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RESUMEN

Los residuos organicos son considerados una fuente importante de biomasa, incluyen restos
de comida y residuos de la preparacion de alimentos de residencias, establecimientos
comerciales, fuentes industriales y de jardineria. La conversion de los residuos solidos
organicos en biogas se estd convirtiendo en una préctica econdmicamente viable y ha
demostrado ser un excelente sustrato para producir hidrégeno aplicando procesos
biologicos. Por esta razon se realizé un estudio para determinar la influencia del parametro
tiempo de retencion hidraulica en cuatro diferentes tiempos, 72, 24, 12 y 6 horas, para la
produccion de hidrégeno a partir de los residuos s6lidos organicos obtenidos de la cafeteria
de la UNAM, campus Juriquilla, en un biorreactor discontinuo por lotes (SBR).
Adicionalmente fueron evaluados tres distintos pretratamientos sobre un indéculo obtenido
de un reactor anaerobio que degrada aguas residuales de la industria cervecera, a fin de
eliminar a las archeas productoras de metano y conservar a las bacterias productoras de
hidrogeno. Los tratamientos evaluados fueron, exposicion del indculo a una temperatura de
103 — 105 °C, 1 hora; y evaluacion del efecto de dos inhibidores quimicos de la
metanogénesis tales como el cloroformo y la lumazina. Para todas las pruebas evaluadas -
tanto para la caracterizacion de los residuos como las pruebas de inhibicion quimica de
metano sobre el indculo - se determind la demanda quimica de oxigeno (DQO total),
concentracion de solidos totales, fijos y volatiles (ST, SF y SV), pH, humedad y alcalinidad
con el fin de conocer las condiciones iniciales y dar inicio al arranque y operacion del
biorreactor. Este se operd durante 62 ciclos de los cuales, el tiempo de retencion hidraulica
(TRH) inicial se establecié en 72 h (ciclos evaluados del 1 al 9), una vez que se estabiliz6 el
proceso se procedid a disminuir el TRH a 24 h (ciclos 10-20), después a 12 h (ciclos 21-43)
y finalmente a 6 h (ciclos 44-59). Se encontraron diferencias importantes en los TRHs
evaluados concluyendo que la condicion donde se encontré6 una mayor produccion

volumétrica y especifica de hidrégeno fue a las 24 h.

VI



INTRODUCCION

Una definicion formal de residuo es aquella que lo considera un material o producto cuyo
propietario o poseedor desecha y que se encuentra en estado sélido o semisélido, o0 es un
liguido o gas contenido en recipientes 0 depositos, y que puede ser susceptible de ser
valorizado o requiere sujetarse a tratamiento o disposicién final, descripcion otorgada por
la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR, 2003). La
generacion de residuos so6lidos urbanos en el pais se estiman en 94,800 toneladas diarias
equivalentes a 34.6 millones de toneladas anuales, con una composicion aproximada de un
53% de residuos organicos, 28% potencialmente reciclables y 19% residuos no
aprovechables (SEMARNAT, 2009). Se estima que se recolecta el 87% de los residuos
generados de los cuales el 64% se envia a rellenos sanitarios, sitios controlados y depositos

o tiraderos a cielo abierto y sin control (SEMARNAT, 2009).

Por otro lado, los residuos sélidos urbanos (RSU) son aquellos generados en las casas
habitacion, que resultan de la eliminacién de los materiales que utilizan en sus actividades
domésticas, de los productos que consumen y de sus envases, embalajes y empaques; los
residuos que provienen de cualquier otra actividad dentro de establecimientos o en la via
publica que genere residuos con caracteristicas domiciliarias y los resultantes de la
limpieza de las vias y lugares publicos (LGPGIR, 2003). Los residuos so6lidos organicos
(RSO) estan constituidos por residuos domésticos y de cocina, residuos de frutas y
verduras, asi como también restos de poda de jardineria y posiblemente una minima
fraccion de papel; lo cual representa una fuente de composicion heterogénea, razon por la
cual puede considerarse como sustrato en el proceso de generacion del biogds y/o

bioenergia.

Este sustrato puede ser empleado para la producciéon de biogds y, especificamente
hidrégeno, por medio de una fermentacion oscura en un reactor bioldgico productor de
biogds (Hartman, 2002). Como parte importante de ese biogés, el hidrogeno (H,) se
proyecta como candidato prometedor para sustituir a los combustibles fosiles en un futuro

debido a que es un gas limpio y posee un alto rendimiento energético, entre muchas otras
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ventajas. La produccion de hidrogeno a partir de biomasa renovable, podria jugar un papel

importante en la generacion de bioenergia (Brosseau et al., 1986).

A fin de obtener un proceso eficiente para la produccion de hidrégeno son necesarios varios
elementos; el primero de ellos es un indculo bioldgico que contribuye de manera
significativa en la actividad bioldgica del sistema productor de biogas ya que posee una
extensa gama de microorganismos capaces de metabolizar y convertir los sustratos
afiadidos en H,, CO,, y otros importantes subproductos. El segundo elemento necesario
para este proceso es el sustrato (RSO) para ser convertido por los microorganismos
presentes en el lodo anaerobio en biogés. El tercer elemento es el reactor productor de H;
que realice la conversion de los residuos de alimento en biogas y opere bajo pardmetros
bien definidos como temperatura, pH, concentracion de so6lidos presentes en lodo y en el
sustrato, velocidad de mezclado, etc. Sin embargo, el tiempo de residencia hidraulica
(TRH) no ha sido bien definido, ya que varios autores recomiendan este tiempo entre
valores desde 12 a 240 h (Shin et al., 2005; Kim et al., 2005a; Li et al., 2006; Venkata
Mohan et al., 2007; Valdez-Vazquez et al., 2005; Han y Shin, 2004a y b).

En este trabajo se evaluaron cuatro distintos tiempos de retencion hidraulica (72, 23, 12y 6
h) en un reactor productor de hidrégeno a partir de residuos solidos organicos de la
cafeteria universitaria de la UNAM, campus Juriquilla, con el fin de determinar bajo que

TRH se obtiene la mayor generacion de hidrogeno a partir del sustrato alimentado.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la influencia de distintos tiempos de retencion hidraulica sobre la produccion
bioldgica de hidrogeno a partir de los residuos sélidos orgénicos obtenidos de la cafeteria

de la UNAM, campus Juriquilla.

Objetivos particulares
» Evaluar distintos pretratamientos para el indculo, determinando el mejor de ellos
para la produccién de hidrogeno.
= Caracterizar los residuos sélidos organicos de una cafeteria de acuerdo a la
NMX-AA-015-1985.
= Evaluar los parametros fisicoquimicos y composicion de biogés en el arranque y
operaciéon de un biorreactor para la produccion de hidrégeno a partir de los

residuos solidos organicos de una cafeteria.

ALCANCES

= Se utilizaran los residuos de alimento de la cafeteria de la UNAM, campus
Juriquilla.

» La operacion general del reactor se mantendra en temperatura mesofilica a 35°C.

= Se conocera el tiempo de retencion hidraulica bajo la cual el reactor genera el mayor

porcentaje y produccion volumétrica de hidrogeno.
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I. CONCEPTOS BASICOS

1.1 Residuos sélidos organicos (RSO)

Los RSO incluyen restos de comida y residuos de la preparacion de alimentos de las
residencias, establecimientos comerciales tales como restaurantes, fuentes institucionales
(comedores escolares), fuentes industriales y de jardineria (Zhu et al., 2011). La conversion
de los residuos de alimentos en biogds se estd convirtiendo en una practica
econdmicamente viable y ha demostrado ser un excelente sustrato para producir hidrogeno

aplicando procesos biologicos (Zhu et al., 2011; Ueno et al., 2007; Han y Shin, 2004).

Se ha estudiado la produccion biologica de hidrogeno por fermentacion oscura utilizado
azucares simples como glucosa o sacarosa como sustratos modelo (Nandi y Sengupta,
1998; Benemann, 1996; Kapdan y Kargi, 2006; Angenent et al., 2004; Hallenbeck y
Benemann, 2002). Adicionalmente, se ha estudiado conversion de residuos solidos el cual
puede ser empleado para la produccion sostenible de biogas (incluyendo hidrogeno y
metano), ya que podria ser considerado como materia prima abundante, facilmente
disponible, de bajo costo y altamente biodegradable (Chu et al., 2008; Mohan et al., 2009).
Estos residuos poseen un alto contenido energético, por ejemplo, contienen 85-95% de
solidos volatiles y 75-85% de humedad, lo que favorece el desarrollo microbiano (Li et al.,

2008a).

Existen varios métodos para el tratamiento de residuos orgénicos incluyendo el composteo,
el lombricompostaje y procesos anaerobios, siendo estos ultimos los que ofrecen un
enfoque prometedor (Lee et al., 2008) ya que adicionalmente a la eliminacion de los
residuos, éstos pueden ser valorizados para la produccion de gases energéticos incluyendo
metano e hidrogeno. Durante la produccion fermentativa de hidrogeno, los carbohidratos
son directamente convertidos en H,, CO,, 4cidos organicos y alcoholes sin ninguna energia

externa o aceptores de electrones, esto hace factible su produccion (Kim y Shin, 2008).



1.2 Componentes principales de los RSO y su fermentacion

1.2.1 Carbohidratos

Los carbohidratos pueden ser fermentados dependiendo principalmente de los
microorganismos presentes. Si el hidrogeno formado durante la fermentacion se permite
acumular en el sistema se pueden conseguir un méaximo de 2 moles H, mol glucosa™
(Hawkes et al., 2007). Bajas presiones parciales de hidrogeno (PpH,) pueden aumentar el
rendimiento del gas, principalmente por la oxidacion de mas productos de fermentacion

reducidos a acetato (Gottschalk, 1986)

Numerosos clostridos fermentan aztcares, produciéndose acido butirico como producto
final. La glucosa se convierte en piruvato a través de la via glucolitica, y el piruvato se
escinde en acetil -CoA, CO, y H; a través de la reaccion fosforoclastica. Después, parte del
acetil-CoA se reduce a butirato u otros productos de fermentacion mediante el NADH

obtenido de las reacciones glucoliticas como donador de electrones (Madigan et al., 2009).

Los productos de fermentacion observados estan influidos por la duracion y las condiciones
de la fermentacion. Durante las primeras etapas de la fermentacidon butirica se produce
butirato y una pequefia cantidad de acetato. A medida que disminuye el pH del medio se
detiene la sintesis de los acidos y comienzan a acumularse los productos neutros como
acetona y butanol. Sin embargo, si el pH del medio se mantiene neutro mediante
amortiguadores (tampones), se generan pocos productos neutros y la fermentacién continua

principalmente sintetizando acido butirico (Madigan et al., 2009).

1.2.2 Lipidos

La degradacion procede a través de una hidrolisis primaria, seguidos de B-oxidacion. El
producto final principal es acetil-CoA y la degradacion general exige una baja presion
parcial de hidrégeno, <100 Pa. El glicerol y las cadenas largas de 4cidos grasos resultan
inhibidores para las bacterias anaerobias. Estos se adhieren a la pared celular, lo que
restringe el transporte de nutrientes. Por eso puede resultar dificil la produccion de

hidrogeno a partir de estas cadenas largas. Debido a que gran parte de la DQO de los



lipidos se convierte en acidos grasos de cadena larga en la fase de hidrolisis del
metabolismo anaerobio; incluso si el glicerol tiene un alto potencial de produccion de

hidrogeno, la generacion del biogés a partir de los lipidos no es alta (Li, 2009).

1.2.3 Proteinas

Las proteinas se hidrolizan primero a sus respectivos aminoacidos. Estos productos son por
lo general desaminados y se transforman posteriormente en acidos grasos. Las bacterias que
realizan la degradacién de aminoécidos son, en gran parte, microorganismos pertenecientes
al género Clostridium. Algunas especies Clostridium consiguen energia al fermentar
aminoacidos. Se trata de los clostridios “proteoliticos” que degradan proteinas cuyos
aminoacidos liberan y se catabolizan posteriormente. Algunas especies fermentan
aminoacidos individuales. La bioquimica de estas fermentaciones es realmente compleja,
pero la estrategia metabdlica no. En préacticamente todos los casos, los aminoacidos se
metabolizan para producir un acil-CoA derivado de acidos grasos, tipicamente acetilo (C,),
butirilo (C4) o caproilo (Cs), produciéndose el ATP por la fosforilacion a nivel sustrato a
partir de ellos. Otros productos de la fermentacion de aminoacidos son el NH; y CO;

(Ramsay y Pullammanappallil, 2001; Orlygsson et al., 1995).

Algunos clostridios fermentan solamente un par de aminodcidos. En esta situacion, un
aminoacido funciona como el donador de electrones y se oxida, mientras que el otro es el
aceptor de electrones y se reduce. Esta fermentacion acoplada de aminoacidos se conoce
como reaccion de Stickland. Los productos de la fermentacion de Stickland son NHs, CO, y

acido carboxilico con un carbono menos que el aminoacido que se oxidé (Li, 2009).

1.3 Hidrogeno (H,)

El hidrogeno (H,) proviene de las palabras griegas hidro y genes que significan “agua” y
“generador”. El hidrogeno es el primer elemento en la tabla periddica, es el menos
complejo y mas abundante en el universo (Silk, 1994). Desempefia un papel importante en
los escenarios energéticos presentes y futuros. El factor méas importante que determina el
papel especifico de hidrogeno es probablemente la demanda de energia ademas de que se

prevé en el futuro para reemplazar a algunos combustibles fosiles.



Las fuentes renovables de energia como la hidraulica, solar, edlica, geotérmica, de oleaje y
la energia de los residuos so6lidos se pueden utilizar para generar hidrogeno a partir de
hidrocarburos y/o agua. Por ejemplo, 108.7 kg de hidrogeno puede ser producido a partir de
1m’ de agua por electrolisis usando electricidad, y la energia de esta cantidad de hidrogeno

es equivalente a 422 L de gasolina (Veziroglu y Barbir, 1998).

