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RESUMEN

Los digestores anaerobios se han convertido en foco de atenciéon en los Ultimos afios. Estos son
unidades de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) en las que un grupo
complejo de microorganismos se encargan de descomponer la materia orgdnica compleja en
ausencia de oxigeno dando lugar a un biocombustible conocido como biogas, el cual es una
fuente de energia renovable que se puede utilizar en el propio proceso, por ejemplo, en el
calentamiento del digestor o para abastecer parte del consumo energético de la planta.

Asi pues, en los ultimos afios, para mejorar el rendimiento de produccion de biogds en los
digestores se han empezado a utilizar los residuos de otros procesos industriales. Basicamente
estos procesos, conocidos como codigestién anaerobia, consisten en el tratamiento conjunto de
los fangos producidos en la linea de aguas mas residuos orgdanicos diferentes para conseguir una
Optima recuperacion de la energia. La complejidad de su aplicacién a escala real hace necesario
el estudio del uso de diferentes tipos de cosustratos, donde la viabilidad de la aplicacion de cada
tipo de sustrato depende de sus propiedades fisicoquimicas y su contenido en nutrientes, dado
gue se trata de un proceso microbioldgico.

En estos sistemas, conocer la microbiologia que se desarrolla es de crucial importancia para
obtener buenos rendimientos de biogas en el digestor anaerobio. Por esto surge este trabajo, el
cual ha permitido conocer de forma global algunas poblaciones microbianas y las diferencias
gue existen en cuanto a presencia y abundancia de las poblaciones microbianas involucradas en
los procesos de digestidon y codigestién anaerobios llevados a cabo en diferentes EDAR de la
provincia de Valencia: Quart-Benager, Gandia y Ontinyent, y se ha evaluado su relacién con los
pardmetros operacionales. Todos operan en condiciones mesofilicas, pero a diferentes tiempos
de retencion celular y los dos primeros son alimentados con cosustratos de composiciones
diferentes. Este trabajo se enmarca en un convenio con la Catedra de Aguas de Valencia, lo que
ha facilitado la adquisicion de las muestras.

La identificacidon de las poblaciones microbianas se ha llevado a cabo empleando la técnica
molecular FISH (Fluorescent in situ hybridization). Esta técnica reveld la presencia de bacterias
de los phylum Firmicutes, Actinobacteria, Chloroflexi y de la clase Betaproteobacteria, asi como
de bacterias sulfatoreductoras (SRB) con diferentes abundancias en los tres digestores. En
cuanto a la presencia de arqueas metanogénicas, se identificd el orden Methanosarcinales,
Methanobacteriales y Methanomicrobiales, aunque éstos dos ultimos solo se detectaron en dos
de los tres digestores y presentaban una abundancia menor a un 1% respecto del total de
arqueas y bacterias. De las metanogénicas detectadas, el orden Methanosarcinales fue el
predominante en todas las muestras de los tres digestores, siendo el género Methanosaeta el
Unico detectado. Esta técnica no reveld la presencia del orden Methanococcales. La comunidad
microbioldgica presenté mas variabilidad entre las muestras en el digestor de Quart-Benager en
comparacién con los otros dos, digestor en el que se afiade mas cantidad y variedad de
cosustratos. En los otros dos digestores se observé que la poblacién no variaba estadisticamente
entre las muestras.

Posteriormente se estudio la posible influencia de los parametros de operacién y de las variables
fisicoquimicas del proceso sobre la poblacidon microbiolédgica. La abundancia detectada para los
phylum Actinobacteria y Chloroflexi en el digestor de QB parece verse afectada por las
variaciones del tiempo de retencidn celular (TRC) y de la temperatura, ya que un TRC mas
elevado supone una mayor estabilizacidn del fango vy, por lo tanto, una menor concentracion de
bacterias. Ademas, esto coincide con una disminucién de la concentraciéon de acidos grasos
volatiles en el digestor. En los digestores de Gandia y Ontinyent no se ha observado ninguna
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relacion con los parametros debido a la poca variabilidad de éstos y de la comunidad
microbioldgica.

En cuanto a los cosustratos anadidos, no se ha visto ningln efecto claro sobre la poblacidon
microbioldgica detectada ni en el rendimiento en cuanto a porcentaje de metano en el biogas
en cada digestor. Esto tiene sentido ya que no se conoce qué fraccién de esa DQO estd disponible
para los microorganismos. Probablemente, las cargas organicas debidas a los cosustratos sean
muy bajas y éstas tengan que superar un cierto umbral para notar un efecto en el rendimiento
del digestor.

Una comparacién de la produccién de biogas entre los tres digestores ha puesto de manifiesto
como el mayor rendimiento del digestor de QB parece estar relacionado con la utilizacion de
tiempos de retencién celular (TRC), temperaturas (T) y cargas organicas debida al cosustrato
mayores, condiciones que favorecen el desarrollo de las metanogénicas.
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1. Introduccion

En las ultimas décadas, la demanda energética del ser humano ha aumentado de forma
exponencial. Hasta el dia de hoy, estas necesidades se han cubierto con fuentes de energia
fésiles. Sin embargo, los inconvenientes que presentan este tipo de combustibles, como su
elevado poder contaminante, su inevitable agotamiento y su baja sostenibilidad econdémica,
llevan a la busqueda y al estudio de otras posibilidades. Es aqui donde entran en juego las
energias renovables y los biocombustibles.

Por otra parte, este uso desenfrenado de los recursos naturales, y la forma de vida actual, da
lugar a una gran cantidad de residuos, tanto urbanos como industriales, cada vez mas complejos
y mas dificiles de tratar. Es por esto por lo que la depuracién de aguas se ha puesto de relieve
para permitir la reutilizacién de los recursos hidricos y un desarrollo sostenible.

En una tipica estacidon depuradora de aguas residuales (EDAR), una importante cantidad de
fango se recoge de la sedimentacion primaria y del proceso de fangos activados y deben ser
tratados antes de su eliminacién para la proteccién del medio ambiente. Ademas, el tratamiento
de estos fangos puede suponer hasta el 60% del coste total asociado con el tratamiento de aguas
residuales municipales (Ramakrishna et al., 2005). En relacion con esto, se han realizado
numerosas investigaciones dedicadas a minimizar la generacion de lodos (Semblante et al.,,
2014) y optimizar el tratamiento del fango (Brisolara et al., 2011). Entre las opciones
actualmente disponibles para el tratamiento de lodos de aguas residuales, la digestion
anaerobia es probablemente la tecnologia mds ampliamente utilizada.

Con el fin de optimizar los procesos de digestién anaerobia presentes en la linea de fangos de
las EDAR unido a la creciente preocupacién por la eliminacién de las grandes cantidades de
desechos orgdnicos procedentes de fuentes domésticas, industriales y agricolas se han
desarrollado nuevas tecnologias de digestidn anaerobia que responden a procesos de
codigestion anaerobia. En este proceso el fango generado en la linea de aguas, el cual presenta
una baja concentracién de materia orgdnica y de sélidos volatiles, lo que hace que generalmente
el digestor opere a bajas cargas orgdnicas, es codigerido con otros sustratos biodegradables que
compensan las carencias que cada sustrato tiene por separado para aumentar la produccion de
biogas.

En este proceso intervienen diferentes grupos de microorganismos que actian de forma
sintréfica. El desequilibrio entre los diferentes grupos microbianos puede conducir no sélo a una
disminucién en la produccion de metano sino también al fallo del proceso por la acumulacién
de productos intermedios que pueden inhibir a los microorganismos. Existe mucha informacion
sobre la estructura de la comunidad bioldgica en digestores anaerobios a escala piloto. Gracias
a la generalizacién de las técnicas de biologia molecular, se han ensayado varias técnicas
cualitativas, como DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), y cuantitativas, como qPCR
(Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) o FISH (Fluorescence In Situ Hybridization),
para el estudio de la dindmica de las poblaciones microbianas en relacion con los diversos
pardmetros de operacidon y control empleados para describir el comportamiento a nivel
macroscépico de los biorreactores. Consecuentemente, la caracterizacion microbioldgica esta
cambiando la visién paradigmatica del biorreactor como una “caja negra” y permite establecer
un diagndstico preciso de los procesos implicados a escala microbiana. Sin embargo, se ha
encontrado muy poca informacién sobre la composicion de las comunidades microbianas en
digestores anaerobios a escala real, sometidos a fluctuaciones derivadas de cambios de la carga
organica, de las condiciones climaticas o de la composicion del agua residual.
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La microscopia tradicional nos aporta informacién tanto cualitativa como cuantitativa de una
importante diversidad de componentes del fango activo que en el digestor estan en proceso de
degradacion. La aplicacién de nuevas técnicas microscdpicas semicuantitativas, como las de
viabilidad celular, nos permiten observar la abundancia de células viables y células muertas, pero
no permiten la identificacion de los microorganismos a nivel de especie, ni su discriminacién en
categorias taxondmicas superiores (por ejemplo, eubacterias versus arqueobacterias). Para una
caracterizacién mas detallada de las poblaciones microbianas se puede utilizar la técnica FISH,
aunque es precisa la realizacidon de estudios previos de la microbiologia para la obtencion de
sondas especificas. Esta dificultad podria ser superada con la aplicacién de la DGGE, que, aunque
es una técnica no cuantitativa permite obtener una visidon bastante precisa de las especies
predominantes, asi como su posterior identificacion mediante la secuenciacién del ADN. Sin
embargo, es una técnica muy costosa, tanto en tiempo como en dinero.

1.1. Digestidén anaerobia

La digestién anaerobia es un proceso bioldgico de degradacién de la materia organica compleja
en ausencia de oxigeno para dar metano, el cual es una fuente de energia que puede
aprovecharse en el mismo proceso, y didxido de carbono.

La historia de este proceso tiene su origen en la naturaleza, sin embargo, no fue hasta el siglo
XVl cuando Volta estudio el gas combustible que se formaba en pantanos y aguas residuales.
En 1804, Dalton establecié la féormula quimica y la asocié con el gas metano, y en 1868
Beauchamp determind la participacion de microorganismos unicelulares en el proceso. En 1875
Propoff descubria que sélo se formaba biogas en condiciones anaerobias, y finalmente, en 1884,
Pasteur analizé la intervencién de la temperatura en el proceso de digestion a partir de residuos
de origen animal, proponiendo el uso del biogas para iluminar las calles.

La digestion anaerobia en la historia de los paises industrializados se ha centrado en la gestion
de residuos y a partir de la crisis energética de los afos setenta, la biometanizacion se planted
como una forma plausible de obtenciéon de energia. Fue Dinamarca en 1985 donde comenzé un
programa de desarrollo para potenciar las plantas de digestidon anaerobia como productores de
energia eléctrica.

El biogds producido en la digestidn anaerobia tiene un alto contenido en metano, con un elevado
poder calorifico, del orden de 5250 kcal/m3. Asi, la energia que contiene 1 m3 de metano
equivale a la energia de 0,6 m® de gas natural (IDAE, Instituto para el Desarrollo y Ahorra de
Energia, octubre 2007), de ahi el interés de la digestién anaerobia frente a otro tipo de
tratamiento de residuos.

La digestion anaerobia es ampliamente usada en las EDAR para estabilizar la mezcla de fangos
primarios y secundarios previamente a su aplicacién sobre el terreno o su posterior tratamiento
térmico, al mismo tiempo que se produce energia para contrarrestar parte de la que se consume
en el proceso de tratamiento. Ademas, durante este proceso, nutrientes cémo nitrégeno y
fosforo son liberados a la fase liquida en forma de amonio y fosfato, por lo que la digestion
anaerobia puede ser también una excelente opcidn para la recuperacion de nutrientes (Xie et
al., 2013).

Los procesos anaerobios se dan en cuatro pasos sucesivos (Figura 1):
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Figura 1. Etapas, sustratos y productos de la digestion anaerobia.

- Hidrdlisis: Proceso de transformacidon de moléculas de gran tamafio y peso molecular
en moléculas mas pequefias para facilitar su transporte a través de la membrana celular,
realizado mediante la accion de enzimas extracelulares sintetizadas por los
microorganismos. Tiene lugar la hidrélisis tanto de la materia particulada como de la
disuelta. Este proceso es realizado por bacterias hidroliticas (heterdtrofas anaerobias)
tales como Clostridium, Proteus vulgaris, Peptococcus, Bacteroides, Bacillus, Vibrio,
Aacetivibrio cellulolyiticus, Staphylococcus y Micrococcus (Amani et al., 2010). Este
proceso es normalmente mas lento que los de crecimiento bioldgico, por lo que suele
convertirse en el limitante.

- Acidogénesis: Se produce la fermentacidn de las moléculas organicas solubles
generadas en la hidrélisis dando lugar, por una parte, a compuestos que pueden ser
utilizados directamente por las arqueas metanogénicas, como acido acético o féormico,
o Hy, y por otra parte a compuestos que posteriormente serdn oxidados por bacterias
acetogénicas en la siguiente fase, como acido propidnico, butirico o lactico. Diversos
microorganismos intervienen en la degradacidon de azucares, aminoacidos, y acidos
grasos de cadena larga, obteniéndose acido acético, acidos de cadena corta y otros
compuestos.

- Acetogénesis: En esta fase tiene lugar la degradacién por parte de microorganismos
acetogénicos de algunos productos intermedios de la acidogénesis que no pueden ser
utilizados directamente por los microorganismos metanogénicos, dando lugar a
productos sencillos como acido acético, H, y CO,.

- Metanogénesis: Consiste en la conversién de los acidos organicos volatiles y el
hidrégeno en metano y otros productos simples por accidn de microorganismos
anaerobios estrictos que reciben el nombre de arqueas metanogénicas. Las especies
gue han sido identificadas como arqueas metanogénicas se clasifican en (Seeliger et al.,
2002):
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O Las que convierten el acetato en metano y diéxido de carbono por la ruta
acetocldstica como Methanothrix soehngenii y Methanosaeta concilii.

O Llas que producen metano a partir de hidrégeno y CO, por la ruta
hidrogenotréfica como Methanobacterium bryantii, Methanobacterium
thermoautotrophicum y Methanobrevibacter arboriphilus.

O Lasespecies que consumen formiato, hidrégeno y CO, y producen metano tales
como Methanobacterium formicicum, Methanobrevibacter smithii, y
Methanococcus voltae.

1.2. Microorganismos involucrados en el proceso anaerobio

En los sistemas de tratamiento de aguas residuales se encuentran una amplia variedad de
microorganismos como bacterias, protozoos, algas, hongos, rotiferos y nematodos, siendo las
bacterias las que constituyen el 95% de |la biomasa en el proceso de fangos activados (Seco A.y
Ferrer J., 2003). En los digestores anaerobios, la mayor parte de los microorganismos que
intervienen son estrictamente anaerobios, por lo que la presencia de oxigeno en el medio
provoca su desaparicién.

La digestidn anaerobia involucra muchas especies de microorganismos simbidticos que pueden
dividirse en dos amplios grupos: acidogénicas y metanogénicas. Estos dos grupos se diferencian
considerablemente en su fisiologia, cinéticas y requisitos de crecimiento (Yang et al., 2003).
Segun diversos estudios, trabajar con dos digestores en serie permite optimizar las condiciones
ambientales para cada uno de los dos grupos de microorganismos, disminuir costes y mejorar la
eficiencia del proceso (Gough et al., 1987; Yang et al., 2003; Ke y Shi, 2005; Saddoud et al., 2007).

Los microorganismos se clasifican en categorias taxondmicas, donde un grupo abarca a otros y
estd, a su vez, subordinado a uno mayor. Las principales unidades son las siguientes, ordenadas
de mayor a menor: Dominio, reino, phylum, clase, orden, familia, género y especie. Asi, la
especie es la categoria mds pequena y es la base sobre la cual se construyen las demas
categorias. Por su parte, el dominio, abarca a todo lo que estd por debajo. Cada una de estas
categorias recibe el nombre de Taxon.

1.2.1. Arqueas metanogénicas

Las arqueas metanogénicas son organismos unicelulares estrictamente anaerobios que
producen metano (CH,) como producto final de su metabolismo. Gracias a esta caracteristica,
este tipo de organismo tiene una gran importancia ecoldgica. Pertenecen al phylum
Euryarchaeota del dominio Archaea (Ferry et al., 2010). A pesar de que comparten un conjunto
de caracteristicas fisioldgicas, son filogenéticamente muy diversas. Segun Borrel et al. (2011), la
taxonomia actual clasifica a las arqueas metanogénicas en 6 6rdenes y 31 géneros todos
pertenecientes al phylum Euryarchaeota basado en un analisis comparativo de la secuencia 16S
del rRNA, asi como en un numero de propiedades fisiolégicas como sustratos para la
metanogénesis, requerimientos nutricionales, morfologias y estructuras de la envoltura celular.
Entre estos 6 ordenes, Methanocellales fue propuesto recientemente por Sakai et al. (2008)
como resultado del analisis de un microorganismo aislado de un arrozal (Ferry et al., 2010).

Existen grandes diferencias fisiolédgicas y morfoldgicas entre ellas. Dentro de cada familia e
incluso hasta en cada género, se encuentran organismos con morfologia diferente, por ejemplo,
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dentro de la familia Methanomicrobiaceae, hay metandgenas en forma de cocos, de espiral y de
bastdn. De la misma forma, dichos microorganismos, se encuentran en diferentes ambientes, vy,
por ende, tienen metabolismos diferentes, al reducir sustratos diferentes para obtener metano,
siendo los mas importantes el acetato y el hidrégeno (Van Kuijk et al., 1998; Ken F. Jarrell et al.,
1987).

Las arqueas metanogénicas son capaces de utilizar diversos sustratos para la produccion de
metano (Wang et al., 2000; Conrad et al., 2007; Borrel et al., 2011) a través de 3 rutas
metabdlicas diferentes:

- Hidrogenotréfica: transformacién de hidrégeno, formiato o ciertos alcoholes a metano
utilizando CO, como aceptor de electrones. La capacidad de utilizar H2como dador de
electrones para la reduccién de CO: es casi universal entre las arqueas metanogénicas.

- Metilotréfica: el sustrato energético lo componen una variedad de compuestos
metilados como metilamina y trimetilamina, y pueden servir como sustratos para unos
cuantos taxones de arqueas metanogénicas.

- Acetoclastica: transformacion de acetato a metano donde el carbono metilo del acetato
es reducido a metano y el carbono carboxilo es oxidado a CO,. La capacidad de
catabolizar este sustrato se limita a las especies de Methanosarcina (Zinder et al., 1985)
y Methanosaeta (Zinder et al., 1987) del orden Methanosarcinales.

Segun Borrel et al. (2011), actualmente, existe la siguiente taxonomia para los microorganismos
metanogénicos:

Orden Methanobacteriales

Este orden contiene dos familias: la Familia Methanobacteriaceae y la Familia
Methanothermaceae. La primera familia estd formada por cuatro géneros morfolégicamente
distintos: Methanobacterium (algunas especies son termofilicas y unas pocas son alcaléfilas y se
encuentran en varios habitats de agua dulce), Methanothermobacter (metandgenas
termofilicas), Methanobrevibacter, Methanosphaera (organismos gram-positivos de forma
esférica). La segunda familia consta de un solo género como Methanothermus y sus dos
especies. Ambas son termofilas extremas y han sido aisladas de aguas termales. Como
metandgenos hidrogenotrdéficos todos utilizan hidrégeno y didxido de carbono mientras que
algunos géneros de la familia Methanobacteriaceae son capaces de usar también formiato y/o
alcoholes.

Orden Methanococcales

Consta de 2 familias, Methanococcaceae y Methanocaldococcaceae y 4 géneros de
metanogenos hidrogenotroéficos aislados Unicamente de ambientes marinos y costeros. Todas
las especies usan tanto hidrogeno como formiato como dador de electrones excepto las 3
especies de Methanocaldococcus que no son capaces de utilizar formiato. Presentan una gran
diversidad en el rango dptimo de temperatura de crecimiento variando de 18 a 94°C. La familia
Methanococcaceae contiene 2 géneros: Methanococcus que incluye 5 especies mesofilicas y
Methanothermococcus que incluye especies termdfilas. Por otro lado, la familia
Methanocaldococcaceae estd formada por dos géneros termofilos (Methanocaldococcus y
Methanotorris).
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Orden Methanomicrobiales

Comprende 3 familias y 9 géneros de metandgenos hidrogenotroficos. La familia
Methanomicrobiaceae contiene 7 géneros con una variedad de diferentes morfotipos, la familia
Methanocorpusculaceae con el género Methanocorpusculum que incluye especies mesofilicas.
Por ultimo, la familia Methanospirillaceae que contiene el género Methanospirillum también
con especies mesofilicas.

Todos los organismos pertenecientes al orden Methanomicrobiales pueden crecer utilizando Ha
+ CO2 como sustrato, mientras que muchos de ellos también pueden utilizar formiatos y unos
pocos pueden utilizar alcoholes. Por el contrario, no pueden utilizar acetato ni compuestos
metilados. Pueden vivir en diversos habitats anaerobios como sedimentos marinos (Rivard et
al., 1983) y de agua dulce (Blotevogel et al., 1991), digestores anaerobios (Ollivier et al., 1985) y
tractos gastrointestinales de mamiferos (Jarvis et al., 2000).

Orden Methanosarcinales

Esta constituido por dos familias, Methanosarcinaceae y Methanosaetaceae, y 9 géneros. Sélo
dos géneros de metanogénicas y que pertenecen a este orden, Methanosaeta y Methanosarcina
son capaces de producir metano a partir de acido acético por una reaccion acetocldstica (Van
Kuijk et al., 1998). Esto es importante ya que habitualmente dos terceras partes o mas del
metano producido en el proceso de digestidn anaerobia procede del acido acético, lo que explica
que estos géneros hayan sido encontrados como dominantes en procesos de digestion
anaerobia mesofilicos (Ahring et al., 1995; Patil S. et al., 2011). Methanosaeta Concilii es una
especie acetocldstica y es la unica mesofilica de su género, otras especies son termdfilas (Daly K.
et al., 2000). Por su parte, Methanosarcina barkeri es metabdlicamente el organismo
metanogénico mesofilico mas versatil aislada en un cultivo puro, puesto que puede generar
metano a partir de H, y CO; (hidrogenotrdfica), de metanol y metilaminas (metilotréfica) y de
acetato (acetoclastica) (Van Kuijk et al., 1998).

Asi, de los dos géneros, Methanosaeta son metandgenos acetoclasticos obligados que sdlo
crecen con acetato y poseen una mayor afinidad por éste que las especies de Methanosarcina,
pudiendo sobrevivir con concentraciones minimas de hasta 5-20 uM (Smith et al., 2007).
Ademas, se ha visto que Methanosaeta es el grupo dominante en digestores anaerobios
Mesofilicos (Guo et al., 2015). Como se ha visto en numerosos estudios (Schonheit et al., 1982;
Ahring et al., 1995; Lens PNL & Kuenen 2001), en ecosistemas donde la concentracién de acetato
es alta, las especies de Methanosarcina son mds abundantes que Methanosaeta.

Algunos estudios han sugerido que los metandgenos hidrogenotréficos son dominantes a

temperaturas termofilicas y durante la inhibicion debida a alta concentracidn de acidos grasos
volatiles y amonio (De Jonge et al., 2017).

Orden Methanopyrales

Representa un grupo de metandgenos hipertermofilicos capaces de sobrevivir a 110 2Cy que no
tienen relacion con el resto de metandgenos conocidos (Huber et al., 2001). La Unica familia,
Methanopyraceae, incluye sélo una especie, Methanopyrus Kandleri que es una arquea gram-
positiva hidrogenotrofica capaz de crecer con H, y CO,. Han sido aislados de sedimentos marinos
geotérmicos.
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Orden Methanocellales

Estudios gendmicos demuestran que estos metandgenos producen metano a partir de la
reduccion de CO,con Hy, que son capaces de metabolizar aminodcidos y azucares simples, y que
han desarrollado mecanismos de defensa para diversas especies reactivas del oxigeno, lo cual
demuestra su adaptacion a ambientes ricos en nutrientes y con relativa cantidad de oxigeno,
caracteristicas principales de sus habitats (Conrad et al., 2006). Habitan principalmente en
arrozales y suelos pantanosos.

Fuera de esta clasificacion, recientemente se ha propuesto un nuevo orden, lo que daria lugar a
la existencia de 7 6rdenes de arqueas metanogénicas. Asi, el orden Methanoplasmatales esta
compuesto por especies que habitan los tractos digestivos de termitas y cucarachas, que llevan
a cabo metanogénesis a partir de metanol y H,. Por su afiliacién con Thermoplasmatales,
arqueas también pertenecientes a al phylum Euryarchaeota, el nombre provisional de este
nuevo orden es Methanoplasmatales (Borrel et al., 2013).

En la tabla 1 se recogen algunas caracteristicas de arqueas metanogénicas tipicas en digestores
anaerobios hasta ahora estudiados.

Tabla 1. Caracteristicas de arqueas metanogénicas tipicas en digestores anaerobios (Amani et al., 2010).
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A continuacidn, en la figura 2, se muestra un arbol filogenético de los microorganismos
metanogénicos.
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Figura 2. Arbol filogenético de las arqueas metanogénicas y otros euryarchaeotes basado en las secuencias del 165

rRNA (Whitman et al., 2001).

1.2.2. Bacterias hidroliticas, acidogénicas y acetogénicas

La comunidad bacteriana presente en un digestor anaerobio es muy diversa y compleja,
pudiéndose diferenciar de forma simplificada entre bacterias hidroliticas, acidogénicas o
fermentativas y sulfatoreductoras. La abundancia relativa de bacterias dentro de un digestor
anaerobio tipico a menudo es mayor de 10 células/ml. Esta poblacidn consiste en bacterias
sacaroliticas (aprox. 108 células/ml), bacterias proteoliticas (aprox. 10° células/ml), bacterias
lipoliticas (10° células/ml) y metanogénicas (108 células/ml) (Gerardi et al., 2003).

Diversos estudios de identificacion de bacterias en procesos de digestidon anaerobia han
detectado, principalmente, 4 phylum con diferente abundancia relativa: Chloroflexi,
Proteobacteria, Bacteroidetes and Firmicutes (Riviere et al., 2009; Nelson et al., 2011; Lee et al.,
2012b; Wirth et al., 2012; Sundberg et al., 2013) aunque la comunidad bacteriana es altamente
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influenciada por las caracteristicas del sustrato, asi como por las condiciones de operacion
(Sundberg et al., 2013).

Las bacterias hidroliticas en procesos de digestion anaerobia se encuentran dentro de 5
phylums: Firmicutes, Bacteroidetes, Fibrobacter, Spirochaetes y Thermotogae (Azman et al.,
2015). Firmicutes y Bacteroidetes forman el grupo mas abundantes de bacterias hidroliticas,
aunque su abundancia relativa depende del indculo y del tipo del reactor, segun lo revisado por
Azman et al. (2015). Entre los principales géneros de microorganismos hidroliticos se encuentran
Clostridium, Acetovibrio, Micrococcus, Staphylococcus y Bacillus (Hernandez, 2005). En la Tabla
2 se muestran algunas caracteristicas de las especies tipicas de bacterias hidroliticas, sus
sustratos y productos.

Tabla 2. Productos, sustratos y una aplicacion de especies tipicas de bacterias hidroliticas (Amani et al., 2010).
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Tras la etapa de hidrdlisis, las diferentes rutas de fermentacién son llevadas a cabo por
diferentes géneros bacterianos: Saccharomyces (fermentacion alcohdlica), Butyribacterium y
Clostridium (fermentacion butirica), Lactobacillus y Streptococcus (fermentaciéon del lactato) y
Clostridium (fermentacion del propionato). La poblacién acidogénica es la mas grande,
suponiendo cerca del 90 % de la poblacidn total de un digestor. Algunos de los microorganismos
presentes dentro de este grupo son: Acinetobacter Lwoffi, Acinetobacter sp, Actinomyces sp,
Alcaligenes, Pasteurella sp, Staphylococcus hominis, Bacillus, Kleibsiella oxytoca, Clostridium
spp, Peptococcus, Bifidobacterium, Delsulphovibrio spp, Lactobacillus, Staphylococcus vy
Escherichia coli (Ghaly et al., 2000; Schink, 2008).
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La velocidad de crecimiento de las bacterias acidogénicas es notablemente mas alta comparada
con la de las metanogénicas y son capaces de sobrevivir a condiciones extremas como un pH
bajo, altas temperaturasy altas cargas organicas (OLR en inglés) (Ahring et al., 2001). En la Tabla
3 se muestran algunas caracteristicas de las especies acidogénicas.

