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Resumen

Los materiales lignoceluldsicos son ricos en carbohidratos por lo que pueden ser utilizados para
producir hidrogeno mediante fermentacion oscura. Para ello, se aplican diversos pretratamientos que
liberan azlcares para su posterior fermentacion. Sin embargo, también se generan compuestos
inhibitorios como furfural, hidroximetilfurfural (HMF), compuestos fendlicos y éacido acético. La
destoxificacion se define como un procedimiento para reducir la concentracion de compuestos
inhibidores de la fermentacion. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de
hidrégeno a partir de hidrolizados acidos de bagazo de agave destoxificados en reactores en lote y
continuo.

Primero, se evalto el efecto de la temperatura (25, 30 y 50 °C) sobre la destoxificacion de los
hidrolizados. Se encontré que la menor temperatura removié mas furfural (83%) mientras que la
mayor temperatura removié mas acido acético (71%). Después se evaluo el efecto de la concentracion
de carbon activado (0.5, 1.0, 2.5, y 5.0% p/v) y el tiempo (0.5 y 1.0 h) sobre la destoxificacion a 25
°C. El aumento de la concentracion de carbén activado y el tiempo logré una remocion del 100% de
furfurales. Al comparar el rendimiento de hidrégeno a partir de hidrolizados destoxificados, se
encontré que la remocién de acido acético mejoro el rendimiento en hidrégeno en un 25%, por lo
contrario la remocion de furfurales redujo los rendimientos en un 17%, comparados con hidrolizados
sin destoxificar.

Después, se evalud la produccion de hidrdgeno a partir de hidrolizados destoxificados un reactor
anaerobio de flujo ascendente (UASB) alimentado con tres cargas organicas (9.5, 13.0 y 20.0 g
carbohidratos/L-d). La mayor productividad (71 mL H/L-d) y rendimiento de hidrégeno (0.04 mol
Hz/mol de carbohidrato) se obtuvieron a la carga organica media. Estos valores son menores a los
reportados con hidrolizados acidos sin destoxificar.



Abstract

Lignocellulosic materials are rich in carbohydrates so they can be used to produce hydrogen by dark
fermentation. For this, various pretreatments that release sugars are applied for later fermentation.
However, inhibitory compounds such as furfural, hydroxymethylfurfural (HMF), phenolic
compounds and acetic acid are also generated. Detoxification is defined as a procedure to reduce the
concentration of fermentation inhibitor compounds. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the production of hydrogen from detoxified agave bagasse acid hydrolysates in batch and
continuous reactors.

First, the effect of temperature (25, 30 and 50 ° C) on the detoxification of hydrolysates was evaluated.
It was found that the lower temperature removed more furfural (83%) while the higher temperature
removed more acetic acid (71%). Then the effect of activated carbon concentration (0.5, 1.0, 2.5, and
5.0% w / v) and time (0.5 and 1.0 h) on detoxification at 25 ° C were evaluated. The increase in the
concentration of activated carbon and time achieved a 100% removal of furfurals. When comparing
the hydrogen yield from detoxified hydrolysates, it was found that acetic acid removal improved the
hydrogen yield by 25%, on the contrary the removal of furfurals reduced yields by 17%, compared
to non-detoxified hydrolysates.

Then, the production of hydrogen from detoxified hydrolysates was evaluated by an anaerobic upflow
reactor (UASB) fed with three organic fillers (9.5, 13.0 and 20.0 g carbohydrates / L-d). The highest
productivity (71 mL H2 / L-d) and hydrogen yield (0.04 mol H2 / mol carbohydrate) were obtained
at the average organic load. These values are lower than those reported with non-detoxified acid
hydrolysates.
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1. INTRODUCCION

El tequila es la bebida nacional que representa a México en el mundo, en su proceso de produccion
se generan residuos sélidos después de la extraccion de los azucares de la pifia del agave para su
fermentacidon y destilacidn; este subproducto se denomina bagazo de agave. Debido a sus grandes
volimenes de generacion (226 millones de toneladas anuales) y su composicién (celulosa,
hemicelulosa y lignina) es un material con el potencial de ser considerado una fuente para la
produccion de biocombustibles (CRT, 2017; Valdez- Vazquez et al., 2010).