Los atributos del hidrégeno como vector energético se relacionan con las técnicas de
produccion y campos de aplicacion; es limpio, renovable, ampliamente utilizado en
diversas aplicaciones, producible por diferentes técnicas y de diversas fuentes (Veziroglu y
Barbir, 1998). En la tabla 1.1 se presenta una comparacién de la energia por unidad de

masa del hidrogeno con otros combustibles.

Tabla 1.1 Comparacion de la energia por unidad de masa y emision especifica de carbono e
hidrogeno comparado con otros combustibles

Tipo de combustible Energia por unidad  Emision especifica de carbono
de masa (J/kg) (kg C/kg combustible)
Hidrogeno liquido 141.9 0.00
Hidrégeno gaseoso 141.9 0.00
Aceite combustible 45.5 0.84
Gasolina 47.4 0.86
Combustible de avion 46.5 -
Metanol 22.3 0.5
Etanol 29.9 0.5
Biodiesel 37 0.5
Gas natural 50 0.46
Carbon 30 0.5

Veziroglu y Barbir, 1998 y Contreras et al., 1997

En la actualidad, 40% de H, se produce a partir de gas natural, 30% a partir de aceites
pesados y de nafta, 18% a partir de carbon, y 4% de electrolisis y alrededor de 1% se
produce a partir de biomasa (Das, 2009). Para lograr una penetracion significativa de
hidrogeno en sistemas de energia en el futuro, los métodos de produccion, distribucion,
almacenamiento y utilizacién deben mejorarse drasticamente mas alld de su rendimiento

presente, fiabilidad y costo (Das, 2009).

Debido a que la necesidad de energia a nivel mundial ha ido en aumento, las

investigaciones de estrategias alternativas de generacion de energia se han convertido



recientemente en tema importante de investigacion. La propiedad mas importante de las
fuentes de energia alternativas es su compatibilidad ambiental. En linea con esta
caracteristica, el hidrogeno probablemente es uno de los vectores energéticos mas
atractivos. En la tabla 1.2 se muestran las ventajas y desventajas a tener presentes en este y

otros futuros escenarios.

Tabla 1.2 Ventajas y desventajas del hidrogeno, H, (Edwards et al., 2008)

Ventajas

M El H,es un producto no toxico, vector energético con una alta energia especifica (e. g. el
contenido de energia de 1 kg de hidrégeno es equivalente a la de 2.6 kg de gasolina)

M Puede ser utilizado como un medio de almacenamiento de la electricidad generada a partir de
recursos renovables intermitentes, como la energia solar, el viento, las olas y de las mareas.

M La combustion del H, no produce emisiones de gases toxicos, excepto en algunas relaciones de
equivalencia (cuando altas temperaturas pueden dar lugar a importantes niveles de NOy en los
productos de escape).

M A pesar de su reputacion percibida, el H, tiene un historial de seguridad extraordinario durante
muchas décadas de uso en aplicaciones industriales.

Desventajas

Actualmente, la mayor cantidad del hidrogeno comercial se extrae tradicionalmente de los
combustibles fosiles (habitualmente hidrocarburos) por medio de procesos quimicos. Lo cual
contintia con la problematica existente del uso de combustibles fosiles.

La produccion comercial de H, por electrodlisis del agua alcanza una eficiencia del 70-75%. Sin
embargo, el costo de H, producido por esta ruta es varias veces mayor que la producida a partir
de combustibles fosiles.

Las fuentes renovables de energia (por ejemplo, edlica, mareomotriz, biomasa) pueden
proporcionar las fuentes locales de H,, pero desde luego no cumplir con los enormes
volumenes de H, requeridos a nivel mundial para la nueva fuente de energia.

Una de las barreras tecnoldgicas cruciales para el uso generalizado del H, como vector
energético efectivo es la falta de un método de almacenamiento seguro, de bajo peso y bajo
costo con una alta densidad de energia.

Nota: Para mas informacion se puede consultar la hoja de seguridad del H, en http:/www.sigmaaldrich.com/mexico.html

1.4 Proceso anaerobio

Las primeras etapas de este proceso son la hidrélisis y la acidogénesis, en las que estd
implicada la fermentacién oscura con productores de hidrégeno. Entonces el hidrogeno,
como un producto intermedio clave, puede ser consumido rdpidamente por otros
microorganismos en un cultivo mixto, principalmente por homoacetdégenos, metanégenos y
bacterias sulfato reductoras (Das y Veziroglu, 2008; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo,
2009 y Chen et al., 2008a).



Gujer y Zenhder (1983) propusieron seis etapas por las cuales se lleva a cabo el proceso

anaerobio (figura 1.1):

1. Hidrdlisis de polimeros complejos
la. Hidrolisis de proteinas
1b. Hidrdlisis de carbohidratos
1c. Hidrolisis de lipidos
2. Fermentacion de azicares y aminoacidos
Oxidacion anaerobia de los acidos grasos de cadena larga y alcoholes
4. Oxidacion anaerobia de productos intermedios tales como los &cidos grasos
volatiles (con la excepcion de acetato)
5. Conversion de acetato a metano

6. Conversion de hidrégeno a metano

Los biopolimeros tales como proteinas, carbohidratos y lipidos se hidrolizan primero a sus
respectivos monomeros organicos que pueden ser utilizados ya sea como sustratos por
organismos fermentativos (aminodcidos, azucares) o por oxidantes anaerobios (4acidos
grasos). Los productos de estas reacciones de degradacion son acetato e hidrogeno o
compuestos intermediarios tales como los acidos volatiles (propionato, butirato) que

también son precursores de metano (Gujer y Zenhder, 1983).

Las reacciones microbiologicas son autocataliticas, lo que significa que, en el estado
estacionario, el catalizador para una reacciéon mediada bioldogicamente se produce en un
grado tal que la cantidad de catalizador presente no limitara la velocidad de una reaccion;
mas bien, el sustrato o la concentracion de nutrientes seran la limitacion de velocidad. Por
lo tanto, en una comunidad compleja, tal como la encontrada en un digestor anaerobio, el
numero de individuos de cada grupo de microorganismos sera proporcional al flujo del

sustrato correspondiente en el sistema (Gujer y Zenhder, 1983).



MATERIA ORGANICA PARTICULADA

Proteinas Carbohidratos Lipidos
Hidrélisis la 1b 1c
A 4 A 4
‘ Aminoacidos y azlcares ‘ ‘ Acidos grasos ‘

Oxidacién
\ / anaerobia

Productos intermediarios
Acetato, propionato, butirato, etanol...

|

Fermentacioén

A 4 A 4

Acetato » Hidrégeno
5
4 B —
C@{o » G“O“o
"o Metano A0

Figura 1.1 Esquema de reaccion propuesto para la digestion anaerobia. Adaptado de Gujer y
Zenhder (1983).

1.5 Produccién de H, por medio de la fermentacién oscura

Una variedad de microorganismos, incluyendo bacterias, arqueas y levaduras, en un amplio
rango de temperaturas, son capaces de producir hidrogeno por fermentacion oscura. En el
caso de la produccion de hidrégeno es necesario inhibir la fase metanogénica, con lo cual el
proceso anaerobio es limitado a la produccion de hidrogeno, acidos grasos volatiles, acetato
y otros compuestos organicos como lactato y alcoholes (Nandi y Sengupta, 1998; de Vrije y

Claassen, 2003).

Entre la amplia gama de productos finales generados por los diferentes metabolismos
microbianos, se acumula acido acético de la fermentacion como resultado Gnico con una
produccién tedrica de 4 mol H, por mol de glucosa™, equivalente a 498 mL H, glucosa™ (0

°C, 1 atm); mientras que en la via butirato, un menor rendimiento molar del hidrégeno se



observa con 2 mol H, mol de glucosa™, equivalente a 249 ml H, glucosa™ (0 °C, 1 atm),

ecuaciones 1.1 y 1.2 (Hawkes et al., 2007).

C¢Hp,04 + 2H,0 — 2CH;COOH +2CO, + 4H, (Ec. 1.1)
C6H1206 — CH3CH2COOH + 2C02 + 2H2 (EC 12)

Sin embargo, la acumulacion de acetato en el medio no implica necesariamente una mayor
produccion de hidrogeno ya que varias especies microbianas pueden convertir H, y CO; en
acetato (ecuacion 1.3). Dichas especies incluyen microorganismos acetogenos que reducen
el CO; a acetato mediante la via acetil Co-A. Los acetogenos como Acetobacterium woodii
y Clostridium aceticum pueden crecer de manera quimioorgandtrofa y autotrofa con la
reduccion del CO; a acetato con H, como donador de electrones. La mayor parte de las
bacterias acetdégenas que producen y excretan acetato en el metabolismo energético son
grampositivas, y muchas son especies de los géneros Clostridium o Acetobacterium
(Madigan et al., 2009).

2C02 + 4H2 — CH3COOH +2 HzO (EC 13)

En cultivos mixtos, el propionato, etanol, y 4cido lactico también se pueden acumular. El
propionato es un metabolito que consume H,, mientras que el etanol y el acido lactico estan
implicados en una via de nulo consumo de H; (ecuaciones 1.4, 1.5 y 1.6). Nandi y
Sengupta (1998) enlistaron a las principales bacterias anaerobias productoras de hidrégeno
(Clostridium), géneros facultativos (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter) y géneros

acrobios (Alcaligenes, Bacillus).

C6H1206+2H2 - 2CH3CH2COOH+2H20 (EC 14)
C6H1206 i 2CH3CH20H+2C02 (EC 15)
C6H12O6 i 2CH3CHOHCOOH+2C02 (EC 16)



1.6 Microorganismos productores de H,

Para producir hidrégeno es necesario inhibir a los microorganismos que lo consumen
(archeas metanogénicas, bacterias sulfato reductoras [BSR] y bacterias acido lacticas
[BAL]). Para realizar esto se emplean pretratamientos quimicos o térmicos con el fin de
seleccionar un inéculo productor de hidrégeno. Una amplia gama de fuentes microbianas se
ha utilizado para obtener in6culos para la produccién de hidrogeno, entre ellos lodos
anaerobios de plantas de tratamiento de aguas residuales de estiércol de vaca (Chu et al.,
2008; Wan y Zhao, 2009; O-Thong et al., 2008 y Tang et al., 2008), ganado productor de
leche (Fan et al., 2004 y 2006), lodos de aguas residuales provenientes de molinos de aceite
de palma (Vijayaraghavan et al., 2006 y Chong et al., 2009), suelo, composta de paja de
arroz, harina de soya fermentada (Noike et al., 2002), asi como lixiviados de rellenos
sanitarios (Li et al., 2008a y Karlsson et al., 2008). Akutsu et al., (2008) demostraron que

el origen del inoculo afecta al rendimiento global del biorreactor.

Para la produccién de hidrégeno a partir de cultivos mixtos, se han aislado una amplia
gama de especies, especificamente del género Clostridium (C. pasteurianum, C.
saccharobutylicum, C. butyricum), Enterobacter (E. aerogenes) y Bacillus bajo
condiciones mesofilicas; y del género Thermoanaerobacterium (T.
thermosaccharolyticum), Caldicellulosiruptor (C. saccharolyticus, C. thermocellum) vy,
Bacillus thermozeamaize bajo temperaturas termofilicas (Chang et al., 2008; Hawkes et al.,
2002; Karakashev et al., 2009; Ivanova et al., 2009 y O-Thong et al., 2008). Bajo
condiciones mesofilicas se han encontrado principalmente bacterias esporuladoras del
género Clostridium en mezclas mixtas expuestas a indculos sometidos a pretratamientos de

choque térmico (Kim et al., 2008).

Por ejemplo, Clostridium spp. carece de cadena respiratoria y obtiene su ATP
exclusivamente mediante fosforilacion a nivel de sustrato. Se conocen numerosos
mecanismos anaerobios de produccion de energia en Clostridium. Algunos de éstos
fermentan azlcares, produciendo acido butirico como principal producto final. Algunos
también producen acetona y butanol (Madigan et al., 2009). Un grupo distinto de

Clostridium fermenta celulosa produciendo alcoholes y probablemente estos sean los
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organismos responsables de la mayoria de la descomposicion anaerobia de celulosa en el

suelo. Clostridium spp. ha demostrado ser un productor tipico de Hj el cual fermenta

carbohidratos C,(H,0), a acetato (CH3COOH<CH3COO+H™), butirato (C4H,0,),
hidrégeno, didoxido de carbono y solventes organicos. Clostridium butyricum (Chong,
2009), Clostridium acetobutyricum, Clostridium beijerinckii (Lin et al., 2007), Clostridium
thermolacticum (Collet et al., 2004), Clostridium saccharoperbutylacetonicum (Ferchichi
et al., 2005), Clostridium tyrobutyricum (Jo et al., 2008), Clostridium thermocellum (Levin
et al., 2004) y Clostridium paraputrificum (Evvyernie et al., 2000) son ejemplares de

bacterias anaerobias formadoras de espora que producen hidrogeno.

Existen dos vias para producir el hidrogeno que son: 1) via butirato y 2) via acetato.
Tedricamente, 4 moles de H, se pueden producir a partir de un mol de glucosa via acetato y
2 moles de H; se pueden producir a partir de un mol de glucosa via butirato (tabla 1.3)

relacion que se debe considerar para manipuar la direccion de estas vias metabolicas.

