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RESUMEN

Generacion de biogads mediante digestion anaerobia de residuos

organicos en un sistema de reactores acoplados

El hidrégeno es una fuente de energia alternativa debido a su alto poder calorifico
(2.75 veces mas energia que los hidrocarburos) y el producto de su combustién
s6lo produce agua. Estas son unas de las razones por las cuales el interés en su

produccion ha ido en aumento.

El objetivo de este trabajo es evaluar la factibilidad de la produccion de H2 a
través del proceso de digestion anaerobia a partir de aguas residuales de tipo
municipales en un sistema de reactores acoplados en los que parte del sustrato
sea materia organica solida. Se estudié el efecto de tres cargas organicas
compuestas de agua residual sintética y glucosa en la produccién de biogas y su
contenido de hidrogeno. La experimentacion se llevd a cabo en un sistema de
dos diferentes tipos de reactores acoplados; el iniciador es un reactor de manto
de lodos de flujo ascendente (UASB) de 7.1 L conectado a un segundo reactor de
tipo empacado (RE) de 34.4 L. Se comparo el efecto de tres cargas organicas en
la produccion de hidrégeno en un tiempo de retencion hidraulica de 2.5 h a una
temperatura de 37 °C y un pH controlado de 5.5 y tres tiempos de residencia de
carga organica de 24, 48 y 96 h. El indculo consistiéo en una mezcla de inéculos
no anaerobios y se sometid a tratamiento térmico a 95°C durante 20 minutos con
la finalidad de seleccionar las bacterias esporuladas productoras de hidrégeno.
Se observé un tiempo de hidrogénesis franca menor al reportado en estudios con
un sistema similar para la produccion de hidrogeno por digestion anaerobia en
reactores acoplados. La produccion de biogas aumentd con el aumento en la
carga organica al igual que el contenido de hidrégeno excepto con la carga
organica de 400 gDQO/L. El maximo contenido de hidrégeno en el biogas fué de
39.94% con una carga organica de 265 gDQOJ/L y un tiempo de residencia de 48
h.



Abstract

The hydrogen is an alternative energy source due to its high calorific value (2.75
times more energy than hydrocarbons). The product of its combustion produces
only water. These are some reasons why the interest in its production has been

increasing.

The aim of this study was to evaluate the feasibility of hydrogen production
through the anaerobic digestion process of synthetic municipal wastewater in a
coupled reactor system in which part of the substrate is solid organic matter. It
was studied the effect of the synthetic wastewater as a substrate with different
organic loads obtained by the addition of glucose to the influent. The experiment
was conducted in a system of coupled reactor, one of them was an up flow sludge
blanket reactor (UASB) of 7.1 liters connected to a packed bed reactor (RE) of
34.4 liters. It was compared the effect of three organic loads in the production of
hydrogen with an hydraulic retention time of 2.5 hours at 37 degrees centigrade of
temperature and a controlled ph of 5.5. Three times of organic loading residence
were tested, 24, 48 and 96 hours . The inoculum consisted of a mixture of non-
anaerobic inocula and subjected to heat treatment at 95 degrees centigrade for 20
minutes with the aim of selecting the hydrogen-producing spore-forming bacteria.
It was obtained a lower time for the sludge stabilization compared with other
studies reported with a similar system of coupled reactors. The biogas production
increased with the increasing organic load the maximum biogas was obtained with
399.7 grams of chemical oxygen demand per liter. 39.94 percent was the
maximum contened of hydrogen in the biogas produced with an organic load of

265 grams of chemical oxygen demand per liter and a residence time of 48 hours.



INTRODUCCION

En 2007, el resultado de la evaluacion de reservas nacionales probadas de
hidrocarburos indica que son suficientes para satisfacer la produccién actual de
petréleo y gas por 9.6 y 8.6 afos respectivamente.(SENER, 2006; OLADE, 2004).

La bioenergia tiene el potencial para convertirse en una pieza sustentable en el
sistema de energia ademas de que los procesos que involucra disminuyen la
emision de gases de efecto invernadero relacionada con los combustibles fosiles,
ya que su combustién tiene menores emisiones de CO;, y bajo contenido de
azufre y el carbdn diseminado durante la combustion puede ser recapturado

durante el crecimiento de las plantas.

En la blusqueda de fuentes renovables de energia y alternativas econdmica y
técnicamente viables para su generacion, se ha encontrado que el hidrogeno
como portador de energia puede sustituir a los combustibles fosiles (TurnerJA.
2004). Entre los diferentes procesos de produccion de hidrégeno, el proceso de
fermentacion anaerobia es un proceso ahorrador de energia y ambientalmente
amigable, ademas, se ha demostrado que este valioso combustible puede
producirse a partir de residuos organicos urbanos e industriales (Valdez-Vazquez
| et al, 2005).

En México la generacion de residuos solidos urbanos percapita en el 2007 fué de
0.96 kg diarios de los cuales el 49.7% lo constituye la basura de comida, jardines
y materiales organicos similares. En este mismo afio en México habia 114
rellenos sanitarios que satisfacian sélo el 66.7% de la demanda de capacidad
para destinar los residuos. En cuanto al tratamiento de aguas residuales durante
el 2007, las plantas en operacion dieron tratamiento a 79294 L/s que representa
el 74.6% de la capacidad instalada, de los cuales 165.02 L/s son tratados con
procesos anaerobios (SEMARNAT, 2009).



El hidrogeno es un combustible que durante su combustién sélo produce agua,
posee un alto rendimiento de energia (122 kJ/g) y puede ser directamente usado
para producir electricidad a través de celdas de combustible. De los métodos
bioldgicos de produccion de hidrégeno actuales, el proceso fermentativo ha sido
considerado como un método viable y efectivo (Nikolaos Venetsaneas et al,

2009); debido a la facilidad de operacion y bajos costos de inversidn que requiere.

El proceso de digestion anaerobia es una alternativa para producir hidrogeno a
partir de materia residual, este proceso utiliza a los microorganismos para la
degradacion de compuestos organicos (independientemente de su fuente) para
liberar el hidrégeno y los lodos generados durante la digestibn pueden ser

reciclados como fertilizante natural (H. Odegard et al, 2002).

Con la finalidad de contribuir en el desarrollo de sistemas para la generacion de
energia de manera sustentable y ambientalmente amigables a partir de fuentes
renovables, en este trabajo se presenta un sistema para la produccion de biogas
a partir de materia residual liquida y sdlida en un sistema de reactores acoplados
con el objetivo de obtener un contenido de hidrégeno en el biogas producido
mayor del 40% que es el porcentaje de hidréogeno reportado en trabajos con un
proceso de produccion y condiciones de operacion similares a las empleadas en

este trabajo.

En este trabajo se evaluard la produccién de hidrégeno a partir de materia
residual en un sistema de reactores de tipo de manto de lodos de flujo
ascendente y otro empacado, con un in6culo sometido a un pre-tratamiento para
la inhibicion de bacterias metanogénicas (generadores de metano). Se trabajara
en condiciones mesofilicas (37°c) y con agua residual sintética; se probara el
desempefio del sistema con tres cargas organicas y con tres velocidades de
carga a partir de las cuales se pretende establecer las Optimas para obtener la

mayor produccion de biogas y el mayor contenido de hidrégeno en este.



OBJETIVOS
General
Demostrar la factibilidad de produccion de hidrégeno en un sistema de digestiéon
anaerobia de agua residual y residuos soélidos de comida en un sistema de
reactores de tipo manto de lodos de flujo ascendente (UASB) acoplado a un

reactor empacado (RE).

Especificos

Montar un sistema de reactores acoplados de tipo de manto de lodos de

flujo ascendente y un reactor empacado.

= Cuantificar el biogas generado con la digestiéon anaerobia de los residuos

soélidos de comida y agua residual en condiciones mesofilicas.

»= Evaluar el efecto de la carga organica en la produccion de Hidrégeno.

= Identificar la combinacién de carga organica y velocidad de carga 6ptimos
para obtener una produccion estable y el mayor contenido de hidrégeno en

el biogas.

» Evaluar los subproductos del proceso de digestion en términos de

concentracion de gDQOIL.

= Cuantificar el contenido de nitrdgeno amoniacal en los lodos generados.



Capitulo 1

ANTECEDENTES

1.1 Digestion anaerobia

El proceso de digestion anaerobia es utilizado en el tratamiento de lodos
residuales, provenientes de granjas, efluentes industriales o cultivos; su funcién
es la produccion de biogas para generar energia. Este proceso involucra la
descomposicidn de la materia organica y la inorganica en ausencia de oxigeno.
En la actualidad una de sus mayores aplicaciones es en el tratamiento de agua

residual proveniente del sector industrial y municipal.

Durante el proceso de digestidbn anaerobia los materiales organicos complejos
como proteinas poliméricas y azlcares son hidrolizados y fermentados por
bacterias que forman acidos organicos, hidrégeno y diéxido de carbono a partir de
monomeros; estos son consumidos por bacterias metanogénicas y convertidos
en gas metano y didxido de carbono. Los nutrientes formados durante el proceso
se encuentran disponibles en los lodos digestados lo que permite su uso como
fertilizante en cultivos agricolas (Francese A.P. et al., 2000; S.P. Singh, et al.,
2009).

Los factores que afectan directamente el proceso de digestion anaerobia son la

temperatura, el pH y el tiempo de retencién hidraulica o de masa.



