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RESUMEN

El presente trabajo propuso la evaluacion en la codigestion de dos residuos de la industria
alimenticia, sustrato industrial de cerveceria (SIC) y sustrato industrial lacteo (SIL), para
la produccion de bioH,. La primera etapa experimental consistio en la preparacion de
microrreactores tipo batch a partir de diferentes mezclas entre ambos sustratos con
relaciones C/N de 20, 25, 30, 35 y 50 e inoculdndose con dos consorcios microbianos
mixtos, nombrados indculo granular (IG) e indculo de composta (IC). Cada sistema de
reaccion fue llevado a cabo en botellas seroldgicas de 124 mL con un volumen de trabajo
de 90 mL, temperatura controlada a 35°C, velocidad de agitacion de 100 RPM vy el pH
inicial de 5.5 £ 0.2. En una segunda etapa experimental, se consideré homologar el sistema
de reaccidn con el mejor rendimiento a un reactor continuo de flujo ascendente. El reactor
fue puesto en marcha con un volumen de trabajo de 2 L. La produccion de bioHz en
continuo fue evaluada a diferentes tiempos de retencion hidraulica (TRH) siendo 3,9y 12
h, utilizando 1G como indculo, relacion C/N = 35, a temperatura ambiente y pH inicial a
55+0.3.

Para la caracterizacion fisicoquimica de los sustratos individuales y en codigestion durante
las etapas experimentales consisto en la determinacion del pH, de carbohidratos totales,
de la Demanda Quimica de Oxigeno, de Nitrogeno Total, de Solidos Totales Volatiles y
de Solidos Suspendidos Totales ademas del andlisis de cromatografia de gases para
cuantificar la produccion de bioHz y Acidos Grasos Volatiles.

Los resultados obtenidos a nivel microrreactor muestran que los sustratos SIL-SIC en
codigestion tienen alto potencial para la produccion de bioH: a pesar de la caida abrupta
del pH hasta 3.5 en las 32 h respecto a las monodigestiones y la naturaleza del in6culo (IG
0 IC). En cuanto a la degradacion de la materia organica, los carbohidratos totales y s6lidos
totales, mantuvieron una tendencia decreciente y remociones mayores al 90 %. Sin
embargo, la mayor produccion fue observada con los reactores con IG como indculo con
103, 180, 125, 215 y 104 mL para las relaciones C/N 20, 25, 30, 35 y 50 respectivamente.
A partir de los calculos de rendimiento se determiné que la relacion C/N = 35 presento un
rendimiento de 60.6 + 1.8 mL H2 g DQOrem™ para IGy 72.9 + 5.8 mL H, g DQOrem™ para
IC. En base a los resultados obtenidos se realizo el ajuste de los datos experimentales con
la ayuda del modelo doble de Gompertz el cual indicé la méxima acumulacion de bioH>
(Hwmax) = 243.7 mL Hy, la velocidad maxima de reaccion (Rmax) = 15.07 mL Hz h*, tiempo
de adaptacion de 1 h para la primera etapa y 22.86 para la segunda etapa, con una R? =
0.99 para la relacion C/N 35 ¢ IG.

El estudio de la identificacion microbiana a los diferentes tiempos de reaccién demostro
gue algunas especies productoras de bioH, mantuvieron mayor actividad las primeras 8 h
de reaccién. Entre las especies productoras de bioH, se encontré la Citrobacter sp y
especies de la familia Enterobactericeae como Hafnia alvei y Rahnella sp utilizando el
indculo IC y especies como Megasphaera elsdenii y Prevotella sp con inéculo IG.



Los resultados de la produccidon de bioHz en continuo (reactor UASB) a diferentes tiempos
de retencion hidrudlicos (TRH’s), evidencio la produccion de bioH> durante 20 ciclos,
empleando la codigestion SIL-SIC con la relacion C/N = 35, el IG y el ajuste del pH =
5.5. Para mostrar este proposito se estudiaron 3 TRH = 3, 8 y 12h. Los resultados
obtenidos mostraron la acidificacion de los reactores hasta pH<4 durante todo el intervalo
de estudio, pero la operacion del reactor UASB con un TRH =9 h logré incrementar 10
veces la produccion de biogas respecto al reactor cuando operd a un TRH = 3 h. Del
andlisis de los gases permantes (hidrogeno, dioxido de carbono, principalmente) y acidos
grasos se observd que los 3 experimentos alcanzan su mayor produccion de bioH; entre
los ciclos 10 a 18 posiblemente como resultados de la aclimatacion de las especies
productoras de bioH>. En analogia con los resultados del anélisis microbiologico para la
codigestion SIL-SIC entre los microrreactores batch a tiempo de 8 h y los experimentos
en el reactor TRH = 9 h posiblemente las especies predominantes como Lactobacillus
casei (4%), Lactobacillus delbrueckii (7%), Leucobostoc mensenteroides (20%),
Lactococcus lactis (44%) y Bacilli (7%), sean las que proliferan durante la operacion del
reactor en los diferentes ciclos, atribuyendo la probable sinergia entre los sustratos y las
especies Lactococcus lactis, Megasphaera elsdenii y Prevotella sp como la productoras
de bioH». Este mismo caso aplica para el TRH=12 donde el analisis microbioldgico en
sistema batch a 24 h, revela que especies como Lactobacillus casei (13%) y el género
Bacilli (31%) causaron una disminucion en el rendimiento de bioH». Ademas, que las rutas
metabolicas del cido acético y acido butirico fueron predominantes y secundas por rutas
del &cido propiénico y acido valérico mismas que se validan con un analisis
termodinamico. Finalmente, el rendimiento en la codigestién SIL-SIC demostré que el
rendimiento méaximo fue para el TRH =9 h con 22.15 mmol H, g DQO™ sequido del TRH
=12 h con 1.01 mmol H2 g DQO* y el TRH =3 h de 0.57 mmol H, g DQO™. En el caso
de la productividad se encontr6 que el TRH =9 mantuvo valores mayores a 0.35 L Hx L
1 d1, mientras que el TRH = 3y 12 h estuvieron por debajo de 0.05 L Hz L d.
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Capitulo 1 Introduccion

Introduccidn
En la actualidad existe una preocupacion por mejorar la relacion entre los seres humanos y
el medio ambiente. Esto ha aumentado el interés por la investigacion e implementacion de
tecnologias de energia renovable (TER) que aprovechen al maximo los recursos de cada pais
[1]. En México, las TER como la energia geotérmica (1.8%), la energia eolica (3.2%) y la
energia hidraulica (9.7%) han contribuido a la generacion de energia eléctrica. En cambio, la
energia de biomasa, con una capacidad de generacion de energia de 1.3%, solo contribuyé el
0.6%. Por ello, se ha impulsado la investigacion tecnologica de la biomasa mediante
estrategias de prospectiva nacional. La biomasa es sujeto de interés porque aprovecha los
residuos (agroindustriales, industriales y/o domésticos) y garantiza energia econdémica, eficaz
y segura ambientalmente. A partir de la biomasa se obtienen combustibles como el bioetanol,
el biodiesel o el biogas. El biohidrégeno (bioHz), biogéas, es considerado un combustible
unico por su alto potencial energético y no existe huella de carbono en su combustion [2-4].

El bioH> puede obtenerse a través de 3 procesos, la biofotdlisis del agua, la fotofermentacion
y la fermentacién oscura (FO). La FO es el proceso méas simple porque funciona a presién y
temperatura cercanas a la atmosférica y no depende de una fuente de iluminacién u
oxigenacion, ademas es posible utilizar cualquier fuente de carbono como sustrato. El
rendimiento del proceso depende del contenido de carbohidratos, la disponibilidad del
sustrato y la velocidad de biodegradabilidad [5-6]. Diversos estudios indican que los sustratos
facilmente biodegradables, como la glucosa, la sacarosa o almidon, pueden lograr buenos
resultados, aunque pueden presentar deficiencias de nutrientes, baja capacidad
amortiguadora y son mas costosos. Con la finalidad transitar a las energias renovables, es
imperativo el uso de sustratos renovables o fuentes de alimentos y, por lo tanto, hay interés
en aprovechar las fuentes de biomasa de segunda generacion [2,7-8].

Asi mismo, la normativa de las aguas residuales que obliga al cumplimiento de los limites
permisibles antes de su disposicion de final en los cuerpos receptores las posicionan como
fuentes novedosas de investigacion para la produccién de bioH, y ain mas atractivo si el
origen de los cosustratos es antropogénico [9-11]. La principal ventaja de esta estrategia es
que los residuos podrian adquirir un valor energético con respecto a las aguas residuales de
la industria alimentaria, en la que un alto contenido de materia organica se transformaria en
combustible [12-14]. Existen varios reportes sobre la utilizacion de la FO para producir bioH>
empleando aguas residuales de los procesos de fabricacion de cerveza [7,15-16] y de quesos
en biorreactores que utilizan cultivos mixtos mesofilos, en los que se destaca que el
crecimiento de las comunidades microbianas depende de las fuentes del in6culo y de las
caracteristicas fisicoquimicas del sustrato [17-19].

Con el proposito de alcanzar un mayor rendimiento se han utilizado cultivos puros de los
géneros Clostridia, Enterobacter y Streptococcus, pero su escalamiento industrial no es
técnica ni econdmicamente factible. Por otro lado, se ha demostrado la presencia de Bacterias
Acido Léacticas (BAL), entre ellas los Bacillus y Lactobacillus que pueden competir por el
sustrato y disminuir el rendimiento de bioHz. La solucion propuesta es el empleo de
consorcios microbianos mixtos durante la codigestion y tiene por objeto evitar la

2
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competencia entre las comunidades nativas y microbianas favoreciendo la proliferacion de
microorganismos productores de bioH2. Aunque no es claro Gémez Romero et al., [18]
reporto la codigestion entre suero de queso Y residuos de frutas y un periodo de adaptacion
del inéculo, una abundancia de Lactobacillus del 72 % y bacterias productoras de bioH2 como
Clostridium (2.5%) y Bifidobacterium (6%) tuvieron menor presencia. Sin embargo,
mantener un control del pH y 6ptima C/N=21 logro rendimientos de 449.84 mL H, g DQO"
! causado por el balance de nutrientes y una mejora en la capacidad amortiguadora.

Mas recientemente, Szaja et al., [20] informaron sobre la codigestion de residuos de suero de
queso acido y los lodos de una planta de tratamiento que utiliza un biorreactor anaerdbico de
semiflujo con diferentes tiempos de retencion de liquidos (16.17, 18 y 20 dias). En sus
conclusiones, los autores informaron de un aumento del 160% en la eficiencia para el tiempo
de retencion de fluidos de 16,7 dias cuando se afiadié al alimento el grano gastado en la
cerveceria (stock para el injerto). En otro estudio, Garcia Depraect et al., [21] reporté la
sinergia que existe entre género Lactobacillus y el género Clostridia, logrando una mejora
en la etapa exponencial de la produccién de bioHz. Por otro lado, Wang et al., [22] demostr6
que el tipo de cosustrato puede afectar directamente la comunidad microbiana y a su vez
repercutir en la produccidn de bioH; [18-19,22].

El estudio del sustrato industrial de cerveceria (SIC) y el sustrato industrial de lactosuero
(SIL) podria ser una propuesta atractiva para las zonas industrializadas como el Area
Metropolitana de Monterrey (AMM). México, segun el Atlas Nacional de Biomasa
(ANBIO), cuenta con la produccion anual de casi 20 millones de m® aguas residuales de
cerveceria a partir de 18 fuentes generadoras del pais. Siendo sus caracteristicas principales,
el contenido de nutrientes, carbohidratos, carga organica de 2 a 32 g DQO L y potencial
energético de 29,350 TJ afio™®. En el caso del suero de queso, se pueden obtener a través de
260 fuentes que se distribuyen en 27 de las 32 entidades del pais, con una generacién anual
de suero de queso de 2.5 millones de m®. En cuanto al potencial energético, el lactosuero,
contribuye con alrededor de 1,270 TJ afio’, alta carga organica (entre 40 y 100 g DQO.L™?),
proteinas, lipidos y sales minerales [23-24].

A partir de lo anterior, es evidente que existe la necesidad de estudiar a detalle la codigestion
entre SIL y SIC que, ademas de ser una mezcla atractiva para el AMM, no existen reportes
de su estudio en codigestion. Asimismo, en este trabajo se busca evaluar la evolucién de las
comunidades microbianas de dos fuentes consorcios microbianos mixtos, el indculo de
composta (IC) y el inéculo granular (IG) para los sustratos individuales (SIL y SIC) y sus
respectivas codigestiones con el objetivo de identificar las bacterias productoras de bioH; en
reactores tipo batch a condiciones mesofilicas y poder homologarlo a un reactor continuo de
flujo ascendente.

El presente trabajo de tesis se compone de los siguientes capitulos. El capitulo 1 presenta una
breve introduccion sobre la importancia de la codigestion a partir de sustratos de origen
industrial que permiten justificar el proyecto ademas de sustentar la hipotesis, el objetivo
general y objetivos particulares. Posteriormente en el capitulo 2 se presenta el marco general
sobre la capacidad y potencial energético de la biomasa para la generacion de energia
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renovable mediante el proceso de fermentacion oscura, ademas de describir el fundamento
de este proceso se destacan los principales parametros de operacion (pH, Temperatura,
indculo, relacion C/N, TRH y Pu2) durante la operacion de un reactor de flujo ascendente.
En el capitulo 3, se presentan los procedimientos y métodos de caracterizacion de los indculos
(IC e IG), sustratos SIL-SIC antes y durante la codigestion en el microreactor batch (90 mL)
y posterior escalamiento a un reactor de flujo ascendente (2 L) y sus correspondientes analisis
de bioH: y subproductos de la reaccién por cromatografia de gases (FID y/o TCD). Por
ultimo, el capitulo 4 describe los resultados obtenidos de la codigestion de los sustratos SIL-
SIC. i) con el apoyo de un disefio de experimentos se identificaron los pardmetros de mayor
significancia en la produccion de bioH> a nivel microrreactor, destacando la relacion C/N=35
y el 1G. ii) para la operacion del reactor de flujo ascendente se estudio el tiempo de retencion
hidraulico para producir bioH. de forma continua a pH constante en el intervalo de 5.5 a 5.0.
Finalmente, el capitulo 5 presenta las conclusiones del proyecto y algunas recomendaciones
para el trabajo a futuro.
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1.1 Hipotesis

La implementacion de una mezcla de efluentes de la industria alimenticia (codigestion) de
baja biodegradabilidad aportard condiciones ideales para garantizar la presencia de un
consorcio microbiano mixto selectivo a bioHz a partir del control de variables de operacion
en un proceso continuo.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la relacion C/N de los sustratos de baja biodegradabilidad a partir de aguas residuales
industriales haciendo énfasis en el aprovechamiento de azucares fermentables con la
finalidad de disefiar un reactor de flujo ascendente para la produccion de bioHa.

1.2.2 Objetivos particulares

1. Muestrear y caracterizar fisicoquimicamente (Carbohidratos, Proteinas, Solidos
Totales, Solidos Volatiles, pH, Demanda Quimica de Oxigeno, Nitrogeno Kjeldahl)
los sustratos de la industria de alimentos (industria cervecera y lactosuero).

2. A partir de un disefio de experimentos de tipo Plackett Burman, preparar reactores
batch para identificar las variables del proceso (temperatura, concentracion de
sustrato, pH e in6culo) que permitan obtener la relacién C/N y tiempo més favorable
para el crecimiento microbiano y produccion selectiva de bioHo.

3. Cuantificar los gases permanentes y Acidos Grasos Volatiles (AGV's) por
cromatografia de gases (FID y TCD).

4. Determinar las propiedades fisicas (densidad, viscosidad, velocidad del fluido) de los
reactores para homologar su escalamiento a 1L.

5. Implementar un reactor continuo estudiando el tiempo de retencion hidraulica (TRH
<24 h) ytipo de empacado (biomedia, platos, etc.) para prolongar la fase acetogénesis
e incrementar la conversion de las biomoléculas y la productividad de bioHo.

6. Llevar a cabo el estudio cinético de las reacciones.

7. ldentificar los consorcios microbianos mixtos (presentes en los biorreactores con
mayor productividad).
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1.3 Justificacion

Parte de las necesidades del ser humano es el suministro de energia, base en el desarrollo
econdémico y social de cada pais. Por lo tanto, es importante poseer una estrategia de
aprovechamiento y financiacion que aumente la capacidad energética a partir de sus recursos
disponibles [8]. Con la expedicion de la Ley para el aprovechamiento de los recursos
renovables y el financiamiento de la transicion energética en México, se dio la pauta para la
implementacién de tecnologias de energias renovables [25]. A partir de alli se fomento la
investigacion cientifica que impulsaba al bioH. como el nuevo vector energético y asi, el
petréleo deje de ser la principal fuente de energia del pais [7,26]. El hidrogeno tiene un
potencial energético 2.5 mayor que la gasolina y se puede obtener a partir diferentes procesos.

En busca del aprovechamiento de los residuos orgénicos y como parte del desarrollo
sustentable se ha propuesto la bioenergia como tecnologia capaz de cumplir los objetivos
energeéticos. Actualmente, México ocupa el lugar 31 en generacion de energia eléctrica a
nivel mundial a partir de la biomasa [27]. Sin embargo, menos del 50% representa la energia
generada del total de la capacidad instalada. En parte, porque el potencial esta distribuido en
residuos agricolas (26.7%) y forestales (58.1%) y los residuos industriales solo representan
el 9 % [28-29]. Puesto que la explotacion de los recursos depende de su localizacion, el Area
Metropolitana Monterrey (AMM) es una zona ampliamente industrial y tiene un potencial de
aprovechamiento para este tipo de biomasa residual.

En general, los residuos industriales pertenecen a la industria alimenticia, destacando la
generacion de aguas residuales en la produccion de aceite vegetal y de cerveza. Las aguas
residuales de cerveceria (SIC) con una produccion de casi 20 millones de m® presentan alto
contenido de materia organica, alrededor de 2 a 32 g DQO L, con potencial energético de
29,350 TJ afio™. Por otro lado, el suero de queso esta presente en 27 entidades del pais y el
AMM no es la excepcion. A pesar representar el 12.5% de SIC, con 2.5 millones de m3, es
suficiente con su enorme contenido organico de 40 a 100 g DQO L. Segtn la Comision
Nacional de Agua (CONAGUA), la DQO es un parametro clave en la determinacion de aguas
contaminadas. Por eso la importancia que las aguas residuales cumplan con la normativa
vigente y se garantice un mejor manejo de las descargas a los cuerpos receptores [30]. El
proceso de FO relne las caracteristicas anteriormente citadas porque es una tecnologia limpia
que utiliza los residuos industriales como materia prima, el producto final, el bioH2 (nuevo
vector energético) y es capaz de remover materia organica.

El presente trabajo busca el aprovechamiento de la materia organica de las aguas residuales
de cerveceria y el suero proveniente de la fabricacion de queso a partir de la FO. Para esto,
se pretende utilizar herramientas como codigestion entre ambos residuos para aumentar el
rendimiento y la produccion de bioH.. En cuanto al aporte cientifico, actualmente en la
literatura no se encuentra reportada dicha codigestion. Ademas, es importante estudiar
nuevas alternativas para el aprovechamiento de los recursos y asi lograr una mejor gestion
ambiental de los recursos. Esto sera posible a través del aprovechamiento de las aguas
residuales que no presentan ningun valor en el mercado y generar bioH> como combustible
reduciendo el potencial contaminante antes de su disposicion final.
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Antecedentes y Marco Teorico

2.1 Transicion energética y la implementacion de energias limpias
Afortunadamente en Meéxico, en afios recientes el consumo de petroleo ha disminuido [1].
En su lugar se ha incrementado el uso de gas natural de 23,000 a 64,000 ktep y las energias
limpias como la energia solar y la energia edlica se han mantenido en 4,000 ktep, tal como
se observa en la Figura 1 [2]. La busqueda de un combustible limpio y facil de obtener ha
provocado el interés de tecnologias como la biomasa. El bioH>, puede generarse a partir de
tecnologias como la biomasa y, ademas es muy atractivo por su alto valor calérico mayor
que los combustibles fosiles. Ademas, la bibliografia cientifica sugiere que el uso de bioH:
es parte de la solucidn energética en varios paises, que han optado hacia la economia del
bioH: [3]. Laimplementacion de pilas combustibles se utiliza en la generacion de electricidad
en uso domeéstico, industrial y de transporte es un ejemplo claro de la transicion del petréleo
hacia el bioH> [4]. Sin embargo, lo anterior no es suficiente para resaltar la eficiencia de este
tipo de productos. En consecuencia, se debe enfrentar el gran desafio de generar suficiente
cantidad de bioH> a partir de recursos renovables y emplear procesos amigables con el medio
ambiente [5].

Il Carbon
1 Petréleo
= 180k — Il Uranio
'] Gas Natural
1 B Hidradlica
Il Solar/Eolica
| Il Biomasa

40k

1990 1995 2000 2005 2010 2015
Afo

Figura 1. Evolucion del suministro de energia en México de 1990 a 2015. Datos obtenidos de [2].

Los procesos biologicos cumplen dichas caracteristicas, pues son disefiados a temperaturas
y presion atmosférica naturales [6]. Los grupos de investigacion mas avanzados proponen la
generacion de bioH, a partir de residuos de las actividades economicas como: residuos
solidos, agua residual, residuos agricolas, etc. Particularmente el bioH», a partir de su
desarrollo y produccidén, se ubica como un elemento clave para el suministro de energia
sostenible global [7]. Ademas, se presenta como una alternativa prometedora, frente a los
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combustibles fosiles. La principal ventaja de esta tecnologia es el potencial que contrarresta
parte de los problemas y desafios de los combustibles fésiles [8]. Sin embargo, es necesario
estudiar a detalle la biomasa como fuente de energia alterna.

2.1.1 La biomasa como fuente alterna de energia

En teoria, cualquier fuente de carbono rica en carbohidratos, lipidos o grasas son ideales para
la generacidn de energia y produccion de biocombustibles. En México, la energia primaria a
partir de la biomasa es obtenida por la combustion directa de la quema de bagazo [6]. A nivel
nacional se generar alrededor de 1,252 GW.h al afio por combustién directa como se observa
en la Figura 2. El proceso de combustion directa consiste en la incineracion de la biomasa
(bagazo) obteniendo temperaturas de 800 a 1100 °C. Este calor es aprovechado en una
caldera que produce vapor, el vapor suministra energia a una turbina de vapor que esta
conectada a un generador eléctrico que convierte la energia mecanica a energia eléctrica [4].
Ademas, este proceso con alrededor de 20 % de eficiencia también implica un costo
ambiental por la generacion de cenizas que son desprendidas a la atmosfera junto con el
dioxido de carbono (COy) por la combustion del bagazo [9, 10]. A pesar de esto, en algunos
estados como Jalisco, San Luis Potosi y Veracruz la combustion directa es la principal fuente
de energia en los ingenios azucareros [11].

Por otro lado, Nuevo Ledn ha asumido el liderazgo con la mayor generacion de electricidad
a partir del biogas, con 102 MWh afio? [11]. El biogas generalmente se obtiene por la
degradacion de la materia organica en contenedores cerrados conocidos como biodigestores
[3]. En los biodigestores ocurren procesos de oxido-reduccién por la actividad microbiana
donde la materia organica es oxidada liberando una mezcla de gases entre ellos el metano, el
COo, bioH> entre otros [12]. En el caso de Nuevo Leon, la produccion de biogas se obtiene
de los rellenos sanitarios donde la materia organica y en general, los Residuos Solidos
Urbanos (RSU) son sometidos a un proceso de descomposicion en porciones de suelo
conocidos como celdas. El biogas generado es suministrado a un generador eléctrico para
producir electricidad. Desafortunadamente los rellenos sanitarios han sido fuertemente
criticados por los problemas ambientales que pueden ocasionar. Por ejemplo, la infiltracidn
de los lixiviados a aguas subterraneas, malos olores, la nula cultura del reciclaje por parte de
la sociedad e inclusive el uso extensivo de suelo [13].
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Figura 2. Generacion de energia a partir de la biomasa, a) generacion porcentual por estado, b)
generacidn por tipo de proceso. Datos obtenidos de [4].

A pesar de los beneficios que proporciona el uso de la biomasa como fuente alterna de
energia, esté claro que es necesario implementar tecnologia eficaz, sostenible y que implique
ahorro de energia [13]. Algunas tecnologias en desarrollo al respecto son la generacién de
biocombustible como el biodiesel, el bioetanol y el biogas [14]. El biogas es producto de un
proceso natural en ausencia de oxigeno conocido como digestion anaerobia (DA). La DA
abarca una serie de procesos bioquimicos, fisicoquimicos y microbiol6gicos que se encargan
de reducir la materia organica biodegradable, producir energia y algunos subproductos como
biofertilizantes [14]. Por ello, la utilizacion de biogas como combustible es la opcion méas
sostenible y amigable con el medio ambiente que otros biocombustibles.

Ademas, es indispensable cumplir los acuerdos internacionales en materia ambiental. Entre
ellos, el protocolo de Kioto que extendio su vigencia en la conferencia de la Organizacion de
las Naciones Unidas (ONU) celebrada en México en 2010. Asimismo, es necesario cumplir
con el acuerdo de Paris, firmado por 195 estados miembros de la ONU, con el objetivo de
lograr un desarrollo bajo en emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y un modo de
desarrollo resiliente del clima [15]. Por lo tanto, es importante que la investigacion de
continte en una linea de desarrollo sostenible. Esto permitira que México asuma su papel en
favor de la proteccion ambiental con la implementacion de energias limpias. También, es
necesario que México se mantenga como un pais competitivo. Ejemplo de lo anterior, nuestro
pais cuenta con las politicas publicas necesarias para un crecimiento energético que fueron
impulsadas por el sexenio pasado. El decreto sobre la transicion energética hacia el bioH,
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ha generado un nuevo paradigma de sustentabilidad energética. Afortunadamente, a partir de
la DA es posible la produccion de bioH2, sin embargo, para que este proceso sea selectivo a
bioH> debe cumplir con ciertas condiciones las cuales se veran a detalle en la Seccion 2.5,
asi como las politicas vigentes en nuestro pais que posicionan al bioH> como nuevo vector
energético.