Las bacterias acetogénicas convierten los acidos grasos volatiles y alcoholes en acetato, H,,
formiato y CO,, que serdn los sustratos para las metanogénicas y las bacterias sulfatoreductoras.
En cuanto a velocidad de crecimiento, generalmente, las acetogénicas crecen mucho mas rapido
que las metanogénicas, con un valor de la velocidad maxima de crecimiento (Umax) de 1h! frente
a 0,04h? (Shigehisa y Takane, 1994). Algunas de estas especies bacterianas, asi como sus
sustratos y productos se muestran en la Tabla 4. Es importante destacar que las bacterias que
producen hidrégeno estan obligatoriamente ligadas a los microorganismos metanogénicos
hidrogenotréficos y las bacterias sulfatoreductoras que lo consumen. Unicamente cuando estos
microorganismos mantienen la concentracién de hidrégeno suficientemente baja, las bacterias
gue lo producen pueden crecer. Asimismo, el crecimiento de metanogénicas que consumen
hidrégeno estd obligatoriamente ligado al crecimiento de las bacterias productoras de
hidrogeno porque son éstas las que les proporcionan el sustrato necesario para su crecimiento.
Esta relacién entre los dos grupos de microorganismos se denomina de obligada sinergia. El
descubrimiento de estas bacterias puso en evidencia el proceso de transferencia de
interespecies de hidrégeno.

Tabla 3. Productos, sustratos y una aplicacion de especies tipicas de bacterias acidogénicas (Amani et al., 2010).
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Tabla 4. Productos, sustratos y caracteristicas de algunas bacterias acetogénicas identificadas (Amani et al., 2010).
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Los miembros del phylum Firmicutes son conocidos como bacterias fermentativas y sintroficas
capaces de degradar varios acidos grasos volatiles (AGV) (Garcia-Pefia et al, 2011). El
predominio de Firmicutes es una indicacion clara de que estos productos estan facilmente
disponibles debido a la previa fermentacién de estos acidos grasos volatiles simples. Dentro de
este phylum, Bacilli (76.1%) y Clostridia (13.3%) constituyen las clases mayoritarias. Especies
Lactobacillus dentro de la clase Bacilli son fermentadores comunes de alimentos y pueden
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crecer a partir de varios carbohidratos (Jo et al., 2007). Algunas especies Clostridium de la clase
Clostridia como C. aminobutyricum y C. sticklandii, son microorganismos capaces de utilizar
aminodcidos y producir acetato, butirato y amonio (Shin et al.,, 2010). El papel sintréfico de
Firmicutes involucra la eliminacién de H,y tiene implicaciones inmediatas en la composicién de
la comunidad de metanogénicas.

El phylum Bacteroidetes consta de bacterias proteoliticas (Kindaichi et al., 2004). La mayoria de
los microorganismos proteoliticos son también capaces de metabolizar carbohidratos para
producir acidos grasos volatiles.

Las bacterias filamentosas dentro del phylum Chloroflexi son muy comunes y abundantes en
EDAR urbanas e industriales (Beer et al.,2002; Bjornsson et al., 2002; Kragelund et al., 2007;
Speirs et al., 2009). Este phylum juega un papel importante en la formacién del fléculo
(Kragelund et al., 2011) y en la aparicién de episodios de bulking de forma ocasional (Jenkins et
al., 2004; Kragelund et al., 2006). Dentro del phylum Chloroflexi se han descrito cuatro clases
bien diferenciadas: Anaerolineae, Dehalococcoidetes, Chloroflexi y Thermomicrobia (Hugenholz
y Stackebrandt, 2004), siendo la mas abundante en fangos activos la clase Anaerolineae
(Sekiguchi et al., 1999; Bjornsson et al., 2002). El phylum Chloroflexi engloba muchos morfotipos,
como el 0092, el 0803 y el 0914. Algunos miembros de este phylum Chloroflexi juegan un papel
importante como bacterias que degradan la glucosa (Ariesyady et al., 2007).

Miembros del phylum Actinobacteria han sido aislados de digestores anaerobios tratando
residuos de tofu (Ling et al., 1996). Estas especies son principalmente sacaroliticas y no pueden
realizar actividad proteolitica. Algunas bacterias producen acido propidnico durante la digestion
anaerobia (Nelson et al., 2011; Jang et al., 2014).

La mayoria de los organismos de Alfa, Beta, Gamma y Delta proteobacteria del phylum
Proteobacteria son conocidos como bacterias que utilizan la glucosa, el propionato, butirato y
el acetato (Ariesyady et al., 2007).

1.2.3. Bacterias Sulfatoreductoras (SRB)

En competencia con las bacterias metanogénicas existe otro grupo de bacterias,
denominadas bacterias sulfatoreductoras (SRB) que también son capaces de consumir acidos
grasos volatiles e hidrogeno (H,) en presencia de sulfato. Las SRB son consideradas anaerobias
estrictas, aunque existen algunas especies que poseen mecanismos de proteccién eficientes y
son capaces de sobrevivir y mantener su actividad metabdlica en ambientes regularmente
afectados por oxigeno (Dolla et al., 2006; Bryukhanov et al., 2007). Suelen ser dominantes en
ecosistemas naturales tales como sedimentos marinos y de agua dulce y también en digestores
anaerobios en los que la metanogénesis se ve inhibida por la presencia de sulfato.

Las bacterias SRB engloban distintas especies cuya principal caracteristica comun es la utilizacion
del sulfato (5S04%) como aceptor de electrones quedando reducido en forma de sulfuro (S%). En
funcién del pH del sistema el sulfuro puede estar en forma de sulfuro o de acido sulfhidrico (H.S),
gue es un gas sumamente corrosivo y causante de malos olores. Ademas de la disminucién en
la produccion de metano, la proliferacion de las bacterias SRB supone un grave problema de
operacion porque dificulta la utilizacién del biogas formado con fines energéticos por el alto
grado de corrosidn de motores y turbinas que provoca el H,S.

Las bacterias SRB pueden crecer de forma heterétrofa, cuya fuente de carbono y energia son los
acidos grasos volatiles y de forma autétrofa utilizando el hidrégeno como fuente de energiay su
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fuente de carbono es el CO, (Nagpal et al., 2000; Lens et al., 2001). Algunas SRB puede degradar
complejos moleculares como compuestos aromaticos utilizando como dadores de electrones el
hidrégeno (H>), acetato, lactato, butirato y propionato (Hao et al., 1996; Fukui et al., 1999). Estas
bacterias ven inhibido su crecimiento por una excesiva acumulacién de acido sulfhidrico en su
forma no disociada (H,S).

En la busqueda de una clasificacién para estos microorganismos se han utilizado muchas de sus
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas. Una forma tradicional muy sencilla y
adecuada de clasificarlas viene dada en funcién a su capacidad para degradar la materia organica
en forma parcial o total. Asi, se pueden dividir en dos grandes grupos:

1). Las oxidantes incompletas del sustrato, que generan acetato como producto final
utilizando lactato, piruvato, etanol y ciertos acidos grasos como fuente de carbono y
energia para reducir el sulfato a sulfuro. Bajo condiciones ideales tienen una velocidad
de crecimiento mucho mas rapida que las oxidantes completas y pueden lograr tiempos
de duplicacion de 3 a 4 horas, si son alimentadas con los sustratos que lo favorecen,
como hidrégeno y lactato. Este grupo esta constituido por géneros como Desulfovibrio,
Desulfomonas, Desulfotomaculum, Desulfobulbus y Thermodesulfobacterium.

2). Las oxidantes completas del sustrato a diéxido de carbono y sulfuro. Estos géneros
utilizan 4cidos grasos, especialmente acetato. Tienen un crecimiento lento,
frecuentemente con tiempos de duplicacién mayores a 20 horas. El grupo estd
compuesto por Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema vy
Desulfobacterium (Nagpal et al., 2000; Visser et al., 1995; Widdel et al., 1988).

En el tratamiento de aguas residuales con altos niveles de sulfato, las SRB compiten con las
bacterias fermentativas o acidogénicas por los productos de la hidrélisis, con las bacterias
acetogénicas por sustratos intermediarios como los acidos grasos volatiles (AGV) y alcoholes, y
con las bacterias metanogénicas por los sustratos menos complejos como hidrégeno y acetato.
El resultado de esta competencia es importante porque determina el rendimiento de los
productos finales de la mineralizacién (sulfuro y metano). La actividad de las sulfato-reductoras
depende principalmente de la disponibilidad de sulfato.

La cinética de competencia por los dadores de electrones disponibles entre las SRB y las
metanogénicas ha sido objetivo de numerosos estudios (Abram et al., 1978; Kristjansson et al.,
1982; Schonkeit et al., 1982). Las SRB, aparentemente, tienen mas afinidad por el hidrégeno y
el acetato, los dos principales precursores de metano, en relacidon con las metanogénicas. Esto
se explica en base a sus propiedades cinéticas, la velocidad maxima de crecimiento (Vmax)y la
concentracion de sustrato a la cual la velocidad es la mitad de la Vmax (Km), (Tabla 5), y dadas las
condiciones termodinamicas favorables (Widdel et al., 1988). Por lo tanto, las metanogénicas
tienden a dominar en ambientes con bajas concentraciones de sulfato (Stams AJ., 1994).

Tabla 5. Valores de Km y Vmax.

Vs (MM
" substrate
Bacteria Substrate K (mM Refer- removed/g Ref‘er
substrate) ence ym ence
of VS§

per day)
SRB Acetate 0.2 19 74 8
Hydrogen 0.001 11 112 18
MPB Acetate KX 19 45 23
Hydrogen 0.006 11 123 18

“ VSS, Volatile suspended solids.
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A pesar de que las consideraciones termodindmicas y cinéticas favorecen a las bacterias sulfato-
reductoras en la competencia por los sustratos disponibles de la digestién anaerobia (Colleran
et al., 1995), en la practica se ha observado que el resultado de la competencia puede ser
afectado por diversos factores como la concentracion de la materia orgdnica y sulfato, la
relacidn, el tipo de sustrato, la presencia de metales traza y otros nutrientes, el tipo de inoculo,
las propiedades de inmovilizacidn, la duracién del experimento, los factores ambientales como
pH y temperatura, y la inhibicidn por sulfuros (Patidar et al., 2005).

En la figura 3 se recogen los procesos que tienen lugar en un digestor anaerobio en presencia
de sulfato.
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Figura 3. Degradacién anaerobia en presencia de sulfato. (AGCL): Acidos grasos de cadena larga, (AGV): dcidos
grasos voldtiles, (ETOL): etanol. Adaptado de Lépez (2007) y Bijmans (2008).

Sin embargo, existen unas condiciones durante las cuales la metanogénesis y la reduccion de
sulfato no compiten y ocurren simultdaneamente. Esto es cuando el metano es producido a partir
de metanol y/o aminas metiladas, sustratos por los que las SRB muestran relativamente baja
afinidad. Esto ocurre en ambientes salinos o hipersalinos. El metanol es formado durante la
descomposicién anaerobia de pectinas (Schink et al., 1980).

Las SRB dominantes en estos sistemas pertenecen a las familias Desulfovibrionaceae y
Desulfobacteraceae dentro de la clase Deltaproteobacteria (Manz et al., 1998).
Desulfobacteraceae es un grupo de SRB oxidantes completos que consumen propionato, pero
no glucosa.
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Daly et al. (2000) clasificé a las SRB mas conocidas y representativas restringiéndose a géneros
mesofilos dentro de la subdivisién Deltaproteobacteria y gram (-/+) agrupandolos en seis grupos
filogenéticos distintos:

- Grupo 1: Desulfotomaculum (DFM)

- Grupo 2: Desulfobulbus (DBB)

- Grupo 3: Desulfobacterium (DBM)

- Grupo 4: Desulfobacter (DSB)

- Grupo 5: Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina (DCC)
- Grupo 6: Desulfovibrio, Desulfomicrobium (DSV)

Segun el manual Bergey’s (2001) la taxonomia de algunas sulfato-reductoras queda de la
siguiente manera:

Dominio: Bacteria
Phylum BXII: Proteobacteria

Clase VI: o-proteobacteria
Orden II: Desulfovibrionales
Familia I: Desulfovibrionaceae
Género I: Desulfovibrior
Familia II: Desulfomicrobiaceae
Género I: Desulfomicrobium
Familia III: Desulfohalobiaceae
Género II: Desulfomonas
Orden II1: Desulfobacterales
Familia I: Desulfobacteraceae
Género I: Desulfobacter
Género II: Desulfobacterium
Género III: Desulfobacula
Género V: Desulfococcits
Género VI: Desulfofaba
Género VII: Desulfofrigus
Género VIII: Desulfonema
Género IX: Desulfosarcina
Familia II: Desulfobulbaceae
Género I: Delsulfobulbus
Género II: Desulfocapsa
Género III: Desulfofustis
Género IV: Desulforhopalits
Orden IV: Desulfuromonadales
Familia I: Desulforomonadaceae
Género I: Desulfomonas

1.3. Influencia de distintos parametros sobre el proceso anaerobio

La digestion anaerobia de la materia organica es un proceso complejo que involucra
diferentes pasos de degradacion. Los microorganismos que participan en el proceso pueden ser
especificos para cada etapa y, por lo tanto, estos podrian tener diferentes requisitos
ambientales (Khalid et al., 2011), por lo que diversos parametros deben ser controlados durante
el proceso con el fin de mantener el equilibrio y la composicién del biogds. A continuacion, se
detallan estos parametros operacionales y quimicos.
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- Temperatura: la digestién anaerobia puede llevarse a cabo en dos rangos diferentes de
temperatura, el denominado mesofilico, 30-38 2C, siendo la temperatura mas utilizada
352C y el termofilico, siendo su intervalo de operacién entre 50-602C, aunque 54 2C
suele ser la temperatura mds alta a la que se mantiene un digestor. Trabajar a
temperaturas mas elevadas permite utilizar tiempos de retencion menores ademads de
una mayor produccién de metano. Sin embargo, por razones practicas, los digestores
funcionan dentro del tramo mesofilico con una temperatura préxima a los 359C, ya que
esta temperatura combina las mejores condiciones de crecimiento de las bacterias con
la mayor velocidad de produccién de metano, aunque en el termofilico se elimina un
mayor numero de agentes patdgenos pero algunas sustancias comienzan a comportarse
como inhibidores a esas temperaturas. El calor generado al quemar el gas se puede
utilizar para mantener la temperatura deseada en el digestor.

- pH: las arqueas metanogénicas son muy sensibles a pequefios cambios del pH. Valores
del pH fuera del intervalo 6-8 hacen el proceso inviable debido a la elevada toxicidad de
las formas no ionizadas de los acidos volatiles y del amoniaco predominantes por debajo
y por encima respectivamente de esos valores de pH. Por otro lado, los microorganismos
fermentativos son menos sensibles a cambios en el pH y pueden funcionar en un amplio
rango de pH entre 4y 8,5 siendo el pH dptimo para la acidogénesis entre 5,5y 6,5 (Yang
et al., 2003). Esta diferencia de pH entre las fases de acidogénesis y metanogénesis se
podria solucionar empleando un digestor de 2 etapas en serie, ya que un pH bajo inhibe
el crecimiento de las metanogénicas y como consecuencia, reduce la cantidad y calidad
del biogas y la eliminacién de materia orgdnica.

- Alcalinidad: la estabilidad del proceso depende de la capacidad tamponante del

contenido del digestor, que viene dada por su alcalinidad. Los valores normales de la
alcalinidad en el interior del digestor varian entre 1500 y 5000 mg/I como CaCOs, siendo
el intervalo éptimo 2000-2500 mg/l. Cuanto mayor es la alcalinidad, mayor es la
capacidad para resistir cambios en el pH. El proceso de fermentacién provoca una
reduccion de la alcalinidad, y el de metanogénesis un incremento. El conjunto de ambos
procesos da lugar a una ligera disminucién de alcalinidad. En aguas con baja alcalinidad
esta disminucion puede provocar una bajada significativa del pH que inhiba el proceso
de metanogénesis.
Manteniendo un cociente acido volatiles/alcalinidad constante por debajo de 0,25 es
posible mantener la capacidad tamponante del sistema mientras que valores de este
cociente por encima de 0,8 indican que se ha producido una inhibicién de la
metanogénesis. Por Ultimo, valores por encima de 0,3-0,4 indican que existen
problemas y que deben tomarse medidas correctoras.

- Relacién C/N: se debe mantener una relacion C/N adecuada para evitar la acumulacion
de amonio que conduciria a la inhibicién del proceso. Segun Chen Y. et al. (2008),
cuando la concentracién de amonio estd en el rango de 1700-14000 mg/L podria causar
inhibicidn. El amoniaco puede afectar a las metanogénicas de dos formas (Rajagopal et
al., 2013): el ion amonio podria inhibir las enzimas encargadas de la produccién de
metano y, en segundo lugar, la molécula de amoniaco puede difundirse al interior de las
células y causar desequilibrio de protones y deficiencia de potasio. Para controlar la
inhibicidn por amonio, la opciéon mas facil y barata es la optimizacién del alimento al
digestor mediante procesos de codigestion. Hills (1979) y Backus et al. (1988)
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demostraron que la produccion de metano y el porcentaje en el biogas son afectados
por la relacién C/N.

- TRC:serecomienda mantener el tiempo de retencién en un valor alrededor de dos veces
mayor que el tiempo necesario para el crecimiento de los microorganismos mas lentos,
es decir, los metanogénicos. Sin embargo, el tiempo de retencién puede cambiar de un
dia a otro con el cambio del alimento, o de estacion a estacion por el cambio de las
temperaturas (en caso de que la temperatura no esté controlada). Por lo tanto, su valor
dptimo varia segun la tecnologia, los detalles del proceso, temperatura, y composicion
del residuo (Buekens, A. 2005).

- Contenido en humedad: Es uno de los factores mas importantes que afecta a estos
procesos. Segln Garcia-Pefia et al. (2011), la humedad ayuda a la digestion por varios

motivos:
o Controlar la turgencia celular.
o Transportar nutrientes, intermedios, productos, enzimas y microorganismos.
o Reaccionar en la hidrdlisis de materia orgdnica compleja.
o Moadificar la forma de las enzimas y otras macromoléculas. El alto contenido de

humedad facilita, normalmente, la digestién anaerobia debido al hecho de que
las cantidades de agua pueden afectar al rendimiento del proceso disolviendo
la materia organica facilmente degradable.

- Carga organica (OLR, Organic loading rate): La produccién de biogas es altamente
dependiente de la carga orgdnica. Al aumentar la OLR aumenta la poblacidn de bacterias
acidogénicas que producen acidos y se multiplican rdpidamente. Sin embargo, las
metanogénicas crecen mas lentamente que las bacterias acidogénicas y necesitan mas
tiempo para aumentar su poblacidn y podrian no ser capaces de consumir todos los
acidos producidos por las acidogénicas al mismo ritmo. Esto conduciria a una caida del
pHy, por lo tanto, a una inhibicién de las metanogénicas.

- Sustancias toxicas e inhibidoras: Una amplia variedad de sustancias organicas e
inorgdnicas pueden inhibir el proceso de digestion anaerobia. La inhibicién es
generalmente indicada por una disminucién de la poblacion microbiana y de la
produccién de metano, la desaparicién del hidrégeno, la acumulacion de AGV, vy la
reduccion de pH. Significantes investigaciones han sido llevadas a cabo para establecer
niveles inhibitorios de compuestos especificos en la digestidon anaerobia. Sin embargo,
estos niveles estdan muy influenciados por la estructura y actividad de la comunidad
microbioldgica (Yamrot et al., 2018).

Como ya se ha comentado, los AGV pueden inhibir el crecimiento de las metanogénicas
si su concentracién esta por encima de un cierto nivel. Ademas, cada AGV muestra un
comportamiento diferente cuando inhibe a estos microorganismos. Por ejemplo, el
acido propidnico se produce menos y apenas es consumido, pero su presencia es crucial
para la estabilidad de las metanogénicas (Van Kuijk et al., 1998; De Bok et al., 2004;
Nosrati et al., 2004; Gallert et al., 2008).
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Los iones de metales ligeros en concentraciones traza son esenciales para el crecimiento
de metanogénicas. Sin embargo, altas concentraciones inhiben la actividad e interfieren
con el metabolismo de los microorganismos anaerobios. La adicidon simultanea de calcio
y potasio en concentraciones adecuadas ayuda a mejorar la eficiencia del tratamiento
anaerobio al reducir la toxicidad del sodio (Bashir et al., 2004). Por otro lado, los metales
pesados (Cr?*, Fe?, Co?*, Cu®, Zn?, Cd¥*, Hg*, y Ni*), a diferencia de muchas otras
sustancias téxicas, no son biodegradables y se pueden acumular a concentraciones
potencialmente tdxicas provocando el desajuste de la funcién de las enzimas. Las
bacterias acidogénicas son mas resistentes a la toxicidad de estos metales que las
metanogénicas (Zayed et al., 2000).

En la Tabla 6 se muestran los valores dptimos y extremos de algunos parametros en digestores
anaerobios.

Tabla 6. Condiciones dptimas y extremas para digestores anaerobios (Amani et al., 2010).

Parametro Unidad Optimo Extremo
Audosl grasos mg/| (ccl>rT\o acido 50-500 500-2000
volatiles acético)
Carga organica
Mesofilico Kg SSV/m3-dia 0,8-2 0,4-6,4
Termofilico Kg SSV/m3-dia 1,5-5 1-7,5
Temperatura
Mesofilico oC 32-37 20-42
Termofilico oC 50-60 45-65
pH 6,8-7,4 6,3-7,9
Relacion C:N 25:1 -
Alcalinidad mg CaCOs/I 1300-3000 1000-5000
Tiempo de dias 12-18 7-30

retencion hidraulico
Composicion del

biogas
Metano % en volumen 65-70 60-75
Dioxido de Carbono % en volumen 30-35 25-40
1.4. Técnicas moleculares para la caracterizacion de comunidades
microbianas

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando asociaciones-comunidades
donde generalmente existen como miembros de poblaciones mixtas y su aislamiento en un
medio definido es complicado. Su identificacion mediante métodos convencionales requiere el
aislamiento de cultivos puros, que ademas resultan inadecuados para el estudio de la
biodiversidad en una poblacién mixta.

La posibilidad de identificar poblaciones especificas de microorganismos de muestras
ambientales sin necesidad de aislamiento e identificacion mediante métodos culturales estd
revolucionando la ecologia microbiana, dado que estan surgiendo nuevas aplicaciones vy
técnicas. Entre las técnicas independientes del cultivo mas utilizadas se encuentran técnicas
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genético-moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la microscopia de
fluorescencia (FISH). La principal ventaja de estas técnicas frente a las dependientes del cultivo
es que son mas rapidas dado que no hay que aislar el microorganismo, pero son mas costosas
ademas de requerir personal mas especializado. Ademds, presentan una mayor especificidad
que la microscopia convencional y sensibilidad y requieren conocer la secuencia de cada grupo
o microorganismo. Sin embargo, la PCR requiere extraccién del ADN para posteriormente
visualizarlo por electroforesis.

1.4.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR, es una técnica de biologia
molecular desarrollada en 1987 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo, resultado mucho mas facil
la identificacién de organismos. La reaccion se lleva a cabo en un termociclador al ainadir los
siguientes componentes:

- ADN molde, ADN a partir del cual queremos obtener una copia de un fragmento, es
decir, el ADN que queremos amplificar. La concentracién del ADN molde en la reaccién
depende de la fuente utilizada, requiriéndose aproximadamente de 300 nanogramos a
1 microgramo de ADN gendmico.

- DNA polimerasa, enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN molde. La
reaccioén se lleva a cabo en un tampdn apropiado para el funcionamiento de la esta
enzima. Ademds, como cofactores de la polimerasa se afladen cationes divalentes,
generalmente en forma de cloruro de magnesio. Existe una gran variedad de
polimerasas con diferentes capacidades a la hora de trabajar con diferentes
temperaturas. La mds habitual es la Taqg DNA polimerasa de la bacteria Thermus
aquaticus ya que es capaz de funcionar a altas temperaturas.

- Cebadores o primers, oligonucledtidos sintéticos iniciadores de la reaccién cuya
secuencia de entre 15-30 nucleétidos es complementaria a la hebra molde. Son
necesarios por tantas moléculas cortas de ADN de cadena sencilla.

- Nucleétidos libres. Las enzimas DNA polimerasas van a crear una cadena
complementaria a la cadena molde mediante la incorporacién de nucleétidos libres.
Concentraciones entre 20 y 200 micromolar proporcionan resultados éptimos, ya que
concentraciones muy altas disminuyen la especificidad de la reaccién.

- Buffer, solucién especifica que magnifica la actividad de la polimerasa y mantiene el pH
adecuado para su funcionamiento, normalmente contiene cloruro de magnesio.

- lones divalentes, actian como cofactores de la polimerasa, generalmente en forma de
cloruro de magnesio.

El proceso se da en 3 fases que estan muy ligadas a la temperatura y son las siguientes:

- Desnaturalizacion: las dos cadenas del ADN se separan al elevar la temperatura
aproximadamente a 902C.

- Hibridacion: tiene lugar un descenso de la temperatura para permitir que los cebadores
se unan por complementariedad al ADN molde. Las temperaturas habituales en esta
fase oscilan entre 35 y 609C, dependiendo de los cebadores.
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- Extension: la enzima polimerasa incorpora nucleétidos complementarios a partir del
extremo 3’ libre de la zona de doble cadena originada por la unién de los cebadores al
molde. La temperatura de esta fase depende de la enzima polimerasa empleada. Si se
utiliza la Taqg polimerasa la temperatura suele ser de 722C.

Tras un ciclo de PCR se obtiene Unicamente una copia de un pequeno fragmento del ADN molde.
En la figura 4 se muestra un esquema de las distintas fases del proceso de la PCR.
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Figura 4. Fases del proceso de la PCR.

El procedimiento mas comun para el analisis de los fragmentos obtenidos en la PCR es la
electroforesis, ya sea en geles de agarosa o de acrilamida. La electroforesis permite separar
fragmentos de acuerdo con su tamafio. Los fragmentos de ADN (cargados negativamente) se
desplazan por el gel a través de un campo eléctrico hacia el polo positivo. Los fragmentos mas
pequefios migran mas rapido y son los que vemos mas abajo en el gel (Figura 5). La eleccién de
la matriz (agarosa o acrilamida) y el porcentaje en la cual separar los productos, dependera del
tamafio de estos y los largos diferentes que deseemos separar. Generalmente, los geles de
agarosa se visualizan agregando Bromuro de etidio, un agente que se intercala en el ADN y
fluoresce cuando es expuesto a la luz UV, y en el caso de los geles de acrilamida, la tincidn se
realiza con nitrato de plata, que por interacciones electrostaticas se une al ADN.
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Figura 5. Visualizacion de los productos de PCR por electroforesis.