1.1.1 Aspectos bioquimicos

Durante la digestion anaerobia el sustrato se degrada en ausencia de oxigeno y
la biomasa se transforma principalmente en compuestos inorganicos, en su
mayoria volatiles como: CO,, NHs, Nz, y H.S, y como compuesto organico

gaseoso CHy.

El proceso se desarrolla en las siguientes etapas:

= Hidrdlisis de biopolimeros (proteinas, carbohidratos y lipidos).

*» Fermentacion de amino&cidos y azucares.

»= Oxidacion anaerobia de acidos grasos de cadena larga y alcoholes.

= Oxidacion anaerobia de productos intermedios, como acidos volatiles.
= Conversion de acetato a metano.

= Conversion de hidrégeno a metano.

Figura 2.1 Proceso de la transformacién de la materia organica en un proceso de digestion

anaerobia.
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Las bacterias fermentativas, acetogénicas y metanogénicas son esenciales para
la lograr la degradacion completa de la materia organica a CO, y CH4 en
condiciones anaerobias. Estas deben existir en relacion sintrofica con las

metanogénicas que utilizan hidrégeno.

Durante la acidogénesis ocurre una reaccion enzimatica extracelular en la que
macromoléculas como lipidos, proteinas y carbohidratos son hidrolizados. En la
acetogénesis las bacterias homoacetdgenas utilizan el CO, como aceptor terminal
de electrones produciendo acetato y las bacterias oxidantes de acidos grasos

volatiles producen hidrogeno.

1.1.2 Parametros fisicoquimicos que influyen en la digestion anaerobia

1.1.21 Alcalinidad

La digestidbn anaerobia puede llevarse a cabo dentro de un intervalo de pH
comprendido entre 6.2 y 7.8 siendo el optimo entre 7 y 7.2. Fuera de este ultimo,
la digestion puede continuar aunque de forma ineficiente hasta un pH de 6.2, en
donde las bacterias metanogénicas son afectadas severamente (Noyola A.,
1998).

La alcalinidad es la capacidad de un sistema para mantener un pH determinado
en una solucién acuosa; tiene un efecto amortiguador (buffer) de pH en el
sistema; lo que significa que adiciones de pequefas cantidades o volumenes de
acidos o bases no alteraran el pH. Cuanto mayor sea la alcalinidad, pH se podra

mantener a pesar de un aumento en la generacion de H".

Debido a la presion parcial del gas en un digestor el CO, se solubiliza y forma

acido carbonico; esto lo convierte en el mayor consumidor de alcalinidad. Un

10



indicador de un buen funcionamiento del digestor es una alcalinidad total de 2000
a 5000 mg CaCOg/L (Metcalf y Eddy Inc., 2003).

Ante sobrecargas organicas la actividad de las bacterias acidogénicas puede
provocar la acidificacidon en el sistema ya que poseen una mayor actividad que las
bacterias metanogénicas, este efecto puede evitarse manteniendo en el digestor
una Optima capacidad buffer.

En un proceso de digestion anaerobia la alcalinidad del i6n bicarbonato es dutil
para fines de amortiguamiento en valores de operacion de pH tipicos de 6.0 y
7.5, mientras que la alcalinidad debida a los acidos grasos volatiles ocurre en un
pH de 3.75 y 5.75 por lo tanto es posible cuantificar de manera indirecta la
alcalinidad en un sistema con la medicion de la alcalinidad debida a los acidos
grasos volatiles mientras el sistema de digestion anaerobia opere dentro de éste
altimo intervalo de pH. La alcalinidad debe mantenerse en el nivel mas bajo
posible o inapreciable inferior a 100 mg/L para evitar la acidificacién en el reactor
provocando el fallo del proceso durante la formacion de metano. Por el contrario,
si existe una fuerte concentracion puede provocar inhibicion a las bacterias

formadoras de metano.

1.1.2.2 Relacion alfa ( a)

La relacidn alfa es un criterio para verificar que la carga organica suministrada al
digestor es adecuada para el proceso anaerobio; se obtiene de la division de la
alcalinidad debida a los bicarbonatos entre la alcalinidad total. La primera se
calcula mediante la titulacion de una muestra de lodo, midiendo el consumo de
acido (H.SO4 0.2 N) hasta un pH de 5.75 y la segunda lectura, es la cantidad de

acido utilizado hasta el valor de pH de 4.3 (Jenkins et al., 1983). Ver anexo 1.

11



1.1.2.3 Temperatura

El proceso de digestion anaerobia se ha estudiado principalmente en dos
intervalos de temperatura; el primero en el intervalo de 30-37°c (digestion
mesofilica) y el segundo de 45-55°c (digestion termofilica). En el primero se ha
encontrado que la digestion tiende a ser mas robusta, requiere digestores mas
grandes y la produccion de biogas es menor comparado con la digestion
termofilica; en esta ultima hay una mayor produccion de biogas pero requiere

tecnologia mas cara, mayor energia operacional y de monitoreo.

En los ambientes anaerobios la temperatura define las especies predominantes.
Las especies psicréfilas (6-20%), mesdfilas (20-40 ), terméfilas (50-65 €); todas
tienen intervalos de temperatura 6ptima de crecimiento y actividad definida. La
temperatura 6ptima de crecimiento de las bacterias metanogénas mesofilicas es
de 37<.

La temperatura afecta a las constantes de equilibrio quimico por lo tanto tiene
efecto en pardmetros como la alcalinidad, pH, precipitaciones o redisoluciones de
compuestos inorganicos, cambios en la composicién del gas por efecto de la

solubilidad, etc.

La temperatura es determinante en la velocidad de digestion y particularmente

durante la hidrolisis y la formacion de metano.

La determinacion de la temperatura de operacion establece el tiempo de
retencion de sélidos (TRS) minimo requerido para activar la destruccion de una

cantidad de solidos suspendidos volatiles (SSV).

La estabilidad de la temperatura durante el proceso es importante para los
formadores de metano que son sensibles a los cambios de esta. Cambios
mayores de 1Tt por dia afecta el desarrollo del proceso. (Metcalf y Eddy Inc.,
2003).

12



1.1.24 Tiempo de retencion de hidraulica y de solidos

Para el proceso de digestion anaerobia con sustratos solubles, el tiempo de
retencién de soélidos (TRS) puede ser determinado dividiendo la masa de los
sélidos en el reactor entre la masa de los solidos removidos diariamente. El TRS
esta directamente relacionado con las reacciones de hidrdlisis, fermentacion y

metenogénesis; hay un minimo tiempo para cada una de ellas.

El tiempo de retencion hidraulica (TRH) es igual al volumen del liquido en el
reactor entre la cantidad de biosoélidos removidos. Para sistemas sin recirculacion
el TRS es igual al TRH.

En la literatura, recientes estudio han demostrado que los bajos TRH favorecen la
produccion de H, (Wen-Hsing et al., 2009). Asi mismo algunas investigaciones
consideran operar con bajos TRH como parametro Optimo para la produccion

fermentativa de hidrégeno (Wan-Qian et al., 2008).

1.2 Tipos de digestores

El dimensionamiento del digestor esta basado en proveer suficiente tiempo de
contacto entre el sustrato y el consorcio microbiano en los reactores para que

ocurra una destruccion significante de solidos suspendidos volatiles.

Existen dos grupos de tecnologias para la digestiéon de altas concentraciones de

sélidos suspendidos:

Los digestores de baja tasa son conocidos también como convencionales, en
estos la estratificacion del fluido se favorece por ausencia de calentamiento o
mezclado. La actividad biolégica se lleva a cabo en aproximadamente el 50% del

volumen del reactor. Para mejorar el proceso en este tipo de reactores se puede

13



introducir un sistema de mezclado que incrementa la transferencia de masa en el
reactor, tener una completa participacion del volumen liquido y permitir una mayor

carga de alimentacion.

Los TRH para los digestores de baja tasa son de 30 y 90 dias, y se recomiendan
cargas de 05 y 1.6 kg SSv/dm?®. Tienen baja eficiencia de remocion de
contaminantes y alcanzan hasta un 60% de remocion de sélidos suspendidos.
(Metcalf y Eddy Inc., 2003).

Los digestores de alta tasa se caracterizan por tener un mezclado durante la
reaccion; por medio de agitacion mecanica, por recirculacion de gas o de liquido o
ambos; este flujo puede ser el medio de calentamiento en intervalo mesofilico o
termofilico. Generalmente los lodos digeridos evacuados son separados y
conducidos a otro contenedor. En estos digestores las cargas van de 1.6 a 3.2 kg
SSV/dm?®, con TRH de 10 a 20 dias. Este disefio presenta menos inconvenientes
en el sistema de recirculacion, aunque el material se puede sedimentar, acumular
y ocasionar circuitos hidraulicos cortos. Puede diluir compuestos téxicos y
amortiguar cargas imprevistas, homogeneizar la temperatura, el pH y el sustrato.
El sistema mezclado es a través de agitacion o recirculacion de gas comprimido

en forma continua o intermitente.

Los contenedores para digestion deben ser calentados y mezclados a fondo para
crear las condiciones ideales para que las bacterias conviertan la materia
organica en biogas (mezcla de didéxido de carbono, metano y otros gases en
menor cantidad). Los sistemas de mezclado mas comunes en los digestores
anaerobios involucran el uso de inyeccion de gas, agitacion mecanica, y bombeo

mecanico.