Para extraer los azUcares que se encuentran en las fibras es necesario someter al bagazo de agave a
un pretratamiento hidrolitico, posteriormente la fase acuosa rica en carbohidratos dirigirla a un
proceso de fermentacion y asi generar hidrégeno (Hz). La hidrdlisis acida es uno de los
pretratamientos méas usados en la industria debido a su bajo costo y alta produccion de carbohidratos,
sin embargo en este proceso también se generan compuestos toxicos para los microorganismos
productores de Hy, por lo tanto es necesaria la aplicacion de un tratamiento de destoxificacion para
reducir el contenido de los inhibidores y aprovechar los carbohidratos.

Este trabajo se dividid en tres etapas: la primera fue la produccién de los hidrolizados acidos de
bagazo de agave y la destoxificacion con carbon activado, en la segunda etapa se evalu6 la produccion
de hidrégeno en lote a partir de los hidrolizados sin y con un tratamiento de destoxificacién a dos
condiciones distintas, para seleccionar al tratamiento de destoxificacion que permitiera incrementar
la produccién de hidrégeno para proseguir a operar un reactor UASB a tres cargas organicas distintas
con hidrolizados &cidos destoxificados.



2. OBJETIVOS

2.1 2.1 Objetivo

Evaluar la produccién de hidrégeno a partir de hidrolizados &cidos de bagazo de agave destoxificados
en reactores en lote y continuo.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la temperatura, concentracion de carbén activado, y tiempo sobre la
destoxificacion de los hidrolizados acidos de bagazo de agave.

Evaluar el potencial de hidrégeno a partir de hidrolizados &cidos de bagazo de agave con 'y
sin tratamiento de destoxificacion con carbon activado.

Determinar el efecto de la carga organica sobre la produccion de hidrégeno a partir de los
hidrolizados acidos de agave destoxificados en un reactor UASB.

Caracterizar la comunidad microbiana resultado de la evaluacion de diferentes cargas
organicas en el reactor UASB para produccion de hidrégeno.



3. MARCO TEORICO

3.1 EL AGAVE Y LA INDUSTRIA TEQUILERA EN MEXICO

El tequila es una bebida alcohdlica mexicana de consumo mundial que se obtiene de la fermentacion
y destilacion del Agave tequilana Weber, esta especie también tiene aplicaciones medicinales y
endulcolorantes (Ahumada- Santos et al., 2013; Montafiez et al., 2011; Santos-Zea et al., 2016). La
NOM-006-SCFI-2012, Especificaciones de bebidas alcohdlicas-Tequila, clasifica al tequila en
“Tequila 100%” al proveniente de Agave Tequilana Weber Azul y “Tequila” al elaborado a partir de
la mezcla del 51 % Agave tequilana Weber azul y el 49% de diferentes fuentes naturales de azUcar.

El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en 2017 reportd una produccion
nacional de agave de 1.4 millones de toneladas de las cuales el 71% fueron cultivadas por el estado
de Jalisco, siendo Arandas y Guadalajara los principales productores, seguidos por los estados de
Guanajuato, Michoacan, Nayarit y Zacatecas.

La elaboracion del tequila consiste en la coccidn del tallo junto con una pequefia parte de las pencas
que continGan unidas al corazon del agave, estas son sometidas a un tratamiento térmico con
temperaturas mayores a 100 °C para transformar los almidones que posee la planta en azlicares méas
disponibles (fructuosa y pentosa), posteriormente los tallos son macerados para extraer los jugos de
las fibras del agave. Después, el mosto dulce es sometido a un proceso de fermentacion para convertir
los azucares en alcohol (Flores-Sahagun et al., 2013; NUfiez et al., 2011; Villanueva-Rodriguez et al.
2015). El remanente sélido de las fibras es considerado bagazo (Sivagurunathan et al., 2017).

