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Nomenclatura

Parametros Definicion Unidades
AGV Acidos grasos volatiles
Demanda quimica de
DQO _
oxigeno
Ec Eficiencia coulémbica %
Detector de ionizacion de
FID
flama
J Densidad de corriente A/m?
Ne Eficiencia energética %
Tasa de produccion de
QCH4 mL CH4/L/d
metano
Tasa de produccion de
Qnu, o mL H2/L/d
hidrogeno
Electrodo estandar de
SHE o
hidrogeno
Reactor anaerobio de
UASB _
flujo ascendente
Yen, Rendimiento de metano mL CH4/ g DQO
Rendimiento de
Vi, N mL Hz/ g DQO
hidrogeno




Abstract

Bioelectrochemical systems are a promising technology for the production of biofuels
from wastewater, taking advantage of the chemical energy contained in organic
matter and transforming it into electrons. Methane production is an area of interest
and with potential for development through bioelectrochemical systems, due to
obtaining methane purities of up to 95% in the biogas, transforming it into
biomethane that could replace natural gas and take advantage of the infrastructure
already installed. The objective of this work was to evaluate the influence of the
anode area (with respect to the reactor volume) on the methane production in
microbial bioelectrochemical reactors. Tubular reactors without a membrane were
used with a working volume of 0.45 L using graphite felt as anode (projected area:
0.006, 0.012, 0.017 and 0.023 m?) and nickel foam as cathode with a projected area
of 0.0053 m2. The substrate used was a mixture of volatile fatty acids (57% butyric,
30% acetic acid and 13% propionic acid) simulating an acidic effluent from a
hydrogen-producing dark fermentation reactor. The four ratios of anode area and
reactor volume evaluated were 13.3, 25.6, 37.8 and 50 m?/m3. The four evaluated
relationships presented removals of organic matter greater than 80%. The highest
methane production rate was 480 mL CH4/L/d and was obtained with the highest
anode / volume ratio presented (37.9 m?/m?3) but at the same time this configuration
presented high internal resistances, which decreased energy efficiency at less
100%. On the other hand, the highest methane purity (89%) and the highest energy
efficiency (153%) were obtained with a ratio of 25.6 m?/m3. The study of the microbial
community showed the prevalence of Geobacter in the anode and cathode, which is
a genus characterized by its electron transfer capacity, while the predominant genus
of archaea on the biofilm at the anode was Methanofollis, known to generate
methane by the hydrogenotrophic route. Therefore, it was determined that the anode
/ volume ratio has a significant effect on the performance of bioelectrochemical

systems for methane production.



Resumen

Los sistemas bioelectroquimicos son una tecnologia prometedora para la
produccion de biocombustibles a partir de aguas residuales, aprovechando la
energia quimica contenida en la materia organica y transformandola en electrones.
La produccion de metano es un area de interés y con potencial de desarrollo a través
de los sistemas bioelectroquimicos, debido a la obtencién de purezas de metano de
hasta 95% en el biogéas, transformandose en biometano que podria sustituir al gas
natural y aprovechar la infraestructura ya instalada. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la influencia del area del anodo (respecto al volumen del reactor) sobre la
produccion de metano en reactores bioelectroquimicos microbianos. Se emplearon
reactores tubulares sin membrana con un volumen de trabajo de 0.45 L, se usaron
fieltro de grafito como anodo (area proyectada: 0.006, 0.012, 0.017 y 0.023 m?) y
espuma de niquel como catodo con un area proyectada de 0.0053 m? (esta area fue
utilizada en todos los reactores). El sustrato utilizado fue una mezcla de acidos
grasos volatiles (57% &cido butirico, 30% &cido acético y 13% &cido propidnico)
simulando un efluente acidogénico proveniente de un reactor de fermentacion
oscura productor de hidrogeno. Las cuatro relaciones area del a&nhodo y volumen de
reactor evaluadas fueron 13.3, 25.6, 37.8 y 50 m?/m3. Las cuatro relaciones
evaluadas presentaron remociones de materia organica superiores al 80%. La
mayor tasa de produccion de metano fue de 480 mL CH4/L/d y se generd con la
mayor relacion anodo/volumen evaluada (37.9 m?/m?) pero al mismo tiempo esta
configuracion presenté altas resistencias internas lo que disminuyd la eficiencia
energética a menos del 100%. Por otro lado, la mayor pureza de metano (89%) y la
mayor eficiencia energética (153%) se obtuvieron con una relaciéon de 25.6 m?/m3,
El estudio de la comunidad microbiana mostré el predominio del género Geobacter
en el anodo y catodo, que es un género caracterizado por su capacidad de
transferencia de electrones, mientras que el género de arqueas predominante sobre
la biopelicula en el anodo fue Methanofollis, conocido por generar metano por via
hidrogenotroéfica. Por tanto, se determiné que la relacién anodo/volumen tiene un
efecto significativo sobre el desempefio de sistemas bioelectroquimicos para la

produccion de metano.
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Introduccion

El cambio climético es la problematica ambiental que afronta la humanidad producto
de las emisiones de gases de efecto invernadero, la principal fuente de emisiones
CO: a la atmosfera proviene de la quema de combustibles fosiles principalmente de
los derivados del petréleo y gas natural para poder satisfacer la demanda
energética; no obstante la agencia internacional de energia con apoyo de varios
paises en el afio 2005 fijaron como principal objetivo reducir las emisiones de CO2
a la atmosfera un 50% para el afio 2055. El principal desafio para lograr esta meta
es la busqueda y desarrollo de nuevas tecnologias amigables con el medio
ambiente, un ejemplo de esto es la Unién Europea que pretende que para el 2030
el 32% de la produccién de energia provenga de energias renovables (Battista et
al., 2020; Mufoz-Aguilar et al., 2018).

El biogas es un biocombustible que ha llamado la atencion, ya que es el producto
gue se obtiene de la degradacion anaerobia de residuos organicos (Morita y Sasaki.,
2012) y principalmente el biometano que es un biogas con una pureza de 95% de
metano (Gustafsson et al., 2020). El biometano se consigue al pasar el biogas a
través de procesos de purificacion. El biometano puede inyectarse a las redes de
gas natural, asi como para uso como combustible en vehiculos. Sin embargo, la
principal limitante para este uso es la concentracion de metano y su purificacion
(eliminacion del H2S). Para resolver esta problemética se pueden utilizar procesos
de desorcion donde generalmente se utilizan grandes cantidades de agua a presion,
aminas y solventes organicos lo que hace a estos procesos altamente
contaminantes (Garcia et al. 2017.; Gong et al., 2018; Witte et al., 2018). Por todo
lo anterior, se siguen desarrollando tecnologias mas amigables con el medio
ambiente para enriquecer el biogds como procesos de codigestion, metanizacion,

sistemas microalga-bacteria y los sistemas bioelectroquimicos.

En los primeros estudios en sistemas bioelectroquimicos se buscaba la produccion
de hidrégeno y se consideraba el metano como un contaminante no deseado en la

produccion de este combustible, pero se concluyd que los sistemas



bioelectroquimicos de una camara favorecen a los microorganismos
hidrogenotroficos los cuales consumen el hidrégeno y dioxido de carbono para la
produccion de metano. Cheng et al., (2009) fueron los primeros en realizar el primer
estudio para produccién de metano en sistemas bioelectroquimicos de una camara.
Después de ese afio se han realizado diversos estudios para optimizar la produccién
de metano, principalmente enfocados en el desarrollo de nuevos materiales para
los electrodos, el estudio del efecto de diferentes voltajes y potenciales,
temperaturas, sustratos, etc. (De Vrieze et al., 2018; Zhen et al., 2015). A pesar de
ello, hay pocos estudios referentes a la relacién del aumento del area del anodo
respecto al volumen de reactor y la influencia de esta relacion sobre la produccion
de metano, la eficiencia energética y el aumento de la densidad de corriente
(Sharma et al., 2014).



1. Marco teoérico
1.1Biogas

En la actualidad el 81% de la produccién de energia en el mundo proviene de la
guema de combustibles fésiles, mientras el resto de la energia proviene de otras
fuentes, siendo la energia nuclear un 14% y 5% de fuentes renovables (AIE,2020).
Entre los combustibles fosiles mas utilizados encontramos el petréleo, carbono y
gas licuado, esto debido a su alto poder calorifico y bajo costo a comparacion de las
otras fuentes, sin embargo, la alta quema de estos combustibles ha aumentado de
forma alarmante las emisiones CO:2 a la atmosfera y con ello contribuyendo al
cambio climatico (Uddin et al., 2018).

En las dos ultimas décadas se han firmado acuerdos e implementado medidas
regulatorias mas estrictas para disminuir las emisiones de dioxido de carbono a la
atmosfera, no obstante, desde el 2001 al 2017 hubo un incremento de un 70% de
las emisiones de CO2 (Fig. 1.1) a la atmosfera, pasando de 20 mil toneladas a 34
mil toneladas emitidas. Para mitigar estas emisiones CO2 al ambiente se esta
buscado la produccion de energia a través de fuentes mas amigables con el medio
ambiente, entre estas fuentes podemos mencionar a los biocombustibles, la
principal caracteristica de ellos es que se busca producirlos a través de las aguas
residuales tanto municipales como industriales. Entre los mas estudiados se
encuentran el biodiesel, bioetanol, biohidrégeno y el biogas (biometano). El biogas
ha tomado gran relevancia en los Ultimos afios debido a su alta versatilidad, ya que
dependiendo de la concentracion de metano en el biogas este pude ser utilizado
para la generacion de energia eléctrica, calor o como combustible para vehiculos
(AIE, 2020; Callegari et al., 2019).
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Figura 1.1 Emisiones de CO: a la atmosfera en los Ultimos 20 afios (AIE, 2020).

El biogas es el producto de la degradacién de materia organica a través de la
digestion anaerobia, generalmente este biogas esta compuesto de metano, dioxido
de carbono y otros gases traza; no obstante, para su utilizacion se necesita
aumentar la concentracion de metano en el biogas, asi como la eliminacion de los
compuestos traza dafiinos como el acido sulfhidrico y los siloxanos (Seman et al.,
2019). Un ejemplo de la aplicacién del biogas como fuente de energia es Espafa
gue busca aumentar la produccién del biogas a través la codigestion de los residuos
como el estiércol de cerdo y residuos organicos, para asi cumplir su meta que para
el afio 2020 donde el 20% de su energia generada provenga de fuentes renovables
(Wang et al., 2018).



1.2 Metano

El metano esta compuesto por un atomo de carbono y cuatro atomos de hidrégeno,
por lo que se encuentra clasificado en la familia de los hidrocarburos siendo un
alcano. Asimismo, el metano es un compuesto quimicamente estable que en
presencia de acidos como el acido sulfarico o acido nitrico no genera compuestos
toxicos, en tanto que otros combustibles gaseosos como el hidrégeno en presencia
de estos acidos si forma subproductos dafinos y altamente explosivos (Macy,
2005). Las tecnologias actuales para producir metano presentan tasas de
produccion constantes, a diferencia de otras fuentes de energias renovables. Un
ejemplo es la energia edlica y solar que su produccién depende del estado del
tiempo, lo que genera grandes fluctuaciones en las tasas de generacion eléctrica
(Witte et al., 2018).

La produccion de metano se pude dar de forma abiotica y biolégica, en la primera
forma es a través de la reaccién de Sabatier (Ec. 1.1), que consiste en utilizar dos
corrientes una CO:2 y la otra H2 que al entrar un reactor a altas temperaturas,
presiones y un catalizador metalico (generalmente platino o niquel) se genera el
metano, si bien se obtiene una corriente de gas con una concentracion 100%
metano, su uso es limitado debido a la alta demanda de energia que se necesita

para pro ducirlo (Gustafsson et al., 2020).

€O, + 4H, & CH, + 2H,0,AG = —132 K] /mol Ec.1.1

La segunda forma de producir metano y la mas utilizada es mediante digestion
anaerobia donde se obtiene en mezcla de gases denominada biogas, esta mezcla
puede contener entre el 40% y 70% de metano, este contenido se vera influenciado
por la complejidad de sustrato utilizado en el proceso (Adnan et al., 2019; Aryal
et al., 2018). Un biogas con una pureza de metano del 50% puede ser utilizado en
motores de ciclo combinado para producir electricidad y calor, a pesar de ello, sus

eficiencias energéticas son bajas (da Costa et al., 2020).



1.3 Digestidén anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso biolégico de degradacion de la materia
organica en ausencia de oxigeno (Kougias y Angelidaki., 2018) en el cual se obtiene
como producto final biogas. El biogas es una mezcla de gases principalmente
metano, dioxido de carbono y trazas de hidrégeno y acido sulfhidrico. La digestion
anaerobia se divide en cuatro etapas: la hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis, esta Ultima etapa se puede realizar por dos rutas diferentes (Fig.
1.2).

Compuestos organicos complejos.
(Carbohidratos, proteinasy lipidos)

I Hidrdlisis. I

\ 4

eenan Compuestos organicos simples. |
. (Azucares, aminoacidos, acidos grasos) .

I Acidogénesis. I

\ 4

Acidos grasos volatiles
(acetato, propionato, butirato)

. | Acetogénesis. | :
L 4 y L 4 4

y (
- Acetato :L H, + CO,
70% »|_Metanogénesis |« 30%
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Figura 1.2 Etapas de la digestion anaerobia (Adaptado de Gujer y Zehnder, 1983).




En la hidrdlisis los compuestos organicos complejos y de gran peso molecular como
proteinas, lipidos y carbohidratos son solubilizados por bacterias hidroliticas a
través de exoenzimas y los transforma en polimeros de cadena méas cortas como
aminoécidos, acidos grasos, asi como la produccion de algunos monosacaridos
(Jiraprasertwong et al., 2019). Se ha demostrado que la hidrdlisis es un factor
limitante en la etapa metanogénica, debido que durante la degradacion de las
proteinas hay liberacion de amoniaco que en cantidades adecuadas actia como un
compuesto buffer, en cambio en cantidades altas pueden inhibir la etapa
metanogénica (Almeida et al., 2011; Peng et al., 2018). La velocidad de reaccién de
esta etapa puede ser de horas hasta dias, esto dependera principalmente de la
complejidad del sustrato a degradar. Posteriormente, en la acidogénesis las
bacterias anaerobias estrictas y facultativas degradan los compuestos de la
hidrolisis a través de una fermentacion, formando metabolitos solubles como acidos
organicos de cadena corta (acido acético, propionico y butirico principalmente) y
gases como el dioxido de carbono e hidrégeno (Molino et al., 2013; Zhang et al.,
2014). La acumulacioén de estos acidos en el medio puede provocar caidas de pH
(acidificacién) y con ello generar una inhibicion en la etapa metanogénica. Se ha
reportado que la presion del hidrégeno durante esta etapa puede influenciar el tipo

de acidos grasos que se generan al final de la fermentacion (Parra Huertas, 2015).