14



1.2.1 Geometrias de digestores anaerobios de baja tasa

La geometria de los digestores tiene entre otros objetivos, el mezclado efectivo de
los lodos y evitar la acumulacion de sedimentos en las esquinas del digestor. Las
geometrias mas convencionales para digestores anaerobios de lodos son:

geometria clasica, americana, europea y forma de huevo.

La geometria clasica consiste en un cilindro cuya relacion de diametro y altura es
de uno, con pendientes en la parte superior e inferior para favorecer el mezclado

y la homogenizacion de los lodos (Water Environment Federation, 1993).

La geometria americana, tiene una cubierta fija o flotante para la captacién de
biogas y una pequefia pendiente en el fondo del digestor. Debido a su relacién
diametro altura que es mayor que uno, se acumulan los sélidos en el fondo y se
forman natas lo que dificulta el mezclado.

La geometria europea consiste en un cilindro con relacion diametro altura menor
a uno y con poca pendiente en el fondo. Tiene eficiencias de mezclado similares
a las obtenidas con la geometria clasica pero limitada por su pendiente baja; su

construccion es mas econdmica.

La geometria en forma de huevo es una evolucidon de la geometria europea.
Permite la circulacién 6ptima de los lodos y una mejora en el mezclado, evita la

acumulacion de sdlidos. Su construccion es barata y es de facil operacion.

1.2.2 Digestores UASB y RE

La estabilidad y el funcionamiento de los reactores anaerobios se puede mejorar
reteniendo el consorcio microbiano en el reactor. Dos medios para lograrlo es el
uso de granulos densos de bacterias como en los digestores anaerobios de

manto de lodos de flujo ascendente (UASB) o en una biopelicula microbiana
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adjunta a los acarreadores inertes en los reactores empacados (RE). El medio de
empacamiento en el RE y el lodo granular en el UASB sirven como un filtro para
proveer el lavado y una superficie mas grande para desarrollar la biopelicula con

mayor velocidad e incrementar la generacion de metano.

En el RE el area de superficie especifica, porosidad, rugosidad de la superficie,
tamafio de poro, y orientacion del material de empacado juegan un papel
importante en el desempefio de un reactor anaerobio. La formacion de la
biopelicula en los materiales acarreadores incrementa las velocidades de
conversion al reducir la sensibilidad a las variaciones de concentracion y

sustancias inhibidoras (P. Singh et al., 2009).

Diferentes materiales (PVC, anillos Pall, espuma de poliuretano, de fieltro de
carbono, las fibras de nylon, paja, virutas de madera) han sido provadas como
material para empacar, dependiendo de su disponibilidad y demas
especificaciones. Estos materiales de para empaque ayudan a reducir el tiempo
de retencion hidraulica y costos. El tamafio del poro fué uno de los parametros
mas importantes para los requerimientos microbianos e ingenieriles en lechos de

alta eficiencia (Breitenbgcher K et al., 1990).

El aumento en la producciéon de biogas es explicada por el aumento en la
cantidad de metandgenos inmovilizados en el material de empacamiento. En un
estudio se encontrdé que el medio de soporte plastico como los tubos de PVC son

mas efectivos para reducir los tiempos de retencién hidraulica.

El digestor UASB es un reactor diferente a los descritos anteriormente, su
principal aplicacion es en el tratamiento de aguas residuales. En este tipo de
digestor los lodos son recirculados en forma ascendente. El influente entra por el
fondo del reactor y atraviesa el lecho de lodos (biomasa) donde se encuentran
los microorganismos en forma de granulos o fléculos. La produccion del biogas
también contribuye al mezclado generando una circulacién interna del lecho de

lodos. El biogas es captado y evacuado para su aprovechamiento.
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1.3 Carga organica

La carga organica es la cantidad de materia organica en digestion. Si ésta
cantidad rebasa el limite de degradacion de las bacterias que convierten los
acidos a acetatos y metano, el medio se acidifica (pH< 6.0) inhibiendo el
crecimiento y actividad de las bacterias metanogénicas hasta que el proceso de

degradacion de la materia se detiene.

En la produccion de hidrégeno, los reactores deben retener las bacterias
productoras de hidrogeno para obtener una mayor capacidad catalitica y soportar
grandes tasas de carga organica. La mayoria de los sistemas con inmovilizacion
de bacterias productoras de hidrégeno han mostrado eficiencias superiores en
comparacion con los sistemas en suspension, incluso cuando se operan en TRH
bajos. En este sentido los principales sistemas de lecho empacado con biomasa
inmovilizada utilizados para la produccion fermentativa de H;, son el reactor
anaerobio de lecho ascendente (UASB), a pesar de que técnicamente la biomasa

no se encuentra inmovilizada, actia como tal. (Lin C.Y., Chang R-C., 2004).

Es importante tener en cuenta que la produccion de hidrégeno es un proceso
intermedio durante la digestién anaerobia y por ello no busca disminuir la materia
organica presente en las aguas, simplemente la transforma en acidos organicos
que pueden ser facilmente degradados por otros microorganismos
posteriormente en un sistema anaerobio para la produccion de metano (Carvajal

Monroy Carolina, 2009) que opera en condiciones de pH entre 6y 7.2.

1.4  Disposicion o uso del lodo residual tratado

Los lodos tratados tienen la capacidad de incrementar la retencién de agua y
mejorar el suelo cultivable, ademas de proveer nutrientes como nitrégeno y

fésforo y micronutrientes como manganeso, cobre, molibdeno, hierro y zinc. A
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pesar de no tener estos elementos en concentraciones bien balanceadas como

en un fertilizante comercial, los suelos responden favorablemente.

Las autoridades mexicanas tomando como referencia la norma para los
biosdlidos de la Enviromental Protection Agency (EPA, 1996a), crearon la NOM-
004-SEMARNAT-2002 (SEMARNAT, 2003) que establece las especificaciones y
limites maximos permisibles de contaminantes de lodos y biosélidos para su
aprovechamiento y disposicion final de los lodos de desecho provenientes de las

plantas tratadoras de agua residual en nuestro pais.
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Capitulo 2

PRODUCCION DE HIDROGENO

El hidrégeno puede ser producido por métodos quimicos, electroquimicos, como
subproducto de procesamiento de aceite o carbén o por el uso de

microorganismos.

Actualmente el hidrégeno es producido por combustibles fésiles como el gas
natural y las naftas. Sin embargo, esta practica implica la generacion de un
combustible limpio a partir de una fuente contaminante y limitada. Por lo tanto, es
necesario usar otras fuentes y métodos para obtener hidrogeno de forma
renovable, sustentable y ambientalmente amigable. (Valdez-Vazquez et al.,
2008).

La produccion biolégica de hidrogeno es una alternativa a los procesos actuales
de produccidn. Esta se puede clasificar en dos procesos: La fotofermentacion y la

fermentacion oscura.

La fotofermentacion utiliza las algas fotosintéticas que producen hidrégeno,
usando luz y compuestos reducidos a la forma de acidos organicos que

generalmente se encuentran en sustancias de desecho.

En la fermentacion oscura participan bacterias anaerobias que crecen en
oscuridad y usan sustratos ricos en carbohidratos; los subproductos de esta son

los acidos acético y butirico.
En este trabajo se propone la produccion de hidrogeno por medio de la

fermentacién oscura o digestion anaerobia de una mezcla de residuos solidos

organicos y agua residual debido a las ventajas que este proceso representa,
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como son las altas tasas de produccién de biogas con alto contenido de

hidrogeno.

2.1.1 Metabolismo molecular del hidrégeno

Durante el proceso de fermentacion obscura o digestion anaerobia, las enzimas
directamente involucradas en el metabolismo molecular del hidrégeno son las

hidrogenasas y efecttan la oxidacion reversible de hidrégeno molecular.

H, o 2H" +2¢

La oxidacién del hidrégeno es acompafado de la reduccion de los aceptores de

electrones como el oxigeno, nitrato, sulfato, didxido de carbono y fumarato.

Es sabido que los factores ambientales pueden afectar la actividad de la enzima
en el proceso de produccion del hidrogeno. Estudios han encontrado que factores
como el pH y la Temperatura tienen una influencia directa en la actividad de la

enzima (Valdez-Vazquez et al., 2008).

En la mayoria de ambientes anaerobios, el consumo de hidrogeno se lleva a cabo
muy rapidamente por diferentes grupos microbianos. Contrario a este hecho
natural, el interés de este estudio es propiciar la acumulacién de hidrégeno para
usarlo como combustible; para ello es necesaria la inhibicibn de microorganismos
consumidores de hidrogeno tales como los metandgenos y acetdégenos que son

los principales en ausencia de nitratos y sulfatos (Valdez-Vazquez et al., 2008).

Los metabolitos mas comunmente formados durante la fermentacion
carbohidratos para obtener hidrégeno son, en mayor proporcion: Acetato y
butirato y en menor proporcion: propionato, etanol y butanol segun las siguientes

reacciones (Lay JJ et al 1999).
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CeHpOp +2H,0 - 2G,H,0, +2C0, +4H, Subproducto acido aceético

CeH 05 +2H,0 - 2C,H,0, +2C0, +2H, Subproducto acido butirico

La produccién de hidrégeno por procesos de fermentacion con cultivos
anaerobios acidogénicos, tiene ventajas sobre la produccion de hidrogeno con
bacterias fotosintéticas o algas ya que con la primera se obtienen altas tasas de
produccion y utiliza la materia organica de desecho para convertirla en una fuente

de energia.