3.2 BAGAZO DE AGAVE, RESIDUO DE LA INDUSTRIA TEQUILERA

El Consejo Regulador del Tequila (CRT) reportd en el afio 2017 una produccion total de 271.4
millones de litros de tequila y para el 2018, 309.1 millones de litros. Se estima que por cada litro de
tequila se generan 0.78 kg de bagazo de agave (Alonso et. al., 1997), por lo que la produccion de
bagazo de agave equivale aproximadamente a 226 mil toneladas anuales. Debido a los grandes
volimenes generados de este subproducto, su disposicién final se vuelve problematica, haciendo
necesaria su valorizacién (Alonso et al., 1997).

Las fibras del bagazo de agave ain después de ser trituradas, almacenan grandes cantidades de
azucares (Tabla 3.1) en forma de celulosa (20-50%) y hemicelulosa (19%) (Arreola- Vargas, et. al.,
2015; Nufiez et al., 2010; Sivagurunathan et al., 2017). La disponibilidad del bagazo de agave y el
gran volumen de produccion le confiere las caracteristicas necesarias para ser considerado como un
material con potencial para producir biocombustibles (Arreola-Vargas et al., 2015; Valdez- Vazquez
et al., 2010).



Tabla 3.1. Composicién quimica del bagazo de agave

Tipo de Bagazo Celulosa Hemicelulosa Lignina Referencia
(%) (%) (%)
Agave tequilana Weber 43 19 15 Alonso et al. (1997)
Agave tequilana (Cocido) 11 31 11 Arreola-Vargas et al. (2015)
Agave tequilana (Sin cocer) 20 42 15
Agave tequilana Weber 43 19 15 Hern&ndez-Salas et al. (2009)
Agave tequilana 50 19 15 Nufiez et al. (2011)

3.3 MATERIAL LIGNOCELULOSICO

El bagazo de agave, es clasificado como material lignocelulésico debido a que estd compuesto de
celulosa, hemicelulosa y lignina, y como tal requiere la aplicacion de un pretratamiento hidrolitico
para desintegrar las macromoléculas y derivarlas en monémeros para gue estos sean mas faciles de
asimilar por los microorganismos productores de hidrégeno (Arreola-Vargas et al., 2016).

3.3.1 Celulosa

La celulosa (CsHi10Os) es el material organico mas abundante en la tierra, se genera por la
deshidratacion y condensacion de la glucosa durante la fotosintesis. Estd compuesta de cadenas
lineales de D-glucosa (2,000 a 20,000 unidades de glucosa) unidas por enlaces B- (1,4) glucosidicos
(Galbe, et al. 2012; Li et al., 2010) y es la encargada de aportar resistencia la estructura de la pared
celular (Yoon et al., 2014). Es un polimero hidrofébico debido a las uniones de hidrégeno y fuerzas
de Van der Waals entre las cadenas (Chen et al., 2017), ademas de ser resistente a la hidrdlisis
enzimatica es insoluble en la mayoria de los solventes organicos (Galbe, et al. 2012). La constitucién
especializada de este compuesto aporta resistencia al agave de los ataques bioldgicos y quimicos del
entorno (Zheng et al., 2014).

3.3.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa (CsHsO4) es el segundo biopolimero méas abundante en el reino vegetal (Ren et al.,
2010), consiste en una cadena corta y ramificada de diferentes polisacaridos, principalmente por
pentosas (xilosa y arabinosa) y hexosas (manosa, galactosa y glucosa), acidos (acético, glucorénico,
metil glucordnico y galacturénico) (Zheng et al., 2014) también forma enlaces de hidrégeno con la
celulosa y enlaces covalentes con la lignina (Galbe et al., 2012; Yoon et al., 2014).

3.3.3 Lignina

La lignina es un polimero aromatico que contribuye con el soporte estructural de la planta, al
vincularse con la celulosa dentro de la pared celular, aporta rigidez a las fibras vegetales y protege a
los polisacéridos (Cuervo et al., 2009; Rowell 2012). Con la remocion de la lignina se incrementa la
superficie de contacto para la degradacion de la celulosa (Taherzadeh et al., 2008). La lignina esta
compuesta por guaiacil (35-49%), siringilo (40-61%) e hidroxicinamatos (4-15%), enlaces éter
mantienen a estos mondémeros fendlicos unidos (Grabber et al., 2002; Kumar et al., 2009) y ademés
es una barrera protectora que resiste los ataques biolégicos y previene la destruccién de la planta
(Behera et al., 2014).