2.1.2 Produccion de biogas a partir de residuos organicos

La energia es la base del desarrollo econdmico y social del mundo. EI suministro de este
recurso debe ser continuo en todas sus formas y es deseable que cada nacion tenga un plan
de desarrollo para obtener la energia en funcion de sus georecursos [16]. Nuestro pais no es
la excepcion ya que las reformas estructurales aprobadas en el sexenio pasado se ha dado la
apertura a la generacién de energia y el impulso al interés cientifico para desarrollar
tecnologia que generen y utilicen el bioH2 como portador de energia alterna y de esta manera
disminuya la dependencia del petrdleo [4, 17]. Aunado a lo anterior, la versatilidad en el uso
de bioH y su alto valor energético hacen suponer que dicho elemento tiene el potencial para
ser explotado como un combustible limpio en nuevos procesos y en el desarrollo tecnoldgico.

Algunos estudios aseguran que el desarrollo de la tecnologia del bioH2 es una solucion
energeética viable en varios paises alrededor del mundo. Actualmente algunas tecnologias ya
han logrado comercializarse, como la aplicacion de pilas de combustibles para la generacion
de energia eléctrica de uso doméstico y en el transporte [4]. Sin embargo, lo anterior no es
suficiente si consideramos la eficiencia de este tipo de productos. En consecuencia, aun es
necesario seguir explorando alternativas para enfrentar el gran desafio de la generacion
masiva de bioH: a partir de recursos renovables empleando procesos amigables con el medio
ambiente [3]. Donde los procesos biologicos, en particular la FO, cumple con las
caracteristicas necesarias, pues es un proceso que funciona a temperaturas y presion
atmosférica naturales, no generan residuos contaminantes y son renovables [5,17].

El bioH2 se puede obtener a partir de tres procesos bioldgicos, la FO, la fotofermentacion y
la biofotolisis del agua [18]. En cada proceso, un selecto grupo de microorganismos
intervienen y juegan un papel importante para la transformacion de la materia organica.
Especificamente, el caso de la FO, es la ruta que se vislumbra como la mas favorable, debido
a la sinergia de los microorganismos y a la manipulaciéon de parametros. Los parametros
como el sustrato, el pH y/o configuracion del reactor pueden controlar la velocidad de
reaccion y producir mayor biogas en el menor tiempo. Ademas, la conversion anaerobia tiene
otras ventajas, como: procesar diferentes residuos organicos e hidratos de carbono
provenientes de efluentes liquidos. Los efluentes liquidos pueden ser generados por la
industria de los alimentos, papel, bebidas, etc., lo que hace suponer que su abundancia y muy
bajo costo lo hacen mas atractivo. En relacion en lo anterior, se ve favorecido el coste
sustentable del vector energético y elimina el problema de contaminacién y, ademas, genera
energia limpia que puede cumplir con los decretos para el aprovechamiento de los recursos
renovables y transicion energética de México.
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2.2 Potencial energético del bioH:> a partir de la biomasa disponible en
Meéxico

La biomasa organica biodegradable y rica en carbohidratos, proteinas y grasas son la cuarta
fuente de energia mas abundante en el planeta y representa mas del 12% del abastecimiento
de energia [19]. El sustrato, nombre dado a la biomasa organica suele jugar un papel
importante en la tasa y rendimiento en la produccion de bioH2 y costes del proceso en funcion
de sus caracteristicas [20]. Por lo general cualquier fuente de materia organica es ideal para
los procesos bioldgicos. De hecho, la DA, proceso natural de la FO, se puede clasificar en
tres tipos de procesos, el bajo (menor al 15%), el medio (15-20%) y el alto (20-40%) en
contenido en solidos [14]. La categorizacion de la biomasa por contenido en sélidos es
sumamente Gtil cuando se desea elegir la mejor opcidn de sustrato. Por ejemplo, el proceso
con alto contenido en sélidos se puede obtener de los bosques nativos y los residuos agricolas
que representan el 85 % de toda la biomasa disponible en México [21].

Tal como se observa en la Figura 3, existe una amplia disponibilidad de los residuos con alto
contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina. Sin embargo, esta clase de biomasa esta
limitada por su compleja estructura. Estos materiales lignocelul6sicos presentan una
estructura extremadamente compleja que disminuye la biodegradabilidad del sustrato.
Ademas, la celulosa como sacérido es dificil de degradar, esto aumenta la necesidad de
utilizar procesos fisicos y quimicos para obtener sustratos de baja biodegradabilidad. No
obstante, los tratamientos suelen aumentar el costo del proceso por lo que es necesario
realizar evaluaciones de costo beneficio.

Il Bosque nativo y eucalipto 9% 30
Il Cultivos agricolas ° 206
[ Industriales

Il Residuos urbanos

Il cuttivos energéticos

Il Establos y actividad pecuaria

Il Aserrio

27%

Figura 3. Potencial energético total de la biomasa en México. Datos obtenidos de [21].
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Para ello se han clasificado la materia prima en relacién al tipo de biocombustible capaz de
generarse. Es asi como, los biocombustibles de primera generacién se obtienen a partir de
los productos alimenticios, los de segunda generacion se producen con materia lignocelulosa,
residuos municipales e industriales. Entonces, a partir de la prometedora aplicacion de la FO
para la produccién de biocombustibles, diversos grupos de investigadores han despertado el
interés por el estudio de todo tipo de residuos. Afortunadamente, el 9% del potencial
energeético del pais se puede obtener de los residuos industriales (Figura 3) y son fuentes de
carbono con materia organica altamente biodegradable. Asimismo, los residuos industriales
cumplen con los criterios basicos de seleccion del sustrato. Por ejemplo, los residuos
industriales se encuentran disponibles cerca del area de consumo energético, al ser biomasa
residual no representa ningun costo su utilizacion, el contenido de carbono es alto y
facilmente biodegradable. A partir de lo anterior, a continuacion, se presentan algunos
ejemplos de las fuentes de carbono mas utilizadas, asi mismo se propone una clasificacion
por el tipo y origen del residuo.

2.2.1 Residuos agricolas

Los residuos agricolas son materias primas de origen vegetal cuya estructura esta compuesta
por material lignocelulésicos y el almidén. Algunos ejemplos de este tipo de residuos son del
trigo, cascaras de frutas, rastrojo de maiz, bagazo de cafia, hojas, entre otros. Aunque estos
residuos se caracterizan por la baja biodegradabilidad debido al contenido de lignina que no
puede ser degradada a partir de procesos anaerobios [22]. El contenido de lignina, por ende,
dependeré del tipo de sustrato empleado, como los residuos de cultivos (paja, cascara, tallo,
bagazo), los desechos de madera y las plantas acuaticas.

La clasificacion anterior se realiza de acuerdo a la composicién quimica de los cultivos, como
almidon y azucar (cafa de azucar, maiz y trigo) y cultivos lignoceluldsicos (pasto forrajero
y alamo). En México, este tipo de biomasa representa el 26.7 % del potencial total y pueden
proporcionar una seguridad energética para la produccion de bioH; [19]. A pesar de ello, el
uso de los residuos agricolas ha generado inconformidades puesto que el uso de este tipo de
biomasa para generar un vector energético puede comprometer los precios de los alimentos
y con ello la seguridad alimentaria mundial [23]. Ademas, como se menciond anteriormente,
el material lignocelulésico se divide en tres polimeros, sin embargo, a mayor cantidad de
lignina menor sera la biodegradabilidad del sustrato.

2.2.2 Residuos domésticos municipales

Los residuos domeésticos municipales consisten en una mezcla de desechos de alimentos con
un alto contenido de materia organica, parte de ello son carbohidratos de alta
biodegradabilidad con humedades superiores al 80%, por lo que cuenta con el potencial para
ser implementado como sustrato [24]. Estos residuos pueden contener componentes ricos en
polisacaridos, como el almidon, la celulosa y la hemicelulosa, asi como proteinas, lipidos y
carbohidratos simples. Tales residuos son una de las fuentes que liberan metano a la
atmosfera. También contamina las aguas subterraneas con aguas residuales formadas durante
la descomposicion de la materia organica en los vertederos [25, 26]. La necesidad de limitar
el efecto negativo de tal residuo estimula a los cientificos y a la industria a investigar su
posible aplicaciéon como materia prima en la FO. A partir de la deficiente gestion ambiental
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de los residuos porque son principales fuentes de emision de metano o la produccion de
lixiviados en los rellenos sanitarios pueden ser una alternativa para la disposicion final de los
residuos domésticos.

Desafortunadamente, debido a las complejidades que representa trabajar con este tipo de
residuos, estudios han propuesto el uso de tratamientos previos a los residuos, tales como la
acidificacion, hidrdlisis térmica, pretratamiento alcalino o molienda con la finalidad de
potenciar sus caracteristicas para la fermentacion [20].

2.2.3 Residuos industriales como sustrato renovable para la produccién de bioH:

La industria de los alimentos es el sector industrial con mayor potencial para la produccion
de bioH>. Los residuos de la industria de alimentos (RIA) cuentan con las caracteristicas
necesarias para la implementacion en la FO tales como; disponibilidad, abundancia, costo y
alto contenido materia organica biodegradable. Por lo tanto, se ha investigado el uso de las
RIA y se han logrado obtener rendimientos altos sin la necesidad de hacer cambios fisicos o
quimicos a los residuos. Entre los residuos mas utilizados se encuentran la melaza, las vinazas
[27], las aguas residuales y pulpa de la molienda de aceitunas [28], aguas residuales de
cerveceria [29], suero de queso [30], entre otras y, donde se ha probado los beneficios de
utilizar los residuos como fuente generadora de energia.

Sin embargo, no toda la materia organica disponible puede ser totalmente aprovechable,
algunas RIA pueden tener una composicion quimica compleja. Es decir, cada una presenta
diferentes caracteristicas fisicoquimicas y concentraciones variables disminuyendo la
reproducibilidad del proceso. En otros casos, los residuos de la industria alimenticia, pueden
inhibir la FO debido a que presentan cargas organicas superiores a los 40 g DQO L™ por lo
que algunos estudios han propuesto la dilucion de las aguas residuales. Entre los residuos que
presentan alto contenido organico podemos mencionar los residuos de conserva de atun,
vegetales y frutas en esta misma clasificacion se encuentran los residuos lacteos y aguas
residuales de mataderos. Ademas, existen los residuos con baja biodegradabilidad como las
aguas residuales de la industria papelera y el bagazo de cafia, pero con un alto potencial
energético como se puede observar en la Figura 4.

Ademas de la carga organica, existen otros parametros que pueden afectar el proceso, aunque
de esto se ahondara en la seccién 2.4. Por ejemplo, en el caso del suero de queso, Davila-
Vazquez et al., [31] sugieren que un pH entre 6 y 7 es éptimo para obtener el mayor
rendimiento y tasa de produccion de bioH2, respectivamente, mientras que Yang et al., [32]
sugieren que un pH en el rango 4-5. Ren et al., [33] demostraron que la melaza de desecho
es un excelente sustrato en un sistema a escala piloto operado a 35 °C. De acuerdo a lo
anterior se obtuvieron muy buenos resultados en cuanto a la tasa de produccion de bioH»
(232 mL Hz L h'l) y el rendimiento (26 mol H, kg DQO™ eliminada). La produccion de
grandes cantidades de este tipo de biomasa residual permite su utilizacion en sistemas como
la FO para la produccion continua de bioH». En el estado de Nuevo Ledn se ha evaluado la
factibilidad de produccion de bioH: a partir de los residuos de papel, sin embargo, se trata de
un sustrato con baja biodegradabilidad y requiere un estudio a fondo que garantice su
factibilidad [33]. Andlogamente, el suero comprende principalmente carbohidratos (lactosa),
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proteinas y lipidos, es un sustrato de gran potencial para la produccion de bioH [20]. En lo
que se refiere a la zona Metropolitana de Monterrey, existen varias empresas en el giro de
alimentos, de papel, PTAR con un potencial para valorizar sus residuos solidos o aguas
residuales por medio de la extraccion de energia y simultaneo tratamiento del agua.
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Figura 4. Potencial energético total por tipo de biomasa industrial. Datos obtenidos de [21].
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2.3 La fermentacion oscura y las rutas metabdlicas

La FO es un proceso unico que genera productos de alto valor como el bioH» y acidos grasos
volatiles, resultado de la sinergia entre los microorganismos y la manipulacion de pardmetros,
para maximizar las tasas de produccion aumentar el porcentaje de remocion de la materia
orgénica en configuraciéon batch [3, 27]. Aunque, algunas condiciones del proceso se
encuentran actualmente preestablecidas como el tipo de sustrato, la relacion C/N (rango de
20 a 40), el pH (4 a 7), temperaturas mesofilicas y termofilicas, TRH menores a 24 h y/o la
configuracién del reactor (flujo ascendente) entre otros, influyen de forma positiva o negativa
en la estabilidad del mismo [20]. Lo anterior se ha convertido en uno de los mayores retos a
vencer por parte de la comunidad cientifica, pero que continla siendo atractivo por el coste
sustentable del vector energético y la cualidad de disminuir el problema de contaminacion al
generar energia limpia. A continuacion de describen los principales componentes que
describen el proceso.

2.3.1 Microorganismos involucrados en la produccion de bioH2

En ocasiones resulta conveniente imaginarse el proceso de FO como una caja negra donde
hay un ingreso de sustrato y salida de biomasa y productos. Sin embargo, esta analogia se
hace para simplificar el célculo estequiométrico de las reacciones bioquimicas que ocurren
en el interior de la célula. Pero, cuando es necesario hacer un analisis de lo que ocurre en esa
caja negra para maximizar o controlar las salidas, la identificacion microbioldgica es una
estrategia adecuada para comprender mejor el proceso. Como sabemos, en la FO las bacterias
mas activas son las anaerobias que se clasifican segun su sensibilidad hacia el oxigeno y
rango de temperatura en las que son mas activas [22]. Generalmente la literatura reporta una
amplia lista de microorganismos productores de bioH., por lo tanto, el sustrato disponible
puede ser convertido a numerosos metabolitos.

La produccién de los metabolitos dependeré del tipo de bacteria, para esto, se ha clasificado
las bacterias productoras de bioH. en tres grupos; las bacterias anaerobias obligadas
esporuladas (BAE), las bacterias anaerobias no esporuladas (BANE) y las bacterias
anaerobias facultativas (BAF). Entre las BANE se encuentra el género Acetanaerobacterium
elongatum y el género Megasphaera y es el grupo con menor rendimiento de bioH>, pero
capaces de consumir algunos metabolitos producto de la fermentacion. Las BAE, al contrario,
es el grupo que ha reportado los mejores rendimientos, sobre todo porque aqui se concentra
todo el género Clostridium. Por ultimo, las BAF pueden colaborar sinérgicamente con el
género Clostridium. En parte porque este grupo se encarga de consumir el O del medio,
algunas especies pueden ser el género Enterobacter, Enterococcus y Citrobacter. De alli que,
existe un fuerte interés en el uso de consorcios microbianos mixtos que garanticen la
estabilidad del proceso como resultado de una redundancia funcional.

Desafortunadamente, no todas las especies contribuyen a la produccion de bioHz, algunos
microorganismos como Bacillus sp. y Lactobacillus sp. utilizan el bioH, y desvian la ruta
metabdlica hacia la acumulacién de lactato provocando un menor rendimiento de bioH; [20].
También, es posible que se den las condiciones ideales para el crecimiento de bacterias
metanogénicas, quienes son capaces de recombinar el bioH; y CO2 y generar CHa. Asimismo,
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la especie Propionibacterium, por medio de la fermentacion propidnica, utiliza el bioH> para
generar &cido butirico. En general las bacterias metanogénicas u homoacetogénicas
(productores de acetato), las BAL y las bacterias del &cido propidnico pueden coexistir con
las bacterias productoras de bioH> [34].

Asi como existen microorganismos que compiten por el bioH2 producido, existen
microorganismos que compiten por el sustrato con las bacterias productoras de bioHa.
Algunos microorganismos utilizan el sustrato para generar productos diferentes al bioHy, tal
es el caso de la fermentacion alcohdlica que transforma el sustrato a etanol o la fermentacion
propiénica que su principal producto es el acido propionico. Entre los tipos de
fermentaciones, la fermentacion acido lactica es la que se presenta con mayor frecuencia
porque las bacterias &cido lacticas producen acido lactico de diferentes fuentes de carbono v,
son capaces de crecer a rangos de pH de 3.5 a 10 y de 4 a 45 °C. Ademas, la capacidad de
competencia por el sustrato de las BAL se debe a la segregacion de bacteriocinas, péptidos,
capaces de inhibir la actividad microbiana de otras bacterias entre ellas las productoras de
bioH: [35].

Con la finalidad de crear consorcios microbianos mas versatiles y con mayores rendimientos
se ha optado por la implementacion del pretratamiento del in6culo o la bioaumentacion de
cultivos el cual se hablard en la Seccion 2.5.1. Otros estudios han demostrado que la
configuracién del reactor puede influir en la estructura microbiana del medio fermentativo.
Inclusive el control de las variables también representa cambios significativos en la estructura
microbiana. Sin embargo, a pesar de algunas estrategias para mejorar el rendimiento del
proceso de FO continda siendo un desafio sin resolver [36].

2.3.2 Termodinamica de las rutas de reaccion

La FO es un proceso independiente de la luz respaldado por su bajo consumo energético y
ademas funciona a condiciones de temperatura y presion ambiental normal. En proceso se
lleva a cabo en reactores donde es posible la conversion de las aguas residuales ricas en
sustancias organicas, como los carbohidratos, las proteinas y los lipidos. A partir de una serie
de reacciones en cadena estas macromoléculas son convertidas a bioHz, AGV’s y otros
subproductos [23]. La molécula més utilizada para ejemplificar las reacciones es la glucosa
(CsH1206) que, dependiendo del tipo de sustrato, las bacterias involucradas y las condiciones
de operacion como el pH o el TRH se obtendran un maximo de 4 mol H, mol CgH12,06? por
la ruta del acetato 0 2 mol H, mol CsH1206 por la ruta del butirato [29, 37].

Las reacciones que presentan mayor rendimiento en la produccion de bioHz son el acetato
con un AG® = -206.3 kJ.mol* y el butirato una AG® = -254.8 kJ mol?, ambas con AG®
negativa, indicando que son termodinamicamente factibles y su presencia en el caldo
fermentado [35]. Sin embargo, es equivocado pensar que en la FO solo se presentan estas
dos rutas de reaccién, al contrario, existen otros metabolitos que se pueden generar y que
dependen de otros factores que se examinaran posteriormente. Entre los metabolitos no
deseados esta el acido propionico (AG® = -279.4 kJ mol™) con menores rendimientos o el
etanol (AG® = -164.8 kJ mol™?) y 4cido lactico (AG® = -225.4 kJ mol™?) que utilizan el bioHz,
tal como se representa en la Figura 5. Es probable que el caldo fermentando contenga una
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mezcla de los metabolitos anteriores, sobre todo cuando el medio de reaccion contiene
bacterias con amplio tipo de metabolismo o cuando se utilizan consorcios microbianos
mixtos [13]. Por tal motivo, es necesario evaluar las condiciones de operacion optimas que
garanticen el mayor rendimiento de bioH>. Es indispensable, cuando se emplean consorcios
microbianos mixtos, el uso de herramientas como el fuente y pretratamiento de in6culo,
fuente de sustrato y TRH.

Glucosa » Biomasa
NADH
2 NAD* 2NADH +2H* 2NADH+2H 2 NAD*
Acido Acido
Plruvato > P
lactico AG°=-2254 kJ mol =-279.4 kJ.mol™ propionico
2H
Acido ?
formlco
2 COZ 2 COZ
4 NAD" 4 NADH +4H* ADP ATP
Eta noI Acetil Acido
AG°=-164.8 kimol? CoA AG°= -206 kJ mol acético
ADP 2 NADH + 2 H*

AG®° = -254 kJ.mol*
ATP <4N> 2 NAD*
Acido
butirico

Figura 5. Ruta metabolica de biorreaccion en la fermentacion por consorcios microbianos mixtos.
Adaptado de [38].

2.3.3 Correlacion entre los microorganismos y los productos intermediarios.

La FO es considerado como la pausa de la etapa acidogénica en la DA. En esta etapa se
presenta una mayor acumulacion de metabolitos cominmente conocidos como AGVs y con
ello una disminucién brusca del pH. El pH inicial puede afectar la duracion de la fase de
retardo involucrada en la germinacion de esporas y la sintesis de enzimas. La carga organica
operativa del biorreactor puede afectar a varios aspectos funcionales, entre los que se incluye
la acumulacion de AGV’'s no asociados y las variaciones del pH. Esto modifica
posteriormente la diversidad de la flora microbiana con las consiguientes modificaciones de
las vias metabolicas aliadas [39].

Los azUcares organicos son metabolizados por medio de la glucolisis a piruvato, el cual es
un precursor clave para la posterior fermentacién microbiana. En consecuencia, el piruvato
puede dar lugar a una variedad de &cidos grasos organicos de cadena corta, y también se
produce bioH> durante el metabolismo [39]. En el proceso participan innumerables tipos de
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bacterias como, por ejemplo, las bacterias homoacetogeénicas Ilamadas asi por su analogia
con las bacterias homolacticas. Debido a esta capacidad, los homoacetogenos pueden
producir hasta 3 mol de acetato a partir de 1 mol de glucosa consumida: dos a partir de un
metabolismo heterétrofo y uno a partir de un metabolismo autétrofo AG® = -104 KJ mol?
[35]. Asi como las bacterias homoacetogénicas es posible identificar otros grupos de
bacterias que participan positiva o negativamente en la FO por lo que es indispensable su
identificacion.
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2.4 Sistemas de reaccion y disefio de reactores

Es importante examinar algunos de los factores importantes que gobiernan el proceso de FO.
Es conocido que los parametros operativos como pH, temperatura y TRH influyen en el
rendimiento de la produccion de bioH. y productos intermediarios como los AGV's y
produccion de amoniaco [8, 30, 31]. Aunque el pH también es una variable que influye sobre
la hidrolisis del sustrato, las rutas metabolicas productoras de bioH; y la actividad de la
enzima hidrogenasa [40]. Ademas, un valor menor a pH 4, puede afectar la fisiologia celular
externa y disminuir la conversion de energia por el bajo rendimiento en la actividad
microbiana [41, 42].

La DA de los carbohidratos complejos por medio de la mezcla de microbiota anaerébica
puede dar lugar a una amplia gama de intermediarios y subproductos en funcion de los
pardmetros operativos, como el tipo de sustrato, la tasa de carga del sustrato, el pH, la
temperatura y otras condiciones operativas y ambientales, ya que también influyen en la
estructura de la comunidad microbiana en los biorreactores [20].

2.4.1 Tipos de reactores y tiempo de retencion hidraulica

Existe una amplia variedad de trabajos dedicados a procesar materiales lignocelulésicos de
origen agricola y residuos sélidos municipales [43]. Para el caso de las configuraciones de
los biorreactores, en la literatura se mencionan diferentes tipos de biorreactor para
codigestion aunado a una amplia variedad de sustratos e indculos [44, 45]. Entre las
geometrias mas utilizadas para mejorar la produccion de bioH: destacan principalmente las
configuraciones reactor completamente agitado (CSTR en inglés), reactor anaerobio de lecho
fluidizado (AFBR en inglés), reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB en inglés)),
reactor con deflectores (ABR en inglés) y reactor de biomembranas (MBR en inglés) como
se observa en la Figura 6.

Al dia de hoy, la velocidad de produccion de bioH: se ha reportado con un sustrato modelo
empleando un reactor CSTR [45] y en un FBR [46] obteniendo valores de 15 L H, Lt hly
10.5 L Hz Lt h'? respectivamente. Sin embargo, para la primera configuracion ya esta
ampliamente reportado que se tiene el riesgo inhibir la produccién de bioH: si el reactor opera
con bajos TRH [45]. En cambio, con el reactor MBR, es posible fijar la biomasa sobre la
superficie donde los microorganismos estan soportados, ocasionando la formacion de
biopeliculas. Gracias al desarrollo de este fendmeno dentro del reactor, se tiene la ventaja
que alrededor de las biopeliculas se forme una fase de gas como consecuencia de la actividad
microbiana, promoviendo la liberacion facil de bioH». Desafortunadamente, que deberia
evitar la inhibicion del proceso de produccién de bioH> por alta presion parcial de Hz (PH2)
[45-47].
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Figura 6. Tipos de configuracion de reactores para la fermentacion oscura. a) Reactor de mezcla
completa (CSTR), b) Reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB), ¢) reactor anaerobio de lecho
fluidizado (AFBR), d) Reactor de biomembranas (MBR), e) Reactor con deflectores (ABR). [48].

El rendimiento en la produccion de bioH. también depende de las dptimas condiciones del
TRH y velocidad de carga organica (VCQO). Ambos son parametros que definen el volumen
del reactor y por lo general estan relacionados al lavado de biomasa [49, 50]. El lavado de la
biomasa puede ser controlado a través de un buen disefio del reactor [51, 52]. Para determinar
el TRH éptimo es necesario tomar en cuenta los siguientes factores: la velocidad de reaccion,
la concentracion del sustrato, la composicién de la biomasa, su naturaleza y la temperatura.