Durante la acetogénesis el hidrogeno y acido acético son consumidos por las
arqueas metanogeénicas, mientras otros compuestos como etanol, acido butirico, y
propiénico, entre otros no pueden ser utilizados por las arqueas y deben ser
transformados en compuestos mas simples como el acetato (COQO3) para su
asimilacion, esto por accidn de bacterias acetogénicas. Las bacterias mas
conocidas de este grupo son Syntrophobacter wolinii (degrada el propionato) y
Sytrophomonos wolfei (degrada el butirato) (da Costa et al., 2020). Las reacciones
gue pueden llevarse a cabo por estas bacterias son las siguientes:



CH,CH,COOH + 2H,0 — CH;COOH + CO, + 3H, Ec. 1.2

CH,CH,CH,COOH + 2H,0 — 2CH,COOH + 2H, Ec. 1.3
CH,CH,COOH + H,0 — CH,COOH + 2H, Ec. 1.4
CH5CHOHCOOH + 2H,0 — CHs;COOH + CO, + 3H, + H,0 Ec. 1.5

Casi al finalizar esta etapa la mayoria de las bacterias anaerobias han degradado
la materia organica que se encuentra en el medio y con ello se han generado

metabolitos que seran aprovechados en la siguiente etapa (Mao et al., 2015).

La metanogénesis es la Ultima etapa de la digestion anaerobia y es donde se genera
el metano a partir del &cido acético, diéxido de carbono e hidrégeno que fueron
generados en las etapas anteriores; es la etapa mas critica debido a que las
reacciones bioquimicas son mas lentas en comparacion a las otras etapas, ademas
la acumulacién de amoniaco y caidas de pH (<6) pueden inhibir el proceso. La
metanogénesis es producto de microorganismos denominados arqueas
metanogénicas, por ejemplo, Methanosaeta concili y Metanobrevibacter
arboriphilus. La producciéon de metano puede ocurrir por dos vias, la primera a
través de la ruta acetoclastica que utiliza el acetato (Ec. 1.6), mientras la segunda
ruta es la hidrogenotrofica a través de la reduccion del CO2 e Hz (Ec. 1.7) (Adnan et
al., 2019; Mao et al., 2015; Park, Lee, Shi, et al., 2018).

CH;COOH - CH, + CO, Ec. 1.6
2H, 4+ CO, » CH, + 2H,0 Ec. 1.7

Se ha demostrado que aproximadamente el 70% del metano producido en los
digestores anaerobios proviene de la ruta acetoclastica, a pesar de que la mayoria
de los microorganismos metanogénicos son capaces de utilizar el H. como aceptor

de electrones, mientras solo dos géneros utilizan estrictamente la ruta acetoclastica.

Es importante mencionar que para emplear el metano presente en el biogas en

automoviles y su inyeccion a lineas de distribucion de gas natural, este debe



presentar concentraciones del 95% de metano, por lo que actualmente se estan
desarrollando nuevas tecnologias que permitan alcanzar estos estandares
(Gustafsson et al., 2020). Algunos de los procesos tecnoldgicos que se emplean
para enriquecer el biogas son: absorcién, separacion por membranas, sistemas de

metanizacién y sistemas bioelectroquimicos.
1.3.1 Absorcién

Es la técnica mas utilizada para la purificacion y enriquecimiento del biogas ya que
es facil de implementar y relativamente econdmica. Este sistema se basa en la
mayor solubilidad del CO2z y H2S en el agua que el CHa. El proceso se lleva a través
de una columna rellena de un empaque para aumentar la superficie de contacto
entre el liquido y el biogas, se realiza a altas presiones (1000- 2000 kPa ) y a contra
corriente para mejorar le eficiencia del transferencia liquido-gas en el sistema,
donde por la parte superior sale un biogas con una concentracion entre 95 y 98%
de metano, mientras por la parte inferior sale con el liquido saturado de CO2 y H2S
(Wang et al., 2018)). La recuperacion del agua generalmente se hace a través de
una columna de desorcién donde se inyecta aire para remover los compuestos, sin
embargo, se puede generar azufre elemental que provoca problemas de
taponamiento (Ryckebosch et al., 2011). La principal desventaja de este sistema es
gue se requieren columnas de alto volumen para mayor eficiencia, asi como la
contaminacion de altos volimenes de agua. En afios recientes la utilizacion del agua
ha sido sustituida por otros liquidos mas eficientes como las aminas y los
disolventes organicos, en donde en las aminas se aprovechan las propiedades
acidas del CO2 y H2S para remover estos dos compuestos a condiciones
ambientales (Axelsson et al., 2012), mientras que los solventes se aprovechan para
solubilizar el CO2. No obstante, la regeneracion de estos liquidos requiere
temperaturas mayores a 100°C y algunos de estos quimicos son altamente
corrosivos por lo que los reactores requieren ser fabricados con aceros de alto nivel,

generando altos costos de operacion (Garcia et al., 2017; Gong et al., 2018).



1.2.2 Separacién por membranas

La separacion por membranas se fundamenta en la propiedad de permeabilidad
selectiva que permite separar al biogas en sus diferentes componentes
(Ryckebosch et al., 2011). Este proceso se puede clasificar en dos tipos: separacion
gas-gas (también denominada seca) y separacion liquido-gas (denominada
humeda), esta ultima, para mayor eficiencia requiere la recirculacién del biogas en
el sistema provocando perdidas de metano en el proceso (Axelsson et al., 2012;
Kougias y Angelidaki, 2018). El grado de eficiencia de remocién del CO2 en el
sistema dependera en gran medida del material de la membrana, su porosidad, la
resistencia mecanica y la hidrofobicidad de la superficie del material (Kougias y
Angelidaki, 2018; Zhou et al., 2017). Por otra parte, un problema de este sistema es
gue las membranas son sensibles a la presencia de acido sulfhidrico presente en el
biogas, por lo que se requieren tratamientos previos para la eliminacion del H2S y
con ello elevando los costos de operacion (Axelsson etal., 2012). Otros
inconvenientes son la vida media de la membrana que es de apenas 5 aflos y la
facilidad con la que puede dafiarse por una mala operacion (Zak et al., 2018; Zhou
et al., 2017).

1.2.3 Sistema de metanizacion

Este proceso consiste en utilizar dos flujos de gases, la primera corriente es del
biogas proveniente de la digestién anaerobia que previamente fue purificado y la
segunda corriente es hidrégeno proveniente generalmente de una electrolisis del
agua, estos gases seran introducidos en un reactor biolégico enriquecido con
arqueas hidrogenotréficas donde el CO2y el hidrégeno seran consumidos por estos
microorganismos y con ello aumentar el contenido el metano (Fig. 1.3). Este biogas
puede necesitar un proceso de purificacion extra para ser introducido en las redes
de gas natural, por ejemplo, en Alemania y Suiza, se requieren que el biogas
contenga concentraciones inferiores de 2% Hz para su uso (G6tz et al., 2016; Witte
et al., 2018).
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Figura 1.3 Proceso de metanizacion.(Gétz et al., 2016).

1.4 Sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos (SBE) se basan en la capacidad de algunas
especies de microorganismos para la transferencia de electrones obtenidos de la
oxidacion de materia organica (Parra Huertas, 2015). El sistema consiste en un par
electrodos, el anodo donde se forma una biopelicula que oxida la materia organica
generando electrones y protones, donde los primeros viajaran del anodo hacia el
catodo. El anodo y catodo pueden estar separados por una membrana de
intercambio ionico (Fig. 1.4) (Mathuriya 'y Yakhmi, 2016; Zhang y Angelidaki, 2014).
Los SBE tienen la capacidad de tratar aguas residuales, remover metales pesados,
recuperar nutrientes, asi como la posibilidad de producir biocombustibles como el

biohidrégeno, butanol y metano (Martinez y Alvarez, 2018).
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Figura 1.4. Componentes basicos de un reactor bioelectroquimico. (Logan et al., 2019).

Los microorganismos que crecen en la biopelicula sobre la superficie de los
electrodos (anodo y catodo) son capaces de transferir electrones obtenidos de la
degradacion de materia organica y la subsecuente generacion de productos de valor
agregado a partir de los electrones generados (Fazal et al., 2019). Utilizando
sistemas bioelectroquimicos se puede aumentar la concentracion de metano en el
biogas durante el proceso digestion anaerobia (in situ), mientras otros procesos de
purificacion tratan el biogas a la salida del reactor (ex situ) (Aryal et al., 2018). Lo
gue se busca en estos sistemas es que a través de un pequefio suministro de
energia externa se favorezca el metabolismo de los microorganismos
hidrogenotroéficos (esto se logra a través de la utilizacion de potenciales altamente
negativos sobre el catodo) y se pueda a provechar el COz y Hz que se genera en la
digestion anaerobia para incrementar el contenido de metano en el biogas. Para
hacer aplicables estos sistemas se deben mejorar cuestiones técnicas para resolver
los problemas tecno-econdmicos que aun prevalecen (De Vrieze et al., 2018; Fazal
et al., 2019; Logan et al., 2019).
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1.4.1 Celdas de electrosintesis microbiana

Las celdas de electrosintesis microbianas se basan en la capacidad de
microorganismos para reducir el CO2 ( este se pude obtener de la misma
degradacion de la materia organica o ser inyectado al sistema por la parte inferior
cerca del catodo, esto debido para favorecer su reduccion) ha compuestos de
carbono de interés como el acido acético, acido propidnico, metanol, etc. (Nevin
et al., 2010; Osset-Alvarez et al., 2019). Actualmente esta tecnologia se encuentra
en desarrollo ya que cuenta con limitaciones operacionales que deben ser resueltas
antes de implementarse a escala piloto (del Pilar Anzola Rojas et al., 2018; Kougias
y Angelidaki, 2018).

1.4.1 Electrometanogénesis

La electrometanogénesis se basa en la aplicacion de un voltaje externo sobre los
electrodos, donde la materia organica se oxida por bacterias exoelectrogénicas
presentes en una biopelicula electroactiva dejando libre electrones y protones que
serén transferidos a través de un circuito externo hacia el catodo, donde junto al Hz
CO2 son reducidos a CH4 (Ec. 1.7). Este proceso se fundamenta en que la Unica
fuente de carbono para el metano seréa el didxido de carbono, sin embargo, al ser
una celda de camara unica puede haber diferentes mecanismos de produccion
involucrados (Fig. 1.5) (Blasco-Gémez et al., 2017; Cheng et al., 2009).
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Figural.5 Descripcion basica de una celda electrosintesis (Zakaria y Dhar, 2019).

1.5 Parametros de operacion en sistemas bioelectroquimicos

1.5.1 Temperatura

En procesos tradicionales de digestion anaerobia a temperaturas menores de 25°C
la produccion de metano disminuye, mientras que a temperaturas cercanas a 10°C
hay una inhibicion completa de la metanogénesis. Sin embargo, el acoplamiento de
un digestor anaerobio con un sistema bioelectroquimicos para produccion de
metano a temperatura de 10°C ha generado tasas de produccién de metano
similares que a 30°C pero con eficiencias couldmbicas menores del 50% (Asztalos
y Kim, 2015; Liu et al., 2016).

Se ha reportado que las temperaturas termofilas favorecen el crecimiento vy
desarrollo de las arqueas hidrogenotroficas, por ejemplo, a temperatura de 70°C se
ha visto que predomina la especie Methanothermobacter thermautotrophicus que
es una especie hidrogenotrofica. Al realizar un proceso en termofilia también provee
una mejor eliminacion de microorganismos patogenos. Entre las desventajas se
encuentran las grandes cantidades de energia que se utilizan para mantener la
operacion del reactor y la perdida de especies electroactivas provocando la

diminucion de produccidon de metano a tiempos largos de operacion. Entre las

14



ventajas de utilizar un sistema en mesodfilia se encuentra una mayor estabilidad del
proceso al no presentarse perdidas de especies electroactivas, también se ha
observado mayor densidad de corriente que en temperatura mesofilica (Feng et al.,
2016; Yang et al., 2018).

1.5.2 Sustrato

La complejidad del sustrato utilizado tiene un efecto significativo sobre el
rendimiento y la tasa de produccion de metano. En la actualidad la utilizacién de
sustratos simples como el acetato, butirato, propionato y glucosa, dan altas tasas
de produccién de metano, mientras la utilizaciéon de aguas residuales provenientes
de las industrias las tasas de produccién son bajas, esto se deben a que estas aguas
contienen compuestos carbonados altamente complejos. Las aguas industriales
también pueden contener sustancias inhibitorias como los fenoles, asi como
compuestos inorganicos que pueden generar reacciones competitivas, como los
sulfatos y nitritos que pueden servir como aceptores de electrones, alejando el
sistema de la produccién del metano (Kokko et al., 2018; Mohan et al., 2014).

La utilizacion solo de acetato en los sistemas de electrosintesis se debe
principalmente a que arrojan eficiencias couldbmbicas superiores del 90%, en tanto
usar una combinacion de acidos grasos las eficiencias han sido alrededor de 50%,
por lo que aguas ricas en acidos grasos principalmente en acetato daran buenos
tasa de produccion y rendimiento de metano (Kokko et al., 2018). Por otra parte se
ha visto que utilizar cargas organicas muy altas al arranque del reactor afectan la
eficiencia couldmbica, la densidad de corriente, asi como la formacién de la

biopelicula sobre el &nhodo (Mohan et al., 2014).
1.5.3 pH

El pH afecta la actividad de los microorganismos electroactivos de la biopelicula
alterando sus rutas metabdlicas en los sistemas bioelectroquimicos, asi como el
intercambio de protones. La mayoria de los estudios relacionados de electrosintesis
de metano trabajan a pH neutros, debido a que se muestran mayor estabilidad en

los procesos, asi como una gran diversidad de microorganismo electroactivos en
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los electrodos. Para mantener el pH en el medio de trabajo, se necesitan el uso de
sustancias amortiguadoras, asi como un valor de alfa alcalinidad mayores 0.5 para
evitar la caida de pH en los reactores por la acumulacién de acidos grasos, por otra
parte, se deben evitar cambios bruscos de pH, debido que se ha visto que dafan la
biopelicula de los electrodos de forma irreversible (Feng et al., 2018; Mohan et al.,
2014).

