PRODUCTION OF BIOMETHANE (Bi0-CH4) DURING BIOFILM
FORMATION IN OPUNTIA IMBRICATA THROUGH THE
DEGRADATION OF DAIRY WASTEWATER

Las necesidades energéticas estan creciendo deliberadamente, sin
embargo, las reservas de combustibles fosiles se estan agotado
debido a su uso excesivo, esto ha llevado a la busqueda de nuevas
fuentes de energias renovables. Para el experimento se utilizé agua
residual lactea (ARL) de una industria en Saltillo, Coahuila, como
in6culo se utilizé lodo anaerobio (LA) de una cerveceria de Torredn,
Coahuila y como sustrato para la formacion de biopeliculas se utilizo
el tallo seco de una cactacea (Opuntia imbricata). Las aguas residuales
se caracterizaron conforme a la NOM-001-SEMARNAT-2021. La
formacion de la biopelicula se realizé en un reactor anaerobio de flujo
ascendente (RAFA), con capacidad de 4.5 L al cual se le afiadi6: 350
mL de lodo anaerobio, 24 g de O. imbricata, 3.5 L de ARL (20.1 g/L de
0O;) a pH 7.0, y para la generacién de Bio-CH, se llevé a cabo en
reactores discontinuos con un volumen de 120 mL a los cuales se les
agrego 72 mL de ARL (20.1 g/L de O;), 8 mL de lodo anaerobio y 3
piezas de O. imbricata, este experimento se realizé por triplicado. Los
resultados mostraron una produccién especifica total de 11.63 mmol
de Bio-CH4 y 97.95 % de eficiencia en la remocion de materia organica,
con una duracion total de 192 h. Ha manera de conclusion tenemos
que los resultados obtenidos en este trabajo demuestran una forma
eficiente y econdmica de producir Bio-CH,, y de degradar la materia
organica, mediante el uso de las aguas residuales lacteas.

Palabras clave: biometano; biopeliculas; agua residual lactea.
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Energy needs are deliberately growing, however, fossil fuel reserves
are being depleted due to their overuse, this has led to the search for
new sources of renewable energy. For the experiment, milk wastewater
(ARL) from an industry in Saltillo, Coahuila was used, anaerobic sludge
(LA) from a brewery in Torredn, Coahuila was used as an inoculum,
and the dry stem of a cactus (Opuntia imbricata) was used as a
Substrate for the formation of biofilms. Wastewater was characterized
in accordance with NOM-001-SEMARNAT-2021. The formation of the
biofilm was carried out in an anaerobic upflow reactor (UASB), with a
capacity of 4.5 L, to which were added: 350 mL of anaerobic sludge,
24 g of O. imbricata, 3.5 L of ARL (20.1 g/L of O3) at pH 7.0, and for the
generation of Bio-CH, it was carried out in batch reactors with a volume
of 120 mL to which 72 mL of ARL (20.1 g/L of O,), 8 mL of anaerobic
sludge and 3 pieces of O. imbricata, this experiment was performed in
triplicate. The results showed a total specific production of 11.63 mmol
of Bio-CH4 and 97.95 % efficiency in the removal of organic matter,
with a total duration of 192 h. In conclusion, we have that the results
obtained in this work demonstrate an efficient and economical way to
produce Bio-CH,, and to degrade organic matter, using dairy
wastewater.

Keywords: biomethane; biofilms; dairy wastewater.

En México debido al crecimiento exponencial de la poblacion se ve
reflejado el incremento en el uso de combustibles fésiles y el consumo
de productos industriales que satisfacen las necesidades del ser
huma-no, sin embargo, a mayor consumo, mayor la contaminaciéon y
la dependencia de recursos no renovables, lo que genera conflictos
eco-nomicos, desequilibrios sociales: la generacion de la era de la
ebullicion global y el agotamiento del recurso (Ritchie y Roser, 2020).

La creciente demanda de los combustibles fésiles como fuente
principal de energia ha provocado un alto grado de contaminacion, lo
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cual ha llevado a los gobiernos y a la comunidad cientifica a buscar
nuevas fuentes de energias limpias, capaces de producir energia para
reemplazar a los combustibles fosiles (Garcia, 2022); ya que su uso
reduce la dependencia de éstos, sin pasar por alto que la
contaminacion generada es menor, por lo cual se estan
implementando nuevas estrategias para la obtencién de
biocombustibles, particular-mente biometano, mediante el uso de
desechos industriales (agua residual lactea). Al utilizar un residuo para
la generacion de un bien, se contribuye con el medio ambiente, al
disminuir la contaminacion y generar energia limpia.