1.4.2. Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

La técnica FISH se basa en la capacidad de hibridacion entre dos cadenas de oligonucleétidos
complementarias. Para ello emplea un fragmento corto monocatenario de ADN (20-40 bases)
marcado con un fluorocromo, al que se conoce como sonda, cuya secuencia es complementaria
a la secuencia especifica de un grupo o especie de microorganismos que se quiere identificar.
De esta forma si esos microorganismos estan presentes en la muestra y bajo ciertas condiciones
se producira la unién de ambas secuencias, permitiendo asi la identificacion rapida y especifica
de células microbianas mediante la transformacion de la secuencia en algo visible.
Posteriormente, con un microscopio de fluorescencia se observan las seiales de la sonda. En la
figura 6 se muestra un diagrama del proceso de unién de ambas secuencias.

marcado con una

sonda de DNA

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

Figura 6. Diagrama del proceso FISH.

FISH nos permite identificar un microorganismo a nivel de especie disefiando sondas para ello.
Esto es una gran ventaja ya que a largo plazo interesa conocer especies responsables de
problemas importantes dentro de una EDAR, como el foaming.
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Sin embargo, a pesar de su alta especificidad, FISH también presenta algunos problemas y
limitaciones que se enumeran a continuacion, asi como las acciones para reducirlos:

- Pérdida de fluorescencia: se puede evitar utilizando reactivos 'antifading' que son
moléculas que aportan al fluorocromo aquellos electrones que ha perdido por la
emision fluorescente.

- Pérdida de bacterias: se debe gelatinizar la superficie del portaobjetos sobre el que se
coloca la muestra a analizar para conseguir una mejor adherencia de ésta y reducir la
pérdida de microorganismos durante las posteriores fases del proceso, ya que la
sensibilidad de la técnica depende del nimero de ribosomas existentes.

- Problemas en el montaje por el exceso o falta de antifading. Puede dar lugar a una
elevada sefial de background, dificultando la cuantificacion de los microorganismos.

- Baja seinal por problemas de accesibilidad de la propia sonda: utilizar helpers que son
sondas no marcadas con un fluorocromo que abren la estructura secundaria facilitando
la unidn.

- Baja seial por otros motivos: se debe permeabilizar la célula afiadiendo ciertos
reactivos.

- Disponibilidad de las sondas. No existen sondas para la identificacion de todos los
microorganismos de interés en procesos microbioldgicos.

- Elevada autofluorescencia de las muestras: en los fangos anaerobios el contenido en
materia organica suspendida inerte es muy elevado, lo que significa que existe mucha
materia inorganica que tiene mucha autofluorescencia, lo que dificulta la identificacién
de los positivos, dando lugar a resultados erréneos.

Existe una base de datos llamada ProbeBase (http://www.microbial-ecology.net/probebase)
donde estdn publicadas algunas sondas de interés estudiadas para cada grupo de
microorganismos, las condiciones que se deben utilizar para que el proceso se lleve a cabo de
forma correcta y la publicacién cientifica de la que se ha obtenido.

1.4.3. Microarrays

Los microarrays constituyen la ultima linea de técnicas basadas en la capacidad de hibridacion
entre dos cadenas de ADN complementarias. Basicamente un microarray o chip de ADN,
consiste en una matriz de pocillos microminiaturizados sobre un soporte de vidrio en donde se
implantan, utilizando diversas técnicas, cadenas simples de oligonucledtidos. El poder adherir
una cadena corta de oligonucledtidos sobre una superficie plana es decisivo en el disefio de los
microarrays.

En la figura 7 se observa un diagrama del proceso de esta técnica. En cada pocillo del chip,
adherida por uno de sus extremos, existe una determinada cadena de oligonucleédtido. Si se
pone el microarray en contacto con una mezcla de cadenas simples de ADN a identificar (DNA1
y DNA2), marcadas fluorescentemente, éstas se hibridaran con su oligonucledtido
complementario. Dado que se conoce la secuencia y distribucidn de los oligonucleétidos en el
microarray podemos, al excitar el microarray con un laser y estar las cadenas hibridadas
fluorescentemente, conocer la ubicacién de las cadenas de estas y su secuencia
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Figura 7. Diagrama del proceso de un Microarray.

Por lo tanto, esta técnica permite estudiar numerosos fragmentos de ADN y ARN en un pequefio
chip al mismo tiempo, lo que ha supuesto una auténtica revolucidén en genética molecular (Shen
et al; 2009).

1.4.4. NGS (Next Generation Sequencing)

Las técnicas de secuenciacidon masiva de ADN o también llamadas de nueva generacion, NGS, se
basan en la monitorizacién a tiempo real y en la deteccidn de pirofosfato durante la sintesis de
ADN. Cada vez que se une un nucledtido a la secuencia original, el establecimiento de un enlace
quimico provoca la liberacidn de una molécula de pirofosfato.

En general, el fundamento de todas las NGS es la capacidad de llevar millones de reacciones de
amplificacion de cadena de forma paralela junto a un método de identificacién del nucledtido
introducido en la cadena (Bubnoff, 2008).

Desde un punto de vista técnico y aunque existen distintos instrumentos y métodos de
secuenciacién masiva, la mayoria de las técnicas empleadas siguen un mismo esquema de
trabajo que se puede resumir en:

- Fragmentacion del ADN, generando fragmentos de un tamafio adecuado para cada tipo
de secuenciacion.

- Captura de las regiones ADN de interés para la preparacion de una libreria de
fragmentos.

- Ampliacidn clonal de las secuencias capturadas.

- Secuenciacion. Existen numerosos métodos de secuenciacion. El sistema lllumina es el
mas usado actualmente. En este sistema, la secuenciacidn se lleva a cabo alternando
ciclos de amplificacién con terminadores reversibles (en cada ciclo, el nucleétido
complementario al molde se une emitiendo fluorescencia en una longitud de onda
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especifica), y ciclos de toma de imagenes con un sistema dptico para la identificacién de
la base nitrogenada incorporada a la cadena nucleotidica creciente, dando lugar alo que
se conoce como lecturas. Los fragmentos de ADN son secuenciados desde los 32
extremos, creando lecturas apareadas conocidas como paired-ends, generando insertos
de tamafio conocido que facilitan el correcto mapeo de las cortas secuencias.

Una vez realizada la secuenciacion y utilizando diversos algoritmos bioinformaticos, las lecturas
generadas son revisadas descartando aquellas con baja calidad. Las restantes son ensambladas
y alineadas contra el genoma de referencia y se producen la identificacion y la anotacién de las
variantes presentes con la informacidn presente en las bases de datos.

Algunas ventajas presentadas por las NGS son que permiten generar gran cantidad de
informacidn bajo un mismo procedimiento; necesitan muy poca muestra para proceder,
pudiendo algunas partir de 10ng de muestra en condiciones adecuadas para generar una
secuencia consistente, y el tiempo empleado en la reaccién es menor que la determinacidn de
cada uno de los biomarcadores individualmente. La principal desventaja, su alto coste.

1.5. Proceso de codigestion

El proceso de codigestion consiste en la digestion anaerobia de una mezcla de dos o mas
sustratos con caracteristicas diferentes para incentivar el potencial de biometanizacién de la
mezcla resultante. La idea general es maximizar la produccion de biogds afiadiendo sustratos
gue producen mads biogas por unidad de masa que el fango por si sélo.

Sus objetivos generales son:

- Aprovechar la complementariedad de los compuestos para dar lugar a procesos mas
eficaces.

- Compartir instalaciones y unificar metodologias reduciendo asi costes de inversion y
explotacién.

- Amortiguar las variaciones temporales en produccion y composicién de cada residuo
por separado.

En el marco de esta alternativa, las infraestructuras de digestién anaerobia son adecuadas para
tratar de forma conjunta y en la misma unidad de digestién, lodos, productos, subproductos o
residuos de origen agricola, alimentario e incluso industrial (con fuertes limitaciones en cuanto
a contenidos contaminantes o téxicos), incrementando de forma notable la produccién de
biogas. En algunas situaciones el biogds generado, adecuadamente tratado, puede satisfacer la
demanda eléctrica total de una EDAR e incluso superarla, permitiendo la exportacién del
excedente generado a la red eléctrica de distribucion, seglin diferentes modelos de retribucion
econdémica.

También se ha demostrado que con la codigestiéon se puede conseguir una mejor calidad
agrondémica del fango digerido (Di Maria et al., 2014) mejorando asi su uso potencial como
fertilizante. Con esto se reducen notablemente los residuos generados en el proceso de
tratamiento de aguas residuales.

En ensayos preliminares (Rong Xu et al., 2018), tanto a escala de laboratorio como real, se ha
visto como la codigestién puede resolver problemas asociados con la carencia de
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micronutrientes, una relacion C/N incorrecta o cargas organicas demasiado bajas o altas. Sin
embargo, antes de llevar a cabo el proceso se debe examinar la viabilidad del sustrato para
codigestion, prestando una especial atencidén a caracteristicas como la biodegradabilidad y la
produccién de biogas. Ademds, se debe determinar la proporcién adecuada de cada residuo con
el fin de evitar sobrecargas organicas en el digestor. Otras caracteristicas de critica importancia
son el contenido en nitrégeno orgdnico, la presencia de quimicos, sulfuro, niveles de cationes,
pH vy alcalinidad y fosforo. La seleccidn de productos es una etapa clave para garantizar que el
proceso de codigestién anaerobia se desarrolle de forma segura y eficiente.

En la tabla 7 se muestran los valores de la relacion C/N ordenados de menor a mayor para
diferentes sustratos.

Tabla 7. Relacién C/N de algunos sustratos (Rong Xu et al., 2018)

Sustratos Relacién C/N Referencias
Estiércol lacteo 2,3 Zhen et al. (2015)
Brown y Li (2013), Shi et
Efluente concentrado 3,0-6,6 al. (2013)
Silvestre et al. (2014);
Fango 6,76-10 Zhang et al. (2014)
Lodos de aguas residuales 11,72 Alagoz et al. (2015)
Estiércol de pollo 10,1 Li et al. (2014)
., Ren et al. (2014); Zhou
Estiércol de cerdo 7,4-12,96 et al. (2016)
. Wang et al. (2016);
Estiércol de vaca 5,2-16,75 Zhang et al. (2013)
Residuos de
. . 12,5 Zhu et al. (2014)
procesamiento de soja
Resi f
esiduos de frutas y 18,38 Ros et al. (2017)
hortalizas
Residuos alimenticios 11,5-34 Capson-Tojo et al.

(2017); Gou et al. (2014)
Residuos de grasa 39 Silvestre et al. (2014)
Alagoz et al. (2015);

Orujo de oliva 36,61 Riggio et al. (2015)
Desechos de jardin 55,3 Brown y Li (2013)
Paja del maiz 43,3-52,41 Wang et al. (2016)
. , Li et al. (2014); Yong et
Rastrojo de maiz 63,2-79,7 al. (2015)
Paja del arroz 125 Zhou et al. (2016)
Residuos de la yuca 152 Ren et al. (2014)

La codigestion puede mejorar el rendimiento del proceso principalmente debido a los siguientes
motivos:
1. Equilibrar la relacién C:N y afiadir suficientes macro y micronutrientes (Wang et al.,

2012).

Mejorar la capacidad tamponante (Xie et al., 2011).

Aumentar la fraccion organica facilmente biodegradable (Astals et al., 2014).
Diluir sustancias toxicas.

Ajustar la humedad.

ik wnN
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Esto hace que haya cambios en la comunidad microbioldgica y mejoren los efectos sinérgicos de
las bacterias fermentativas y metanogénicas, aumentando la produccidn de biogas.

Debido a la baja concentracién de materia organica y sélidos volatiles del fango mixto originado
en una EDAR, el digestor generalmente opera a bajas cargas orgdnicas. Esto ha hecho que cada
vez mas procesos de codigestidon sean incorporados en los digestores de las EDAR utilizando
sustratos biodegradables que mejoren el rendimiento energético y la funcién medioambiental
de los digestores.

La adicién de sustratos adecuados asegura una mejor estabilidad del proceso manteniendo casi
constate el contenido en sélidos voldtiles y evitando el aumento de sustancias facilmente
degradables que podrian conducir a la acidificacidon del medio y, por lo tanto, a la inhibicién de
las bacterias. Desafortunadamente, la mayoria de las veces es dificil garantizar la disponibilidad
de cantidades adecuadas de otros tipos de sustratos para la codigestion.

Los productos aptos para su codigestion anaerobia con lodos de EDAR deben cumplir como
minimo los siguientes requisitos:

- Formato liquido para reducir costes de inversidn y problemas de operacidn.

- Productos de origen agricola, alimentario y/o industrial con una elevada concentracién
de materia organica (DQO > 200.000 mg O,-L!) facilmente biodegradable. Ademas,
segln la legislacion, existen restricciones en el uso de algunos productos en los procesos
de codigestion. Por ejemplo, en la comunidad Valenciana no se pueden utilizar los
subproductos de origen animal no destinados a consumo humano (SANDACH) en los
procesos de codigestion de los digestores anaerobios de EDAR.

- No téxicos para el proceso de codigestion anaerdbica.

- Baja concentracion de nitréogeno y fésforo.

- Baja concentracion de materia no biodegradable en el proceso de codigestién
anaerobia, con el fin de no incrementar la produccion de lodos de la EDAR.

- Volumen suficiente de producto para garantizar la continuidad del proceso de
codigestion anaerobia.

- Centro de produccion del producto cercano a la EDAR.

- Ausencia de metales pesados, con el fin de no comprometer la idoneidad del fango
digerido seguin el RD1310/1990 sobre la posible aplicacion a suelo agricola.

En este contexto, la gestién de residuos sélidos urbanos (RSU) se ha convertido en un grave
problema medioambiental debido a que su generacidon ha crecido muy rapidamente con el
crecimiento de la poblacién y el desarrollo econémico. La fraccién organica de estos RSU se
puede transformar mediante procesos como el compostaje y la digestion anaerobia en nuevos
productos que pueden ser usados como fertilizantes y acondicionadores del suelo. El
compostaje es un proceso que consume energia (alrededor de 30-35 kWh/ton residuo) mientras
que la digestion anaerobia es un proceso que genera energia (100-150 kWh/ton residuo).
Algunos estudios apuntan a que la digestion de estos residuos solos podria conducir a una
acumulacidn de acidos grasos volatiles, especialmente a altas OLR, produciendo la inhibicién de
la metanogénesis y la desestabilizacion del proceso (EI-Mashad et al., 2008). Por ello, numerosas
investigaciones se han hecho en la codigestidn de estos residuos con fango anaerobio como una
alternativa y han sido implantados en muchas plantas de tratamiento de aguas residuales de
todo el mundo (Fountoulakis et al., 2010; Cabbai et al., 2013; Nielfa et al., 2015; Pitk et al., 2013;
Wang et al., 2013).
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Segln un estudio, la codigestién de la fraccién organica de los RSU con fango en un digestor a
escala real aumentd la generacidn de biogds de 600 m3/dia a 950 m3/dia (Bolzonella et al., 2006).
Debido a la alta degradabilidad de estos sustratos, el introducir altas cargas organicas (ORL)
podria resultar en inhibicidn por amonio (Xu et al., 2012).

Los residuos de frutas y hortalizas (RFH) son altamente biodegradables por lo que rdpidamente
son transformados por accidn de las bacterias en acidos grasos volatiles. Para evitar esta
acidificacion del sistema, se deben mezclar estos residuos con cosustratos con alto contenido
en nitrégeno, lo que supondria una regulacidon natural del pH, ademas de una fuente de
nitrégeno.

Introducir una cantidad adecuada de RFH junto con el fango en un digestor anaerobio presenta
una solucién apropiada para mejorar la cantidad de metano generado por unidad de sélidos
volatiles introducidos, incluso si se reduce el tiempo de retencidn. El potencial de produccién de
metano depende del contenido en componentes organicos de los RFH siendo estos
principalmente carbohidratos, proteinas y lipidos. Segin Gédmez et al., 2006, la codigestion de
fango con RFH aumenté la produccion especifica de biogas de 300 a 800 L/KgSSV.

En particular, el uso de sustratos con contenidos en azucares simples por debajo del 40% asegura
la estabilidad del proceso y un buen rendimiento de produccién de metano.

En la tabla 8 se muestran las ventajas y desventajas de los procesos de codigestion a modo de
resumen.

Tabla 8. Ventajas y desventajas de los procesos de codigestion.

Ventajas Desventajas
Aumenta la fraccion Si la carga organica es
organica facilmente muy elevada puede

biodegradable disminuir la eficacia del
proceso
Mayor produccién de A veces es necesario
biogas tratar el residuo para

poder codigerirlo

Valorizacién de residuos
Menos coste de gestién  La disponibilidad del
del fango digerido producto
(menor cantidad
producida)
Reduccidn del coste de No todos los residuos
explotacién de la EDAR pueden ser utilizados
Aprovecha la
complementariedad de
la composicién de los
residuos para hacer
procesos mas eficientes

Aquellas actividades industriales que generen subproductos o residuos no peligrosos con
elevada concentracién de materia organica pueden realizar su tratamiento en determinadas
depuradoras de la Comunidad Valenciana, siempre que dispongan de un potencial minimo para
la generacion de biogds en los digestores anaerobios de éstas. Ademas, las EDAR deben estar
inscritas como gestores de residuos, lo cual supone ciertos tramites administrativos. Todas las
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descargas directas de subproductos de origen industrial que se efectien en cualquiera de estas

EDAR deberan obtener previamente la correspondiente autorizacion de la Entidad de
Saneamiento de Aguas (EPSAR).
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar las poblaciones microbianas presentes en tres
digestores anaerobios de tres EDAR diferentes y evaluar su relacién con los parametros
operacionales.

Los digestores pertenecen a tres EDAR de la provincia de Valencia, y son los siguientes: Quart-
Benager, Gandia-La Safor y Ontinyent. Todos operan en condiciones mesofilicas, pero a
diferentes tiempos de retencidn celular y los dos primeros son alimentados con cosustratos de
composiciones diferentes. Este trabajo se enmarca en un convenio con la Catedra de Aguas de
Valencia, lo que ha facilitado la adquisicién de las muestras.

Para conseguir el objetivo principal se han desarrollado una serie de objetivos especificos:
- Seleccionar periodos de funcionamiento de los digestores que sean representativos y
comparables entre si para posteriormente relacionar los parametros operacionales con
los resultados microbioldgicos.

- Detectar los microorganismos de interés mediante la técnica FISH.

- Cuantificar los microorganismos detectados por FISH mediante la aplicacion de técnicas
de andlisis de imagen empleando el software Matlab.

- Estudiar las relaciones existentes entre los parametros operacionales y fisicoquimicos
de los digestores y la abundancia de los microorganismos identificados.

- Aplicar diversas técnicas estadisticas para el analisis e interpretacién de los datos
obtenidos mediante la microbiologia y su posible relacion con los parametros

operacionales.

- Comparar los rendimientos de los tres digestores entre si en funcidn de los pardmetros
de operacidn y los cosustratos anadidos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Toma de muestras

Se tomaron muestras del digestor anaerobio durante un afio en la EDAR de Quart-Benager
y durante cuatro meses en las de Gandia-La Safor y Ontinyent. El muestreo se realizd por parte
de Aguas de Valencia siempre en el mismo punto de cada digestor utilizando para ello un
recipiente de pldstico. Las muestras correctamente conservadas para evitar alteraciones en su
composicion posteriormente eran enviadas al laboratorio de la ETSE-UV para su fijacién antes
de 24 horas.

Las muestras disponibles de la EDAR Quart-Benager abarcan el periodo de abril de 2017 a abril
de 2018 mientras que las de Gandia y Ontinyent son de febrero a mayo de 2018, debido a que
estas Ultimas EDAR no disponian de muestras fijadas del periodo previo al comienzo del estudio.

A continuacién, en la tabla 9 se muestran las fechas de muestreo de las muestras disponibles
para cada digestor.

Tabla 9. Fechas de muestreo en las tres EDAR.

EDAR Quart-Benager EDAR Gandia-La Safor EDAR Ontinyent

03/04/2017 08/02/2018 08/02/2018
08/05/2017 21/02/2018 21/02/2018
23/06/2017 08/03/2018 08/03/2018
16/08/2017 27/3/2018 21/03/2018
06/09/2017 18/04/2018 18/04/2018
21/10/2017 2/05/2018 2/05/2018
30/01/2018
28/02/2018
20/03/2018
24/04/2018

La EDAR de Gandia-La Safor trata un caudal de 36427 m3/dia y da servicio a
una poblacién de 118192 habitantes equivalentes (he) con un rendimiento de eliminacion de
sélidos suspendidos del 95%, de DBOs del 96% y de DQO del 90%. La linea de fangos contiene
un Unico digestor anaerobio de 7500 m3.

Sirve a los siguientes municipios de Almoines, Benifla, Gandia, L’Alqueria de la Comtessa, Piles,
Real de Gandia, Bellreguard, Benirredra. Guardamar de la Safor, Miramar, Potries, Villalonga,

Beniarjo, Daimus, La Font d’En Carros, Palmera y Rafelcofer.

En la figura 8 se puede observar el diagrama de bloques del proceso.
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Figura 8. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR de Gandia-La Safor. Fuente: EPSAR.

Por su parte, la EDAR de Ontinyent trata 23718 m3/dia de agua residual y ofrece servicio a
una poblacion de 81340 he con un rendimiento de eliminacidn de sélidos suspendidos del 94%,
de 95% de DBOs y de 92% de DQO. Sirve a los municipios de Ontinyent y Agullent. En la figura 9
se recoge el diagrama de bloques del proceso. Consta de dos digestores, pero solo uno se
encuentra en funcionamiento, con un volumen de 2380 m?3.

LINEA DE AGUA
PRETRATAMIENTD TRATAMIENTO SEQUNDARIC
Desarenador  Tanque ~ Reactor ) Reactor )
Desbaste Desengrasador  Momogenszacion Bioldgico Decantacién Biolégico Decantacidn
= | |
| — ‘ b “ b - EFLUENTE
" : | i i
Cogeneracion
- — el
I t FANGO
| [ — — - .;. s
. e had
Espesador Digeston Deshidratacidn  Tolva de
LINEA DE FANGO Anaerobia Mecdmica Fangos

Figura 9. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR Ontinyent-Agullent.

Por otro lado, la EDAR de Quart-Benager trata un caudal medio de 30318 m3/dia y sirve a una
poblacién de 164171 he con un rendimiento del 99% de eliminacion de sélidos suspendidos,
97% de DBOs y 96% de DQO. Sirve a los siguientes municipios: Alaquas, Aldaia, Manises, Mislata,
Quart de Poblet y Xirivella. La figura 10 muestra el diagrama de bloques del proceso para esta
EDAR.
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Esta planta cuenta con un sistema de fangos activos de mezcla completa con eliminacion de
nitrogeno mediante aireacién intermitente. La linea de fangos consta de un total de tres
digestores anaerobios conectados en paralelo de 35,5 m de didmetro y 6504 m? de volumen
unitario. De estos, actualmente, solo se encuentran en funcionamiento dos.

PRETREATAMENT TRATAMIENTO SEQUNRDARITC TRATAMIENTO TERCLARIC
Desarenadar Tangue Fisxo Raactor
DesDaste Desangrasador  HOMOQENSZAtON Quikrwo Decantacon Bologo Decantacwn URranioletas
<« —_ EFLUENTE
— — — : — —— — - = e
ﬁ - —

Cogermracion

DAS

T R eerls

ﬁﬁ — o
-
T — —e_— B - ¥
- FrvvTYey
Espesador Digestidn Deshutatatitn  Tolva de Post-tratarnients  Tolva O
Ananrotna Mocawca Fangos de Fangos ¥ angon

Figura 10. Diagrama de bloques de proceso de la EDAR Quart-Benager.

A continuacién, en la tabla 10 se muestra una comparacion de las principales caracteristicas de
cada EDAR.

Tabla 10. Comparacion entre los tres digestores estudiados.

Quart-Benager Gandia-La Safor Ontinyent
Caudal de
tratamiento EDAR 30318 36427 23718
(m3/dia)
Volur.nen unitario 6504 7500 5380
de digestor (m?)
Dl.sposmlon 2 digestores en 1 digestor 1 digestor
digestores paralelo
Rango TRC (dias) 30-45 28-32 34-36
Rango de
temperatura 33-43 30-34 32-38

mesofilico (2C)

Mezcla de residuos Triturado de
Tipo de cosustrato de distinta ) No se afade
N naranja
naturaleza (*)

Carga cosustrato
(Kg DQO/Kg 0,015-0,143 0,001-0,021 0
SSV-dia)
(*) En la tabla 33 del anexo se recoge la actividad que realizan las empresas de las que
proceden los cosustratos y la naturaleza de éstos.

Pagina | 37



Trabajo final de master: Caracterizacidén y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

3.2. Parametros fisicoquimicos y operacionales de los digestores

Los pardmetros operacionales y fisicoquimicos afectan a los microorganismos en cierta forma.
Actualmente, no se tiene un claro conocimiento de cémo afectan, pero controlando y
monitorizando estos parametros, se puede mejorar el rendimiento de los digestores anaerobios.

Por parte de la empresa Aguas de Valencia fueron facilitados los parametros fisicoquimicos y
operacionales que habian sido medidos en los digestores durante los periodos del estudio. Solo
algunos datos de los digestores estaban disponibles, pero otros como, por ejemplo, la DQO
afluente a los digestores, no. Se tiene informacién acerca del porcentaje anual que supone la
DQO aportada por el cosustrato en relacidn con la del fango. A continuacidn, en las tablas 11,
12 y 13 se muestran los valores medios de los parametros fisicoquimicos en el digestor de QB,
Gandia y Ontinyent respectivamente. Los valores medios mostrados en la tabla 11 para el
digestor de QB se han obtenido a partir de los valores de los parametros fisicoquimicos medidos
hasta 20 dias antes de la fecha de la muestra, ya que estos pardmetros se miden diariamente en
este digestor. En cambio, los mostrados en las tablas 12 y 13 son valores medios para cada uno
de los periodos (meses) en los que se tomaron las muestras analizadas y dichos valores fueron
cedidos por Aguas de Valencia.

Segun el digestor, estos datos eran diarios o mensuales, pero en el caso del tiempo de retencién
celular, temperatura y produccién de biogas de los tres digestores fueron facilitados como datos
promedios mensuales.

Del proceso de digestiéon anaerobia llevado a cabo en la EDAR de Quart-Benager (a partir de
ahora QB) se facilitaron datos diarios de pH, conductividad, % de sequedad y % de volatiles para
el fango sin digerir y digerido. Ademds, para el fango digerido también se tiene la DQO,
concentracién de acidos grasos volatiles, alcalinidad y la composicién del biogas. No fueron
aportados datos de la DQO del fango, pero se sabe que el 12,8% de la DQO que entra es debida
a los cosustratos y el 87,2% a los fangos mixtos.

En lo que respecta al digestor de Gandia, fueron proporcionados datos promedios mensuales
del pH, acidos grasos volatiles, alcalinidad, sélidos suspendidos totales y % de materia volatil del
fango digerido (Tabla 12). Al igual que en el digestor de QB, tampoco se conoce la DQO de
entrada, pero se sabe que el 6,2% de esa DQO corresponde a cosustrato.

Por ultimo, del digestor de Ontinyent se tiene la carga de sélidos totales y de sélidos volatiles, el
porcentaje de materia seca y volatil de entrada, el % de reduccidon de materia volatil y el pH,
acidos grasos volatiles y alcalinidad del fango digerido como datos mensuales (Tabla 13).

En cuanto a los cosustratos utilizados, se tienen datos diarios del volumen afiadido y de la DQO
que aportan. En los periodos estudiados, se afnadieron cosustratos al digestor de QB y de Gandia,
pero no al de Ontinyent. En el primero, los cosustratos son de diversa procedencia (Tabla 33
anexo) afadiéndose varios en un mismo dia, mientras que en el de Gandia solo se anade
triturado de naranja.
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Tabla 11. Promedio de los parametros fisicoquimicos medidos en el digestor de QB hasta la fecha de cada muestra.

mth::t?'a pH (:::)lL) Acidez/alcalinidad SSV (mg/L) DQO (mg/L)
03/04/2017 7,50 95,31 0,04 11414 18533
08/05/2017 7,60 85,22 0,04 10921 17054
23/06/2017 7,45 82,55 0,04 12129 16940
16/08/2017 7,45 71,40 0,03 11630 18420
06/09/2017 7,60 64,02 0,03 13161 20316
21/10/2017 7,42 70,88 0,03 13656 20566
30/01/2018 7,36 83,50 0,04 12936 18666
28/02/2018 7,38 78,80 0,04 11397 17725
20/03/2018 7,45 63,33 0,04 11480 16200
24/04/2018 7,35 84,25 0,05 10356 15866

Tabla 12. Parametros fisicoquimicos medidos en el digestor de Gandia.

