenciales para la
actividad metabdlica de los microorganismos y cofactores enzimaticos clave en la
conversion final a metano. Particularmente los materiales carbonosos presentan
diversos grupos funcionales aromaticos, siendo las quinonas las méas reconocidas como
mediadores redox.

A partir de los controles es posible concluir que los MC, aun cuando poseen un alto
contenido de solidos volédtiles (CAG y BC), no son consumidos por los
microorganismos en el reactor anaerobio. Por otra parte, los controles con materiales
no conductores permiten inferir que el incremento en la produccién de biogas no se
atribuye exclusivamente a que los microorganismos usen los materiales como matriz
inmovilizadora y aunque la conductividad eléctrica tiene significancia, no es el factor
determinante en la mejora, puesto que el incremento en el rendimiento no es
directamente proporcional al valor de este parametro.

Los materiales y dosis con mejores resultados y significancia estadistica fueron Fe3;O4
0.1 g/L y BC1 g/L con un incremento de 30.1% (148.1 mLNCHa4/gsv) y 20.3%
(96.1 mLNCHa4/ gsv) respectivamente. Los tres materiales comparten que, a menores
dosis, mayor es el rendimiento de metano. Por el contrario, una dosis alta de BC y una
dosis media y alta de CAG reducen su rendimiento por debajo del grupo control. Del
modelo modificado de Gompertz se concluye que la fase de latencia es muy reducida,
del orden de horas. Para el control de FORSU es de 6 horas y comparado con BC5 g/L
y FesO4 0.5 g/L, éstos lograron reducir el tiempo de latencia en un 57%, es decir a 2.6
horas. La tasa méxima de produccién de metano logra incrementarse en un 20 y 15%
con biocarbén 10 g/L y Fe3O4 0.1 g/L con respecto al control sin adicion de MC y, por
su parte, la produccién méxima de metano que se obtuvo en los ensayos adicionados
con Fe3O4 0.1 g/L fue de 604.14 y 618.25 mLNCH4/gsv para los datos modelados y
experimentales respectivamente.

La adicion de magnetita y biocarbén de forma suspendida permite obtener mejores
rendimientos en los parametros cinéticos mas relevantes de la digestion anaerobia (fase
de latencia, tasa de produccién y rendimiento méximo de metano) con respecto a su
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adicion al sistema de forma inmovilizada. Si bien con las condiciones probadas no se
evidencié un efecto sinérgico superior al combinar dos materiales con propiedades
conductoras, adsorbentes, de gran 4rea superficial o con mecanismos DIET distintos,
los resultados obtenidos constituyen un punto de partida para futuras investigaciones.
Ademas, los métodos de inmovilizacién de magnetita y biocarbén sobre fibras no
tejidas utilizando impregnaciéon htmeda con revestimiento de quitosano y
termofijacién permite lograr una mejor retencién de los MC.

La incorporacién del biocarbén y la magnetita permitieron reducir los valores de
potencial redox alrededor de -300 mV lo cual favoreci6 la degradacion de acetato y en
general propici6 mejores capacidades metabdlicas en el consorcio microbiano
anaerobio. El biocarbén es el MC que acelera en mayor medida la acidificacion y la
concentracion de AGV sin mostrar inhibicién y recuperandose mas rapidamente
manteniendo un proceso estable y con condiciones de pH adecuadas para las arqueas
metanogénicas.

La ruta de metanogénesis acetoclastica se mejoré con ambos materiales, enriqueciendo
la presencia de bacterias oxidantes de acetato sintréficas como Geobacter spp. y arqueas
de las familias Methanosaetaceae y Methanosarcinaceae, particularmente las especies
M. soehngenii, M. harundinacea y M. barkeri. Asimismo, se pudo constatar la regulacion
al alza de proteinas clave en esta via metabélica como acetil coenzima A sintetasa, acetil
CoA descarbonilasa sintasa, metil coenzima M reductasa y transferasas
transmembrana capaces de oxidar acetato u otros compuestos organicos a partir del Fe
(III). Las proteinas universales de estrés (universal stress protein) se regularon a la baja
cuando se incorporé magnetita, lo cual es indicativo de un proceso mas estable y
energética y metabdlicamente mas adecuado para los microorganismos.

Finalmente, no es posible considerar como dunico pardmetro importante la
conductividad de los materiales ni tampoco a la DIET como el fenémeno estimulado
exclusivo y causa de las mejoras observadas en el rendimiento del proceso. Por lo tanto,
también se deben tomar en cuenta otras propiedades de superficie de los materiales,
como su biocompatibilidad, presencia de moléculas redox o microelementos, area de
superficie especifica, capacidad amortiguadora, entre otras, sin dejar de lado la
identificacién de las modificaciones en la comunidad microbiana y su actividad
metabodlica cuando este tipo de materiales se incorporan al sistema de digestion
anaerobia.
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9. RECOMENDACIONES

En futuros trabajos sobre la digestion anaerobia bioestimulada con materiales
conductores se pueden considerar las siguientes recomendaciones.

e Determinar el perfil del biogds mediante cromatografia de gases para obtener
informacién sobre el porcentaje de metano, ya que algunas investigaciones han
encontrado que materiales carbonosos como el carbén activado y el biocarbén
pueden constituir una estrategia de enriquecimiento del biogds in situ. Si esto
ocurre, la necesidad de equipos de limpieza y enriquecimiento a mayores
escalas podria disminuir y, por ende, reducir costos de operacion en una planta.