Tabla 1.3 Importantes procesos bioquimicos en consorcios anaerobios y metanogénicos (adaptado
de Madigan et al., 2009)

Energia libre de

Tipo de reaccion Reaccién Gibbs (kJ/mol)
AGY @ AG ®
s f :ﬁ;‘:;ar‘:t‘;‘; giuﬁrato Glucosa+2H,0 —2H,+Butirato+2HCO;+3H* 2135 284
2. f :g)‘:)i‘:gi;‘tgg gzce oo Glucosa+4H,0 —»4H,+2Acetato+2HCO3+4H* 207 319
3 Sﬁf:g‘;?;gieggzg)&el Butirato+2H,0 —2H,+2Acetato+H"* +482  -176
4 géﬁii:;?ﬁirgﬁ;ﬁg(d) Propionato+3H,0 —»3H,+Acetato+HCO3+H* +76.2 -5.5
> mgfg“;ﬁz‘tf:t{fca 4H,+HCO3+H*>CH,+3H,0 -136 32
6. Acetogénesis del CO, e H, 4H,+2HCO3+H*—Acetato+4H,0 -105 -7.1
7. Sulfato reduccion 4H,+S0% »HS +3H,0+0H" ND -165
8. Propionato a partir de 3Glucosa —4Propionato+2Acetato+2HCO;+8H* ND  -1016

glucosa®

(a) Condiciones estandar: especies solubles 1M, gas 1 atm de presion. (b) Condiciones donde prevalecen ecosistemas

anaerobios, por ejemplo [4cidos organicos] 1mM, pH = 7, [HCO;] = 20 mM, [Glucosa] = 10 mM, y los procesos
parciales de H, y CH, son de 10 y 0.6 atm, respectivamente. Los valores negativos de la energia libre de Gibbs indican
un proceso espontaneo, termodindmicamente posible (exergonico), mientras que los valores positivos indican un
proceso imposible (endergonico). (€) Tipicamente efectuada por géneros Syntrophomona. (d) Tipicamente efectuada por
géneros Syntrophobacter. (e) Se supuso una via homofermentativa lactica a partir de la glucosa (Madigan et al., 2009) y
una subsecuente fermentacion del acido lactico a acido proridnico tipicamente afectado por Propionibacterium. ND, no
disponible
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En la practica, cuando el flujo de carbono a partir de glucosa estd dirigido hacia la
produccion de acetato, CO; e Hj, la produccion maxima es de 3.0-3.3 mol H; mol glucosa"1
(Chen et al., 2006) pero, cuando se desvia hacia propionato, la productividad es de 1.7 mol
H, mol glucosa™. En cambio, cuando la degradacion de la glucosa es derivada hacia lactato,
etanol, acetato, CO, e Hj, la produccion maxima de hidrogeno que se puede alcanzar es de

2.0-2.9 mol H, mol glucosa™ (Chen et al., 2006).

1.7 Modelo de Gompertz. Cinética del proceso de produccion de
hidrogeno

Este modelo ha sido modificado para estimar la produccion de hidrégeno acumulado en el
procesos de fermentacion anaerobia (van Ginkel et al., 2001; Lin y Lay, 2004). La cantidad
de hidrégeno obtenido por procesos fermentativos se puede cuantificar en términos de
rendimiento y tasa. El rendimiento se define como la cantidad de H, producido por cantidad
de sustrato consumido y se expresa en unidades de mol H, mol glucosa”. La tasa de
produccion de hidréogeno (TPH) se define como la cantidad de H, (mL) producido por
unidad de tiempo y por unidad de volumen del reactor (tasa volumétrica) o por unidad de
biomasa (tasa especifica) (Argun y Kargi, 2011). Es importante mencionar que es posible
ajustar matematicamente la produccioén de hidrégeno por fermentacion oscura mediante la
ecuacion modificada de Gompertz (ecuacion 1.7), el cual es un modelo adaptado para
describir el progreso acumulativo de produccion de H, en un experimento batch, tal como

se evaltia en este trabajo.

H(t) = Hpqy * €Xp [—exp (M + 1)] (Ec. 1.7)

Hmax

Donde, H corresponde a la produccion acumulada de H, (mL), Hmax a la produccién
acumulada maxima de H, (mL), Rmax la tasa de produccién méaxima de H, (mL/h), t el
tiempo del cultivo (h) y A fase de latencia (h) requerido para comenzar la evolucion del H,.
Esta ecuacion ha sido empleada por diferentes autores (Zhang et al., 2003; Lay et al., 1999;
Chen et al., 2008b, Gadhamshetty et al., 2010 y Buiton y Carvajal, 2010) con buenos
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. 2 . . .
ajustes de r° > 0.90, donde se ha querido correlacionar resultados experimentales con un

modelo matematico de tipo predictivo.

1.8 Principales microorganismos consumidores de H,

1.8.1 Bacterias sulfato reductoras (BSR)

La reduccion del sulfato se asocia con el crecimiento de las bacterias sulfato reductoras
(BSR) que utilizan H, o materia organica y sulfato como donantes y aceptores de
electrones, respectivamente (Odom y Singleton, 1992). Es bien conocido que la
metanogénesis, como un paso terminal, puede ser influenciada de manera significativa por
el sulfuro producido a partir de la reduccion del sulfato. Una alta concentracion de sulfuro
de hidrégeno libre puede dar lugar a la inhibicioén de la metanogénesis (Parkin et al., 1990).
Durante la metanogénesis, como etapa terminal de la degradacion anaerobia, se nota
particularmente la competencia entre BSR y las archeas productoras de metano (APM)
(Yoda et al., 1987). Las BSR compiten con las APM por ¢l acetato y el H, (precursores de
metano mas importantes). Se ha informado que las BSR podrian competir con las bacterias
acetogénicas productoras de H; para los sustratos tales como butirato (Mizuno et al., 1994),

propionato (Parkin et al., 1990; Uberoi y Bhattacharya, 1995) y benzoato (Li et al., 1996).

De acuerdo con la termodindmica, la reaccion bioquimica mas eficiente usando hidrogeno
implica a los microorganismos sulfato/nitrato-reductores (AG® = -165 kJ mol™), incluso a
una concentracion de hidrogeno baja (0.02 ppm) en presencia de sulfato o nitrato (Cord-
Ruwisch et al., 1988). Tiempos de residencia hidraulica (TRH) cortos no son suficientes
para inhibir estos microorganismos. Incluso a un TRH de 2 h, la transferencia de
metabolitos entre especies tales como CO,, H, y AGVs, son consumidos inmediatamente
por las BSR bajo condiciones ricas en sulfato (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009).
Para TRH largos, el hidrogeno es convertido en metano y CO; por archeas productoras de
metano (APM) bajo condiciones de limitaciéon de sulfato. En caso de una presencia
abundante de sulfatos en el sustrato, existird una mayor afinidad para que el proceso se
lleve a cabo bajo la via de la sulfatorreduccion (Mizuno et al., 1998). Junto con la

concentracion de sulfato y el TRH, el pH es un factor clave en la reduccion de sulfato.
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Valores de pH < 6 inhibe significativamente la actividad de las bacterias sulfato reductoras

(Lin y Chen, 2006 y Mizuno et al., 1998).

1.8.2 Archeas productoras de metano (APM)

Son considerados como los principales microorganismos que consumen hidrogeno en
ambientes anaerobios. Fisiologicamente los metandgenos son anaerobios y para su
aislamiento se requieren técnicas en rigurosa ausencia de oxigeno. Segun la especie, el
cultivo de matandgenos puede llevarse a cabo en un medio con sales minerales a 1 atm de
H; y CO; (proporcién 4:1) o bien, en medios complejos. La mayoria de los metandgenos
conocidos son mesofilos y no haléfilos, aunque también se han descubierto especies
extremofilas que presentan un crecimiento Optimo a muy altas o bajas temperaturas,

concentraciones altas de sal o pH extremo (Madigan et al., 2009).

En este proyecto se busca la inhibicioén de esta fase de metanogénesis, para ello se conocen
diversas opciones para controlar este proceso. Entre estos métodos destacan la inhibicién
quimica, control de pH, tratamiento térmico del indculo y tiempos cortos de retencion
hidraulica (TRH). Los inhibidores quimicos mds cominmente utilizados son
bromoetanosulfonato (BES), acetileno y cloroformo. BES es un compuesto especifico
contra metandgenos y actiia como un andlogo de la coenzima M en la cadena respiratoria.
Sin embargo, el tratamiento con concentraciones efectivas de BES no es amigable con el
ambiente y resulta demasiado costoso para operaciones a gran escala. El pH es también un
factor en la prevencion de la actividad metanogénica ya que la mayoria de estas archeas
solo puede crecer en un estrecho rango de pH 6-8. El tratamiento méas comun del inoculo es
el choque térmico (~ 100 °C, 10 min) para seleccionar a aquellos microorganismos
formadores de esporas (bacterias productoras de Hy). Los metanogenos no esporulan y no
sobreviven a tales condiciones. Estos ultimos presentan bajas tasas de crecimiento

(aproximadamente 0.2 h™").

1.8.3 Bacterias acido lacticas (BAL)

Noike et al., (2002) estudiaron la inhibicion en la produccion de H, por las bacterias del

acido lactico (BAL). Ellos observaron la sustitucion de la fermentacion de H, por
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fermentacion de acido lactico cuando dos cepas de bacterias del acido lactico, Lactobacillus
paracasei y Enterococcus durans, se cultivaron con dos cepas productoras de H,,
Clostridium acetobutylicum y C. butyricum. La secrecion de bacteriocinas se reconoce
como efecto inhibidor y se propusieron temperaturas por encima de 50 ° C para evitar la

influencia de las BAL (Noike et al., 2002).

En los sistemas de mesofilos, el crecimiento de BAL no podria ser limitado por la
temperatura, y la acumulacion de 4cido lactico condujo a la inestabilidad de los procesos de
cultivo mixtos. En efecto, Wang y Zhao (2009), mostraron que el acido lactico inhibe la
fermentacion de H; en un sistema continuo de dos etapas usando los residuos de alimentos

como sustrato.

1.8.4 Bacterias homoacetogénicas (BHA)

Son microorganismos anaerobios que catalizan la formacion de acetato a H, y CO,. Diekert
y Wohlfarth (1994) emplearon Clostridium aceticum y Clostridium thermoaceticum como
especies modelo utilizadas para dilucidar su via metabolica. Estos poseen enzimas
especiales que catalizan la formacion de acetil-Co A que es convertido a acetato en el
catabolismo de carbono. Las HAB son anaerobios versatiles, que convierten una variedad
de sustratos diferentes en acetato como el principal producto final (Diekert y Wohlfarth,
1994). Desafortunadamente, el tratamiento previo del indculo por calentamiento para
seleccionar bacterias formadoras de esporas no es adecuado para la inhibicion de las HAB
ya que algunas de ellas pertenecen al género Clostridium (Oh et al., 2003). Por tanto, s6lo
ciertos parametros de operacion podrian favorecer la produccion hidrégeno, por ejemplo,

mediante la eliminacion de CO, del espacio libre de cabeza (Park et al., 2005).

1.9 Inhibidores quimicos de la metanogénesis y sus aplicaciones

La aplicacion de inhibidores quimicos para los microorganismos metandgenos pueden
dividirse en dos grandes grupos: inhibidores “especificos” y “no especificos”. El primer
grupo incluye los andlogos estructurales de la coenzima M e inhibidores de la HMG-CoA.
El grupo de los “no especificos” incluye diversos productos quimicos que pueden limitar o

anular la actividad de metanogenos y no-metandgenos. Los inhibidores quimicos de la
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metanogénesis se han utilizado ampliamente en los campos de la produccién y el consumo
de metano (cultivo puro o medio natural) y la produccion de sustancias de valor afiadido,

tales como los AGVs e H, (Liu et al., 2011).

Alternativamente, los precursores metanogénicos, como acidos grasos volatiles (AGVs) e
H,, producidos en la etapa de acidogénesis, han recibido considerable atencion debido a sus
altos costos y las aplicaciones industriales que de ellos se derivan (Kleerebezem y van
Loosdrecht, 2007; Sauer et al., 2008; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Existen
informes de diversos productos quimicos que inhiben la formacion de metano (arqueas
metanogénicas) con diferentes especificidades y concentraciones 6ptimas de uso (Gonzalez
et al. 2006; Ungerfeld et al. 2004; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009). Estos
inhibidores han sido utilizados para entender las interacciones ecologicas entre
metandgenos y otros grupos microbianos mineralizantes de carbono, asi como el flujo de
carbono y electrones en diversos ambientes andxicos (Wiist et al. 2009; Orcutt y Meile,

2008).

1.9.1 Categoriay caracteristicas de los inhibidores de la metanogénesis

Analogos estructurales de la coenzima M. La coenzima M (CoM; HSCH,CH,SO5") es un
cofactor que se encuentra en todos los metandgenos pero no en otras bacterias ni archeas
(Liu y Whitman, 2008). La CoM est4 implicada en la etapa terminal de la biosintesis de
metano, donde se reduce el grupo metilo por CoM a metano por la metil-CoM reductasa.
Los inhibidores de metandgenos incluidos en este grupo normalmente son el 2-
bromoetilsulfonato (BES), 2-cloroetanosulfonato (CES), 2- mercaptoetanosulfonato (MES)
y la lumazina. Ellos pueden inhibir competitivamente la reaccion de transferencia de metilo
en la etapa terminal reductora durante la formacién de metano en metandgenos utilizando
H, y CO,. Normalmente, estas sustancias pueden inhibir especificamente todos los grupos
de metandgenos en una concentracion relativamente baja. La figura 1.2 muestra las

estructuras quimicas de la CoM y sus analogos estructurales.
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Figura 1.2 Estructura de la CoM de los metanogenos y sus analogos estructurales

Lumazina [2, 4-(1H, 3H)-pteridinediona]. Se ha informado que el compuesto pterin
lumazina inhibe el completo crecimiento de varias archaeas metanogénicas a una
concentracion < 0.6 mM y fue bactericida para Methanobacterium thermoautotrophicum
cepa Marburg (Nagar-Anthal et al., 1996). Es un analogo estructural de las porciones de
folatos y flavinas y de algunos de los cofactores de la metanogénesis (formas reducidas;
deazaflavina Fa4;¢). Algunos pterinas (tal como la lumazina) han demostrado ser importantes
compuestos antibacterianos (Blakely 1969). Para obtener mas informacion sobre el efecto
de este compuesto, fueron probados en su efectividad con lumazina, una gran cantidad de
microorganismos que representan los dominios Archaea, Bacteria, Eukarya y varios grupos

metabolicos dentro de ellos, (Woese et al., 1990).