AGV  Alcalinidad

Fecha pH (me/L) (mg/L) Acidez/alcalinidad SST (mg/L) SSV (%)
enero-18 6,90 187 2371 0,08 17340 69
febrero-18 6,90 135 2028 0,07 15540 69
marzo-18 6,90 129 2025 0,06 17236 70
abril-18 6,90 131 2382 0,05 18100 71
may-18 6,90 178 2369 0,08 17480 71

Tabla 13. Parémetros fisicoquimicos medidos en el digestor de Ontinyent.

[V
AGV Alcalinidad %

Fecha pH Acidez/alcalinidad Reduccién
(mg/L)  (mg/L) de MV
enero-18 7,97 166 2044 0,08 37,8
febrero-18 7,18 149 3708 0,04 37
marzo-18 7,29 155 3475 0,04 38,4
abril-18 7,27 170 3478 0,05 31,8
mayo-18 7,35 120 3221 0,04 35,5

A continuacidn, en las tablas 14, 15 y 16 se muestran los pardmetros operacionales de cada
digestor en los periodos estudiados, asi como el biogas producido y su contenido en metano
(CH4). El biogds generado estd expresado en m3 de biogds por Kg de sélidos suspendidos volatiles
destruidos o eliminados. En el caso del digestor de Ontinyent, se facilitdé en otras unidades,
m3/mes, y éstas fueron transformadas a las mismas unidades para permitir hacer un estudio
comparativo. La carga de cosustrato diaria es un valor medio que se ha calculado a partir de la
DQO aportada por los cosustratos diariamente durante 20 dias anteriores a la toma de muestra
del digestor y la concentracion de sélidos suspendidos volatiles presente en el digestor. En el
digestor de Ontinyent no se realiza codigestién en los periodos estudiados. Ademas, tampoco
se conoce la DQO del fango de entrada.
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Tabla 14. Pardmetros operacionales y rendimiento del digestor de la EDAR de QB en los periodos estudiados.

. Carga .

Tiempo de Temperatura cosustrato Biogas
Periodo retencion celular, o (m3/Kg SSV % CH,4

TRC (dias) (=C) (ke DQC?/Kg eliminados)

SSV-dia)

abr-17 30 37,7 0,016 1,21 64,2
may-17 40 39 0,021 1,08 63,8
jun-17 42 39,8 0,017 0,98 64,4
ago-17 45 40,4 0,015 1,06 66,2
sep-17 41 42,9 0,018 1,06 67,4
oct-17 39 40,5 0,053 0,95 65,4
ene-18 31 37,9 0,095 0,98 61,0
feb-18 35 36,8 0,024 1,02 59,7
mar-18 30 34,5 0,025 0,84 64
abr-18 30 33,4 0,016 0,87 64

Tabla 15. Parémetros operacionales y rendimiento del digestor de la EDAR de Gandia en los periodos estudiados.

ings 3
TRC Temperatura Carga cosustrato  Biogas (m3/Kg

Periodo , (Kg DQO/ Kg SSv % CH4
(dias) (=C) SSV-dia) eliminados)
enero-18 31 34 0,013 0,87 61
febrero-18 28 33 0,011 0,69 61
marzo-18 30 32 0,00009 0,88 61
abril-18 32 30 0,005 0,66 61
may-18 30 30 0,001 0,77 61

Tabla 16. Parametros operacionales y rendimiento del digestor de la EDAR de Ontinyent en los periodos estudiados.

Carga de Biogas
Periodo (Zzi) Tem;(): é;ltura SSV (Kg (m3/KgSSV % CH,
SSV/m3-dia) eliminados)

enero-18 34 38 0,76 1,01 66
febrero-18 31 37 0,77 0,84 67
marzo-18 36 38 0,76 0,84 66

abril-18 36 32 0,72 0,58 66
mayo-18 22 35 1,16 0,86 66

3.3. Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

3.3.1. Reactivos

Paraformaldehido

Utilizado para paralizar la actividad celular de las bacterias Gram negativas presentes en las
muestras estudiadas.
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Calentar 65 ml de agua bidestilada hasta 602C. Afiadir 4 g de Paraformaldehido (PFA). Aiadir 1
gota de una solucién de NaOH 2M y agitar rdpidamente hasta que la solucidon se haya clarificado.
Quitar de la fuente de calor y afiadir 33 ml de PBS 3X. Ajustar el pH a 7,2 con HCl. Eliminar
cualquier resto de cristales por filtracién a través de 0,2-0,45 um. Enfriar rdpidamente a 42Cy
conservar a esta temperatura. Alicuotar 800 uL en tubos de 1,5 ml y conservar a -20°C.

TRIS-HCI 1M pH 8 (tampdn de hibridacidon y tampdn de lavado)

Mantiene el pH neutro en el proceso de hibridacién, ya que éste es sensible a los cambios de
concentracion y temperatura.

Pesar 121,1 g de Tris base [tris(hidroximetil)Jaminometano] y disolver en 800 ml de agua
destilada. Anadir 42 ml de HCl concentrado y enrasar hasta 1000 ml con agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 1212C durante 15 min. Filtrar con 0,45 pm un volumen de 50 mly
guardar a temperatura ambiente en tubos Falcon.

NaCl 5M

El Na* neutraliza la carga negativa en la cadena de acidos nucleicos, facilitando la formacion del
hibrido ADN/ARN.

Pesar 292,2 g de NaCl y disolver en 800 ml de agua destilada. Enrasar con agua destilada hasta

un volumen de 1000 ml. Esterilizar en autoclave a 1219C durante 15 minutos y posteriormente

filtrar con 0,45 pum un volumen de 50 ml y guardar a temperatura ambiente en tubos Falcon.
EDTAOS5 M

Es un quelante de los cationes metalicos.

Pesar 186,1 g de EDTA y ainadir 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8 con NaOH para ayudar

a disolver el EDTA. Completar hasta 1000ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 1212C

durante 15 minutos y posteriormente filtrar.

SDS 10% (tampdn hibridacién y tampdn de lavado)

Ayuda a romper la pared celular, mejorando la penetracién de la sonda. También contribuye a
mejorar la accesibilidad sobre la diana desnaturalizando o eliminando las proteinas.

Pesar 10 g de SDS vy llevar hasta 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

Soluciones de Etanol al 50, 80 y 98%

Se emplean para deshidratar las muestras fijadas sobre los pocillos ya que el agua podria
disminuir la resolucién durante la microscopia.

Preparar cada solucidn a partir de etanol absoluto grado PRS en un volumen final de 40-50 mly
conservarlas en tubos Falcon.
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Solucidn de gelatina para preparacion de portaobjetos

Se debe gelatinizar la superficie del portaobjetos sobre el que se coloca la muestra a analizar
para conseguir una mejor adherencia de ésta y reducir la pérdida de microorganismos durante
las posteriores fases del proceso.

Pesar 0,1 g de gelatina y 0,01 g de sulfato potasico cromato y disolver en 100 ml de agua
destilada a 602C. Una vez disuelta, dejar enfriar a 50°C. Sumergir durante 2-3 segundos cada

porta y dejar secar en posicidn vertical overnight.

Tampon fosfato salino (PBS 3x)

Para 1L: disolver en primer lugar los fosfatos y después el cloruro sddico: 22,8 g de NaCl, 3 g de
NaH;P0,, 2,88 g de Na;HPO.. Enrasar hasta 1000 ml con agua destilada y ajustar a pH 7,4
Esterilizar por filtracién con diametro 0,20-0,45 um. Conservar a 4°C en tubos Falcon de 50 ml.

3.3.2. Equipos y materiales necesarios

Tanto para la preparacién de los reactivos como de las muestras, asi como para el proceso de
hibridacidn son necesarios una serie de equipos y materiales que se nombran a continuacion:

- Bafio de agua con temperatura regulable.

- Estufa de hibridacion (462C).

- Microscopio de epifluorescencia Leica DM 2500 con camara Leica DFC 420C.
- Liquido de montaje Marca Vectashield (Vector Laboratories, USA).
- Portaobjetos de vidrio cubiertos con teflén con 10 pocillos.

- Cubreobjetos.

- Aceite de inmersion.

- Centrifuga.

- Agua milliQ.

- Agua destilada.

- Tubos falcon de 50 ml.

- Tubos eppendorf de distintas capacidades.

- Micropipetas automaticas.

- Material volumétrico de vidrio.

- Pipetas pasteur de plastico.

- Balanza de precision.

3.3.3. Protocolo de FISH

El protocolo a seguir para la identificacion de los microorganismos mediante FISH es el siguiente:

- Fijacion de las muestras

Para estudiar la microbiologia presente en el momento en el que se coge la muestra, es
necesario paralizar la actividad celular para que los microorganismos no sigan proliferando fuera
del digestor en otras condiciones. Para ello, las muestras fueron fijadas siguiendo el protocolo
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especificado mas abajo, antes de 24 horas tras la toma de muestras. Posteriormente, se
conservaron a -202C hasta que se procedid a su analisis por la técnica FISH.

Los pasos seguidos para la fijacion de las bacterias Gram negativas usando Paraformaldehido
(PFA) se describen a continuacion:

e Afiadir 3 volumenes de PFA (750 pl) a 1 volumen de muestra (250 pl) y mantener a 42C
durante 1-3 horas.

e Centrifugar durante 3 min a 7000 rpm (5000 x g) para concentrar las células y
posteriormente, eliminar el paraformaldehido que ha quedado como sobrenadante.

e Resuspender (lavar) en PBS 1x.

e Repetir los 2 ultimos pasos.

e Centrifugar de nuevo, eliminar el sobrenadante y resuspender al 50% de etanol.

e Guardara-20 °C.

Por otro lado, los pasos seguidos para la fijacion de las bacterias Gram positivas son:

e Afiadir 1 volumen de etanol absoluto (500 pl) a 1 volumen de muestra (250 pl muestra
+ 250 pl de PBS) y mantener a 42C durante 3 horas.

e Centrifugar durante 3 min a 7000 rpm (5000 x g) para concentrar las células y
posteriormente, eliminar el sobrenadante.

e Resuspender (lavar) en PBS 1X.

e Repetir los 2 ultimos pasos.

e Centrifugar de nuevo y eliminar el sobrenadante y resuspender al 50% de etanol (500
ul etanol y 500 ul PBS).

e Guardara-20 °C.

- Preparacion de los portaobjetos (gelatinizar)

Con el fin de mejorar la adhesién de la muestra durante el tratamiento y obtener una
distribucion homogénea de ella sobre los pocillos, se recomienda usar portaobjetos
previamente tratados con una solucién de gelatina.

Para ello, lavar los portaobjetos sumergiéndolos durante 15 min en un recipiente con agua y
detergente. Luego enjuagarlos con agua destilada y dejarlos secar al aire. Mantener la solucion
de gelatina a 502C y sumergir los portaobjetos, una vez secos, durante unos 3 segundos para
cubrirlos con la gelatina. Posteriormente, dejar secar los portaobjetos al aire en posicién vertical
durante 1 dia.

- Inmovilizacion de la muestra sobre el portaobjetos

Colocar un volumen de 8 pl de muestra fijada en cada pocillo del portaobjetos previamente
gelatinizado y posteriormente meter en la estufa a 46 C durante unos 10 minutos hasta que
estén completamente secos. El secado a esa temperatura mejora la adhesidn de la muestra al
pocillo.

- Deshidratacion

La deshidratacion de las muestras inmovilizadas elimina el agua de éstas para aumentar la
resolucidn durante la microscopia. Para ello se sumerge el portaobjetos en una bateria de etanol
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al 50, 80 y 98% durante 3 min en cada disolucién. Posteriormente, dejar secar al aire antes de
seguir con el siguiente paso. Después de este procedimiento, el portaobjetos con las muestras
deshidratadas puede ser almacenado indefinidamente a -202C hasta que se proceda al proceso
de hibridacion.

- Preparacion de las sondas

Las sondas adquiridas comercialmente estan liofilizadas y tienen que ser resuspendidas en TE
buffer. Para poder utilizarlas en FISH, se deben preparar a la concentracién de trabajo de 50
pg/ml, partiendo de la concentracion de stock. Para ello son diluidas con la cantidad necesaria
de agua milliQ y son almacenadas en pequefios tubos, unos 80 pl, a -209C.

- Hibridacion

Preparar la solucién de hibridacidn en un tubo de 2000 pl. Segun el porcentaje de formamida
necesario, en la tabla 17, se recoge la cantidad a afiadir de formamida y de agua milliQ. Adem3s,
se deben afiadir 360 pl de NaCl 5M, 40 pl de Tris/HCl 1M y 2 pl de SDS al 10%. La formamida
debe de ser manipulada en campana extractora ya es que muy téxica.

Cada portaobjetos consta de 10 pocillos. Por cada pocillo que vaya a contener muestra a
hibridar, afiadir 1 pl de cada sonda (general y especifica) y 8 pl de solucién de hibridacion. El
portaobjetos se mete en la cdmara de hibridacion donde se mantiene en un ambiente con
formamida. Realizar este paso lo mas rdpidamente posible para evitar la pérdida de
fluorescencia de las sondas por la posible exposicién a la luz. Incubar a 46°C durante 1 hora.

Mientras transcurre el tiempo de incubacion, preparar la solucién de lavado en un tubo falcon
de 50 ml segin % de formamida (Tabla 18). Ademas, este debe contener 1 ml de Tris/HCI, 50 pl
de SDS y agua milliQ hasta un volumen de 50 ml. Una vez preparada, atemperar en bafio a 48°C.

Sacar el portaobjetos de la estufa evitando el contacto con luz directa, lavar con solucién de
lavado e introducir en la solucién de lavado a 482C. Mantenerlo asi durante 10-15 minutos. La
solucién de lavado elimina el exceso de sonda sin comprometer la hibridaciéon y manteniendo
condiciones similares a las de hibridacion. Por ultimo, lavar con agua MilliQ y dejar secar en
oscuridad. Una vez seco, el portaobjetos se puede conservar a -202C.

Tabla 17. Preparacion de la solucion de hibridacion segun el porcentaje de formamida.

Cantidad de formamida % Formamida en el Cantidad de agua milli-Q

(ul) pocillo

0 0 1598
100 5 1498
200 10 1398
300 15 1298
400 20 1198
500 25 1098
600 30 998
700 35 898
800 40 798
900 45 698
1000 50 598
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Tabla 18. Preparacion de la solucion de lavado segun el porcentaje de formamida.

% Formamida NaCl (M) ul NaCl 5M ul EDTA 0,5M
0 0,900 9000 -
5 0,636 6300 -

10 0,450 4500 -

15 0,318 3180 -
20 0,225 2150 500
25 0,159 1490 500
30 0,112 1020 500
35 0,080 700 500
40 0,056 460 500
45 0,040 300 500
50 0,028 180 500

3.3.4. Tratamiento de muestras con lisozima

Segln Meier et al. (1999) para mejorar la permeabilidad de la pared celular de los
microorganismos objetivo de la sonda LGCmix del Phylum Firmicutes, se debe afiadir una
disolucién de lisozima. Esta enzima rompe las paredes celulares de las bacterias y permite que
las sondas accedan mas facilmente a los ribosomas. El procedimiento de permeabilizacién con
lisozima partiendo de las muestras inmovilizadas deshidratadas con etanol es el siguiente:

1. Aplicar 10 pl de disolucién de lisozima con una concentracion de 240000 U/ml (6 mg/ml)
sobre cada uno de los pocillos extendiéndola homogéneamente.

2. Colocar el portaobjetos en posicidon horizontal en un tubo falcon de 50 ml con papel
humedecido con 2 ml de agua milliQ.

3. Incubara 37eC durante 20 min.

4. Lavar el portaobjetos 3 veces por inmersidn en agua y posteriormente una vez en etanol
absoluto.

5. Dejar secar al aire.

6. Una vez seco, seguir con el protocolo de hibridacion o almacenar a -209C para su
conservacion durante meses.

3.4, Sondas

Las sondas utilizas en el estudio se han comprado ya marcadas para ser directamente utilizadas
en FISH siendo necesario, previamente, prepararlas a la concentracién de trabajo (50
microgramos/l). En la tabla 19 se muestran las sondas empleadas en este estudio junto a su
secuencia, el organismo al que va dirigida, el porcentaje de formamida, asi como la referencia
del articulo cientifico de donde se ha obtenido.

A todas las muestras se les ha aplicado la sonda especifica que hibrida los microorganismos que

se quieren identificar y cuantificar en cada caso y un par de sondas generales que detectan la
mayoria de las bacterias del dominio eubacteria, EUBmix, y las arqueas, ARCH915.
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Para la hibridacién con las sondas de metanogénicas se han utilizado las muestras fijadas de
gram negativa, ya que segun se ha consultado en la bibliografia (Sakai et al., 2008), los érdenes
Methanomicrobiales y Methanobacteriales responden a este tipo de pared celular, mientras que
los microorganismos del orden Methanosarcinales se clasifican tanto como gram positivas como
negativas. Para este ultimo orden, se llevd a cabo una hibridacidon con ambos tipos de muestras
fijadas y la cuantificacién dio como resultado una presencia similar. Por lo tanto, para la
identificacion de los microorganismos metanogénicos se emplearon las muestras de gram
negativas.

Los marcadores fluorescentes utilizados fueron FAM (6-carboxi-fluoresceina), el cual emite luz
verde (A=520 nm) al excitarse con luz azul (A=490 nm) y TAMRA (6-carboxi-tetrametil-rodamina),
el cual emite luz roja (A=580 nm) al excitarse con luz verde (A=546 nm). Las sondas generales,

EUBmix y ARCH915, estdn marcadas con FAM vy las especificas con TAMRA.

Tabla 19. Sondas empleadas en este estudio.

MIX Sonda Secuencia (5’->3’) Organismo %FA | Referencia
EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Most Bacteria 0- | Amman et
50 al., 1990
EUB3381l | GCA GCC ACC CGT AGG TGT Planctomycetales | 0. | Daimseét
4 50 | al, 1999
EUBmix
EUB338II | et gee acc caT AGG TGT Verrucomicrobiales | 0. | D23mset
50 al., 1999
35 | Stahly
ARCH915 GTG CTCCCCCGCCAATTCCT Archaea (20- Amann,
55) 1991
Orden Raskin et
MSMX860 | GGCTCG CTT CACGGCTTC CCT Methanosarcinales 45 al, 1994
Some Raskin et
MsS821 CGCCATGCCTGACACCTAGCGAGC Methanosarcina 40 al., 1994
TCG CAC CGT GGC CGA CACCTA Raskin et
MX825 aC Methanosaeta 50 al, 1994
MB311 ACCTTG TCT CAG GTT CCATCT Orden . 30 Crocetti et
CcC Methanobacteriales al., 2006
Orden Crocetti et
MG1200b | CRG ATA ATT CGG GGC ATG CTG Methanomicrobiales 20 al, 2006
Orden Raskin et
MC1109 GCA ACATAG GGCACG GGTCT Methanococcales 45 al., 1994
Most
Desulfovibrionales
SRB385 CGG CGT CGC TGC GTC AGG (most defta- 35 | Amann et
proteobacteria al., 1990
sulfatoreductoras)
and other Bacteria
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Desulfobacteraceae
(Desulfobacterales,
SRB385Db | CGG CGT TGC TGC GTC AGG Desulfuromonales, | 5, | Rabus et
Syntrophobacterales, al., 1996
Myxococcales, and
other Bacteria)
Many
Dtm230 | TAATGG GAC GCGGACCCA | Desulfotomaculum |-, | Hristova et
cluster | and other al., 2000
Firmicutes (G+)
Firmicutes (Gram
LGC354a TGGAAGATTCCCTACTGC positive bacteria | 5. | Meier et
with low G+C al., 1999
content)
Firmicutes (Gram
positive bacteria Meier et
LGC354b CGGAAGATTCCCTACTGC with low G+C 35 al, 1999
content)
LGCmix I;I(r)rsri"lcic\lljetel:fa(cGt;?g Meier et
LGC354c CCGAAGATTCCCTACTGC with low G+C 35 al, 1999
content)
. Gichetal.,
GNSB-941 AAA CCA CACGCTCCG CT Phylum Chloroflexi 35 2001
GNSB941- Speirs et
H927 GCT TGT GCG GGC CC - al,, 2011
GNSBIAL- | 17 17¢ 6YG TTG CAT CGA ATT _ | Speirset
. H958 al., 2011
CFXmix
Bjornsson
CFX1223 CCATTG TAG CGT GTG TGT MG Phylum Chloroflexi 35 etal,
2002
CFX1223- Speirs et
H1206 CCCWGG AYATAA AGG CC - al, 2011
CFX1223- Speirs et
H1243 TTT AGCAACYYATTG TACCGR - al, 2011
Phvium O'Sullivan
CFB560 WCCCTTTAAACCCART y . 30 etal,
Bacteroidetes
2002
BET42a GCC TTC CCA CTT CGT TT Clase | 35 | Manzet
Betaproteobacteria al., 1992
Phylum Roller et
2
HGC69a TAT AGT TAC CAC CGC CGT Actinobacteria 5 al, 1994
HGC69a
Compet

Dadas las caracteristicas de los diferentes drdenes de arqueas metanogénicas, el orden
Methanopyrales no se ha incluido en el presente trabajo dado que sus miembros necesitan
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rangos de temperatura éptimos para su crecimiento de 84 a 110°C (Huber y Stetter, 2001) y su
presencia en digestores mesofilicos resulta imposible. En el caso del orden Methanococcales, el
cual Unicamente ha podido aislarse de ambientes con elevada salinidad (Whitman y Jeanthon,
2003), si se ha estudiado su posible presencia en el reactor a pesar de intuir su ausencia.

3.5. Observacion y cuantificacion

La observacién de las muestras hibridadas se realizé con un microscopio de epifluorescencia
Leica DM 2500 empleando como fuente de luz una ldmpara de mercurio (Figura 11). En este tipo
de microscopio la luz incidente es emitida desde encima de la muestra y atraviesa un primer
filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al fluorocromo. Esta radiacidn es
reflejada por el filtro dicromdatico y enfocada por la lente del objetivo sobre la muestra, las
moléculas fluorescentes de la muestra se excitan y emiten luz (por fluorescencia) de una
longitud de onda especifica y mayor. Esta luz es enfocada por el objetivo y la mayor parte pasa
através del filtro dicromatico y no se refleja. Un filtro de barrera final bloquea toda la luz residual
con la frecuencia de la radiacion de excitacion.

Los filtros utilizados en el microscopio son los mostrados en la tabla 20:

Tabla 20. Filtros utilizados en el microscopio de epifluorescencia.

Filtro de Espejo Filtro de
. Rango de o N . ., Fluorocromo
Filtro . excitacion dicroico emision .
excitacion tincion
(nm) (nm) (nm)
13 Azul 450-490 510 515 FAM
N2.1 Verde 515-560 580 590 TAMRA

Para evitar la pérdida de fluorescencia de las moléculas, previamente a la observacién al
microscopio, se anadio liquido de montaje Vectashield. Es muy importante controlar la cantidad
que se utiliza, ya que si se aflade mucho mas o menos de lo necesario se pueden obtener
imagenes borrosas.

Figura 11. Microscopio de epifluorescencia.

Para cada muestra de interés, se han tomado imagenes de 20 campos elegidos al azar moviendo
el portaobjetos en las dimensiones x e y, y ajustando el plano focal del microscopio en la
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dimensiéon z. Al azar significa: No elegir los campos basandose en la presencia de
microorganismos a cuantificar, esto sesgaria el andlisis. Usar como criterio que el campo
contenga biomasa microbiana pero no necesariamente los microorganismos a cuantificar.
Fijarse en fléculos que tengan buen aspecto, no estén borrosos ni presente mucha
autofluoresencia o background.

Con el objetivo de 63 aumentos, se toma una imagen del canal rojo (sonda especifica) y una del
canal verde (sonda general) para cada campo, por lo que habra un total de 40 imdagenes por
muestra a analizar. Conviene usar una baja ampliacidon para capturar mas biomasa como sea
posible en cada imagen. Esto mejorara las estadisticas. Las células de la sonda especifica
apareceran en ambos canales ocupando la misma area en ambas imagenes.

Una vez obtenidas las imagenes, para la cuantificacién se ha empleado el software Matlab con
el que se ha convertido la imagen en una escala de grises para posteriormente realizar una
binarizaciéon diferenciando los pixeles con sefial de los que no tienen sefial. Esto se ha
conseguido ajustando un par de parametros que permiten regular el brillo y la sefal de
background.

El software genera una hoja Excel donde aparecen, en tanto por cien, los pixeles con sefial en el
canal rojo respecto de los pixeles con sefial del canal verde, es decir, respecto al total. Ademas,
este valor va acompanado de la desviacion estandar y la incertidumbre y un grafico de barras
donde se representa el porcentaje de bacterias especificas en cada campo y una media
acumulada. Estos resultados serviran para comparar la abundancia de las poblaciones de
bacterias entre las diferentes muestras analizadas.

3.6. Andlisis estadistico

En base a los resultados obtenidos se han utilizado diversas técnicas estadisticas para el andlisis
e interpretacién de los datos obtenidos mediante la microbiologia y su posible relacidn con los
pardmetros operacionales.

- Media aritmética

La media aritmética es el valor promedio de un conjunto de valores y es independiente de las
amplitudes de los intervalos. Se calcula sumando todos los valores de la variable y dividiendo
por el nUmero de datos de esa variable (ecuacién 1).

N
Z % )

x|
I
Sl

- Desviacion estandar

La desviacién estandar o desviacidn tipica informa del grado de homogeneidad de los datos o
de la dispersidon que presentan respecto a la media. Se calcula mediante la ecuacién 2.

1 N
o= | (i —® @
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Comparando con el mismo tipo de datos, una desviacidn tipica elevada significa que los datos
estdn dispersos, mientras que un valor bajo indica que los valores son préximos los unos de los
otros, y por lo tanto de la media.

- Varianza

La varianza de unos datos es la media aritmética del cuadrado de las desviaciones respecto a la
media de esta. Se calcula aplicando la siguiente formula:

s I — %)

- 3

Comparando con el mismo tipo de datos, una varianza elevada significa que los datos estan mas
dispersos mientras que un valor bajo indica que los valores estan por lo general mds proximos a
la media. Un valor de la varianza igual a cero implica que todos los valores son iguales y, por lo
tanto, también coinciden con la media aritmética.

- Covarianza

La covarianza es el valor que refleja en qué cuantia dos variables aleatorias varian de forma
conjunta respecto a sus medias.

La formula de la covarianza se expresa como sigue (4):

it =00 —y)
N

Cov(x,y) = 4)

Donde: y es la media de la variable y, x es la medida de la variable x.

- Coeficiente de Correlacion

El coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de la relacidn lineal entre dos variables
aleatorias cuantitativas. Se dice que la correlacidon es perfecta positiva cuando exactamente en
la medida que aumenta una de ellas aumenta la otra, en cambio, la relacién es perfecta negativa
cuando en la medida que aumenta una variable disminuye la otra. Por lo tanto, el coeficiente de
correlacién de Pearson oscila entre -1 y +1 y se define por la siguiente ecuacion (5), aunque
comunmente se suele utilizar el coeficiente de determinacién R? que es simplemente el
cuadrado del coeficiente de correlacién de Pearson, evitando de esta manera los valores
negativos.

2 G =0 = Y)

R(x,y) = = = ()
VIO —X)2(y; — ¥)?