2.2 Inhibicion del proceso de metanogénesis

Estudios han demostrado que bajo las mejores condiciones de crecimiento para
todos los consumidores de Hj, la mayor capacidad para utilizar el H, esta

relacionada a la reaccion bioquimica mas favorable energéticamente.

Tabla 2.1 Reacciones de produccion y consumo de hidrégeno presentes en el proceso anaerobio.
(a) Condiciones estandar. (b) Condiciones prevalecientes en ecosistemas anaerobios (Valdez-
Vazquez | et al., 2005).

Energia libre

. de Gibbs
Ec. Tipo .d,e Reaccion (KJ/reaccidn)
reaccion
AG° (@) AG° (b)
1 | Eermentacion CeH1,06+ 2H,0 > 2H,+ butirato + 2HCO5 + 3H* | -135 | -248
2 | Eermentacion CeH1,06+ 4H,0 > 4H,+ 2acetato + 2HCO5 + 4H" | 207 | -319
3 Oxidaci(’)_n Butirato + 2H,0 = 2H, + 2acetato + H* +48.2 | -17.6
anaerobia
4 OX|daC|(’)_n Propionato + 3H,0 - 3H,+ acetato + HCO3 + H" +76.2 -5.5
anaerobia
5 | metanogénesis 4H,+ HCO5 + H" > CH,+ 3H,0 136 | 32
hidrogenotroéfica
6 | Acetogénesis 4H,+ 2HCOs + H" > acetato + 4H,0 105 | 7.1
del CO, Yy H,
7 | Reduccion de 4H, + SO, 2 - HS + 3 H,0+ OH’ NA | -165
sulfato
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Para lograr la acumulacion del H, para su uso como combustible es necesario la
inhibiciébn de los microorganismos consumidores de este, tales como los
metandgenos hidrogenotréficos y acetdogenos autotroficos. Esta inhibicion
metanogénica es posible con el control biocinético, tratamiento térmico y

compuestos quimicos.

El método de inhibicidn tiene que ser continuo. En la literatura, los principales
metandgenos inhibidores son compuestos quimicos tales como: 2-
bromoethanosulfonato, acetileno, etileno, etano, metil cloro y metil flior. Trabajos
recientes han usado la adicion de nitrato (1000 mg-KNO3 / L) para la inhibir la

metanogénesis y aumentar la produccion de hidrégeno (Kim JO et al., 2006).

Otros tipos de inhibidores metanogénicos han sido utilizados como control
biocinético que consiste en la aplicacion de condiciones ambientales en las que
los metanégenos no pueden crecer; por ejemplo pH bajo, grandes tasas de
dilucién causando un lavado completo de los metandgenos, el pre-tratamiento
térmico aproximadamente a 100°C durante varios minutos causando la total

destruccion de los metandgenos entre otros microorganismos.

Hay muchas opciones para la inhibicion de la metanogénesis; la seleccion del
meétodo de inhibicion dependera de los costos operacionales y de inversion, la
factibilidad técnica y complejidad, la efectividad de la inhibicion durante el tiempo
de fermentacion, tiempos de estabilizacion del in6culo, la relacion con los
microorganismos productores de H,, la compatibilidad con el metabolismo, el

origen del inéculo y el tipo de sustrato, entre otros.

Investigadores han usado uno o mas de estos meétodos en estudios de
produccion de H; por consorcios anaerobios, aunque no esta claro cual es el
mejor. Posiblemente el método mas simple y el mas econdémico es el control

biocinético, principalmente con el uso de pH < 6.0. (Eun JS et al., 2004).
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2.2.1 Pre-tratamiento térmico en inoculo

Clostridium, Bacillus y Enterobacter entre otros, son los principales
microorganismos presentes en los sistemas de fermentacion para la produccion

de hidrégeno, en cultivos puros y mixtos (Davila-Vazquez G et al., 2008).

Los organismos de tipo clostridium, estrictamente anaerobios y formadores de
sporas, han sido ampliamente estudiados para la produccion fermentativa de
hidrogeno, con muy buenos resultados. Algunas especies puras estudiadas son
C. butyricum (Yokoi et al., 2001); C. thermolacticum (Collet et al., 2004); C.
pasteurianum (Liu y shen, 2004) también se han realizado estudios con
organismos facultativos anaerobios de género Enterobacter, E. coli y Citrobacter
(Nakashimada et al., 2002; Yokoi et al., 1998; Tanisho et al., 1994)

Algunos cultivos mixtos utilizados para la produccion de hidrégeno provienen de
diferentes fuentes, suelo, sedimentos, composta, lodos aerobios y anaerobios.
Estos son sometidos a diferentes pre-tratamientos con el fin de seleccionar las
bacterias productoras de hidrégeno alterando la comunidad microbiana presente

en la poblacién inicial mixta (Cheong y Hasen, 2006).

Algunas especies microbianas como las Bacilus y las Clostridium tienen la
capacidad de esporular cuando las condiciones del ambiente se vuelven hostiles
tales como un calentamiento repentino, cambios en el estado de los nutrientes,

presencia de quimicos inhibidores, entre otros (Foster SJ et al., 1990).

Las esporas son metabdlicamente latentes y resistentes al calor, radiacion,
desecacion y pH extremos y quimicos toxicos (Setlow P. et al., 2003). En
ambientes anaerobios, los principales microorganismos formadores de esporas

son varios géneros de bacterias acidogeénicas.

El tratamiento térmico que consiste en calentar el in6culo a una temperatura

aproximada a 100C por un tiempo de 15 a 120 min es usado para eliminar
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esporas no formadoras de microorganismos, principalmente las metanogénicas.
Este tratamiento sumultAaneamente selecciona las esporas de bacterias
acidogénicas que germinaran, produciendo hidrégeno cuando las condiciones son

otra vez favorables para el crecimiento (Lay JJ et al., 2005).
2.3  Efecto del pH y la Temperatura en la produccion de hidrogeno

En varios estudios se ha reportado que el inicio de la produccion de hidrégeno se
lleva a cabo cuando el sistema se encuentra en un pH de alrededor de 5.5 ya que
en el intervalo de pH 6.5 a 7 se favorece la esporulacion de bacterias
metanogénicas y en intervalo de pH cercanos a 4.5 la actividad enzimatica
disminuye aproximadamente 2.2 veces (Vijayaraghavan K et al., 2006). El control
de un pH bajo esté ligado a la activacion de rutas metabdlicas y la actividad de la
hidrogenasa; por esto el pH va mas alla de ser un parametro de control durante la

fermentacion.

En digestores anaerobios se ha observado que la acumulacion de precursores
metanogénicos como el formiato, H,, CO, y los acidos grasos volatiles son
resultado de un desbalance entre su produccion y su consumo. La produccién de
hidrogeno se incrementa bajo condiciones acidogénicas en reactores anaerobios.
Voolapalli RK propone un anlisis tedrico de equilibrio entre formiato e hidrégeno

a traves de las siguientes ecuaciones (Voolapalli RK et al., 2001):

H,,+HCO; - HCOO" +H,0  AG" =-1.3 KJ/mol

Basado en el equilibrio quimico, la ecuacién puede ser escrita como:

rcoo| _ Ko pCOK I K, [H"]

2aq
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Donde Ky, es la constante de Henrry para el hidrégeno (7.4e'9 mol/L Pa), K es la
constante de equilibrio (1.31 a 35 °C), Kco, es la constante de Henrry para el
diéxido de carbono (2.46e'7 mol/L Pa) y Ka es la primera constante de disociacion

para el acido carbénico(4.8e'7).

Se puede ver que la razon del formiato con el hidrégeno varia exponencialmente
con el pH y linealmente con la concentracion de CO,. Como consecuencia, la
produccion de hidrogeno es mas probablemente dominante bajo condiciones

acidogénicas de acuerdo a la siguiente ecuacion:

[HCOO™| _ K Koo pCOK,
H

10PH

2aq H,

Adams y Mortenson determinaron el efecto de la Temperatura en la velocidad de
catdlisis del hidrogeno por la hidrogenasa | y Il de las C. pasteurianum mesofilica.
Los autores obtuvieron la grafica de Arrhenius para calcular los valores de la
energia de activacion (EA) y las temperaturas Optimas para la reaccion. Con
ambas enzimas en ambos sistemas de andlisis, las graficas fueron lineales en el
intervalo de 15-50 °C. La velocidad de la reaccién disminuyé entre los 50-70 °C
(Adams MW, Mortenson LE., 1984).

Se ha observado en estudios con sustratos solubles y solidos en diferentes
sistemas que la velocidad de produccion especifica del hidrogeno y el porcentaje
de éste en el biogds aumenta en temperaturas mayores de 40°C. En ambos
casos una optima velocidad de produccion de hidrégeno se obtuvo a los 55°C y
un porcentaje maximo de hidrégeno en el biogas mayor de 60% (Shin HS et al.,
2004).
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2.4  Tiempo de retencion hidraulica

El tiempo de retencion hidraulica (TRH) esta definido como la razon entre el
volumen del reactor y el flujo volumétrico y también conocido como el inverso en
la velocidad de dilucion (D). Altas velocidades de dilucion (cortos TRH) pueden
causar un lavado completo de los metanégenos desde que las velocidades de
crecimiento especifico de los metandgenos son mucho mas cortos que las de las
bacterias productoras de hidrogeno 0.0167 y 0.083 ht respectivamente (Chen CC
et al., 2001). Estudios han demostrado que el rendimiento mas alto de hidrogeno
esté ligado a cortos TRH (6 h) o altas velocidades de dilucion (Lin CY, Chang RC,
1999).