3.4 PRETRATAMIENTOS DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Existen pretratamientos que tienen como objetivo principal remover la lignina del material
lignoceluldsico para tener acceso a los compuestos ricos en azlcares, aumentando asi el area de
contacto del agente hidrolitico con el sustrato e incrementando la disponibilidad de monosacéridos
fermentables (Behera et al., 2014; Kumar et al., 2009). Para el aprovechamiento de los azlcares
retenidos en las fibras es necesaria la aplicacidn de un pretratamiento hidrolitico, este depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del sustrato y cada uno afecta de manera distinta el proceso de
recuperacion de azucares y la formacion de inhibidores (Badiei et al., 2014).

Este paso podria ser el mas importante en el proceso de produccion de biohidrégeno a partir de
residuos lignocelulésicos, ya que los compuestos que se forman seran utilizados como sustrato para
los microorganismos encargados de transformarlos en biogés (Chen et al., 2009; Galbe et al., 2012).

3.4.1 Fisicos

Los pretratamientos fisicos tienen el objetivo de disminuir el tamafio de particula al reducirla a polvo
(10 a 0.2 mm), disminuir la cristalinidad y los grados de polimerizacion de la celulosa (Harum et al.,
2011), aumentando asi la disponibilidad del sustrato para la hidrélisis (Paudel et al., 2017). Un
ejemplo de los pretratamientos fisicos es la molienda, que puede emplearse para alterar la estructura
inicial por reduccion de tamafio y grado de cristalinidad, en consecuencia, hace mas susceptible a la
celulosa para la hidrélisis (Amin et al., 2017; Taherzadeh y Karimi, 2008). Este pretratamiento tiene
la ventaja de reducir la formacion de subproductos pero aumenta el consumo de energia en el proceso
de produccién de H; (Seidl et al., 2016).

3.4.2 Biologicos

Los pretratamientos biolégicos, son aquello en los cuales se utilizan microorganismaos, principalmente
hongos, que son capaces de producir enzimas para degradar la lignina y hemicelulosa (Behera et al.,
2014; Yee et al., 2018). Este pretratamiento no genera compuestos toxicos pero requiere un largo
tiempo de incubacién y condiciones controladas, ademas, la presencia de los enlaces éter y C-C de la
lignina hace mas dificil su degradacion por este método (Shrestha et al., 2017).

Las enzimas involucradas con la degradacion de la celulosa son la Endoglucanasa, Exoglucanasas y
B-glucosidasas, cuya funcién es romper los enlaces glucosidicos; las encargadas de degradar la
hemicelulosa son la Endo-1,4-B-xilanasa, Endo-1,4-B-D-mananasa y 1,4-B-D-xilosidasa que actdan
hidrolizando a los oligosacaridos, la Lignina peroxidasa y la Lacasa degradan unidades de lignina no
fendlicas y fenodlicas, respectivamente (Shrestha et al., 2017).

3.4.3 Quimicos

Mediante la hidr6lisis quimica son degradadas la lignina, hemicelulosa y la celulosa. Sin embargo, se
generan compuestos inhibidores en forma de éacidos débiles, furanos y fenoles los cuales tienen
efectos negativos en el crecimiento de las células (Behera et al., 2014; Chen et al., 2013; Cuervo et
al., 2009). No obstante, presentan la ventaja de ser los pretratamientos més atractivos y rentables por
los bajos costos para la eliminacion de lignina (Seidl et al., 2016).

Los procesos quimicos se clasifican en alcalinos y acidos, estos dependen del tipo de compuesto acido
0 bésico, la concentracion, la temperatura y tiempo de reaccion (Arreola-Vargas et al., 2015; Behera
et al., 2014). La aplicacion de compuestos alcalinos como: hidroxido de sodio, hidréxido de calcio,
hidréxido de potasio, amoniaco e hidréxido de amonio en las fibras lignoceluldsicas causan
hinchazén, eliminan el grupo acetilo en el material, incrementan la superficie de contacto, y separan
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los enlaces estructurales entre la lignina y hemicelulosa (Behera et al., 2014; Sun et al., 2002). Las
ventajas del método alcalino son la eliminacidn eficiente de la lignina, mayor produccién de azlcares
reductores y bajo costo. La desventaja de este proceso es la formacidn de sales que se acumulan o
incorporan a la biomasa, estas sales no son digeridas e incrementa el tiempo de retencion celular
(Behera et al., 2014; Seidl et al., 2016).