Donde:

xi= valores de la variable x.

x = media aritmética de la variable x.
yi= valores de la variable y.

Yy = media aritmética de la variable y.
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En el caso de estar analizando una distribucién n-dimensional con n > 2, podemos construir la
llamada matriz de correlacién. La matriz de correlacion R es una matriz cuadrada n x n
constituida por los coeficientes de correlaciéon de cada pareja de variables, de manera que
tendrd unos en su diagonal principal, y en los elementos no diagonales (i,j) los correspondientes
coeficientes de correlacién rij. La matriz de correlacién sera simétrica y puede considerarse
como la matriz de varianzas entre las variables tipificadas.

1 7, Ny

7 1 7

21 an
R =

rxl rx:! 1

- Boxwhisker

Un diagrama de Boxwhisker, también conocido como diagrama de caja y bigotes, es un grafico
gue esta basado en cuartiles y mediante el cual se visualiza la distribucién de un conjunto de
datos. Estda compuesto por un rectangulo (la «caja» o box en inglés) y dos brazos (los «bigotes»
o whisker).

El grafico suministra informacién sobre los valores minimo y maximo, los cuartiles Q1, Q2 o
mediana y Q3, y sobre la existencia de valores atipicos y la simetria de la distribucién. Primero
es necesario encontrar la mediana para luego encontrar los dos cuartiles restantes. El cuartil Q1
recoge el 25% de los datos, el Q2 constituye la mediana o el 50% de los datos y el Q3 el 75%. En
la figura 12 se puede observar un diagrama de cajas y bigotes.

Escala

0 —— 4—— Maximo

+— Q3

+—— Mediana

«— Q1

<+—— Whisker

10 — —te ¢—— Minimo
® «— Valor atipico

Figura 12. Diagrama de cajas y bigotes.

- Analisis de componentes principales (PCA)

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) es una técnica estadistica multivariante cuyo
objetivo es transformar un conjunto de variables originales en un nuevo conjunto de variables
conocidas como componentes principales. Con esto se consigue reducirlas a un menor nimero
facilitando el analisis posterior de las interrelaciones entre ellas, perdiendo la menor cantidad
de informacién posible. Los nuevos componentes principales serdn una combinacién lineal de
las variables originales, y ademas seran independientes entre si. Si las variables originales estan
incorreladas no tiene sentido realizar un andlisis de componentes principales.
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Existen diferentes criterios para seleccionar el nimero de componentes principales:

- @Gréfico de sedimentacién o de “codo”: es un grafico donde se representa los valores
propios frente al nimero de componentes. Buscar un codo en el grafico, es decir, un
punto a partir del cual los valores propios son aproximadamente iguales.

- Criterio de la varianza explicada: seleccionar el nUmero de componentes necesario para
explicar una proporcién predeterminada de la varianza, por ejemplo, el 80 o el 90%.

- Criterio del valor propio: seleccionar los componentes principales asociados a valores
propios superiores a un valor prefijado, por ejemplo, la varianza media.

Como resultado se obtienen dos graficos, el de cargas y el de puntuaciones. El grafico de cargas
muestra las relaciones existentes entre las variables e indica qué variables son responsables de
los patrones observados en el grafico de puntuaciones. Las variables que estan correlacionadas
positivamente estan agrupadas en el mismo cuadrante mientras que sin estan inversamente
correlacionadas estdn situadas en cuadrantes opuestos diagonalmente. Por su parte, el grafico
de puntuaciones representa como las diferentes muestras se relacionan unas con otras, en
términos de los pardmetros microbioldgicos, fisicoquimicos y operacionales del digestor.

Pagina | 52



Trabajo final de master: Caracterizacidén y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

4. Resultados

4.1. Cuantificacion

Los resultados obtenidos de la cuantificacidn para cada una de las muestras estudiadas de cada
digestor se exponen a continuacion.

Muestras Quart-Benager

En las tablas 21 y 22 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Quart-Benager.
En conjunto, los resultados de la comunidad bacteriana presentan una baja dindmica, es decir,
baja variabilidad en sus abundancias relativas.

Tabla 21. Resultados de la cuantificacion de bacterias hidroliticas, acidogénicas y sulfatoreductoras en las muestras
del digestor de Quart-Benager: porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxondmicos respecto del total de
bacterias y arqueas acompainado de la incertidumbre.

Bacterias hidroliticas y acidogénicas Bacterias sulfatoreductoras
M r
estres Betd2a CFB560 LGCmix HGC69a CFX1223- SRB385Db SRB385 Dtm230
GNSB541

3/4/17 1+1 0 111 5+1 3+1 4+1 <1 0

8/5/17 2+1 0 111 411 2+1 1+1 <1 0
23/6/17 2+1 0 1+1 2+1 1+1 1+1 <1 0
16/8/17 2%1 0 111 <1 1+1 2%1 <1 0

6/9/17 2+1 0 1+1 <1 1+1 <1 <1 0
21/10/17 31 0 111 <1 1+1 1+1 <1 0
30/1/18 2%1 0 111 311 3+1 2%1 <1 0
28/2/18 2+1 0 1+1 4+1 3+1 3+1 <1 0
20/3/18 3+1 0 1+1 4+1 4+1 4+1 <1 0
24/4/18 3+1 0 <1 5+1 2+1 1+1 <1 0

Tabla 22. Resultados de la cuantificacion de arqueas metanogénicas de las muestras del digestor de Quart-Benager:
porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxonémicos respecto del total de bacterias y arqueas acompafiado de
la incertidumbre.

Muestras MSMX860 MX825 MS821 MG1200b MB311 MC1109

3/4/17 6+1 6+1 0 0 0 0

8/5/17 6+1 341 0 0 0 0
23/6/17 5+1 3+1 0 0 0 0
16/8/17 5+1 2+1 0 0 0 0

6/9/17 6+1 4+1 0 0 0 0
21/10/17 6+1 2+1 0 0 0 0
30/1/18 5+1 341 0 0 0 0
28/2/18 4+1 341 0 0 0 0
20/3/18 6+1 4+1 0 0 0 0
24/4/18 6+1 3+1 0 0 0 0
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Los resultados mostrados en las tablas anteriores se representan en la figura 13. Se ha utilizado
la incertidumbre como medida de dispersion en lugar de la desviacién estandar para considerar
el nimero de campos estudiados. Esta presenta valores del 1% para la hibridacién de todos los
microorganismos. Para los cdlculos y representaciones graficas, las abundancias menores del 1%
se han fijado en 0,5.

En general, es normal que se hayan obtenido porcentajes de hibridacién tan bajos ya que en un

digestor anaerobio se quiere estabilizar el fango, es decir, reducir el nUmero de microorganismos
viables, aunque al mismo tiempo son ellos los que hacen posible esa estabilizacién.
=

Figura 13. Abundancia relativa de la poblacion de bacterias y arqueas en el digestor de QB. La abundancia detectada
por la sonda MX825 del género Methanosaeta estd dentro de la de la sonda MSMX860 del orden Methanosarcinales.

A relativa |

Abundanc

La poblacion de bacterias detectada fue mayor que la de arqueas en todas las muestras. Se
detectd presencia de los phylum Actinobacteria, Firmicutes y Chloroflexi, de la clase
Betaproteobacteria del phylum Proteobacteria y de bacterias sulfatoreductoras (SRB). Debido a
la gran diversidad de bacterias que existe en estos sistemas, es muy dificil identificar y cuantificar
la comunidad bacteriana completa. EIl maximo porcentaje de bacterias obtenido tras la
cuantificacion ha sido de un 15,5%. Las Unicas metanogénicas detectadas fueron las del orden
Methanosarcinales siendo Methanosaeta el género predominante.

En cuanto a la sonda del phylum Firmicutes (LGCmix), se han identificado sefiales
correspondientes a positivos muy débiles y dispersas lo que puede estar ligado a que estas
bacterias tienen la pared celular muy gruesa. Esto unido a la intensa autofluorescencia que
presentan las muestras ha hecho muy dificil su cuantificacion mediante Matlab, por lo que se ha
realizado una cuantificacion de forma manual sumando aproximadamente los pixeles que
corresponde a la sefial de la sonda con respecto a los pixeles totales de todo el fléculo utilizando
Photoshop. Asi se ha calculado una abundancia del 1% de este phylum en todas las muestras
excepto en la del 24/4/18 en la que se observé una presencia menor. En cuanto a su morfologia,
presentan agrupaciones en forma de filamentos cortos.

Por su parte, el phylum Chloroflexi mostré poca intensidad tras la hibridacién de las muestras
con las sondas CFX1223 y GNSB541. Tras ello, se revisé la bibliografia y se encontré una serie de
helpers que habian sido afiadidos en la hibridacidon para mejorar la intensidad de la sefial. Se
repitid la hibridacion empleando las mismas sondas junto a los helpers. Dado que se tenia que
emplear un total de ocho sondas por pocillo, se modificaron las cantidades afiadidas. Se utilizé
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0,4 ul de la sonda del dominio arquea (ARCH915), 1 ul de la sonda del dominio eubacteria
(EUBmiIx) y 0,4 ul de cada sonda especifica y helper. El resultado se muestra en la tabla 21.

En cuanto a la clase Betaproteobacteria, su abundancia en las muestras analizadas esta entre el
1y el 3%. En la figura 14 se muestra una imagen de un campo a 630x de las bacterias detectadas
de la clase Betaproteobacteria.

Figura 14. Bacterias de la clase Betaproteobacteria (imagen a 630x).

El phylum Actinobacteria supone uno de los grupos de bacterias mds abundante identificado en
las muestras analizadas. En cuanto a su morfologia, la mayoria se unen formando filamentos
gruesos (como cadenas de bacterias con formas rectangulares) en los que son visibles los septos
celulares, que son las separaciones entre bacterias de la cadena (Figura 15). Tras consultar en la
bibliografia (Nielsen et al., 2009), podrian corresponder al morfotipo Nostocoida limicola Il, el
cual estd cubierto por la sonda utilizada (HGC69a). En los filamentos se ven células que no
emiten fluorescencia probablemente debido a que esas células estén inactivas o muertas, ya
que la fluorescencia depende del contenido en ribosomas. Se han cuantificado obteniéndose los
resultados mostrados en la tabla 21. Su abundancia disminuye por debajo del 1% para las
muestras de agosto, septiembre y octubre.
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Figura 15. Bacterias del phylum Actinobacteria en el digestor anaerobio (imagen a 630x).

Para la deteccion de las bacterias sulfatoreductoras de la clase Deltaproteobacteria empleando
las sondas SRB385 y SRB385Db se obtuvieron sefiales positivas para ambas con distinta
abundancia. Con la sonda SRB385Db para las SRB de la familia Desulfobacteraceae (Figura 16),
la sefal varia entre las diferentes muestras mientras que con la sonda SRB385 para
Desulfovibrionales, se obtuvo una abundancia menor del 1% en todas las muestras analizadas
(Figura 17). Con la sonda SRB385Db se detectaron bacterias pequefias, dispersas y muy poco
floculadas (Figura 15). Los resultados se muestran en la tabla 21. Por otro lado, con la sonda
Dtm230 se detecta a las SRB del género Desulfotomaculum pertenecientes al phylum Firmicutes,
pero no se obtuvieron sefiales positivas.

Figura 16. Bacterias sulfatoreductoras de la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db (imagen
a 630x).
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Figura 17. Bacterias sulfatoreductoras del orden Desulfovibrionales detectadas con la sonda SRB385 (imagen a 630x).

El orden Methanosarcinales es el mds abundante en todas las muestras, estando ausentes las
arqueas del orden Methanomicrobiales y Methanobacteriales. En el caso del orden
Methanococcales, era de esperar su ausencia en las muestras estudiadas dado que suelen crecer
en ambientes con elevada salinidad (Esteves, 2014; Whitman & Jeanthon, 2003). Por debajo del
orden Methanosarcinales, se han aplicado dos sondas a nivel de género, MS821 para
Methanosarcina y MX825 para Methanosaeta. Estas arqueas metanogénicas se diferencian en
cuanto a su metabolismo, ya que Methanosarcina es capaz de generar metano tanto por la ruta
hidrogenotréfica como por la acetocldstica mientras que Methanosaeta solo lo hace por la
acetoclastica, es decir, utiliza acetato como Unico sustrato. En un principio se podria esperar que
abundaran Methanosarcina ya que estas pueden utilizar dos sustratos y Methanosaeta solo uno.
Sin embargo, tras realizar FISH con ambas sondas, solamente la sonda MX825 de Methanosaeta
ha dado sefiales positivas. Segun la bibliografia (Demirel et al., 2008; Nakakihara et al., 2014),
Methanosaeta compite con Methanosarcina a bajas concentraciones de acético.

Dado que con la sonda MSMX860 se identificaron microorganismos con morfologia de barra, se
esperaban que éstos fueran del género Methanosaeta ya que estos microorganismos presentan
esta morfologia (Figura 18). Los del género Methanosarcina detectados por la sonda MS821 son
cocos, cocos irregulares o poligonos planos. Por ello, basandose en la morfologia no se han
identificado sefiales positivas del género Methanosarcina.
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Figura 18. Arqueas metanogénicas del género Methanosaeta detectadas con la sonda MX825. La superposicion de
las sondas da el color naranja en la imagen (imagen a 630x).

Las sondas para la identificacién de miembros de los drdenes Methanobacteriales y
Methanomicrobiales dieron resultados ambiguos. Con ambas sondas se ven puntos muy
pequeios en el canal rojo que en un principio se creyé que correspondian a seiales positivas de
la sonda, pero en el canal verde no se aprecian o se muestran en rojo, lo que significa que son
residuos inertes de la muestra que tienen mucha fluorescencia en el canal rojo y se pasan al
verde. Ademads, con el fin de aclarar si esos puntos eran positivos, se observaron las muestras al
microscopio con el objetivo de 1000 aumentos para comprobar si se veia la morfologia de estas
arqueas. Sin embargo, con 1000 aumentos, los puntos pequefios seguian viéndose muy
pequefios por lo que se concluyd que dichas sondas daban resultados negativos. Al observar al
microscopio el pocillo del control negativo (muestra con solucién de hibridacién), también se
ven esos puntos pequefos, pero no en tanta cantidad, por lo que desde ese punto de vista si se
podria pensar que corresponden a positivos.

Muestras Gandia-La Safor

En las tablas 23 y 24 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Gandia-La Safor. Al igual
que para las muestras de Quart-Benager, los resultados de la comunidad bacteriana presentan
poca variabilidad. Al observar estas muestras al microscopio, presentaban mas background que
las del digestor de Quart-Benager, lo que hizo mas dificil la posterior cuantificacion.
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Tabla 23. Resultados de la cuantificacion de bacterias hidroliticas, acidogénicas y SRB en las muestras del digestor de
Gandia-La Safor: porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxonomicos respecto del total de bacterias y arqueas
acompafiado de la incertidumbre.

Hidroliticas y acidogénicas Sulfatoreductoras
vuestras Bet42a CFB560 LGCmix HGC69a CFX1223- SRB385Db SRB385 Dtm230
GNSB541

8/2/18 211 0 0 311 3+1 211 1+1 0
21/2/18 311 0 0 311 3+1 211 1+1 0

8/3/18 311 0 0 311 4+1 211 1+1 0
27/3/18 311 0 0 311 4+1 211 1+1 0
18/4/18 211 0 0 311 4+1 1+1 1+1 0

2/5/18 2+1 0 0 3+1 4+1 2+1 141 0

Tabla 24. Resultados de la cuantificacion de arqueas metanogénicas en las muestras del digestor de Gandia-La Safor:
porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxonémicos respecto del total de bacterias y arqueas acompafado de
la incertidumbre.

Muestras MSMX860 MX825 MS821 MG1200b MB311 MC1109
8/2/18 3+1 3+1 0 <1 <1 0
21/2/18 31 3x1 0 <1 <1 0
8/3/18 4+1 3+1 0 <1 <1 0
27/3/18 3+1 3+1 0 <1 <1 0
18/4/18 41 2%1 0 <1 0 0
2/5/18 41 3x1 0 <1 0 0

En la figura 19 se muestran los resultados de la cuantificacién para las muestras analizadas del
digestor de la EDAR de Gandia.
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Figura 19. Abundancia relativa de la poblacion de bacterias y arqueas en el digestor anaerobio de la EDAR de
Gandia. La abundancia detectada por la sonda MX825 del género Methanosaeta estd dentro de la de la sonda
MSMX860 del orden Methanosarcinales.
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Al aplicar la mezcla de sondas LGCmix para el phylum Firmicutes con las muestras previamente
pretratadas con lisozima para facilitar la penetracion de la sonda, no se han detectado sefiales
positivas. Esto parece mas un problema de inespecificidad de la sonda que de la no existencia
de estos microorganismos ya que en estudios anteriores (Ramodn Zornoza Martinez, 2015) esta
sonda tampoco dio sefiales positivas y si lo hizo una sonda aplicada por debajo del phylum a
nivel de especie, por lo que apunta a la inespecificidad de esta sonda. Ademas, estudios de
secuenciaciéon masiva de ADN han demostrado la presencia de Firmicutes en estos digestores
cuando la sonda no lo ha detectado (datos sin publicar).

Por su parte, la sonda CFB560 de Bacteroidetes tampoco dio seial de hibridacion. Las sondas
Bet42a para las bacterias de la clase Betaproteobacteria y HGC69a para las del phylum
Actinobacteria si hibridaron con las bacterias objetivo. Las sefiales detectadas por esta ultima
sonda fueron un poco confusas porque no estaban bien definidas y se decidié cuantificarlas con
una abundancia constante. El phylum Chloroflexi también fue identificado con bastante
abundancia.

La poblacion de bacterias sulfatoreductoras resultdé poco abundante. La sonda SRB385 mostré
escasas sefiales positivas de hibridacion que, ademds eran dificiles de cuantificar y no se
observaron variaciones en su abundancia entre las muestras analizadas, por lo que se estimd
una abundancia constante para todas ellas del 1%. Con la sonda SRB385Db se observaron mas
sefiales positivas (Figura 20), pero también se tuvieron dificultades en su cuantificacidn por lo
que se hizo uso de Photoshop para retocar las imdagenes. La sonsa Dtm230 de Desulfotomaculum
no dio sefal positiva de hibridacion.

Figura 20. Bacterias sulfatoreductoras de la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db (imagen
a 630x).

Al igual que en el digestor de QB, el orden Methanosarcinales es el grupo mdas abundante de
metanogénicas detectado (Figura 21). Dentro de este orden, el género Methanosaeta es el Unico
que dio sefiales de hibridacion. En cuanto a los d&rdenes Methanomicrobiales vy
Methanobacteriales, el porcentaje de hibridacidn respecto del total resulté ser menor que un
1% en la mayoria de las muestras, por lo que no se ha realizado una cuantificaciéon de estos
ordenes, dado que la baja sensibilidad del método daria lugar a una cuantificacién imprecisa al
tratarse de un porcentaje tan reducido. Presentaban morfologia de cocos y cocos irregulares.
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Figura 21. Arqueas metanogénicas del orden Methanosarcinales detectadas por la sonda MSMX860 (imagen a
630x).

Muestras Ontinyent

En las tablas 25 y 26 se muestran los resultados cuantitativos de cada sonda aplicada para cada
una de las muestras estudiadas procedentes del digestor de la EDAR de Ontinyent. Al igual que
para los otros digestores, los resultados de la poblacién microbiolégica presentan poca
variabilidad. Las muestras de este digestor presentaron mads autofluorescencia y background
que las de los otros dos digestores, lo que dificulté bastante la cuantificacion.

Tabla 25. Resultados de la cuantificacion de bacterias hidroliticas, acidogénicas y SRB en las muestras del digestor de
Ontinyent: porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxonémicos respecto del total de bacterias y arqueas
acompafado de la incertidumbre.

Hidroliticas y acidogénicas Sulfatoreductoras
Muestras CFX1223
Betd2a CFB560 LGCmix HGC69a y SRB385Db SRB385 Dtm230

GNSB541
8/2/18 2+1 0 0 <1 241 <1 <1 0
21/2/18 4+1 0 0 <1 3+1 <1 <1 0
8/3/18 2+1 0 0 <1 3+1 <1 <1 0
21/3/18 3+1 0 0 <1 2+1 <1 <1 0
18/4/18 141 0 0 <1 2+1 0 0 0
2/5/18 141 0 0 <1 2+1 0 0 0
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Tabla 26. Resultados de la cuantificacion de arqueas metanogénicas en las muestras del digestor de Ontinyent:
porcentaje de hibridacion de distintos niveles taxondmicos respecto del total de bacterias y arqueas acompaiado de
la incertidumbre.

Muestras  MSMX860 MX825 MS821 MG1200b  MB311 MC1109
8/2/18 3+1 3+1 0 <1 0 0
21/2/18 1+1 1+1 0 <1 0
8/3/18 3+1 3+1 0 <1 0 0
21/3/18 2+1 2+1 0 <1 0 0
18/4/18 2+1 2+1 0 <1 0 0
2/5/18 3+1 3+1 0 <1 0 0

En la figura 22 se representa la abundancia relativa de los microorganismos detectados en cada
muestra del digestor de Ontinyent. Las metanogénicas del orden Methanosarcinales
(MSMX860) pertenecieron en su totalidad al género Methanosaeta (MX825), por lo que en el
grafico se presenta la abundancia del género.
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Figura 22. Abundancia relativa de la poblacion de bacterias y arqueas en el digestor anaerobio de Ontinyent.

Durante la observacion de las muestras, las bacterias sulfatoreductoras fueron muy poco
abundantes y su cuantificacion resulté imposible por el alto brillo de las muestras. Por ello, se
ha estimado una abundancia de menos del 1% para las sondas SRB385Db y SRB385.

La sonda de Bacteroidetes, al igual que en los otros digestores, no mostrd sefial positiva en
ninguna de las muestras analizadas. Se observaron numerosos puntos pequefios brillantes en el
canal rojo pero que también aparecian en el canal verde en rojo. Ademas, también aparecen en
el control negativo, por lo que se llegd a la conclusidn de que no correspondian a bacterias.

La sonda Bet42a especifica de la clase Betaproteobacteria dio sefial positiva en todas las
muestras analizadas con una abundancia relativa diferente. Algunas de las bacterias

identificadas son filamentosas, siendo éstas mdas abundantes en la muestra del 21/3/18.

Por su parte, la sonda HGC69a (Phylum Actinobacteria) mostrd escasas sefiales positivas, por lo
que se estimd una presencia menor del 1%.

La mezcla de sondas LGCmix del phylum Firmicutes tampoco dio sefial de hibridacién a pesar de
haber realizado la hibridacidn en dos ocasiones para cada una de las muestras, siny con lisozima.
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El conjunto de sondas del phylum Chloroflexi mostré resultados entre el 2 y el 3% en las muestras
analizadas.

Al igual que en las muestras de los otros digestores, el orden Methanosarcinales representa el
grupo mds abundante de arqueas metanogénicas. En cuanto a la morfologia, ésta era
ligeramente diferente a las de las muestras de Gandia y Quart. Se observaron barras formando
cadenas (Figura 23). Dentro de este orden, el género Methanosaeta también mostré seial
positiva. Se detectaron metanogénicas hidrogenotrdficas del orden Methanomicrobiales en <1%
pero no del orden Methanobacteriales. Por su parte, la sonda MC1109 (Orden
Methanococcales), al igual que en las otras muestras, no mostré sefiales de hibridacion.

Figura 23. Arqueas metanogénicas del orden Methanosarcinales detectadas con la sonda MSMX860 (imagen a 630x).

4.2. Comparacion de la microbiologia en funcién de los parametros
operacionales y fisicoquimicos

Tras el tratamiento de los datos proporcionados por Aguas de Valencia, se seleccionaron

periodos comparables entre si de cada digestor para hacer un estudio comparativo de la

microbiologia. A continuacidn, se van a comentar cada uno de ellos.

Digestor de Quart-Benager

Con el fin de estudiar la influencia del TRC sobre la poblacidn microbiana detectada en las
muestras del digestor de QB, se seleccionaron los periodos mostrados en la tabla 27. Estos
periodos difieren significativamente en el TRC con abril-2018 y presentan una misma carga
organica debida a la adicién de cosustrato.

El TRC es un parametro clave en la composicién microbioldgica de la digestion anaerobia debido

a que los microrganismos que intervienen en este proceso tienen un crecimiento lento, y, por
tanto, se requieren tiempos de retencion celular elevados para el correcto desarrollo de éste.
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Tabla 27. Periodos para estudiar el efecto del TRC en el digestor de QB.

Carga cosustrato

Periodo TRC (dias) T(2C) pH AGV (mg/l)

(Kg DQO/Kg SSV-dia)
Mayo-2017 40 0,02 39 7,5 85,2
Junio-2017 42 0,02 39,8 7,6 82,6
Sept-2017 41 0,02 42,9 7,5 64
Abril-2018 30 0,02 33,4 7,5 84,3

La figura 24 representa la poblacién de microorganismos identificada en las muestras analizadas
de esos periodos junto con el TRC. Se observa, claramente, como a un TRC mdas bajo en la
muestra de abril-2018 se favorece el desarrollo de las bacterias del Phylum Actinobacteria. No
obstante, los resultados obtenidos para dichas muestras, no se explican Unicamente por el TRC
si no que influyen otros parametros. La temperatura del digestor en abril-2018 también fue mas
baja en comparacion con los otros tres periodos, lo que conlleva a un aumento de la
concentraciéon de AGV ya que las metanogénicas reducen su actividad al disminuir la
temperatura. Por su parte, el pH se mantiene constante por lo que, aparentemente, no influye
en las variaciones observadas. Esto estd de acuerdo con estudios previos en los que la
dominancia de Actinobacteria dependia de las condiciones operacionales del digestor (Cardinali-
Rezende et al., 2012).

También se observa un ligero aumento de la poblacién de Betaproteobacteria a un TRC mas
bajo. Esta pasa del 2% en las muestras de mayo-17 y junio-17 y 1% en la de sept-2017 a 3% en
la de abril-2018, es decir, se triplica. También se observa en la tabla 27 como los AGV aumentan
en la muestra de abril-2018. La poblacién de Chloroflexi presenta poca variabilidad en estos
periodos y no se observa una tendencia clara con el TRC. Lo mismo sucede con las bacterias
sulfatoreductoras y las del phylum Firmicutes, que ademas fueron estimadas con una
abundancia del 1% o menor.

En cuanto a las metanogénicas, no se observa ninguna tendencia con el TRC. La poblacién de
metanogénicas no se ha visto afectada por una disminucion del TRC en la muestra de abril-18,
probablemente por la influencia de otros parametros. Por lo tanto, a pesar de la bajada del TRC,
las metanogénicas son capaces de degradar la materia organica, aunque dispongan de menos
tiempo para la degradacién. Ademads, éstas no varian estadisticamente en las muestras de estos
periodos si se considera el error en la cuantificacion de 1.

do

Abundancia relatva |'%
i
L]

Figura 24. Poblacion detectada en las muestras de los periodos seleccionados y variacion del TRC.
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Para estudiar el efecto de la carga organica debida al cosustrato, se ha seleccionado la carga mas
elevada introducida que corresponde a la muestra de enero-2018, con un valor de 0,14 Kg
DQO/Kg SSV-dia. Si se compara la poblacidn de la muestra de enero-2018 con la de abril-2017,
marzo-2018 y abril-2018 en las que el TRC era el mismo y la carga mas pequeiia (Tabla 28), se
observa que con la mayor carga la poblacidon de Methanosarcinales (MSMX860) presenta una
abundancia del 5% mientras que en el resto de muestras es del 6%, es decir, un aumento de la
carga del orden de 5 veces manteniendo el mismo TRC provoca una ligera reduccién de la
abundancia de Methanosarcinales probablemente por inhibicion (Figura 25). Sin embargo,
estadisticamente, esta relacion no es concluyente ya que, si se considera el error en la
cuantificacion de la poblacidn de Methanosarcinales, £1, un cambio del 5 al 6% no se considera
significativo.