Las industrias lacteas generan cantidades grandes de residuos, en
general producen vertidos que van de 2.5 a 5 litros de aguas residuales
por litro de leche producido (De la Cueva y col., 2024), las cuales
contienen contaminantes, por tanto, es necesario un tratamiento previo
a verterlas al medio ambiente (Hernandez y col., 2022). Las aguas
residuales lacteas contienen diversos contaminantes como: demanda
quimica de oxigeno (DQO), demanda bioquimica de oxigeno (DBO),
sulfatos, cloruros, grasas y aceites y pH extremos (2 a 11) (Ruiz y col.,
2024). Una caracteristica singular es que el color del agua depende
del proceso en el que se encuentre (gris, blanca o naranja).

De acuerdo con la literatura, hoy en dia se utilizan las aguas residuales
lacteas para la generacién de biocombustibles (biometano) debido al
alto contenido en materia organica que presentan, lo que conlleva a
una buena produccién de este recurso. En los ultimos afos el
biometano ha ganado relevancia como bio-combustible debido a su
contenido energético de 119.66 KJ/g (Sotowski, 2018). Por esta
caracteristica las principales aplicaciones del biometano son como
combustible para transportes y uso particular doméstico para la
generacion de energia eléctrica (Noblecourt y col., 2020).

El uso de biopeliculas en el proceso de produccion de biocombustibles
es uno de los métodos biolégicos mas reportados para la produccion
de biometano (Zahuantitla Razo, 2020), sin embrago, una limitante
durante el proceso es la baja tasa de produccion. Recientemente se
ha logrado incrementar la produccién de biometano mediante la incor-
poracion de consorcios microbianos inmovilizados, los cuales
presentan alta produccién de este biocombustible (Mufioz-Estrada y
col., 2021). El objetivo de esta investigacion es la produccion de
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biometano (Bio-CH,) durante la formacién de biopeliculas en Opuntia
imbricata, mediante la degradacion de agua residual lactea. Con esta
investigacion se esta contribuyendo a la produccion de combustibles
limpios y a la disminucion de uso de combustibles fésiles en aguas
residuales de la industria lactea. De igual manera se contribuye con
los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) y con los programas
Nacionales Estratégicos (PRONACES).

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 INOCuULO

Como in6culo se utilizaron 500 ml de un cultivo mixto microbiano,
proporcionados por la cerveceria Modelo (Torredn, Coah.) Los lodos
se caracterizaron conforme a la NMX-AA-034-SCFI-2015. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion del lodo.

Medicion de sélidos Concentracion (g/L)

Solidos totales (ST) 16.9
Solidos totales volatiles (STV) 121
Sdlidos suspendidos volatiles (SSV) 8.2

Sdlidos suspendidos totales (SST) 11.9
Sdlidos disueltos totales (SDT) 5.7
Sélidos disueltos volatiles (SDV) 24
Solidos disueltos fijos (SDF) 3.7
Solidos suspendidos fijos (SSF) 3.1

Solidos totales fijos (STF) 5.1

2.2 SUSTRATO

Como sustrato se utilizé agua residual lactea proporcionada por una
fabrica comercial de leche en Saltillo, Coah. Tras la recoleccion, las
aguas residuales se trasladaron inmediatamente al laboratorio y se
almacenaron a 4°C. Estas fueron caracterizadas conforme a la NOM-
001-SEMARNAT-2021. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de las aguas residuales lacteas.

l Parametros l Contenido l
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Sulfatos (mL/L) 232.22 +0.223
Cloruros (mg/L) 308.31 + 0.253
TDS (ppm) 158 £ 0.172
DQO (0/1) 19.9 + 0.241
Temperatura (°C) 29 +0.125
Grasas y aceites Sﬂ/l) 7.3+0.173

pH 8.5+0.137

2.3 PREPARACION DE LA BIOPELICULA OPUNTIA IMBRICATA

Para la formacion de la biopelicula se utilizé el tallo seco de un cactus
(Opuntia imbricata), cortado en piezas rectangulares (1,4 x 0,6 x 0,5
cm), previamente enjuagados y lavados con agua destilada. Las
descripciones del cactus se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de la biopelicula (Opuntia imbricata).

Parametros Especificacion
Identificacion Opuntia imbricata
Origen Natural
Densidad 0.761 (g/cmd)

———
Dimension 1.3 x 0.7 (cm)
Area superficial 0.459 (m?/g)
Peso seco 12 + 0.021 ﬂg!
Configuracion Packed bed