1.5.4 Voltaje aplicado

La cinética de reacciébn para la produccion de metano en los sistemas
bioelectroquimicos se influenciada en gran medida por los voltajes aplicados en los
electrodos, estos voltajes son suministrados por una fuente de poder. Mientras que
cuando se habla de potenciales fijos, ya sea en el anodo o catodo, se realiza a
través un potenciostato que con ayuda de un electrodo de referencia varia el
potencial de un electrodo, para mantener fijo el potencial del otro. Si bien la mayoria
de los estudios abordan fijar el potencial del catodo para mejorar la produccion de

metano, esto debido que ahi se lleva principalmente la reduccion de CO2 a metano.

Estudios recientes han demostrado que al manipular el potencial del anodo influye
de forma significativa en la produccién de metano, Villano et al. (2016) observo que
la manipulacién de esto potencial pasando de valores de —200 mV (respecto SHE)
a -100 mV mejoré la remocion de acetato del medio y con ello aumentando la tasa
de produccion, ademas observo que los sobrepotenciales del catodo eran menores.
Por otra parte un estudio realizado por Gajaraj et al. (2017) con un voltaje 0.3 V
mejoraba la produccion de metano, ademas que el voltaje hizo que las arqueas
hidrogenotréficas mostraran una alta actividad, mientras la utilizacién de un voltaje
0.6 V no mostré un aumento en la produccion de metano, sino al contrario una
disminucion, esto debido a la acumulacion de acidos grasos en el sistema (Villano
et al., 2016).
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Otros estudios han demostrado que la mejor produccion de metano se obtiene con
voltajes cercanos a 1.0 V, sin embargo, operar a voltajes superiores 0.8 V provoca
dafio a la membrana celular de los microorganismos con lo que hay perdida de la
biopelicula y con ello la disminucién de la produccién de metano a largos tiempos
de operacion (Ding et al., 2015). No obstante bacterias como la C. pasteurianume y
Clostridia soportan voltajes superiores de 1.2 V dando como resultado la produccion

de bioalcoholes como el butanol (Srikanth et al., 2018).
1.5.5 Anodo y céatodo

El &nodo es un sitio clave en los sistemas bioelectroquimicos ya que es donde las
bacterias exoelectrogénicas formaran la biopelicula que llevara a cabo la
degradacion del sustrato, asi como la transferencia de los electrones. Generalmente
la mayoria de los &nodos estédn hechos a base de carbono de diferentes formas (tela
de carbon, grafito, cepillos de fibra de carbén, espuma, etc.), este material se utiliza
debido a la biocompatibilidad con los microorganismos, a su conductividad, a su alta
area de superficie, buena estabilidad quimica y por su bajo costo (Kishore et al.,
2016; Navaneeth et al., 2015).

El catodo es donde se llevan a cabo la reduccion de CO:z con los protones para la
produccion de metano. Generalmente este electrodo se trabaja de forma abidtica,
sin embargo, se observado que arqueas metogénicas hidrogenotroficas pueden
formar una biopelicula sobre el catodo y llevar la reduccion de CO2 y H2 a metano.
Actualmente se han buscado maneras de mejorar la transferencia de electrones e
incrementar la tasa de produccién, entre las que podemos mencionar el
recubrimiento del catodo con nanoparticulas metélicas, nano cable de niquel, para
mejorar las propiedades cataliticas del catodo. También se han utilizado biocatodos,
por ejemplo, la tela de grafito bafiada de algun tipo de metal, a pesar de ello,
muestran menor eficiencia que los catodos metalicos (Aryal et al., 2016; Kishore
et al., 2016).
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1.5.6 Area del anodo

Si bien la adecuada seleccién un material altamente poroso y con ello una mayor
area de superficie en el anodo favorece la formacion de una biopelicula robusta y la
mayoria de los trabajos reportados no han tomado gran interés sobre buscar una
estandarizacion de relacion del area superficial del &4nodo, ya sea respecto al
volumen de reactor o area del catodo, podria ser una de las razones de que los
voltajes 6ptimos, densidades de corriente, asi como las eficiencias coulémbicas y

energeéticas varien de un estudio a otro.

Estudios realizados en las celdas microbianas de combustible han arrojado que el
cambio del area del anodo puede afectar la densidad de corriente (Call et al, 2009).
Un estudio realizado por Sangeetha et al. (2016) concluy6 que al tener una relacion
de area de anodo y catodo adecuada se podian mejorar la eficiencia couldmbica del
sistema. Como podemos observar en la tabla 1.2 la mayoria de los estudios
realizados trabajan diferentes relaciones area de anodo y volumen de reactor lo que
genera diferentes resultados, aunque los otros parametros como indculo, sustrato y
temperatura sean semejantes. Un ejemplo podemos observar en el estudio de Li et
al. (2019) donde una relacion 261 m? de anodo/m? reactor género grandes
densidades de corriente, la tasa de produccion de metano fue baja siendo de 80 mL
CH4/L/d. Por otra parte Yin et al. (2016) utiliz6 una relaciéon de 24 m? de anodo/m3
reactor siendo 11 veces mas pequefia, sin embargo su tasa de produccion fue 800
mL CHa4/L/d, otro problema de utilizar areas de anodo muy grandes es que puede
favorecer obstrucciones o fugas dentro del reactor, asi como problemas de montaje

y desmontaje del reactor a escalas piloto (Rousseau et al., 2020).
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Tabla 1.2. Tabla comparativa sistemas bioelectroquimicos con diferentes relaciones de areas de anodo y volumen.

J Y

2
m anodo . Q L
. Voltaje (mL Remocion % CH4 .
Material Temperatura 3 . 2 (mL ., EC% ne% Referencia
. Volumen ) /m aplicado (A/m CH4/g DQO biogas
Tipo reactor L Sustrato In6culo reactor anodo) CH4/L*d DQO)
Anodo Cétodo
0.5 0.303 60 100 75 * 39.8 112
Una camara 0.7 Acetaode 40 activado Fibra de grafito _ Acero 35 14.57 0.7 0.744 110 240 75 * 755 894 (Guo,,etal, 2017)
sodio inoxidable
0.9 1.263 140 256.7 80 * 912 735
0.5 0.14 * 200 82 58.23 12 *
. Acetato de . Escobillo de Escobillo de (Flores-Rodriguez
Una camara 0.3 sodio Lodo anaerobio carbono carbono 35 18.3 1 35 * 351 99.5 66.03 116 etal., 2019)
15 0.15 * 100 99.8 55.57 15 *
Tela carbono recubierto
Una camara 0.13 Acggaéf;de Lodo primario Cepillo grafito con * 261 0.8 72 aim3 82 330 x g5# 1128%' 56 (Lietal, 2019)
platino
Una camara 0.35 Glucosa Lodo anaerobio Cepillo grafito Cepillo grafito 35 12 1 4.6 * 340 85 52.7 * * (Lee et al., 2019)
Acetato de Lodo activado
Una camara 0.25 sodio Geobacter Fibra de grafito Acero inoxidable 35 24 1 125 850 360 100 93 * 74.6  (Yinetal., 2016)
methanosarcina
, Acido . . Malla de acero . . . (Rader y Logan,
Una camara 2.4 acético Efluente un MFC Cepillo grafito inoxidable 34 4.5 0.9 1.48 116 46 92 101 2010a)
Una camara 25 F',‘?i% Efluente un MEC Fieltro grafito Fieltro grafito 35 2.16 * * 1.1m3¥m® 104 42 57-67 * 34 (Ahn et al., 2017)
. . ' L . . (Guo, Liu, etal.,
Una camara 0.7 Glucosa  Efluente un MEC Fibra de grafito Malla de acro inoxidable 35 14.57 0.9 131 138 70 73.7 178 2017)
Desechos . Malla de grafito  Tela de grafito recubierta . . . (Park, Lee, Tian,
SBR 20 de comida Lodo anaerobio recubierta de Ni con Cu,Ni,Fe 35 4.5 03 850 340 76 65 etal., 2018)
UASB 1 Glucosa LOdOUa/:‘geme'o Grafito Grafito 35 34 1 7.9 1118 * 89.2 * 429 * (Pengetal, 2018)
Desechos  Lodo anaerobio .
BEAD 0.8 de comida mesofilico STS304 STS304 35 78 0.3 3 880 350 70 34 85.6 (Bangetal., 2012)
Acetato de , : S . . :
MEC-ADO 0.18 sodio efluente un MEC Fieltro grafito Acero inoxidable 30 11 0.2 138 629 100 * 66 (Yinetal., 2016)
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1.6 Transferencia de electrones

Si bien es dificil descifrar los mecanismos exactos de transferencia de electrones,
principalmente cuando se utilizan consorcios mixtos de microorganismos, a través
de estudio de reactores con cultivos puros se ha podido distinguir tres mecanismos
de transferencia que son: transferencia directa de electrones entre especies,
transferencia de electrones mediada y la tercera forma seria transferencia de
electrones de forma indirecta. No obstante, eso no quiere indicar que en los
reactores esté ocurriendo solamente un tipo de transferencia, sino que pueden estar

ocurriendo los tres de forma simultanea (Enzmann et al., 2018; Lovley, 2017).

La transferencia directa consiste en la capacidad de algunas especies de
microorganismos de absorber los electrones de la superficie del electrodo y
transferirlos a otros microorganismos (Fig. 1.6), entre las especies mas conocidas
gue tiene esta capacidad pertenece a las bacterias del género Geobacter.
Recientemente se ha visto una relacién entre bacterias y arqueas, que hace una
trasferencia de electrones en forma sintréfica. La trasferencia la realizan a través de
filamentos conductores de las bacterias donde llevan los electrones a las arqueas
para llevarla produccion de metano (Kumar et al., 2017; Saratale, et al., 2017; Logan
et al., 2019; Lovley, 2017).

Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
Etanol  Acetato

Etanol Acetato

Geobacter é

metallireducens

e
~ Pilus /

\__‘\’»1

t Particula conductora

Methanosarcina

“A
2 Geobacter

/
Citocromo /'J

barkeri

sulfurreducens 4 i
co, CH, Carbon activado

Fumarato  Sucinato CO, CH,
Figura 1.6 Transferencia de electrones directa entre microorganismos (Kumar, Saratale,
et al., 2017).
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La forma mediada pude llevarse a cabo a través de compuestos como las quinasas,
gue pueden secretar algunos microorganismos, estos compuestos serian las
encargadas del intercambio de protones y electrones, sin embargo, estos
mediadores son pocos adecuados para llevar la produccion de metano. Por ultimo,
el mecanismo de transferencia indirecta se lleva a cabo la produccién de hidrégeno
en primer lugar y este posteriormente a través de arqueas hidrogenotroficas, que
llevan la reduccién del CO:z e hidrégeno para la produccién de metano (Logan et al.,
2019; Lovley, 2017).
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2. Hipo6tesis y objetivos

2.1 Hipotesis

Al aumentar el area del anodo (con respecto al volumen del reactor) en un sistema
bioelectroquimico de una camara, se obtendra una mayor produccién de electrones
a partir de la materia organica oxidada por la biopelicula electroactiva y esta
cantidad de electrones extra aumentara la produccién y concentracién de metano

en el biogas.
2.2 Objetivo general

Estudiar el efecto de diferentes areas de anodos en el desempefio de celdas
microbianas de una camara sobre la produccion de metano utilizando un sustrato

acidogeénico sintético.

2.2.1 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la relacion area anodo y volumen de trabajo de una celda
de electrélisis microbiana de una camara sobre la tasa de produccion y

rendimiento de metano en el biogas.

Caracterizar las comunidades microbianas que se generen en la biopelicula
electroactiva debido a la utilizacién de diferentes areas del cétodo.
2.2.2 Alcances

e Produccién de hidrégeno y su utilizacién in situ por bacterias hidrogenotroficas

para producir metano.

e Generar un biogas con concentraciones mayores del 80% de metano.

e Obtener remociones superiores del 90% de la materia organica del agua

residual.
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3. Metodologia

3.1 Estrategia experimental

La estrategia experimental que se realiz6 en este estudio se presenta en la Fig. 3.1.
Para la parte operacional se emplearon seis reactores bioelectroquimicos de
camara Unica que se operaron de forma independiente cada uno, se utilizaron dos
reactores de control y cuatro reactores para evaluar el efecto de la relacion area de
anodo y volumen de reactor, estos reactores fueron operados tipo batch. Todos los
reactores fueron inoculados y alimentado con el mismo in6culo y sustrato. La
estrategia experimental la podemos dividir en tres etapas: reactores (etapal),

operacion (etapa 2) y evaluacion (etapa 3).

v v

Etapal Etapa2
l v
—  Reactores —  Operacion.

111y

Figura 3.1 Estrategia experimental para el estudio del efecto del area del &nodo en la
produccion de metano.



En la primera etapa se disefiaron y construyeron los reactores, y se seleccionaron
los electrodos a utilizar en la experimentacion, al mismo tiempo se realizo el montaje
y se llevaron a cabo pruebas hidraulicas para verificar la hermeticidad de los
reactores. Durante la etapa 2 se realiz6 la colonizacion de los electrodos para formar
las biopeliculas sobre la superficie de los electrodos, como fuente de inéculo se
utilizé lodo granular anaerobio y una vez que se alcanzo la estabilidad (3 ciclos de
densidades de corriente similares) en los reactores se procedi6 a retirar el in6culo.
Es importante mencionar que para los controles el lodo granular anaerobio se
mantuvo durante toda la operacién de estos. Después de obtener las biopeliculas
electroactivas estables y robustas se evaluaron diferentes areas proyectadas para
el &hodo manteniendo fija el area del catodo y el volumen de trabajo. Para evaluar
el desempefio de los reactores se realizaron mediciones de remocion de materia
organica, medicibn de metano generado por ciclo, densidad de corriente y los
metabolitos generados. La etapa 3 de la experimentacion consistio en la evaluacion
de los datos obtenidos para determinar el desempefio de los reactores a través del
de la tasa de produccién y rendimiento de metano, eficiencia energética, eficiencia
couldmbica y la remocion de materia organica. Al final de la operacion de los
reactores bioelectroquimicos se realizé un andlisis de la comunidad microbiana de
los electrodos para determinar las posibles rutas metabdlicas que pudieron suceder

en los reactores.