Segun Sundberg et al. (2013), la comunidad bacteriana es altamente influenciada por las
caracteristicas del sustrato, asi como por las condiciones de operacidn. Sin embargo, no se
observa ninguna relacién significativa de las bacterias con la carga de cosustrato.

Tabla 28. Periodos para estudiar el efecto de la carga.

Carga
Periodo TRC (dias)  OSustrato (K& 2oy AGY (me/l) pH
DQO/Kg
ssv-dia)
Abril-2017 30 0,04 37,7 95,3 7,5
Enero-2018 31 0,14 37,9 83,5 7,4
Marzo-2018 30 0,04 34,5 63,3 7,5
Abril-2018 30 0,02 33,4 84,3 7,4
L ]

g

bundar
wstrat

arga

mar-18 abe 18

® Disulfobacteracoss W Mombexinale w Bataprot VWCTA Fameduss ® Actin

I ;
I l . I 2
atir-4 UR Y.

W Chiorofes) WA\ ett SAITInges W Methininsaet ® Carga argar

Figura 25. Abundancia relativa de las muestras de los periodos de abril-2017, enero-2018, marzo-2018 y abril-2018
en comparacion con la carga del cosustrato.

Por otro lado, se seleccionaron periodos en los que se operd el digestor con el mismo TRC vy la
misma carga (Tabla 29) para ver si la poblaciéon detectada variaba y que pardmetros tenian
influencia en esa variacion. En la figura 26 se muestra la poblacién microbiana de cada muestra
dentro del periodo. Se aprecia cierta variabilidad sobre todo en la poblacién de bacterias. Esto
indica que otros parametros que no son el TRC ni la carga estan influyendo en dichas
poblaciones. Los AGV parecen seguir una tendencia con la poblacién detectada, de manera que
una disminucién de bacterias (y no de arqueas) va acompafnada de una disminucién de los AGV
en el digestor. Sin embargo, una misma concentracion de AGV en la muestra de Sept-17 que en
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la muestra de marzo-18 ha ido acompaiada de una abundancia de bacterias tres veces mayor
(5 al 15%) en la muestra de marzo-18. Esto se debe a la utilizacién de un TRC menor que favorece
a las bacterias frente a TRC altos, ya que un TRC mds elevado conlleva una mayor estabilizacidon
del fango vy, por lo tanto, una mayor muerte de bacterias que son parte de los SSV.

La poblacion de arqueas metanogénicas total detectada (MSMX860) no varia entre las muestras.
Si lo hacen las metanogénicas acetoclasticas, pero no siguen una tendencia que se pueda

relacionar con los AGV.

Tabla 29. Periodos con el mismo TRC y carga.

Carga
, TRC  cosustrato (Kg AGV o
Periodo (dias) DQO/Kg (mg/l) T (2C) pH
SSV-dia)
Abril-17 30 0,04 95,3 37,7 7,5
Marzo-18 30 0,04 63,3 34,5 7,5
Mayo-17 40 0,02 85,2 39 7,6
Junio-17 42 0,02 82,6 39,8 7,5
Sept-17 41 0,02 64 42,9 7,6
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Figura 26. Abundancia relativa de la poblacion microbioldgica detectada en los periodos de interés en funcion de la
concentracion de AGV.

Digestor de Gandia

En el digestor de Gandia, el TRC presenta poca variabilidad, entre 28 y 32, en el periodo de
muestras analizadas. La temperatura también varia poco, 30-342C. Se va a estudiar la influencia
de la carga de cosustrato afiadida sobre la poblaciéon microbiana.

En lafigura 27, no se observa ninguna relacion clara entre la carga alimentada y la microbiologia.
En el caso de los microorganismos del Phylum Chlorofiexi parece que aumentan del 3 al 4% al
bajar la carga, aunque la carga es muy baja en todos los casos, pero llega a ser mas del doble
cuando se ve esa disminucién en la poblacion de Chloroflexi. No obstante, no se puede
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considerar como un resultado concluyente ya que, estadisticamente, si se considera el error en
la cuantificacién (1) un cambio del 3 al 4% no se considera significativo.

Realmente la poblacidon es muy poco variable (estadisticamente no varia) debido a que las

muestras fueron tomadas cada 15 dias y los pardmetros operacionales y fisicoquimicos varian
muy poco. Se consideran mas bien como muestras de un duplicado bioldgico.
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Figura 27. Abundancia relativa de la poblacion microbioldgica detectada en las muestras del digestor de Gandia en
funcion de la carga orgdnica debida al cosustrato.

Digestor de Ontinyent

En los periodos de estudio del digestor de Ontinyent, el TRC varia entre 31y 36 dias. Un aumento
del TRC parece ir acompafado de un aumento en la poblacién de arqueas mientras que la
abundancia de la poblacién de bacterias total se mantiene constante en las cuatro primeras
muestras y disminuye en las dos ultimas muestras, aunque el TRC es el mismo (Figura 28). Esta
disminucién en la poblacidn de bacterias al mismo TRC podria explicarse por una disminucidn
de la temperatura en ese periodo (Figura 29). La poblacidon de Actinobacteria detectada se
mantiene constante con una abundancia menor del 1%, mientras que la de Chloroflexi y
Betaproteobacteria presentan mas variabilidad entre las muestras.
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Figura 28. Abundancia relativa de la poblacion microbioldgica detectada en las muestras del digestor de Ontinyent
en funcion del TRC.
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Figura 29. Abundancia relativa de la poblacién microbioldgica detectada en las muestras del digestor de Ontinyent
en funcion de la temperatura.

De la muestra del 8/2/18 a la de 21/2/18 se observa un aumento del doble en la poblacién de
Betaproteobacteria que pasa del 2 al 4% mientras que la de Chloroflexi disminuye tres veces, del
3 al 1%. La temperatura no influye en este cambio de la poblacién ya que es practicamente
constante y el TRC disminuye de 34 a 31 dias, que, aunque no es un gran cambio podria explicar
el incremento en la abundancia de Betaproteobacteria en la muestra del 21/2/18, considerando
qgue un TRC mas alto conduce a una mayor estabilizacién del fango vy, por lo tanto, a un menor
numero de bacterias. Ademads, la poblacién de metanogénicas del género Methanosaeta
también sufre una disminucién del 3 al 1%, ya que las metanogénicas se ven favorecidas a TRC
mas altos que le permitan consumir los AGV generados en las etapas anteriores. Ademas, el pH
pasa de 7,97 a 7,18, y las metanogénicas se ven afectadas por cambios bruscos en el pH.
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4.3. Comparacion de los rendimientos entre los digestores

La proporcion de CH4 en el biogas oscila entre el 60-72% en volumen, siendo un valor habitual
un 67%. El resto del gas es fundamentalmente CO, con pequeiias cantidades de H,S y otros
gases. La produccion de gas varia en funcidén del contenido en sélidos del fango sin digerir y la
actividad bioldgica en el digestor. Valores tipicos son de 500 a 750 L de gas/kg de SSV a la entrada
y de 750 a 1100 L de gas/kg de SSV destruidos (Seco A. y Ferrer J., 2003).

En la tabla 30 se muestran los rendimientos tedricos de biogds correspondientes a distintos
compuestos presentes en el fango (Montalvo et al., 2000). Se prefiere expresar el rendimiento
de biogas en base a Kg de sdlidos suspendidos volatiles (SSV) destruidos y no totales (SST) ya
que no todos los SST son biodegradables, es decir, que no todos van a producir biogds. Hay que
tener en cuenta, ademas, que alrededor del 10 % de la materia organica consumida es empleada
en la sintesis celular.

Tabla 30. Rendimiento tedrico de gas metano para diferentes sustratos (Montalvo et al., 2000).

Componente % CHs m3/Kg SSV destruido
Carbohidratos
50 0,886
(CeH100s)
Grasas (CsngoOs) 70 1,335
Proteinas

4 7
(6C-2NH3-3H,0) 8 0,58

En los digestores estudiados, la produccion de biogas esta dentro de ese rango de valores tipicos,
presentando el digestor de QB un mayor rendimiento en comparacion con los otros dos (Figura
30). Basandose en los parametros operacionales de los digestores, esto podria explicarse por la
utilizacién de TRC mayores que en el digestor de Gandia y Ontinyent (Figura 31). Se debe esperar
que a mas TRC, el fango esté mas estabilizado y se produzca mas biogas. Ademas, elevados
tiempos de retencién hidraulica favorecen a las poblaciones de arqueas (Moon et al., 2015; Isa
etal., 1986). Si se compara la temperatura entre los tres digestores, ésta se mantiene por encima
en el digestor de QB (Figura 31). Gandia trabaja por debajo de la temperatura 6ptima de 359C,
lo que puede explicar que el biogds sea menor. Esta temperatura combina las mejores
condiciones de crecimiento de las bacterias con la mayor velocidad de produccion de metano.
Si se presta atencién a la carga orgdanica debida al cosustrato (Figura 32), ésta también es mayor
en el digestor de QB en comparacion con el de Gandia y el de Ontinyent, en el que no se afade
cosustrato.

Segun los parametros fisicoquimicos medidos, el pH presenta un valor mas estable, alrededor
de 7,5, en el digestor de QB mientras que en el de Gandia presenta un valor mas bajo y constante
de 6,9 y en Ontinyent varia entre 7,2 y 8 (Figura 33). Segiin Amani et al. (2010), un pH entre 6,8
y 7,4 se considera éptimo para el proceso de digestion anaerobia. En cuanto a la concentracién
de 4cidos grasos volatiles (AGV) (Figura 34), ésta es mas elevada en los digestores de Gandia y
Ontinyent, lo que podria indicar que se han ido acumulando conduciendo a una bajada en el
rendimiento de estos digestores. Sin embargo, el pH se ha mantenido dentro de un rango
Optimo, por lo que las elevadas concentraciones de AGV han sido contrarrestadas gracias a la
correcta capacidad tamponante del sistema. Segin Amani et al. (2010), una concentracién de
AGV medidos como &cido acético en el rango de 50-500 mg/| es dptima para que el proceso de
digestion anaerobia se desarrolle con buenos rendimientos de biogas.
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Una comparacién entre el biogas generado en el digestor de Gandia y el de Ontinyent (Figura
30) permite ver que el de Ontinyent presenta un rendimiento ligeramente mayor. La utilizacion
de TRC y temperaturas ligeramente mayores en Ontinyent respecto de los usados en Gandia,
podrian explicar los rendimientos de biogds mayores. Sin embargo, se podria decir que a pesar
de la adicién de cosustrato en Gandia no se obtienen rendimientos mejores que los de
Ontinyent, probablemente debido a que los TRC (y la temperatura) son ligeramente mas bajos
que los empleados en Ontinyent y una cosa compensa a la otra. Ademas, el pH se mantiene en
6,9y es ligeramente mds bajo que el de Ontinyent (Figura 33), por lo que la mds baja produccion
de biogas en el digestor de Gandia podria ser debida a la inhibicidn de la actividad metanogénica
por un pH bajo. De todos modos, el pH presenta poca variabilidad en los tres digestores, por lo
que su influencia sobre el rendimiento del proceso no es muy significativa.

0.80 _ -

Biogas (m*/Kg 55V eliminados

0] Gandia Ontinyent

Figura 30. Grdfico de cajas y bigotes para la comparacion de la produccion de biogds entre los tres digestores
estudiados.
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Figura 31. TRC y temperatura en los tres digestores.

Cuando la temperatura cae por debajo de 329C, se debe tener en cuenta la acumulacion de AGV,
ya que los microorganismos encargados de su formacién pueden permanecer activos a esas
temperaturas, pero la produccion de metano transcurre mas lentamente (Borja et al., 1995). Los
microorganismos metanogénicos por su parte, son muy sensibles a las variaciones de
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temperatura, ya que ésta influye en factores fisicos y bioldgicos del proceso de conversion. La
produccién de acidos puede continuar a un ritmo rapido a 212C, mientras que la produccién de
metano se ve gravemente afectada (Gerardi, 2003; Demirel et al., 2005; Collins et al., 2005; Chen
et al., 2008). El rango de temperaturas usado en el digestor de Gandia, mas bajo que el de los
otros dos digestores, podria explicar la mayor concentracién de AGV en este digestor (Figura 34)
y un pH mas bajo (Figura 33), conduciendo a un contenido en metano en el biogds menor
(Figura 30).
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Figura 32. Carga debida al cosustrato en los tres digestores.
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6.0
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Figura 33. pH en los tres digestores.

Cuando el TRC disminuye, los acidos grasos volatiles se pueden acumular, dada la lenta velocidad
de crecimiento de las arqueas metanogénicas que se ven favorecidas por elevados tiempos de
retencidn celular. Esto podria explicar que la produccion de biogas sea menor en el digestor de
Gandia y Ontinyent, en los que el TRC es menor en comparacién con el digestor de QB y la
concentracién de AGV es mas elevada. Ademads, en el digestor de Gandia, el pH es ligeramente
mas bajo.
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Figura 34. Concentracion de dcidos grasos voldtiles en los tres digestores.

El contenido en CH4 del biogds se encuentra dentro del rango tipico 60-72% (Figura 35), por lo
que es un buen indicador de la estabilidad del proceso. Se aprecia como la proporcién en
metano en el digestor de QB es mas variable que en el de Gandia y Ontinyent. La composicién
del biogds, entre otras cosas, depende de la temperatura debido a la dependencia de la
solubilidad de los diferentes gases con la temperatura.
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Figura 35. Contenido en metano del biogds en los tres digestores.

Por lo tanto, la produccidn de biogas es, en general, mas elevada en el digestor de QB, debido a
la utilizacién de parametros operacionales como el TRC, temperatura y carga organica mas
elevados. Mirando las figuras 36, 37 y 38, donde se representa la produccién de biogas en
funcién de los parametros operacionales para cada digestor, se puede ver como existe una
tendencia de mayor produccion de biogas al aumentar el TRC, la temperatura y la carga de
cosustrato.
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Figura 36. Comparacion de la produccion de biogds entre los tres digestores segun el TRC.
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Figura 37. Comparacion de la produccion de biogds entre los tres digestores segtin la temperatura del proceso.
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Figura 38. Comparacion de la produccion de biogds en los digestores de QB y Gandia segun la carga del cosustrato.

Pagina | 73



Trabajo final de master: Caracterizacidén y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

En la figura 38 puede verse como una carga del orden de 4 veces mayor a las demas utilizadas
en el digestor de QB no ha conducido a una produccién de biogds mucho mayor. La relacién
DQO introducida/Biogas producido (o mas bien metano) no tiene por qué ser lineal. Se podria
decir que, aparentemente, existe un valor a partir del cual un aumento de la carga orgdnica
conduciria a una acumulacién de acidos debido a que las bacterias fermentativas crecen mas
rapido que las metanogénicas, conduciendo a una disminucién en la produccién de biogas. Sin
embargo, no se ha observado un aumento pronunciado en la concentracidon de AGV (han pasado
de 71 a 84 mg/l) pero si una reduccion en el porcentaje de metano en el biogas, presentando
los valores mas bajos durante todo el periodo de estudio (60%). También, el TRC era menor (30
dias), por lo que las metanogénicas necesitaban mds tiempo para consumir esos AGV.

En la figura 39 se muestra la poblacién de bacterias detectada en los tres digestores. En los tres
digestores se detecté la misma comunidad bacteriana a excepcion del phylum Firmicutes que
solo se identificé en el digestor de QB con una abundancia del 1%, lo que podria estar unido a la
mayor produccion de biogds de este digestor. Segin Abendroth et al. (2015), Firmicutes fue
particularmente abundante en digestores con alta produccion de biogas (3000-5000 mi/l)
mientras que cuando la produccion de biogéas era menor (0-1500 ml/l) este phylum estuvo muy
poco presente. En nuestro estudio, el digestor de QB presenta un mayor rendimiento de biogas
en comparacion con los otros dos lo que podria estar relacionado con la presencia de bacterias
del phylum Firmicutes.

Las bacterias del phylum Firmicutes han sido descritas como principales degradadores de
material celuldsico (Hanreich et al., 2013) y generan sustratos directamente utilizados por las
metanogénicas. Un total de 23 géneros diferentes han sido identificados con la habilidad de
funcionar como bacterias sintroficas, las cuales convierten acidos grasos volatiles producidos
por las bacterias acidogénicas como butirato en acetato, hidrégeno y didxido de carbono. La
mayoria de estas bacterias sintréficas se encuentran dentro del phylum Firmicutes (Schuchmann
y Miiller, 2014). Por lo tanto, la presencia de Firmicutes en el digestor de QB podria incrementar
la concentracién de acetato e hidrégeno en el digestor, pudiendo beneficiar el crecimiento de
las metanogénicas tanto acetocldsticas como hidrogenotréficas. Esto podria apoyar el
razonamiento de que la presencia de Firmicutes en el digestor de QB esté relacionado con la
mayor produccion de biogas en este digestor.

Por su parte, el phylum Chloroflexi (Figura 39) es ligeramente mas abundante en los digestores
de Gandia y Ontinyent, digestores en los que el rendimiento de biogds es mas bajo si se compara
con el de QB. Esto parece estar de acuerdo con resultados vistos previamente de que este
phylum fue mas abundante en plantas de aguas residuales donde el rendimiento de biogas fue
menor (Abendroth et al., 2015). El phylum Chloroflexi esta compuesto de bacterias hidroliticas
capaces de degradar carbohidratos (Ariesyady et al., 2007) y acidogénicas que producen el
sustrato, acetato, que las metanogénicas y las SRB utilizan en presencia de sulfato para
desarrollarse.

El phylum Actinobacteria presentd mas variabilidad entre las muestras y fue mds abundante en
el digestor de QB, donde ademas fue el phylum de bacterias predominante. Esto indica que este
grupo de bacterias hidroliticas y acidogénicas predomind cuando la carga de cosustrato fue
mayor, resultado consistente con Rincén et al. (2008). Quizas la dominancia de este phylum en
el digestor de QB esté relacionado con la mayor produccién de biogds. Se podria decir que
Actinobacteria ha contribuido mads al tratamiento de los residuos organicos que se han afadido
en comparacion con los otros phylum detectados.

La clase Betaproteobacteria del phylum proteobacteria también estd presente en los tres
digestores con diferentes abundancias. Segun Abendroth et al. (2015), Proteobacteria fue solo
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encontrado en plantas con bajo rendimiento en biogéas (0-1000 ml biogéas/l). En este estudio, la
clase Betaproteobacteria parece mas abundante en el digestor de Gandia y Ontinyent, en los
que el rendimiento en biogas es menor en comparacion con el de QB.
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Figura 39. Abundancia relativa de Chloroflexi, Betaproteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes en cada digestor.

Las SRB compiten con las bacterias hidroliticas, acidogénicas, acetogénicas y metanogénicas por
los sustratos orgdnicos o por el hidréogeno y utilizan sulfato como aceptor de electrones
generando sulfuro de hidrégeno. Como puede verse en la figura 40, las SRB fueron mas
abundantes en el digestor de QB, seguido por el de Gandia y se estimaron con una abundancia
de menos del 1% en el de Ontinyent. De los cosustratos afiadidos en QB se sabe que el
procedente de una empresa de fabricacién de Biodiesel presenta alto contenido en sulfatos
(informacién adquirida durante mi estancia en practicas en esta EDAR), motivo por el que se
podria explicar la mayor abundancia de SRB en este digestor. Por el contrario, no se tiene
ninguna informacion de la concentracidn de sulfato en los digestores de Gandia y Ontinyent. Asi,
el hecho de que en los dos digestores donde se utilizan cosustratos existan mds SRB es una
conclusién para tener en cuenta.
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Figura 40. Abundancia de las bacterias sulfatoreductoras en los tres digestores (SRB385: Desulfovibrionales y
SRB385Db: Desulfobacteraceae).
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Observando la figura 41, se ve como la produccion de H,S en el digestor de Ontinyent es
practicamente nula mientras que en QB sufre muchas fluctuaciones y presenta valores muy
elevados. Esto podria tener relacién con la baja deteccidén de SRB en el digestor de Ontinyent. Si
las SRB estan inhibidas, no se produce H,S. Esta inhibicién podria estar relacionada con la falta
de sulfato, la mayor concentracion de AGV en este digestor o por la posible mas alta
concentracién de amoniaco (no se cuenta con datos de amoniaco, pero el hecho de que exista
menos Methanosaeta y se haya detectado algo de hidrogenotréficas en el digestor de Ontinyent
podria indicar la presencia de una mayor concentracién de amonio) (Xiaohu et al., 2017).
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Figura 41. Produccion de H,S en los tres digestores.

El H, producido por las bacterias del phylum Firmicutes puede ser utilizado por las SRB, lo que
podria explicar la mayor abundancia de SRB en el digestor de QB, en el que se ha detectado la
presencia del phylum Firmicutes.

La abundancia relativa de las SRB detectadas por la sonda SRB385 fue menor que las detectadas
por la sonda SRB385Db, tanto en el digestor de QB como en el Gandia, lo que podria indicar que
las detectadas por la sonda SRB385Db son las responsables de la mayor produccion de H,S. Asi,
la mayor abundancia de SRB (sonda SRB385Db) en el digestor de QB es consistente con la mayor
produccién de H,S en este digestor.

Por lo tanto, un pH mas alto en los digestores de QB y Ontinyent (Figura 33) beneficia a la
cantidad de biogds generado, pero no a la calidad de éste, ya que el biogas generado en el
digestor de QB presenta una gran cantidad de H,S.

Debido a la supuesta alta concentracion de sulfato en el digestor de QB, las SRB compiten con
las metanogénicas hidrogenotrdéficas por el hidrégeno, motivo que podria explicar que no se
hayan detectado estas metanogénicas en este digestor. Sin embargo, la produccion de metano
no se ve reducida por lo que se podria concluir que estad principalmente relacionada con
Methanosaeta, la metanogénica acetocldstica. Ademds, si hay suficiente DQO, las
metanogénicas apenas se verdn afectadas y la produccion de metano tampoco. En presencia de
sulfato, primero las SRB utilizan la DQO hasta que todo el sulfato haya sido transformado a
sulfuros y después la DQO restante podra ser utilizada por el resto de los microorganismos.

En los siguientes graficos (Figura 42, 45y 47) se observa la variacién de la poblacion de bacterias
en las muestras analizadas de los tres digestores en comparacién con la produccién de biogas
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de cada periodo. A simple vista no se observa ninguna relacion clara entre las bacterias y el
rendimiento del digestor.
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Figura 42. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de QB y de la produccién de biogds.

En la figura 43 se observa como la disminucién en la poblacidon de bacterias fermentativas
hidroliticas y acidogénicas de los phylum Chloroflexiy Actinobacteria en las 5 primeras muestras
fue responsable de la disminucidn de la concentracién de AGV en el digestor y se podria decir
gue también responsable de la produccién de biogds (Figura 42). Luego se produce un aumento
en los AGV y en la poblacidn de las bacterias de esos phylum en las muestras de octubre y enero,
pero esta tendencia se pierde en las tres muestras restantes.
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Figura 43. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de QB y de los AGV.

En la figura 44 se representa la poblacién de bacterias y la carga de cosustrato. Puede observarse
como no existe una tendencia clara entre ambos. Sin embargo, puede verse como un aumento
brusco de la carga (0,14 Kg DQO/Kg SSV-dia) va seguido de un aumento en la poblacién
bacteriana en las muestras de febrero y marzo. No obstante, este aumento de la carga no
coincide con un aumento excesivo en la concentraciéon de AGV (Figura 43), por lo que éstos
pueden estar siendo consumidos por las metanogénicas y las SRB.

Pagina | 77



Trabajo final de master: Caracterizacién y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

18 Q16

012
1
; I I
' -
B-5-17

0,14

Abundancia relativa (%)
T
Carga cosustrato (Kg DOO/KR S5v-dia)

0.1
008
(A4 5
I 7 z.‘i | I I
3-4-17

23417 16-8-17 317 21-10-17 A-1-14 ¢8-2-14 20-3-14 24-4-14

Muwestras

N Desuftohactaracean - Dositfonomonales _ Petaprotuobactana Fumeoutes

_— Actnptacteris - oot & Larga msustrato
Figura 44. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de QB y de la carga de cosustrato afiadida.

En el caso del digestor de Gandia (Figura 45), la poblacidn bacteriana total no sufre tantas
fluctuaciones entre las muestras analizadas que puedan asociarse a la produccién de biogas, ya
que solo varia entre el 11 y el 13%. En la figura 46 puede verse como no existe una clara
tendencia entre el cosustrato afiadido y las bacterias. En las primeras tres muestras se observa
un ligero aumento en la poblacién al mismo tiempo que la carga disminuye, cuando se deberia
esperar una tendencia contraria. Ademas, en la muestra del 27/3/18, correspondiente a un
periodo en el que no se anadiod cosustrato, la poblacidn detectada es la misma que en la muestra
anterior. Por lo tanto, no se observa un efecto claro del cosustrato sobre la poblacién de
bacterias de este digestor.
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Figura 45. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de Gandia y de la produccion de biogds.
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Figura 46. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de Gandia y de la carga de cosustrato
afadida.

Por su parte, la poblacién bacteriana detectada en las muestras del digestor de Ontinyent (Figura
47) presenta mas variabilidad en comparacién con la de Gandia. Se observa como una
disminucién de la poblacidn bacteriana total del 6,5% (en las cuatro primeras muestras) al 4,5%
va acompafiada de una disminuciéon en la produccién de biogds. Esto podria estar relacionado
con una disminucién de la temperatura en este periodo, que pasa de 37-38 2C a 329C. En la
figura 48 se muestra la poblacién junto con la concentracidon de AGV. Estos se mantienen
practicamente constantes, por lo que no siguen un tendencia con las bacterias y la produccion
de biogas.
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Figura 47. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de Ontinyent y del biogds producido.
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Figura 48. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de Ontinyent y concentracion de AGV.

En la figura 49 se muestra un gréfico comparativo de la poblacién de arqueas metanogénicas
identificada en cada digestor. En él se observa como las arqueas del orden Methanosarcinales
detectadas por la sonda MSMX860 estan presentes en los tres digestores, siendo el grupo de
metanogénicas dominante. En muchos otros estudios, los resultados obtenidos para el dominio
arquea se caracterizan porque en la mayoria de los casos, el orden dominante o el Unico orden
identificado dentro de este dominio es el Orden Methanosarcinales (Lee et al., 2014;
Zamanzadeh et al.,, 2013). Sin embargo, comparando los tres digestores, éstas son mas
abundantes en las muestras analizadas del digestor de QB, por lo que la mayor produccion de
biogds en este digestor podria atribuirse a la mayor abundancia de Methanosarcinales.

Dentro del orden Methanosarcinales, el género Methanosaeta (sonda MX825) es el dominante
en todas las muestras analizadas de los tres digestores, resultados consistentes con otros
estudios en los que se ha visto la dominancia de este género a bajas concentraciones de acetato
(Zhengy Raskin, 2001; Demirel et al., 2008, Nakakihara et al., 2014), lo que significa que la mayor
parte del metano generado es producido por una ruta acetocldstica, es decir, la llevada a cabo
por metanogénicas que utilizan como sustrato el acético. No se han detectado metanogénicas
hidrogenotroéficas en las muestras de QB, lo que podria indicar que la mayor parte del metano
generado en este digestor procede de metanogénicas que utilizan acético. Por tanto, una posible
explicacion de la ausencia del resto de arqueas estudiadas, es la falta de sustrato. Por el
contrario, si se han detectado metanogénicas hidrogenotrdéficas del orden Methanomicrobiales
en los digestores de Gandia y Ontinyent, pero en una abundancia <1%. Ademas, en el de Gandia,
se identificd la presencia de hidrogenotréficas del orden Methanobacteriales en cuatro de las
seis muestras analizadas, pero también en una abundancia <1%.
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Figura 49. Comparacion de la poblacion de arqueas metanogénicas detectada en los tres digestores.