La hidrdlisis &cida depende de parametros como el tipo del &cido, la concentracion, relacion sélido -
liquido y temperatura (Behera et al., 2014). Los &cidos mas comunes para la hidrolizar son el acido
sulfdrico (H2SO4) y clorhidrico (HCI), que son compuestos capaces de degradar a la celulosa (Ren et
al., 2009). Generalmente la glucosa y la xilosa son los monémeros resultantes de la hidrolisis acida
(Gomez-Tovar et al., 2012).



3.5 HIDROLISIS ACIDA DEL BAGAZO DE Agave Tequilana Weber Azul

La hidrolisis acida es uno de los mejores pretratamientos para la obtencion de carbohidratos a partir
de material lignocelul6sico, la concentracién de los azUcares e inhibidores que se generan en este
proceso dependen de las condiciones como temperatura, tiempo de reaccion y concentracion del acido
(Alvarado-Michi et al., 2017; Saucedo-Luna et al., 2011).

Autores como Arreola Vargas et al. (2016), Alvarado-Michi et al. (2017) y Valdez-Guzman et al.
(2019) han probado distintas condiciones para llevar a cabo la hidrdlisis acida de bagazo de agave y
asi generar la mayor cantidad de azlcares fermentables para la produccion de biogés. Arreola VVargas
et al. (2016) impregnaron el bagazo con acido clorhidrico (HCI) al 2.7% (p/v) y lo someti6 a 124 °C
durante 1.3 h, Alvarado-Michi et al. (2017) con HCI al 1.4% (p/p) a 125 °C durante 2.1 h y Valdez-
Guzmén et al. (2019) con HCI 1.9% (p/v) a 130 °C durante 2.2 h.

Arreola Vargas et al. (2016), Alvarado-Michi et al. (2017) obtuvieron concentraciones similares de
carbohidratos, mayores a las de Valdez-Guzméan et al. (2019), sin embargo, el contenido de
inhibidores es distinto. En la tabla 3.2 se observan las composiciones de los hidrolizados &cidos de
estos trabajos.

Tabla 3.2 Caracterizacion de los hidrolizados acidos de bagazo de agave.

Hidrolizados acidos (HCI)

Parametro
2.7 (p/v)%o! 1.4 (p/p)%® 1.9 (p/v)%®
DQO (g/L) 30.2+35 18.9+0.3 23.1+0.0
Azucares otaies (9/L) 173121 18.7+0.3 13.6+0.0
Azucares soiuntes (9/L) ND ND ND
Furfural (mg/L) 33.1£9.1 37 ND
Hidroximetilfurfural (mg/L) 95.8+21.9 27 ND
Fenoles (mg/L) 941.6 + 125.7 10.3+0.2 0.2+0.0
Acido acético (g/L) 77+26 6.6 44+0.2
Acido formico (g/L) 22+04 ND 0.4+0.0

!Arreola-Vargas et al., (2016); 2 Alvarado-Michi et al., (2017); ® Valdez-Guzman et al. (2019)

En la tabla 3.2 se observa que bajo esas condiciones de hidrélisis, los inhibidores de interés como el
furfural, hidroximetilfurfural (HMF) y fenoles son generados en concentraciones menores a las
reportadas como inhibitorias (Akobi et al., 2016; Quéméneur et al., 2012), aungque en conjunto
podrian tener un efecto sinérgico negativo en los microorganismos encargados de producir hidrégeno
(Quéméneur et al., 2012).

Valdez -Guzman et al. (2019) trabajaron con bagazo de agave Tequilana y utilizando una técnica de
hidrolisis previamente optimizada para este tipo de bagazo (HCI 1.9%, 132 min y 130°C). No
detectaron compuestos furanicos, la concentracion de acido acético y fenoles es menor a la de otros
autores. Este puede ser considerado el mejor tratamiento de hidrolisis ya que genera menos
inhibidores a lo reportado por la literatura.