En un estudio para evaluar la produccion biolégica de hidrégeno a partir de
residuos organicos con alto contenido de carbohidratos en reactores discontinuos
secuenciales anaerobios se reportd un 37% de hidrogeno en el biogas operando
con un TRH de 16 h durante un ciclo de 4 h y se observé la disminucion de este

porcentaje con el incremento de la duracion del ciclo. (Wen-Hsing C et al., 2009).

En otro estudio sobre el efecto de la tasa de dilucidn en la produccion de
hidrégeno a partir de residuos de alimentos se obtuvo el 50% de reduccion en
DQO, el 70% de eficiencia en la formacion de hidrégeno y 100 L de este
acumulado, con un TRH de 5.3 h (Han S-K., Shin H-S., 2004).
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe la metodologia para la evaluacion de los principales
parametros del proceso de digestion anaerobia en el sistema de reactores
acoplados UASB-RE para la generacion de biogas. Se describe el sistema de
reactores, el proceso de preparacion y pre-tratamiento del indculo, el arranque y

el acoplamiento de los reactores.

La experimentacion se dividié en cuatro etapas. La primera que comprendio la
construccion de dos reactores UASB y RE con las caracteristicas de los reactores

reportados por Alzate-Gaviria (Alzate-Gaviria LM et al., 2003).

En la segunda etapa se evalud el tiempo de hidrogénesis franca durante el
proceso de estabilizacion de la mezcla de inéculo con agua residual sintética

(ARS) en el reactor iniciador.

El tiempo de hidrogénesis franca (THF) se determiné cuando los siguientes
parametros alcanzaron los valores de: alfa 0.5, acidos organicos < 1500 mgL'l de
acido acético, y pH estable en un intervalo de 5.5-6.5 (Alzate-Gaviria LM et al.,
2007).

La tercera etapa consistid en el analisis del acoplamiento del reactor iniciador
UASB al reactor empacado con una mezcla de indculo, residuos soélidos de
comida y agua residual sintética. Una vez acoplados se evalu6 el periodo de

estabilizacion hasta alcanzar el THF.

En la cuarta etapa se inici6 la alimentacion de tres cargas organicas (CO) 133
gDQOI/L, 265.0 gDQO/L, 400 gDQOJ/L. Cada una de las CO se evaluo en tres
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tiempos de residencia que se refiere al tiempo entre una alimentacién y otra; se

experimento con 24, 78 y 96h.

El proceso de digestion anaerobia desarrollado en este trabajo se operdé bajo
condiciones mesofilicas (37°C *.2) con un tiempo de retencion hidraulica de 2.5 h

a una velocidad de recirculacion de 0.2 L/s.

3.1 Descripcion del equipo experimental.

El reactor UASB consisti6 en un reactor iniciador con fase liquida de flujo
ascendente construido con un tubo de policloruro de vinilo de 10 cm de diametro,
y 90 cm de altura con capacidad para 7.1 L. En la parte superior del reactor se
acondicion6 un termometro para monitorear la Temperatura y una valvula para la
obtencion de muestras. El reactor se envolvié con material aislante para mantener

la Temperatura en 37°C.

El RE consisti6 en un contenedor con geometria de prisma cuadrangular de 20
cm por lado y altura de 86 cm con capacidad para 34.4 L. Para el material de
empaque se cortaron anillos de tubo de PVC de 1.27 cm de didmetro y 1 cm de
ancho. A una altura de 20 cm se acondicioné un filtro en el interior del reactor con
la finalidad capturar los residuos solidos de comida y evitar obstrucciones en el

circuito de recirculacion.

En ambos reactores se acondiciond un sistema de desgasificacion para la
cuantificacion del biogds. Este sistema se conectdé a un recipiente con una
solucion de H,SO4 0.05 M y posteriormente a un recipiente graduado de 2 L. El
biogas producido se cuantific6 por medio de un sistema de desplazamiento

volumétrico de agua.
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Para el sistema de recirculacion se utiliz6 una bomba de diafragma de Hypalon
marca Milton Roy para caudal maximo de 1500L/dia y una temperatura maxima
de 107°C.

Para mantener la Temperatura en 37°C, se hizo pasar parte del sistema de
recirculacion que alimenta al UASB a través de un sistema de calentamiento

(bafio termostatico).

Figura 3.1 Sistema experimental. 1 Bomba para recirculacion. 2 Bafio termostatico. 3 sistema de

desgasificacion. 4 Sistema de alimentacion al RE. 5 Solucion de H,SO,. 6 Sistema de

desplazamiento de agua.

UASB
X o> o0-.0

l—(— 37°C

3.2  Preparacion y pretratamiento del in6culo

Para inocular, se preparé una mezcla de inéculos no anaerobios compuesto de
300 g/L de excreta vacuna, 150 g/L de excretas de cerdo, 1 g/L de carbonato de

sodioy 1 L de agua.
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El estiércol se sometié a tratamiento térmico a 95°C durante media hora para
inhibir la esporulacion de las bacterias metanogénicas y permitir el desarrollo de
las bacterias productoras de hidrogeno del género clostridium. La solucién

obtenida se filtré para evitar obstrucciones en el sistema de recirculacion.

3.3  Agua residual sintética

El agua residual sintética consistio en una solucion con la siguiente composicion:
5 g/L de glucosa, 1 g/L de cloruro de amonio (NH4CI), 1 g/L de bicarbonato de
sodio (NaHCO3), 1 g/L de carbonato de sodio (Na,COgs), 0.2 g/L de fosfato
monoacido de potasio (K;HPO,4) y agua de la llave. (Alzate-Gaviria LM et al.,
2007).

3.4 Técnicas de analisis

3.4.1 Demanda quimica de oxigeno

Se define Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) como la cantidad de oxigeno
necesaria para oxidar completamente por medios quimicos los compuestos
organicos a CO;, y H,O. Una de sus ventajas es que cuantifica la materia disuelta

y particulada.

Para su determinacion se utilizaron tubos HACH con dicromato de potasio y acido
sulftrico en un rango de 0 — 1500 mg DQOL™. A cada vial se le adicionaron 0.2
ml del sobrenadante de una muestra previamente centrifugada. Se colocaron los
tubos dentro del reactor digestor HACH precalentado a una temperatura de
150°C, se dejo en digestion por 2 horas. La concentracion de DQO en los viales

se ley6 en un espectrofotbmetro HACH.
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Para cada medicion se tomaron muestras por triplicado. El blanco se prepar6 con
el mismo procedimiento descrito para las muestras de solucién digestada pero en

lugar de esta se agregd 0.2 ml de agua desionizada.

3.4.2 Acidos grasos Volatiles (AGV) y parametro alfa (  a)

La cuantificacién de los acidos grasos volatiles permiten identificar los principales
productos durante la digestion anaerobia; es un parametro de control que permite

evitar de manera oportuna el descenso del pH debido a su acumulacién.

Los acidos grasos volatiles fueron cuantificados segun el método 2320 publicado
en el “Standard methods for examination of water and waste water” (APHA,
1995); este consiste en la titulacidon de una muestra de lodo con un &cido fuerte
hasta un pH de 4.3. Segun Hill y Jenkins et al (1989) en este pH mas del 99% del
bicarbonato del sistema es convertido en CO, y con esto se considera
aproximadamente el 80% de &cidos grasos volatiles; por ello propusieron la
titulacion a un pH de 4.75 que se ajusta mejor a la alcalinidad debida al
bicarbonato. (Hill y Jenkins et al., 1989 ).

En el presente trabajo se realiz6 una titulacion de la muestra con acido sulfurico
0.1 normal . La alcalinidad total (AT) definida en un pH de 4.3 y la alcalinidad
parcial (AP) en 4.75 y la alcalinidad intermedia (Al) asociada a la concentraciéon
de acidos grasos volatiles estimada como la diferencia de las dos anteriores

segun las siguientes ecuaciones:

(v, 050000)
4, =—2—"""
"

_ (¥, OC T50000)
"

AP
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AGV =V, —V,)UC 060 20

o
AP
Donde:

AT : Alcalinidad total

Ap : Alcalinidad parcial

Al : Alcalinidad intermedia

C : Concentracion del la solucion titulante, 0.1 N de H,SO,4

V1 : Volumen de la muestra

V2 : Volumen de la solucion titulante gastada hasta un pH de 4.75
V3 : Volumen de la solucion titulante gastada hasta un pH de 4.3
AGV: Concentracion de acidos grasos volatiles en mgAc/ L

a: Alfa

El método anteriormente descrito, cuantifica todos los acidos grasos volatiles
presentes en el sistema; segun E. Castello et al., el acido acético (Ac), butirico y
propiénico son los mas abundantes (E. Castello et al., 2009). Este método se
validé con el método de cromatografia liquida de alta resolucién en un equipo
localizado en el Instituto de Biotecnologia (UNAM) en Cuernavaca Morelos. Las
muestras para el analisis fueron escogidas al azar y se encontré que en promedio
el 70% de los acidos grasos volatiles cuantificados con el método anterior

corresponden precisamente a la concentracion del acido acético (Ver anexo 1).
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3.4.3 Solidos suspendidos totales y volatiles

La medicién de los solidos suspendidos totales y volatiles se realiz6 segun el
método descrito en “Standard methods for examination of water and waste water*

(APHA, 2005). Los célculos se describen en el anexo 2.