La generacion de la biopelicula se llevé a cabo en un biorreactor
anaerobio de flujo ascendente (RAFA), el cual tiene las siguientes
carac-teristicas: 4.5 L de capacidad, 62 cm de altura y 36 cm de
diametro. Se adicionaron 3.5 L del medio mineral (Composicién en
gramos por litro: 1.67 NH4CI, 0.83 KH2POQO,, 0.83 K,HPO4, 1 MgCly,
0.083 FeCl,, 0.053 NiSQOy4, 0.083 CoCly, 0.038 ZnCl,, 0.035 CuCly,
0.017 CaCl, y 0.050 MnCl; (Valdez-Vazquez y col., 2016), 24 g (peso
seco) de Opuntia imbricata y 350 mL de cultivo microbiano anaerobio
mixto, en las siguientes condiciones iniciales: 20,1 g/L O,, 25 £ 2 °C,
pH 7,0 y HRT 4,8 h. El biorreactor fue alimentado por una bomba
peristaltica (MANOSTAT-divisién132 de Barnant Company, bomba
varistaltic Si-mon, EE. UU.). Se realizaron tres ciclos de 240 h cada
uno con un total de 720 h.

2.4 MONTAJE DE LOS REACTORES DISCONTINUOS

El experimento se llevd a cabo en reactores discontinuos de 120 mL
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(botella de vidrio transparente de boca estrecha con tapon fendlico) a
los que se afadieron 72 mL de sustrato (aguas residuales lacteas),
con una concentracién inicial de 19.9 g DQOIL, adicionando 8 mL de
lodo anaerobio a un pH inicial de 7.0. Los reactores estaban sellados
hermé-ticamente con caucho de silicona y cubiertas de aluminio para
evitar fugas de gas. Para el experimento se monitorearon los
siguientes parametros: produccion de gas y remocion de DQO, se
tomaron muestras cada 24 h y el experimento se realizé por triplicado,
en un periodo de fermentacion de 192 horas.

2.5 METODOS ANALITICOS

Para determinar la cantidad de produccion de biometano se utilizé el
cromatégrafo de gases (GC TCD) VARIAN 3400, equipada con una
columna empaquetada Molecular Sieve 52 inyectando 25 pl utilizando
una jeringa de 1 mL. Las condiciones de GC TCD fueron: temperatura
del inyector y de la columna 50 °C, temperatura del detector 200 °C y
a presion de 8 atm, utilizando argén como gas portador con un caudal
de 6 ml/min. La remocién de DQO se determiné de acuerdo con
métodos estandar (APHA, 1998).

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

La generacion de la biopelicula se realizé en un reactor anaerobio de
flujo ascendente (RAFA) en el cual se establecieron las condiciones
del reactor, como lo muestra la tabla 4, para que funcionara correcta-
mente. Se establecié una corrida del experimento y se termind una
vez que ya no tenia materia organica y, por ende, ya no habia
produccion de Bio-CHy; la corrida durd 240 h, por lo tanto, se decidio
realizar el experimento por triplicado: tres ciclos de 240 h cada uno, un
total de 720 h que duré el proceso de fermentacion, en donde ya se
presentaba la formacion de la biopelicula.

Tabla 4. Condiciones del Reactor Anaerobio
de Flujo Ascendente (RAFA).

Parametros Medicién
Volumen del reactor (m?%) 0.00375
Caudal (m®/d) 0.0302

Tiempo de retencién hidraulica (TRH) (h) 4.8
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l Carga hidraulica volumétrica (m® (m®d)™") l 4.992 l
I Carga orgénica volumétrica_(Kg DQO/ m® d) | 9.98 1
Temperatura de la fermentacion (°C) I 25+ 3 I

3.1 PRODUCCION DE B10-CH4 EN REACTORES DISCONTINUOS

La produccion de biometano en reactores discontinuos duré en total
192 h. El experimento se realiz6 por triplicado. La Tabla 5 muestra la
produccion de Bio-CH4 (mmol) y la produccion especifica de Bio-CHy
(mmol/g COD (emovido)- Durante las primeras se observa un incremento
de produccion del Bio-CH4 la mayor produccién a las 96 h, sin
embargo, con el transcurso del tiempo disminuyé la produccion. Por el
contrario, en la produccion especifica en mmol/g DQO removida la
mayor produccion se refleja a las 120 h, después de ese tiempo
disminuye la produccion.

Tabla 5. Produccion de biometano en reactores discontinuos a una
concentracion de sustrato (19.9 g/L O;) durante un periodo de
fermentacion de 192 h.

Tiempo (h) Produccion de Produccion especifica
Bio-CH, de Bio-CH, (mmol/g
(mmol) DQO removidot
0 0 0

24 1.086 0.76791796

48 1.529 0.54058313

72 1.891 1.33713892

96 2.495 0.88211571

120 2.133 1.50825876

144 1.448 0.51194531

168 0.764 0.54022958

192 0.281 0.19869700

Estos resultados concuerdan con los reportados por Parra-Orobio.,
(2019) quienes trabajaron en la obtencidn de Bio-CH, utilizando aguas
residuales de la industria lactea y como indculo utilizaron lodos anae-
rébicos que se recolectaron de un reactor anaerobio de flujo
ascendente (RAFA) a escala de laboratorio; ademas, generaron una
biopelicula y como resultado obtuvieron una produccion final de 82.1
+ 5.0 % superior a la de los procesos convencionales de
metanogénesis, logrando asi una forma efectiva de tratar las aguas
residuales lacteas a la vez de generar energia.