La disminucion en la productividad del bioH> se produce cuando el flujo de alimentacion y
descarga aumenta, provocando un menor tiempo de interaccion entre la carga organica y los
microorganismos [18, 27, 50]. El reactor UASB ha demostrado excelentes resultados
mejorando rendimiento del proceso, sin embargo, pocos estudios han evaluado residuos
industriales o sistemas de codigestion [27, 32, 51]. Algunos como Sivagurunathan et al., [49]
reporta el estudio de 3 TRH utilizando como sustrato galactosa, obteniendo una tasa de 2.25
mol Hz mol galactosa™ y una velocidad de produccion de 56.8 L Hz L2 d* aun TRH de 1.5
h. Similar resultado obtuvo Pugazhendhi et al., [53] quienes evaluaron diferentes TRH, de
12 a 1.5 h, utilizando glucosa como sustrato obtuvo una tasa de 2.3 mol Hz mol glucosa™ y
velocidad de produccion de 78 L H, L™ d! con un TRH 6ptimo de 1.5 h. Por otro lado, Junk
et al., [54] encontr6 que el TRH 6ptimo fue de 6 h utilizando como sustrato xilosa con una
produccion de 2.71 mol Hz mol xilosa™? Esto demuestra que la produccion de bioHz en un
reactor UASB puede verse influido por el tipo de sustrato (Tabla 1).
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La tabla 1 muestra que utilizar sustancias puras (ideales) permite obtener las producciones
de bioH> més altas con respecto al sustrato a partir de residuos, como residuos de café, de
yuca o suero de queso. Sin embargo, el reto de la produccion de bioH- a partir de biomasa
empleando la FO es valorizar los residuos con altas cargas organicas y sin ningun valor en el
mercado. Ademas del analisis de literatura se percibe que los estudios de codigestion en
reactores tipo UASB son muy escasos, inclusive no existe reportes. Sin embargo, frente al
reto de lograr la produccion continua de bioHa, en este trabajo se ha estudiado la codigestion
anaerobia de sustratos SIL-SIC a diferentes TRH empleando lodos granulares provenientes
de la industria de cerveza.

Tabla 1. Comparacidn entre sustratos puros y sustratos a partir de residuos en reactores UASB.

Sustrato Fﬁ]eéitjlge Operacion épt-irrlir(h) Produccion TT?_'UZCE\{'S?? Ref.
Glucosa ;;izlar 37 ogg PH 15 Z'SQTL?CI;:;_T ° 78 [55]
Gl O 2mmn gy
Xilosa LodoscsTR 3 "CYPH 6 2'7;[2:;:[”0' 9.98 [57]
ARdecate 00 T Hz_lrﬁ o 2.76 [56]
pedoste Lo SOy S2LEG o
R L oz

2.4.2 El pH

Recientes estudios han propuesto un rango éptimo de operacién entre 6.5-4.5, aunque la
materia prima y condiciones de operacion suelen influir [14, 42, 61]. Por ejemplo, De
Gioannis et al., [42] reportd el mejor rendimiento en la produccion de bioHz a un pH de 7.5-
6.5 utilizando residuos lacteos (171.3 NL Hz kg TOC™). Por otro lado, Chun Liu et al., [50]
utilizo residuos de queso, y encontro que el crecimiento celular disminuye cuando el pH < 4
y/o a pH=7 la actividad de la enzima hidrogenasa es menor y con ello la produccion, por lo
que mantener un intervalo de 6 > pH > 5 y resulto ser el Optimo al obtener un rendimiento
mayor al 10 % con respecto a los que no se encontraron en este intervalo. Este mismo valor
fue avalado por Stavropolous et al., [41] quienes encontraron el mejor rendimiento para la
produccion de bioH: a partir de residuos lacteos se obtuvo a pH=5 con una produccion
maxima de 24 mL H, g DQO™.
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2.4.3 La temperatura

La temperatura es otro parametro que influye sobre la tasa de crecimiento y las rutas
metabdlicas de los microorganismos. A medida que aumenta la temperatura, aumenta la
velocidad de crecimiento celular de cultivos puros o mixtos que aceleran la DA [18, 61, 63].
Los cultivos mixtos son preferibles sobre los cultivos puros por su capacidad de resiliencia y
robustez y factibilidad de escalamiento. Sin embargo, si se desea maximizar la produccion
de bioH: es necesario que el indculo sea pretratado. Existen diversos tipos de pretratamiento
como los quimicos, fisicos, térmicos, entre otros, pero el pretratamiento térmico presenta
mejores resultados. El pretratamiento térmico es méas efectivo si se utilizan las condiciones
operativas correctas en el proceso de FO [20, 29, 64].

2.4.4 La presion parcial de hidrogeno

Otra de las problematicas de la FO es el aumento de la Pn2. Algunas referencias,
principalmente estudios en reactores tipo batch, han demostrado el impacto de la Pn2 en el
rendimiento final del reactor. La PH2 es en teoria la presion que ejerce el bioH; si este
estuviese de manera individual en un sistema cerrado. Por lo tanto, cuando la P2 presenta
un incremento en el sistema, se origina la acumulacion de bioH: en el medio acuoso por la
reduccion de los protones de H2 produciendo una supersaturacion de bioH2 en el medio [50].
La supersaturacion de bioH2 ocurre cuando aumenta la tasa de produccién de bioH: en el
reactor en funcién de la tasa de transferencia en la fase gas para mantener el equilibrio
dinamico, provocando la disolucion del bioH> tal como se ejemplifica en la Figura 7.
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Figura 7. Supersaturacion de bioH; en un medio acuoso.

Desafortunadamente la supersaturacion provoca algunos efectos en las reacciones del medio
fermentativo provocando cambios en las rutas bioquimicas. En parte porque, el incremento
de la Pn2 baja la conversion del sustrato y disminuye la conversién hacia bioH. porque
aumentan los productos indeseables como la acetona, el etanol y otros acidos y reduce la
actividad de la enzima hidrogenasa [34].
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También es posible la inhibicion de la actividad microbiana por el incremento de metabolitos
acidos que saturan el medio. Los metabolitos, con bajo grado de disociacion, son capaces de
penetrar la membrana celular disociandose en su interior y acidificando el medio, como
resultado, los microorganismos requieren de mayor energia para mantener el pH interno lo
que reduce la actividad microbiana [35].

Por otro lado, desde el punto de vista termodinamico, la mayoria de las rutas de bioquimicas
del etanol, el &cido propidnico o el acido valérico presenta una AG® positiva, es decir, las
reacciones no se produciran de manera espontanea. Pero, cuando aumenta la Pnz, la AG®
cambia y se vuelve negativa favoreciendo la produccion de estos metabolitos [65]. No
obstante, el cambio de la AG® puede contribuir al proceso de homoacetogénesis o aumentar
la actividad metanogénica de esta manera disminuye la produccion de bioH> [39].

Para disminuir el impacto de la Pn2 se han estudiado el comportamiento de esta magnitud
fisica. Segun la ley de Raoult, una disminucioén en la presiéon total puede lograr una
disminucion de la presion de vapor en el sistema de reaccion. Es decir, es posible que la
aplicacion de presién de vacio en el medio de reaccion logre incrementar el rendimiento en
la produccién de bioH2 porque involucra una disminucién en la Pxo. Sin embargo, la
implementacién de una bomba de vacio puede elevar los costos de operacion. Otros estudios
han implementado el uso de membranas activadas pero su coste y funcionalidad se han visto
opacados por otros métodos.

En busca de implementar técnicas que requieran la menor cantidad de energia, se han
implementado modificaciones en los sistemas de reaccion para disminuir la presion de vapor.
Algunas de las estrategias consisten en mantener la agitacion constante afin de aumentar la
energia cinética de las moléculas irrumpiendo su equilibrio dinamico y el bioH: sea separado
del medio acuoso. Por otro lado, se han implementado el burbujeo de gases inertes como el
Nitrogeno (N2) y el COo, pero, este método puede aumentar significativamente el costo de
produccion de bioH». Principalmente porque la técnica del burbujeo es el alto costo del gas
empleado y la dificil recuperacion del bioH,. No obstante, el propoésito del presente trabajo
no es evaluar la PH2, Sino que es importante tenerlo presente para explicar en teoria las
reacciones termodinamicas de los experimentos realizados.
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2.5 Estrategias para aumentar el rendimiento de produccion de bioH:
Anteriormente hemos visto los principales avances tecnoldgicos de la FO y como el
desarrollo ha aumentado su factibilidad. También sabemos del amplio beneficio que nos
otorga esta tecnologia debido a su amplia gama de aplicaciones. Sin embargo, la FO tiene
obstaculos que debe vencer y, es importante conocer cuéles son las estrategias a implementar
para mejorar la produccion de bioH,. Algunos ejemplos han sido el control de las variables
del proceso (la temperatura, el pH, la C/N, el TRH, entre otros), la fuente de in6culo o incluso
el modo de operacion del reactor. A continuacién, se describen algunas de las estrategias mas
estudiadas y su efectividad en el rendimiento de bioHo.

2.5.1 Fuente de in6culo

Los consorcios mixtos pueden derivarse de diversas fuentes naturales, como los lodos de
depuracién, los lodos de digestion anaerdbica, los lodos aclimatados, el estiércol animal y el
suelo o incluso de los microorganismos autdctonos que se encuentran en ciertos desechos
[23]. A este respecto, en la bibliografia se informaba de diversas estrategias. Algunas de ellas
son la seleccion y el tratamiento previo de los consorcios microbianos, la inmovilizacion de
los consorcios, las técnicas estadisticas para la optimizacion de los procesos, la secuenciacion
de los biorreactores, el tratamiento bioelectroquimico, la integracion de procesos maltiples y
la bioaumentacién [39].

Los cultivos de aislados puros pueden ser mas faciles de controlar, pero necesitan un entorno
constantemente estéril para evitar la contaminacién que es dificil y costosa de mantener fuera
de los laboratorios. Ademas de su aplicacién en un entorno no estéril, los cultivos puros
pueden utilizarse en la bioaumentacién de diversas poblaciones productoras de bioH: para
obtener mejores desvios de gas. Las restricciones de los criterios de esterilidad son las
principales razones por las que se prefieren las comunidades bacterianas mixtas a sus
homologas puras en las aplicaciones a escala real [34].

Ademas, los cultivos mixtos con aparatologia enzimatica compleja pueden ser privilegiados
para la bioconversion de biomasa compleja en gas bioHz, ya que una sola cepa puede ser
incapaz de tratar adecuadamente una variedad de sustancias, por ejemplo, los polisacaridos
[61]. Cuando en un reactor bioaumentado que utiliza "comunidades disefiadoras"” de cepas
multiples se experimenta un mayor rendimiento, una menor inestabilidad y una mayor
flexibilidad, es probable que estén asociados con el metabolismo complementario de la(s)
cepa(s) de aumento y la comunidad bacteriana huésped empleada originalmente para la
inoculacion [36].
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2.5.2 Produccion en continuo

Tanto en las aplicaciones continuas como en las discontinuas, la configuracion y el disefio
del biorreactor es ciertamente un factor que ayuda a la aclimatacion y a la capacidad de
supervivencia a largo plazo del microorganismo o microorganismos particulares. Estos
objetivos pueden alcanzarse, por ejemplo, mediante biorreactores de membrana y sistemas
de granulado, que pueden mantener concentraciones celulares relativamente altas, asi como
tiempos de residencia de la biomasa mas largos [36]. La actividad de los metandgenos y las
SRB puede reducirse significativamente operando a un pH inferior a 6 junto con el control
de la TRH y la VCO. Por lo tanto, la produccién de bioH> mediante un cultivo fermentativo
oscuro mixto es un sistema microbiano complejo, en el que influyen diversos parametros
como el tipo de sustrato, el pretratamiento del sustrato, el tipo de indculo, el método de
enriquecimiento del inoculo, el disefio y el funcionamiento del biorreactor [20].

2.5.3 Control del pH

El pH es uno de los factores mas importantes que deben ser regulados en el proceso de la FO.
El pH no sélo afecta el rendimiento de produccién de bioHz, sino que también influye en los
productos y las comunidades microbianas resultantes. EI proceso anaerdbico se ve afectado
adversamente con pequeiios cambios en los niveles de pH (que se encuentran fuera del
intervalo 6ptimo). Los diferentes grupos bacterianos presentes en el proceso de DA presentan
unos niveles de actividad 6ptimos en torno a la neutralidad. El 6ptimo es entre 5.5 y 6.5 para
acidogénicos y entre 7.8 y 8.2 para metanogénicos [14, 18, 40-41, 61].

Recientes estudios han propuesto un rango Optimo de operacién entre 6.5-4.5, aunque la
materia prima y condiciones de operacion suelen influir [14, 41, 61]. Por ejemplo, De
Gioannis et al., [42] reportd el mejor rendimiento en la produccién de bioHz a un pH de 7.5-
6.5 utilizando residuos lacteos. Por otro lado, Chun Liu et al., [40] utilizé residuos de queso,
y encontr6 que el crecimiento celular disminuye cuando el pH <4 y a pH=7 la actividad de
la enzima hidrogenasa es menor y con ello la produccion, por lo que mantener un 6 > pH >
5y resultd ser el 6ptimo al obtener un rendimiento mayor al 10 % con respecto a los que no
se encontraron en este intervalo. Este mismo valor fue avalado por Stavropolous et al., [41]
quienes encontraron el mejor rendimiento para la produccién de bioH: a partir de residuos
lacteos se obtuvo a pH 5 con una produccion méaxima de 24 mL Hz g DQO™.

2.5.4 Codigestion

La produccion de bioH> también puede inhibirse o disminuir dependiendo de las
caracteristicas del sustrato, como por ejemplo su baja capacidad amortiguadora, la deficiencia
de nutrientes y la presencia de microorganismos consumidores de bioH> y/o productores de
metano. Recientemente la mezcla de dos 0 mas sustratos (codigestion) se ha implementado
como una estrategia para aumentar el rendimiento y la produccion de bioH. La codigestion
normalmente es reportada como el cociente entre fuente de carbono y la fuente de N2 (C/N)
[27, 30]. La calidad y cantidad del bioH, producido dependerd de la composicion y la
naturaleza del residuo utilizado [63]. El carbono constituye la fuente de energia, el N2
promueve la formacion de nuevas células.
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Por lo tanto, una baja relacién C/N conduce a una baja produccion de bioHz, mientras que
una alta relaciéon produce una baja capacidad amortiguadora provocada por la acidificacion
que inhibe la actividad celular [30, 63]. Las bacterias consumen 30 veces mas carbono que
nitrogeno, esto demuestra que la 6ptima C/N esta en el intervalo de 20:1 hasta 30:1 [29, 52,
54].

Aunque, existen algunas excepciones como el caso de Smith et al., [60] quienes encontraron
que, a partir de residuos de papel, la relacion C/N éptima fue de 37. Mientras que el estudio
realizado por Gomez-Romero et al., [30] afirman que la relacion C/N éptima fue de 21,
ademas, aseguran que una proporcion adecuada de sustratos puede mejorar el rendimiento en
la produccion de bioH.. De la misma forma, Basak et al., [52], a través de una codigestion,
encontraron que la relacion C/N fue de 26.8. Su estudio también demostr6 que una baja
relacién de C/N refleja una baja remocion de DQO y conforme la relacién C/N aumenta el
porcentaje de remocion de DQO también aumenta, y disminuye cuando se sobrepasa la
relacién éptima. El principal obstaculo para obtener altos rendimientos de bioH. durante la
fermentacion de los desechos organicos es el insuficiente grado de descomposicion de los
sustratos complejos. Ademas, la necesidad de eliminar los productos de la fermentacion es
un problema importante para mantener la FO a escala industrial a un nivel de produccién
constante, especialmente en un proceso continuo [22].

De lo anterior, es importante destacar que en todos los casos la evaluacion de la codigestion
se realiz6 en sistemas batch y, como hemos mencionado anteriormente los sistemas en lote
no son facilmente de escalables. Para esto se ha implementado la FO en codigestion para
procesos continuos. A pesar de las ventajas que ofrece la codigestion, los recientes estudios
demuestran que es complejo la estabilizacion del proceso. De hecho, algunos estudios como
el de Ferreira et al., [66] quienes estudiaron la codigestion entre suero de queso y glucosa en
un reactor AFBR, demostraron rendimientos de 0.64 mol Hz g glucosa™. Sin embargo, no es
justificable el uso de la glucosa como cosustrato por la infactibilidad de escalamiento.

En realidad, existes escasos trabajos donde se haya empleado la FO en continuo y la
codigestion de sustrato de biomasa residual. De hecho, en la Tabla 2 se presentan algunos
estudios de codigestion en reactores de flujo ascendente. Por ejemplo, Ramos et al., [68]
quienes demostraron que la codigestion entre suero de queso y vinazas de cafia de azUcar
(SQ-V) aun TRH de 8 h en un reactor AFBR y una relacion SQ-V de 2:10 aumentaba el
rendimiento de bioH2 en un 400%. En otro estudio, Dareioti et al., [69] evalud la produccion
de bioH. a partir de residuos del proceso de aceite de oliva, suero de queso Yy estiércol de
vaca. Demostro el buen desempefio de la codigestion, pero no evalué su comportamiento en
continuo. Para el caso del reactor UASB no existe el estudio de la codigestion entre los
sustratos propuestos en el presente trabajo. De alli la importancia de estudiar el sistema de
codigestion en un reactor continuo de flujo ascendente.
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Tabla 2. Estudios donde se han empleado la codigestion de biomasa residual en reactores continuos
de flujo ascendente.

Codigestioén I;ggtgﬁ Operacion TRH (h) (mrI:SIn gi:,gig}tgoo-l) (gDQ%ITLR' L) Ref.
SQyglucosa  AFBR 30°C6y PH 6 0.64 mol H_ g glucosa™* 20 [66]
GUC Y SQ uase  POYPR167(d)  0saLCHigsv? 411 [67]
SQyVCA AFBR  ° cf;é pH 6 1.01 mmol H, g DQO'! 42 [68]

GUC: granos usados de cerveceria, SQ: suero de queso, VCA: vinazas de cafia de azUcar.
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2.6 Aguas residuales en México

2.6.1 Calidad de los cuerpos receptores

La calidad del agua se determinada mediante la caracterizacion quimica de muestras de agua
proveniente de cuerpos receptores como rios, lagos y cuerpos de agua. La CONAGUA
plantea la evaluacion de la calidad del agua a partir de tres indicadores principales: la
Demanda Bioquimica de Oxigeno a cinco dias (DBOs), la Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO) vy los Solidos Suspendidos Totales (SST). Para determinar la calidad del agua es
necesario la instalacion de redes de monitoreo en los principales puntos de abastecimiento de
agua. Al 2015, la red de monitoreo ascendia a 5000 puntos en todo el pais y cerca del 56%
presentaban una buena calidad del agua. Sin embargo, es preocupante que mas del 8% se
encontraba contaminada. Como vimos la DQO indica la cantidad de materia organica que
proviene de las aguas residuales dirigidas a los cuerpos receptores y un incremento de las
concentraciones de DQO por el aumento de materia organica no biodegradable. Lo anterior
puede disminuir el oxigeno disuelto y afectar la vida acuatica [25].

En la Figura 8, se presenta las 13 regiones hidrologicas administrativas (RHA) de México en
relacién al porcentaje de contaminacién por DQO donde se observa la RHA 4 (Region
perteneciente al rio balsas) y la RHA 13 que es la region del valle de México que ademas de
ser las mas contaminadas presentan un bajo valor de agua per cépita, tal como la RHA 6 (Rio
bravo). Por su parte la regién de Rio bravo es la tercera region con mantos acuiferos
sobrexplotados demostrando que es importante seguir monitoreando los indicadores de
contaminacion en los cuerpos receptores.
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Figura 8. Distribucion porcentual de contaminacién por DQO en cuerpos superficiales por RHA.
Datos obtenidos de [25]
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2.6.2 Marco legal en las descargas de aguas residuales

Actualmente en México, la CONAGUA es el organismo regulador en la calidad del agua en
México. La CONAGUA ha publicado basta informacion para la disposicion, especificacion
y metodologia que garantice la que el agua de consumo humano cumpla con la cantidad y
calidad suficiente de manera eficiente y sustentable. Sin embargo, las regulaciones actuales
tienen permisiones sumamente laxas. Por ejemplo, la NOM-127-SSA1-1994 establece los
limites permisibles bacteriolégicos como los coliformes fecales y totales, caracteristicas
fisicas como el color, olor y turbiedad y principalmente las caracteristicas quimicas,
comprendiendo cerca de 34 pardmetros de evaluacion que son considerados como
contaminantes [26].

Desafortunadamente, hoy en dia las normas de la calidad en las descargas de aguas residuales
en México son las mas permisibles. Por ejemplo, los limites maximos permisibles en las
descargas, la norma vigente en México, la NOM-001-SEMARNAT-1996 tiene una vigencia
mayor a 20 afos. Entre los maximos permisibles convenidos en esta norma se sugieren
concentraciones menores a 150 mg DBOs L, 40 mg NT L de y 75 mg SST L. Por otro
lado, las principales normas internacionales en este tema, como la EPA, sugieren limites
contaminante de 30 mg DBOs L™, 10 mg NT Ly 30 mg SST L. Como se observa en la
Tabla 2, los méximos permisibles de la norma mexicana son entre 2 y 4 veces mayor que la
EPA. Actualmente se estd trabajando en la propuesta de la norma PROY-NOM-
SEMARNAT-2017 la cual contempla algunos valores de las normas internacionales, aunque
solo es una propuesta por lo que no se considera una norma vigente [70]. Por ello, es
necesario impulsar una politica pablica que permita la implementacion de normas
internacionales y contribuya a mejorar politica publica en el control de la calidad del agua en
México.

Tabla 3. Comparacién de la norma mexicana y normas internacionales en materia de descarga de
aguas residuales. Datos obtenidos de [25, 26, 70-72].

Unién NOM-001- PROY-NOM-

Norma EPA  Eliropea  SEMARNAT-1996 SEMARNAT-2017
Parametros Descarga Clase3 Rio Mar Suelo Rio Mar Suelo
Temperatura (°C) 45 25 NA 40 NA 35 40 35
pH 6-9 5.5-9 NE NE NE 6.5-8.5
Grasas y aceites 15 NE 15 15 15 15
SST 30 35 75 75 NA 60 20 100
DQO 150 125 NE NE NE 150 85 150
DBO 30 25 150 75 NA 30*
Nitrégeno 10 3 40 15 NA 25 25 NA
Fésforo 15 NE 20 5 NA 15 15 NA
Coliformes fecales, 200 NE NE NE NE 1000

(NMP/100)
*Factor 1.6 de la relacion DQO.DBO™.
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2.7 Politicas publicas del hidrégeno en México

En 2008, con la promulgacion de la Ley de promocion y desarrollo de los biocombustibles
y, posteriormente con la Ley para el aprovechamiento de los recursos renovables y el
financiamiento de la transicion energética, dio la pauta para aumentar la capacidad energética
de las energias renovables. En el sexenio pasado se hizo uso de instrumentos econdmicos
tales como el (1) aumentar la capacidad de generacion y (2) promover el uso de las energias
renovables, asi como, (3) mitigar las emisiones de CO> con el proposito de cumplir dichos
decretos. En particular, la biomasa paso a representar 4% de total de la produccion de energia
del pais, sin embargo, el 97% se obtuvo a partir de la quema del bagazo de cafia, lo que
demostro la falta de diversificacion de fuentes alternas de energia. Ademas, la quema de
bagazo contribuye potencialmente en las emisiones de CO2, en busca de satisfacer la
demanda energética y disminuir las fuentes de emisién de CO; se ha optado por la tecnologia
del bioH: [4, 73].