Las SRB compiten con las metanogénicas hidrogenotroficas por el H,, lo cual reduce la
produccién de metano (Chen et al., 2008). En los digestores de QB y Gandia, las SRB
predominaron sobre las metanogénicas hidrogenotréficas en la competicion por el Hz. Sin
embargo, la no presencia de metanogénicas hidrogenotréficas en el digestor de QB parece no
afectar a la produccion de metano ya que este se genera principalmente por la via acetoclastica.
La predominancia de SRB en la utilizaciéon de H; se relaciona con parametros cinéticos mas
favorables (Colleran et al., 1995). Segun Colleran y Pender, 2002, las SRB fueron dominantes en
condiciones mesofilicas (372C) mientras que las metanogénicas hidrogenotroéficas lo fueron a
condiciones termoéfilas (552C).

La presencia de acidos grasos volatiles (AGV) es de gran importancia en el proceso ya que
constituye el precursor principal de la metanogénesis. Muchos especialistas consideran que la
concentracion de AGV en un digestor no debe sobrepasar los 2 kg/m?3. Se plantea generalmente
que una concentracién de 0,3 kg/m? en el digestor puede considerarse éptima (Lorenzo Acosta
et al., 2005). En los digestores de este estudio, éstos se encuentran por debajo de 200 mg/I
(Figura 34) siendo mas elevados en el digestor de Gandia, seguido por el de Ontinyent y mas
bajos en el de QB.

Segun Karakashev et al. (2005), la carga organica no afecta a la diversidad de metanogénicas,
pero si la concentracién de amoniaco y de acidos grasos volatiles. Asi, a altos niveles de
amoniaco y acidos (>2000 mg N/l y >300 mg HAc/l) dominé la familia Methanosarcinaceae y a
bajos (<1200 mg N/l y 10-100 mg HAc/l) Methanosaetaceae. La presencia de Methanosaetaceae
a bajas concentraciones de AGV y amoniaco también estd de acuerdo con otros estudios (Koster
et al., 1984; Garcia et al., 2000) indicando que las metanogénicas que utilizan acetato son mas
sensibles a estos compuestos que las hidrogenotroéficas. La familia Methanosaetaceae es la mas
vulnerable seguida por Methanosarcinaceae mientras que las hidrogenotroficas son las mas
tolerantes (Karakashev et al., 2006; De Vrieze et al., 2012; Ll et al., 2013). Algunos estudios han
sugerido que las metanogénicas hidrogenotroficas son dominantes durante la inhibicién debido
a altas concentraciones de AGV y amonio (De Jonge et al., 2017). Por lo tanto, la deteccidn de
metanogénicas hidrogenotréficas en los digestores de Gandia y Ontinyent, en los que la
concentracién de AGV es mas elevada en comparacion con el de QB (pero sin llegar a alcanzar
concentraciones toxicas o que desestabilicen el sistema), podria asociarse a que estas
metanogénicas son menos sensibles a estos compuestos. En el digestor de QB, esto podria
significar que el fango tiene bajos niveles de amonio y acidos grasos volatiles y que la actividad
acidogénica no es muy elevada.
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En la figura 50 se puede ver la variacion de la poblacién de arqueas en las muestras analizadas
del digestor de QB y la produccién de biogas. No se observa ninguna tendencia clara (como se
vera mas adelante, tampoco se vio tal relacién en la matriz de correlaciones ni en el andlisis de
componentes principales). Los valores mas bajos de biogas, 0,84 y 0,87, se corresponden con los
valores mas bajos de TRC y temperatura de todos los periodos estudiados. Ademas, en la figura
51 se observa un aumento de los AGV en la ultima muestra.
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Figura 50. Abundancia de arqueas Metanogénicas y produccion de biogds en el digestor de QB. Las metanogénicas
del orden Methanosarcinales suponen el total mientras que las del género Methanosaeta estdn dentro de las
anteriores.

En la figura 51 puede observarse como una disminucién de la poblacién de metanogénicas
acetoclasticas (Methanosaeta) en las 4 primeras muestras va acompafiado de una disminucion
de los AGV.
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Figura 51. Abundancia de arqueas Metanogénicas y variacion de los AGV en el digestor de QB.
En el digestor de Gandia tampoco se observa una relacion clara entre las metanogénicas y la
produccién de biogas durante el periodo de estudio (Figura 52). Esto puede deberse

principalmente a que la poblacidon de metanogénicas presenté muy poca variabilidad y, por lo
tanto, la produccidn de biogas varia poco. Las metanogénicas hidrogenotréficas, aunque fueron
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detectadas, estan presentes en una abundancia <1%, por lo que no tienen mucha influencia en
el rendimiento de biogas.
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Figura 52. Abundancia de arqueas Metanogénicas y produccion de biogds en el digestor de Gandia.

De la misma forma, la poblacién de metanogénicas identificada en el digestor de Ontinyent
presenta escasa variabilidad (Figura 53). Sin embargo, se ha visto una abundancia tres veces
menor en la muestra del 21-2-18 en comparacién con la muestra previa y posterior. Esto podria
estar asociado con el alto background de estas muestras que dificultd la cuantificacion y no por
la influencia de ningln pardmetro operacional o fisicoquimico, aunque como se dijo
anteriormente, esta disminucién en la poblacién de arqueas metanogénicas coincide con una
ligera disminucion del TRC y del pH.
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Figura 53. Abundancia de arqueas Metanogénicas y produccion de biogds en el digestor de Ontinyent.

Para intentar explicar mejor el rendimiento en biogds, se van a comparar periodos entre los
digestores cuando algun parametro es comun. Si se comparan abril-2018 de Gandia (muestra
18/4/2018) y febrero-2018 de Ontinyent (muestra 21/2/2018), cuando ambos trabajan al mismo
TRC de 32 dias (Figura 54), la produccidn de biogas es mayor en Ontinyent (Tabla 31). Fijandose
en la poblacién de metanogénicas, éstas son mds abundantes en Gandia. Cabria esperar que a
mayor concentracién de arqueas mayor produccidon de metano, pero esto no es asi. Parece que
una temperatura mayor en Ontinyent y un pH por encima de 7 han conducido a un mayor
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rendimiento en biogds. Sin embargo, son muchos los parametros que afectan a estos
microorganismos en el proceso de digestién anaerobia y por lo tanto en la produccidon de
metano. Por otro lado, en la muestra de Gandia se ha detectado el doble de SRB que en la de
Ontinyent, lo que podria explicar el menor rendimiento en biogds de Gandia debido a que estas
SRB compiten con las metanogénicas por el sustrato, disminuyendo la generaciéon de metano.

Tabla 31. Comparacion entre muestras de Gandia y Ontinyent en periodos con el mismo TRC.

Muestra TRC  Cargacosustrato Temperatura pH Biogas (m3/Kg
(dias) (Kg DQO/Kg (eC) SSvV
SSV-dia) eliminados)
18/4/18 Gandia 32 0,001 30 6,9 0,7
21/2/18 Ontinyent 32 0 37 7,18 0,84
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Figura 54. Poblacion detectada en la muestra de abril de Gandia y de febrero de Ontinyent.

Si se comparan los resultados microbiolégicos de las muestras de marzo y abril de QB y de abril
y mayo de Gandia con tiempos de retencion similares (30 dias) pero con cargas orgdanicas
debidas a los cosustratos diferentes (Tabla 32), se observa una pequefia variabilidad en la
poblacién detectada (Figura 55). La poblacién de Methanosarcinales pasa del 4% en las muestras
de Gandia al 6% en las muestras de QB, acompaifiado de una mayor produccion de biogas.
Ademas, también coincide con una mayor carga orgdnica y un ligero aumento de la temperatura.

Tabla 32. Periodos comparables entre los digestores de QB y Gandia con el mismo TRC.

Carga
TRC cosustrato (Kg Temperatura Biogas (m3/Kg
Muestra (dias) DQO/Kg (eC) PH SSV eliminados)
SSV-dia)
20/3/18 QB 30 0,036 34,5 7,5 0,84
24/4/18 QB 30 0,024 33,4 7,4 0,87
18/4/18 Gandia 32 0,001 30 6,9 0,7
2/5/18 Gandia 30 0,006 30 6,9 0,7
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Figura 55. Poblacion detectada en las muestras de marzo y abril del digestor de QB y de abril y mayo del digestor de
Gandia.

En general, al comparar el digestor de QB con el de Gandia, se observa un mayor rendimiento
en biogas en el de QB en todos los casos debido a una carga de cosustrato mayor, un TRC mas
alto, una T mas alta, un pH ligeramente mas éptimo y una poblacidon de Methanosarcinales mas
elevada.

Tras la aplicacion de FISH se obtuvo una baja sefial de fluorescencia debido, principalmente, no
a la baja sefal de las sondas sino a la elevada sefial de background que presentan este tipo de
muestras. Las muestras que provienen de digestores anaerobios que operan a largos tiempos
de retencion celular suponen una mayor cantidad de células muertas y su lisis, lo que conlleva a
una mayor concentracién de residuo inerte que las bacterias no son capaces de hidrolizar y se
va acumulando. Este material inerte presenta una alta autofluorescencia, dando lugar a
imagenes con mucho brillo, sesgando la técnica y dificultando la cuantificacion de los
microorganismos ya que es dificil distinguir una sefial debida a la hibridacién de la sonda con
otra que no lo es.

Ademas, la sefial también puede incrementarse debido a la unién no especifica de las sondas a
contaminantes presentes en la muestra, dando lugar a falsos positivos. Para evitar o minimizar
este problema se ha recurrido a la modificacién de los tiempos de fijacion de las muestras, asi
como de los tiempos de hibridacion.

Después de emplear esta técnica, quedan al descubierto numerosos aspectos que pueden influir
en la cuantificaciéon, como son: El origen de la muestra; su homogeneidad; su aplicacidén sobre
el pocillo del portaobjetos ya que si no queda bien extendida puede haber varias capas y al verlo
al microscopio realmente solo vemos los microorganismos de la capa mas superior; los tiempos
de hibridacién, las fotos tomadas por el microscopio pueden presentar mucho brillo y la
presencia de background.
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4.4, Relacion de los resultados microbiologicos obtenidos con los
parametros fisicoquimicos y operacionales

La comunidad microbioldgica presentd mas variabilidad entre las muestras en el digestor de QB
en comparaciéon con los otros dos, en los que se observd que la poblacion no variaba
estadisticamente entre las muestras.

Para evaluar los factores que afectan a estas variaciones temporales y tener una mejor
compresion del comportamiento del proceso, se ha usado una matriz de correlaciones para cada
digestor donde se enfrentan uno a uno todos los resultados de la cuantificacion microbioldgica
y los parametros operacionales del digestor para obtener el correspondiente coeficiente de
correlacién R. Cuanto mas se aproxime R a +1 0 -1, mas correlacionados estardn ambas variables
y el signo nos da informacién acerca de si la relacién es positiva o negativa, respectivamente.

Se ha estudiado la relacién de la poblacién detectada en las muestras analizadas con los
pardmetros operacionales y fisicoquimicos disponibles como la temperatura del digestor, el TRC,
el pH, la alcalinidad, la concentracion de sélidos suspendidos volatiles y totales en el digestor, la
DQO, la carga organica de entrada, la produccidn de biogas y el porcentaje de CHa.

En el anexo se recogen las matrices completas (Figuras 80, 81, 82 y 83). A continuacion, se
resumen y explican algunos de los coeficientes de correlacion con valores mas significativos que

se han obtenido de las matrices.

Digestor de Quart-Benager

La matriz de correlaciones ha mostrado un coeficiente de correlacién de -0,67 entre las SRB de
la familia Desulfobacteraceae detectadas por la sonda SRB385Db y el porcentaje en metano del
biogds (Figura 56). Estas bacterias compiten con las metanogénicas por el sustrato, lo que podria
explicar que el desarrollo de bacterias sulfatoreductoras puede estar relacionado con una
disminucién en el rendimiento de metano si la DQO del digestor no es suficiente. No obstante,
no se puede considerar esta relacién como concluyente, dado el bajo coeficiente R? obtenido.

Db %)

Figura 56. Correlacion entre las bacterias sulfatoreductoras detectadas por SRB385Db y el porcentaje en metano del
biogads.

Se ha obtenido una fuerte correlaciéon de -0,86 entre las bacterias pertenecientes a la clase
Betaproteobacteria y la produccion de biogas (Figura 57). Estos resultados son consistentes con
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los de estudios previos que sugieren que altas abundancias de Alfa, Beta y Gamma-
proteobacteria parecen estar relacionadas con la baja producciéon de biogds. Segun Abendroth
etal. (2015), Proteobacteria fue solo encontrado en digestores con bajos rendimientos en biogas
(0,3-0,6 m3/m3-dia). En otro estudio (Lee et al., 2012) donde se hizo una comparacién de la
microbiologia existente en siete digestores anaerobios reales, el phylum proteobacteria fue mas
abundante en el digestor en el que la produccidn de biogés fue menor (0,2 m3/Kg SSV).

Figura 57. Correlacion entre la clase Betaproteobacteria y la produccion de biogds.

Estas bacterias son especies hidroliticas y acetogénicas que utilizan propionato, butirato y
acetato (Ariesyady et al., 2007) y también incluye microorganismos que realizan el proceso de
nitrificacion. Este Ultimo grupo no se considera ya que no estd presente en los sistemas
anaerobios. Las especies acetogénicas producen el sustrato de las metanogénicas y podrian
generarlo mas rapido de lo que las metanogénicas pueden consumirlo, de manera que se iria
acumulando, acidificando el medio y las metanogénicas se inhibirian si la capacidad tamponante
del sistema no es la apropiada, conduciendo a una disminucion en la generacion de biogas. Sin
embargo, en la figura 58 se muestran las variaciones del pH durante el periodo de toma de
muestras y puede verse como el pH permanece practicamente constante, con valores en torno
a 7,5. No se observa ninguna bajada brusca del pH. Esto indica que el digestor presenta una
capacidad tamponante apropiada (Figura 59). Por lo tanto, las variaciones en el pH durante dicho
periodo son minimas y sus efectos también.

Pagina | 87



Trabajo final de master: Caracterizacidén y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

Figura 58. Variacion del pH en el digestor de QB durante el estudio. Las lineas azules verticales discontinuas
corresponden a las fechas de las muestras analizadas
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Figura 59. Ratio acidez/alcalinidad en el digestor de QB durante el estudio.

Otra posible explicacion puede asociarse con que el acetato puede ser usado tanto por las
bacterias de la clase Betaproteobacteria como por las arqueas acetoclasticas del género
Methanosaeta detectadas por la sonda MX825. Segun Ariesyady et al. (2007), la mayor parte
del acetato presente en un digestor anaerobio mesofilico a escala real operado a 402C, con un
TRC de 33 dias y con un pH mantenido alrededor de 7,5 fue utilizado por la comunidad
bacteriana frente a la de arqueas, y dentro de las bacterias, la clase Betaproteobacteria fue el
grupo claramente dominante. Por lo tanto, esto podria explicar la correlacidn negativa existente
entre ambos grupos (-0,56) y la correlacién negativa con la produccién de biogas.

Ademas, la clase Betaproteobacteria es de los grupos mas abundantes en los tratamientos
aerobios, quiza de ahi la relacién negativa con el biogds. Numerosos estudios han mostrado el
predominio del phylum Proteobacteria en plantas de tratamiento de aguas residuales urbana,
siendo Betaproteobacteria la clase mas abundante, responsable de la eliminacidon de materia
organica y nutrientes (Nielsen et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Wan et al., 2011; Hu et al., 2012;
Wang et al., 2012).

El phylum Actinobacteria ha sido el grupo de bacterias que ha presentado mds correlaciones con
los pardmetros operacionales y fisicoquimicos del digestor. Se ha observado una correlacion
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negativa de 0,85 de las bacterias del phylum Actinobacteria con el TRC y la temperatura (Figura
60). TRC y temperaturas altas implica que hay una mayor estabilizacion del digestato y mas
muerte de bacterias, lo que podria explicar esta relacidon negativa. Esta relacion se observé al
comparar muestras sometidas a distintos TRC cuando la carga debida al cosustrato era la misma
(Figura 24). Ademads, también existe una correlacidon negativa de 0,75, 0,86 y 0,68 para los SSV,
los SST y la DQO, respectivamente, con estas bacterias (Figuras 61y 62). Una posible explicacion
a esto seria que los sélidos se han incrementado por otro motivo y no por estas bacterias. Si que
se ha visto en otros estudios como a TRC altos existia una menor concentracion de AGV
(correlacién que no se ha visto como fuerte en nuestro analisis pero que si se muestra con signo
negativo).

o e
=
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Figura 60. Correlacion del phylum Actinobacteria con el TRC y la temperatura.

Figura 61. Correlacion entre el phylum Actinobacteria y los solidos suspendidos totales y voldtiles del digestor.

Pagina | 89



Trabajo final de master: Caracterizacidén y cuantificacién de las poblaciones de bacterias y arqueas presentes en
digestores anaerobios de EDAR

(mg/

DOO ﬂ,"_"'1|‘»'

Figura 62. Correlacion entre la DQO del digestor y las bacterias del phylum Actinobacteria.

Ademas, para las bacterias de este phylum se ha obtenido una correlacidon de 0,88 con la relacién
acidez/alcalinidad (Figura 63), ya que estas bacterias son acidogénicas y generan &cidos,
conduciendo a un aumento de esta relacidn si la alcalinidad del sistema no es suficiente. De los
grupos de bacterias detectados, se podria decir que este phylum es el mas responsable de la
variabilidad de AGV en el digestor.

/alcalinidad

aez

Figura 63. Correlacion entre el phylum Actinobacteria y la relacion acidez/alcalinidad.

Para las bacterias del Phylum Chloroflexi también se ha visto una correlacién negativa de -0,8
con el TRC y de -0,72 con la temperatura, probablemente por el mismo motivo que con el
phylum Actinobacteria.

Estas correlaciones con el TRCy la temperatura pueden observarse en la figura 64. En ella puede
verse una tendencia de disminucién de la abundancia de los phylum Actinobacteria y Chloroflexi
al aumentar el TRC y la temperatura en las 5 primeras muestras. En el resto de las muestras la
tendencia no es tan clara, pero podria ser responsable de los elevados coeficientes obtenidos.
Ademas, puede observarse como el resto de los grupos de bacterias detectados no siguen una
tendencia con el TRC o no presentan variabilidad entre las muestras.
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Figura 64. Evolucion temporal de la poblacion de bacterias en el digestor de QB y del TRC y la temperatura.

Estos dos ultimos phylum de bacterias estan correlacionados entre si de forma positiva (Figura
65), ya que ambos presentan una correlacidon negativa con el TRC y la temperatura y ademas
una relacion negativa con el porcentaje en metano del biogas (0,6 para el phylum Actinobacteria
y 0,65 para Chloroflexi). Ambos estan constituidos por bacterias hidroliticas y acidogénicas y se
podria pensar que cuanto mas acidos generen mas sustrato tendrian las metanogénicas para
generar metano. Sin embargo, esta correlacion no refleja esto.
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Figura 65. Correlacion entre las bacterias del phylum Actinobacteria y Chloroflexi.

A parte de la relacién entre Chloroflexi y Actinobacteria, no se ha obtenido ninguna otra
correlacién destacable entre grupos de microorganismos. Se hubiera esperado, por ejemplo,
que un aumento de la poblacidn de bacterias SRB condujera a una disminucién de las
metanogénicas, ya que compiten por el mismo sustrato. Sin embargo, no se ha encontrado
relacion alguna. Esto podria indicar que existe suficiente DQO para consumir. La ratio
DQO/sulfato aportaria mas informacidn acerca de esta competencia, pero no se tienen datos
sobre la concentracidn de sulfato en el digestor. Una ratio DQO/SO, menor se traduce en que
las bacterias sulfatoreductoras consumiran la mayor parte del sustrato, debido al disponibilidad
de sulfato, mientras que a mayor ratio DQO/SO,4 habrd un mayor exceso de DQO (carencia de
sulfato) que sera consumido por las arqueas (Giménez et al., 2011).
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La estabilidad operacional de los digestores anaerobios puede verse afectada por una
sobrecarga (Gujer and Zehnder, 1983). Un incremento de la carga puede dirigir a la acumulacion
de acidos grasos conduciendo a efectos téxicos y causar una caida del pH que causaria una
disminucién de la actividad metanogénica (Gujer y Zehnder, 1983; Appels et al., 2008; Chen et
al., 2008; Ma et al., 2009). Segun este analisis, se ha obtenido una correlacién no concluyente (-
0,53) entre el porcentaje en CH, del biogds y la carga del cosustrato, lo cual es coherente con el
hecho de que no se haya producido ninguna inestabilidad operacional durante el periodo
analizado.

Digestor de Gandia

No se ha podido estudiar la relaciéon del pH y del contenido de metano del biogds con las
poblaciones detectadas ya que los datos medios que se tienen para ambos pardmetros se
mantienen constantes durante el periodo de estudio. Ademds, dada la poca variabilidad de las
poblaciones detectadas en estas muestras, las correlaciones son meramente orientativas. Solo
se han considerado los coeficientes de correlacidn con valor superior a 0,75 (Figura 81 anexo).

Debido a la sensibilidad del método no fue posible realizar una cuantificacion de los érdenes
Methanobacteriales y Methanomicrobiales y estos fueron estimados con una abundancia
inferior al 1%. Por lo tanto, dado que estos resultados fueron inferiores al error del propio
método de cuantificaciéon utilizado, no tiene sentido estudiar el efecto de los distintos
pardmetros en la poblacion de estas metanogénicas. Lo mismo sucede con las SRB detectadas
por la sonda SRB385.

El analisis ha mostrado una correlacion negativa (-0,79) entre la clase Betaproteobacteria y el
TRC (Figura 66). No obstante, como ya se ha dicho, esta relacién es meramente orientativa dada
la poca variabilidad de estas bacterias y del TRC en este digestor, ademas de los pocos datos
disponibles.

Figura 66. Correlacion entre la clase Betaproteobacteria y el TRC.

Para el phylum Chloroflexi se ha visto una correlacién positiva con los SSV de 0,76 (Figura 67) y
con la concentracidn de H,S en el biogas (0,84) y negativa con la temperatura del digestor (0,87),
la relacién acidez/alcalinidad (0,91), DQO (0,92) y carga de cosustrato (0,94). Estadisticamente,
la poblacién de Chloroflexi no presenta variabilidad, por lo que estas correlaciones no aportan
mucha informacion.
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Figura 67. Correlacion entre el phylum Chloroflexiy los SSV en el digestor.

De la misma forma, la poblacién de Methanosarcinales no varia estadisticamente y la correlacion
negativa con la temperatura (0,92) no aporta informacion de importancia (Figura 68). Ademas,
la temperatura es un parametro que se controla, por lo que su variacidn no es significativa (33-
302C). También se observa una correlacion negativa con el biogas (-0,73) y la relacidon
acidez/alcalinidad (0,85). Por otro lado, presenta una correlacion positiva con el TRC (0,72) y los
SSV (0,72). Sin embargo, considerando que estadisticamente las metanogénicas no varian en
este digestor, las correlaciones no se consideran significativas y se asume que el cosustrato no
tiene un efecto significativo sobre la poblacidon de metanogénicas.

fethanosarcinales
Figura 68. Correlacion de la temperatura del digestor con la poblacion de Methanosarcinales.

En la matriz de correlaciones de Gandia se observa una relacidon positiva entre la carga de
cosustrato y los AGV (0,81) y la relacién ac/alc (0,86), por lo que la adiccién de cosustrato va
ligada a una mayor concentracion de AGV en este digestor. Sin embargo, no se ve relacién entre
la carga y el biogds porque probablemente estos AGV se estén acumulando y no estdn siendo
consumidos por la metanogénicas.
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Digestor de Ontinyent

Las SRB y las metanogénicas Methanomicrobiales fueron estimadas con una abundancia menor
del 1% por lo que no se estudiara su relacion con los parametros operacionales y fisicoquimicos.

Para la poblacién de Betaproteobacteria se ha obtenido una relacién negativa de -0,7 con el pH,
lo cual es coherente con el hecho de ser bacterias hidroliticas y acetogénicas que generan acidos,
provocando una bajada del pH. Ademas, se ha visto una correlacién negativa (-0,7) con las
metanogénicas acetoclasticas en relacién con lo comentado anteriormente de que ambos
grupos de microorganismos consumen el mismo sustrato. Con la temperatura, segin este
analisis, también existe una relacién positiva. Sin embargo, al representar los datos (Figura 69)
no se observa una relacidn significativa. Lo mismo ocurre con el TRC.

bacteria (%)

slaprote

Be

Temperatura
Figura 69. Correlacion entre las bacterias de la clase Betaproteobacteria y la temperatura

Se ha obtenido una correlacidon de -0,8 entre Betaproteobacteria y los AGV (Figura 70). Estas
bacterias generan AGV, por lo que esta relaciéon podria indicar que en este caso los AGV
aumentan por la accién de otras bacterias o porque se estan se estan acumulando en el medio.

4.50

4.00 ’

3.50

300 v............. 1
. N
150 .

y=-0.0923x+16.924..,
1.00 R2=0.6388 ®

Betaproteobacteria (%)

0.50

0.00
145.00 150.00 155.00 160.00 165.00 170.00 175.00
AGV (mg/1)

Figura 70. Correlacion entre las bacterias de la clase Betaproteobacteria y los AGV.
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Entre los parametros fisicoquimicos y operacionales de este digestor se han obtenido las
siguientes correlaciones:

- Correlacion negativa entre la temperatura y los SSV y positiva con la produccidn de
biogds. A mayor T existe mas actividad microbiolégica y una mayor estabilizacion del
fango, por lo que es légico que se genere mds biogds como producto de la
metanogénesis (Figura 71).

Biogas

Figura 71. Correlacion entre el biogds y la temperatura.

- Correlacion negativa entre AGV y temperatura: La temperatura podria estar
favoreciendo mds la actividad de las metanogénicas que la de las bacterias que
producen los AGV. En este caso, los AGV no se acumulan porque son consumidos por
las metanogénicas.

- Correlacién positiva AGV y TRC: TRC mas elevados permiten que los materiales mas
lentos de hidrolizar permanezcan mas tiempo en contacto con las bacterias y que estos
se acaben transformando en moléculas mas pequefias y posteriormente en acidos
volatiles. Mdas TRC, mas hidrdlisis y mas acidos volatiles.

- Correlacién positiva entre la carga de SSV y el biogas generado: tiene sentido ya que la
volatilidad esta relacionada con una mayor biodegradabilidad.

- Correlacién negativa %CH, y AGV: a mas acidez menos metano, lo cual puede ser
debido a que las metanogénicas son sensibles a las bajadas de pH.

- Correlaciéon negativa %CH4 y SSV: una mayor estabilizacién del fango conlleva una
concentracién de SSV menor y una mayor generacién de metano.

- Correlacién positiva AGV y SSV: las bacterias son una parte de los SSV del digestor y eso
significa que a mayor concentracidn de SSV habra mas bacterias encargadas de generar
los AGV.

- Correlacidn positiva pH y ac/alc: no tiene sentido ya que al aumentar el pH disminuye
la acidez y la relacién acidez/alcalinidad disminuye. Ambos parametros presentan una
relacidn negativa y no positiva. De la misma forma, se ha obtenido una relacidn positiva
entre el pHy los AGV, que tampoco tiene sentido y negativa entre el pH y la alcalinidad.

Las correlaciones obtenidas a partir de este analisis nos aportan una idea global de las posibles
relaciones, ya que tanto los pardmetros operacionales como las poblaciones de
microorganismos presentan poca variabilidad.
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Por ultimo, también se realizé una matriz de correlaciones conjunta para los tres digestores para
ver si existia alguna tendencia fuerte entre algunos parametros (Figura 83 en el anexo). Se vio la
relacidon negativa de Chloroflexi con el TRC (-0,65) y con la temperatura (-0,75). Actinobacteria
mostrd una correlacion de -0,73 con los SSV. Estas correlaciones se obtuvieron también en la
matriz de correlaciones del digestor de QB (pdagina 89y 91).