3.6 INHIBIDORES PROCEDENTES DE LA HIDROLISIS ACIDA

Los inhibidores generados por la hidrolisis del bagazo de agave se dividen en tres grupos: &cidos
débiles, furanos y compuestos fendlicos (Behera et al., 2014) como se muestra en la figura 3.1. La
presencia de estos compuestos en altas concentraciones inhibe el proceso de fermentacion (Behera et
al., 2014; Palmgqvist et al., 2000), pero en bajas concentraciones podrian ser benéficas para el
crecimiento celular (Palmgvist et al., 2000; Roberto et al., 1991) o para la produccion de H;
(Alvarado- Michi et al., 2017).

L e ¥ )

Coml?qestos Glucosa Galactosa Manosa Xilosa A?ifjo
fendlicos - , _ A acético
e vy :
S-hidroximeti
Furfural
Acido levulinico Acido férmico

Figura 3.1 AzUcares e inhibidores generados en la hidrolisis acida (Palmqyvist et al., 2000).

3.6.1 Acidos débiles

Los &cidos débiles son liposolubles y con altos valores de pKa (pH en el que las formas disociadas y
no disociadas del acido son iguales). En su forma disociada traspasan la membrana plasmatica,
actuando sobre el citosol, disminuyendo su pH.

Se han propuesto dos mecanismos para explicar los efectos de los &cidos débiles como inhibidores:
el desacoplamiento y la acumulacion de aniones intracelulares. En el desacoplamiento, una vez que
los acidos traspasan la membrana plasmatica, la enzima ATPasa bombea protones fuera de la célula
para estabilizar el pH del sistema con lo cual disminuye el nivel del ATP hasta el grado de ser
insuficiente (Falhof et al., 2016; Palmquvist et al., 2000). El incremento del bombeo demanda una
mayor produccién de ATP; cuando la célula no logra satisfacer la necesidad de ATP, el citoplasma
se acidifica resultando en la muerte celular (Imai et al., 1995, Larsson et al., 1999).

La acumulacion de aniones intracelulares consiste en que la forma ani6nica del acido se captura en
la célula, y el &cido no disociado se difunde en el interior hasta alcanzar el equilibrio, esto provoca la
disminucién del crecimiento de la célula'y el incremento de la capacidad buffer del citoplasma debido
al aumento de la concentracion del acido (Coote et al., 1991; Palmgvist et al., 2000).

El 4cido acético y el acido férmico forman parte de los derivados toxicos de la hidrolisis acida y son
considerados acidos débiles (Akobi et al., 2016). El acido acético en concentraciones menores de 1
g/L mejora la fermentacion y se refleja en la produccion de H, (Behera et al., 2014) los efectos
negativos del &cido acético comienzan a ser notorios a partir de 2 g/L (Behera et al., 2014; Chandel
et al., 2007). En cuanto al acido férmico, en concentraciones mayores a 3 g/L reduce la produccion
de hidrégeno (Kumar et al., 2014).



3.6.2 Compuestos fendlicos

Los compuesto fendlicos (fenol y vainilina) son producidos durante la hidrélisis de la lignina, se ha
reportado que dafian las membranas de las células, provocando que estas pierdan su capacidad
selectiva y la asimilacion de azUcares. El fenol al tener bajo peso molecular se considera mas toxico
para los microorganismos que los furanos (Behera et al., 2014; Palmqvist et al., 2000). El
comportamiento inhibitorio de los compuestos fendlicos depende de su concentracion y sus
propiedades fisicas (solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular) (Antonopoulou et al., 2010; Barakat
et al., 2012; Belay et al., 1997: Zheng et al., 2014). Estudios reportan que los fenoles en
concentraciones mayores a 1 g/L provocan una completa inhibicion de la actividad celular y por lo
tanto, disminuye la produccion de hidrégeno (Quéméneur et al., 2012; Moreno-Andrade et al., 2015).
Sin embargo, a bajas concentraciones de 0.1 g/L, se observa que no afectan el crecimiento celular
(Mussatto et al., 2004).