En 2014, se aprobd la ley general para la utilizacion del bioH: y sus tecnologias relacionadas
con la finalidad de adoptar el bioH> como combustible con ayuda de la investigacion
cientifica y tecnologica [3]. Actualmente, el area de investigacion de la tecnologia del bioH:
mas activa son los procesos bioldgicos. El principal interés radica en la importancia de
valorizar los desechos y aguas residuales con abundante materia organica por las actividades
econdmicas del pais. También es importante mencionar que la investigacion en México ha
tomado un rumbo ascendente los ultimos 8 afios y ha proporcionado una fuente confiable de
informacién. Asi mismo, es importante recalcar que la transicion energética no solo
dependera de las politicas publicas y la investigacion cientifica del pais, sino también de lo
econdmico, académico y social. Entre los ejemplos podemos encontrar la precaria educacion
en materia ambiental, la pobreza y la falta de servicios basicos como la salud y la seguridad.
Por lo tanto, es importante la participacion activa de los ciudadanos para un desarrollo
encaminado a la sustentabilidad [17].
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Materiales y métodos

3.1 Introduccion

En este capitulo se abordara todo lo relacionado con la parte experimental para la extraccion
de energia a partir de la codigestion de sustratos SIL-SIC en un reactor UASB como se ilustra
en la Figura 9. En primer lugar, se opt6 por evaluar dos tipos de consorcios microbianos,
siendo la primera etapa la eleccion del inoculo granular (IG) proveniente de la planta de
tratamiento de la industria de bebidas de la cd. de Monterrey y el in6culo de composta los
indculos elegidos mismos que fueron caracterizados fisicoquimicamente. Debido a la
actividad industrial de la zona metropolitana de Monterrey se seleccion6 el suero que queso
y las aguas residuales de cerveceria como sustrato modelos debido a que sus caracteristicas
quimicas podrian potenciar la produccion de bioH; de acuerdo con el analisis de literatura.
Una vez teniendo definidas las fuentes de CH y N2 necesarios para el crecimiento microbiano
durante la FO, se realiz6 una evaluacion en sistema batch a nivel microreactor con la finalidad
de obtener las condiciones ideales empleando un disefio de experimentos de tipo Placked
Burman. Los productos de la reaccion de FO fueron determinados por espectroscopia UV-
Vis y Cromatografia de gases como se especifica con mas detalle en este capitulo. Una vez
identificadas las principales variables que tiene mayor impacto en la FO (C/N = 35) se validd
la cinética de la reaccion mediante el modelo de Gompertz. Finalmente, en la Gltima etapa se
replico los resultados obtenidos en la etapa batch para evaluar la produccion de bioH: en
continuo y el efecto del TRH en el sistema.
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Figura 9. Diagrama del flujo del proceso de la etapa experimental dentro del proyecto 249908
CONACYT-SENER-Sustentabilidad Energética.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Sustrato

Se utilizaron dos residuos de la industria alimenticia. EI primer residuo corresponde a las
aguas residuales de la industria de bebidas de la Zona metropolitana de con un periodo regular
de muestreo periodicamente. El segundo sustrato, el suero de queso “dulce”, residuo de la
fabricacion del queso panela, fue proporcionado por Facultad de Agronomia de la UANL, el
periodo de muestreo se realizd periodicamente y correspondiente al primer lavado del
producto. Los analisis se realizaron en el laboratorio de Ingenieria Ambiental del Instituto de
Ingenieria Civil de la UANL. El procedimiento de toma de muestra se realiz6 conforme a la
norma mexicana NMX-AA-003-1980 y se conservé la muestra a 4°C hasta su uso [1]. Esto
se realizé con la intencidn de evitar que la actividad de los microorganismos alterase los
resultados. Inmediatamente después de la obtencion de la muestra se analizaron las
propiedades fisicoquimicas como el pH, la alcalinidad (Ak), los ST, los SV, la DQO, los CH,
las proteinas y el NT de acuerdo a las normas internacionales y la norma mexicana [2]. La
cantidad de muestra necesaria para cada caracterizacion, cantidad de reactivo a utilizar, el
tiempo y la temperatura que son los parametros més importantes en el analisis de las
muestras.

3.2.2 Inoculo
Como parte de la primera etapa del proyecto, se considero6 estudiar dos tipos de consorcios
microbianos mixtos.

In6culo granular (1G)

El IG (Figura 10) se obtuvo de una planta de tratamiento de aguas residuales localizada en la
ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn. La caracterizacion fisicoquimica del inoculo fue
reportada por Reyna Gomez et al., [3] que demuestra un pH > 7 y una carga orgénica de 66
+ 2.5 9 DQO Lt demostrando su prometedora capacidad de amortiguamiento para el medio
de reaccion. Previo a su uso, el inoculo granular fue pretratamiento térmico que consiste en
colocar 100 mL de IG en un matraz y se tap6é con una torunda. En seguida el matraz se
introdujo en un bafio Maria y se procedio a calentar hasta a 100 °C 6 hasta ebullicion durante
30 minutos y posteriormente, se enfrid a temperatura ambiente [3]. De acuerdo con la
relacion volumen inoculo/sustrato = 1:10, se coloco el volumen de inoculo en los
microrreactores, asi como en el reactor UASB.
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Figura 10. Fotografia del inéculo granular empleado durante el desarrollo de la FO empleando la
codigestion SIL-SIC.

In6culo de Composta

El segundo in6culo, in6culo de composta (IC) consiste en un liquido oscuro producto de la
lixiviacion de un proceso de compostaje de flores de ornato. El objetivo de su utilizacion es
por el probable potencial de degradacion de material lignoceluldsico y materia organica de
baja biodegradabilidad. La caracterizacion fisicoquimica indica un pH 6ptimo para la FO de
pH = 6 y una baja carga organica, menor a 15 g DQO L. Respecto al pretratamiento del
indculo y su uso en la FO de la codigestion SIL-SIC se desarrollo bajo el mismo
procedimiento que el 1G.
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3.3 Métodos analiticos para evaluacion de sustratos

A continuacion, se describen las técnicas analiticas empleadas durante la caracterizacion de
los sustratos individuales (SIL y SIC) durante el muestreo para establecer las codigestiones
en funcion de la relacion C/N.

3.3.1 Analisis bioquimico
Potencial de Hidrégeno (pH)

Para el analisis de pH se siguieron los procedimientos sefialados para el método en la NMX-
AA-008-SCFI-2016 [4]. Se tomd 500 ml de muestra en un vaso de precipitados, y se midio6
el pH con ayuda de un potenciémetro (Modelo “Orion”, marca Thermo Scientific®) se
realizaron tres lecturas de pH (in-situ) y se tom6 un promedio de ellas para cada caso,
mirando que no hubiese una variacion de mas de 0,03 unidades de pH entre ellas. Esta
operacion se realiz para cada tipo de muestra.

Oxigeno Disuelto (OD):

Se utilizé el método electrométrico basado en la NMX-AA-012-SCFI-2001 [5], con ayuda
de un medidor portétil marca Horiba y un electrodo de la misma marca, modelo 9551-20D
para oxigeno disuelto, mismo que se calibro previo a la lectura del parametro, posteriormente
se introdujo en la muestra de los sustratos individuales y se procedié a hacer la lectura.

Alcalinidad

La determinacion de la Ak en cada muestra se hace por el método de valoracion con una
sustancia titulante de acuerdo a la NMX-AA-036-SCFI-2001 para la determinacion de acidez
y Ak de los sustratos individuales. Se tomaron 50 ml de la muestra y depositados en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, se introdujo el electrodo de un potenciémetro (Modelo “Orion”,
marca Thermo Scientific®), teniendo en cuenta el pH inicial, se valoré con Acido Sulfdrico
(H2SO4) y en el momento que la pantalla del equipo se observa la lectura en un pH igual a
4.5 se tomo el volumen consumido del titulante y se realizaron los célculos [6]. Segun la
siguiente formula:

Ak = wx 1000 (Ec. 1)

m

Donde:

Ak = Alcalinidad de la muestra en mg CaCO3 L.

Vg = Volumen de titulante gastado en mL.

N = Normalidad del agente titulante en Eq L.

50 = Es el factor para convertir eq L a mg CaCOs L.
Vm = Volumen de muestra valorada en mL.

1000 = Factor para convertirde mL a L.
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Sélidos totales

La determinacion de los ST se realizd para los sustratos individuales y las codigestiones de
los reactores batch. Los ST representan la humedad del lodo, y se basa en la pérdida de peso
que sufre la misma después de someterse a un proceso de calentamiento a 105 °C. De acuerdo
a la NMX-AA-034-SCFI-2015 [7].

Preparacion de crisoles

1. Introducir los crisoles a la estufa a una temperatura de 105 £ 2 °C durante 20 minutos
y posteriormente a 550 = 50 °C durante 1 h.

2. Trasladar crisol a desecador y dejar enfriar por 20 minutos.

3. Pesar las capsulas y repetir el ciclo del horno (Modelo “Heratherm Oven”, marca
Thermo Scientific®), al desecador hasta obtener una diferencia de 0.0005 g en dos
pesadas consecutivas y registrar como m.

Procedimiento.

1. Agitar la muestra para homogeneizar la muestra.

2. Tomar 50 mL con pipeta volumétrica y colocarlos en capsula de porcelana,
previamente pesada a peso constante.

3. Secar en estufa (Modelo “Heratherm Oven”, marca Thermo Scientific®), a una
temperatura de 105 £ 2 °C hasta peso constante.

4. Al termino de esto, pesar la capsula con los sélidos y registrar como mj.

5. Realizar los respectivos calculos.

Célculos

Terminado el analisis, la muestra residual, puede usarse para determinar el contenido de ST
y/o de materia organica.
mq

ST = V‘"‘x 1000 000 (Ec. 2)

Donde:

ST = Sélidos totales, en mg L.

m = Peso de la capsula vacia en mg.

m1 = Peso de la capsula con el residuo, despues de la evaporacion en mg.
V = Volumen de la muestra en mL.

Sélidos volatiles

La determinacién de los SV se basa en la pérdida de peso que sufre la muestra después de
someterse a un proceso de calentamiento a 550 °C. La determinacion se haré de acuerdo a la
NMX-AA-034-SCFI-2015 para la determinacion de cenizas [7].
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Procedimiento.

1. Introducir en la mufla (Modelo “Linderberg M”, marca Thermo Scientific®) el
recipiente con el residuo seco a 105 + 3 °C segun la evaluacion de ST.

2. Lentamente subir la temperatura a 550 °C y mantener durante dos horas, lentamente
disminuir hasta menos de 200 °C.

3. Retirar de la estufa (Modelo “Heratherm Oven”, marca Thermo Scientific®), tapar y
dejar enfriar en desecador.

4. Sacar del desecador e inmediatamente pesar y registrar como ma.

5. Realizar los célculos respectivos.

Célculos

Calcular los solidos volatiles, tal como se recibio, segun la siguiente formula:

STV = =1=2x 1000 000 (Ec. 3)

Donde:

STV = Sdlidos totales volatiles, en mg L.
m2 = Peso de la capsula, después de la calcinacion en mg.

Soélidos suspendidos totales
Preparacion de dispositivo de filtracion

1. Utilizar filtro de fibra de vidrio de 1.5 um de tamafio de poro y colocar la parte rugosa
hacia arriba de los crisoles Gooch.

2. Mojar filtro con agua destilada para que se adhiera al crisol.

Introducir crisoles a la estufa a 105 £ 2 °C por 20 minutos e introducir al desecador.

4. Pesar el dispositivo de filtracion y repetir el paso anterior hasta obtener una diferencia
de 0.0005 g en 2 pesadas consecutivas Yy registrar como ma.

w

Procedimiento

1. Montar sistema de filtracion.

2. Homogenizar muestra y seleccionar un volumen de acuerdo a las caracteristicas de la
muestra.

3. Medir un volumen conocido en probeta y colocar en sistema de filtracion,
posteriormente enjuagar la probeta para arrastrar residuos y verter en el dispositivo
de filtracion hasta filtrar totalmente la muestra liquida.

4. Introducir el dispositivo de secado en estufa (Modelo “Heratherm Oven”, marca
Thermo Scientific®) a 105 + 2 °C durante 1 h.

5. Realizar paso 4 de la preparacion de dispositivo de filtracion y registrar como mg,
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Célculos

SST = =2 x 1000 000 (Ec. 4)

Donde:

SST = Soélidos suspendidos totales, en mg L.

m3 = Peso del dispositivo antes de la filtracion en mg.

m4 = Peso del dispositivo después de la evaporacion en mg.
V = Volumen de la muestra en mL.

Sélidos suspendidos volatiles
Procedimiento

1. Introducir dispositivo de filtracion, registrado como ms, a la mufla (Modelo
“Linderberg M”, marca Thermo Scientific®) con una temperatura de 550 £ 50 °C
durante 1 h.

2. Trasladar el dispositivo calcinado a la estufa (Modelo “Heratherm Oven”, marca
Thermo Scientific®) a una temperatura de 550 + 50 °C durante 20 minutos.

3. Realizar paso 3 y 4 de la preparacion del dispositivo de filtracién y registrar como
Ms.

Célculos

SSV = ="=x 1000 000 (Ec. 5)

Donde:

SST = Solidos suspendidos totales, en mg L.

ms = Peso del dispositivo después de la evaporacion en mg.

ms = Peso de la capsula con el residuo, despues de la evaporacion en mg.
V = Volumen de la muestra en mL.

Demanda Quimica del Oxigeno

La DQO representa el contenido total de la materia organica presente en una muestra acuosa.
El método de prueba de DQO es un proceso acelerado de la biodegradacion, que suelen
realizar naturalmente los microorganismos, por medio de la oxidacion forzada con agentes
oxidantes y métodos estandar. EI método estandar utiliza el sulfato de plata (Ag2SO4) como
catalizador en la oxidacidon de compuestos alifaticos lineales y sulfato de mercurio (HgSOa4)
para inhibir haluros, principales interferencias en este tipo de métodos.

La determinacion de DQO se realizo de acuerdo a la NMX-AA-030/2-SCFI-2011 por el
método de reflujo cerrado 0 método espectrofotométrico [8]. Las muestras utilizadas fueron
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las mencionadas con anterioridad, asi como cada una de las pruebas realizadas y de cada uno
de los ciclos del reactor biolégico.

Soluciones y Materiales

Para el analisis se prepararon tres disoluciones principales. La primera fue la disolucion
estandar de biftalato de potasio (CsHsKOa), para la que se pesaron 0.851 g de (CsHsKO4) que
posteriormente se seco a 120°C durante 2 h. Una vez seco, se disolvid en agua y se aforo a 1
L en matraz volumétrico.

La segunda disolucion preparada fue la de Ag2SO4en H2SOs. Se pesaron 15 g de Ag2SOsy
se disolvieron en 1 L de H.SO4 concentrado. Una vez preparada la solucion, se dejo reposar
durante 2 dias para asegurar la completa disolucion antes de ser utilizada.

Finalmente, se prepard la disolucion digestora, pesando 10.216 g de dicromato de potasio
(K2Cr207) que posteriormente se seco a 105°C por 2 h. Una vez seco, se afiadieron 500 mL
de agua, 167 mL de H2SO4 concentrado y 33.300 g de HgSO4, para posteriormente aforar la
solucién a 1L con agua destilada y empleando un matraz volumétrico.

Curva de calibracion

Para elaborar la curva de calibracién se realizaron en primer lugar los calculos necesarios
con la ecuacion 4.

C1V1 = 62V2 (EC 6)

Con la finalidad de conocer los distintos volimenes de cada dilucion. La solucién patron se
prepard a una concentracion de 1000 mg L, utilizando matraces volumétricos de 25 mL, y
micropipetas de 10 mL para hacer las disoluciones. El procedimiento empleado para su
preparacion se presenta a continuacion.

Procedimiento

1. Se coloco el volumen deseado de la solucion patrén de CgHsKO4 previamente
preparada, en cada uno de los matraces de 25 mL.

2. Una vez que se coloco el volumen deseado de CgHsKO4 se aforaron los matraces a
25 mL con agua destilada.

3. Posteriormente se colocaron 2.5 mL de cada matraz en cada uno de los tubos para
digestion de 16 mm x 100 mm con tapa.

4. En la campana de gases, se afiadié a cada uno de los tubos un volumen de 1.5 mL de
la disolucidn digestora y 3.5 mL de la disolucion de Ag2SO4en H2SOa.

5. Una vez adicionado el H>SOs; se tapd inmediatamente el tubo para evitar la
volatilizacion de los compuestos organicos.

6. Los tubos preparados se colocaron en el digestor (Modelo “DRB 2007, Marca
Hach®), previamente calentado a 150°C, durante 2 h.

7. Concluido este tiempo, se dejaron enfriar, para posteriormente medir la absorbancia
a 600 nm en espectrofotdmetro UV-vis (modelo “Lambda 365”, Marca Perkin
Elmer®).
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Cuantificaciéon de DQO en las muestras.

Para determinar la concentracion de DQO en cada una de las muestras a analizar, se empled
el procedimiento siguiente:

1. Setomaron 2.5 mL de la muestra a analizar y se colocaron en los tubos para digestion
de 16 mm x 100 mm con tapa.
2. Se repitid el procedimiento de la curva de calibracion a partir del paso 4.

Proteinas
Método de Lowry

Es un método util para la determinacion de cantidades pequefias de proteina en una
disolucién. Se basa en la reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau y oxidacion de la tirosina,
triptéfano, cisterna y cistina de las cadenas polipéptidas. En este proceso de 6xido-reduccion
se forman quelatos de cobre por la trasferencia de electrones de los grupos funcionales amino,
por lo que se puede observar una coloracidn azul util para su andlisis colorimétrico [9].

Procedimiento:

1. Colocar 1 mL de la solucién adecuadamente diluida en tubos de ensaye etiquetados,
y tomando el tiempo adicionar 3 mL del reactivo C preparado recientemente [C: 50
mL de Ay 2 de B (A: Carbonato de sodio (Na2COs3) 2% vy tartrato de sodio 0.02% en
NaOH (hidréxido de sodio) 1M; B: Sulfato de cobre (CuSQO4) 0.5%)].

2. Después de 10 minutos adicionar a la mezcla 0.3 mL del reactivo D.

Dejar en reposo a temperatura ambiente durante 30 minutos.

4. Determinar la absorbancia del color azul a 750 nm en espectrofotometro UV-vis
(modelo “Lambda 365, Marca Perkin Elmer®) contra un blanco preparado de la
misma manera con 1 mL de agua en lugar de la solucién problema.

5. La concentracion de la proteina se calcula a partir de una curva patrén preparada con
albumina bovina sérica en concentraciones de 10 a 100 pg mL?, tratadas de la misma
manera con los reactivos.

w

Carbohidratos totales
Método del Fenol-Sulfirico

La determinacion de carbohidratos se realizo por medio del método de Dubois 6 método
Fenol-sulfurico [10]. Debido a que los CH son sensibles a los &cidos fuertes y altas
temperaturas, se realiza una hidrolisis acida de oligosacaridos y polisacaridos para producir
monosacaridos. Después se presentan una serie de reacciones complejas como la
deshidratacion simple hasta llegar a la formacion de furanos y otros compuestos coloridos.
La coloracion de los monosacaridos se realiza por la condensacion de compuesto fenolicos,
por lo que es comun la utilizacion de fenol, ademas, como no son reacciones estequiométricas
las curvas de calibracion son necesarias.
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Procedimiento:

1.

Se prepara una solucién de la muestra en agua, procurando que los carbohidratos
queden en el intervalo de 10-100 pg mL? (rango del método).

Se etiquetan tubos de ensaye y se coloca 1 mL de la solucion acuosa sobre la muestra.
Adicionar 0.5 mL de solucién acuosa de Fenol al 5 % a cada tubo. Mezclar bien y
después adicionar 3.5 mL de acido sulfarico concentrado, homogeneizar nuevamente.

Nota: Se debe realizar el procedimiento de manera secuencial, es decir terminar con un tubo
antes de iniciar el siguiente.

4.

Atemperar la mezcla aproximadamente 30 minutos y determinar la intensidad de
color naranja en el colorimetro a 480 nm en espectrofotometro UV-vis (modelo
“Lambda 365”, Marca Perkin Elmer®) frente a un blanco preparado con agua de la
misma forma.

Calcular la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra a partir de una curva
patron preparada con el carbohidrato de interés en el intervalo del método (10-100 pg
glucosa mL™), tratada de la misma forma que el problema.

Nitrégeno total

La determinacién del NT se realizo siguiendo el método HACH 10072, por medio de una
digestion con persulfato.

1.
2.

Se precalienta el digestor (Modelo “DRB 2007, Marca Hach®) a 105 °C

Se afiade el sobre de reactivo de persulfato al tubo de digestion, y se adicionan 0.5
mL de la muestra.

Se tapa y agita por 30 segundos con ayuda de un vortex.

Una vez que el digestor alcanz6 su temperatura de 105 °C se colocan los tubos y se
dejan por 30 min.

Una vez concluido el tiempo se retiran los tubos y se dejan enfriar a temperatura
ambiente.

Se adiciona el reactivo A de NT al tubo, se tapa y se agita por 30 s con ayuda de un
vortex, y se deja reaccionar por 3 min.

Pasado el tiempo se adiciona el reactivo B de NT, se tapa y agitas por 15 s, aqui la
solucion se tornara color amarillo, dejando reaccionar por 2 min.

Se toma una alicuota de 2 mL de este tubo de digestion y se adicionan al tubo NT
Reagent C, agitamos 10 veces y se deja reaccionar 5 min.

Finalmente, trascurrido este tiempo se toma la lectura correspondiente en el
espectrofotometro UV-vis (modelo “Lambda 365", Marca Perkin Elmer®).
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3.4 Desarrollo del sistema de reacciones.

3.4.1 Disefio de experimentos para la codigestion en reactores tipo batch

Inicialmente se propuso un disefio experimental (Anexo 2) para identificar las variables de
mayor significancia en los reactores. El primer factor se eligié el tipo de indculo, el segundo
factor corresponde a las mezclas en base a la relacion C/N de ambos sustratos (SIL-SIC),
utilizandose tres relaciones de codigestion (C/N 25, C/N 30 y C/N 35) y las dos relaciones
de los sustratos puros (C/N 20 y C/N 50 para SIL y SIC respectivamente) y con mayor
presencia las aguas residuales de cerveceria, los porcentajes son presentados en la Tabla 4.

Tabla 4. Disefio de experimentos evaluados en reactores tipo batch.

Relacion Sustrato Inéculo
Ronda
C/N SIL SIC Granular Composta
| 20 100% 0% $ $
| 25 30% 70% (SISIS) (SISIS)
] 30 10.5% 89.5% $%9% &S
I 35 3% 97% $%% $B$$
| 50 0% 100% $ $
&Réplicas

3.4.2 Evaluacion de reactores tipo Batch

La preparacion de los reactores consistid en la preparacion del medio de fermentacién (SIC-
SIL) en botellas serolégicas de vidrio de 124 mL de capacidad con un volumen de trabajo de
90 mL. La mezcla de sustrato fue inoculada a un 10 % w/v y para garantizar el crecimiento
y adaptacion de la comunidad microbiana se utilizé una solucién nutritiva, conteniendo por
cada litro la cantidad de: 0.050 g de NH4Cl, 0.250 g de K2HPOg4, 0.025 g de FeCl,, 0.025 g
de CoCly, 0.250 KH2PO4, 0.300 g de MgCl2-H20 y 0.016 g de NiSO4 [12-13].

Después de la inoculacién de los reactores batch se realizo el ajuste del pH a 5.5 con acido
clorhidrico (HCI) 1N y se garantiz6 el pH optimo para el crecimiento de los microorganismos
productores de bioH2. Después se burbujeo cada reactor, con gas N2 durante 10 segundos,
con el fin de desplazar el oxigeno presente en el sistema. Por ultimo, los reactores se sellaron
con tapones de inyeccion de caucho butilo y casquillos de aluminio para garantizar un
ambiente anaerobio. Las reacciones se llevaron a cabo en una incubadora “MaxQ 400” de
Thermo Scientific a condiciones en el disefio de experimentos y se mantuvo las variables
fijas de temperatura (35 °C) y agitacion (100 RPM). Para el caso de las codigestiones C/N
25y 35 para el IG e IC se evalud en la primera ronda experimental, mientras que las
relaciones C/N 20, 30 y 50 fueron evaluadas en la segunda ronda experimental (Ronda 1,
Figura 11). Con la ayuda de jeringas desechables, periédicamente se midid la produccion de
biogas, pH, DQO ST, SV y CH de cada uno de los reactores cada 4 h durante 32 horas que
duré cada ronda experimental.
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F e

Preparacion de reactores Incubacion a 35°C, 50
con atmésfera inerte RPM y pH inicial de 5.5

Figura 11. Preparacion e incubacion de los reactores en primera ronda experimental.

3.4.3 Construccion y evaluacion de reactor continuo

Se construyeron un reactor anaerobio de flujo ascendente a partir de material acrilico, ambos
con un volumen de trabajo de 2 L. La dimension de cada reactor consistio en 2 piezas de 250
mm de altura y 88.8 mm de diametro interno. La valvula de alimentacion se localizo en la
parte inferior del reactor mientras que la valvula de salida fue colocada 30 mm de la pieza
superior del reactor y un dispositivo en forma de “L” que promovia el vortice al interior del
reactor 80 mm. Ambos reactores fueron ensamblados a mano y atornillados con la ayuda de
una junta torica. Posteriormente se realizaron las pruebas hidraulicas y neumaticas con la
finalidad de detectar fugas. En las pruebas hidraulicas también fue evaluado el TRH. En
cuanto a las condiciones iniciales se tomaron como referencia los resultados obtenidos en
trabajos anteriores.

Cada reactor estaba equipado con un tanque de alimentacién, una bomba peristaltica (Modelo
“Daigger”, Marca Fisher Scientific®), medidor de pH (Modelo “Orion”, marca Thermo
Scientific®) y cuantificacion de gas por el método de la probeta invertida como se muestra
en la Figura 12. Cada sistema de reaccién fue inoculado con 200 mL de indculo pretatado y
1800 mL de caldo fermentado. La temperatura del sistema de reaccion se mantuvo a
temperatura ambiente mientras el pH de los reactores fue observado entre 4.8 £ 0.21 a 5.15
+ 0.10 medido al efluente del reactor a partir del suministro de una solucién de NaOH 5 N.
Ademas, por cada litro de medio, se afiadieron las siguientes cantidades de sales minerales
similares a las utilizadas en los reactores batch. Después del periodo de aclimatacion del
indculo se realizo la evaluacion de la produccion biogas y porcentaje de bioH>, la remocion
de la materia de orgénica al inicio y final de cada ciclo de operacion en cada TRH. La
operacion continua de los reactores se realizo utilizando un TRH de 3, 9 y 12 h. Cada reactor
fue operado por 20 ciclos por cada TRH. EI TRH se determiné a partir de la ecuacion 7.
Mientras que la VCO se determing a partir de la ecuacion 6.
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TRH =2 (Ec. 7)
V.

r

Donde:

Q = Caudal de alimentacion (L h'%).
V: = Volumen de trabajo del reactor (L).

Para determinar el caudal de alimentacion se utilizé una probeta de 100 mL y un cronémetro
con lo cual se tomo el tiempo en el cual la probeta era llenada completamente. Posteriormente
se determind el cociente de los 0.1 L entre el tiempo que tardo en llenarse. A partir de 3
observaciones se calculé un promedio el cual fue empleado dependiendo del TRH a utilizar
en el experimento. En cuanto al volumen de trabajo del reactor se calculé a partir de la
formula del volumen de un cilindro.