e Con la finalidad de llegar a resultados mas detallados, seria deseable
caracterizar el perfil de acidos grasos volatiles (AGV) en lugar de inicamente
obtener la cantidad de AGV totales, esto permitiria correlacionar mejor los
resultados de proteémica obtenidos y poder encontrar mayores evidencias de
las rutas metabdlicas favorecidas.

e Al dia de hoy ya se ha puesto en evidencia por diversos autores la mejora que
conlleva la adicion de los materiales conductores, principalmente carbonosos y
térricos al proceso de digestion anaerobia, sin embargo, seria ttil evaluar como
influyen éstos en la estabilidad de un proceso operado en continuo y con
variaciones en la tasa de carga orgdnica u otros parametros tipicos en
operaciones a gran escala. Asimismo, se vuelve relevante analizar la forma mas
conveniente de adicion de los materiales conductores en un régimen de
operacién como éste, de tal forma que los materiales conductores no representen
un consumible en cada descarga del reactor.

e Finalmente, realizar una simulaciéon del proceso bioestimulado con algtn
material conductor a escala piloto o industrial seria deseable, sin embargo, para
llegar a resultados més precisos, serd necesario formular un modelo cinético que
describa la digestiéon anaerobia bioestimulada, ya que, hasta este momento, no
existe informacion al respecto en la literatura. Y adicionalmente, realizar la
evaluacién econémica para verificar su viabilidad.
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ANEXOS

Anexo A. Control negativo y control positivo de glucosa 10X

Ademas del sustrato, serd necesario contar con un blanco, el cual no tendra fuente de
carbono, solo in6culo y medio basal para las funciones celulares. Al final de los ensayos
de Potencial Bioquimico de Metano, el resultado de este control endégeno se restaré a
cada ensayo con sustrato para obtener el volumen neto de metano debido tinicamente
al sustrato en estudio.

Adicional al control negativo, es preciso colocar un control positivo, el cual tendra
in6culo y un sustrato conocido, en este caso glucosa. Se deberan secar 12 g de glucosa
anhidra durante 2 horas a 105 °C y dejar enfriar en un desecador. Pesar 10.6 g de
glucosa seca y diluirla en 100 mL de agua destilada y después, aforar a 200 mL en un
matraz volumétrico (soluciéon de 50 g DQO de glucosa/L, considerando que 1 g DQO
de glucosa= 1.06 g de glucosa). A cada control positivo se le afiadira 1.8 mL de la
solucioén para afiadir una concentraciéon de 1 g DQO de glucosa al control positivo.

Anexo B. Solucion buffer de bicarbonato 10X

Hay que tomar en cuenta que la alcalinidad del inéculo disminuira al diluirlo con el
sustrato y el medio mineral. Por lo tanto, habra que adicionar bicarbonato de sodio
para llevar la alcalinidad final de la mezcla (in6culo/sustrato/medio mineral) a un
valor cercano a 3 g CaCOs/L. Este valor de alcalinidad es suficiente para mantener el
pH entre 6.8 y 7.2 Para preparar una solucién de bicarbonato 10 veces concentrada
diluir 25 g de NaHCO;s en 1L de agua destilada.

Se medira la alcalinidad antes de la adicién de bicarbonato para estimar la cantidad de
bicarbonato que se requiere adicionar. Una vez adicionado el bicarbonato se evaluaré
la alcalinidad de la mezcla final a usarse en el ensayo, para verificar que se alcanz6 un
valor cercano a 3 g CaCOs3/L. Si atin no se alcanza, adicionar lo que sea necesario.
Repetir este paso hasta que se alcance la alcalinidad indicada.

Anexo C. Solucién de nutrientes 100X (A) y fosfatos 500X (B)

Solucién A (100X). Prepare la siguiente solucion de sales como fuente de nutrientes
(g/L): 100 g NH4Cl, 5g CaCl2-:2H20, 10 g MgCL-6H>O, 10 g NaCl. Aforar con agua
destilada (Se empleara 3.6 mL de Solucién A por cada réplica). Este medio estd basado
en el reportado por Angelidaki y Sanders (2004).

Solucién B (500X). Preparar la siguiente solucién de fosfatos, como parte del medio de
cultivo basal (g/L): 200 g KH2PO4+3H20. Emplear agua destilada para preparar la
solucién (a cada réplica se le adiciona 0.72 mL de solucién B). Este medio esta basado
en el reportado por Angelidaki y Sanders (2004).
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Anexo D. Solucién para unidad fijadora de CO;

Para preparar la solucién que va en la unidad fijadora de CO; se deberén preparar las
siguientes soluciones:

- Solucién A: preparar la solucion de NaOH 3M, tomando en cuenta que las botellas
se llenaran cada una con al menos 80 mL.

- Solucién B: se prepara adicionando 0.4% de timolftaleina (40 mg de timolftaleina
en 9 mL de etanol al 99.5% seguido de un 1 mL de agua).

Solucién C: contendrd 5 mL de la soluciéon B por 1 mL de la soluciéon A. Adicionar 80

mL de esta solucion en cada frasco del médulo de fijaciéon de CO..

NOTA: Sera necesario hacer un recambio de la solucién C una vez que haya
cambiado su color de azul intenso a un azul claro, una vez que ya esté en operacion
el AMPTS II. Este cambio de color se debe a un cambio de pH en la solucién B y
resultado de no poder fijar mas CO: y que este pase al Dispositivo de Medicion del
Volumen de Gas. A 22 ° C, en teoria se pueden captar aproximadamente 2.9 L de
COz en cada botella antes de que sea necesario cambiarla.
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