Hidrocarburos alifaticos halogenados. El Cloroformo (CHCIl;) se sabe que bloquea la
funcion de las enzimas corrinoide y de la metil-coenzima reductasa M (Oremland y
Capone, 1998). Es también capaz de inhibir la produccion de CH4 a partir de ambos Hp,

CO, y acetato; es decir, metandgenos acetoclasticos e hidrogenotroficos.

Un numero de aplicaciones exitosas se han establecido al utilizar cloroformo y otros
compuestos como inhibidores de la metanogénesis, entre ellos la seleccion de consorcios
mixtos a partir de biomasa microbiana de residuos para la produccion de hidrégeno (Hu y
Chen, 2007; Kaushik y Debabrata, 2004), en la tabla 1.4 se resumen algunas de las
aplicaciones comerciales que se han llevado a cabo utilizando diversos inhibidores

quimicos.
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Tabla 1.4 Aplicaciones de inhibidores quimicos metanogénicos

Inh} bl.d or Obj ?UV(.) ’de Condiciones de la prueba y resultados Referencia
quimico aplicacion
Mejorar de la BES triplicé de acumulacion de acetato
acumulacion de comparado con el grupo control evaluado e Chen et al.,
BES acetato y inhibid especificamente los metanogenos, (2007); Zhu y

tratamiento de lodo  pero no encontr6 efectos significativos en la ~ Beland (2006)
productor de H, produccion de H,

BES y lumazina a 1.2 mM increment6 la

produccion microbiana de N, en un 17%. El

acido propinoico a 2 mM aumentd en un

BES, Disminuir la , .
. e . 33%. Metandgenos ruminales tales como
lumazinay  pérdida de energia hanobrevib . . Ungerfeld et al.,
4cido digestible para Methano rev_l acter rgmlnantlum, (2004)
Fonibnico umiantes Methanosarcina mazei y
prop Methanomicrobium mobile tienen diferentes
sensibilidades para el BES y sus inhibidores
analogos
con{[rrl;{)fzi%ir dl: las La aplicacion de las combinaciones de
CHCly y diferentes clases de 1gh1b}dores selrectlvos pl,le.de Ser utllrpa'lra Conrad et al.,
BES e dilucidar las vias metabolicas anaerobias en (2000)
la produccién de cultivos microbianos mixtos y las
p metano comunidades microbianas naturales
. 0.05%, 11.6 L/L/diay un TRH 5.3 herael
CHCl, prog:[;]coigf cliae o método mas eficaz para proporcionar lodos lez%g%en
2

productores de H,

BES (2-bromoetanosulfonato) o (BrCH,CH,S03)
CHCI; Cloroformo

Aunque la inhibicion de la metanogénesis por CHCl; en ambientes anaerobios ha sido bien
establecida, la mayoria de los estudios s6lo se centra en las aplicaciones practicas. Poco se
sabe acerca de su efecto in situ o en la diversidad de la comunidad microbiana especifica en
ambientes naturales para lograr la disminucion de la produccion de metano (Zinder et al.,

1984).

Por otro lado, diversas fuentes han demostrado que CHCl; no sélo limita la actividad de
archaea metanogénicas, sino también la actividad de las bacterias consumidoras de acetato
y bacterias reductoras de sulfato (Scholten et al., 2000). Las bacterias sulfato reductoras
solo se inhiben si se degradan por la via de acetato (acetil-CoA), pero no a través del ciclo

del 4cido tricarboxilico.
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El cloroformo ha sido también utilizado como tratamiento innovador para convertir
directamente granulos metanogénicos a granulos productores de hidrogeno (Hu y Chen,
2007). Asi, el CHCl; se utiliza a menudo para inhibir la metanogénesis, homoacetogénesis,
y la actividad de las bacterias sulfato reductoras (DeGraaf et al., 1996, Scholten et al.,
2000; Chidthaisong y Conrad, 2000). La figura 1.3 muestra los sitios de accion de distintos
inhibidores quimicos empleados para evitar la produccion de metano en el proceso de

digestion anaerobia.

POLIMEROS
(proteinas, lipidos y polisacaridos)

Hidroélisis y bacterias fermentativas

MONOMEROS y OLIGOMEROS
(aminoacidos, acidos grasos y carbohidratos)

Homoacetégenos
Hidrolisis y bacterias fermentativas

INTERMEDIARIOS ]
(acetato, propionato, butirato, acetona, etanol)

== CHCI,
—— Microorganismos sintréficos
acetogenos

H, / CO, —" ACETATO
Cc id
de Hy sulfato cHel, = FCH,COONa
reductores Lmz ~~~< Consumidores de
-~ s »  ACETATO, sulfato
CHCI;/S $ s \ reductores
Lz H,S | CH,/CO, | H,S \ CHCL,
]
BES, FCH, Lmz

Lmz

Figura 1.3 Descripcion de las vias de inhibicion de varios compuestos quimicos utilizados
frecuentemente y la cadena anaerobia para la conversion de materia organica a metano: CHCls

(cloroformo), BES (2-bromoetilsulfonato), FCH,COONa (fluoroacetato), FCH; (fluoruro de
metilo), Lmz (Lumazina), (Liu et al., 2011)

Sin embargo, cabe destacar que el uso de compuestos inhibidores para la produccion de H;
puede resultar ser una contradiccion ambiental ya que estas sustancias poseen moléculas
halogenadas en su estructura y, su aplicacion sobre el sustrato soélido/liquido, genera

problemas para su disposicion final y/o eliminacion (Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo,
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2009). Parte esencial de este trabajo radica en la evaluacion de la efectividad de inhibidores
quimicos de la metanogénesis con cloroformo y lumazina. Por tratarse de residuos de
manejo especial y peligrosos (especialmente el cloroformo), para fines de tratamiento y
disposicion de ambos inhibidores se procedié conforme lo establecido en la NOM-052-

SEMARNAT-2005, al final de las pruebas realizadas en este estudio.

1.10 Produccién de H, por medio de cultivos mixtos

Con el fin de obtener la produccion de H, empleando residuos como sustrato, se ha
explorado el uso de cultivos mixtos. Esto se ha realizado eliminando los microorganismos
metanogénicos del proceso, asistido por medio de tratamientos del indculo como choque
térmico o métodos de tratamiento 4cido, ya que la mayoria de los microorganismos
productores de H; presenta un mecanismo de defensa (esporas) capaces de resistir a
ambientes adversos (Zhang et al., 2005). Cuando se utiliza como indculo un consorcio
microbiano indefinido para la produccion de H,, es necesario seleccionar los
microorganismos, proporcionando las mejores condiciones de desarrollo para éstos. Las

metodologias empleadas son:

1.10.1 Inhibicién &acida y cambios de pH

Durante el proceso de acidogénesis, el hidrogeno no es el tinico producto que se forma sino
también acetato, butirato y etanol son generados al mismo tiempo (Lee et al., 2002).
Cuando los cultivos son alimentados con altas concentraciones de carbohidratos, también se
producen altas cantidades de acidos que, a su vez, inhibiran la produccion de hidrogeno.
Asi, bajo ciertas condiciones de pH 4acido, la evolucion del metano se detiene e H, yCO;
son los principales gases producidos. La mayoria de los metandgenos crecen en un rango
relativamente estrecho (6-8). De esta forma, pH bajos (crecano a 5.5), resultan efectivos

para inhibir la actividad metanogénica.
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1.10.2 Control por medio de la tasa de diluciény TRH

Se ha demostrado la inhibicion de la metanogénesis mediante un control de las condiciones
operacionales, como una alta tasa de dilucion para lograr el lavado de la biomasa
metanogénica, presenta una menor velocidad especifica de crecimiento que las bacterias
productoras de hidrogeno, por lo cual se requiere de bajos tiempos de residencia de la
biomasa, y/o mantener un pH acido en el reactor o una alta concentracion de AGVs. El
tiempo de residencia hidraulica (TRH) y de la biomasa varia entre 3 a 240 horas, razén por
la cual no se ha podido esclarecer el TRH adecuado para mantener una produccioén
constante. La ausencia de crecimiento de microorganismos consumidores de hidrogeno
dependera de mantener adecuadas condiciones de operacion del reactor (Li y Fang, 2007;

Nath y Das, 2004; Valdez-Vazquez y Poggi-Varaldo, 2009).

La agitacion continua de los reactores puede ser utilizada como seleccion de poblacion
microbiana cuya tasa de crecimiento es capaz de mantenerse en valores estables con la
dilucion causada por el flujo volumentrico constante. En este sentido, solo las poblaciones
con tasa de crecimiento mayor que la tasa de dilucion pueden permanecer en el reactor
(umax>D). Basado en esto, altas tasas de dilucion (bajo TRH) pueden ser empleados para
causar el lavado completo de los metandgenos ya que la proporcidon especifica de
crecimiento de éstos es mucho menor que la de aquellos microorganismos productores de

H; (0.016 y 0.083 por hora, respectivamente).

El patron de fermentacion de H, pueden cambiar a la fermentacion metanogénica si el TRH
aumenta. Con base en los resultados de Chen et al. (2001) una tasa de dilucion <0.172 h™
(o TRH > 6 h) es recomendada. Se ha observado a través de diferentes reportes (Ueno et
al., 1996; Lin y Chang, 1999; Chen et al., 2001 y Han y Shin, 2004) que, a pesar de las
diferencias entre la experimentacion (sustrato, tipo de indculo y temperatura), la tendencia
es constante: a altos TRH la tasa de produccioén de H, se disminuye con un valor critico de

6 h.
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1.10.3 Tratamiento térmico

En ambientes anaerobios los principales microorganismos formadores de esporas son varios
géneros de bacterias acidogénicas. Este hecho ha sido utilizado por varios autores para
eliminar microorganismos no formadores de esporas, principalmente metandgenos, por
medio de un tratamiento térmico, tipicamente a 100 °C durante un lapso de tiempo de 15-
120 minutos. Este tratamiento selecciona simultdneamente las esporas de bacterias
acidogénicas que germinan, produciendo H, cuando las condiciones son favorables para el
crecimiento. La transicion de las esporas inactivas a formas vegetativas activas se puede
dividir en tres fases: la activacion, la germinacion y el crecimiento (figura 1.4). De esta
manera es posible decir que el tratamiento térmico es adecuado para eliminar las células
vegetativas y activar las esporas presentes en el inoculo. Las esporas son metabdlicamente
inactivas, resistentes al calor, radiacion, deshidratacion, pH extremos y agentes quimicos

(Setlow, 2003).

Adicionalmente, el costo-beneficio del tratamiento térmico y el predominio de las especies
sensibles por clostridios en indculos con tratamiento térmico convierten este enfoque de
investigacion en un tema controvertido y necesario para futuras investigaciones (Hong y
Haiyun, 2010; Lee et al., 2008). El enriquecimiento del in6culo con pretratamiento térmico
consume energia. La energia requerida para este procedimiento puede ser economizada
utilizando el exceso de calor en algun proceso acoplado. Esto puede resultar ser menos
intensivo en energia si se lleva a cabo a temperaturas inferiores; es decir, en rango

mesofilico (Li et al., 2008b; Shin y Young, 2005; Kim et al., 2011a).

Se han reportado en la literatura varios pretratamientos para el mejoramiento del indculo
productor de hidrégeno. Una amplia de fuentes naturales como lodos activados (Cohen et
al., 1985), suelo (Oh et al., 2004), estiércol de vaca (Vijayaraghavan et al., 2006a) y
sedimentos de los rios (Zuo et al., 2005) se han utilizado como in6culos para la produccion
de hidrogeno. El proceso a temperatura de ebullicién es el mas frecuentemente reportado
como método mejorador. En todos estos estudios se han empleado una variedad de

sustratos (glucosa, RSO, vinazas, aguas residuales, etc.), diversos inoculos (lodos
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anaerobios, suelo, sedimentos, etc.) y diferentes condiciones de operacion (incluyendo
varios rangos de temperatura, TRH, pH, etc.) (Kim et al., 2010).

corteza

ACTIVACION

Tratamiento térmico ar
100°C durante 15 a 16
min

Interaccion con germinantes

especificos tales como i
aminoacidos, azlcares o GERMINACION

remanente purinas
de capa

/ v
CD EXTENSION ( >

Figura 1.4 La transicion de las esporas inactivas a las formas vegetativas activas. Valdez-Vazquez
y Poggi-Varaldo (2009)

La variabilidad natural de los cultivos de bacterias, aunado a los complejos mecanismos
bioldgicos de produccion de hidrogeno y las temperaturas de los pretratamientos térmicos
(las cuales pueden afectar significativamente a la comunidad microbiana), no facilitan la
comparacion entre los diferentes estudios. (Li y Fang, 2007). La tabla 1.5 muestra las

condiciones de pretratamientos aplicados a diferentes indculos.