3.4.4 Nitrégeno amoniacal
El nitrégeno amoniacal se analiz6 por el método de Hach basado en

espectrofotometria, de Hach Methods Ammonium 0-50 ppm. Los resultados se

expresan en ppm NH3.
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Capitulo 4

RESULTADOS

En este trabajo, se evalud la produccién de hidrégeno por digestiébn anaerobia de
materia organica residual liquida y solida. Se evaluo la producciéon de hidrégeno
con tres cargas organicas diferentes, alimentadas en forma ascendente. Cada
una de las cargas organicas fué evaluada en tres tiempos de residencia de carga

organica.

En este capitulo se muestra el efecto de cada una de los parametros de
operacion analizados durante el proceso de digestion anaerobia desarrollado en

este trabajo, la cantidad de biogas obtenido y su contenido de hidrégeno.

4.1 Arranque

Se puso en recirculacion 3.7 L de indculo filtrado y 1.9 L de agua residual en el

reactor UASB a un flujo volumétrico de 1.2 L/h y una temperatura a 37°C.

Se observé un pH inicial de 6.2. En el noveno dia con las caracteristicas del
efluente de pH 5.6, alfa 0.5, AGV 1320 mg Ac/L y 35% hidrégeno en el biogas se

inicio la recirculaciéon hacia el RE.

El reactor RE se llen6 con 15.5 L de in6culo, 7 L de agua residual sintética 'y 2 Kg
de residuos organicos de comida (triturados) provenientes de la cafeteria del
Centro de Investigacion en Energia. Previo al llenado se introdujeron tubos de
PVC de 1" de diametro y %" de ancho como material de empaque para facilitar la

percolacion de los lixiviados.
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El sistema ya acoplado se dej6 en operaciéon durante 13 dias para la
estabilizacion de los lodos hasta obtener una produccion constante de biogas. En

la siguiente figura se muestra la evolucion del pH durante este periodo.

Figura 4.1 I) Comportamiento de pH. Il) Comportamiento de la Temperatura. a) Periodo de

estabilizacion en el UASB. b) Periodo de estabilizacién en el sistema de reactores acoplado

=
1S}
=
N
S

I
&

PVM |
a) b)

v

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Dias

pH
o, N ®w A O o ~N ® ©
) @
a8 & 8
Temperatura (°c)

=
15

THF=9 dias

3

0

Durante el acoplamiento del UASB al RE se observé una disminucion en el
contenido hidrogeno en el biogas a un 21%, restableciéndose el 35% de

hidrogeno en el biogas 13 dias después.

En trabajos con condiciones de operacién similares a este se han reportado THF
de 7 dias en un reactor UASB con un efluente de pH 6.15, un contenido del 40%
de hidrégeno en el biogas y en un reactor RE un THF de 20 dias con un
contenido de hidrogeno también del 40% (Liliana M. Alzate-Gaviria et al.,., 2007).
En comparacion con este trabajo, el RE alcanza un THF en menos tiempo al ser

alimentado por los lixiviados estabilizados en un UASB.

En cuanto al pH inicial de 6.2 en el UASB no se observé gran acumulacion de
biogas como se ha reportado en otros trabajos en los que se ha tenido un pH
inicial de 7, un contenido de hidrogeno en el biogas de 45% y un contenido de
CH, insignificante usando un método de acidificacion previa del sustrato (Mao-Lin
Zhanga et al., 2007).

Yao-Ting Fan et al., (2006) reporta que valores de pH iniciales de 6.0-7.0 pueden

representar el pH “6ptimo” y 5.5-7.5 el pH “aceptable” en el sustrato mientras que
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durante la produccion de hidrogeno el rendimiento disminuye en pH inferiores a

5.5 y mayores de 7.5 (Yao-Ting Fana et al.,. 2006).

Sin embargo, publicaciones recientes reportan un acuerdo de pH 5.5-6 como el

pH inicial 6ptimo para la produccion de hidrogeno (Juan Wei et al.,. 2009).
4.2  Influencia del pH

El pH se mantuvo a 5.5 *. 0.2 adicionando soluciones de hidroégenoSO, 0.1N
cuando el pH en el sistema aumentara 0.5 unidades y NaOH 0.1N cuando el pH
en el sistema disminuyera en 0.5 unidades. Con el aumento del pH (en 0.5
unidades) y de la carga organica se observd una disminucion en la velocidad de
produccion de biogas. Este efecto ocurrid principalmente en las primeras horas
después de la alimentacion de carga organica. Esto se debe a que la velocidad
de formacion de acidos grasos es mayor que la velocidad en la que estos son
convertidos en biogas. En la siguiente grafica se muestra la evolucion del pH

durante un periodo de digestion de 78 dias.

Figura 4.2 a) Comportamiento del pH. b) Comportamiento de alfa (a) durante la digestion de 78

dias.

THF= 9 dias

6,5 / 10,90
61 \/\ a) 1080
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Como se observa el pH se mantuvo en un promedio de 5.5 y a partir del dia 35 se

mantuvo estable.
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de algunos estudios en los que

los pH bajos, favorecen la produccion de hidrégeno.

Tabla 4.1 Determinacion del pH éptimo en cultivos mixtos en condiciones mesofilicas.

Rendi-
Intervalo m|en|to
de pH ) pH Inéculo sustrato TRH T _mo Referencia
optimo (h) | (°C) | hidrégen
probado o/mol
hexosa
Lodos
4060 |52 anaerobios Almidon | 17 | 37 | 215 | (LayJ-J, 2000)
tratados
termicamente
Lodos de
4.0-7.0 5.5 produccion de Glucosa 6 36 2.1 (le)%r;g HHP,
hidrégeno )
g
Lodos de (Lin CY,
57y6.4 |57 aguas Glucosa 6 35 1.7 Chang R-C,
residuales 1999)
Corr)posta de Residuos 23 mial | (Ean k-S
5065 |55 estiércol de de | 18 | 37 | ".50 (2006)
vaca cerveceria
Composta de Residuos
5.0-6.5 5.8 hierba tratada | de levadura | 32 40 NA (Lay JJ, 2005)
termicamente de cerveza
Suelo tratado (Van Ginkel S,
4.5-6.0 55 termicamente glucosa 10 30 25 2005)
Mezcla de
estiercol de
NA 5.5 vaca y cerdo glucosa 2.5 37 NA Este estudio
tratados

termicamente

En los resultados de la tabla anterior se observa un mayor rendimiento en la

produccion de hidrégeno cuando se emplearon indculos tratados térmicamente y

condiciones de pH cercanos a 5.5.

4.3

Influencia de la temperatura

Se observé que en un promedio de temperatura de 37°C la produccion de biogas

se mantuvo estable y se obtuvieron las mayores cantidades de biogas. En la

siguiente figura 4.3 se muestran los promedios de la temperatura en cada dia de
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digestién y la evolucion en la produccion de biogas respecto a cada carga

organica alimentada.

Figura 4.3 I) Comportamiento de la Temperatura. 1) Produccién de biogas. a) CO de 133 gDQOI/L
b) CO de 265.0 gDQOI/L ¢) CO de 400 gDQOIL.
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En la figura 4.3 se observa el aumento de en la produccion de biogas con el

aumento en la temperatura.

La temperatura constituye uno de los factores mas importantes en la produccién
de hidrégeno, influye en la degradacion del sustrato, la distribucion de los

subproductos, el crecimiento de bacterias y la comunidad microbiana.

Algunas investigaciones orientadas a evaluar las condiciones de temperatura
Optima para la producciéon de hidrégeno, han obtenido grandes diferencias en los
resultados. Montes Moncivais et al.,. (2007), obtuvieron una maxima produccion
de hidrégeno de 1.17mmol hidrogeno/mmol glucosa durante un proceso de
digestion que operd a una temperatura constante de 26°C y no se observo alguna

dependencia de la produccion de hidrogeno con el pH estudiado (5.5 y 6.5).

Otro estudio realizado por Lee et al., (2006), en un reactor de lodo granular
inducido usando sacarosa como sustrato y operando en un intervalo de
temperatura de 30-45°C, encontré la mayor eficiencia para la produccion de

hidrégeno a 40°C (condiciones mesofilicas), especialmente con un TRH de 0.5h.
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Valdez-Vazquez et al., (2005) obtuvieron una produccién de hidrégeno, 60%,
mayor en condiciones termofilicas que mesofilicas. Sugirieron que este
comportamiento estaba relacionado con la temperatura O6ptima de la enzima
hidrogenasa que esta entre 50 y 70°C y con las condiciones Optimas de

temperatura para el crecimiento de las bacterias clostridium.

4.4  Acidos grasos voléatiles

En la literatura se reporta que la produccion de hidrogeno esta acompafiada de
formacion de acido acético y butirico. En la fermentacion de acido acético se
producen 4 moles de hidrégeno a partir de 1 mol de glucosa, mientras que en la
fermentacion de acido butirico se producen 2 mol de hidrégeno. También se
puede producir hidrégeno por la combinacion de la fermentacién de acido acético
y acido butirico a partir del cual se generan 2 mol de hidrégeno. La produccion
estequiométrica de acido acético y butirico es de 1.5 mol /mol. Por lo tanto el
mayor rendimiento de la produccién de hidrégeno es obtenido a través de la

fermentacion de acético.