3.2. Reactores bhioelectroquimicos de una camara

Se construyeron seis celdas microbianas cilindricas de una camara fabricadas de
acrilico con un volumen total de 500 mL y un volumen de trabajo de 450 mL (Fig.
3.2). En la parte inferior de cada reactor esta situada la salida liquida para un
recambio total. En parte superior de cada uno de los reactores se contaba con dos
muestreadores, uno para muestra liquida y otro de muestra gaseosa (mangueras de
6 mm de didmetro unidas a valvulas de tres vias). En la parte superior se
encontraban dos entradas: una para el tapon de silicon con el alambre de titanio
donde se colocaron los electrodos y otra para el tapon de silicon con el puente salino

y el electrodo de referencia de Ag/AgClI (Fig. 3.3).

24



Muestreador
liquido.

Puente salino.

Salida de
liquido.

Electrodo referencia.

-

Muestreador
de gas.

Salida de
liquido.

Agitador

magnético

Figura 3.2 Esquema de un reactor de cAmara Unica con todos sus componentes.
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|
-
-

y muestro
- de blogés

Figura 3.3 Configuracion de los reactores de una cdmara. A) Vista lateral del reactor. B)
Vista superior del reactor conectado al potenciostato.

Se utiliz6 como material para el catodo espuma de niquel (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri) con una pureza del 95% y una dimension de 5 cm x 5 cm con un grosor
de 1.6 mm, con un area proyecta de 53.2 cm? (Fig. 3.4C). Como material conductor
y de conexion se utilizd alambre de titanio (99.99%, Sigma Aldrich, St Louis, MO)
de 0.5 mm de diametro y con una resistencia de 42 uQ. Mientras el anodo utilizado
fue fieltro de grafito grado WDF (Brunssen de Guadalajara, México) con un
contenido de carbono del 99.9% y una resistencia eléctrica de 1-3 Q (Fig 3.4A).

-~

Figura 3.4 A) Anodo: Fieltro de grafito; B) lodo anaerobio; C) Catodo: Espuma de niquel.
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3.3 Arranque y operacion de los reactores bioelectroquimicos

La estrategia experimental contempl6é dos reactores como blancos de control, el
primer control (B1) consistid en un reactor sin electrodos Unicamente con lodo
granular anaerobio y sustrato de alimentacion, mientras el segundo reactor de
control (B2) era un reactor equipado con los electrodos, lodo granular anaerobio en

circuito abierto.

Cuatro reactores fueron equipados con cuatro areas proyectadas de anodo: 60, 115,
170 y 225 cm? (Tabla 3.1), el area proyectada del catodo se mantuvo fija en 53.2
cm? y el volumen de trabajo se fij6 en 450 mL. La estrategia experimental aplicada
a los reactores bioelectroquimicos con las 4 diferentes relaciones area/volumen
consistié en fijar el potencial anédico en 500 mV con referencia a un electrodo de
Ag/AgCl (3.0 M KCI, +210 mV vs SHE, Radiometer Analytical), los electrodos se
conectaron a un potenciostato/galvanostato VSP Z-01 (BioLogic Science
Instruments, Francia) (Fig. 3.4) Se utilizé el programa Ec Lab v11.18 para la
adquisicion de datos.

Tabla 3.1. Areas experimentales empleadas en los reactores bioelectroquimicos.

Anodo Area Relacion
React ; ) area anodo )
€aclofancho|Largo| Grosor |Anodo | Catodo | area anodo (m") /
. , |(m)/volumen )
(cm) | em) | (em) | cm’) | (cm’) s | éareacatodo (m°)
reactor (m)
Bl - - - - - - -
B2 5 10 0.5 115 53.2 25.6 2.2
A 5 5 0.5 60 53.2 13.3 1.1
B 5 10 0.5 115 53.2 25.6 2.2
C 5 15 0.5 170 53.2 37.8 3.2
D 5 20 0.5 225 53.2 50 4.2

27



Para la formacion de biopeliculas de los electrodos se inocularon los reactores
bioelectroquimicos con 20 g/L (peso humedo) de lodo granular anaerobio
proveniente de un rector UASB (Upflow Anaerobic Sluge Blanket) empleado para el
tratamiento de aguas residuales provenientes de una harinera. El efluente sintético
tuvo la siguiente composicion: 4.58 g/L NazHPOa4, 2.45 g/L NaH2PO4-H20, 0.31 g/L
NH4Cl, 0.13 g/L KCI, 10 mL de solucion oligoelementos y 5 mL de solucion de
vitaminas. Como fuente de carbono se utilizé una mezcla de acidos grasos volatiles
(30% acetato, 57% butirato y 13% propionato) simulando un efluente acidogénico a
una concentracion de 2 g DQOI/L. Las pruebas experimentales fueron realizadas a
30£2 °C y se mantuvieron en agitacion constante a 125 rpm empleando una barra
magnética y una parrilla. En los reactores bioelectroquimicos el in6culo se mantuvo
dentro hasta que se obtuvieron densidades de corriente similares durante tres ciclos
continuos y posteriormente se retird. El lodo granular no fue retirado de los reactores

de control durante toda su operacion.

La solucién de oligoelementos contenia la siguiente composicién (g/L): MgSOa4 3.0;
MnSO4-H20 0.5; NaCl 1.0; FeSO4-7H20 0.1; CaCl2-2H20 0.1; CoCl2:6H20 0.1; ZnCl2
0.13; CuSO4'5H20 0.01; AIK(SO4)2:12H2.0 0.01; H3BOs 0.01; Na:MoOa4 0.025;
NiCl2-:6H20 0.024; Na2WO4-2H20 0.025. La solucién de vitaminas se formulé de la
siguiente manera (mg/L): biotina 2.0; acido félico 2.0; clorhidrato de piridoxina 10.0;
riboflavina 5.0; tiamina 5.0; &cido nicotinico 5.0; acido pantoténico 5.0; B12 0.1;

acido p-aminobenzoico 5.0 y acido ticonico 5.
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Figura 3.6 Arreglo experimental en laboratorio.
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3.4 Técnicas analiticas

3.4.1 Determinacién de DQO

Para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno se realizo a traves del
método de colorimetria por reflujo cerrado, utilizando tubos HACH. Los tubos
utilizados fueron de un rango de medicién 200 a 1500 mg DQO/L. A cada vial se le
adicionaron 2 mL de la muestra, utilizando diluciones 1:4 para la alimentacion y para

los efluentes diluciones 1:2.

Posteriormente los tubos se colocaron en el reactor de digestion precalentado a una
temperatura de 150 °C, se mantendra en digestion por 2 horas. Después de la
digestion se retiraron los tubos y se dejaron enfriar por 30 minutos en oscuridad. La
lectura se realizdé en espectrofotometro HACH en el programa 435. Con ello se
obtuvo el valor de la demanda quimica de oxigeno en mg O2/L, los valores obtenidos

se multiplicaron por su valor de dilucion correspondiente.

3.4.2 Determinacion de AGV

Para la determinacion de solventes y acidos grasos volatiles (AGV) en la fase liquida
se utilizé un cromatégrafo de gases (Agilent 7890B) equipado con un detector de
ionizacion de flama (FID) y utilizando una columna DB-FFAP (15 m x 530 pm x 1
um, Agilent). Las condiciones de operacion fueron las siguientes: la temperatura
inicial del horno fue de 60 °C y se incrementé a 90 °C a una tasa de 15°C/min,
posteriormente la temperatura aumenté a 170 °C a una razon de 25 °C/min; la
temperatura del inyector fue de 190 °C y la del detector 275 °C; el gas portador fue
nitrégeno. A cada reactor se le tomo una muestra 10 mL del medio de salida una
vez finalizado el ciclo de trabajo, las muestras se acidificaron a un pH menor a 2 con
una solucién 8 N de HCl y se conservaron en un refrigerador a temperatura de 4 °C.
Para preparacion de la muestra se filtré con papel Whatman de nitrocelulosa de 0.45
um, posteriormente se realizaron diluciones 1 a 2 con agua desionizada acidificada
apH 2.

3.4.3 Determinacion de la composicion del biogéas

Para la cuantificacion del biogas producido se utilizé el método de probeta invertido,

con una solucion de cloruro de sodio a un pH 2 para evitar que el biogas producido
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sea absorbido por el agua. El desplazamiento se medira en intervalos de una hora
posteriormente estos valores se biogas se corrigieron en condiciones estandar
(213.5 Ky 1 atm). Para la determinacion de la composicion del biogas se tomé 5
mL de biogas con ayuda de una jeringa y a través de una valvula de tres vias que

se encontraba en salida del biogas.

Se determiné la composicion del biogas mediante cromatografia de gases
empleado un cromatdgrafo SRI8610C con dos columnas de acero inoxidable. La
primera columna tiene una longitud de 1.8 m por 1/8 de pulgadas rellena de silice
de gel 6x y la segunda tenia una longitud 1.8 por 1/8 de pulgada empacada con un
tamiz molecular 13x. Se utiliz6é nitrégeno como gas acarreador con una presiéon de
35 psi con un flujo de entrada de 20 mL/min. La temperatura de la columna se
mantuvo durante 4 minutos a 40°C y se fue incrementando 110 °C y se mantuvo
por 1 minuto. Las areas que se adquirieron se introdujeron en un archivo de Excel,
gue junto con las areas de los estandares se procedié a calcular el porcentaje de

CHa4, H2 y CO2 que contenia el biogas generado en cada uno de los reactores.

3.5 Técnicas electroquimicas

3.5.1 Cronoamperometrias y voltametria ciclica

Las cronoamperometrias y voltametria ciclica se ejecutaron con un
potenciostato/galvanostato VSP Z-01 (BioLogic Science Instruments, Francia). Las
voltametrias ciclicas se realizaron con velocidades de barrido de 1 y 10 mV/s, los
potenciales anddicos estuvieron referenciados a un electrodo de Ag/AgCl (3.0 M
KCI, +210 mV frente al electrodo estandar del hidrogeno (SHE), Radiometer
Analytical), estas voltametrias se realizaron en el ciclo inicial y final de operacion de
los reactores. Utilizando como electrodo de trabajo el fieltro de grafito y la espuma
de niquel como contraelectrodo. La cronoamperometria se realizdé durante todo el

tiempo de operacion de los reactores.
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3.6 Calculos

3.6.1 Densidad corriente

La medicidon de la densidad de corriente se calculo a partir de los datos adquiridos
por el potenciostato y se puede reportar de dos formas como se muestra a

continuacion:

Ja = I/A y Iy= I/V Ec. 3.1

Donde | es la corriente eléctrica, A es el area superficial del electrodo de trabajo y
V es el volumen de trabajo del reactor. La cantidad de amperes generados en los

reactores se obtuvieron a través del programa Ec Lab v11.18.

3.6.2 Tasa de produccion y rendimiento de metano

Los volumenes de metano se normalizaron a condiciones estandar (273.15 Ky 1
atmésfera). La produccion volumétrica de metano (Q, mL CHa4/L/d) se evalud
ajustando los datos experimentales al modelo de Gompertz modificado:

H = Hp,.exp (— exp (% A—-t)+ 1)) Ec. 3.2

max

Donde H corresponde a la produccién acumulada de CHs (mL), Hmax @ la produccion
acumulada maxima de CH4 en (mL), Rmax la tasa de produccion méaxima de CHa4 en
(mL/h), t el tiempo del cultivo en (h), A el tiempo de latencia en (h) y e es el nimero

exponencial.

Mientras que el rendimiento es la cantidad de metano producido a partir de la
concentracion de sustrato utilizado en la celda. Para calcular este valor cuando se
tiene compuesto conocido y simple se parte de una base molar expresada en la

siguiente ecuacion:

You, =~ Ec.3.3

Donde n¢y, son los moles de metano producido y ng son los moles de sustrato

consumidos. Esto a su vez para calcular los moles de metano producidos se debe

aplicar la ley de los gases ideales modificando la ecuacion anterior.
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Sin embargo como se menciond anteriormente la ecuacion es utilizada cuando se
trabajan con sustratos simples como la glucosa y acetato por ejemplo, pero cuando
se trabaja con compuestos complejos como las aguas residuales es muy
complicado encontrar el peso molecular de los mismos, por ellos se hace
modificaciones mayores como el cambio de moles a masa y la concentracion de
sustrato a concentracion de DQO que un término mas utilizado para cuantificar la
carga organica de un efluente realizando estos ajustes la ecuacion queda de la

siguiente manera:

Veu,PMch
Yeu = —2 4 Ec.34
4 RTADQO

Donde V,y, es el volumen de metano producido, P es la presion del lugar donde se
esta recolectando el gas, M¢y, es el peso molecular del metano, R es la constante

de los gases ideales expresada en 0.08314 L bar/K mol, la T es la temperatura del
ambiente expresada en grados Ky ADQO es la diferencia de la demanda quimica

de oxigeno de la entrada y salida del reactor cada ciclo de trabajo.

3.6.3 Eficiencia coulombica
La eficiencia couldmbica es la fraccion de energia eléctrica generada en la celda a
partir del consumo del sustrato (Logan, 2006). Su medicion permite comparar el

desemperio de la celda de trabajo con otras semejantes (Galicia, 2016):

€c=-£ %100 Ec.3.4

Donde Cp, son el de Coulombs generados en un tiempo determinado, Cr es la
cantidad de Coulombs que estan disponibles de la DQO, la cual a su vez fue

calculada a partir de la siguiente ecuacion:

Fno,VADQO

C
T
MOZ

Ec.3.4

Donde F es la constante de Faraday (96 485 C/mol de electrones), n,, fu el nimero

de electrones intercambiados por mol de oxigeno, V el volumen de la celda, ADQO

es la diferencia al inicio y al final de la DQO durante todo el ciclo.
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3.6.4 Eficiencia energética

Es la relacion de la energia de salida entre la energia de entrada. Conocida como

eficiencia energética eléctrica que se puede calcular de la siguiente forma:

WcH nAGCH
nE - < - t 2 EC 34
Wg V[ 1at

Donde Wy, es la energia recuperada como metano, Wy es la energia eléctrica

aplica al sistema, n los moles de metano producidos en el tiempo t.
La eficiencia energética general (n.,) se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

WCH, TlAGCH4
= —3 Ec. 3.5
WEg+Ws V [, 1dt+ACODAHg

nE:

Donde W:s es la cantidad de energia quimica consumida y AH; es la entalpia

determinada para el acetato (AHs = —870.28 k]J/mol ) (Call and Logan 2008).