Tabla 1.5 Tratamientos térmicos aplicados a diversos indculos

Tratamiento Tipo de inéculo Referencia

100 °C, 15min  Lodo anaerobio digerido ]ig(})loet il 18685 Ol wimaip S, AR 1Ly
100 °C, 15min  Harina de soya Noike y Mizuno, 2000

104 °C,2h Composta y suelo van Ginkel et al., (2001)

104°C,2h Suelo Logan et al., (2002)

75°C,1h Lodos de PTAR Chang et al., (2002)

121 °C,30 min  Residuos sélidos Wang et al., (2003)

100 °E, 15 mtm | OCABMEEYBIUMAS, et st (G007
excretas vacunas Y porcinas

90 °C, 10 min Lodo anaerobio Kim et al., (2004)

PTAR Lodos de planta de tratamiento de aguas residuales
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II. ANTECEDENTES

2.1 Factores que afectan la produccion bioldgica de H, a partir de los
residuos sélidos organicos

2.1.1 pH

El pH afecta no solo a los rendimientos de produccién de hidrégeno en cultivos mixtos,
sino que también puede modificar la generacion de subproductos que impactan sobre la
estructura de las comunidades microbianas (Ye et al., 2007; van Ginkel et al., 2001 y
Temudo et al., 2007). La produccion de hidrogeno 6ptima parece tener lugar con un pH
entre 5.0 - 6.0 para los residuos de alimentos (Kim et al., 2004 y 2006; Doi et al., 2009).
Ademas, el patrén de produccion de AGVs es diferente en condiciones de pH variables.
Butirato y acetato son los dos productos principales, a valores de pH bajos el acetato se
produce preferentemente (Guo et al., 2010; Rechtenbach et al., 2008). La produccion de
hidrogeno via acetato-butirato se ve favorecida a pH 4.5 - 6.0, mientras que en condiciones
de pH neutro o superior, existe evidencia de acumulacion de etanol y propionato (Hawkes

etal., 2007; Kim et al., 2004, Pakarinen et al., 2008 y Yokoyama et al., 2007).

La seleccion del pH inicial es crucial para mejorar la produccion del biogas, debido a los
efectos en la actividad hidrogenasa o en vias metabdlicas. Fan et al., (2004) y van Ginkel et
al., (2001) han reportado que el maximo rendimiento de H, se determin a un valor de pH
de 5.5. Mientras, Lee et al., (2002), reportd que el maximo rendimiento de produccién de
H, se logrd a un pH inicial de 9.0. Davila-Vazquez et al., (2008) y Ramos et al., (2012)
encontraron que el maximo rendimiento de produccion se produce bajo condiciones de

cultivo a un pH inicial de 7.0.

Estos resultados contradictorios parecen ser debido a una falta de capacidad amortiguadora
capaz de evitar una disminucioén del pH. Desde un punto de vista practico, es importante
investigar como el pH inicial influye en la produccion de hidrégeno cuando no se aplica

ningun tipo de control durante la fermentacion.
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2.1.2 Temperatura

A menudo la temperatura se considera como uno de los pardmetros mas importantes que
afectan tanto los rendimientos de produccion de H, y el metabolismo microbiano en
cultivos mixtos (Li y Fang, 2007). La mayoria de los estudios sobre la produccion
fermentativa de hidrogeno se han basado en temperaturas mesoéfilicas. Los residuos de
cultivos suelen presentar un mayor rendimiento a temperaturas termofilicas debido a una

mejor hidrélisis de los compuestos lignoceluldsicos.

No obstante, en cuanto a los residuos de alimentos, las temperaturas termofilicas parecen
mas adecuadas a pesar de las observaciones significativamente diferentes descritas en la
literatura. Estas diferencias pueden deberse al origen del inoculo, la cantidad de compuestos
facilmente biodegradables y las condiciones de operacion. A 55 °C el subproducto
dominante generado es acetato mientras que a 20 °C se ve favorecido el proceso de
produccion de propionato (Karlsson et al., 2008). En cualquier caso, la principal desventaja
del proceso de fermentacion anaerobia termofila es el requisito de energia para el
calentamiento y mantenimiento. La tabla 2.1 resume diversos estudios que investigan el

efecto de la temperatura en la produccion fermentativa de hidrégeno

Tabla 2.1 Estimacion de los rendimientos de produccion de H, en reactores anaerobios sobre el
tratamiento de residuos de alimento como sustrato

Rendimiento de la Temperatura ~ Modo de
produccion maxima  pretratamiento  de operaciéon  operacion Referencia
(mLH, g 51/) (°O) del reactor

196 160 °C,2 h 36 Batch Lietal., (2008)

60 * ND 35 Batch Kim et al., (2004)

77 - 35 Batch Lay et al., (2005)

125 e 35 CSTR Shin y Youn (2005)
63 pH 12.5, 1 dia 35 ASBR  Kimy Shin (2008)
3 20 CSTR Karlsson et al., (2008)
3 37 CSTR Karlsson et al., (2008)

165 e 55 CSTR Karlsson et al., (2008)

Sustrato: residuos de alimento (en todos los casos)
----- Ningun pretratamiento sobre el sustrato

ND, no realizada, no determinado

* Calculado a partir de datos de la literatura

En este orden, han existido diversos estudios reportando los efectos de la temperatura para

la produccion de H;, por cultivos mixtos, los resultados difieren considerablemente. Por
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ejemplo, Lee et al., 2006 reportd que la mejor temperatura es de 40° C, mientras que
Valdez-Vazquez et al., 2005, menciond que la éptima es de 55° C. La posible razon de que
estos resultados difieran puede deberse a diferencias entre el sustrato, las concentraciones

empleadas, el tipo de reactor y el indculo empleado.

2.1.3 Tamario de la particula

Se ha informado que particulas pequefas (<0.5 mm) aumentan el area superficial
disponible para los microorganismos, lo que genera un incremento en la poblacion
bacteriana debido a la disponibilidad de sustrato, por lo que el proceso de biodegradabilidad
anaerobia es mas eficiente. Moreno-Andrade y Buitron (2011) reportan que es posible
observar para bajas concentraciones de ST iniciales (5-15 g/L) un incremento en la
produccion de H, empleando RSO con un tamafio de particula menor a 0.5 mm. Sin
embargo, valores superiores a 20 g ST iniciales/L generan inhibiciéon debido a la alta
produccion de acidos grasos volatiles. Un tamafio de particula mas grande requiere mayor
tiempo para producir la misma cantidad de H,. Cuando la concentracion de ST iniciales se
sitia entre 5 a 20 g/L la mejor opcion es emplear el tamafio de particula menor a 0.5 mm
debido a que la tasa de produccion es mayor. En el caso de 15 g ST/L la tasa de produccion
de H; resultantes fueron 0.068 + 0.008, 0.078 + 0.008 y 0.192 + 0.009 mmol de H»/gTS/d
para los RSO con tamafios de mas de 2 mm, entre 0.5 y 2 mm y menor a 0.5 mm
respectivamente (Moreno-Andrade y Buitron, 2011). Este resultado esta relacionado a la

solubilidad variable de la materia organica reportado también por Izumi et al. (2010).

2.1.4 Concentracién de sélidos iniciales

La concentracion de sélidos totales iniciales sobre la produccion de H; a partir de los RSO
ha demostrado influir sobre el porcentaje y volumen de generacion de hidrogeno (Ramos et
al., 2012). La produccion de H, a partir de los RSO condicionada por la concentracion
inicial de ST. La maxima tasa de produccion (2.90 mmolH,/d) se obtuvo a 90 g ST/L a un
pH de 5.5. A esta condicion, los ST iniciales y la remocion de DQO se reportaron inferiores
(10% de ST y 14% de DQO). Sin embargo, cuando los valores especificos se calcularon
considerando la remocion de solidos, la tasa maxima de degradacion de 192.2 mL

H/gSVien/d se obtuvieron a la concentracion menor de ST probada y un pH inicial de 7.0.
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La concentracion de ST iniciales afecta la producciéon de H, en diferentes maneras
(Maintinguer et al., 2008). Una alta concentracion de ST puede ser limitante para la
transferencia de masa entre el sustrato y microorganismos reductores de produccion de
hidrégeno. Adicionalmente, la concentracion inicial de sustrato puede resultar inhibitoria
para las bacterias productoras de H, debido al incremento en la produccion de los AGVs.
Se ha observado que la produccion de H; a partir de los RSO en un rango de temperaturas
mesofilicas (34-37° C) es influenciado por el pH inicial, los s6lidos suspendidos iniciales y
las caracteristicas del inoculo (Gomez et al., 2009; Fountoulakis y Manios, 2009; Shi et al.,
2009, Liu et al., 2006).

2.1.5 Presion parcial de hidrégeno (PpHy)

Diversos estudios han informado que la PpH, es un factor limitante en el curso de la
fermentacion de residuos organicos. La oxidaciéon de componentes complejos reducidos
tales como acidos grasos de cadena larga a AGVs; concomitantemente con la produccion
de hidrogeno, es la consecuencia de una baja concentracion de hidrogeno en el medio ya
que las reacciones son termodindmicamente desfavorables (Li, 2009). La formacion

adicional de hidrogeno puede ser derivada de la degradacion de acetato (ecuacion 2.1).

CH,COOH + 2H,0 — 4H, + CO, AG’=+104.6 kI mol”  (Ec. 2.1)

Esta conversion es termodindmicamente desfavorable a temperaturas moderadas y la
reaccion es; por lo tanto, extremadamente sensible a la concentracion de hidrégeno.
Ademas, la reaccion inversa, llamada homoacetogénesis, es mas bien favorecida en el
proceso de fermentacidon y en parte se reduce el rendimiento del reactor a través de la
acumulacion de acetato en el medio. Por el aumento de la concentracion de hidrégeno en el
medio debido al metabolismo microbiano, no sélo la produccion de este puede verse
afectada sino también se ha observado un cambio en las vias metabolicas hacia
solventogénesis; es decir, la acumulacion de lactato, etanol, acetona y butanol (Levin et al.,
2004). Investigaciones recientes indican; sin embargo, que el factor principal que conduce a

solventogénesis es la acumulacion de acidos grasos volatiles en lugar de la presion parcial
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de hidrégeno (Valdez-Vazquez et al., 2006). Es por ello que es necesario mantener bajas

Psz.

Para disminuir PpH, en el medio, especialmente en bioprocesos altamente concentrados en
el tratamiento de residuos organicos, la agitacion es la técnica mas usual (Chou et al.,
2008). Otra opcidn es la inyeccion de un gas inerte para remover el H, producido; es una
alternativa viable, en la cual se emplea nitrogeno gaseoso (Karlsson et al., 2008; Kim et al.,
2006; Kim y Shin, 2008; Levin et al., 2004; Liu et al., 2006; Mizuno et al., 2000). La
desventaja de este método es la obtencion de una corriente gaseosa muy diluida, lo cual es
costoso para llevar a cabo a escala industrial, debido al requerimiento de una etapa
posterior de purificacion y concentracion. Con el fin de solucionar este problema se ha
propuesto realizar la inyeccion del gas en forma intermitente (Valdez-Vazquez et al., 2006;

2005).

2.1.6 Concentracion de Acidos Grasos Volatiles (AGVs)

También se ha observado que la concentracion de los acidos grasos volatiles (AGVs) es
uno de los pardmetros mas importantes en el metabolismo anaerobio. Es bien sabido el
efecto toxico de altas concentraciones de AGVs en el proceso de digestion, debido al
descenso de pH. Se ha analizado el rol del 4cido propionico en el proceso de las reacciones
anaerobias. El metabolismo del acido propionico es el mas sensible a la presion parcial de
H, (PpH,) que debe ser inferior a 9X10™ Atm (9.2 Pascal) para permitir su degradacién. Por
lo tanto, estd claro que cuando el H, se acumula (que es un resultado frecuente de una
alteracion del digestor) el acido propionico tiende a formarse mas rapidamente y mas lenta

se vuelve su degradacion.

El proceso para produccién de H, a partir de los RSO se puede llevar a cabo mediante
sistemas discontinuos (por lotes) o continuo. En el caso de los procesos discontinuos es
necesario almacenar el residuo en un recipiente cerrado, el cual puede contener el inoculo
de una digestion previa (como en el caso de los SBR) y durante el proceso puede haber
recirculacion de la mezcla. Esta modalidad de operacion del reactor es adecuada cuando la

disponibilidad del sustrato no es continua, como en el caso de la producciéon de RSO en
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restaurantes, casas, etc. Una vez terminada la digestion, el material digerido se descarga y
se inicia un nuevo lote. Este es un proceso simple y de bajo costo y disminuye el riesgo de

toxicidad por AGVs al proceso.

2.2 Reactor anaerobio discontinuo por lotes (SBR)

Los reactores SBR son simples y ttiles porque se pueden llevar a cabo la digestion rapida
con equipo sencillo y de bajo costo (Parawira et al., 2004; Weiland, 2006). Operan bajo
cinco etapas bien definidas, tal como lo muestra la figura 2.1. Por otro lado, los reactores
SBR presentan algunas limitaciones tales como las altas fluctuaciones en la produccion de
biogas asi como la calidad del mismo, las pérdidas de biogds durante el vaciado de los

biorreactores y alturas biorreactor restringidas (Linke et al., 2006).

l. Llenado Il. Reaccion

- -

muerto lll. Sedimentacion

IV. Vaciado
B 8 B

U

Agitador magnético

Figura 2.1 Fases tipicas de operacion de un SBR
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Se conocen diferentes configuraciones de reactores que han sido empleados para tratar
residuos de alimentos, la mayoria de ellos consisten en botellas serologicas -pequefia
escala- (100-500) mL y fermentadores agitados de 2-10 L, operados bajo condiciones
discontinuas, semicontinuas o continuas. En cuanto a la produccion fermenativa de H,, el
tiempo de retencion de sélidos (TRS) y, a su vez, la TCO (tasa de carga organica) afectan la
eficiencia de conversion del sustrato, la poblacion activa de microorganismos presentes asi
como la via metabolica establecida en el sistema. La influencia del TRS y la TCO en el
rendimiento de H, es objeto de controversia en la literatura. En general se reconoce que
largos tiempos de retencion de sélidos favorecen la acumulacion de los consumidores Hy,

como metandgenos y competidores de sustrato (Wang y Zhao, 2009).

La mayoria de los estudios que utilizaron reactores agitados con la operacion continua o
semi-continua, adoptaron valores de operacion de TRH (tiempo de residencia hidraulica)
entre 21 h (Lee y Chung, 2010, quien trabajé en la fase liquida extraida de residuos de
alimentos) y 4 d (Lee at el., 2010). Un reactor anaerobio de lotes (SBR) fue utilizado por
Kim et al., (2008) para la fermentacion de residuos de alimentos, trabajando en diferentes
TRS y TRH, el rendimiento maximo de hidréogeno (H, 809 mL/gVS, o 1.12 mol Hy/mol
hexosa) fue exhibido para un TRS de 126 h y un TRH de 33 h.