En la figura 4.4 se observa la evolucion de la concentracion de &cidos grasos
volatiles respecto a cada carga organica alimentada y su efecto en la produccion

de biogas.

Figura 4.4 1) Acidos grasos volatiles 1) Produccion de biogas. a) CO de 133 gDQO/L b) CO de
265.0 gDQOIL c) CO de 400 gDQOIL.
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Las altas concentraciones de los acidos grasos generados como productos
intermedios del proceso de digestion anaerobia, asociado con la baja
concentracion de CH, casi indetectable en el biogas, son evidencia de la baja
concentracion de bacterias metanogénicas que son los principales consumidores

de estos productos.

Recientes estudios han demostrado que existen varias correlaciones entre el
porcentaje de hidrogeno en el biogas y los productos de la fermentacion en la
fase acuosa. Altas producciones de hidrogeno estan relacionadas con altos
niveles de produccion de etanol y bajas cantidades de acido propionico (Yang et
al.,. 2007; Wan-Qian et al.,., 2008). Otro estudio mostré que el acido propionico
representa cerca del 20% de los subproductos metabolicos en la produccion
mesofilica de hidrégeno, a partir de sacarosa, usando lodo granular (Lee et
al., 2006).

La concentracion de otros metabolitos como el acido isobutirico, acetona y etanol
no es significativa respecto a las concentraciones de acido acético, propionico y

butirico en un sistema de digestion anaerobia.
Los resultados obtenidos con el andlisis de HPLC muestran que la concentracion

de &cido propidnico en los acidos grasos volatiles varié fué de un 64.50 % *. 6.65.

(Ver anexo 1)
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45 Remocion de DQO

El sistema de reactores fue alimentado con una solucibn de ARS mas una
concentracion variable de glucosa para obtener diferentes cargas organicas,
iniciando con una carga de 133 gDQO/L con un tiempo de residencia inicial de

24h, y posteriormente con tiempos de residencia de 48h y 96h.

Para la alimentacion de las cargas de 265 gDQO/L y 400 gDQOI/L se repitio el
mismo procedimiento descrito anteriormente. La evolucion del proceso se ilustra

en la figura 4.5.

Figura 4.5 I) Carga organica en el afluente Il) Carga organica en el efluente. a) CO de 133 gDQO/L
b) CO de 265.0 gDQOI/L c¢) CO de 400 gDQOIL.
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Se observa que la concentracion de DQO en el afluente se mantiene estable

independientemente de las CO y los tiempos de residencia de la carga organica.

El porcentaje maximo de remocion de materia organica se obtuvo con el tiempo
de residencia de 96h; estos resultados se muestran en la tabla 4.2 en funcién de

las cargas organicas .

Tabla 4.2 Remocién de DQO
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Carga Organica Remocion

gDQOIL %
133 gDQOIL 15.3
265.0 gDQO/L 16.3
400 gDQO/L 21.1

A pesar de que la produccion de hidrégeno es un proceso intermedio de la
degradacion de la materia organica, los resultados muestran que contribuye en
menor proporcion a la disminucién de la demanda quimica de oxigeno que se

manifiesta en la generacién de CO; e incremento de la biomasa.

Se han reportado porcentajes de remocion de DQO excedentes al 60% en
investigaciones con reactores UASB empleando aguas de desecho de una
fabrica de acido citrico con una carga organica volumétrica de 38.4 KgDQO/m3*d
a una temperatura de 35°C a 38°C y un TRH de 12 h (Haijun et al., 2006); la
gran diferencia en la remocion comparada con los resultados obtenidos en este
trabajo se debe a que el TRH de 2.5 h estimulé el lavado de las bacterias y con

esto disminuyo el tiempo de actividad para metabolizar la carga organica.

En otros estudios realizados en la industria de alimentos se produjo hidrogeno
con aguas residuales de la industria procesadora de manzana y de papa,
obteniéndose porcentajes de remocion de DQO de 5y 11% respectivamente con
una conversion a hidrégeno de 0.9 Lhidrogeno/L de agua procesada. En este
mismo estudio se hizo un analisis econdmico y se concluyé que el tratamiento de
esta agua residual en el sitio donde es generada se pueden obtener ganancias de
hasta $650 000.00 anuales (Steven et al., 2005).

4.6 Nitrégeno amoniacal
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Altas concentraciones de amoniaco inhibe la produccién de metano (Cruz et al.,.,
2000), sin embargo su efecto en la produccion de hidrégeno no ha sido bien
estudiado. Se ha encontrado que concentraciones <0.14 g/L no afecta
negativamente a la produccion de hidrégeno por actividad de bacterias
clostridium (Zhu et al.,, 2001).

La concentracion de nitrégeno amoniacal depende del pH.

La concentracion de nitrogeno amoniacal en este trabajo se analizé antes de la
alimentacion de una carga organica diferente. Los resultados se pueden observar
en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Concentracion de nitrdgeno amonical

Concentracion
Carga Orgénica de nitrégeno
amoniacal
gDQO/L ppm
133 gDQOI/L 19.1
265.0 gDQO/L 13.9
400 gDQOI/L 9.7

En estudios sobre el efecto de la concentracion de nitrogeno amoniacal en los
sistemas de digestibn se ha encontrado que esta tiende a aumentar con el
aumento de la carga organica sugiriendo que el nitrogeno amoniacal sea parte de

los productos finales de la digestion (Salerno MB et al.,. 2006).

La razon principal de la disminucion de su concentracidn es que durante la
alimentacion del reactor no se alimentd nutrientes de amoniaco y que no fué uno

de los subproductos de la digestion.

4.7  Produccion de biogas y contenido de hidrégeno
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El biogas producido se midié con la técnica de desplazamiento de agua a presion
atmosférica en contenedores de vidrio graduados de 2 litros. Al salir el biogas del
reactor UASB pasa a través de una solucion de NaOH que se renovo de manera

constante.

Después de un periodo de estabilizacion de 13 dias con cargas organicas
ascendentes empezando 133 gDQO/L, 265.0 gDQO/L y 400 gDQO/L en un
volumen de 0.3 L.

En la figura 4.6 se muestra la evolucion en la generacion de biogas. Se observa

claramente el aumento de la cantidad de biogas con el aumento de la CO.

Figura 4.6 Evolucién en la produccién de biogéas respecto a la CO. a) Estabilizacion en el reactor

UASB. b) Estabilizacién de los reactores acoplados. c) Alimentacién de carga organica 133 g/L

DQO. d) Alimentacion de carga organica 265 g/L DQO. e) Alimentacion de carga organica 400 g/L
DQO.
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Simultaneamente a la experimentacion del efecto de la carga organica, se evaluo
el efecto de la velocidad de carga organica. La produccién de biogas con las
diferentes CO y los diferentes tiempos de residencia (24 h, 48 h, 96 h) se

muestran en la figura 4.7.

Figura 4.7 Evolucién en la produccién de biogas respecto a las cargas organicas de 133, 265 y 400
gDQOIJL en tres tiempos de residencia a) 24h b) 48 h ¢) 96 h
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En un estudio sobre el efecto de la tasa de dilucion sobre la produccién de
hidrogeno a partir de residuos de alimentos se obtuvo un 50% de reduccion en
DQO y el 70% de eficiencia en la formacion de hidrégeno, con TRH de 5.3 h (Han
y Shin, 2004); estos resultados son comparables con los obtenidos en este
estudio ya que a medida que la carga organica aumenta, también aumenta la

produccion de biogas.

Tabla 4.4 Produccion de biogas promedio en L/d respecto a cada CO y tiempo de residencia.

Carga organica

Tiempos de residencia de la carga organica
Afluente 0.3 L

No. gDQOI/L 24 h 48 h 96 h

1 133 gDQO/L 5.68 L/d £ 0.06 6.51 = 0.70 6.79 £ 0.97
2 265.0 gDQO/L 7.88L/d £ 0.05 7.88 * 0.45 8.44 £ 0.58
3 400 gDQO/L 13.29 L/d + 0.04 13.98 £ 0.29 13.50 £ 1.11

Como se puede observar en la grafica 4.7 y tabla 4.4; el aumento en la carga
organica, aumenta la produccion de biogas. Se presenta un aumento en la
variabilidad de produccion de biogas conforme disminuye el tiempo de residencia

siendo con 24 h la de produccién mas estable.
El aumento en la produccién de biogas con la carga 2 fue de un 38.73% respecto

a la carga 1, de la carga 3 un 68.65% respecto de la 2 y de 133% respecto a la 1.

Esto se debe al crecimiento de la biomasa.
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La mayor cantidad de litros de biogas por dia se obtuvo con un tiempo de
residencia de 96 h, y también la mayor variabilidad ya que en las mediciones de

las ultimas 24 h se observa una disminucion en la produccion.

Yang et al.,., (2007) obtuvo concentraciones de hidrogeno en el biogas que van
de 3% al 30% en medida que se aumento la carga organica, usando un cultivo
mixto de bacterias, en un reactor continuo para la degradacion de aguas
residuales de suero de queso a 35°C y un TRH de 24 h.(Yang P. et al., 2007).