Ci
TRH

VCo =

(Ec. 8)

Donde:

Ci = Concentracion inicial de alimentacion (g DQO L™).
TRH = Tiempo de retencion hidraulica empleado (d1).

Los datos utilizados para el calculo de la VCO, fueron utilizados a partir de las variables
fijadas en la etapa en continuo. El TRH utilizado en el calculo de la VCO fue dependiente

del TRH a evaluar [12].
Biogas -+
/J\ ¥
i

ki

N4 ik

Codigestion Bomhba Reactor Efluente Biogas meter

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso del reactor de flujo ascendente.
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3.4.4 Métodos analiticos para la evaluacion de la codigestion

Durante la fase experimental se dio el seguimiento in situ de los pardmetros fisicoquimicos
de las diferentes relaciones C/N. Los parametros principales analizados fueron: el pH, los
ST, los SV, laDQO y los CH.

3.4.5 Andlisis de bioH2 y acidos grasos volatiles por cromatografia de gases
Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una técnica empleada para la separacion y analisis de
compuestos volatiles no termosensibles. El principio fisico se basa en la destilacion de
multicomponentes a partir de suministro de energia cuando se eleva la temperatura del horno.
En el interior del horno se encuentra la columna encargada de la separacion de los
compuestos volatiles y esta separacion dependera de la fase movil, por lo regular un gas
acarreador inerte como el He, Hz, Ar, N2, entre otros y la fase estacionaria que pueden ser
capas microscépicas de liquidos o polimeros sobre un sélido inerte. Los compuestos en forma
gaseosa interaccionan con la fase estacionaria de la columna provocando una retencion de
algunos compuestos que se ve reflejado en los diferentes tiempos de elucion del compuesto
(tiempo de retencion) [11, 12]. EI CG cuenta con diferentes tipos de detectores, a
continuacion, se presentan el fundamento de los utilizados en este trabajo.

Detector de conductividad térmica

El detector de conductividad térmica (TCD en inglés) es utilizado para el anélisis de
pequefios compuestos organicos y gases inorganicos. Este detector mide y compara los
valores de conductividad térmica del gas portador (gas de referencia) y la muestra. EI He y
el H2 son los gases portadores que se emplea cominmente, ya que estos gases presentan
diferencia en sus conductividades térmicas en comparacion con la mayoria de los compuestos
organicos e inorganicos.

El TCD consta de unos cables calentados eléctricamente, que, al presentar cambios en la
temperatura, son afectados por la conductividad térmica del gas que fluye a su alrededor, tal
como se muestra en la Figura 13a, provocando cambios en la conductividad térmica, los
cuales se detectan como un cambio en la resistencia eléctrica y finalmente son medidos por
el detector [14].

Detector de ionizaciéon de flama

El detector de ionizacion de flama (FID en inglés) es utilizado para el analisis de la mayoria
de los compuestos organicos, es comunmente utilizado por su rapida respuesta y por
presentar limites de deteccion bajos, a pesar de ser extremadamente sensible, presenta la
desventaja de destruir la muestra. Este detector consta de una llama de aire-hidrogeno, en la
cual pasa el efluente de la columna del GC, descomponiendo las moléculas organicas y de
esta manera producir iones. Estos iones se recogen en un electrodo polarizado produciendo
una sefal eléectrica, la cual es el resultado de la combustion de los compuestos organicos
(Figura 13b) [14].
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Preparacion y analisis de muestras para gases permanentes.

Para la cuantificacion de la composicion del biogas durante la codigestion, ésta se realiz6 en
un cromatdgrafo de gases (Modelo 7820 A, marca Agilent tecnologies®) equipado con un
detector TCD. Los gases permanentes fueron analizados en una columna capilar de silice
fundida Carboxen 1006 (3 m x 0.53 mm) marca Supelco® con el uso de Argon como gas
acarreador. El horno del cromatografo se mantuvo a 40 °C y la temperatura del inyector y
analizador se fijé a 230 °C [11]. Las muestras para la determinacion de gases permanentes
fueron obtenidas a partir de la extraccion manual del biogas al interior del reactor con la
ayuda de una jeringa de vidrio de 1 mL. Posteriormente la muestra de biogas fue inyectada
en el puerto de inyeccion de forma manual. Para la calibracion de gases permanentes se
utiliz6 estandar de INFRA ® con mezclas de gases como Hz, N2, CH4, monoxido de carbono
(CO)y CO:a.

a) Filamento TCD  Procesador b) Colector | Procaisdor
et ——
Flujo de k B

entrada
'——-— Flama

e F_lujo de
‘ T aire
. ____ Flujo
Flujo de ={ @D = de Hz
salida ﬁ i
Flujo de entrada

Figura 13. Detectores para cromatdgrafo de gases, a) detector de conductividad térmica (TCD), b)
detector de ionizacion de flama (FID).

Preparacion y andlisis de muestras para acidos grasos volatiles

Para la determinacion de los AGV's se utiliz6 un cromatografo de gases (Modelo 7820 A,
marca Agilent tecnologies®) equipado con un detector FID, una columna HP- Inowax (50 m
x 0.20 mm x 0.4 um de espesor de pelicula) y argon como gas de acarreador. Para condiciones
de temperatura, se establecio una rampa de calentamiento en el horno de 70 °C a 180 °C y
velocidad de calentamiento de 10 °C min™. La temperatura del puerto de inyeccion y la
temperatura del analizador se establecid a 250 °C. Se realizo las curvas de calibracion para
los gases permanentes y los AGV’s en el cromatografo de gases tal como se muestra a
continuacion [2].
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La preparacion de las muestras de AGV’s primeramente fueron centrifugadas a 10,000 RPM
durante 1 minuto en centrifuga (Modelo “Sorvall ST 16/16R”, marca Thermo Scientific®).
Posteriormente el sobrenadante fue filtrado con la ayuda de una jeringa y acrodiscos con
tamarfio de poro de 0.5 um. Finalmente, el liquido filtrado fue depositado y sellado en viales
de 2 mL y colocados en un automuestreador del equipo, quien inyectaba automéaticamente 2
WL de la muestra para el analisis.
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3.5 Extraccidn e identificacion de las especies microbianas

Para conocer las comunidades microbioldgicas presentes en la codigestion (SIL-SIC) y
partiendo de dos diferentes fuentes de indculo (IG e IC), se analizé las especies microbianas
del indculo inicial y el cambio en la estructura microbioldgica a tiempos 4, 8 y 24 h del
proceso de produccion de bioH., con la secuenciaciéon lllumina MiSeq. La extraccion de
ADN consistio en extraer 0.25 g de muestra con el kit QLAGEN como lo sefiala el manual
de operacion. La porcion de muestra se introdujo en un tubo con perlas y fue centrifugado a
10,000 XG durante 2 minutos, hasta obtener el sobrenadante; después, el sobrenadante fue
extraido y centrifugado hasta eliminar cualquier suspension. El procedimiento también
contemplé la filtracion de la muestra con una columna especial de filtrado, el procedimiento
completo se puede visualizar en la Figura 14. Las muestras con el ADN se enviaron
debidamente identificadas al Research and Testing Laboratory (RTL de Texas, USA), para
la amplificacion del ADN del gen 16 ARNr. Los datos se analizaron de acuerdo con las
indicaciones proporcionadas por el manual de RTL [15].

Se utilizo el algoritmo USEARCH vy el software UCHIME para eliminar las quimeras, las
secuencias cortas y Unicas y el ruido. A continuacidn, se seleccionaron las secuencias con
una longitud igual o superior a 2050 pb y una puntuacion de calidad igual o superior a 30. Se
seleccionaron las unidades taxondmicas operativas (OTU en inglés) utilizando el algoritmo
UPARSE [16, 17].

La secuencia multiplexada y filtrada (2 iteraciones) se agrup6 en OTU’s Optimas con un
umbral de similitud de secuencias del 97% con el método MUSCLE.
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Reacuvo G Reactlvo G

Muestra0.25g Tubo conperlas  10milXG Sobrenadante 10 m|IXG Sobrjwadante
g Reactlvo G ‘ Reactlvo Cs

10 ml| X6  Sobrenadante Sobrenadante 10 milXG Descartar ||qU|do 10 milXG

f,—jl

L <
Rea ctlvo e

| |
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Descartar li;ﬁdo ADN
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Figura 14. Procedimiento de obtencién del ADN en reactores batch a partir de las codigestiones.
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3.6 Andlisis cinético de las reacciones en batch

3.6.1 Modelo de Gompertz simple

El andlisis cinético de las reacciones en la produccién de bioH: se da a partir de dos modelos
principales, el modelo cinético de la ecuacion modificada de Gompertz y el modelo logistico,
ecuacion 9 [18]. Ambos son utilizados para explicar los datos experimentales obtenidos en
la evaluacion batch a partir de la produccion acumulada de bioH> [13].

_exp[%’ie@-ﬂﬂ]}

H = H,, *exp (Ec. 9)

Donde:

H = produccion de bioH, acumulado en mL.

Rm = maxima tasa de produccion de bioH, en mL Hz L1h?
A = tiempo de la fase de latencia en h.

t = tiempo de cultivo en h.

Hm = méxima produccién de bioH2 en mL Ho.

e = constante de Euler de 2.718.

3.6.2 Modelo Gompertz doble

Numerosos trabajos han demostrado la utilidad del modelo Gompertz cuando se trata de una
sola etapa de produccion de bioH». Sin embargo, en este estudio se observd que todas las
codigestiones evaluadas presentaron dos etapas de produccion de bioH; [19]. Por lo tanto, se
propuso utilizar el modelo de Gompertz y el modelo Logistico doble, tal como se muestra en
la ecuacion 10, posteriormente se realizd la comparacion entre ambos modelos. Los
parametros del modelo tienen el mismo significado de la ecuacién 8 y 9, la diferencia subyace
en los subindices, el subindice 1 se re refiere a los parametros cinéticos de la primera etapa
mientras que los subindices 2 a los parametros cinéticos de la segunda etapa del proceso de
fermentacion.

{_exp [Ii_lm—nllie(ll—t)+1]}

H = H,,; xexp
( Rmo*e, _ )
{_exp[ 222, t)+1]}
+H,,*exp\ ) (Ec. 10)

Finalmente, los parametros cinéticos fueron determinados a partir de la mejor curva de
acumulacién de bioH utilizando la funcion Solver en Microsoft® Excel versién 10.
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3.7 Calculos de Equilibrio quimico

Es bien sabido que la FO es un proceso que engloba numerosas rutas bioquimicas que se
dividen en reacciones anabolicas y catabdlicas [20]. A partir de estas reacciones la materia
orgénica es transformada en bioH2 y AGV’s que determinan el comportamiento dinamico de
las especies en la fermentacion [21, 22]. En busca de conocer la dindmica de las reacciones
en la FO, se vuelve de utilidad establecer el balance de materia y energia para demostrar el
equilibrio de las reacciones y predecir el sentido de la reaccion [23]. Para efectos practicos,
en el presente trabajo se propone el uso de 4 de las principales rutas metabdlicas de la FO.
La ruta aceética (Ec. 11), la ruta propidnica (Ec. 12), la ruta butirica (Ec. 13) y la ruta valérica
(Ec. 14), fueron los balances de masa propuestos y se determiné en base a la DQO.

k
CoHy,0 + H,0 = 2CH;COOH + 4H, + 2C0, (Ec. 11)
k
CoHy,04 + 2H, — 2CH;CH,COOH + 2H,0 (Ec. 12)
k
CoHy,04 = CH3CH,CH,COOH + 2C0, + 2H, (Ec. 13)

k
CH;CH,CO0™ + 2C0, + 6H, = CH;(CH,)sC00™ + 4H,0  (Ec. 14)

Para la determinacion de los constantes de equilibrio experimentales se utilizé la ecuacién de
la constante de equilibrio representada en la ecuacion 15 y de esta manera demostrar el
comportamiento dindmico de las reacciones en el interior del reactor [24].

[c1°[D]

k= sy (Ec. 15)
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Resultados y discusion

A continuacién, se presentan los resultados mas relevantes obtenidos de la etapa
experimental. En principio se muestra la caracterizacion fisicoquimica de las aguas residuales
de cerveceria y de lacteos. Para la evaluacion de la codigestion fue necesario formular un
disefio de experimentos tipo Plackett Burman considerado como parametros el tipo de
indculo y la relacion C/N (véase anexo 2). A partir de alli, se realizd la evaluacion de la
codigestion entre ambos sustratos (SIL-SIC) en relaciones C/N=25, 30 y 35 ademas de las
monodigestiones C/N=20 (SIC) y C/N=50 (SIL), por 32 h en micro-reactores empleando dos
fuentes de inoculos (IC e 1G), como se describe en la parte experimental. Ademas del
correspondiente andlisis fisicoquimico de las fuentes de inoculo (IC y IG) en los diferentes
tiempos de reaccion. En la siguiente etapa se homologé propiedades fisicas y quimicas de la
serie de experimentos con mejores resultados en la tasa produccién (modelo de Gompertz),
productividad y velocidad de produccion de bioH2 (micro-reactor). Sin embargo, para esta
serie de experimentos en reactor de flujos ascendente (UASB) a pH=5.5 (entrada y salida del
reactor) empleando lodos IG como fuente de indculo. A partir de los resultados obtenidos del
producto y subproductos de la reaccion se realiz6 un anélisis termodinamico para evidenciar
la secuencia de las reacciones bioquimicas presentes.

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de las aguas residuales

4.1.1 Potencial de los cosustratos para la produccion de biohidrégeno

Enlas Tablas 5y 6 se presenta las caracteristicas generales de los sustratos empleados durante
el desarrollo de este trabajo. En el caso del SIC (Tabla 5) los pardmetros que presentaron
mayor variacion fueron, laDQO y el NK, laDQO de4al4gL'yel NKde83a390 mg L
! consistentes con lo reportado en la literatura [1]. Es probable que estas variaciones en la
cantidad de compuestos biodegradables dependan de la etapa del proceso en que se
encontraba la planta al momento de realizarse el muestreo. Por ejemplo, la filtracion,
descarga o limpieza de equipos y contenedores, etcétera [2]. Por otro lado, el SIL se trata de
un subproducto en la fabricacion del queso, la caracterizacién fisicoguimica (Tabla 6) revela
un sustrato homogéneo con respecto al tiempo, sin embargo, en este caso la DQO y los CH
fueron los pardmetros con mayor variacion con rangos de 32-53 g L1y 80 a 128 g L%,
respectivamente. Lo anterior se podria explicar por la alta concentracion del suero que
demanda varios lavados para la inocuidad del producto. De alli que los parametros
mantuvieron una tendencia similar entre cada muestreo y rangos semejantes a otros estudios
reportados [3, 4].

En codigestion, ambos sustratos se ajustan a un pH de 5.5, ademas la ventaja que la
concentracion de CH en el SIC fue més del doble que el SIL mientras que la concentracion
de NT fue siempre mayor en este Gltimo sustrato. Entonces, fue posible favorecer el disefio
de las mezclas de codigestiones en el intervalo 20 > C/N < 40 para la FO [3, 4]. Otra
caracteristica importante es la DQO, donde el SIL supera 10 veces mas el contenido de
materia organica respecto al SIC. Los CH de SIL son aproximadamente 9 veces més que SIC,
considerando la relacion que existe entre la descarga anual de cada sustrato en México FAO,
es posible asegurar que la mezcla de ambos sustratos resulta atractiva para el proceso de FO
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[5, 6]. Finalmente, ambos sustratos en codigestion permitieron obtener la concentracion de
10 = 3 g DQO Ly la relacion C/N = 35 y ajuste del pH 5.0 + 1 en los microrreactores y

reactor UASB.

Tabla 5. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica de aguas residuales (SIC).

Caracteristicas

Sustrato Industrial de Cerveceria

30/08/2018 01/10/2020 14/01/2019 13/02/2019 28/05/2019
pH 7.26+0.19 5.12+0.10 6.21+0.06  6.70+0.16  5.84+0.12
NK (g L) 0.184+0.00 0.390+0.00 0.083+0.00 0.260+0.00 0.126+0.00
ST (g LY 6.29+0.08 2.36+0.05 4.61+0.01 7.24+0.42  1.81%0.03
SV (gL? 5.99+0.03 2.16+0.02 431+0.01 6.04+£0.34  1.59%0.01
DQO (gL?) 10.93+£0.43 4.83+0.49 8.39£0.54 14.07£0.04  3.84+0.28
CH (g L% 5.85+0.58 0.92+0.07 4.22+0.10 7.62x0.52 1.24+0.34
Alk (gCaCO3 LY) 0.25+0.03 0.08+0.01 0.08+.01  0.25£0.03  0.08+0.01
Densidad (g L) 1.01+0.00 1.00+0.00 1.01+0.00 1.01£0.00 1.01+0.01

Tabla 6. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica del suero de queso (SIL).
Caracteristicas Sustrato Industrial de Lactosuero

26/11/2018 14/01/2019 13/02/2019 27/05/2019  02/08/2019
pH 6.34+0.18 6.19+0.04  6.41+0.05 6.30£0.01  6.35%£0.02
NK(gL? 1.32+0.00 1.55+0.00 1.44+0.00 1.33x0.00 1.514+0.00
ST(gL?Y 65.49+0.16 67.88+0.34 63.22+1.79 64.57£0.83 64.65+1.83
SV (gL? 60.24+0.12 62.82+0.51 57.87+1.77 59.47+0.78 58.77+1.80
DQO (gL 80.67£7.85 97.10+7.79 81.40+6.68 128.56+1.86 88.98+7.79
CH (g LY 53.25+0.51 37.87+1.12 48.31+5.78  32.24+0.42 33.19+2.84
Alk (gCaCO; L) 1.19+0.03 1.22+0.04 1.22+0.04 1.27£0.16  1.21+0.04
Densidad (g L™?) 1.03£0.00 1.02+0.00  1.03+0.00 1.02£0.00  1.03+0.00
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4.2 Efecto de la relacién C/N en microrreactores batch

4.2.1 Efecto de la relacion C/N sobre el pH

La Figura 15 muestra el perfil de desempefio del pH de las diferentes relaciones C/N,
correspondientes a la codigestion SIL-SIC (C/N =25, C/N =30 y C/N = 35) y los sustratos
individuales (C/N = 50 y C/N = 20), donde se utilizé I1G a 35 °C, 100 RPM durante 32 h.
También se observo que larelacion C/N 35 registrd un aumento de pH del 5 % en las primeras
4 h de monitoreo, sin embargo, a las 8 h de reaccion inicio un descenso del pH hasta 5, mismo
que se mantuvo hasta las 32 h por encima de 4.5. Por otro lado, la C/N 30 y C/N 25
mantuvieron una tendencia similar, aunque a las 8 h el pH ya habia disminuido a menos de
pH =5y alas 32 h el pH registrd un valor por debajo de pH 4.
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Figura 15. Evolucion del pH respecto al tiempo durante la FO a partir de la codigestion SIL-SIC
con diferentes relaciones C/N a pH inicial 5.5, T=35%C y utilizando inéculo I1G.

En el caso de los sustratos puros (C/N = 20 y C/N = 50) su comportamiento fue similar a las
demas codigestiones SIL-SIC. Sin embargo, después de 32 h, los valores de pH se
encontraban para la C/N = 20 a pH = 4, mientras que la relacion C/N = 50 los procesos
bioquimicos fueron mas lentos registrando un pH cercano a 5. Del andlisis anterior es
evidente que el sustrato con relacion C/N = 50 presenta la mayor estabilidad seguido por las
mezclas de codigestion SIL-SIC (C/N = 35 > C/N =30 > C/N = 25) y finalmente el sustrato
C/N = 20. Aunque es ampliamente reportado que la acidificacion de los microrreactores esta
asociada con la adaptacion de los consorcios microbianos en la etapa acidogénesis de la FO
[5, 6]. Esto indica que las variaciones en el pH son el resultado de la produccion de AGV’s
en la FO. Por lo tanto, este tema sera abordado a detalle en la seccion 4.2.4.
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También es importante destacar las variaciones observadas para la C/N = 35 después de
donde se presentd el aumento del pH después de las 24 h. Es probable que la presencia de
bacterias consumidoras de productos acidos haya incrementado el pH. Algo similar proponen
Gadhamshetty et al., [7] quienes demostraron que el aumento del pH fue causado por
la presencia de microorganismos consumidores de productos acidos finales. Contrario a lo
observado por Gémez-Romero et al., [8], quien concluyd que las proteinas pueden
transformarse en amoniaco libre quien aporta alcalinidad al reactor lo que aumenta el pH.

4.2.2 Efecto de la relacion C/N en la remocion de carga organica

En la Figura 16 se la evolucion de los CH para las codigestiones y monodigestiones (SIL-
SIC) con diferentes relaciones C/N. Para la relacion C/N = 35 presenta la mayor remocion
en carbohidratos, es decir, un 97% en el intervalo de estudio. Sin embargo, para la relacion
C/N = 25, se mantuvo las tendencias anteriores, pero registrando un 28% menos de remocién
respecto al caso anterior. La fermentacion de los sustratos individuales fueron los que menor
porcentaje de remocion presentaron. Aunque, el sustrato con C/N = 50 presento el doble de
la remocion lograda por respecto a la relacion C/N = 20. Es evidente que las condiciones
fisicoquimicas obtenidas por la codigestion SIL-SIC favorecieron el crecimiento del
consorcio microbiano, facilitando el proceso de FO. En el caso de los reactores que solo
contenian los sustratos puros, la actividad microbiana fue inhibida. Estos resultados
coinciden con lo reportado por otros estudios donde establecen un intervalo de relacion C/N
(20<C/N<40) para favorecer la produccion de bioH [9-11].

A partir del analisis bibliografico Basak et al., [11] reportaron que la DQO presento
remociones de hasta 40% cuando mezcld residuos de vegetales y frutas con residuos de queso
Cottage. En contraste, Garcia-Depraect et al., [12] obtuvo un maximo de 27.5% de remocion
de DQO y que este porcentaje favorece la produccién de bioH, cuando se empled la misma
mezcla. Este resultado coincide con lo reportado por Tenca et al., [13] quienes estudiaron la
codigestion entre residuos de vegetales y frutas con estiércol de cerdo y encontraron que la
mayor produccién y tasa de produccion se encontraron a una remocion de la DQO entre el
20% y 30%. Esto demuestra que la remocion de la materia organica no solo dependera de la
codigestion entre sustratos sino también de la correcta relacion de nutrientes que cada uno
aporte y que se puede balancear con la relacion C/N [2, 14].
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Figura 16. Perfil de remocion de carbohidratos respecto al tiempo durante la FO a partir de la
codigestion SIL-SIC con diferentes relaciones C/N. pH inicial 5.5, T=352C y utilizando indculo 1G.
En la Tabla 7 se encuentran los porcentajes de remocion de la carga organica representados

por la DQO, carbohidratos, ST y SV. La DQO de las codigestiones SIL-SIC fue 24.32%

(C/N=35), 51.68% (C/N=30) y 36.16 (C/N=25) lo que implica que el sustrato SIL tiene un
mayor contenido de materia dificil de oxidar 9.34% (C/N =20) < 40.33 (C/N = 50). La

remocion de los ST mantuvo un comportamiento similar a la remocién de la DQO y

carbohidratos.
Tabla 7. Porcentaje promedio de la remocion de carga organica durante la FO a partir de la codigestion

SIL-SIC con diferentes relaciones C/N. pH inicial 5.5, T=35°C y utilizando in6culo 1G.
. Porcentaje de remocion
Sustrato C/N Inéculo CH DQO ST V]

SIL 20 Granular 35.91+8.28 9.34+0.69 28.63+0.13 31.05%0.12

SIC-SIL 25 Granular 69.21+4.04 36.16+1.00 39.00+1.22 44.19+0.00
SIC-SIL 30 Granular 96.33+1.67 51.68+2.11 41.28+0.00 53.61+0.23
SIC-SIL 35 Granular 96.79+0.70 24.32+460 50.44+3.21 68.53%£3.20
SIC 50 Granular 63.91+1.30 40.33+1.05 23.90+0.10 38.61+0.23

Es decir, la remocion mas alta de los ST se obtuvo a una C/N = 35y, en las primeras 8 horas

disminuyd alrededor del 20% de los ST. Para la relacion C/N = 25 la transformacién de los

ST cayo significativamente, alrededor del 22% afectando directamente la produccién de
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bioH,. De hecho, Ghimire et al., [15] quien evalud la influencia del contenido de sélidos en
la codigestion entre paja de trigo y residuos de comida, afirma que un alto contenido de
solidos, arriba del 15% puede detener la produccién de bioHz y promueve la produccién de
acido lactico, principal metabolito consumidor de bioH. [16,17]. Finalmente, los SV
muestran mayores porcentajes de remocion en las codigestiones.

4.2.3 Efecto de la relacion C/N en la produccion de bioH:

En la Figura 17 se presenta la acumulacion de bioH> para los experimentos a diferentes
relaciones C/N a 35 °C, 100 RPM y utilizando IG como inéculo. La maxima acumulacién de
bioH2 se alcanzd con la relacion C/N = 35 con un valor de 220 £ 14 mL H; y rendimiento
maximo de 60 + 2 mL Hz g DQOrem™, aunque el 50% de la produccion de bioH; se registrd
a las primeras 8 h de montarse el experimento. Posteriormente hubo un periodo de relajacion
posiblemente por la saturacion de bioH: en el reactor que se extendio hasta las 24 h cuando
se volvid a retirar el biogas. Este periodo de relajacion posiblemente se deba al aumento de
la Pu2 que puede inhibir algunas rutas metabdlicas y afectar la actividad de los
microorganismos productores de bioHz [17, 18]. A partir de las 28 h, se registré un aumento
en la produccion de bioH> cercano al 50%.