A los biorreactores anaerobios de residuos sélidos se les ha clasificado como “himedos” o
“secos”. De acuerdo con Ward et al. (2008), aquellos biorreactores himedos operan con
concentracion de soélidos totales del 16% o menos, mientras que biorreactores secos
contienen 22-40% de soélidos totales. Segin Karagiannidis y Perkoulidis (2009), los
sistemas secos deben contener 30-40% de materia seca en tanto que los sistemas himedos
contienen materia seca en un 10-25%. Otros tipos de biorreactores basado en diferentes
rangos de temperaturas de operacion (por ejemplo, terméfilo o mesédfilo) también estan
disponibles para la digestion de residuos solidos (Kuo y Cheng, 2007; Karagiannidis y
Perkoulidis, 2009).

Las diferentes versiones de los SBR incluyen influentes continuos y/o perioédicos y distintas

fases de reaccion, sedimentacion y vaciado (Wilderer et al., 2001). El proceso SBR puede
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trabajar con biomasa suspendida, fija o una mezcla de ambos. Normalmente operan bajo

cinco fases bien definidas que son: llenado, reaccion, sedimentacion, vaciado y tiempo

muerto, en la tabla 2.2 se puede revisar la descripcion de cada una de sus etapas.

En este trabajo se plantea el uso de un reactor SBR ya que se ha reportado que una de las

ventajas de estos sistemas por lotes, es que se puede adaptar facilmente a las variaciones

continuas de concentraciones de contaminantes (Irvine et al., 1997). De hecho, los balances

de masa de los sistemas de lotes describen el comportamiento inestable producido por las

variaciones naturales de los flujos volumétricos y las concentraciones de contaminantes

(Irvine y Ketchum, 1998).

Tabla 2.2 Descripcion operacional del SBR

Fase operacional

Descripcion

1. Llenado

2. Reaccion

3. Sedimentacion

4. Vaciado

5. Tiempo muerto

Durante la operacion de llenado, el volumen y sustrato son adicionados al
reactor. Dependiendo del objetivo del proceso ésta fase puede subdividirse
en: 1) llenado estatico (no existe agitacion, permitiendo la acumulacion de
sustrato), 2) llenado con mezclado (no existe suministro de aire por lo cual
existe en minima cantidad, permitiendo la posibilidad de obtener ambientes
anoxicos o anaerobios en el reactor) y 3) llenado con aireacion (mezclado
con aire, lo cual deriva en reacciones aerobias durante el llenado, lo cual no
sera empleado en este estudio).

En éste periodo, la biomasa consume al sustrato bajo condiciones
ambientales controladas. Puede existir agitacion.

La fase solida se separa de la liquida bajo condiciones de inactividad,
resultando en un sobrenadante clarificado que puede ser descargado como
efluente.

El efluente clarificado es retirado durante éste periodo.

Durante este paso se utiliza un sistema multitanque para proveer el tiempo
necesario a un reactor para completar su fase de llenado antes de cambiarse

a otra unidad. Esta fase no es necesaria, algunas veces se omite.

(Metcalf & Eddy, 2003)
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Plan experimental

El presente estudio se dividid en tres etapas (figura 3.1).
I. Caracterizacion de los residuos solidos organicos obtenidos de una cafeteria.

Il. Pretratamiento del ino6culo. Se emple6 como indculo lodo granular obtenido de un
reactor anaerobio que degrada aguas residuales de la industria cervecera. Se
efectuaron tres pretratamientos distintos sobre el indculo a fin de inhibir la
produccion de metano en el arranque y operacion del reactor.

[1] Inhibidor quimico no selectivo (Cloroformo, CHCI;)
[2] Inhibidor quimico selectivo (Lumazina, [2, 4-(1H, 3H)-pteridinedional))
[3] Exposicion del indculo a un tratamiento térmico a 103-105 °C durante 1 h

I11. Disefio, arranque y operacion de un biorreactor SBR, a condiciones constantes de
temperatura, pH, agitacion, solidos totales iniciales, excepto el tiempo de retencion
hidraulica (TRH) el cual se evalué en 72, 24, 12 y 6 horas para determinar las

cinéticas de produccion de H, y produccion de AGVs.

Plan experimental para la produccidén biolégica de
hidrégeno a partir de los RSO en un reactor SBR

I
Etapa
I

Clasificacion del residuo
NMX-AA-015-1985

Pretratamiento del
inéculo

Arranque y operacion
del reactor SBR

Homogenizacion de los RSO ‘

1 L volumen dutil
0.25 L espacio de

Tratamiento Tratamiento
quimico térmico

Caracterizacion de los RSO cabeza
e Lumazina 103-105 e 50% volumen de
Concentraciones de °C, 1 hora intercambio
50, 100y 200 pm/L e Temperatura: 35 °C
* Cloroformo e 7-10 g/L de SV de
Concentraciones de RSO en cada ciclo
e o TRH a evaluar: 72,

DQO total 24, 12 y 6 h

pHY
alcalinidad

Figura 3.1 Estrategia experimental seguida
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Las pruebas de la etapa I y II fueron realizadas por duplicado para la obtencién de medias y
desviacion estandar. El reactor SBR (etapa III) se operod durante 62 ciclos de los cuales, el
tiempo de retencion hidraulica inicial se establecido en 72 h (ciclos evaluados del 1 al 9),
una vez que se estabilizo el proceso se procedi6 a disminuir el tiempo de retencion
hidraulica a 24 h (ciclos 10-20), después a 12 h (ciclos 21-43) y finalmente a 6h (ciclos 44-
59).

3.2 Etapa l. Caracterizacion de los RSO

Los RSO se obtuvieron de la cafeteria del campus Juriquilla, UNAM. Para la finalidad de
este proyecto se descarto el material inerte (latas o contenedores de metal y plastico, papel,
cartoén y huesos) y se utilizaron unicamente los residuos de alimento. Para la cuantificacion
de los residuos obtenidos en la cafeteria se procedié de acuerdo a lo que se establece en la
NMX-AA-015-1985 (método de cuarteo). Se efectuaron tres tomas de muestras de RSO
(cada una de ellas de 3 kg) por un periodo de tres semanas y posteriormente se trituraron y
homogenizaron con ayuda de una licuadora hasta que se obtuvo un tamafio de particula
inferior a 0.5 mm, empleando para ello un tamiz de acero inoxidable (medida estandar

0.500 mm, malla 32).

El residuo mezclado y homogenizado se caracterizo (determinacion de DQO total, N-NHs,
ST, SV, SF y alcalinidad) de acuerdo a la metodologia estaindar (APHA, 2005) y
posteriormente se preservo en bolsas de cierre hermético marca Ziploc® en un congelador

a -20 °C hasta su uso.

3.3 Etapa Il. Pretratamientos del in6culo

En esta fase se determinaron las diferencias de produccion de H, debido a los
pretratamientos que se aplicaron al indculo obtenido de un reactor anaerobio que degrada
aguas residuales de la industria cervecera. En la tabla 1.3 se observaban las condiciones
evaluadas por cada pretratamiento aplicado al in6culo. Los RSO adquiridos de la cafeteria
UNAM-campus Juriquilla, se emplearon como sustrato en esta etapa. El objetivo de esta

evaluacion fue determinar cudl de los tres pretratamientos valorados fue superior en cuanto
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a la produccion de H; ya que de ello dependié su seleccion para la tltima etapa de este

proyecto, la inoculacion para la operacion del biorreactor SBR.

Tabla 3.1 Pretratamientos del indculo evaluados

. Concentracion .
Pretratamiento Referencia
evaluada

Oremland y Capone (1998); Schulz y Conrad
(1996); DeGraaf et al., (1996)
2. Inhibidor quimico

. . 0.3,0.6y 1.5mM/L  Nagar-Anthal et al., (1996)
especifico (Lumazina)
3. Choque térmico 1 hora, 103-105°C  Lay et al., (2003)

1. Inhibidor quimico no

especifico (Cloroformo) I, (0037 200 [pILL

Cada prueba se realiz6 en reactores batch (frascos serdlogicos en lote de 80 mL de volumen
util de reaccion, volumen total de 120 mL). Se agregaron 3 g de indculo (equivalente a 12.5
g/L ST) y 3 g de RSO (como sustrato) equivalente a 36.36 g/L. de ST para cada evaluacion.
Se afiadio medio mineral (Mizuno et al., 2000), ademas de un buffer de citratos 1M (2.5
mL) a cada frasco seroldgico para evitar la acidificacion del medio. A su vez, la
temperatura y agitacion de operacion se mantuvo a 36 °C mediante una incubadora y
agitador orbital marca GYROMAX 747 R a 160 rpm. Se midio, a intervalos regulares de
tiempo, la presion del biogas generado en cada frasco con ayuda de un transductor de
presion electronico modelo PS100 (2 Bar). Al obtener una produccion constante de biogés
(al inicio y durante la prueba), se determin6 la composicion del mismo (H,, CHy y CO») por
medio de cromatografia de gases (VARIAN SRI 8610 C) y la produccion total de
hidrégeno. La operacion se mantuvo por un periodo de 250 horas. Al inicio y final del ciclo
se determiné la remocion de la materia organica expresada como DQO (total), pH, so6lidos
totales, volatiles y fijos (APHA, 2005) y la produccion de acidos grasos volatiles (AGVs)
por medio de cromatografia de gases (Agilen Tech 6890N, VARIAN 330 C). El

pretratamiento con mejores resultados se empled en el arranque del biorreactor de 1.25 L.

3.4 Etapa Ill. Disefio, arranque y operacion de un biorreactor

El reactor empleado se fabricoé en material acrilico, con un volumen total de 1.25 L,
incluyendo 0.25 L de espacio libre de cabeza (figura 3.3). Este se operé bajo un volumen de
intercambio del 50% en cada ciclo. Las etapas de alimentacion y vaciado (15 min para

ambas actividades) se efectuaron con asistencia de bombas marca Masterflex.
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Bomba de alimentacién y
vaciado Puerto de

medicion

* de biogas

Cuantificacion

ﬁ de biogas

35°C

¢ Residuo sélido Efluente
organico (RSO)

e Medio mineral

« Buffer de citratos

e pH7.0

C )
Bafio a temperatura
(B ) @ constante

Figura 3.2 (A). Fotografia de la estrategia experimental: (1) bafo a temperatura de 45°C para
mantener dentro del reactor una temperatura controlada de 35+ 2 °C, (2) bomba peristaltica de
alimentacion y vaciado, (3) reactor SBR de 1.25 L, (4) parrilla de agitacion magnética, (5) probeta
invertida para la cuantificacion de biogas y (6) puerto de medicion de biogas. (B). Diagrama del
reactor SBR empleado en la produccion bioldgica de H, a partir de los RSO de una cafeteria

34



La agitacion del reactor se mantuvo constante con asistencia de una parrilla de agitacion
magnética marca CORNING a 150 rpm. La temperatura del reactor se conservéd en 35°C
por medio de serpentin que recircula el agua mediante un termostato. La cuantificacion del
biogas se realiz6 por medio del desplazamiento de un liquido (agua), con probeta invertida
y la caracterizacion por medio de cromatografia de gases (VARIAN SRI 8610 C). Al
reactor se le afiadieron 16 g del indculo; lodo pretratado térmicamente (equivalente a 66 g/L
de ST) Unicamente al inicio de la operacion, cantidad que prevaleci6 durante todos los

ciclos evaluados.

Para evaluar la produccion de H; en respuesta de los distintos TRH valorados se llevo a
cabo un andlisis cinético empleando y ajustando al modelo de Gompertz (ecuacion 1.7). El
pH se ajusto al inicio de cada alimentacion con RSO a un valor de 7.0. Se afadi6 un buffer

de citratos (1M) para evitar la acidificacion del medio debido a la presencia de AGVs.

Adicionalmente se agregd una solucion mineral (Mizuno et al., 2000) constituida por las
soluciones preparadas por separado para evitar su precipitacion o reaccion (tabla 3.2). Para
la preparacion de este medio mineral se agregaron 25 mL de la solucion Iy IIl y 5 mL de la

solucion II. Los ST iniciales alimentados al reactor fueron 7-10 g/L. de RSO en cada ciclo.

Tabla 3.2 Medio mineral definido

Solucion I Cantidad L'
K,HPO, 5g
Solucion 11

MnCl,*4H,0 0.05¢g
MgCl,*6H,0 25¢g
Solucién II1

FCSO4‘7H20 0.5 g
CoCl,*6H,0 025¢g
N32M004°2H20 0.05 g
NiCl,*6H,0 0.05¢g
ZnCl, 0.05¢g

En la alimentacion y efluente del reactor se midieron los siguientes pardmetros: demanda

quimica de oxigeno (DQO), solidos totales, fijos y volatiles (ST, SF y SV), nitrogeno
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amoniacal (N-NH;) y alcalinidad mediante técnicas analiticas estandar (APHA 2005). Al
obtener una produccion de biogés constante, se determin6 la composicion del mismo (Hp,
CH4 y CO») por medio de cromatografia de gases (SRI 8610 C). Para determinar la fraccion
mol de H,, CO, y CHy4 en el biogas producido, se toman 10 mL de biogéas con ayuda de una
jeringa y se analizaran en el cromatografo de gases (SRI 8610C) equipado con un detector
de conductividad térmica (TCD) y dos columnas en paralelo (6> MS-13x y 6’ Silica-Gel).
La temperatura de operacion de la celda TCD y el inyector seran 150 °C y 90 °C,

respectivamente. Como gas acarreador se empleara N, con un flujo de 20 mL/min.