Al término de la fermentacion se obtuvo una produccién especifica
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final de 11.63 mmol de CH4. Los resultados son similares a los
alcanzados por Xiao y col. (2021), quienes trabajaron en la obtencion
de biometano por codigestion anaerdbica con lodos anaerobios, las
pruebas se realizaron en reactores discontinuos y se obtuvo una
produccion de 11.83 mmol de Bio-CH4, sin embargo, obtuvieron un
bajo porcentaje de remocion de materia organica al presentar solo
56.12 %. Estos resultados son consistentes con los logrados por Sillero
y col. (2022), quienes estudiaron la generacion de metano, utilizando
lodos anae-robios como sustrato, a través de la fermentacion oscura,
dando como resultado una produccion de 7.4 mmol de CH,
acumulado, con 79.51 % de remocion de materia organica.

En la Figura 1 se muestra la produccion de Bio-CH,4 en reactores
discontinuos en relacion con el periodo de fermentacion, se observa
que a medida que pasan las horas, la produccién aumenta, reflejando
un aumento a las 96 h, sin embargo, con el paso del tiempo, se
produce una disminucion en la produccion de Bio-CH,; y esto se
atribuye a que hay menor cantidad de materia organica.

3

Bio-CH, en mmol
_ .
. NI

n

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 1. Produccion Bio-CH,4 en reactores discontinuos en un periodo de 192 h.

Con base en los resultados obtenidos para producir Bio-CH,4 en reac-
tores discontinuos, los datos experimentales se ajustaron con la ayuda
del modelo de Gompertz, que indicé la acumulacién maxima de Bio-
CH4 (Hmax) = 107.4 mL, la velocidad de reacciéon maxima. (Rmax) =
4.6 mL/d y con un R2 =0.96

Con respecto a la remocion de la DQO se puede observar que
conforme pasa el tiempo se presenta una degradacion constante de la
materia organica, hasta alcanzar el maximo nivel de remocién que fue
del 97.96 %, como se muestra en la tabla 6. Estos resultados coinciden
con los reportados por de Siqueira y col. (2022), quienes evaluaron un
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consorcio microbiano y el potencial metanogénico a través de la co-
digestion de aguas residuales de la industria lactea utilizando lodos
anaerobios como indculo, el experimento se realiz6 en un reactor
anae-robio de flujo ascendente (RAFA) a escala de laboratorio, y como
resul-tado alcanzaron una produccion total de 13.73 mmol de Bio-CH,4
g/ DQO removidos y una remocion de materia organica de hasta
81 %.

Tabla 6. Eficiencia de remocion de la DQO en un periodo de 192 h.

Porcentaje de
Tiempo (h) remoc(ioz;\ DQO
24 13.10
48 30.94
72 57.82
96 74.67
120 87.84
144 95.86
168 97.26
192 97.96

En la figura 2 se muestra la eficiencia de remocién de DQO vy la
produccion de Bio-CH4 en mmol; se puede observar que para la pro-
duccién de CH4, la mayor cifra se presenta a las 96 h y en el caso de
la remocién de la DQO se observa que la remocion es constante hasta
alcanzar la maxima remocion del 95.96 %.
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Figura 2. Produccién de Bio-CH, y remocion de la DQO en reactores
discontinuos a una concentracion inicial de sustrato (19.9 g/L O;)
con un tiempo de fermentaciéon de 192 h.

Se favorecié la produccién de Bio-CH4 y la remocién de materia
organica en reactores discontinuos debido a que se logré mantener el
pH en 6.5, este valor coincide con los encontrados por Yang y col.
(2024), quenes trabajaron en la obtencién de metano en reactores dis-
continuos a través de la digestidn anaerodbica, obteniendo resultados
eficientes en la produccion de este biocombustible bajo esta condicion.

IV. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron la facti-
bilidad de producir Bio-CH; a partir de aguas residuales lacteas,
mediante la formacién de una biopelicula, a partir de Opuntia imbricata.
Obteniendo resultados favorables al generar biocombustible y eliminar
la materia organica.

Al realizar la cinética en reactores en batch, se obtuvo una produccién
especifica de CH4: 6.286886392 mmol/g DQO (emov, ¥ UNa eficiencia
total de remocion de la materia organica: 97.96 %. En un periodo de
192 h. En general, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
una forma econdmica, eficiente y sostenible de producir biometano.
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