3.6.5 Analisis estadistico

Las variables de respuesta evaluadas fueron la tasa de produccion, rendimiento de
metano, eficiencia coulémbica, eficiencia energética y remociéon de materia
organica, sin embargo, al realizar la prueba de normalidad los datos arrojaron que
no tiene una distribuciéon normal (anexo 1). Por lo que se decidio utilizar el método
de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc Bonferroni.La utilizacién el método Kruskal-
Wallis y la prueba posto hoc Bonferroni son las equivalentes no paramétricas del
Anova y no necesitar partir de que los datos provengan distribuciéon normal. Se usé
un valor de significancia de (a) 0.05. El factor categérico que se considero fue las
diferentes relaciones probadas de area/ volumen de reactor y los dos controles.
Para este andlisis, se considero los valores de p, al tener valores menores o iguales
a a, se considera que la variable de respuesta se modifico con relacién causal al
factor categorico. Por otro lado, al encontrar valores mayores a a, se considera que

las variables no fueron modificadas por el aumento del area de superficie del anodo.
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3.7 Analisis de la comunidad microbiana de los electrodos

Para realizar el estudio de las comunidades microbianas de los electrodos, al
finalizar la operacién se procedi6 realizar un raspado de la superficie del anodo y
catodo. La extraccion del ADN gendmico se realizo utilizando un kit Power Soil DNA
Extraction (Mo Bio Laboratories, Inc. Carlsbad, CA, EE. UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la medicion de la concentracion del ADN se realizo
a través de espectrofotometria utilizando un NANODrop 2000c (Termo Scientific,
EE.UU). Las muestras fueron enviadas para su analisis al Research and Testing
Laboratory (Lubbock, TX, EE.UU.), para la realizacién de una secuenciacién masiva
del gen ADNr 16S utilizando Illuminan miSeq. Los primers utilizados fueron 28F
(GAGTTTGATCNTGGCTCAG) y 519r (GTATTACCGCGGCAGCTGGCAC) para
amplificar la region V1-V2 en las bacterias, mientras que para las arqueas se
utilizaron los  primers 517F (GCCAGCAGCCGCGGTAA) y 909R
(CCTATCCCCTGTGCCTTGGCAGTGTCAG) para la amplificacion de la regién V4-
V5. Con los resultados enviados de laboratorio se procedio a realizar un filtrado
(eliminacion de secuencias quimeras y mala calidad) y andlisis de secuencias
utilizando el software RStudio (v.1.0.1.5), utilizando los algoritmos contenidos en la
paqueteria DADA2, el andlisis de los datos se realiz6 siguiendo las
recomendaciones y metodologia expuesta por Callahan et al.( 2016).

3.8 Operacion a largo plazo de la espuma de niquel

Se realizé una evaluacion del desempefio de la espuma de niquel como catodo en
los reactores bioelectroquimicos productores de metano. Se analizaron 3 diferentes
electrodos de espuma de niquel, el primero fue espuma de niquel nueva, el segundo
fue obtenido de un de reactor al final de 180 dias de operacion y el ultimo electrodo
fue un catodo recuperado el cual fue previamente limpiado. El procedimiento de
limpieza consistié en sumergirlo en una soluciéon de HCI 8 M y aplicarle ultrasonido
por 60 min, posteriormente fue enjugado con agua desionizada y almacenado en
etanol 98% (Cardefia, 2018). A las tres muestras de espuma de niquel se les realizo

una voltametria ciclica como se describo con anteriormente en la metodologia.
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4 Resultados

4.1 Colonizacion de electrodos

La formacion de la biopelicula (adherencia de microorganismos en los electrodos)
se llevé a cabo a través de una doble seleccion, la primera se dio a través de la
capacidad de los microorganismos para utilizar el sustrato como fuente de energia
y la segunda seleccién proviene de la adaptacion de estos al potencial de 500 mV
aplicado al anodo. Ademas hay que recordar que los microorganismos
exoelectrégenos pueden llegar a representar solamente entre 0.26% y 7.7% de toda
la comunidad del in6culo, por lo que puede aumentar el tiempo necesario para el

desarrollo de la biopelicula (Alzate-Gaviria et al., 2010).

El aumento de densidad de corriente en los reactores con areas superficiales
especificas de 13.3 m?/m3y 25.6 m?/m?3 se observé desde los primeros 15 dias de
operacion, indicando que los microorganismos electroactivos se empezaron adherir
a los electrodos. Mientras que para los reactores con areas superficiales especificas
de 37.8 m?/m3y 50 m?/m? tuvieron un incremento de densidad de corriente a partir
del dia 7 de operacion, sin embargo, los 4 reactores mantuvieron constante la

densidad de corriente a partir del dia 25 de operacion (Fig. 4.1).

Este tiempo de inicio de actividad electroactiva por parte microorganismo es similar
a la reportada por Kondavee y col. (2015), donde observaron actividad a partir del
dia 18 de operacion. El primer ciclo de operacion de los reactores de 13.3 m?/m3y
25.6 m?/m2 tuvo una duracién de 19 dias, posteriormente los ciclos se fueron
reduciendo, pasando de 72 horas hasta estabilizarse a ciclos de 48 horas en la
etapa de operacion. Por su parte los reactores de 37.8 m?/m3y 50 m?/m?3 tuvieron
un ciclo inicial de 12 dias, posteriormente los ciclos se estabilizaron a 30 horas. El
indculo se retird de los 4 reactores después de obtener los 3 ciclos de densidad de
corriente similares (Ren etal., 2014). De igual forma podemos observar una
disminucién densidad de corriente, esto puede ocurrir por el crecimiento de
microorganismo electrotréficos como del género Desulfovibrio, Clostridium, etc., que
pueden llevar el secuestré de electrones para produccion de otros compuestos

como sulfatos o nitritos (Alzate-Gaviria et al., 2010; logan et al 2019).
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Figura 4.1 Cronoamperometrias obtenidas de los reactores a) 25.6m?/m?3 b) 50.0.m?/m?3.
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4.2 Desempeiio del sistema bioelectroquimicos

4.2.1 Composiciéon del biogas

Después de 15y 20 dias de operacion de los reactores (Fig. 4.2y Fig.4.4) generaron
un biogas que contenia principalmente CO2 (70%-80%), esto pudo suceder a que el
in6dculo inicial se estaba aclimatando al sustrato utilizado en la experimentacion,
posteriormente la concentracion de metano fue aumentando hasta alcanzar un
biogas con 70% de metano en su composicion, indicando la actividad de
microorganismos metanogénicos. Una vez que se alcanzaron en todos los reactores

tres ciclos similares de densidad corriente, se procedio a retirar el in6culo de ellos.

No obstante una vez que se retir6 el inéculo, el biogas producido en los reactores,
la concentracion de metano disminuy6 de forma drastica pasando de un 70% de la
composicién del biogas a un 2% de este, mientras que la concentracion de
hidrégeno incremento; esto nos indicaria que la produccién del metano provenia
principalmente del indculo y no de la biopelicula formada en los electrodos. Esto
puede estar relacionado con las diferentes tasas de crecimiento de las arqueas y
bacterias, mientras especies del género Methanosaeta y Methanosarciana puede
tener tasas de 0.43 d'y 0.12 d, respectivamente. Algunas especies del género
Geobacter pueden alcanzar tasa de crecimiento de 2.54 d, siendo hasta 20 veces
mas rapidas que las arqueas (Conklin et al., 2006; Holmes et al., 2013). Se alcanz6
hasta una concentracion de un 75% de hidrégeno en el reactor de 37.8 m?/m?2 siendo
la mas alta lograda en los rectores, estas concentraciones son superiores a las
reportadas por Lee et al., (2019) donde obtuvieron inicialmente concentraciones de
45% de hidrégeno en su biogas por los primeros 10 de operacion de sus reactores
utiizando como sustrato glucosa. Este comportamiento se mantuvo
aproximadamente por 15 dias de operacion en los cuatros reactores,
posteriormente la concentracion de CHs fue aumentando hasta presentar un
comportamiento estable a partir del dia 70 de operacién en todos los reactores, esta
estabilidad pue se mantuvo hasta el final de operacién de los reactores.
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Una vez que las tasas de produccion de los ciclos presentaron estabilidad en la
generacion de metano, se procedio a realizar una cinética de 5 ciclos de operacion
para estudiar del comportamiento del cambio de la composicion del biogas (Fig. 4.6
a la Fig. 4.9). Como podemos observar en las figuras de la 4.6 a la 4.9 la mayor
concentracion de hidrégeno que se detect6 ocurrié aproximadamente a las 3 horas
de operacion de los reactores, esto es similar que lo reportado por Gou et al., (2014)
donde obtuvieron concentraciones altas de hidrogeno a las 4.8 horas de operacion
de sus reactores, donde como sustrato fue utlizado desechos de maiz.
Posteriormente entre mas tiempo de operacion de transcurria la concentracion de
hidrégeno disminuia y la de metano incrementaba siendo establa aproximadamente
entre 25 y 28 horas de operacién de los reactores. La alta concentracion de
hidrégeno las primeras horas de operacion de los reactores se debe principalmente
a la degradacion de butirato y menor medida de propionato a acetato dando como
producto secundario hidrégeno, esto ya fue en un estudio realizado por Martinez et
al. (2019) donde encontré6 que mientras estos compuestos se de gradaban y la
cantidad de acetato aumentaba en sus reactores, la concentracion de hidrogeno

también incremento.

La presencia inicial de hidroégeno resulta favorable debido que propicia la actividad
sintréfica entre bacterias y arqueas para llevar la produccion de metano por la via
hidrogenotrofica, esto ya fue ya descrito por Guzman et al. (2019) que encontré que
en concentraciones 50 mM de hidrogeno en el medio favorecian la actividad de
arqueas hidrogenotrdéficas, no obstante concentraciones superiores de estas en el
medio podian inhibir la actividad de las arqueas y desviar el sistema a un proceso
homoacidogénico (produccién de acetato a partir de CO2 e hidrégeno ) (Enzmann
et al., 2018; Evans et al., 2019). Si bien este estudio no se realizd6 mediciones de
concentraciones o presiones de hidrégeno en los reactores, podemos asumir que la
principal ruta favorecida fue la produccion de metano via hidrogenotrofica debido a
composiciéon de la comunidad microbiana de arqueas que principalmente

compuesta de organismos hidrogenotroficos.
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Figura 4.9 Cinética de produccion de biogas en etapa estable en el reactor 50.0 m?/m3.
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4.2.2 Produccion de hidréogeno

Una vez que en los reactores 13.3, 25.6, 37.8, 50 m?/m? se les retiro el inéculo, el
biogas generado dejo de presentar metano en su composicion y empezé a
cuantificar hidrogeno con una concentracion de entre 45% a 75%, este
comportamiento duré aproximadamente 15 dias de operacién para los reactores
con las relaciones de 37.8 y 50 m?/m3, mientras para los reactores de 13.3 y 25.6
durd aproximadamente 25 dias de operacion una vez retirado el indculo (Fig. 4.10),
como se menciond anteriormente a la diferencia en la tasa de crecimiento entre
bacterias y arqueas, siendo hasta 20 veces mas rapido su crecimiento de las
primeras (Conklin et al., 2006; Holmes et al., 2013) . Durante estos dias de
operacion el reactor de 13.3 m?/m3 género una tasa de produccién de hidrégeno
estable de 140.75+39.88 mL H2/Lreactor/d (Fig. 4.11), mientras el reactor de 25.6
m?/m? produjo 670+10.15 mL H2/Lreactor/d. Mientras los reactores con las relaciones
mas grandes tuvieron una tasa de produccién de 1277.42+101.61 mL H2/Lreactor/d
para el reactor de 37.2 m?/ m3®y 1394+165.66 mL Ha/Leactor / d para el reactor de 50
m? /m3. También cabe mencionar que el pico de mayor tasa de producciéon de
hidrégeno se generd en el reactor 37.8 m?/ m?, siendo la tasa volumétrica de
hidrégeno de 2200 mL H2/Lreactor/d.

Estas producciones iniciales de hidrogeno en reactores de camara unica ya han
sido reportadas por otros autores, donde Montpart et al. (2015) reporto una tasa de
produccion 930 mL Hz/Lreactor / d utilizando como sustrato aguas residual domestica
sintética, mientras Call y Logan (2008) obtuvo una tasa de produccion de 3120+2
ML H2/Lreactor /d utilizando como sustrato acetato. La produccion de hidrogeno inicial,
una vez retirado el in6culo se le atribuye a que las bacterias tienen una tasa de
crecimiento mayor que las arqueas metanogénicas (Call y Logan, 2008; Cusick
et al., 2011; Montpart et al., 2015).
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4.2.2 Produccion de metano

Una vez arrancado los reactores no mostraron produccién de metano durante los
primeros dias de operacion, fue hasta el dia 20 de operacion aproximadamente que
los reactores 13.3 y 25.6 m?m3 generaron una tasa de produccion de
aproximadamente de 200 mL CHa/Lreactor /d, mientras los reactores 37.8 y 50 m?/m?3
tuvieron una tasa de entre 200 y 300 mL CHa/Lreactor /d (Fig. 4.12). No obstante una
vez retirado el inéculo inicial de los reactores la tasa de metano decay6 a cero, esto
debido a que el biogas generado, después de retirar el indculo contenia Unicamente
hidrégeno y dioxido de carbono; lo que indicaria que la produccion de metano
provenia del lodo granular y no de la biopelicula de los electrodos. Posteriormente
mientras trascurria los dias se recuperd la produccibn de metano, hasta

considerarse estable entre los dias 75 y 80 de operacion.