Al final de cada ciclo se determiné el pH final, la remocion de la concentracion de DQO

total, solidos totales, solidos volatiles de acuerdo a las técnicas estandar (APHA, 2005).

La produccion de acidos grasos volatiles (acido acético, propidnico y butirico), acetona y
etanol también fueron determinadas por medio de cromatografia de gases (VARIAN 330
C). La evaluaciéon de los AGVs y solventes permiten identificar los principales productos
del consorcio microbiano del sistema y poder proponer las posibles rutas metabdlicas para
la produccion de H,. Para este analisis, se toman 1.5 mL de muestra centrifugada 4000 rpm
por 10 minutos y filtrada para colocarse en un tubo de 2.0 mL con una gota de HCl 2 N
para su conservacion. Una vez preparada la muestra se determinan las ppm de AGVs o
solventes producidos durante los ciclos evaluados, para ello se emplea un cromatografo de
gases equipado con un detector de ionizacién de la flama (FID) y una columna capilar
Agilent 30m x 0.25 um de fase estacionaria (HP 5 MS 5% fenil metil siloxano) en el cual
se inyecta 0.2 puLL de muestra para ser analizados con la técnica previamente establecida
para el andlisis del equipo. Los datos de area obtenidos se cotejaran con la curva de patron
realizada para cada reactivo y asi determinar las ppm de AGVs y de solventes en la

muestra.
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V. RESULTADOS y DISCUSION*

4.1 Etapa l. Caracterizacion de los RSO

El residuo de alimento empleado para este estudio; proveniente de la cafeteria del campus
Juriquilla (UNAM), se recolectdé por espacio de tres semanas. Se procedid a su
cuantificacion y seleccion de acuerdo a la norma NMX-AA-015-1985, misma que fue
modificada. Dichas modificaciones incluyeron el andlisis de cuatro fracciones (frutas y
verduras, carne, harinas -tortilla, pan y pasta- y una porcién mixta) del subproducto
indicado en la norma como residuo de alimento. Ademas, se realizaron correcciones en
cuanto a las cantidades de solidos obtenidos en el muestreo ya que la cantidad de residuos

generados en la cafeteria son menores a los mencionados en la norma.

Una vez clasificado el residuo se inici6 su mezcla (resultado de los tres muestreos de RSO,
aproximadamente 9.0 kg totales), trituracion y homogenizacion con la ayuda de una
licuadora, para conseguir un tamano de particula de 0.5 mm de didmetro, logrado a través
de un tamiz de acero inoxidable (medida estandar 0.500 mm, malla 32). Las muestras se
mantuvieron congeladas a -20°C hasta su uso en bolsas de plastico con cierre hermético.
Los resultados de la cuantificacion de los RSO empleados en este estudio se muestran en la

tabla 4.1.

" Publicaciones derivadas de la parte experimental de este trabajo

Memorias congresos nacionales

Bujanos-Adame MC, Moreno-Andrade 1. (2012). Determinacion del mejor pretratamiento del indculo para la
produccion bioldgica de hidrogeno a partir de residuos. II Congreso de Alumnos de Posgrado,
Coordinacion de estudios de posgrado, UNAM. Presentacion cartel. 2-4 de abril de 2012. México
D.F.

Bujanos-Adame MC, Moreno-Andrade 1. (2013). Produccion de hidroégeno a partir de la fraccion organica de
los residuos so6lidos urbanos en un biorreactor discontinuo. III IWA México, 2013.Young Water
Professionals. Presentacion oral. Abril de 2013. San Luis Potosi, SLP, México

Memorias congresos internacionales

Bujanos-Adame MC, Moreno-Andrade 1. (2013). Use of organic fraction of solid waste for hydrogen
production in a sequencing batch reactor. XV National Congress of Biotechnology and
Bioengineering. Oral presentation. June 23rd-28th. Canctn, Quintana Roo, México

Bujanos-Adame MC, Moreno-Andrade I. (2013). Bio-hydrogen production from the organic fraction of solid
waste of a cafeteria in a discontinuous process. 13rd world congress on anaerobic digestion.
Recovering (bio) resources for the world. Poster presentation. June 25-28, 2013. Santiago de
Compostela, Spain
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Tabla 4.1 Seleccion y cuantificacion de subproductos de los residuos solidos organicos

Subproducto Fraccion Muestra I (%) Muestra 11 (%) Muestra 111 (%)
Frutas y verduras 7428 £ 16.11 69.51 £ 16.11 443 £16.11
Residuo de Carne 10.66 = 7.27 13.9+727 -
alimento Harinas 6.28 +8.02 13.23 +£8.02 22.27 +£8.02
Mixto 8.76 £16.03 3.34+£16.03 33.41 £16.03

Adecuado de: Norma Mexicana NMX-AA-022-1985 Proteccion al Ambiente. Contaminacion del Suelo. Residuos Solidos
Municipales. Seleccion y Cuantificacion de Subproductos

Es importante sefialar que los resultados indican una alta heterogeneidad en los muestreos
efectuados respecto al contenido de las diferentes fracciones, razon por la cual se optd por
mezclar los residuos obtenidos con la finalidad de generar una pasta con caracteristicas
homogéneas. Posterior al muestreo, mezclado y trituracion de los RSO se realizaron los

analisis correspondientes para su caracterizacion, los resultados se muestran en la tabla 4.2.

Tabla 4.2 Caracterizacion de los residuos solidos organicos empleados en este estudio

Parametro Valor

Humedad 82%

ST 206.05 (g/L)

SF 40.08 (g/L)

SV 165.97 (g/L)

Densidad 1115.5 (kg/m’)

DQO total 33.6 (g/L)

Alcalinidad 17.6 (g/L de CaCO;)
APHA (2005)

Como era de esperar, se registr6 un alto porcentaje de humedad ya que el residuo
recolectado tenia un tiempo de vida no mayor a un dia, este parametro facilitdé su
homogenizacion con licuadora ya que los lixiviados de los residuos reblandecieron la
operacion. Las figura 4.1 y 4.2 muestran la apariencia de los RSO recolectados y
homogenizados con ayuda de una licuadora. La clasificacion por el método de cuarteo,
generd un solo lote (stock, 9.0 kg) el cual fue empleado como alimento para el reactor a

través de los diferentes ciclos.
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Figura 4.1 Residuos de alimento provenientes Figura 4.2 Residuos homogenizados
de la cafeteria de la UNAM campus Juriquilla almacenados en bolsas de plastico

4.2 Etapa Il. Pretratamientos del inéculo

Se evaluo la efectividad de tres pretratamientos, dos inhibidores quimicos (cloroformo y
lumazina) y un pretratamiento térmico (103-105 °C, 1 h), sobre el indculo (lodo granular
anaerobio) para seleccionar entre ellos el que produjo mayor cantidad de mmol H, h™' y, en

base a ello, emplear ese indculo para el arranque del reactor SBR.

4.2.1 Pretratamiento con Cloroformo (CHCls)

En este estudio se evaluaron concentraciones de este compuesto menores a 200 uM/L. En
la tabla 4.3 se pueden observar los valores obtenidos como resultado del tratamiento del
inéculo a concentraciones de 50, 100 y 200 uM/L de cloroformo, asi como la produccion
de H,. Los parametros incluidos en esta tabla son importantes en la produccion de biogas
debido a que nos indican el comportamiento del sistema en cuanto a la produccion de H,.
Hmax representa la produccion acumulada méxima de H, (mL), Rpmax la tasa de produccion
maxima (o velocidad de produccion) de H, (mL/h) y A indica la fase de latencia (h)
requerida para comenzar la evolucion del H,. Los anteriores son parametros ajustados al

modelo de Gompertz (ecuacion 1.7).

Existen importantes diferencias entre las fases de latencia (L) que se obtuvieron en el

estudio de las distintas concentraciones de pretratamiento quimico. A medida que ()
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aumenta respecto a la concentracion aplicada, la produccion de hidrégeno (PH) acompaiia
dicho fenomeno lo cual implica que mientras mas tiempo de latencia sea necesaria para

cada prueba, la PH se vera menos afectada.

Tabla 4.3 Produccion de biogas, efecto del pretratamiento con cloroformo sobre el indculo

CHCI T R PH PEH Producciéon ~ Contenido de biogas
3 max max media de H, (%)

(IJ'M/L) (h) mLHZ mLH2/h (mLHZ/Lreactor/h) (mLHZ/gSVaﬁadido) (mmOl h-l) H2 CH4 C02
50 4 0.029 0.0025 0.0164 0.003 0.026 2.80 0.00 97.19
100 10 0.130 0.0030 0.0133 0.013 0.097 3.57 0.00 96.42
200 25 8.900 0.0600 0.9165 0.916 3.923 57.33 0.00 42.66

Asimismo, la produccién especifica de hidrogeno (PEH) se incrementa a pesar de poseer la
misma cantidad anadida de SV de RSO. Esto puede deberse a que mientras mayor sea la
concentracion aplicada en el pretratamiento, el CHCI; inhibird a los microorganismos
incapaces de esporular (archeas metanogénicas) dando lugar a aquellas que germinan en
cuanto se presenten las condiciones necesarias y sin la competencia de aquellos

microorganismos consumidores de H, que ya fueron eliminados.

En cuanto a la produccion de biogas en esta prueba, es evidente observar que el mayor
porcentaje generado de H, fue de 57.33% en la concentracion mayor de inhibidor aplicado
(200 uM/L), ademas de reportarse nula producciéon de metano. Este hecho puede ser
comprobado con la figura 4.3, que muestra las cinéticas de produccion de H, ajustadas al
modelo de Gompertz (ecuacién 1.7) con 7.30 mmol h™' aproximadamente a las 150 h del
transcurso de la prueba. Los valores promedio de producciéon de H, en mmol h™' para las
tres concentraciones evaluadas fueron 0.026, 0.097 y 3.923, para 50, 100 y 200 uM/L,

respectivamente (tabla 4.3).
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Figura 4.3 Produccién de H, (mmol h™") resultado del pretratamiento con cloroformo

4.2.2 Pretratamiento con Lumazina

En la tabla 4.2 se pueden observar los valores obtenidos como resultado del tratamiento del
inéculo a concentraciones de 0.3, 0.6 y 1.5 mM/L de lumazina, asi como la produccion de
H,. La concentraciéon de SV anadidos permanece constante para todas las pruebas de
estudio del pretratamiento al inoculo (9.7 g/L SV). En esta evaluacién no se observan
diferencias significativas en la fase de latencia (A) como se mostraron en la prueba anterior
con cloroformo. Ademas, el contenido de biogés en esta evaluacion resulta homogéneo en
las concentraciones mas bajas de lumazina (0.3 y 0.6 mM/L), no asi para la aplicacion
mayor de 1.5 mM/L del inhibidor que produce 56.85% de H, en la composicion del biogas
(tabla 4.4), comparado con la produccion generada con en las concentraciones de 0.3 y 0.6
mM/L evaluadas. Esta ultima concentracion aplicada reporta un valor de produccion de H,

en el contenido de biogas similar a la evaluacion con cloroformo.
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Tabla 4.4 Produccion de biogas, efecto del pretratamiento con lumazina sobre el indculo

i6 Contenido de bioga

Lumazina 5 Ry pw pp  Produceion - Contenido de blogis
o 2

(Mm/L) (h) H2 mL Hz/d (mLHZ/Lreactor/h) (mLH2/gSVanad1do) (mmol h-l) H2 CH4 C02

0.3 16 7.0 0.120 2.326 0.7209 4.163 46.77 1.17 52.04

0.6 20 7.0 0.085 2.326 0.7209 3.756 49.67 0.00 50.32

1.5 18 5.0 0.040 1.661 0.5149 2.590 56.85 0.39 42.74

Es importante senalar que este hecho se observa para las concentraciones mas altas de
ambos inhibidores, ademas presentan cierta similitud en la fase de latencia (1), no asi en la
produccion volumétrica de hidrogeno (Hmax) que resulta similar en este estudio a diferencia
de la prueba anterior. En este caso, mientas menor concentracion del inhibidor quimico se
aplique, mayor es la cantidad producida, 7.0 mL H,. Este fendémeno también puede
comprobarse con las cinéticas de produccion ajustadas al modelo de Gompertz (ecuacioén

1.7) que se muestra en la figura 4.4.
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Figura 4.4 Produccion de H, (mmol h™) resultado del pretratamiento con lumazina
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Alrededor de las primeras 100 h del transcurso de la prueba la cantidad producida de H;
asciende rapidamente hasta alcanzar 7.05 mmol h™' para después entrar en la fase
estacionaria, esto con la concentracion de 0.3 mM/L de lumazina. Seguida de esto, las
concentraciones de 0.6 y 1.5 Mm/L produjeron 6.07 y 3.51 mmol H, h™' aproximadamente

alas 100 y 150 h, respectivamente.

4.2.3 Pretratamiento térmico

El indculo se expuso a una temperatura de 103-105° C por un periodo de 1 h, esto propicio
que se seleccionaran uUnicamente los microorganismos productores de hidrégeno. Lo
anterior explica el porcentaje de H, obtenido en esta prueba (61.8 %) que resulta superior
comparado con los pretratamientos con inhibidores quimicos. Como se menciono
anteriormente, la desventaja de emplear inhibidores quimicos produce opiniones
controvertidas respecto al tema ambiental ya que su aplicacion se realiza directamente
sobre el indculo y; una vez terminados los ciclos experimentales, este residuo genera

problemas respecto a su disposicion o eliminacion.

Los valores obtenidos en la produccion de H, y rendimiento de la prueba fueron 10 h (A),
6.0 mL Ho (Hmax), 0.130 mL Hyh (Rmax), 1.993 mL Hy/Lieacioh (PH), 0.6179 mL
H2/gSVasiagido (PEH) y 4.294 (mmol h'l). En cuanto a la produccion de biogas obtenida, los
resultados fueron los siguientes: 61.79, 0.00 y 38.20% de H,, CH4 y CO,, respectivamente.
Adicionalmente, la produccion méaxima de H, reportada durante esta evaluacion fue de 5.65
mmol h™' aproximadamente a las 100 h en el trascurso del ciclo; antes de entrar en una fase

estacionaria, fenomeno que resulta similar para las pruebas anteriores (figura 4.5).