Se observd una correlacion positiva (0,75) entre la produccién de biogds y la poblacién de
Methanosarcinales, lo que indica que estos microorganismos son los principales responsables
de la mayor produccidn de biogas en el digestor de QB. Ademas, fue obtenida una correlacion
negativa de 0,81 entre Methanosarcinales y la concentracion de acidos grasos volatiles en el
digestor y de -0,70 entre AGV y biogés expresado como m3/Kg SSV eliminados, lo que pone de
manifiesto la posible inhibicién de estas arqueas por los AGV y como consecuencia, la
disminucién en la produccién de biogas.

También quedd reflejada una correlacién positiva entre la temperatura del digestor y la
produccién de biogas.

Este analisis mostrd una relacion positiva (0,92) entre los AGV y la poblacion de metanogénicas
hidrogenotréficas detectadas por la sonda MG1200b (Orden Methanomicrobiales), ya que las
metanogénicas acetocldsticas son mas vulnerables a estos acidos y es cuando entran en juego
las hidrogenotroéficas (también se ve relacidn negativa entre ambas metanogénicas de -0,86).
Sin embargo, esta relacion no es para nada concluyente ya que estas arqueas fueron detectadas
en una abundancia menor del 1%. Lo que si es cierto es que las metanogénicas hidrogenotroéficas
solo fueron detectadas en los digestores de Gandia y Ontinyent, en los que la concentracion de
AGV fue mayor en comparacion con el de QB, aunque sin llegar a valores toxicos para las
metanogénicas. Ademas, también se obtuvo una correlacidon negativa entre las metanogénicas
hidrogenotréficas y la produccion de biogas (-0,76).

Methanosarcinales muestra una correlacion negativa (-0,71) con los SSV en el digestor indicando
gue una mayor degradacién organica conduce a una mayor produccion de biogas (correlacion
positiva entre Methanosarcinales y biogas).

La matriz de correlaciones conjunta muestra una correlacion con un coeficiente de -0,84 entre
las SRB detectadas por la sonda SRB385 y el pH. Esto esta de acuerdo con estudios previos en
los que se vio como un pH mas alto inhibié el crecimiento de SRB y la produccidn de H.S (esto
no esta claro en nuestros digestores porque en el de QB la produccién de H,S es muy elevada).
La elevada concentracién de H.S en el digestor de QB podria estar asociada a las SRB detectadas
por la sonda SRB385Db.

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,75 entre la temperatura y la produccidn de biogas.
Existen numerosos estudios en los que se demuestra un mayor rendimiento del proceso de
digestion gracias a temperaturas mas elevadas ya que éstas favorecen el proceso de hidrdlisis
que es la etapa determinante de la velocidad en la digestién anaerobia (Ge et al., 2011; Kim et
al., 2006).

Para visualizar mejor todas las relaciones existentes, se hizo otro estudio estadistico en el que
se consideraron todas las variables simultdneamente. A continuacién, se muestran los graficos
obtenidos del andlisis de componentes principales que se realizd para cada digestor. Las
variables que se encuentren cerca entre si en el grafico de cargas significan que estan
correlacionadas.
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Para el digestor de QB se han seleccionado 2 componentes principales que representan un 62%
de la varianza. En la figura 72 se muestra el grafico de puntuaciones del PCA para el digestor de
QB y en la figura 73 el grafico de cargas. Este Gltimo muestra las relaciones entre las variables e
indica qué variables son responsables de los patrones observados en el grafico de puntuaciones.
Las variables que estdn correlacionadas positivamente estdn agrupadas en el mismo cuadrante
mientras que sin estdn inversamente correlacionadas estan situadas en cuadrantes opuestos
diagonalmente. Puede verse como el primer componente esta principalmente relacionado con
la relacion acidez/alcalinidad, con la poblacion de Actinobacteria, mostrando una clara
correlacién positiva mientras que con la temperatura (T) muestra una fuerte correlacion
negativa. El segundo componente estd correlacionado positivamente con la carga del cosustrato
y la DQO, y de forma negativa con la concentracién de H.S en el biogas.

El grafico de puntuaciones representa cémo las diferentes muestras se relacionan unas con
otras, en términos de los pardmetros microbioldgicos, fisicoquimicos y operacionales del
digestor. Las muestras de este digestor estdn por orden, es decir, por fechas, siendo QB1 la
muestra del mes de abril-2017 y QB10 la de abril-2018. En la figura 72 puede verse como la
muestra QB10 estd ligeramente mas alejada del resto. Segun el grafico de cargas, esto podria
estar relacionado con una relacion acidez/alcalinidad mas elevada que en el resto de las
muestras, una proporcién mas elevada de H,S en el biogds y una DQO mas reducida. También
se podria decir que la muestra QB7 se encuentra mas separada del resto, principalmente debido
a que la carga de cosustrato fue mas elevada en comparacion con el resto de los periodos.
Ademas, la muestra QB6 se encuentra sola en el cuadrante superior izquierdo, posiblemente
relacionado con los valores mas elevados de SSV, SST y DQO en el digestor en el momento en
gue se tomo esa muestra.

6..
41 4 QB7
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Figura 72. Grdfico de puntuaciones del PCA para el digestor de QB.
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Figura 73. Grdfico de cargas del PCA para el digestor de QB.

Pueden verse las siguientes correlaciones positivas entre pares de variables: el porcentaje en
metano del biogas con el pH del digestor, ya que los pH mds acidos afectan a las metanogénicas,
y con el TRC, indicando que las metanogénicas se ven favorecidas por TRC mds altos; los sélidos
suspendidos y los totales con la DQO del digestor, ya que son parte de ésta; la poblacion de
Betaproteobacteria y los AGV porque los generan en su actividad; la poblacién de Actinobacteria
con la relacién acidez/alcalinidad, asociado a que son bacterias acidogénicas.

Por otra parte, los siguientes pares presentan una correlacién negativa: Betaproteobacteria,
Chloroflexi y las SRB detectadas por la sonda SRB385Db con la produccidon de biogas y el
porcentaje de metano; Chloroflexi con el TRC. Estas relaciones se vieron también en la matriz de
correlaciones. El PCA no pone de manifiesto la correlaciéon negativa entre Actinobacteria y el
TRC.

El andlisis de componentes principales tampoco muestra un efecto de la carga organica debida
al cosustrato sobre las poblaciones de microorganismos.

Para el digestor de Gandia, las dos primeras componentes representan el 79% de la varianza
total. La primera componente presenta una mayor correlacion de forma negativa con la
poblacién de Methanosarcinales y positivamente con la temperatura y la relacion
acidez/alcalinidad. Por su parte, la segunda componente estd mayormente correlacionada con
la alcalinidad de forma negativa y la poblacién de Betaproteobacteria de forma positiva.

Las muestras de este digestor estan por orden, es decir, por fechas, siendo G1 la muestra del
8/2/18 y G6 la del 2/5/18. En la figura 74 se observa como la muestra G1 se encuentra mas
alejada de las demas. Las muestras G5 y G6 aparecen muy cercanas entre si ya que para ambas
se han considerado los mismos valores de los parametros, ya que éstos fueron facilitados como
valores mensuales y al ser la muestra G6 del 2-mayo se han tomado los pardmetros del mes de
abril por su mayor cercania. En las muestras G3 y G4, como puede verse en las tablas 23 y 24, se
detectd la misma poblacidn de bacterias con una ligera diferencia en las Methanosarcinales, lo
que explica su cercania en el grafico de puntuaciones. Por su parte, para la muestra G2 se
consideraron los mismos pardmetros que para la G3 pero la poblacion fue ligeramente diferente
(aunque estadisticamente iguales).
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Figura 74. Grdfico de puntuaciones del PCA para el digestor de Gandia.
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Figura 75. Grdfico de cargas del PCA para el digestor de Gandia.

En el grafico de cargas para el digestor de Gandia (Figura 75) puede verse como los siguientes
pares de variables presentan una clara correlacién positiva: TRC y SSV; el género Methanosaeta
y la concentracidn de AGV; la temperatura y la relacion acidez/alcalinidad.

Por otra parte, los siguientes pares presentan una correlacién negativa: Chloroflexi y carga del
cosustrato; Betaproteobacteria y el TRC.

En el caso de Ontinyent, las dos primeras componentes representan un 82% de la varianza total.
La primera componente presenta una mayor relacién positiva con Betaproteobacteria,
Chloroflexi y el % de CHsy de forma negativa con los SSV y los AGV. Por su parte, la segunda
componente, estd altamente correlacionada de forma positiva con la concentracién de H,S del
biogas y con la alcalinidad del digestor y de forma negativa con la relacién acidez/alcalinidad.

En la figura 76, se muestran las muestras de Ontinyent ordenadas por fechas, siendo On1 la del
8/2/18 y On6 lade 2/5/18. Puede verse como la muestra On1 estd alejada del resto de muestras.
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Esto podria estar asociado con una relacién acidez/alcalinidad mas elevada en comparacion con
el resto de los periodos. Las muestras On5 y On6 aparecen muy cercanas entre si ya que para
ambas se han considerado los mismos valores de los parametros, ya que éstos fueron facilitados
como promedios mensuales y al ser la muestra On6 del 2-mayo se han tomado los pardmetros
del mes de abril por su mayor cercania. Ademas, la poblacién detectada fue la misma a
diferencia de las Metanogénicas acetoclasticas (Tabla 25). Con las muestras On2 y On3 sucede
lo mismo que con On5 y On6. Ademas, su relacidon con On4 puede explicarse porque proceden
de periodos con la misma produccidn de biogas y con el mismo contenido en H,S.
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Figura 76. Grdfico de puntuaciones para el digestor de Ontinyent.
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Figura 77. Grdfico de cargas digestor Ontinyent.

En el grafico de cargas (Figura 77) se observa como las variables Methanosaeta y
Methanosarcinales se encuentran superpuestas, ya que se detectd6 que el orden
Methanosarcinales estaba compuesto en su totalidad por metanogénicas del género
Methanosaeta.

También se observan las siguientes correlaciones positivas: el phylum Chlorofilexi y la clase
Betaproteobacteria con el porcentaje en metano del biogas aparecen superpuestas; SSV y AGV
en el digestor; Alcalinidad y H,S del biogas; las metanogénicas con la relacidn acidez/alcalinidad.
Estas relaciones previamente se identificaron en la matriz de correlaciones. Ademas, se vieron
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las siguientes correlaciones negativas: relacidn ac/alc y H,S; Betaproteobacteria y Chloroflexi
con el TRCy con los AGV.

En la matriz de correlaciones se vio una relaciéon de 0,94 entre la temperatura del digestor y la
produccién de biogds en m3/Kg SSV eliminados. En el grafico de cargas del PCA ambas variables
aparecen cerca, por lo que también estan correlacionadas segun este analisis.

Para ver si existe alguna relacion entre las muestras analizadas de los distintos digestores se ha
realizado un PCA conjunto. En la figura 78 se muestra el grafico de puntuaciones donde puede
verse como no existe relacion alguna entre las muestras de distintos digestores. Todas las
muestras del digestor de Gandia se encuentran agrupadas en el cuadrante izquierdo superior,
las de Ontinyent en el izquierdo inferior y las de QB entre los cuadrantes derechos. Segln esto
se podria decir que existe una cierta “estacionalidad” en el digestor de QB (la mitad de las
muestras estan en un cuadrante y la mitad en otro cuadrante).
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Figura 78. Grdfico de puntuaciones para todas las muestras de los tres digestores.

Se debe resaltar la fuerte correlacion entre la carga de cosustrato y la poblaciéon de
Methanosaeta segun el gréfico de cargas (Figura 79), por lo que la mayor abundancia de este
género en el digestor de QB estd relacionada con la mayor carga de cosustrato.

Segun este grafico, Betaproteobacteria y Chloroflexi presentan una relaciéon negativa (mas o
menos significativa) con el pH, el TRC, la temperatura y el porcentaje en CHs. A su vez, estos
pardmetros se relacionan entre si positivamente.

También se observa una correlacidn importante entre la poblacién de Methanosarcinales y la

produccién de biogas, lo que apoya la idea de que el mayor rendimiento del digestor de QB esté
relacionado con que se haya detectado un mayor porcentaje de Methanosarcinales.
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Figura 79. Grdfico de cargas para todas las muestras de los tres digestores.

Se deberia esperar una correlacién negativa entre el contenido en metano del biogas y la
concentracién de H,S. Sin embargo, ni las matrices de correlacidon ni el PCA mostraron una
relacidn significativa entre ambos pardmetros.
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5. Conclusiones

De los resultados de la cuantificacidn se puede concluir que:

- La poblacién microbioldgica presenta una dinamica mas variable en el digestor de QB
que en el de Gandia y Ontinyent, en los que se mantiene muy estable y practicamente
no varia.

- Enlos tres digestores se detectaron sefiales positivas para la sonda HGC69a del phylum
Actinobacteria, las sondas del phylum Chloroflexi y la sonda Bet42a de la clase
Betaproteobacteria. La sonda LGCmix que hibrida con el phylum Firmicutes solo mostré
sefial positiva en el digestor de QB, aunque con una abundancia del 1%. Esto apunta
mdas un problema de inespecificidad de la sonda que de la no existencia de estos
microorganismos. En ninguno de los digestores, la sonda CFB560 del phylum
Bacteroidetes mostro seial positiva.

- De las distintas sondas utilizadas para la identificacion de los grupos de arqueas
metanogénicas, dieron resultados positivos la sonda MSMX860 del orden
Methanosarcinales, MX825 del género Methanosaeta, MB311 del orden
Methanobacteriales y MG1200b de Methanomicrobiales. El orden Methanosarcinales
fue el grupo de metanogénicas detectado mds abundante en todas las muestras de los
tres digestores, siendo el género Methanosaeta dominante. Las metanogénicas
hidrogenotréficas del orden Methanobacteriales solo han sido detectadas en el
digestor de Gandia y las del orden Methanomicrobiales en éste y en el de Ontinyent,
aunque ambos fueron estimados con una abundancia menor del 1%. La sonda MC1109
del orden Methanococcales no dio resultados positivos.

- Las sondas SRB385Db y SRB385 que hibridan a bacterias sulfatoreductoras de la familia
Desulfobacteraceae y del orden Desulfovibrionales, respectivamente, dieron resultados
positivos en los tres digestores, siendo mdas abundantes en los digestores de QB vy
Gandia. La sonda Dtm230 de Desulfotomaculum no mostro sefales positivas.

El estudio entre las abundancias de las poblaciones microbianas y los distintos parametros
operacionales, fisicoquimicos y rendimientos de biogds mostré que:

- Es dificil ver con claridad los efectos que tienen los cambios en las distintas variables
sobre la poblaciéon microbioldgica cuando todos los pardmetros varian al mismo tiempo
y no se estan modificando de forma independiente para estudiar su influencia.

- En general, las condiciones operacionales y ambientales tienen un efecto importante
en el rendimiento de los digestores y en algunos casos en la distribucion de la
comunidad microbiana.

- En el digestor de QB, las bacterias de los phylum Chloroflexi y Actinobacteria parecen
tener una relacidn negativa con el TRC que se puede asociar a que TRC elevados
conducen a la estabilizacion del fango y, por lo tanto, a una disminucién en la poblacién
de bacterias. Ademas, estos phylum se correlacionan negativamente con la
temperatura debido a que son capaces de realizar su actividad a temperaturas mas
bajas que las metanogénicas. El resto de los grupos de bacterias detectados no siguen
una tendencia con el TRC. Por su parte, la clase Betaproteobacteria presenta una
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correlacién negativa con la produccidon de biogas de este digestor. De las bacterias
detectadas, el phylum Actinobacteria parece el mas responsable de la variabilidad de
AGV en el digestor.

- Tanto en el digestor de Gandia como en el de Ontinyent, estadisticamente, la poblacion
microbiolégica no varia y las correlaciones obtenidas no son concluyentes.
Probablemente esto esté relacionado con la baja variabilidad de los pardmetros
operacionales.

- La adiccién de cosustrato no ha mostrado efectos significativos sobre las poblaciones
de bacterias y metanogénicas ni en la produccidn de biogas en los digestores de QB y
Gandia. Seguramente sea necesario superar un cierto valor de carga organica para
notar los efectos. No obstante, debido a los cambios de los parametros de operacion,
asi como la baja variabilidad de la poblacion de Methanosarcinales, es posible que
pasen desapercibidos ciertos efectos derivados de la adicion de cosustrato debido a la
dificultad de interpretar las numerosas variables que intervienen.

- La mayor variabilidad que presenta la poblacién microbiolégica en el digestor de QB
posiblemente esté asociada a que se afiaden mas cantidad y variedad de cosustratos.

- Comparando los tres digestores, el de QB presenta una mayor produccidn de biogas, lo
cual puede ser debido a la utilizacién de TRC, temperaturas y cargas orgdnicas
conseguidas con el aporte de cosustrato mads elevadas, favoreciendo a las arqueas
metanogénicas del orden Methanosarcinales.

- La via acetoclastica parece ser la responsable de la produccidon de biogds en los
digestores.

- Elacetato parece exclusivamente utilizado por metanogénicas acetoclasticas en los tres
digestores mientras que las SRB que utilizan H, predominaron sobre las metanogénicas
hidrogenotréficas en la competicion por el H; en los digestores de QB y Gandia.

- La concentracion de AGV parece tener una relaciéon con la poblacion de arqueas
detectada en cada digestor.

- Enlos digestores de QB y de Gandia, en los que se afiaden cosustratos, la abundancia
de SRB es mayor que en el de Ontinyent, en el que no se adiciona cosustrato.

La técnica FISH presenta algunos inconvenientes para la identificacion de la microbiologia en
muestras procedentes de digestores anaerobios debido a la elevada autofluorescencia que éstas
presentan. Las conclusiones obtenidas deben considerarse como recomendaciones u
orientaciones para futuros estudios, pero en ninglin caso se deben considerar como
concluyentes. En futuros estudios se aconseja usar otras técnicas moleculares junto con FISH
para superar las deficiencias que presenta esta técnica con muestras procedentes de digestores
anaerobios que operan a elevados TRC, ya que un buen conocimiento de la microbiologia
permitira mejorar el rendimiento de los digestores anaerobios de EDAR. Asi pues, se propone la
utilizacidn de técnicas basadas en PCR y técnicas de secuenciaciéon masiva.
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SRB385Db  Betaproteobac Firmicutes  Actinobacteria  Chloroflexi  2thanosarcinal Methanosaeta TRC Biogds % CH4 T Carga cosust DQO cosust Ph Ssv SST AGV Ac/Alc DQO digestor
SRB385Db 1.00
Betaproteobacteria 0.08 1.00
Firmicutes 0.26 -0.43 1.00
Actinobacteria 0.53 0.10 -0.44 1.00
Chloroflexi 0.50 0.12 0.03 0.77 1.00
Methanosarcinales -0.37 0.11 -0.25 0.02 -0.07 1.00
Methanosaeta 0.33 -0.56 0.09 0.55 0.50 0.34 1.00
TRC -0.57 -0.23 0.39 -0.85 -0.82 -0.17 -0.53 1.00
Biogas 0.01 -0.86 0.43 -0.07 -0.16 -0.04 0.45 0.26 1.00
% CH4 -0.67 -0.15 0.01 -0.60 -0.65 0.63 0.02 0.52 0.13 1.00
T -0.46 -0.55 0.43 -0.86 -0.72 -0.01 -0.18 0.81 0.51 0.54 1.00
Carga cosustrato 0.26 0.03 0.15 0.11 0.39 -0.26 -0.04 -0.42 -0.09 -0.53 -0.13 1.00
DQO cosustrato 0.25 0.03 0.17 0.08 0.37 -0.26 -0.06 -0.40 -0.08 -0.52 -0.10 1.00 1.00
Ph -0.39 -0.57 0.42 -0.32 -0.27 0.46 0.34 0.47 0.54 0.57 0.58 -0.49 -0.49 1.00
SSV -0.11 -0.14 0.52 -0.71 -0.36 0.01 -0.19 0.32 0.02 0.25 0.68 0.37 0.39 0.07 1.00
SST -0.32 -0.24 0.39 -0.84 -0.62 0.08 -0.27 0.53 0.16 0.48 0.83 0.11 0.14 0.23 0.91 1.00
AGV 0.13 -0.28 -0.22 0.59 0.17 -0.08 0.35 -0.34 0.48 -0.42 -0.27 0.20 0.19 -0.13 -0.42 -0.46 1.00
Ac/Alc 0.18 0.29 -0.67 0.88 0.51 0.00 0.24 -0.69 -0.31 -0.54 -0.84 0.09 0.06 -0.41 -0.72 -0.83 0.58 1.00
DQO digestor -0.09 -0.40 0.48 -0.68 -0.44 0.07 -0.06 0.38 0.41 0.36 0.78 0.19 0.22 0.26 0.84 0.93 -0.27 -0.82 1.00
Figura 80. Matriz de correlaciones del digestor de QB.
SRB385Db Betaproteobac Chloroflexi Methanosar Methanosaeta TRC Biogds T Ssv AGV Ac/Alc DQO cosust  Carga cosust H,S
SRB385Db 1.00
Betaproteobacteria 0.41 1.00
Chloroflexi -0.41 -0.17 1.00
Methanosarcinales -0.61 -0.67 0.67 1.00
Methanosaeta 0.61 -0.17 -0.67 -0.17 1.00
TRC -0.44 -0.79 0.69 0.72 -0.33 1.00
Biogas 0.45 0.27 -0.21 -0.73 -0.16 -0.06 1.00
T 0.56 0.36 -0.87 -0.92 0.41 -0.63 0.66 1.00
SSsv -0.60 -0.70 0.76 0.72 -0.52 0.97 -0.08 -0.68 1.00
AGV 0.26 -0.39 -0.67 -0.43 0.46 0.02 0.53 0.72 -0.09 1.00
Ac/Alc 0.52 0.23 -0.91 -0.85 0.49 -0.58 0.59 0.99 -0.65 0.79 1.00
DQO cosustrato 0.51 -0.12 -0.92 -0.49 0.85 -0.42 0.18 0.77 -0.57 0.80 0.84 1.00
Carga cosustrato 0.45 -0.11 -0.94 -0.51 0.50 -0.44 0.20 0.79 -0.55 0.81 0.86 0.99 1.00
H,S -0.22 0.36 0.84 0.36 -0.66 0.19 -0.22 -0.70 0.30 -0.92 -0.80 -0.93 -0.94 1.00

Figura 81. Matriz de correlaciones del digestor de Gandia.
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Betaprot = Chloroflexi  Methanosar Methanosaeta T TRC Biogas %CH4 H,S AGV SSV pH CargaSSV Ac/Alc
Betaproteo 1.00
Chloroflexi 0.55 1.00
Methanosar -0.70 -0.32 1.00
Methanosaeta -0.70 -0.32 1.00 1.00
T 0.74 0.34 -0.12 -0.12 1.00
TRC -0.50 -0.95 0.22 0.22 -0.52 1.00
Biogas 0.40 0.27 0.03 0.03 0.94 -0.53 1.00
%CH4 0.55 1.00 -0.32 -0.32 0.34 -0.95 0.27 1.00
H,S 0.07 0.32 -0.40 -0.40 -0.37 -0.01 -0.64 0.32 1.00
AGV -0.80 -0.83 0.39 0.39 -0.71 0.81 -0.52 -0.83 -0.29 1.00
SSv -0.77 -0.89 0.39 0.39 -0.65 0.87 -0.49 -0.89 -0.30 0.99 1.00
pH -0.67 -0.76 0.49 0.49 -0.42 0.62 -0.15 -0.76 -0.65 0.92 0.90 1.00
CargaSSVv 0.80 0.65 -0.21 -0.21 0.93 -0.79 0.87 0.65 -0.21 -0.40 -0.86 -0.61 1.00
Ac/Alc -0.29 -0.55 0.46 0.46 0.13 0.27 0.42 -0.55 -0.96 0.55 0.56 0.84 -0.08 1.00

Figura 82. Matriz de correlaciones del digestor de Ontinyent.

SRB385Db SRB385 Betaproteo  Firmicutes Actinobacteria Chloroflexi Methanosarci Methanosaeta Methanomicr Methanobact ~ TRC Biogds T Ssv AGV Ph  Cargacosus %CH4  H,S
SRB385Db 1.00
SRB385 -0.01 1.00
Betaproteob 0.05 0.33 1.00
Firmicutes 0.61 -0.39 -0.22 1.00
Actinobacteria 0.63 0.31 0.05 0.22 1.00
Chloroflexi 0.31 0.56 0.24 -0.40 0.56 1.00
Methanosarci 0.46 -0.15 -0.25 0.82 0.44 -0.25 1.00
Methanosaeta 0.49 -0.07 -0.51 0.49 0.57 0.07 0.75 1.00
Methanomicro -0.58 0.40 0.16 -0.97 -0.31 0.42 -0.86 -0.49 1.00
Methanobact -0.10 0.30 0.32 -0.38 0.15 0.33 -0.28 -0.11 0.40 1.00
TRC -0.02 -0.26 -0.11 0.55 -0.36 -0.65 0.32 -0.16 -0.50 -0.30 1.00
Biogas 0.45 -0.27 -0.23 0.79 0.18 -0.37 0.75 0.52 -0.76 -0.26 0.38 1.00
T 0.11 -0.51 -0.12 0.70 -0.38 -0.75 0.39 0.17 -0.65 -0.35 0.64 0.75 1.00
SSv -0.51 -0.40 -0.11 -0.48 -0.73 -0.18 -0.71 -0.46 0.54 -0.26 -0.01 -0.44 -0.01 1.00
AGV -0.52 0.37 0.09 -0.90 -0.22 0.40 -0.81 -0.41 0.92 0.23 -0.40 -0.70 -0.65 0.56 1.00
Ph 0.09 -0.84 -0.46 0.62 -0.21 -0.65 0.38 0.30 -0.61 -0.58 0.50 0.44 0.62 0.20 -0.49 1.00
Carga cosust 0.50 -0.14 -0.04 0.57 0.29 0.04 0.42 0.26 -0.55 -0.12 0.01 0.38 0.27 -0.26 -0.48 0.18 1.00
%CH4 -0.47 -0.62 -0.08 0.06 -0.68 -0.67 -0.07 -0.10 -0.06 -0.42 0.35 0.15 0.55 0.54 -0.07 0.58 -0.32 1.00
H,S 0.18 -0.05 -0.12 0.55 0.47 -0.28 0.67 0.37 -0.64 -0.13 0.38 0.57 0.25 -0.71 -0.52 0.26 0.11 -0.06  1.00

Figura 83. Matriz de correlaciones conjunta.
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Tabla 33. Actividades de las empresas de las que proceden los cosustratos utilizados en el digestor de QB y la

naturaleza de éstos.

Actividad

Residuo

Fabricacion de zumos

Procesados de productos
alimentarios. Lo evaporany
se concentra y por eso
presenta una elevada DQO
(melaza)

Pasteleria y bolleria

Elaboracién y embotellado
de vinos

Residuos de lavados,
limpieza y reduccion
mecanica de materias primas

Fabricacion de biodiesel

Gestidn integral de residuos
industriales

Elaboracién de patatas fritas

Produccidn de bebidas no
alcohdlicas

Residuos de la produccién de
bebidas no alcohdlicas

Envasado de miel y de otros
productos elaborados

Aguas de limpieza de
instalaciones de miel y
bidones contenedores

Fabricacion de caramelos de
goma

Agua residual azucarada

Elaboracién de productos
alimenticios

Pasta de maiz

Fabricacion y distribucion de
bebidas refrescantes

Mezcla de bebidas
refrescantes

Elaboracién de vinos
especiales

Agua industrial

Apicultura

Empresa de transformacidn
agraria

Lodos de lavado y limpieza

Elaboracién de zumos de
frutas y hortalizas