Después de 65 dias de operacion los reactores de control (B1 y B2) producian un
biogas con una concentracion estable de 68+3% de metano, cabe recordar que
estos reactores nunca se les retiro el indculo inicial. El reactor de control B1 (reactor
a circuito abierto) tuvo una tasa de produccién estable de 205£20 mL CHa/Lreactor/d
y un rendimiento de 200+6 mL CHa4/g DQO, mientras el segundo reactor de control
(B2) se obtuvo una tasa de produccion de 21919 mL CHa/ Lreacto/d con un
rendimiento de 204+8 mL CHa4/g DQO. Por su parte los reactores donde se dénde
se controlo el potencial anddico generaron rendimientos de 150+24 mL CHa4/g DQO,
con indculo aun dentro del reactor. No obstante los mejores rendimientos se
obtuvieron con la operacion de los reactores sin inéculo a partir del dia 75 de

operacion, mejorando un 86% en el reactor 25.6 m?/m?.
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Los reactores donde se evaluaron las relaciones generaron un biogas con
concentraciones estables de entre 77% y 85% metano a partir del dia 75 de
operacion. La tasa de produccion de metano para el reactor de 13.3 m?/m?3 fue
26515 mL CHa/Lreactor/d con un rendimiento 268+ 11 mL CHa/g DQO (Fig. 4.14),
mientras que con el reactor de 25.6 m?/m? se tuvo unatasa de produccién de estable
344 mL CHa/ Lreactor/d, siendo un 25% mejor que la relacion anterior, por otra parte
el rendimiento de igual manera aumento un 5% quedando de un rendimiento de 284
mL CHs/g DQO. En tanto con el reactor 37.8 m?/m3 obtuvo la mayor tasa de
produccion de metano de este estudio siendo de 482 mL CH4/ Lreactor/d, esta tasa
fue casi dos veces mas grande que la generada por los reactores de control, sin
embargo, el rendimiento disminuy6 quedando de 262 mL CH4/g DQO. Por otra parte
al operar el reactor de 50 m?/m?® su tasa de produccion fue de 41072 mL CHa/
Lreactor/d, siendo una disminucion de 15% aproximadamente en la produccién de
metano con respecto al reactor de 37.9 m?/m3, mientras el rendimiento disminuyé
un 23% quedando de 201+22 mL CHa4/g DQO, siendo el rendimiento igual que los
reactores de control.
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Figura 4.14 Tasa de produccién y rendimiento de metano periodo estable.

49



Al realizar una revision en literatura encontramos que Nelabhotla et al. (2019)
encontré que un potencial catédico entre -0.9 V a -1.4 V vs Ag/AgCI favorecia la
actividad de las arqueas hidrogenotréfica, en tanto que potenciales catddicos mas
negativos habia disminucion de actividad de los microorganismos metanogénicos.
El potencial catédico puede estar relacionado con la disminucion con la tasa de
produccién y rendimiento del reactor con la relacion 50 m?/m3 debido que este
reactor se generd un potencial catédico de -1.8 V. El alto potencial negativo pudo
provocar una disminucién de la actividad del complejo hidrogenasa (reductora de
metil viologeno) que se encuentra unido a una heterodisulfuro reductasa (MSVS-
Hdr) o bien a la desactivacién de la heterodisulfuro reductasa, estos complejos
llevan la oxidacidn del hidrégeno para su utilizacion para la produccion de metano
(Lee et al., 2019; Rousseau et al., 2020; Sasaki et al., 2018). Por otra parte el
reactor con la relacién 25.6 m?/m® mostré el menor potencial negativo catéddico, lo
gue pondria indicar que el area utilizada en este reactor fue la que género una mejor

transferencia electrones.

Tabla 4.1 Voltajes suministrados en los reactores.

Celda | Potencial anddico | Potencial catodico voltaje aplicado
13.3 0.5V -1.39v 0.89
25.6 0.5V -1.0V 0.51
37.8 0.5V -1.5V 1.04
50 0.5V -1.8V 1.32

Sobre el andlisis estadistico para ver si existia diferencia entre las tasas de
produccion de metano, se utilizando el método Kruskal-Wallis con un valor P=0.05
gue nos indicé que si existia diferencia entre al menos dos tasas de produccion
(anexo 2). Posteriormente se realizo la prueba Bonferroni (Tabla 4.2) nos arrojo que
no existia diferencia significativa entre las tasas de produccion de los reactores con
las relaciones 37.8 y 50 m?/m3, pero si habia diferencia entre los demas reactores.

Por su parte los reactores de control entre ellos no habia diferencia significativa, sin
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embargo, si habia diferencia con los demés reactores. Sobre los resultados de la
prueba de Bonferroni para el rendimiento de metano (Tabla 4.3), la prueba demostré
que entre los reactores de control y el reactor 50 m?/ m® no existe diferencia
significativa entre los tres rendimientos. Por otra parte entre los rendimientos de
metano de los reactores de 13.3, 25.6 y 37.8 m?/m® no existen una diferencia
significativa entre ellos.. Por lo que podemos concluir que la relacion area y volumen
de reactor tiene un efecto tanto en la tasa de produccién, como en el rendimiento
de metano, ademas que existe un area optima entre las relaciones de 25.6 y 37.8
m?2/m?3 que nos permita obtener la mejor tasa de produccién de metano y rendimiento
de este, en un sistema de una camara utilizando como sustrato un efluente
acidogénico sintético. Por otra parte una posible forma de mejorar estos
rendimientos, asi como la tasa de produccion es a traves de la optimizacion de la
concentracion de sustrato utilizada en los reactores, ya que han encontrado una
cantidad adecuada del sustrato en los reactores se pude mejor la actividad sintrofica
de arqueas y bacterias (Lee et al., 2019)

Tabla 4.2. Resumen de prueba de Bonferroni con valor de P=0.05 para tasa de
produccién de metano.

Bl B2 13.3 25.6 37.8 50
Bl NS* S** S S S
B2 NS S S S S
13.3 S S S S S
25.6 S S S S NS
37.8 S S S S NS
50 S S S NS NS

*=No significativo **=Significativo.

51




Tabla 4.3 Resumen de prueba de Bonferroni con valor de P= 0.05 para rendimiento de

metano los reactores.

Bl B2 13.3 25.6 37.8 50

Bl NS* S** S S NS

B2 NS S S S NS

13.3 S S NS NS S

25.6 S S NS NS S

37.8 S S NS NS S
50 NS NS S S S

Durante toda la operacion de los reactores se realizaron las mediciones de pH y
conductividad tanto en al inicio y final de cada ciclo de trabajo. El pH se mantuvo a
7.0+0.2 todo el ciclo de operacion de los reactores. Sobre la conductividad, la inicial
fue de 7+1.5 mS/cm para los 6 reactores, este valor de conductividad se mantuvo
en la salida en los reactores de control, sin embargo, aumento a un promedio 7.5
mS/cm para los demas reactores. El aumento de conductividad en estos reactores
puede deberse a la acumulacion de iones Na* en el cdtodo y/o &nodo que
posteriormente se liberaron en el medio (Rousseau et al., 2020).

4.2.3 Eficiencia remocion de DQO vy eficiencia couldmbica

Sobre la remocién de la materia organica, los reactores de control alcanzaron
remociones del 87% de DQO (Fig. 4.15).Mientras el reactor de13.3 m?/m? apenas
alcanzé una remocién del 80%, esta baja remocion puede deberse a la generacion
de algun metabolito que pueda estar inhibiendo la metanogénesis. La mayor
remocion de materia organica fue del 93%, en el reactor de 37.8 m?/m?, en tanto
los reactores de 25.6 y 50 m?/m?3 lograron remociones del 90% de la DQO, estas
remociones altas desde los controles se deben principalmente al que sustrato
utilizado es muy simple, otros autores utilizando sustratos simples como glucosa y
acetato han alcanzado remociones desde 90% a 93% de materia organica (Yin et

52



al., 2016; Lee et al., 2019). Estas remociones fueron mejores que las reportas por
Flores-Rodriguez et al., 2019 donde obtuvieron remociones del 83% de materia,
ellos utilizaron como sustrato acetato de sodio, ademas de una relacién de 18.3

m2/ms3.
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Figura 4.15 Eficiencia couldmbica y eficiencia de remocién de materia organica en los
reactores.

Al analizar los metabolitos que se formaron durante la operacion de los reactores
en el efluente cada reactor, encontramos que los reactores de control el principal
metabolito de salida es el propionato siendo un 56% para el reactor B1 y 49% para
el reactor B2 (Fig. 4.16). La menor remocién del propionato puede deberse a que
termodindmicamente es mas favorable la degradacion de acetato y butirato, para la
obtencion de energia que la degradacion del propionato (Vassilev et al., 2018). Por
otra parte el reactor de 13.3 m?/m?3 se encontré que el principal metabolito generado
fue el isobutirato, este isobutirato es un subproducto de la degradacion del butirato

(Fig. 4.17-A). La principal problematica de la generacion del isobutirato en reactores
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bioelectroquimicos es que este compuesto ya no pude ser aprovechado para la
produccion de metano (Jiang et al., 2019; Vassilev et al., 2018). Mientras el reactor
25.6 m?m3 no se generaron nuevos metabolitos de interés, si bien se produjo
isobutirato fue en una cantidad baja siendo apenas un 15% de la de DQO de salida,

por lo que no afecto el desempefio del reactor.

Por otra parte, los reactores de 37.8 y 50 m?/m?3 formaron como metabolitos de
salida principalmente el caproato y valerato, que a nivel industrial tienen gran
importancia por sus altos valores econémicos. En el reactor de 37.8 m?/m? el
valerato represento el 20% de la DQO de salida y el caproato el 59%, mientras en
el reactor de 50 m?/m?3 el caproato y valerato representaron un 41% y 14% de la
DQO. Estos compuestos se obtuvieron por dos vias, la primera via posible puede
deberse a un proceso incompleto de produccion de metano, esto puede ocurrir
debido a que termodinamicamente es mas favorable producir estos compuestos que
el metano. Mientras la segunda a través del compuesto Acetil-CoA. La primera via
puedo ocurrir debidé que durante la metanogénesis hidrogenotréfica hubo cambios
de temperatura, presion o la disminucion concentracion de sustrato provocando con
ello la oxidacion del CO2 quede incompleta (Fig. 4.17-b) y con ello desviando al
sistema a la produccion de caproato y valerato (Rousseau et al., 2020; van Eerten-
Jansen et al., 2015). Mientras la segunda via es a través del compuesto de Co-A,
mas los altos potenciales generados en los catodos, pudo propiciar la actividad de
microorganismos elongadores de cadena como los del género Clostridium (Jiang
etal.,, 2019; Lee etal.,, 2019; Vassilev etal., 2018). Si bien estas areas son
inadecuadas para llevar la produccién de metano de forma eficiencia podrian abrir
una nueva via para reactores productores de compuestos carbonados de cadena

media, como caproato,valerato, heptanoato, etc.
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Figura 4.16 Metabolitos finales de operacion de los reactores.

Sobre la eficiencia couldmbica, la mayor eficiencia obtenida en este estudio se
generd en el reactor 14.4 m?/m3 siendo de 127+5% (Fig. 4.15). Las eficiencias
mayores al 100% ya han sido reportas en otros estudios de reactores de camara
Unica, estas eficiencias se deben aun reciclaje de electrones provenientes del
hidrégeno para la produccién de metano en anodo, esto indicaria que hay una via
secundaria de produccién de metano sobre el &nodo y no Unicamente del catodo
(Park, Lee, Sin, et al., 2018; Rader y Logan, 2010b). Por otra parte, el reactor 25.6
m?/m3 se obtuvo una eficiencia del 97+11%, siendo la segunda mejor eficiencia
couldmbica en este estudio. Mientras los reactores de 37.8 y 50 m?/m? las
eficiencias fueron del 90£10 % y 87+10%, respectivamente, que las eficiencias sean
menores estos reactores pude estar relacionado con la generacion del caproato y
valerato en ambos reactores, debido que parte de los electrones se desviaban en la

generacion de estos compuestos (Jiang et al., 2019).
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Figura 4.17 Posibles rutas metabdlica de los subproductos generados en los reactores: A)
Ruta de generacién de isobutirato en reactores bioelectroquimicos. B) Posibles vias
metabdlicas para la reduccion electroquimica microbiana para generar productos interés a
partir del CO2 (Vassilev et al., 2018).

Da igual para el andlisis estadistico se procedio a realizar en primer lugar la prueba
de Kruskal-Wallis tanto para la eficiencia de remocion de materia organica y
couldmbica, donde dio como resultado que si existia diferencia significativa para
ambos casos (anexo 2).Posteriormente de igual manera se realizé la prueba de
Bonferroni donde dio como resultado que entre las eficiencias de remocion de
materia organica de los reactores de control y el reactor 13.3 m?/m® no existe
diferencia, pero si con los demas reactores. Con los datos de la tabla 4.4 podemos
concluir que utilizar menores 25.6 m?/m? no mejora la remocién de materia organica
de los reactores, sino debido a la pequefia relacion utilizada se generaron
subproductos no deseados en el sistema (Fig. 4.16). Mientras utilizar relaciones de
igual muy grandes tampoco tendra un efecto en el mejoramiento de la remocion de
la materia orgénica, no obstante si bien para este estudio las areas 37.8 y 50.0
m2/m3 no fueron adecuadas mejorar el porcentaje de remociéon de materia, estas
areas podrian ser de utilidad para produccién de compuestos organicos de cadena
media (Fig. 4.16) aplicando otras condiciones iniciales favorables para tipo de

proceso.
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Por su parte la prueba de Bonferroni para la eficiencia couldbmbica arroj6 como
resultado (Tabla 4.5) que existe diferencia significativa en la eficiencia couldmbica
del reactor 13.3 m?/m?3 con respecto a los demas reactores, mientras que entre los
reactores de 25.6, 37.8 y 50 m?/m3 no existe diferencia significativa entre sus
eficiencias couldmbicas. Por lo anteriormente dicho podemos concluir que las
relaciones de area de anodo y volumen de reactor pequefias cercanas a 13.3 m?/m?3
favorecen el aumento de la eficiencia en los reactores con la configuracién utilizada
en este estudio, en tanto que utilizar relaciones mas grandes que 25.6 m?/m3 no

mejor de forma significativa la eficiencia coulémbica en el sistema.