Las diversas vias metabolicas que se pueden establecer; ya sea que se promuevan o inhiban,
dependera de las condiciones de operacion adoptadas que gobiernan la produccion de
acidos grasos volatiles (AGVs) y alcoholes. En la fermentacion de carbohidratos, las vias
de acetato y butirato implican la produccion de 4 y 2 moles de H, por mol de glucosa
degradada, respectivamente. Sin embargo, propionato, etanol y acido lactico también se
pueden producir en cultivos bacterianos mixtos que afectan adversamente la produccion de

H,. El propionato es un metabolito que consume H; (Guo et al., 2010), por esta razén habra
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que vigilar el aumento en la produccion de este intermediario y optar por un proceso para

inhibir o detener dicha produccion.
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Figura 4.5 Efecto del pretratamiento térmico sobre el indculo para la produccion de biogas

La produccion de AGVs se muestra en la tabla 4.5. Es posible observar que, en todos los
pretratamientos, existio una mayor produccion de acido acético y butirico en comparacion
con el propionico. Sin embargo, la cantidad de acido propidnico fue al menos tres veces
superior en comparacion con los otros pretratamientos, por lo que no se obtuvo una

generacion eficiente de hidrogeno.

Tabla 4.5 Produccion de AGVs en las pruebas del pretratamiento al indculo

Tratamiento Concentracion AGVs (g/L)
Acetona Etanol Acético  Propidnico  Butirico

Cloroformo 50 0.023 0.142 0.630 0.004 0.033
(UM/L) 100 0.000 0.000 0.006 0.020 0.100

200 0.000 0.000 0.325 0.011 0.401
Lumazina 0.3 0.054 0.099 3.149 0.168 1.782
(mM/L) 0.6 0.135 0.262 2.734 0.217 1.101

1.5 0.216 0.008 2.518 0.281 2.018
Térmico 105°C, 1h 0.097 0.037 0.944 0.076 1.514
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4.3 Etapa 1. Arranque y operacion de un biorreactor

El reactor se operd durante 62 ciclos para determinar la estabilidad del proceso. El volumen
de intercambio se mantuvo en un 50%. La temperatura se mantuvo en 35°C (régimen
mesofilico) por medio de serpentin que recircula el agua mediante un termostato. Fueron
anadidos 16 g del in6culo; lodo pretratado térmicamente, equivalente a 66 g/ de ST. Se
empled un tiempo de retencion hidraulica inicial de 72 h (ciclos del 1 al 9). Una vez que el
reactor operé de forma estable, se procedid a disminuir el TRH a 24 (ciclos 10-20), 12
(ciclos 21-43) y 6 h (ciclos 44-59). Para evaluar la produccién de H, en respuesta de los
distintos TRH valorados se llevd a cabo un andlisis cinético empleando y ajustando a la

ecuacion de Gompertz (1.7).

4.3.1 Efecto del TRH en la composicion del biogas

Como se observa en la tabla 4.6, sélo H, y CO, estan presentes en la composicion de biogas
a lo largo del experimento, no se detectd6 metano ni otros consumidores de Hy, lo que indica
que el pretratamiento térmico seleccionado en la segunda etapa de la metodologia fue
adecuado para evitar el crecimiento de microorganismos metanogénicos. Al reducir el TRH
de 72 a 6 h, la produccion de H, (PH) se incrementé gradualmente de 0.123
mLH>/mL cactor/d @ un valor maximo de 1.13 mLHy/mL cqci0r/d. Esta relacion inversa entre el
TRH y la produccion de hidrogeno en el reactor, ha sido corroborada por varios autores
(Shin y Youn, 2005; Hawkes et al., 2002; Jung et al., 2011 y Ueno et al., 2007). Este hecho
puede ser debido a que las bacterias productoras de H, (Clostridium sp.) se seleccionan
entre las diferentes poblaciones de microorganismos implicados en la digestiéon anaerobia

en TRH bajos.

Tabla 4.6 Condiciones de operacion y principales parametros medidos

TRH PH PEH Composicion del biogés (%)
(h) (mLHZ/ ereactor/ d) (mLHZ/ gSVaﬁadido) Hz COz
72 0.123 + 0.09 45.631 +26.89 23.61 £10.46 76.38 £10.46
24 0.758 £0.391 97.424 + 52.08 40.49 £ 16.84 59.50 + 16.84
12 0.92 + 0.494 55.435+33.35 28.58 = 11.81 71.41 £11.81
6 1.13+0.986 31.64 +30.30 20.35 +13.52 79.64 + 13.52
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La figura 4.6 muestra la composicion de biogas a través de las etapas experimentales.
Como puede comprobarse, el porcentaje de produccion mas alto se observa en el rango de
TRH de 24 h, siendo los valores maximos 52.40 y 52.50% en los ciclos 10 y 12, cifras que
resultan semejantes a los porcentajes reportados por otros autores (Romero-Aguilar et al.,
2013; Shin et al., 2004 y Gomez et al., 2006) en sus experimentos sobre la produccion de
hidrogeno mediante fermentacion oscura de residuos de alimentos o residuos solidos

urbanos.
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Figura 4.6 Produccion de H, para los diferentes TRH evaluados

La mayor produccién por gramo de SV anadido de RSO se obtuvo en el TRH de 24 h
alcanzando un valor maximo de 192.83 mLH,/gSVsadido. La produccion especifica de
hidrogeno maxima el caso de los TRH de 72, 12 y 6 h fue de 101.822, 113.63 y 76.92
mMLH/gSVaiadido, T€Spectivamente. Los valores promedio se pueden comprobar en la tabla
4.6. Se observo también que la mayor cantidad en la produccion de H, (PH) se alcanzo en
el TRH de 6 h con 2.6 mLHy/mLcaet0/d. Los valores promedio de PH fueron 0.123 + 0.09,
0.758 £ 0.391, 0.920 + 0.494 y 1.130 £ 0.986 mLH»/mL;cac0r/d para TRH de 72,24, 12y 6

h, respectivamente.
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4.3.2 Efecto del TRH en la produccién de hidrdgeno (cinéticas)

Para evaluar la produccion de hidrogeno en respuesta a los diferentes TRH, se realizé el
analisis cinético utilizando la ecuacion modificada de Gompertz (ecuacion 1.7). La figura
4.7 muestra la tendencia de los datos obtenidos durante los diferentes TRH. Se puede
apreciar que la mayor produccion de mmolH, h™' se generé durante los ciclos de 24 y 12 h
(33.83 y 20.53 mmolH,/h), mientras que para los ciclos de 72 y 6 h la cantidad maxima
producida fue de 16.50 y 12.61 mmolHy/h, respectivamente. No hay periodos de latencia
(1) observados para las condiciones de 6, 12 y 24 h; sin embargo, se observo para el TRH

de 72 h un periodo de tiempo hasta de 5.1 h.
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Figura 4.7 Ejemplo de las cinéticas de produccion de H, a partir de los RSO. TRH de 72 h (ciclo
1), 24 h (ciclo 9), 12 h (ciclo 45) y 6 h (ciclo 59)

Dong et al., (2009) estudiaron la produccion de hidrogeno a partir de siete variedades de los
componentes individuales de los RSO utilizando experimentos por lotes a 37 °C y
observaron que la produccién especifica de H, (PEH) presento fluctuaciones en un rango de

valores de 49 a 112 mLH,/gSV/d. La diferencia en las tasas especificas obtenidas en la
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presente investigacion y los y otros estudios se puede atribuir a la naturaleza compleja de

los RSO y el inoculo utilizado en cada caso.

4.3.3 Productos intermediarios de la fermentacion

La produccion de hidrégeno genera; a su vez, produccion de AGVs y alcoholes durante la
fermentacion anaerobia de sustrato organico (RSO, en este caso). La concentracion y
distribuciéon de AGVs se han utilizado como un indicador 1util para la vigilancia de la
produccion de hidrogeno (Chen et al., 2002), los valores obtenidos en este estudio se
muestran en la tabla 4.7. Los resultados indican que la mayor cantidad de acido acético y
butirico se obtuvo en el TRH de 24 h. Por otra parte, la mayor producciéon de acido
propiodnico se observo en los ciclos de TRH de 6 h (1.29 g/L), seguido de 12 h (0.9 g/L), lo
cual estd relacionado con la disminucion de produccién de H,. Se sabe que los AGVs
pueden ser estimulantes, inhibidores o incluso toxicos para el proceso fermentativo

dependiendo de sus concentraciones.

Tabla 4.7 Produccion de AGVs para los distintos TRH evaluados

TRH Concentracion AGVs (g/L)

(h) Acetona Etanol Acético  Propidnico Isobutirico  Butirico Isovalérico

72 0.27+0.13  0.85+0.45 4.30+1.7 0.72+0.37 0.45+0.26 2.46+1.89  0.34+0.08
24 0.80+£0.41  1.51£1.17 5.7744.06 0.46+0.16  0.82+0.35 4.13+3.86  0.46+0.07
12 0.03£0.004 0.023+0.01 2.37£2.8 0.90+0.18 0.015+0.0 0.90+0.13  0.03%0.01
6 0.02+0.009 0.023+0.02 2.97+0.17 1.294+0.14 0.069+0.05 1.05+0.01 0.065+0.009

Sin embargo, en un nivel alto puede llevar a una inhibicion severa en la fermentacion. Los
efectos de los productos intermediarios sobre la actividad fermentativa estan asociados con
la capacidad tampon (por ejemplo, valores de pH y alcalinidad). La metanogénesis es una
de las barreras para la produccion de AGVs que es necesario superar. La figura 4.8 muestra
la evolucion de la concentracion de los 4cidos grasos volatiles en funcion de los diferentes

TRH evaluados en este estudio.
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Se observo una importante produccion de acético y butirico en el TRH de 12 h (4.18 y 5.76
g/L, respectivamente). Es evidente notar que la cantidad de acético generada es la mayor en
los TRH evaluados. Se ha explicado anteriormente que bacterias homoacetogénicas como
Clostridium aceticum pueden ser capaces de crecer usando H, y CO, para generar acido
acético y agua (Sim et al., 2007). Los resultados anteriores indican que la produccion de

hidrogeno se asocia con la producciéon de acido acético.

Butirico

Concentracion (g L)

Propiénico

72 h Etanol

Figura 4.8 Produccion de AGVs en los diferentes TRH evaluados

En general, se sabe que numerosos parametros para la produccion fermentativa de H, tienen
el potencial de afectar la evolucion que envuelven las rutas metabdlicas para lograr altos
rendimientos. Los principales factores a considerar son pH, temperatura, el origen/tipo/
pretratamiento del in6culo, la configuracién del reactor, el modo de operacion y la

combinacion de procesos adicionales.

En cuanto a los indicadores de proceso se han propuesto una variedad de parametros en la
literatura que se han utilizado para evaluar el rendimiento desde diferentes perspectivas,
que abarca desde el potencial de produccion del proceso, hasta la eficiencia de conversion
de energia. Con respecto a las cuestiones antes mencionadas, se deben hacer considerables
esfuerzos en la comunidad cientifica para armonizar los métodos de descripcion adoptadas,
con el fin de permitir la comparacion de resultados de diferentes fuentes y la obtencion de
una mejor comprension de las numerosas interrelaciones entre los factores del proceso de

fermentacion de los RSO.
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V. CONCLUSIONES

Como conclusion general se puede decir que se evaluaron cuatro distintos TRH para llevar
a cabo la produccion biologica de hidrogeno partiendo de los residuos sélidos organicos
obtenidos de la cafeteria de la UNAM, campus Juriquilla, encontrandose que en los cuatro

TRH experimentados hubo produccion de hidrogeno.

Asimismo, se evaluaron distintos pretratamiento para el indculo; dos inhibidores quimicos
de la metanogénesis y uno de choque térmico, y se determino el mejor de ellos para la
produccion de hidrogeno observandose que el pretratamiento mas adecuado de los

evaluados fue el de choque térmico.

Por otro lado, se caracterizaron los RSO de acuerdo con lo establecido a la NMX-AA-015-
1985 (método de cuarteo), encontrandose que el porcentaje predominante de las fracciones

corresponde al de frutas y verduras, seguido de la fraccion mixta.

Finalmente, se evaluaron los parametros fisicoquimicos y la composicion del biogés en el
arranque y operacion del biorreactor para la produccion de hidréogeno a partir de los RSO
de una cafeteria halldndose la presencia de hidrégeno y didxido de carbono y nula
produccion de metano en la composicion del biogds, asi como la presencia de AGVs

predominantemente acido acético y butirico.
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VI. RECOMENDACIONES

Dadas las incertidumbres existentes sobre la influencia individual y conjunta de diversos
parametros de operacion (pH, temperatura, el origen/tipo/pretratamiento del inoculo, la
configuracién del reactor, el modo de operacion y la combinacion de procesos adicionales),
la prediccion del rendimiento de los reactores a gran escala sobre la base de los datos

existentes puede llegar a ser poco confiables.

Se sugiere completar el tratamiento de los residuos sélidos organicos con un proceso
acoplado de metanogénesis para la mineralizacion completa de la materia organica

remanente del proceso anaerobio realizado en este estudio.

Adicional a los residuos de materia organica que resultan del proceso de anaerobiosis,
efluentes con sustancias intermediarias tales como AGVs poseen la capacidad de emplearse
en el campo de la bioenergia. De este modo, se recomienda el uso de los residuos organicos
(municipales, de alimentos, agricolas y de jardineria) para la produccién de AGVs a fin de
emplearse en otros procesos tales como celdas electroquimicas microbianas para la

produccion alternativa de hidrégeno.
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