Krishnan y Desa (2006) con una carga de 59.3 g DQO/L y un TRH obtuvieron un
contenido del 57% de hidrogeno en el biogés libre de metano en experimentos
en un reactor anaerobio de contacto con estiércol de vaca. (Krishnan, V. y Desa,
A. 2006).

Sang-Hyoun et al., (2004) reporta que la produccion de hidrogeno a partir de
desperdicios de comida es mayor a la obtenida a partir tnicamente de lodos de
aguas residuales teniendo en cuenta como factor importante la relacion entre la
concentracion de carbohidratos, proteinas en la produccion de hidrégeno. Los
desperdicios de comida son considerados como la principal fuente de substrato y
los lodos de aguas residuales como el substrato auxiliar. (Sang-Hyoun et al.,
2004).

En estudios con un reactor de tipo UASB se alcanzaron porcentajes de hasta el
51% V/V de hidrogeno con un TRH de 24 h y en un reactor tipo RE un porcentaje
de 47% v/v con un tiempo de retencidbn masica de 50 dias. (Alzate-Gaviria, et
al.,. 2007).

En la produccion de hidrogeno con melazas con una carga organica de
68.21gDQO/L reactor*dia se obtuvo un biogés con el 52% de hidrogeno y el 40%

de CO.,. (Nanqi et al., 2006).

Bajo las condiciones de operacion desarrolladas en este trabajo, el biogas

producido se compone principalmente de CO; y hidrégeno, con trazas de metano
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y nitrégeno. En intervalo mesofilico el porcentaje de hidrogeno en el biogas es de

40% (Poggi et al., 2004).

Para calcular el contenido de hidrégeno en el biogas, por medio de cromatografia

de gases, se realiz6 una curva de calibracion con diferentes volimenes (0.5 ml, 1

ml, 1.5 mly 2 ml) de muestras de hidrogeno de alta pureza. Ver anexo 3.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del analisis por

cromatografia de gases de las muestras de biogas.

Tabla 4.5 Areas obtenidas del analisis de biogas con cromatografia de gases y porcentaje de

hidrégeno.
Volumen Area Contenido
Muestras de biogas . promedio de
Inyectado Promedio hidré
idrégeno
Cco VCO (ml) (U2 (%)
675054.4
1 24 h 1 + 2545 51 35.10
721173.6
1 48 h 1 + 08541 37.50
649794.9
1 96 h 1 + 968.37 33.78
706996.7
2 24 h 1 + 783.60 36.76
768175.3
2 48 h 1 + 1523 68 39.94
685813.5
2 96 h 1 + 203822 35.66
738887.4
3 24 h 1 + 1206.83 38.42
660785.6
3 48 h 1 + 1661.06 34.36
534456.8
3 96 h 1 + 134750 27.79
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Figura 4.8 Procentaje del contenido de hidrogeno en el biogas. a) CO de 133 gDQOI/L b) CO de
265.0 gDQOI/L c¢) CO de 400 gDQOIL.
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Como se muestra en la tabla y grafica anteriores, el contenido de hidrégeno en el
biogas aumenté a medida que aumento la carga organica excepto con la tercer
carga organica de 400 gDQO/L que el contenido de hidrogeno disminuyo.
Montes-Moncivais et al.,., (2007) concluyen que la generacion de metabolitos
como acidos grasos y solventes pueden presentar una inhibicién en la generacion
de hidrégeno por la acumulacién de los subproductos (Montes-Moncivais A., et
al., 2007) También se observa una disminucion del contenido de hidrégeno a
medida que la VCO disminuye. Se puede observar que la mayor produccién de
biogas se obtuvo con la CO de 400 pero no asi el mayor contenido de hidrégeno;
por lo tanto se deduce que con una mayor concentraciéon de carbono disponible
se produce un aumento en la biomasa y a pesar de que los microorganismos
contindan degradando la materia a la misma velocidad no lo hacen siguiendo las

mismas rutas metabdlicas.
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Conclusiones

Si es factible la produccion de hidrogeno a través de la digestion anaerobia de
residuos organicos liquidos y solidos de manera simultdnea. ElI maximo
contenido de hidrégeno en el biogas obtenido en este trabajo es de 39.94% que
es comparable con los porcentajes obtenidos en trabajos anteriores con

condiciones de operacion y sustrato similares a los empleados en este trabajo.

La disminucién del contenido de hidrégeno en el biogas con la CO de 400
gDQOI/L puede asociarse a la generacion de bacterias metanogénicas debido al
efecto del tiempo de retencibn masica (>60 dias) de los residuos sélidos
organicos en el RE; por esto se sugiere un estudio para evaluar el efecto las

mismas cargas usando un sustrato fresco con cada una.

El TRH de 2.5 h result6é favorable para la produccion de hidrégeno y no asi para
la degradacion de la materia organica debido al efecto de “lavado” de las
bacterias que inhibe el crecimiento de los principales consumidores de H, que
son las bacterias metanogénicas quienes completan el proceso de degradacion
de materia. Para esto se sugiere la integracion de un sistema de produccion de
metano seguido del proceso descrito en esta tesis con la finalidad de seguir

obteniendo un biocombustible y obtener la mayor degradacion organica posible.

Se observdO que en un intervalo de temperatura de 37-39°c se alcanza la

estabilidad en la produccién de hidrégeno.

El mayor contenido de hidrogeno en el biogas se obtuvo con un tiempo de

residencia de la carga organica de 48 h con las tres cargas organicas.
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Anexo 1

Acidos grasos Volatiles y parametro alfa  «

En el presente trabajo se cuantificé los acidos grasos volatiles por medio de
titulacion de la muestra con acido sulfarico 0.1 normal . La alcalinidad total (AT)
definida en un pH de 4.3 y la alcalinidad parcial (AP) en 4.75 y la alcalinidad
intermedia (Al) asociada a la concentracion de AGV’'s estimada como la

diferencia de las dos anteriores segun las siguientes ecuaciones:

(V, 050000)
A, =2 ="
4

_ (¥, OC 050000)
4

AP

AI :AT_AP

AGV =V, =V,)OC 060 [120

o
AP
Donde:

AT : Alcalinidad total

Ap : Alcalinidad parcial

Al : Alcalinidad intermedia

C : Concentracion del la solucion titulante, 0.1 N de H2SO4

V1 : Volumen de la muestra

V2 : Volumen de la solucion titulante gastada hasta un pH de 4.75
V3 : Volumen de la solucion titulante gastada hasta un pH de 4.3
AGV: Concentracion de acidos grasos volatiles en mgAc/ L

a: Alfa
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Para conocer la proporcién del acido acético en los AGV se hizo la cuantificacion

de este en un equipo de HPLC en el Centro de Investigacion en Biotecnologia

(IBT) con una columna para acidos grasos. Se hizo una curva de calibracion con

cuatro concentraciones conocidas de acido acético y el area de cada uno de los

picos del cromatograma. Se analizaron 5 muestras y se calcul6 el porcentaje de

acido acético en ellas.

Area

En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos durante el analisis de HPLC
para cuantificar el contenido de acido acético. Las muestras fueron tomadas en

diferentes dias de la digestion para comparar con los resultados obtenidos por el

Figura Al.1 Curva de calibracion en HPLC con &cido acético.
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10000000 -
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0

meétodo gravimétrico.

Tabla Al.1 Andlisis de HPLC para cuantificar el contenido de acido acético.

2 2,5

concentracioén (g/L)

. AGV (método .
) ) Ac. acético o Ac. acético en
Area U gravimétrico)
(g/L) AGV (%)
(9/L)

19129246 3,15 4,5 70
13099246 2,14 3,9 55
14917246 2,44 3,6 68
14269246 2,34 3,6 65
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Anexo 2

Solidos totales y volatiles

La medicion de los soélidos totales y los volatiles, se realizé segun el método
descrito en Standard methods for examination of water and waste water (APHA,
2005).

Para la medicién de solidos totales la técnica consitid en evaporar una muestra
correctamente mezclada en una placa pesada y secada a peso constante en un
horno a 103-105°c durante una hora. El aumento de peso sobre el de la placa

vacia represent6 los sdlidos totales.

El calculo se realiz6 con la siguiente formula.

(A~ B)x1000

mg de solidos totales /| =
volumen de muestra, ml

Donde:

A4 = peso de residuo seco + placa, mg.

B = peso de la placa, mg.

Para la medicién de sdlidos volatiles se realiza el mismo procedimiento que para
los solidos totales pero a una temperatura de 550°c +- 50°c durante media hora.

La pérdida de peso durante la ignicion, representa la cantidad de sélidos volatiles.

El calculo se realiz6 con la siguiente formula.

(A—-B)*1000

mg de solidos volatiles /| =
volumen de muestra, ml

Donde:

52



A4 = peso de residuo + placa antes de la incineracion, mg.

B = peso de residuo + placa después de la incineracion, mg.

Anexo 3

Contenido de hidrogeno en biogas

Para calcular el contenido de hidrégeno en el biogas, por medio de cromatografia
de gases, se realiz6 curva de calibracion con diferentes volumenes (0.5 ml, 1 ml,
1.5 mly 2 ml) de muestras de hidrégeno de alta pureza; las areas obtenidas se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla A3.1 Areas obtenidas del analisis de H2 puro con cromatografia de gases.

Volumen Area
(ml) (U2)
0.5 1963999

1 1943666
15 1923352
2 1901252

Figura A3.1 Curva de calibracion en cromatégrafo de gases con H2 de alta pureza.
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