Tabla 4.4 Resumen de Prueba de Bonferroni con valor de P= 0.05 para eficiencia

remocién de DQO.

Bl B2 13.3 25.6 37.8 50
Bl NS* NS NS NS NS
B2 NS NS NS NS NS
13.3 NS NS S S S
25.6 NS NS S NS S
37.8 NS NS S NS NS
50 NS NS S NS NS

*=No significativo **=Significativo.

Tabla 4.5 Resumen de prueba de Bonferroni con valor de P=0.05 para eficiencia

coulémbica.
13.3 25.6 37.8 50
13.3 S* S S
25.6 S NS* NS
37.8 S NS NS
50 S NS NS

*=No significativo **=Significativo.




4.2.3 Eficiencia energética

El célculo de eficiencia energética en los reactores se realiz6 de dos formas
diferentes, la primera fue tomando Unicamente el flujo de metano producido,
mientras la segunda a parte del flujo de metano producido se sumo el flujo de
hidrégeno residual presente en el biogas (Fig. 4.18). Como resultados utilizando
Unicamente el flujo de metano, la mayor eficiencia energética se obtuvo en el reactor
de 25.6 m?/m? siendo una eficiencia de 138+9.2%, este valor de eficiencia fue mayor
gue lo reportado por Rader et al.(2019) donde obtuvieron eficiencias energéticas del
111%, utilizando como sustrato glucosa. Por otra parte el reactor 13.3 m?/m? alcanzé
una eficiencia energética del 74+11%, mientras los reactores de 37.8 y 40 m?/m?

tuvieron la menor eficiencia siendo apenas del 66%.

Mientras utilizando tanto el flujo de metano e hidrogeno, se obtuvo una eficiencia
energética 150+9.2% para el reactor 25.6 m?/m3, mientras para el reactor 13.3
m?2/m?3 su eficiencia fue a un 81+9.1%. Por otra parte los reactores 37.8 y 50 m?/m?3
pasaron de tener una eficiencia energética 66% a 87% para el reactor de 37.8 m?/m?
y 81% para el reactor 50 m?/m?3. La alta eficiencia energética en el reactor 25.6 m?/m?3
se debe que fue el que se generé el menor potencial catddico, lo que se traduce a

menor inversion de energia en el sistema para mantener el potencial anddico.

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis se obtuvo como resultado que si existia
diferencia por lo menos en dos eficiencias energéticas (anexo 2). La prueba de
Bonferroni (Tabla 4.6) indicé que la eficiencia energética del reactor 25.6 m?2/m?3 era
significativa diferentes a las otras tres de los demas reactores, mientras que no
habia diferencia significativa entre las eficiencias energéticas de los reactores de
13.3,37.8 y 50 m?/m3. Por lo que podemos concluir que es gran importancia tener
una relacion adecuada de area de anodo de reactor con respecto el volumen de
este debido que sino no tendremos recuperacion de energia alguna en el sistema

siendo que se inviable su aplicacion a nivel industrial.
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Figura 4.18 Eficiencia energética calculada a partir de flujos de metano e hidrégeno.

Tabla 4.6 Prueba de Bonferroni con valor de P= 0.05 para eficiencia energética.

13.3 25.6 37.8 50
13.3 S NS NS
25.6 S S S
37.8 NS S NS
50 NS S NS

59



Al realizar el balance general de la eficiencia energética en los reactores donde se
probaron las relaciones de area de anodo y volumen del reactor estas fueron
menores del 50%, siendo la eficiencia mayor del de 42.77+2.33% de eficiencia
energética global para el reactor de 25.6 m?/m?3. El reactor de 50 m?/m? es donde se
obtuvo la menor eficiencia del experimento siendo esta de 25.25+4.7% de eficiencia
energética. Para mejorar estas eficiencias globales en estos tipos de reactores se
ha buscado como estrategia de acoplar este sistema a reactores de digestion

anaerobia tradicional y hacer de esta forma viable econdmicamente la tecnologia.
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Figura 4.19 Eficiencia energética global de los reactores.
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4.2.4 Comparacion con trabajos realizados en sistemas de una

camara

En este apartado se realizara una comparacién con los datos obtenidos en este
estudio con los encontrados en literatura. Para hacer una comparacion mas
adecuada solo se utilizaron trabajos con la mayor similitud, como la configuracién
de reactor, sustrato utilizado, asi como materiales utilizados en los electrodos. Lo
primero que podemos observar con el resumen en la Tabla 4.8, si bien la mayoria
de los trabajos utilizan sustratos y electrodos similares, las relaciones area de anodo
y volumen son altamente variadas, esta podria ser una de las causas que los

autores reporten valores diferentes valores optimos de operacion.

Como podemos observar en la tabla 4.7 hay gran diversidad entre las relaciones de
area anodo y volumen de reactor, siendo la relacién mas grande probada 261 m?/m?,
mientras la relacion mas pequefia encontrada en la literatura fue de 2.6 m?/m?3
siendo aproximadamente 10 veces mas pequefa. Si bien el estudio con la relacién
de 261 m?/m?3 se obtuvo una alta densidad de corriente, asi como un alto rendimiento
de metano, no obstante su tasa de produccion es pequefia, por lo que tener una alta

relacidn no es necesariamente favorable.

Por otra parte el trabajo Yin et al. (2019) donde utilizaron una relaciéon de 34 m?/m?3
fue el trabajo donde se encontraron los mejores resultados, teniendo una tasa de
produccion de metano 850 mL CHa/Lreactor/d Yy un rendimiento de 360 mL CHa/g
DQO, sin embargo su eficiencia energética fue menor que la obtenida en nuestro
estudio. Lo que se puede concluir si bien no se obtuvo los mejores resultados en
comparacion con otros trabajos en la literatura, se obtuvieron resultados
equilibrados tanto en tasa de produccion y rendimiento de metano, asi como

eficiencia energética, couldmbica y remocion de materia organica.

61



Tabla 4.7 Tabla comparativa del desempefio de reactores de una cdmara para la produccién de metano con otros autores.

Material Q Y
o
Tipo Volumen . m? anodo yojtaje J(A/M?) (mL . % CH4
Sustrato Inéculo Temperatura ) (mL Remocion = Ec % n<% Referencias
reactor (L) Anodo  Catodo Imreactor@Plicado snodo ., IL*d) 49 biogas
4
DQO)
0.5 0.303 60 100 75 * 398 112
Malla de
Una Acetato de Fibra de (Gou et al.,
) 0.7 . Lodo activado . acero 35 14.57 0.7 0.744 110 240 75 * 755 894
camara sodio grafito 2017)
inoxidable
0.9 1.263 140 256.7 80 * 912 735
_ 0.5 0.14 * 200 82 58.23 12 *
Escobillo (Flores-
Una Acetato de . Escobillo de
. 0.3 . Lodo anaerobio  de 35 18.3 1 3.5 * 351 99.5 66.03 116 * Rodriguez
camara sodio carbono
carbono et al., 2019)
1.5 0.15 * 100 99.8 56.57 15
Tela
carbono
Una Acetato de o Cepillo _ 120- (Lietal,
0.13 . Lodo primario . recubierto * 261 0.8 72 A/m3 82 330 * 95+2
camara sodio grafito 180 2019)
con

platino
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Una Cepillo Cepillo i} (Lee et al.,

0.35 Glucosa Lodo anaerobio . _ 35 12 1 4.6 * 340 85% 52.7 *
camara grafito grafito 2019)
Una Acetato de  Geobacter Fibra de Acero (Yinetal.,
0.25 . . . S 35 34 1 12.5 850 360 100 93 * :
camara sodio  Methanosarcina grafito inoxidable 2016)
Malla de
Una Acido Efluente un Cepillo acero (Rader et
2.4 * 4.5 0.9 1.48 116 * 46 92 *
camara acético MFC grafito  inoxidable al., 2010)
34
Una Efluente un Fieltro Fieltro (Ahn et al.,
2.5 Lodo PTAR . _ 35 2.16 * * 1.1 m3%m3 104 42 57-67 * 34
camara MEC grafito grafito 2017)
Una Efluente un Fibrade  Cepillo (Gou et al.,
0.7 Glucosa . _ 35 14.57 0.8 * 131 138 70 73.7 17.8
camara MEC grafito grafito 2017)
13.3 0.89 9.47 265 268 79 81 127 74
Efluente
Una | | _ Fieltros Espuma de 25.6 0.51 6.76 344 284 90 85 97 138 .
] 0.45 acidogénico Lodo anaerobio _ ) 30 Este trabajo
camara sintético grafito.  niquel. 37.8 1.14 4.00 482 262 93 84 87 66

50 1.35 4.00 410 201 89 77 92 66
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4.3 Evaluacion de la comunidad microbiana

4.3.1 Bioanodo

Sobre el analisis de la comunidad de bacterias el género predominate en el inéculo
fue el Aminivibrio representado el 63% de la comunidad (Fig. 4.19), este
microorganismo se ha encontrado principalmente en reactores tratadores de aguas
residuales de trigo y arroz (Honda et al., 2013). El género Aminivibrio se encontrado
en reactores bioelectroquimicos productores de energia eléctrica principalmente.
Mientras el segundo género predominante Syntrophobacter, al realizar una revision
en literatura, se encontrdé que especies de este género tiene una alta capacidad de

oxidacion de propionato a acetato (Xin et al., 2019; Yi et al., 2020).

Mientras el género predominante en los anodos fue Geobacter, siendo el 83% de la
comunidad del &nodo del reactor de 25.6 m?/m?3, mientras en los demas reactores
representé 60% para el reactor de 13.3 m?/m?, un 68% en el reactor 37.8 m?m3y
un 59% en el reactor 50 m?/m3. Varias especies pertenecientes al género Geobacter

entre las que podemos mencionar Geobacter sulfurreducens, Geobacter

psychrophilus han llegado a representar hasta 99% de la poblacion de la biopelicula,
si bien también se encontrado este género con otros como Rhopseudomas y
Clostridum, pasando tiempos de operacion largos generalmente mayores de 90 dias
de trabajo las especies predominantes perteneceran al género Geobacter (logan et
al., 2019; Vassilev et al., 2018). Una de las principales razones es debido que
realizan una transferencia de electrones directa sobre el anodo, esto a través de los
pilin que contiene, lo que les permite hacer transferencia efectiva de electrones al
mismo tiempo de obtener energia, ademas estos pilis permiten formar una
biopelicula gruesa sobre los electrodos, lo que ayuda a generar altas densidades
de corriente(Yan et al., 2020; Eerten-Jansen et al., 2015). Mientras la mayoria de
los demas géneros los realiza a través de una transferencia mediada a través de
guinasa y flavinas que secretan de la membrana para realizar la transferencia y
obtener energia (Harb et al., 2020; Lovley, 2017; Ren et al., 2014)
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Otra comunidad encontrada en la biopelicula fue el género Rhopseudomas que
pertenece al a las bacterias purpuras no del azufre con alta capacidad de producir
hidrégeno, este género podria explicar el color rojizo presente en los anodos, ya
gue es caracteristico de biopeliculas que generan. Por otro lado la mayoria de las
especies de este género proceden a realizar una transferencia de electrones media
a través de compuestos como fenazinas o flavinas, una posible explicacion para
diferencia abundancia en los electrodos puede deberse a los campos magnéticos
diferentes que generan en electrodo debido a su tamafio, sin embargo esto todavia
estd bajo estudios para su comprobacion. Por dltimo género de interés es
Clostridum, debido que muchas especies de este género tiene la capacidad de
producir caproato y valerato. La baja abundancia de este género sobre el catodo
puede estar relacionado a que pertenece a los microorganismos electrotroficos, es
decir a microorganismos que consumen electrones para llevar procesos de
reduccion junto al COz para la produccion de compuestos de carbono. Lo que
indicaria porqué este género es mas abundante sobre los biocatodos. (Vassilev

et al., 2018; van Eerten-Jansen et al., 2015).
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Figura 4.20 Comunidad de bacterias por género que crecio en el &nodo.
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Al analizar la comunidad de arqueas el género predominante en inéculo fue
Methanolinea siento el 89% de la comunidad de arqueas, este género ha sido poco
reportado en sistemas bioelectroquimicos por lo que podriamos suponer que las
especies de este género no son microorganismos electroactivos. Los articulos que
hablan del género Methanolinea que su crecimiento 6ptimo se encuentra en pH
acidos de entre 5.5 a 6.5, por lo que al utilizar pH neutros en este estudio este
género fue desplazado por otros que tiene un mejor crecimiento a pH neutros.
(Charalambous et al.,, 2020; Shamsuddin et al., 2019). Actualmente se esta
realizando estudios con el género Methanolinea en procesos de bioaumentacion
para tratar aguas residuales provenientes de la industria lactea (Wang et al., 2020;
Yin et al., 2016). Por su parte el género de arquea que predomino en la biopelicula
del anodo fue Methanofollis siendo mayor del 90% de la comunidad microbiana de
todos los reactores. Las especies de género Methanofollis son arqueas
metogénicas hidrogenotroéfica estrictas ya que su Unica fuente de energia es a
traves de la reduccion de CO2/H: a metano (Yuan etal., 2020), la posible

homogeneidad de la comunidad de arqueas en el &nodo pude deberse el control de

potencial.
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Figura 4.21 Comunidad arqueas por género que crecieron en el anodo.
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4.3.2 Biocatodo

Al analizar la comunidad bacteria del catodo no hay ningliin género predominante
sobre el electrodo, a diferencia del anodo que el género predominante fue
Geobacter. Una de las razones pude deberse a que se utilizd6 como catodo espuma
de niquel, ya que algunos estudios apuntan que junto al cobre pude inhibir de forma
parcial el desarrollo de las bacterias. Otra razon es debido a que durante la
operacion cada catodo produjo un potencial catédico diferente en cada reactor como
se puede observar en la Tabla 4.1, ademas altamente negativos. Algunos estudios
recomiendan crecimiento de microorganismos exoelectrogénicos entre un rango 0.0
a 0.2 V(respecto SHE) ya que ayuda a generar una biopelicula estable, no obstante
el potencial que predomino fue negativo en el cétodo.