En la relacion C/N 30, las primeras 8 horas la acumulacion de bioH: era solo un 20% de la
acumulacion total, sin embargo, la acumulacién de bioH; continué aumentando de forma
lineal hasta alcanzar un maximo de 121 mL H, L! y rendimiento méaximo de 9 + 0.6 mL H:
g DQOrem™. EI comportamiento del experimento C/N = 25 fue casi idéntico a la relacion C/N
= 35, aunque las ultimas 8 horas la produccion de bioH> cayé y solo alcanzé un maximo de
175 mL H2 Lty 7 £ 0.5 mL Hz g DQOrem™ de rendimiento Con respecto a los sustratos
individuales (C/N = 20 y C/N = 50) aproximadamente el 50% de la acumulacion total se
registro en las primeras 8 h y al termino del experimento la acumulacion fue muy similar
para ambos sustratos, alrededor de 90 mL H, L y rendimiento maximo de 18 y 13 mL H, g
DQOrem™, respectivamente. La mitad de la produccion de bioHz en las primeras 8 horas de
monitoreo esta intimamente involucrado con la mayor variacién del pH, es decir, cuando el
pH se mantuvo por encima de pH 4.5 la produccién de bioH,. Es probable que este
comportamiento este asociado a la evolucion de la actividad microbiana en los micro-
reactores. Finalmente, la selectividad hacia bioH> con el IG mantuvo una dependencia con la
codigestion empleada, es decir, para el micro-reactor con relacion C/N = 35 se presento un
porcentaje de bioH. hasta 49 %, mientras que para la C/N = 25 el porcentaje maximo fue de
36 %. Es importante mencionar que ademas del monitoreo de la fermentacion de los sustratos
individuales con los inoculos IG e IC, también se evaluaron los sustratos sin inoculo, sin
embargo, no se logré observar la produccién de bioH: (resultados no mostrados).

Respecto al rendimiento de bioH, de la C/N = 35 fue de 43.62 mL Hz g SV, este valor
resulto un mejor rendimiento comparado con otros estudios, tal como Tena et al., [18]
quienes obtuvieron un rendimiento de 43.25 mL H, g SV a partir de la codigestion entre
lodos depurados y vinazas de la produccién de vino. Sin embargo, Garcia-Depraect et al.,
[12] reportaron un rendimiento de 115 mL Hz g VS™ a partir de la codigestion entre vinazas
y nejayote, lo cual es mayor que lo reportado en este estudio, posiblemente este resultado es
consecuencia de la alta biodegradabilidad de las vinazas. No obstante, estos hallazgos
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muestran que la codigestion mejora considerablemente la FO por el increment de la
produccién de bioHa.
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Figura 17. Acumulacion de bioH: respecto al tiempo durante la FO para la codigestion SIL-SIC con
diferentes relaciones C/N. pH inicial 5.5, T=35%C y utilizando inéculo 1G.

4.2.4 Efecto de relacién C/N en la acumulacion de los acidos organicos
En la Figura 18 se muestra la produccién de bioHz y la acumulacion de los principales AGV’s
durante la FO para las codigestiones SIL-SIC con relaciones C/N =35y C/N = 25, para ambos
casos los metabolitos dominantes son el &cido acético, acido propidnico y acido butirico
principalmente y en ningun caso se observo la presencia de acido valérico.

Para la codigestion SIL-SIC con relacion C/N = 35 los resultados cromatograficos indicaron
durante las 32 h que la produccion de acido acético fue de 227 mg L™, seguido del &cido
propidnico con 168 mg L y solo 104 mg L™ de &cido butirico (véase Figura 18a). Por otra
parte, hay que destacar, que para la codigestion SIL-SIC con relacion C/N = 25 (Figura 18b),
la ruta predominante fue la del acido propidnico (ruta conocida por el consumo de bioH:: Ec.
12) con 121 mg L1, seguido del 4cido acético con 30 mg L y el &cido butirico con 5 mg L
!, Sin embargo, de acuerdo a Jun Yin et al., [19, 20], cuando el coeficiente entre acido
acético/acido butirico (A/B) es mayor a la unidad, la produccion de bioH: es favorable. Esto
demuestra que para la C/N = 35 la ruta predominante fue la acética y que ademas se mantuvo
la relacion A/B por encima de la unidad, indicando una mejor produccion de bioHa.
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Figura 18. Acumulacién de &cidos grasos volatiles respecto al tiempo durante la FO para la
codigestion SIL-SIC con diferentes relaciones C/N e 1G. a) relacion C/N = 35y b) relacion C/N = 25.
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4.3 Efecto de indculo en la codigestion (C/N = 25 y C/N = 35) en

microrreactores batch

Como se describid en la etapa experimental, en este trabajo, ademas de la evaluacion de la
codigestion SIL-SIC con diferentes relaciones C/N empleando IC en la FO. Ademas, se
compara el desempefio de este inoculo respecto al inoculo granular. A continuacion, se
presentan los resultados de las codigestiones mas prometedoras en la FO (pH inicial 5.5,
T=35%C y 100 RPM).

4.3.1 Evolucién de los parametros fisicoquimicos de los microrreactores en FO con IC
Para los microrreactores batch en la FO de la codigestion SIL-SIC con relacion C/N=35 e
inoculados con IC, los resultados reflejaron un pequefio aumento del pH, de 5,5 a 6 dentro
de las primeras 4 h; después de 8 h, mantuvo un pH de 5,5 y posteriormente descendid
linealmente hasta alcanzar un valor de pH inferior a 4. Para la codigestion SIL-SIC con
relacién C/N = 25, el comportamiento es similar. Cabe destacar que en ningun experimento
con la C/N se observé un pH superior a 4 al final de las 32 h de experimentacion, como se
muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Efecto del in6culo de composta e indculo granular en la codigestion S1I-SIC con
diferentes relaciones C/N a través del tiempo. pH inicial 5.5, T=35C.

La remocion de la materia orgénica al utilizar el IC para la relacion C/N = 35 demostré un
comportamiento similar al de los experimentos con la IG; es decir, la remocién de los
carbohidratos con el IC fue del 91%, mientras que con la IG fue del 96%; la remocion de la
DQO con el IC alcanzé el 18%, y con la IG fue del 24%. Este hallazgo también fue muy
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similar a la remocién del SV con IC que alcanzé el 50%, y con la 1G, alcanzo el 68%. Estos
valores se pueden resumir con la afirmacion de que la I1G elimind un 30% mas de materia
organica que la IC. En el anexo 1 se presentan las graficas de los resultados aqui descritos.

La remocion de la materia orgénica al utilizar la IC para la relacion C/N = 35 evidencio un
comportamiento similar al de los experimentos con la IG; es decir, la remocion de los
carbohidratos con la IC fue del 91%, mientras que con la IG fue del 96%; la remocion de la
DQO con la IC alcanzé el 18%, y con la IG fue del 24%. Este hallazgo también fue muy
similar a la remocién del VS con IC que alcanzé el 50%, y con la IG, alcanzd el 68%. Estos
valores demuestran que el 1G elimin6 un 30% més de materia orgénica que el IC.

Los resultados demostraron que la produccion de bioH: es afectada por el tipo de indculo
utilizado (véase figura 19). EI C/N = 35 con el IC mostr6 una tendencia similar (~200 mL de
bioH.), pero produjo un 9% menos de bioH2 que el mismo experimento realizado con el IG.
Sin embargo, el reactor con la C/N = 25 acumul6 220 mL de bioHz en presencia de IC después
de 32 h, destacando el aumento de la produccion de biogas, con una IC superior al 20% con
respecto al mismo biorreactor en el que se cultivd el 1G, con la ventaja de que el 67% de la
produccion total de gas se registrd durante las primeras 8 h. EI mejor rendimiento con la IC
se asocia a la dispersion de los microorganismos en la codigestion.

Para la IC, las comunidades microbianas alcanzaron selectividades en intervalos de 43-21%
y 39-16% para los biorreactores C/N =35y C/N = 25, respectivamente. Estos resultados son
ligeramente superiores a los de 1G, y su fuerza podria atribuirse a las condiciones intrinsecas
del in6culo. Para el caso de los AGV’s con IC, la acumulacién de acido acético no supero6 los
54 mg L con una C/N = 35. Sin embargo, para la relacion C/N = 25, la acumulacion de
acido acético super6 180 mg L, aunque también hubo presencia de acido propidnico (311
mg L), demostrando que la ruta del acido propidnico fue la dominante y se vid reflejado en
el rendimiento de bioHo.

4.3.2 Evaluacion de la relacion C/N y su efecto sobre el rendimiento

En la Figura 20 se presenta los resultados del rendimiento en la produccion de bioH2 (mL H>
g DQOrem 1) para los reactores de la codigestion empleando los dos tipos de indculo. Aqui
se remarca que los reactores con la relacion C/N = 35 fueron los que alcanzaron un valor
mayor de 60, estos valores son al menos 6 veces superior a las otras dos mezclas de
codigestion (C/N = 30 y C/N = 25). Los resultados anteriores coinciden con los datos
obtenidos en el diagrama de Pareto donde la relacion C/N es una variable de mayor
significancia.

74



Capitulo 4 Resultados v Discusién

80

1
em)

(o))
o
1

Rendimiento (mL H, gDQO;,
N S
o o
| |

CIN 20 CIN 25 CIN 30 CIN 35 C/N 50

Figura 20. Comparativo del rendimiento de bioH. entre el IG e IC durante la codigestion SIL-SIC
en las diferentes relaciones C/N a microrreactores batch, pH inicial 5.5, T=35C.
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4.4 Modelo cinético de los microrreactores en lotecon IG e IC

4.4.1 Modelo Cinético de Gompertz

En la Figura 21 se presenta el comportamiento cinético de la serie de experimentos con el
mayor rendimiento de produccion de bioH> (codigestion SIL-SIC con relacion C/N=35¢e IG).
Los simbolos circulares muestran el comportamiento experimental y la linea punteada
muestra la tendencia de la ecuacion modificada de Gompertz simple. EI modelo cinético de
Gompertz fue utilizado para explicar los datos obtenidos experimentalmente y se reportan en
la tabla 8. Para el caso de la codigestion SIL-SIC con relacion C/N = 35 y utilizando IG, la
estimacion tedrica de la produccion fue de 253.08 mL H. mientras que el experimental
alcanzo una produccion de 215.28 mL bioH», ademas registrd una velocidad de produccion
de 16.77 mL bioH>. Estos valores fueron superiores a la codigestion SIL-SIC con relacién
C/N=25, que report6 una produccion de 179.93 mL bioH2 y una velocidad de produccion de
12.07 mL bioHa.
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Figura 21. Cinética de la ecuacion modificada de Gompertz para la codigestion SIL-SIC con
relaciones C/N=35 e IG en microrreactor batch. pH inicial 5.5, T=35%C.

También es importante resaltar que el experimento tuvo un periodo de aclimatacién
demasiado corto, puesto que la variable h nos indica el tiempo en el cual los microorganismos
se adaptaran a degradar determinado tipo de materia organica y en este experimento la fase
lag fuear=0.28 h.
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Los datos obtenidos para la serie C/N = 35 e IG, fueron validadas con un coeficiente de
correlacion R?=0.91. Para la relacién C/N = 35 e IC mostrado en la Tabla 8, se obtuvo un
mayor resultado al estimado, es decir, la produccion méxima teorica fue de 166.40 mL bioH:
mientras que la produccion experimental fue de 193.28 mL bioH,. También se calcul6 una A
menor a 1 hora y el coeficiente de correlacion fue de 0.93. Los valores calculados para la
relacion C/N = 25 con IG fue 15% menor que su homologo, la C/N = 35. Parala C/N =25e
IC el rendimiento con respecto a la C/N = 35 e IC fue mejor. Cabe mencionar que en todos
los experimentos el coeficiente de correlacion supero el valor de R?2= 0.9 y la fase lag se
presentd antes de 1 h. La fase lag en todos los casos de codigestion fueron mas cortos que lo
reportado por Basak et al., [11], quienes evaluaron la codigestion entre residuos de frutas y
vegetales con suero de queso a diferentes pretratamientos del indculo. Ademas, la relacion
CIN 35 e IG presentd un mayor porcentaje de bioH> que el experimento que utilizd
tratamiento térmico del in6culo.

Tabla 8. Pardmetros cinéticos del proceso de FO a partir de la ecuacién modificada de Gompertz con
la herramienta Solver®. Codigestion SIL-SIC, pH inicial 5.5, T=35°C.

Inéculo  C/N  Hwmax Exp. (ML) Hwmax (ML) Rmax (ML) A (h) R?* 9% bioH>

Granular 25 179.93 157.08 12.07 >1 091 37
Composta 25 224.88 203.90 2056 0.47 0.97 40
Granular 35 215.28 253.01 16.77 0.28 0.93 49
Composta 35 193.28 166.40 10.64 >1 0.93 40

4.4.1 Modelo doble de Gompertz

En esta seccion se analizaran las gréaficas de la evolucion de FO (t vs acumulacion de biogas)
en las codigestiones SIL-SIC con relacion C/N (35 y 25) empleando los IG e IC (véase figura
22). Para este modelo modificado de Gompertz doble (ecuacion 10), y que considera la
acumulacion de biogas en dos etapas que pueden explicarse en funcion de las caracteristicas
del sustrato tal como lo reporta De Gioannis et al., [16] sin embargo, es probable que la
disminucion de presion al interior del reactor produzca una reactivacion de las bacterias
productoras de bioH; [21].

A partir de la herramienta de Excel® Solver se logré obtener la informacidn presentada en la
Tabla 9. Los resultados demostraron que para ambos in6culos y codigestiones, mas del 50%
de la acumulacion de bioH> total se dio en la primera etapa, tal como se observa en la Figura
22. Para la codigestion SIL-SIC con relacion C/N = 35 e IG se obtuvo la méxima prediccion
de 243.70 mL de bioH2, lo que concordo con el modelo de Gompertz simple. De la misma
forma, se observé que la fase lag coincidié con el modelo de Gompertz simple (Tabla 8), es
decir, menor a 1h en cuanto a la primera fase del experimento. Sin embargo, la fase lag de la
segunda etapa durd de 22 a 23 h antes que se presentara nuevamente la acumulacion de bioHo.
En cuanto a la velocidad maxima, en todos los experimentos la Rvax fue mayor que en la
segunda etapa, y solo coincidio la Rvax de la codigestion SII-SIC con relacion CN 35 e IG
entre ambos modelos. Finalmente, se comprobd el modelo de modificado de Gompetz doble
explicé ampliamente los datos experimentales. De hecho, la R? mantuvo un valor superior al
0.99, en contraste con el modelo de Gompertz simple que presentd una R? de 0.91 a 0.97.
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Esto corrobora la utilidad del modelo modificado de Gompertz doble para la explicacion de
los datos obtenidos en el presente estudio.

Tabla 9. Parametros cinéticos en la codigestion SIL-SIC con relacion C/N=25 y C/N=25 empleando
los indculos IG o IC empleando la ecuacion modificada de Gompertz doble.

Ecuacion modificada de Gompertz doble

In6culo granular

In6culo Composta

C/N 25 C/N 35 C/N 25 C/N 35
1¢er 2da 1¢er 2da 1¢er 2da 18" 2da
etapa etapa etapa  etapa etapa  etapa etapa  etapa
Hwmax (ML) 109.17 73.15 106.86 136.84 162.32 65.06 111.35 84.36
Hrot (ML) 182.32 243.70 227.38 195.72
Rwmax (ML h1) 18.78 13.44 15.06 13.54 26.24 10.05 15.37 1444
A (h) 1.08 23.18 1.00 22.86 1.01 21.90 0.35 2217
R? 0.9999 0.9999 0.9998 0.9971
Modelo doble Gompertz
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Figura 22. Validacion del modelo doble de Gompertz de la codigestion SIL-SIC a diferentes
relaciones C/N y la fuente de in6culo. (Simbolos: datos experimentales; Lineas: datos obtenidos de
la curva regresion).
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4.5 Analisis microbiologico de los indculos durante la FO

Como parte de este trabajo se realizd el estudio en los cambios de las comunidades
microbianas durante la produccién de bioH> para la codigestion SIL-SIC con relaciones C/N
=35y C/N = 25, con los diferentes indculos (IC e IG) a los tiempos 0, 4, 8 y 24 horas, con
el fin de conocer la evolucion de las especies presentes en la produccion de bioHo.

4.5.1 Inoculo granular

La Figura 23 muestra las especies predominantes para la codigestion SIL-SIC con relacion
C/N = 35 a diferentes tiempos (0, 4, 8, 24 y 32 h) empleando IG. A las 0 h, donde predomina
la clase Bacillus (30%) seguida de Clostridia (20%), y otras especies no identificadas. A las
4 h'y 8h, la poblacion de Bacillus aumenté al 42% y al 98% respectivamente. En las primeras
horas (4 h), la poblacién de Bacillus estaba constituida por un 13% de Lactobacillus lactis
(L. lactis), un 15% de Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides), un 5% de L. lactis, un
28% de Enterobacteriaceae, y un 22% de la familia Acetobacteraceae, mientras que después
de 8 h, el 16,6% eran Lactobacillus, el 24% L. mesenteroides, y el 46% L. lactis. Después de
24 h, las especies predominantes fueron Lactobacillus casei 13%, Lactobacillus curvatus (L.
curvatus) 9%, Lactobacillus dextrinicus 6%, L. lactis 22,5%, y otros Bacillus, 31%.

100

[XX] Not identified

Others

Prevotella spp
Megasphaera elsdenii
IR Xanthomonas spp
Alcaligenes spp

=3 Acetobacter lovaniensis
[E__1Paracoccus solventivorans
Tisierella spp

B Firmicutes ; Clostridia
E=Firmicutes ; Bacill

B&Y streptococcus lutetiensis

[ EE]Lactococcus spp

D& Lactococcus lactis

[_] Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc lactis

@8] Lactobacillus sakei

E=J Lactobacillus parabuchneri
[JLactobacillus delbrueckii
Lactobacillus curvatus
[ Lactobacillus casei

XA Enterococcus durans
[ Bacillus spp

Il Bergeyella zoohelcum

80

60

40

Abundancia (%)

20 +

t-0 t-4 t-8 - t-32

Tiempo (h)

Figura 23. Estructura de la comunidad de microbacterias de las codigestiones del sustrato SIL-SIC
con la relacion C/N = 35 en presencia de indculo granular en diferentes tiempos (t) (t=0, 4, 8, 24y
32 h). pH=5.5, Temperatura (T) = 35°C.

Es evidente que la sinergia de las comunidades de microbacterias productoras de bioH2, como
Clostridia, estuvo presente durante las primeras 8 h, cuando hay una mayor disponibilidad
de CH solubles derivados del sustrato de SIL. Posteriormente, la atenuacion de la produccion
de bioH> se vinculé al crecimiento de poblaciones microbianas de tipo Bacillus a un pH
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inferior a 5. Segun Xianbo Su, el género Bacillus puede producir un biosurfacante péptido
graso, que aumenta la estabilidad térmica de la misma celulosa que promueve la degradacion
de la lignocelulosa [22]. El producto hidrolizado resultante es el sustrato de los diferentes
grupos microbianos presentes.

Posteriormente, a las 32 h se analiz6 la poblacién microbiana en la relacion C/N = 35 con IG.
En la figura 23 se puede observar la especie Megasphaera elsdenii, del género Megasphaera,
conocida por su capacidad de produccion de bioH. [21]. Fue posible detectar la especie
Prevotella spp, que se ha reportado por su capacidad de consumir los subproductos de la
fermentacion de lactato y acetato [22], pero este fendmeno mejor dilucidado con el aumento
del pH (Figura 16) debido al probable consumo de acido por parte de esta especie. Teniendo
en cuenta estos hallazgos, cabe mencionar que, para el orden no clasificado de la familia de
los Bacilos, existe una disminucion en la produccion de bioH> (Figura 18).

Para el reactor con la relacion C/N = 25 (Figura 24), la evolucion microbiana mantuvo la
misma tendencia, considerando que las especies predominantes fueron Leuconostoc
mesenteroides con 45, 27 y 32%, y L. lactis con 12, 45 y 48% durante 4, 8 y 24 h,
respectivamente. Se informé de que esta ultima especie era nativa de los sustratos sélidos
capaces de hidrolizar la biomasa; sin embargo, cuando se la someti6 a tratamiento térmico,
fue capaz de producir bioH; [23].
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Figura 24. Porcentaje de Abundancia de comunidades de microbacterias en la relacién C/N = 25 en
presencia de IG en diferentes tiempos (t) (t=0, 4, 8, 24 y 32 h). pH=5.5, Temperatura (T) = 35°C.
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Andlisis filogenético de la codigestion SIL-SIC con relacion C/N 35¢e IG

El analisis filogenético de la codigestion SIL-SIC con relacion C/N 35 empleando el 1G,
demuestra la agrupacion de las especies en 4 grupos. El primer grupo corresponde a la especie
Lactococcus lactis que, junto a especies del reino Bacilli son los grupos con mayor distancia
de los grupos 3 y 4. Sin embargo, esta claro que los grupos mas alejados son también los que
mayor presencia y abundancia muestran, tal como se observa en la Figura 24. El tercer grupo
concentra especies con menor abundancia que el grupo anterior, pero es destacable la
similitud con el ultimo grupo, el cual concentra la mayoria de las especies y ademas estan
presentes antes de las 24 h de monitoreo. En general el grupo 4 demuestra la presencia de las
principales especies productoras de bioH. después de 24 h, tales como Prevotella sp y
Megasphaera elsdenii, esto coincide con el aumento en la produccién de bioH, mostrado en
la Figura 19.

Arbol filigenético de C/N 35 con IG

Lactococcus lactis 1
Bacilli 4
Leuconostoc mesenteroides
Xanthomonas spp
Acetobacter lovaniensis —
Lactobacillus casei
OTU 317
Citrobacter spp
Teniricutes
Proteobacteria
OTU 275
Prevotella spp
Lactococcus spp
Hafnia alvei
Lactococcus spp
Raoultella ornithinolytica
Lactococcus lactis
Streptococcus lutientis
Enterococcus durans
OTU 381

Lactobacillus delbruecki
Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus casei
Megasphaera elsdeni
OTU 388

Bacillus spp

Clostridia

Lactobacilus curvatus

TH

Figura 25. Andlisis filogenético de la codigestion SIL-SIC con la relacion C/N 35 e IG.

4.5.2 In6culo de composta

En cuanto al IC, se observo inicialmente que el 14% de las especies de vanguardia
pertenecian a los Tenericutes, el 9% a las Proteobacterias, y el resto no se pudo clasificar
(véase la Figura 26). Sin embargo, una vez cultivado, para este inoculo en el reactor con la
relacion C/N = 35, las siguientes especies predominaron a las 4 h: L. lactis, L. delbrueckii,
Lactococcus spp. y Citrobacter spp., entre otras bacterias, con los siguientes porcentajes: 24,
4,10, 13y 16%. Despues de 8 h, L. lactis habia alcanzado el 42%, y Citrobacter spp. y otras
bacterias alcanzaron el 17% cada una. Después de 24 h de funcionamiento del reactor, el
58% correspondia a la especie L. casei, el 25% a L. delbrueckii, y el 10% a L. parabuchneri.
Es evidente que las poblaciones microbianas del abono no proliferaron una vez iniciada la
FO, porque en épocas posteriores, las poblaciones identificadas se asocian con el suero de
mantequilla [24].

81



Capitulo 4 Resultados v Discusiéon

100 4

KX XX No identificada
:Hjjj: Otros

va EXX) Bacteria ; Tenericutes
e N Acholeplasma spp

y [C__]Bacteria ; Proteobacteria
TT] Xanthomonas spp
XX Raoulltella ornithinolytica

80

[ Rahnella spp

Kluyvera cryocrescens

[T Hafnia alvei

Citrobacter spp

B2 Acetobacter lovaniensis

EEEH Firmicutes ; Clostridia
[E=J Firmicutes ; Bacilli

40

KRR X BX streptococcus lutetiensis
02004 WEE] Lactococcus spp
XXX B Lactococcus lactis

] % XK [] Leuconostoc mesenteroides
9 % XXX Leuconostoc lactis
9 4 S %% E= Lactobacillus parabuchneri
x %Y 0004 ] Lactobacillus delbrueckii
020201 0% % I Lactobacillus casei
% % 0008 [ Bacillus spp

) XXX 02099 Bacteroidetes

— Il Bergeyella zoohelcum
0 - i . : . .

20 1
t-0 t-4 t-8 t-24 t-32
Tiempo (h)

60

Abundancia (%)

Figura 26. Estructura de la comunidad microbiana en la codigestion SIL-SIC con C/N = 35 utilizando
in6culo de composta a diferentes tiempos (t = 0, 4, 8, 24 y 32 h). pH=5.5, Temperatura (T) = 35°C.

Para la relacién C/N = 35, se evalu6 también el tiempo 32 h y el uso del in6culo de CI. Los
resultados anotados en la Figura 27, mostraron la reactivacion de las especies de Citrobacter
spp y las especies de la familia Enterobacteriaceae como Hafnia alvei, Kluyvera
cryocrescens, Rahnella spp y Raoultella ornithinolytica, que no estaban presentes cuando se
registrd la disminucién de la produccién de bioH: a las 24 h.

Sin embargo, la presencia de Citrobacter spp corroboré la presencia de bioH2 segun se
informa en la literatura [25]. Este comportamiento se puede detectar mejor a las 24 h cuando
en ambas codigestiones (C/N = 25y C/N = 35), no hay indicios de esta especie, pero hubo
una disminucion en la produccién de bioH> (ver Figura 19).