Si bien un analisis de la comunidad microbiana es dificil por la alta diversidad,
podemos mencionar en primer lugar el crecimiento del género Petrimonas, que
crecio en todos los catodos, aunque inicialmente en el inéculo no aparece. La
importancia del género Petrimonas es que algunas especies como la Petrimonas
sulfuriphila, realizan procesos de fermentacion y utilizan al azufre o nitrito como
aceptores de electrones, por lo que pudo contribuir en el proceso electroquimico

para la formacion del sulfuro de niquel (NisS).

Otro género de interés es Desulfovibrio donde se ha reportado que estos
microorganismos promueven procesos de corrosion en presencia en metales puros
como niquel, cobre, hierro, etc. De igual manera varias especies del género
Desulfovibrio pertenecen a los microorganismos electrotrofos que pueden a llegar a
requerir hasta un consumo de corriente 7.7 mA/m? para su crecimiento. Uno de los
problemas que puede presentar tener esta comunidad en los reactores es que en
presencia de sulfato e hidrogeno puede llevar acabo la produccion de H2S que es
un compuesto no deseado durante la produccion de metano, ya que se requiere
proceso de purificacion posteriores para cumplir con las normas para el uso de este
biogas (Lopes et al., 2005; Shamsuddin et al., 2019).
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De igual forma como con la comunidad de bacteria en el catodo la comunidad de

arque muestra ser mas heterogenea, sin embargo la principal diferencia es que hay

un género dominante por cada relacion dnodo y volumen de reactor (Fig. 4.21). En

el catodo del reactor de 13.3 m?/m?® el género predominate fue Methanocalculus,

este género pertenece a las arqueas hidrogenotréficas y tiene un mejor crecimiento

en medios salinos, si bien su principal ruta de produccion de metano es a través de

la reduccion de CO: e Hz, medios concentraciones mayores 1.1 M Na* puede llevar

la oxidacion de aceto para la produccion de metano. ( Yang et al., 2018).
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Mientras en reactor 25.6 m?/m? el género dominante fue Methanofollis el mismo

género predominante que en el anodo. En el reactor para relacion de 37.8 m?/m?3 el

género dominate fue el Methanobrevibacter de igual forma las especies que

pertenece a este género son arquear hidrogenotréficas, este microorganismo

siempre se encuentra en el tratamiento de aguas residuales de mataderos de

animales debido que la mayoria de las especies habia en seres humanos y animales

(Yang et al., 2018). Un género de interesante el Mathanolobus debido que su Unica

fuente de energia es el metil, que un subproducto de la reduccion de CO: e

hidrégeno a metano por la via hidrogenotrofica (van Eerten-Jansen et al., 2015).
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4.8 Desempefio de la espuma de niquel a largo plazo

El niquel antes de empezar la operacién de los reactores presentaba una coloracion
grisacea platinada (Fig. 4.24-a). Durante los siguientes dias de operacion de los
reactores, el catodo se le empez6 a formar una biopelicula de color gris, que cubrio
a los catodos después de 65 dias de operacion (Fig. 4.24-b). También durante la
operacion de los reactores se observé un cambio de color en los catodos, siendo
tras 180 dias de operacion la espuma de niquel presentaba un color negro en todos
los reactores donde se utilizé (Fig. 4.24-b).Cuando se observo la espuma de niquel
nueva a través del estereoscopio, se observo que la espuma tenia una estructura
de varios anillos hexagonales unidos entre si, indicando que tiene una alta superficie
el material. Mientras la observacion del catodo utilizado mostraba una coloracion
negra, asi como incrustaciones de cristales de cloruro de niquel, ademas que
presentaba varios anillos destruidos. La observacién de la destruccién de los anillos
de la estructura de niquel, pueden indicar procesos de corrosion. Por ultimo a
observacion de la espuma limpia, aun se observaron incrustaciones de cloruro de

niquel ,asi como la coloracion negra en la espuma.

Figura 4.24 a) Electrodo es espuma niquel nuevo. b)Espuma de niquel al dia 65 de operacion. c)
Espuma de niquel al dia 165 dia de operacidon. d) Espuma de nique nueva vista en un estereoscopio
aumentado 20X. €) Espuma de niquel después de uso en reactor vista en estereoscopio aumentado
20X f) Espuma de niquel después tratamiento de limpieza vista en estereoscopio aumentada 20X.
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Como podemos observar con las voltamétrias ciclicas en primer lugar es que la
espuma de nique nueva tiene un alto poder de reduccion siendo aproximadamente
de -300 mA a un potencial aproximado de -1.5V (Fig. 4.24 ), esta la razén que sea
utilizado en estudios de reducciéon de CO:z y produccion de hidrogeno (Flores-
Rodriguez et al., 2019; Sangeetha et al., 2016). Mientras la voltamétria ciclica de la
espuma de niquel nueva demostré que no es buena opcion el método de limpieza
utilizado, debido a que perdié la exposicion de sitios acticos la espuma de niquel.
Por otra parte la voltamétria ciclica del electrodo utilizado mostro que si bien ain
tiene sitios activos para llevar a cabo reacciones de reduccién, también tiene un pico
de oxidacién lo que podria indicar que podria esta llevando un proceso de corrosion
en electrodo (Fig. 4.25) (Shamsuddin et al., 2019).
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Figura 4.25 Voltamétrias de espumas de niquel en diferentes condiciones de uso.
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6. Conclusiones

En los reactores de camara unica donde aplico el potencial anddico y se probaron
las relaciones, se logré obtener un biogas con una alta concentracion de metano en
el biogas siendo esta en promedio de 85%, siendo un 15% mas de concentracién
de metano con respecto a los reactores de control donde se alcanzaron

concentraciones maximas de 70% de metano.

Se evaluo el uso de sistemas bioelectroquimicos microbianos para incrementar el
contenido de CH4 en el biogas. Se determiné que una relacion de 25.6 m?/m3 con
un potencial anddico de 0.5 V (vs Ag/AgCl) maximiza la produccion de CH4 en
reactores bioelectroquimicos de una camara. Se alcanzaron productividades de
metano de 344 mL CH4/L/d y rendimientos de 284 mL CH4/g DQO con remociones

de materia organica >90%.

La relacion A/V de 253.6 m?/m? se logroé una eficiencia energética 15029.2, es decir
una recuperacion 50% de energia que podrias ser aprovechada en forma de biogas.
No obstante a utilizar una relacion A/V a mas de 25.6 m?/m?3 genera potenciales mas
altos en el catodo haciendo el proceso ineficiente energéticamente. Ya que al utilizar
una relacion a 37 m?/m?3 se tienen mayores productividades de CHa pero la eficiencia

energética disminuye 60 % respecto a la relacion de 25.6 m?/m3.

Controlando el potencial anddico a 0.5 V (vs Ag/AgCl) se favorecio el crecimiento
Geobacter sp. en la biopelicula electroactiva, mientras que Methanofollis sp.
predomina entre las arqueas sobre el anodo. Mientras que debido a los diferentes
cambios de potenciales catddicos crecid una biopelicula bastante heterogenica de
bacterias, indicando que son muy susceptible a los cambios de potenciales sobre el

electrodo.

Por otra parte los altos potenciales altamente negativos favorecieron el crecimiento
de un género especifico de arquea en cada catodo siendo los géneros

Methanocalculus sp., Methanofollis sp., Methanobrevibacter sp, Methanobacterium

sp.

72



La principal ruta de transferencia de electrones es la via indirecta dado que las
arqueas presentes en los reactores son hidrogenotroficas estrictas y la actividad
metabdlica para obtener energia parte de la reduccion del CO2 con H2 para generar
CHa.
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7. Perspectivas

Si bien existen estudios desde principios del siglo XXI sobre los sistemas

bioelectroquimicos, mayoria de estudios y avances se han realizado en la Ultima

década, y mas a lo referente a los sistemas enfocados a metano. No obstante

todavia hay areas en que se podria profundizar para mejor los rendimientos

obtenidos en este trabajo partiendo de base la relacion obtenida. Entre las ares de

oportunidad podemos mencionar:

Evaluar diferentes concentraciones del sustrato para encontrar una
concentracion optima que nos ayuden a mejorar los rendimientos y tasas de
produccion de metano. Esto para evitar procesos de inhibicion en el sistema,
asi como tener un flujo electrones adecuado para produccion de CHa.
Realizar estudios con efluentes acidogénicos reales provenientes de los
reactores de produccion de metano por fermentacion oscura, entre los que
podriamos mencionar los provenientes de un reactor que utilizan suero leche
como sustrato. Esta recomendacion se hace debido que su composicion final
de acidos grasos fue muy similar a la utilizada en este trabajo.

Realizar la operacion de un reactor con la misma configuracion en forma
continua para realizar una comparacion para ver cual entrega mejores
resultados operacionales.

Realizar un estudio con los reactores, metiendo un proceso de recirculacion
de biogas. Esto debido que puede mejorar la concentracion de metano en el

mismo.
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Anexos

Anexo 1:Prueba de normalidad de los datos
Se realizo la prueba de normalidad a los datos obtenidos en el periodo estable de
los reactores para ver si los datos provenian o no de distribucion normal y definir las

pruebas estadisticas mas adecuadas para el andlisis de datos.

La prueba se realiz6 a través de minitab 18 utilizando el método de Anderson-
Darling con un valor de alfa(a) igual a 0.05, siendo la hipétesis nula (Ho) que los
datos siguen una distribucién normal. Una vez obtenido la grafica y el valor de p se

realizan las siguientes consideraciones (minitab, 2020):
Valor p € a: Los datos no una distribucion normal (Rechaza Ho)

Si el valor p es menor que o igual al nivel de significancia, la decisién es
rechazar la hipétesis nula y concluir que sus datos no siguen una distribucion

normal.

Valor p > a: Usted no puede concluir que los datos no siguen una

distribucién normal (No puede rechazar Ho)

Si el valor p es mayor que el nivel de significancia, la decision es que no se
puede rechazar la hip6tesis nula. Usted no tiene suficiente evidencia para

concluir que los datos no siguen una distribucion normal.

Como podemos observar en lafiguraly 1.1 el valor de p obtenido es menor a 0.005
y con ello menor a alfa por lo que se rechaza la hip6tesis nula y los datos no siguen

una distribucion normal con un valor de alfa 0.05.
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ANEXO 2 Prueba estadisticas

En las Tablas 2.1, 2.3, 2.5y 2.7 se muestra el analisis que arrojé la prueba Kruskal-
Wallis, esta se realizé a través de Excel 365 y en complement6 de software Real
Statistics Resource. Mientras las Tablas 2.2, 2.4, 2.6 y 2.8 se muestra un ejemplo
de cémo se realiz6 la prueba de Bonferroni para determinar entre que variables de

respuesta habia o no diferencia significativa.

Tabla 2.1 Prueba de Kruskal-Wallis para tasa de produccion de metano

median 267 336 442 433
rank sum 45 219 343 296
count 9 13 10 10 42
r"2/n 225 3689.307692 11764.9 8761.6 24440.80769
H-stat 33.3973933
H-ties 33.40052656
df 3
p-value 0
alpha 0.05
sig yes

Tabla 2.2 Prueba de Bonferroni para tasa de produccién de metano

group contrast R-mean size
1 5 9
2 1 16.84615385 13
3 34.3 10
4 -1 29.6 10
0 -12.75384615 42
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std err chi-sq df p-value chi-crit sig
5 6 3 0.106408616 11 no

Tabla 2.3 Prueba de Kruskal-Wallis para rendimiento de metano

Median 267.515924  282.326369 255.5 206
Rank sum 208.5 430 208.5 56
Count 9 13 10 10 42
rr2/n 4830.25 14223.0769 4347.225 313.6 23714.1519
H-stat 28.5691158
H-ties 28.5783787
Df 3
p-value 2.7461E-06
Alpha 0.05
Sig yes

Tabla 2.4 Prueba de Bonferroni para para rendimiento de metano

group contrast R-mean size
14 23.1666667 9
24.5 1 33.0769231 13
37.2 20.85 10
49 -1 5.6 10
0 -38.6769231 42



std err chi-sq df p-value chi-crit sig

5.15929188 56.1983594 3 3.8108E-12  11.7388805 yes

Tabla 2.5 Prueba de Kruskal-Wallis para eficiencia coulombica.

median 127 97 86 93
rank sum 341 263 127 172
count 9 13 10 10 42

r"2/n 12920.11111 5320.692308 1612.9 2958.4  22812.10342

H-stat 22.575438
H-ties 22.575438
df 3
p-value 4.95063E-05
alpha 0.05
Sig yes

Tabla 2.6 Prueba de Bonferroni para para eficiencia coulémbica.

group contrast R-mean size
14 37.88888889 9
24.5 20.23076923 13
37.2 1 12.7 10
49 -1 17.2 10
0 -4.5 42
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std err chi-sq df p-value chi-crit sig

5.48634669 0.672757475 3 0.879592179 10.86130267 no

Tabla 2.7 Prueba de Kruskal-Wallis para eficiencia energética con flujo de metano.

median  79.15061886 153.4338935 78.76520387 79.55285564

rank sum 165 461 185 179
count 10 11 11 11 43
rr2/n 2722.5 19320.09091 3111.363636 2912.818182 28066.77273
H-stat 46.01335768
H-ties 46.01335768
df 3
p-value 5.63452E-10
alpha 0.05
sig yes

Tabla 2.8 Prueba de Bonferroni para eficiencia energética con flujo de metano.

group contrast R-mean size
14 16.5 10
24.5 1 41.90909091 11
37.2 -1 16.81818182 11
49 16.27272727 11
0 25.09090909 43



std err chi-sq df p-value chi-crit sig
5.354126135 21.96117624 3 6.64558E-  10.86130267 yes
05

Tabla 2.9 Prueba de Kruskal-Wallis para eficiencia energética con flujo de metano y flujo
de hidrégeno.

median 75.00231903  143.4906798  60.25269364  68.54121906

rank sum 162 465 130 146
count 9 13 10 10 42
r"2/n 2916 16632.69231 1690 2131.6 23370.29231
H-stat 26.28433427
H-ties 26.28433427
df 3
p-value 8.31547E-06
alpha 0.05
sig yes

Tabla 2.10 Prueba de Bonferroni para eficiencia energética con flujo de metano y flujo de
hidrégeno.

group contrast R-mean size
14 18 9
24.5 1 35.76923077 13
37.2 13 10
49 -1 14.6 10
0 21.16923077 42
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