No obstante, el reactor de referencia no produjo biogas, lo que nos lleva a suponer que la
produccion de bioH2 se debe a la sinergia de la mezcla de la codigestion con el indculo. En
la relacion C/N = 25 (véase la Figura 27), las especies predominantes fueron Leuconostoc
mesenteroides, L. lactis y otras bacterias en porcentajes superiores al 20%. Después de 24 h,
las especies que demostraron mayor presencia fueron L. casei, L. delbrueckii y Lactococcus
lactis con 42, 15 y 31%, respectivamente.

Inicialmente, el 14 % pertenecia al filo de Tenericutes, 9 % a las Proteobacteria y otro 51 %
no pudieron ser clasificadas utilizando el IC. Para la relacion C/N = 35, las primeras 4 h
dominaron las especies L. lactis, L. delbruecki Lactococcus sp, Citrobacter sp y otras
bacterias con 24, 4, 10, 13 y 16%, respectivamente. Después de 8 h los Lactococcus lactis
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habian aumentado a 42%, Citrobacter sp y otras bacterias con 17 % cada uno. Cuando se
cumplieron las 24 h, el 58% correspondia a las especies L. casei, 25 % para la especie L.
delbruecki y 10% de L. parabuchneri.

En la relacion C/N = 25 las especies predominantes fueron las Leuconostoc mesenteroides,
L. lactis y otras bacterias con una presencia mayor que el 20%. Después de 24 h las especies
que mayor presencia demostraron fue L. casei, L. delbruecki y Lactococcus lactis con 42, 15
y 31%, respectivamente.
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Figura 27. Estructura de la comunidad de microbacterias en la relacion C/N = 25 en presencia de
indculo granular en diferentes tiempos (t) (t =0, 4, 8, 24 y 32 h). pH=5.5, Temperatura (T) = 35°C.

Es importante destacar que para ambos indculos se encontr6 la presencia de Lactobacillus
casei y Lactococcus lactis. Estas especies se pueden atribuir a la presencia de
microorganismos propios de los cosustratos, principalmente SIL. Ademas, alrededor del 15%
de las bacterias no identificadas, atribuidas a la naturaleza del IC, se mantuvieron las primeras
10 h. La presencia de la especie Leuconostoc mesenteroides se encontr6 en todos los sistemas
analizados a excepcion de la relacion C/N = 35 e IC. Cuando la especie Lactococcus lactis
aumento, la produccion de bioH, también, por el contrario, cuando la especie Leuconostoc
mesenteroides aumento la produccion de bioH: cayo.
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Andlisis filogenético de la C/N 35 e indculo de composta

De la misma forma que se realizo el analisis filogenético con el I1G se realizd, fue estudiado
el IC. Las especies también se agruparon en 4 comunidades. El primer grupo, tal como con
el IG, se trata de la especie Lactococcus lactis que ha demostrado su presencia en todos los
experimentos realizado, con mas presencia en unos que otros. El segundo grupo tiene una
mayor similitud con el grupo 4 de la Figura 28, pero con la adicion de especies como
Leuconostoc mesenteroides y Acetobacter lovaniensis del grupo 2 de la misma figura. Por
ultimo, es necesario resaltar la participacion de la especie Citrobacer sp y Lactobacillus
casei, del grupo 3 y 4 respectivamente, quienes tienen una fuerte presencia a lo largo de los
experimentos. Ademas, las observaciones demostraron que su presencia asegurd una
creciente produccién de bioHo.

Arbol filigenético de C/N 35 con IC
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Lactobacillus delbruecki
Lactobacillus parabuchneri :|_
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Lactobacillus casei

Figura 28. Andlisis filogenético de la codigestion SIL-SIC con la relacion C/N 35 e IC.
Agrupacion de muestras a partir de las OTUs

Asi como se demostrd la agrupacién de las especies en las diferentes relaciones C/N y su
participacion en la produccion de bioH> en este apartado, Figura 29 se presentan las
similitudes entre los diferentes experimentos. En primer lugar, es importante notar la
diferencia entre los inoculos iniciales (grupo 5 y 6), se comportan como grupos distantes a
las demaés observaciones. Ademas, el grupo 2 y 3 muestran una distancia similar, colocando
la muestra con C/N = 35 a 4 y 24 h como experimentos aislados. El grupo 2, por su parte,
agrupa experimentos con similar indculo (IC) con relacion C/N = 35y C/N = 25 en periodos
mayores a 24, no obstante, a las 24 h ambas relaciones son semejantes. Por Gltimo, el grupo
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4 muestra los experimentos mas representativos e incluyen las especies con mayor
predominancia.

Observaciones

CN-35-1C-32h +
CN-35-1C-24h
CN-25-1C-24h —
CN-35-1G-24h

CN-35-1G-4h
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CN-35-1G-8h ]

CN-25-IC-8h
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0.0

Figura 29. Andlisis clUster para la agrupacion de muestras.
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4.6 Operacion del Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente

A partir de los resultados obtenidos en los microrreactores batch y considerando las
condiciones mas adecuadas de la codigestiéon SIL-SIC, fuero una relacion C/N=35, T=35°C,
indculo granular con la variante que ahora el pH se mantendré constante. En la primera parte
se muestran los resultados del reactor UASB con un TRH = 3 h, mientras que en la segunda
seccidn se presenta un comparativo de la evolucion de la FO a los diferentes TRH (3,9 y 12
h). Finalmente se presenta un analisis termodindmico a partir del producto y subproductos de
reaccion.

4.6.1 Reactor UASB con TRH =3h

En la Figura 30 se presentan los resultados de la FO de la codigestion SIL-SIC a un TRH =
3+£0.2h,pH=55%1, C/N =35y temperatura 35 °C e IG. La codigestion SIL-SIC bajo las
condiciones antes mencionadas fue exitosa por 20 ciclos a pH constante. Sin embargo, se
observd la acidificacion lenta del reactor del ciclo 3 hasta el ciclo 11 posteriormente se
presentd un aumento del pH hasta 6 (hasta ciclo 14) por la adicion de una solucion NaOH
durante la operacion. La falta de un control automatizado del pH al interior del reactor
conlleva a una disminucion de este parametro (pH~4.8) en el reactor hasta el ciclo 20.
Sabiendo que las condiciones de operacion FO son sensible al pH, la evolucién de la
produccion de biogas se mantuvo en promedio de 30 mL por ciclo alcanzando 500 mL en 20
ciclos como se muestra en el eje y (izquierdo) de la figura 30. No obstante, se observé un
ligero cambio de pendiente del ciclo 9 al ciclo 15 asociado a la sinergia que representa el
ajuste del pH y que reactiva los microorganismos productores de bioHo.
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Figura 30. Registro de pH y acumulacion de biogas de La codigestion SIL-SIC (C/N=35)
empleando IG en un reactor UASB con TRH =3 £ 0.2 h, pH constante de 5.0 + 1, temperatura de

35 °C.
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Haciendo una analogia del seguimiento temporal del analisis microbioldgico de la
codigestion SIL-SIC en el microrreactor batch (C/N = 35, T = 35° y sin control del pH) a 4
h, respecto a la operacion del reactor UASB (TRH=3), En el primer caso las especies
dominantes fueron Lactococcus lactis (5%), Leucobostoc mensenteroides (15%),
Xanthomonas sp (20%) y Lactobacillus casei (13%), pero el género Xanthomonas sp., es
quien esta asociado como la probable responsable de la produccién de bioH2 en més del 50%
de la experimentacion [26] y que consideramos que predomina en la mayoria de los ciclos
del reactor UASB. Por otra parte, el crecimiento de las BAL también explica la fuente
influencia de este género en la acidificacion del medio como consecuencia de la produccion
de &cido l4ctico. Finalmente, despueés del ciclo 18 se observé nuevamente el descenso del
pH, probablemente por el crecimiento de las BAL vy otras bacterias de la clase Bacilli como
lo reportado en estudios previos y que son conocidos por producir metabolitos como el acido
lactico y a su vez la acidificacion del medio [8,11].

En la Figura 31 se presentan los resultados de la composicion del biogas (BioH2, CO2 y CH4
en menor porcentaje) para los ciclos de la codigestion SIL-SIC para el TRH=3. En los
primeros 4 ciclos el porcentaje de bioH> fue equimolar (50%) con el CO> como subproducto,
posteriormente disminuyo hasta 20% como consecuencia de la acidificacion del reactor
(entre el ciclo5a9).
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Figura 31. Cuantificacidn de gases permanentes en la codigestion SIL-SIC ((C/N=35)
empleando IG en un reactor UASB con TRH =3 £ 0.2 h, pH constante de 5.0+ 1, T=35
°C.
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Como se mencion0 previamente, la sinergia del pH>5.0 entre el ciclo 10 y 15 provoc6 un
aumento importante en el contenido de bioH2 (60%), indicando el dominio de la etapa
acidogénica y acompafiada de una disminucion del CO2. Finalmente, la produccién de bioH:
vuelve a disminuir a 30% a partir del 15° ciclo como resultado de la evolucion de la FO
hacia las rutas metabolicas metanogénicas conllevando a la produccién de CHs4, como
evidencia de la presencia de bacterias metanogénicas [27].

Los resultados la remocién de CH en la codigestion SIL-SIC durante la FO en el reactor
UASB se presentan en la figura 32a. Durante los primeros 3 ciclos el porcentaje de remocion
fue de 40%. Luego en los ciclos 11 y 12 se observo una disminucion del porcentaje de
remocion hasta 20%, Sin embargo, el ajuste de pH en el proceso de FO, ocasiond un aumento
del porcentaje de remocidn entre los ciclos 13 al 16, resultado de la actividad microbiana en
el reactor mencionada en el parrafo del pH y que demas coinciden con la maxima produccion
de bioH>. En la misma figura, también se presenta el porcentaje de remocion de la DQO,
destacando una correlacion directa con los CH hasta el ciclo 15 cuando ambos parametros se
comportaron completamente opuestos (Figura 32a), probablemente por la presencia de
bacterias metanogénicas quienes se caracterizan por el uso de AGV'’s para la generacion de
CHa.

Como parte de los analisis fisicoquimicos realizados al efluente, en la figura 32 b se presentan
los resultados de SST del afluente del reactor UASB con el sustrato SIL-SIC con el objetico
de estimar el lavado de biomasa del reactor. Durante los primeros ciclos de operacién (hasta
ciclo 10), se observd 40% de retencion de los SST, pero en el siguiente ciclo se observé una
ligera disminucion en la retencién, y después de 15 ciclos de operacion se observé nula
retencion de la biomasa que se asocia con la ausencia de bacterias productora de bioH2 como
resultados de la acidificacién del medio y el comienzo la proliferacion de bacterias
metanogénicas y las BAL [27], las primeras asociadas con la produccion de CH4. Finalmente,
para los SSV se corroboré la misma tendencia que los SST.

El andlisis de los AGV's se realiz6 por cromatografia de gases con el detector de ionizacion
de flama para la operacion del reactor UASB en la codigestion SIL-SIC. De acuerdo, con el
analisis bibliogréafico los metabolitos mas abundantes son: el etanol, el &cido acético, el cido
formico, el &cido propionico, el acido butirico, el acido isobutirico, acido valérico, el
isovalérico, el acido caproico y el caprilico [6]. En este trabajo se identificaron 4 &cidos
organicos destacando el &cido acético y acido butirico quienes estan directamente asociados
con la actividad de las bacterias productoras de bioHo.

En la figura 33 se presenta la evolucion de los metabolitos a partir del ciclo 10, destacando
el incremento de la concentracion del acido acético y acido butirico hasta el ciclo 14 donde
tuvieron condiciones adecuadas para la produccion de BioH; (reacciones fosfoclasticas). Es
evidente, que la ruta predominante fue produccion del acido acético con valores cercanos a
los 300 mg L%, y que concuerda con el porcentaje maximo de bioH y la maxima remocion
de CH. Los metabolitos, acido propionico (100 mg L) y acido valérico (200 mg L) también
se estuvieron presentes en el proceso FO y siguieron una tendencia creciente en este intervalo
de estudio, pero en menor concentracion.
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Figura 32. Degradacion de la materia organica de la codigestion SIL-SIC (C/N=35) empleando I1G
en un reactor UASB con TRH =3 £ 0.2 h, (a) Remocion de CHy DQO y (b) Retencién de SST y
SSV. pH constante de 5.0 + 1, T= 35 °C.
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Figura 33. Acumulacion de &cidos grasos volatiles durante la codigestion SIL-SIC (C/N=35)
empleando IG en un reactor UASB con TRH =3 £ 0.2 h. pH constante de 5.0 + 1, temperatura de

35°C.
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Habra que remarcar que el bioH. desprendido del proceso oxidativo es utilizado por las
bacterias de distintas maneras, los clostridios transfieren los electrones liberados a protones
que se separan como hidrégeno molecular, otras bacterias transfieren los protones al CO-
produciendo acido formico y otras més los utilizan para hidrogenar acidos grasos [6, 21].
Ademaés, hay bacterias, como las propionibacterias que al oxidar el &cido pirdvico hasta
acético no liberan hidrégeno, sino que este es utilizado para formar acido propionico. A partir
del ciclo 18 se registrd una caida general en la acumulacion de AGV’s asociada con la baja
del pH, la remocién de CH, y produccion de bioH.. Esto se puede explicar porque el
porcentaje de metano comenzd a producirse a partir del ciclo 15 y se asocia con la
proliferacion de bacterias metanogeénicas que utilizan bioH: para producir CHs [27].
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4.7 Efecto del tiempo de retencion hidraulica en la produccion de
biohidrégeno

A continuacion, es presentado el efecto del TRH en la produccidn continua de bioH> durante
la codigestion SIL-SIC en el reactor UASB. Para el caso de TRH= 9 h se observo un
comportamiento mas estable del pH (pH 5.5 £ 0.7) durante todo el experimento. Este
comportamiento fue muy similar para el reactor con TRH = 12 h, quien mantuvo un pH
promedio de 5.7 £ 0.8, pero con una menor capacidad amortiguadora ya que se logro observar
un ligero incremento de pH en los ciclos 3 y 6, sin embargo, para los ciclos posteriores (hasta
ciclo 20) la acidificacidn del reactor muestra un mejor control (véase Figura 34). Al comparar
estos resultados con el TRH = 3 h (ya descrito en la seccion anterior), en este Gltimo
experimento presentd un mayor intervalo de variacion del pH (£2) a lo largo de los 20 ciclos.
A partir del resultado anterior se podria suponer que a mayor TRH los procesos oxidativos
promovidos por las bacterias permiten transfieren los electrones liberados a protones mismos
que se recombinan formando hidrogeno molecular y los subproductos que acidifican
lentamente el biorreactor.
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Figura 34. Comparacion de la evolucion del pH de la codigestion SIL-SIC empleando IG en un
reactor UASB empleando IG a los TRH’s de 3,9 y 12 h. T=35°C y pH constante de 5.5.

En la Figura 35 se muestra la produccion promedio de biogas acumulada en funcion del ciclo
de operacion por cada TRH. En el caso del TRH =9 h, fue posible una produccion promedio
de 330 + 30 mL de biogas por ciclo con una VCO de 25 g DQO Lt d?, el TRH =12 h
presentd una produccion de 70 + 20 mL de biogas por ciclo y una VCO de 20 g DQO L d!
y parael TRH =3 (100 gDQO L™ d}) Ia produccion fue de 30 + 9 mL de biogés. A partir de
lo anterior, es evidente que la produccion de biogas en el TRH =9y 12 h fueron 11y 2.5
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mayor que el volumen producido por el TRH = 3 h, respectivamente. EI aumento en la
produccidn biogés se atribuye a un mejor control del pH en sinergia con la baja VCO [28].
Por ejemplo, Santos et al., reportd que los valores de VCO mayores a 60 g DQO L* d
provocan una disminucion en la eficiencia en la remocion de la materia organica y una baja
produccion de biogas. Por otro lado, los valores menores a 10 g DQO L d? también
significan una baja produccién de biogas [29]. Esto es consistente con los resultados
obtenidos en el presente trabajo.
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Figura 35. Efecto del TRH en la produccion de biogas durante codigestion SIL-SIC empleando IG
en un reactor UASB empleando IG con TRH de 3,9y 12 h. T=35°C y pH constante de 5.5.

En la Figura 36 se presentan los analisis de la composicion de biogas para los diferentes
TRH’s durante la codigestion SIL-SIC en estudio. Para TRH = 9 h, la produccion de bioH:
incrementd lentamente durante la operacion continua del reactor UASB, y presentando tres
mesetas la primera del ciclo 1 al 3 (~10%), la segunda del ciclo 4 al 7 (20%) y la tercera del
ciclo 11 al 18 donde alcanzé el mayor porcentaje de bioH> (60%) a pesar de que el reactor
mostro una ligera diminucion del pH. Posteriormente inicio su descenso hasta el ciclo 20.
Para el caso del TRH = 12 h se observo una produccion estable de bioH: entre los primeros
9 ciclos (entre 30 a 40%). Sin embargo, entre los ciclos 10 al 13 se observo una disminucion
y posterior recuperacion para disminuir el porcentaje de produccién del bioH2 por debajo de
20%. Para los TRH’s 9 y 12 h, el porcentaje de bioH> en continuo en los diferentes ciclos fue
mas estable respecto al experimento con TRH = 3 h a pesar de la constante acidificacion del
reactor, pero en todos los casos la mayor produccion de biogas se obtuvo despues de 10
ciclos. Esto coincide con lo reportado por Azbar et al., [30] quienes utilizaron suero de queso
y obtuvieron en promedio hasta 45% de bioH; y ademas, demostrd que la produccién de
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bioH2 disminuyo conforme el TRH se redujo. En este mismo sentido, Ramos et al., [31]
evaluaron la codigestion entre suero de queso y glucosa en un reactor FBR, encontrando que
a TRH cortos el porcentaje de bioH> disminuia a causa de altos valores de la VCO (200 g
DQO Lt d?). Ademas del efecto sobre el porcentaje de bioH del TRH, el rendimiento tuvo
una tendencia similar.
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Figura 36. Efecto de la composicidon del biogas durante codigestion SIL-SIC empleando IG en un
reactor UASB a diferentes TRH’s (3, 9 y 12 h). T=35°C y pH constante de 5.5.

Haciendo una analogia de los resultados del analisis microbioldgico para la codigestion SIL-
SIC entre los microrreactores batch a tiempo de 8 h y los experimentos en el reactor UASB
TRH=9 (reactor UASB) posiblemente las especies predominantes como Lactobacillus casei
(4%), Lactobacillus delbrueckii (7%), Leucobostoc mensenteroides (20%), Lactococcus
lactis (44%) y Bacilli (7%), sean las que proliferan durante la operacién del reactor en los
diferentes ciclos, atribuyendo la probable sinergia entre los sustratos y la especie Lactococcus
Lactis como la productoras de bioH.. Este mismo caso aplica para el TRH=12 donde el
analisis microbiologico en sistema batch a 24 h, revela que especies como Lactobacillus casei
(13%) y el género Bacilli (31%), asi como la disminucion de especies como Lactococcus
lactis (22%).

Los célculos del rendimiento en el codigestion SIL-SIC se calculd partir de la produccion de
bioH>, la DQO y el TRH. Para los 3 experimentos el rendimiento maximo fue de 1.01, 22.15
y 0.57 mmol Hz g DQO™ (Figura 37) y un promedio de 0.42, 6.22 y 0.24 mmol Hz g DQO
! para sus correspondientes TRH = 12, 9 y 3 h. Santos et al., [29,32] demostraron que el
rendimiento en la produccion de bioH2se ve disminuidos conforme se evalian TRH
cortos. Para la tasa de produccion volumétrica de bioH. (VHPR), tanto el TRH = 3 h como
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el TRH = 12 h mantuvieron una VHPR menor al 0.05 L L d?, mientras que la maxima
VHPR la presentd el TRH = 9 con valores mayores a 0.35 L L™ d* como se muestra en la
Figura 37.

Para la tasa de produccion volumétrica de bioHz (VHPR), tanto el TRH = 3 h como el TRH
= 12 h mantuvieron una VHPR menor al 0.05 L L d%, mientras que la maxima VHPR la
presentd el TRH = 9 con valores mayores a 0.35 L L™ d*! como se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Efecto de la tasa de produccion y rendimiento de bioH2 durante la codigestion SIL-SIC
empleando IG en un reactor UASB a diferentes TRH’s (3, 9 y 12 h). T=35°C y pH constante de 5.5.

El efecto del TRH fue observado también para la remocion de la materia organica. En la
Figura 38a se presenta las remociones de la DQO y CH para el TRH = 9 h, con valores
maximos del 70 y 40 %, respectivamente. Para el TRH = 12 h, las remociones fueron en
promedio del 90% y para la DQO del 40% (véase Figura 38c). Habra que destacar que
conforme el TRH aumento, también la remocion de la materia organica lo hizo y a su vez fue
mas estable. Sin embargo, la remocion de la DQO fue la que mayor variacion presentd. No
obstante, se mantuvo la correlacion entre los CH y la DQO siendo que, a mayor remocion de
la DQO mayor remocion de los CH y a medida que el TRH aumenta, también aumenta la
remocion de la materia orgéanica. Este coincide con lo publicado por Santos et al., [29] quien
reporté que en medida que el TRH aumenta existe una correlacion entre la conversion de los
CH y la DQO, donde los primeros presentan un mayor porcentaje de remocion respecto a la
DQO. Por lo tanto, fue el TRH =9 h quien mantuvo la misma tendencia de remocion entre
la DQO y los CH causado por la baja remocién de la DQO vy alta conversion de los CH [31].
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Los SST y SSV fueron monitoreados para representar el lavado de biomasa del reactor [33,
34]. EI TRH = 9 h demostré una mayor estabilidad en la retencion de sélidos, como se
observa en la Figura 38b. Después del ciclo 14, presentd un descenso en la retencion y fue
hasta después del ciclo 18 que se observa una recuperacion que también causoé el aumento de
la remocion de los CH y la DQO (Figura 38a). Para el TRH =12 h, los SS tuvieron una mayor
variacion, la retencion de SS tuvo dos descensos, el primero antes del ciclo 14 y el segundo
después del ciclo 18. No obstante, ambos TRH (9 y 12 h) demostraron una mayor retencion
de SS que el TRH = 3 h. Esta diferencia permitio que el TRH = 9 y 12 tuvieran remociones
de los CH y la DQO por encima del 40% y 20%, mientras que el TRH = 3 h tuvo en promedio
30y 15 %, respectivamente.
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Figura 38. Degradacion de la materia organica durante la codigestion SIL-SIC (C/N=35) empleando
IG en un reactor UASB a diferentes TRH’s (3, 9 y 12 h). (a) Remocion de CH y DQO y (b)
Retencion de SST y SSV vy, reactor con TRH =12 + 0.4 h (c) Remocion de CH y DQO.
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En la Tabla 10 se muestra la evolucion de los AGV’s para el TRH = 3, 9 y 12 h para los
ciclos 10 al 20. Para el caso del TRH =12 h, la acumulacién de &cido acético alcanzo una
acumulacion entre 90 y 140 mg L* de &cido acético entro los ciclos 10 al 18, en paralelo, el
acido valérico resultd con concentraciones de 300 a 500 mg L™ en el mismo intervalo de
estudio. Esto demuestra que la ruta predominante parael TRH =12 h fue la del &cido valérico.
En el caso del TRH =9 h entre el ciclo 10 y 14 la acumulacién de acido acético fue > 590
mg L, seguido por el &cido propionico (<550 mg L™?), el acido valérico (540 mg L) y
finalmente el &cido butirico (450 mg L ™). Con lo anterior se demuestra, que entre los ciclos
10 al 18, existe un predominio de microorganismos que favorecen la ruta acetogénica y en
consecuencia la selectividad hacia bioH a pesar de la acidificacion del reactor ya descrita
mas arriba.

En el caso del TRH = 3 h, mantuvo tendencias similares al TRH = 9 h, aunque con
concentraciones menores probablemente por la menor presencia de especies como
Lactobacillus lactis.

Por otro lado, el aumento del rendimiento de bioH> estuvo asociado la mayor acumulacion
de AGV’s posiblemente por la mayor actividad microbiana. Es decir, para el TRH =9 h se
observo la maxima acumulacion de metabolitos y se reflejo en el maximo rendimiento
comparado con el TRH =12 y 3 h. Ademas, el TRH =9 h mantuvo una relacion A/B mayor
a 1, contrario a lo observado con el TRH =3y 12 h, esto se reflejé con el mejor rendimiento
y tasa de produccién de bioH2 [20].

Finalmente, los AGV’s mantuvieron una correlacion directa con los sélidos suspendidos para
el TRH =9 h, probablemente por el lavado de la biomasa. Es decir, mientras la retencién de
solidos por encima del 20% la concentracion de metabolitos se mantuvo arriba de los 200 mg
L. Cuando la retencion de solidos cay6 por debajo del 10% también causé la disminucion
de los AGV’s acumulados, para el ciclo 20 cuando la retencion de solidos super6 el 10% se
logrd observar una pequefia recuperacion en los metabolitos acumulados. Para el TRH =12
h, también se observd la disminucion en la acumulacién de los AGV’s al mismo tiempo que
el porcentaje de retencién de solidos cayo, un efecto similar se observo para el TRH =3 h.
Esto puede indicar la correlacion directa que existe entre los SS y la actividad microbiana
presente en del medio fermentativo y puede ser un parametro de control para evitar el lavado
de la biomasa [33, 34].
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Tabla 10. Resultados de los AGV’s en relacion al TRH.

Ciclo A. Acético  A. Propiénico  A. Butirico  A. Valérico
(mg L) (mg L) (mg L) (mg L)
TRH=3h
10 99 146 227 176
12 232 191 279 233
16 278 159 202 172
18 162 113 128 114
20 196 182 127 134
TRH=9h
10 590 550 440 540
12 596 555 446 542
14 519 462 410 497
16 262 206 282 320
18 119 109 148 157
20 189 175 165 175
TRH=12h
5 201 50 89 727
10 138 117 124 539
12 130 125 123 521
14 122 128 122 503
16 90 134 107 304
18 89 142 114 382
20 58 168 124 344
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4.8 Analisis termodinamico

En la Tabla 11 se presentan las constantes de equilibrio (Keq) tedricas y experimentales para
las 4 principales reacciones catabdlicas de la fermentacion oscura [21]. Las Keq tedricas son
reportadas a condiciones de temperatura y presion normal, cuanto Keq > 1 representa
desplazamiento hacia el equilibro de manera espontanea [35]. Por otro lado, las constantes
de equilibrio experimentales fueron tomadas de los datos obtenidos en el presente trabajo.

En general, el TRH = 9 h demostr6 una mayor inclinacion hacia las rutas productoras de
bioH2, como la acética y butirica. Estas fueron las rutas con mayor desplazamiento positivo
con valores de Keq mayores a 1x10%. En el caso del TRH = 12 las Keq fueron menores a 1
para &cido acético (< 1) y &cido butirico (0.1), en contraste con las rutas propionicas y
valéricas que fueron mayores a mayores que las constantes de equilibrio del TRH = 3 h.
Ademaés, fue notorio el predominio y espontaneidad para el TRH = 3 h de las rutas
consumidoras de bioH2 como la propionica y valérica, siendo la Gltima ruta mayor que los
Ce tedricas. En base a lo anterior es posible predecir los cambios dindmicos de las especies
y el sentido de la reaccion.

Tabla 11. Efecto del TRH en las constantes de equilibrio.

Constante de equilibrio teodrica

TRH Ciclo Cte. kl kz k3 k4
K (mmol®) (mmol*) (mmol?) (mmol™)
NA NA Ky 1.3402x10% 9.9931x10% 3.5089x10* 1.3526x10%°
Constante de equilibrio experimental
10 Ksqo 1.1134x107? 5.3590x10° 7.6015x107? 3.1206x10?
3h 16 Ksis 1.6099x102 2.6768x10° 8.3279x10°3 2.3267x10?
20 Ksgo 4.7584x10*  3.2287x10! 1.6170x10° 2.3386x104
14 Kg1, 5.4347x108 1.0357x10! 3.2019x10° 1.5860x10°7
9h 18 Kg1s 2.6753x10° 1.3506x1072 4.3312x10! 2.2954x10°°
20 Kooo  2.2699x10* 2.4926x107? 1.8984x10? 9.3928x10°6
5  Kius 6.4511x10°  3.1090x102  4.9106x107  2.8358x10°
14 Kiz12 3.4300x101 2.9648x10 1.7391x101 1.8024x10°
12h 18 Kis1g 5.8644x10* 3.7857x10* 4.3303x10-*  1.7445x10°
20 Kio.po 3.1667x1073 3.8042x10° 4.6228x10->  6.7698x10?

En este sentido, en la Tabla 12 se presenta la energia libre de Gibbs, para cada una de las K
calculadas anteriormente, la cual denota la espontaneidad de la reaccion [21,36]. Para el caso
del TRH =12 h se logro observar que la ruta valérica mantuvo una AG negativa, demostrando
que fue la ruta con mayor espontaneidad. Para el caso del TRH =9 h, se logr6 observar que
las rutas de espontaneidad fueron la ruta acética y la butirica con AG < -10 kJ. Esto se vio
reflejado en el rendimiento y tasa de produccion de bioH2 obtenida en dicho TRH.
Finalmente, el TRH = 3 h presenté AG con espontaneidad de dos de las principales rutas de
consumo de bioH> (ruta propidnica y valérica), dando como resultado un bajo rendimiento
de bioH..

98



Capitulo 4 Resultados v Discusiéon

Tabla 12. Efecto del TRH en la energia libre de Gibbs.

Energia libre de Gibbs tedrica

TRH Ciclo Energia Ruta Ruta Ruta Ruta
libre Acética Propionica Butirica Valérica
NA NA  AGr(kJ) -206.00 -279.40  -254.00  -143.30

Energia libre de Gibbs experimental (kJ)

10  AGs1o 11.13 -4.15 6.38 -14.24
3h 16 AGs.e 10.22 -2.43 11.85 -13.51
20 AGsz0 18.94 -8.60 15.91 -24.91
14 AGo.12 -38.40 5.61 -19.98 38.77
9h 18 AGog.18 -19.54 10.65 -9.33 26.45
20 AGo.2o -24.83 9.14 -12.94 28.66
5 AGi2.05 -4.61 8.59 1.76 -2.58
14 AGu1 2.64 3.01 4.33 -1.45
12h 18 AG12.16 1.32 2.40 2.07 -1.37
20 AG12-20 2.84 -3.30 7.61 -16.14
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Conclusiones
Se evaluo el desempefio de dos diferentes fuentes de inoculo, el IC y el IG en la codigestion
entre SIL y SIC. La codigestion propuesta demostré tener una mejor capacidad
amortiguadora. Ademas, el proceso de codigestion SIL-SIC mostr6 una mejora en el
rendimiento de biohidrégeno mas que en los sustratos individuales con ambos indculos (IC
e 1G).

La larelacién C/N éptima fue de 35 con un rendimiento maximo de 72 £ 5.2 mL Hz DQOyem™
!y porcentaje mayor al 40% de biohidrogeno. En cuanto a la remocion de la materia organica,
se presentaron remociones maximas del 97% y 40% para los CH y DQO, respectivamente.
El porcentaje de biohidrogeno se mantuvo arriba del 40% y los AGV’s demostraron que la
ruta que predomind fue la del &cido acético.

Para el analisis cinético de las reacciones, el modelo de Gompertz doble demostr6 ser mejor
aproximacion que el modelo simple ya que logré explicar los datos experimentales con un
factor de correlacion de 0.99.

Las especies citrobacter spp., Kluyvera cryocrescens y Rahnella spp., que proliferaron con
IC, pueden producir biohidrégeno a partir de los productos &cidos finales de la FO.
Asimismo, se encontrdé que el género Prevotella spp. realizé un proceso similar cuando se
utilizo 1G.

Se demostrd que la implementacién de una codigestion SIL-SIC logré aumentar el potencial
de produccion de bioH.. Debido al efecto sinérgico entre ambas fuentes de materia organica
y 6ptima relacion C/N que mejoro la capacidad amortiguadora del sistema. Se observé que
el rendimiento el aumento del TRH. Ademas, los solidos suspendidos demuestran una
correlacion directa entre la actividad de los microorganismos productores de bioH: por el
posible lavado de biomasa y la acumulacion de los AGV's.

También fue posible el control del pH en un reactor continuo de flujo ascendente, siendo el
TRH = 9h el que present6 una mayor selectividad hacia bioH2 y un rendimiento de 2.18 mg
Ly no se observo la presencia de CHa. Asimismo, la produccion de biogés para el TRH =
9h fue 10 veces mayor en relacion a cada ciclo para el TRH = 3h y 4 veces mas que el TRH
=12h.

Por ultimo, se demostrd que la determinacion de la constante de equilibrio experimental
puede aportar informacion valiosa necesaria para el seguimiento de las reacciones
bioquimicas. Ademas, la energia libre de Gibbs puede sugerir las rutas predominantes en la
fermentacion oscura.
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5.1 Recomendaciones

Es necesario que realice un analisis microbioldgico con la finalidad de conocer qué tipo de
microorganismos estuvieron involucrados en la maxima produccién de bioH», tal cual, se
realizo en los experimentos en sistema batch.

En trabajos a futuro, una aportacion importante seria el uso de un sistema de retencién de
biomasa, ya sea lechos fijos, biomembranas u otros y compararse con los resultados
obtenidos en el presente trabajo.

Es indispensable la evaluacion TRH intermedios y mayores a los estudiados en este trabajo
para conocer mas ampliamente el comportamiento del sistema de fermentacion propuesto.
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Anexo 1

Aumento del rendimiento del bioH> a partir del suero de queso en
codigestion con aguas residuales de cerveceria en microrreactor
batch

Cruz-Méndez A. M, Reyna-Gémez L. M. ), Suarez-Vazquez S. |. O, Cruz-Lopez A.
*(1)

@) Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ingenieria Civil, Departamento de Ingenieria
Ambiental, Av. Universidad S/N, Cd. Universitaria, 66455 San Nicolas de los Garza, N. L.
*Autor para correspondencia: cruzlopeza2015@gmail.com

Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de la codigestiéon de suero de
qgueso y agua residual de la industria de cerveceria en micro-reactores batch,
empleando indculo de lixiviado de compostaje de flores de ornato (IC). Los
resultados de la caracterizacion fisicoquimica de sustratos individuales permitio
disefiar las mezclas de codigestion con relaciones C/N=25 y 35 ademas de los
micro-reactores con suero de queso (C/N= 20) y de agua residual de la industria de
cerveceria (C/N= 50) todos con relacion sustrato/indculo 10:1. Los resultados de la
fermentacién oscura muestran que el proceso de produccion de bioH: tuvo lugar en
el rango de pH=6.0 a 4.5 en las codigestiones y el consumo de carbohidratos fue
de 90% en las primeras horas y después disminuy6 hasta 50%. La DQO, ST y SV
mostraron la misma tendencia. La produccion de biogas fue 225 + 6.4 mL (C/N=25)
y 193 £ 0.0 mL (C/N=35). Pero para esta ultima relacion, la selectividad de bioHz fue
de 35% Yy los subproductos de la reaccion fueron biéxido de carbono, acido acético
y acido butirico (t < 8 h) generando una tasa de produccién de bioHz fue de 72 + 5.7
mL Hz gDQOrem™. Finalmente, para validar los datos experimentales se utilizé en
modelo cinético modificado de Gompertz doble con un ajuste de R?=0.99.

Palabras claves: Digestion Anaerobia, consorcio mixto, modelo de Gompertz,
valorizacion de residuos

Introduccion

El uso ilimitado de combustibles fésiles relacionados con la contaminacion
ambiental ha revelado la identidad de la energia renovable derivada de la biomasa
como futura aportadora de energia (Alexandropoulou et al., 2018). Entre los
biocombustibles, el bio-hidrégeno (bioH2) se considera como combustible libre de
carbono, no contaminante y con un contenido energético de 122 kJ g* (Castello et
al., 2020). Sumado a que la produccion de bioH2 biolégico consume menos energia
y es mas respetuoso del medio ambiente comparado con otras rutas en desarrollo
(Villa-Montoya et al., 2020).
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La produccion de bioHz via fermentaciéon oscura (FO) se perfila como una solucion
potencial para la generacién de energia comparado con otros métodos biolégicos
(Singh et al., 2020). Sin embargo, la eficiencia general de conversion del proceso
de produccién no es prometedor y actualmente se estudian diversas alternativas
para hacer mas eficiente la extraccion de energia via FO, destacando la valorizacion
de lodos y aguas residuales de tipo industrial (Reyna et al., 2019). De acuerdo con
las actividades econOmicas de cada region del planeta, se han disefiado
codigestiones que prometen mejorar sustancialmente la produccion de bioH2 a
través del control de variables de operacion como la relacion carbén nitrégeno (C/N),
el pH, el tiempo de retencion hidraulica del biorreactor (Xing et al., 2020). En México,
las codigestiones reportadas a partir de aguas de aguas residuales son; vinazas y
nejayote (Garcia-Depraect et al., 2019), suero de queso con jugo de frutas (GOmez-
Romero et al., 2014), y mas recientemente lodos de agua de tratamiento con
cascara de frutas (Reyna et al., 2019).

En este trabajo se presentan la codigestion de aguas residuales de cerveceria
y suero de queso (C/N=35 y 25), para mejorar el rendimiento de bioH:2 respecto a
los sustratos individuales (C/N=20 y 50) empleando un consorcio microbiano
proveniente del lixiviado del compostaje de flores de ornato.

Materiales y métodos
Sustrato e in6culo

Se utilizaron dos residuos de la industria alimenticia. El primer residuo
corresponde al sustrato industrial cerveceria (SIC) y el segundo residuo a partir del
proceso de fabricacion de queso, sustrato industrial de lactosuero (SIL). Se
caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de ambos sustratos como pH,
carbohidratos (CH), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), proteinas, nitrégeno
total, sélidos totales (ST) y solidos volétiles (SV) empleando espectrometro UV-vis
Perkin EImer ® “lambda 365" y la metodologia de la norma NOM-004-SEMARNAT.
Los micro-reactores se prepararon en frascos de 120 mL con volumen de trabajo de
90 mL y relaciébn volumen de sustrato in6culo 10% w/v, a pH=6, T=35°C.
Posteriormente la muestra se almacend a 0°C. El indculo fue obtenido a partir de un
proceso de composta. Para inhibir la actividad de los microorganismos
metanogénicos, el inéculo fue tratado térmicamente. El tratamiento del in6culo de
lixiviados de compostaje de flores de ornato consistié en calentar a bafio maria, a
100°C, durante 40 minutos y posteriormente fue enfriado a temperatura ambiente
(Reyna et al., 2019).

Métodos analiticos de las reacciones

Para la cuantificacion de la composicion del biogas durante la codigestion, ésta
se realiz6 en un cromatografo de gases marca Agilent Technologies®, modelo 7820
A, acondicionado con dos detectores y sus correspondientes columnas capilares. El
primer analizador es un detector de conductividad térmica (TCD) y el segundo con
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un detector de ionizacién de flama (FID). Los gases permanentes se analizaron por
TCD en una columna SUPELCO, empleando Argdbn como gas de arrastre,
temperatura del horno a 40 °C, temperatura del inyector a 230°C y temperatura del
analizador a 230°C. Por otra parte, los subproductos liquidos (4cidos grasos
volatiles, AGV’s) se analizaron con el detector FID, en una columna INOWAX,
empleando Argén como gas de transporte. Para el horno se implementaria una
rampa de calentamiento de 70°C a 180°C, con una velocidad de calentamiento de
10°C.m1, temperatura del inyector a 250°C y temperatura del analizador a 250°C.

Evaluacion del sistema de reaccion. La preparacion de los micro-reactores
consistié en la preparacion del medio de fermentacion (SIC-SIL) en base a la
relacion C/N 20, 25, 30, 35y 50, siendo C/N 20 y 50 la relacion C/N de los sustratos
individuales. Cada micro-reactor batch consistioé en botellas serolégicas de vidrio de
124 mL de capacidad, con un volumen de trabajo de 90 mL. La mezcla de sustrato
fue inoculada a un 10 % w/v y una solucién con micronutrientes. Las reacciones se
llevaron a cabo en una incubadora “MaxQ 400" de Thermo Scientific. La temperatura
y la agitaciéon fue establecida a 35°C y 100 RPM, respectivamente y pH inicial de
5.5 =+ 3 (Reyna et al., 2019).

Andlisis cinético de las reacciones. Numerosos trabajos han demostrado la
utilidad del modelo Gompertz cuando se trata de una sola etapa de produccion de
bioH2 (Gomez-Romero et al.,, 2014; Reyna et al., 2019). Sin embargo, en este
estudio se observo que todas las codigestiones evaluadas presentaron dos etapas
de produccién la primera para t<8 h y la segunda para t>24 (De Gioannis et al.,
2014). Por lo tanto, se propuso utilizar la ecuacion modificada de Gompertz doble,
tal como se muestra en la ecuacion 1.

le*e _
—expl Hm1 ! 0“]}

{_ex [R;I'lnzl;e(lz—t)+1]
P

H = H,; *exp + H,,, * exp (Ec. 1)
Donde:

H = Produccion de bioHz acumulado (mL).

Rm = Maxima tasa de produccién de bioH2 por etapa (mL Hz2 Lt h1),

A = Tiempo de la fase de latencia por etapa (h).

t = Tiempo de cultivo (h).

Hm = Maxima produccioén de bioH2 por etapa (mL Hz).

e = Constante de Euler (2.718).

Para los parametros del modelo el subindice 1 se refiere a los pardmetros

cinéticos de la primera etapa, mientas que los subindices 2 a los parametros
cinéticos de la segunda etapa del proceso de fermentacion.
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Resultados y discusion

Los resultados obtenidos de la codigestion C/N=25, indican que el pH inicial
registré un descenso hasta pH>5 en las primeras 8 horas de la reaccion y continuo
descendio hasta pH<4.5 a las 32 h, como se muestra en la figura 1. Para las demas
relaciones C/N el perfil de pH mantuvieron la misma tendencia disminuyendo a
valores de pH=4.
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Figura 1. Evolucion del pH de la codigestion SIC-SIL empleando las
diferentes relaciones C/N utilizando in6culo de lixiviados de composta.

Durante el periodo de tiempo de 32 h, la mayor remocién de CH fue de 92 %
para la relacibn C/N=35, observandose un mayor porcentaje de degradacion a
tiempos menores a 8 h (véase figura 2). En contraste, la relacion C/N=20 solo
alcanzo el 30% de la remocion. Por ultimo, la relacién C/N=25 logré un ascenso
inusual en las ultimas 4 h de incubacién. En el caso de la DQO, este parametro
presentd aproximadamente un 20% de degradacidén en correspondencia al mismo
porcentaje de remocion de los ST. Mientras que el porcentaje de remocion de SV
fue del 50% al final de la reaccion. Para el caso de los micro-reactores con relacion
C/N=25, se observo la misma tendencia en el pH<5, CH (=60%) y SV (<45%) las
primeras 8 h para tiempos mayores no so observaron variaciones importantes. Por
otra parte, la DQO y ST revelan un incremento en el porcentaje de remocion del 42
y 38% respectivamente, estos porcentajes son dos veces mayor a la remocion
observada en la relacién C/N=35 y se atribuye a un mayor crecimiento de la biomasa
(Basak et al., 2018). De la caracterizacion fisicoquimica de la relacion C/N=50, solo
habra que destacar una disminucion del pH<5 desde las primeras horas (4 h),
aunque, la remocion de CH fue la segunda mas alta (75%) y la remocion de DQO,
ST y SV se mantuvo sin cambios importantes respecto a las codigestiones.
Finalmente, para la relacion C/N=20, fue la que menor porcentaje de remocion
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presento para CH (35%), DQO (14%), ST (=20%) y SV (30 %) en correlacion con la
disminucién del pH<5 después de las 4 h de la reaccién.
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Figura 2. Perfil de remocion de carbohidratos de la codigestion SIC-SIL
empleando las diferentes relaciones C/N y como indculo lodos de lixiviados de
composta.

La produccion de bioHz en los micro-reactores mostrada en la tabla 1, fueron
de 225+6.4, 193+0.0, 101+6.4, 93+6.4 y 80+6.4 mL para las relaciones C/N 25, 35,
20, 50 y 30 respectivamente, siendo las codigestiones 200% mejor que los sustratos
individuales. La maxima acumulacion de bioH2 se alcanz con la relacion C/N 35
con un valor de 215 + 16.9 mL Hz L't. Aunque el 50% de la produccion de bioH2 se
registré a las primeras 8 h de montarse el experimento. Posteriormente hubo un
periodo de relajacion posiblemente por la saturacion de bioH2 producido durante la
noche. A las 24 h de iniciado el experimento se volvio a retirar el biogas. A partir de
las 28 horas se registré un aumento en la produccién de bioHz cercano al 50%. De
acuerdo con algunos estudios, nuestra maxima produccion de bioH2 fue 28% a lo
reportado por De Gioannis (De Gioannis et al., 2014), quien obtuvo una produccién
de 171 mL Hz2 gCOT™! utilizando solo residuos de queso. Por otro lado, Garcia-
Depraect (Garcia-Depraect et al., 2019), reporta una produccién de 239 mL gDQO"
L enla codigestion entre vinazas y nejayote, que es 8% mayor a lo reportado en este
estudio.

El valor promedio de mayor selectividad hacia bioHz en las codigestiones fue
29y 31% para la relacion C/N=25 y 35 respectivamente. En cuanto a los AGV's, los
resultados muestran que a tiempos cortos la mayor presencia de metabolitos como
el Acido acético y acido butirico conocidos subproductos de la fermentacién oscura
(De Gioannis et al., 2014).
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Tabla 1. Acumulacion de biogas en el proceso fermentativo de codigestion
SIL-SIC empleando las diferentes relaciones C/N y como inoculo lodos de
lixiviados de composta.

Produccion de biogés (mL)

Tiempo (h) Relacién C/N
20 25 30 35 50

0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0 0+0.0

4 36+6.4 79+16.9 14+16.9 60+16.9 35+6.4
50+£11.1 142+11.1 34+£11.1 90+6.4 48+6.4

24 96+16.9 183+16.9 54+11.1 138+22.2 78+6.4

28 100+6.4 215+16.9 66+0.0 182+6.4 88+6.4

32 101+6.4 225+6.4 80+6.4 193+0.0 93+6.4

A diferencia de la maxima produccién de bioH2, la mayor tasa de produccion
en relaciéon a la DQO removida fue de 72+5.7 mL H2 gDQOrem™ para la relacion
C/N=35 debido a una mayor estabilidad en el pH (véase Figura 3). Para las otras
relaciones C/N, aunque se observaron altos niveles de remocion de la CH (véase
Figura 2), posiblemente la generacion de subproductos consumidores de Hz debido
a las multiples rutas metabdlicas podria explicar la baja produccion (Goémez-Romero
et al., 2014).

Los resultados demostraron que para todas las codigestiones, mas del 50% de
la acumulacion de bioH: total se dio en la primera etapa, tal como se muestra en la
figura 4. Para la relacion C/N=25 se obtuvo la maxima prediccion de bioH2. La
primera etapa de fermentacion demostré que la fase de latencia tuvo una duracién
menor a 1 h. Sin embargo, la fase lag de la segunda etapa dur6 de 22 a 23 h antes
que se presentara nuevamente la acumulacién de bioHz. En cuanto a la velocidad
maxima, en todos los experimentos la Rmax fue mayor que en la segunda etapa.
Finalmente, se comprob6 el modelo de modificado de Gompetz doble explico
ampliamente los datos experimentales. De hecho, la R? mantuvo un valor superior
al 0.99 similar a los valores obtenidos por De Gioannis (De Gioannis et al., 2014).
En contraste con el modelo de Gompertz simple que present6 una R? de 0.91 a
0.97. Esto corrobora la utilidad del modelo modificado de Gompertz doble para la
explicacion de los datos obtenidos en el presente estudio.
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Figura 3. Rendimiento en el proceso fermentativo de la codigestion SIC-SIL y
sustratos individuales empleando las diferentes relaciones C/N y como indculo
lodos de lixiviados de composta.
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Figura 4. Modelo cinético de Gompertz doble para la produccion de bioHz2 con

las relaciones C/N 25y C/N 35.
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Conclusion

Se encontré que es posible mejorar la produccion y tasa de produccién de
bioH2 a partir de la codigestion entre sustrato de origen industrial SIC-SIL. De
acuerdo con las diferentes condiciones experimentales estudiadas se observo la
produccion de bioH2 a pH= 5 empleando un consorcio microbiano mixto.

Cuando la relacion fue C/N=35 la tasa de produccion de bioH2 de la
codigestion aumento mas del doble con respecto a las demas relaciones C/N.

La ecuacion modificada de Gompertz doble demostr6 un mejor ajuste al
experimento con relacién C/N=25, aunque los demas experimentos también son
validados por el mismo modelo cinético. Ademas, la fase de adaptacion se presento
a tiempo menor a 1 h.

Es necesario continuar estudiando este proceso como alternativa para la
extraccion de energia y valorizacion de aguas residuales y de residuos sdlidos.
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Anexo 2
Disefio de experimentos Placked Burman

La variable de interés a evaluar a partir del disefio de experimentos fue seleccionada de
acuerdo a la caracterizacion fisicoquimica. Donde, la relacién C/N vy el tipo de indculo a
utilizar fueron las variables seleccionadas como de mayor significancia para el presente
trabajo. La Tabla 3 contiene informacion acerca de las condiciones del disefio de
experimentos para las dos variables de interés. El disefio de experimentos realizado en
Minitab 17® nos indica el planteamiento de los experimentos.

Tabla 1. Disefio de experimentos Placked Burman.

Relacién Sustrato Indculo
Ronda
C/N SIL SIC Granular Composta
| 20 100% 0% $ $
| 25 30% 70% ©%% $%$%
[! 30 10.5% 89.5% $%% $9%
I 35 3% 97% $%$% $$%
| 50 0% 100% $ $
&Réplicas

La Figura 1 muestra el diagrama de Pareto de efectos estandarizados el cual es determinado
a través del andlisis de varianza entre los factores a estudiar en la codigestion entre SIC y
SIL. En el eje de las ordenadas se observa la barra con termino A que representa el factor de
relacién C/N mientras que la barra de termino B el factor indculo y ambas estan en funcion
de la produccion de hidrégeno sobre la DQO removida. En el eje de las abscisas esta trazada
una linea perpendicular con valor igual a 2.23 que representa la linea de referencia para
indicar que un factor es significativo. En el caso de la relacién C/N es evidente el valor es
altamente significativo mayor a 20, sin embargo, el factor indculo se encuentra en los limites
de la linea de referencia, es decir, esté en la transicion de considerarse un factor significativo.
De acuerdo a lo presentado en la figura la relacion C/N tiene un alto valor de significancia,
esto comprueba la importancia de la relacién C/N sobre la produccion de bioHa.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Tasa de prod (H2/g DQO), « = 0.05)

Térming 223
| Factor Mombre
A /N
B Indculo

0 5 10 15 20 25
Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto para produccion de H>
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