3.6.3 Derivados de furanos

Evaluaciones in vitro han demostrado que los furanos inhiben directamente a la alcohol
deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, también causan acumulacion de
acetaldehido que tiene el efecto de prolongar la fase de retardo de los microorganismos, provocando
bajos rendimientos (De Oliveira et al., 2018; Gupta et al., 2017). Ademas, disminuye el rendimiento
de masa celular en ATP. Cao et al. (2010) realizaron experimentos para identificar las concentraciones
de furfural e hidroximetilfurfural que inhibian la produccion de hidrégeno usando un inéculo un
cultivo puro de Thermoanaerobium thermosaccharolyticum W16, y encontraron que con 1.8 g/L de
furfural y 1.5 g/L de HMF se puede inhibir completamente la produccién de H,, mientras que Akobi
et al. (2016) encontraron mejoras en la produccion de biohidrégeno hasta 1 g/L de furfurales usando
como indculo lodo de digestato anaerobio meséfilo.

Entre los inhibidores organicos los fenoles y furanos son los mas toxicos para el crecimiento celular,
mientras que los acidos organicos (acido acético, formico y levulinico) son los responsables del
desequilibrio de la célula, en conjunto estos compuestos modifican las rutas metab6licas de acetato y
butirato hacia aquellas que no producen hidrégeno (Sivagurunathan et al., 2017).



3.7 DESTOXIFICACION DE LOS HIDROLIZADOS ACIDOS CON CARBON ACTIVADO

Los principales problemas con las tecnologias de pretratamientos acidos es la formacion de
inhibidores (Sivagurunathan et al., 2017). Una alternativa para contrarrestar este problema es la
destoxificacion (Jonsson et al., 2016). Los métodos de destoxificacion han sido propuestos por su
capacidad de inactivar los inhibidores o reducir su concentracién. La eficiencia depende del grado de
toxicidad y la tolerancia de los microorganismos al inhibidor (Mussatto et al., 2004). Reducir el
contenido de los inhibidores en los hidrolizados mediante la destoxificacion tiene el potencial de
aumentar las tasas de crecimiento microbiano, las tasas de conversion y los rendimientos de
biocombustible (Yee et al., 2018).

En los métodos bioldgicos se utilizan enzimas especificas 0 microorganismos que actGan sobre
compuestos toxicos presentes en los hidrolizados acidos y cambian su composicién (Mussatto et al.,
2004). Los métodos fisicos, como la evaporacion al vacio reducen la concentracion de &cido acético,
furfural y vainilina, pero incrementa la concentracion de los compuestos tdxicos no volatiles, ademas
reduce el volumen del hidrolizado en una tercera parte (Parajo et al., 1977).

Uno de los métodos fisicoquimicos es la aplicacion de carbon activado ya que presenta caracteristicas
favorables para ser utilizado como agente destoxificador de hidrolizados &cidos debido a su estructura
porosa, alta capacidad de adsorcién y bajo costo (Canilha et al., 2004; Mussatto et al., 2004). Su
efectividad depende de variables como pH, temperatura, tiempo de contacto, temperatura y
concentracién del carbon activado, como se muestra en la tabla 3.3 (Gupta et al., 2017; Mussatto et
al., 2004; Zhao et al., 2011).

Ya se han realizado estudios para utilizar el carb6n activado como medio adsorbente de inhibidores
como se muestra en la Tabla 3.3. Gupta et al. (2017) probaron temperaturas de 30, 40, 50 y 60 °C y
pH de 1, 7y 10, de los cuales obtuvo mayores remociones con 30 °C y pH de 1. Reportaron que las
bajas temperaturas y bajos pH favorecen la absorcién de furanos y compuestos fendlicos.
Independientemente del pH de los hidrolizados &cidos, la adsorcion del furfural depende de la
temperatura, cuando esta es mayor, la capacidad de adsorcién disminuye por lo tanto, la adsorcion es
un proceso que sucede a temperatura ambiente (25°C). La adsorcion de los compuestos fendlicos
depende de la temperatura y el pH, puesto que adsorcién de los compuestos incrementa con la
temperatura pues provee de una mayor difusion del adsorbato para ser adsorbido por el carbédn
activado (Como lo cita Mussatto et al., 2004 de Berdi et al., 1985).

Lee et al. (2011) demostraron que la destoxificacion por medio del carbén activado remueve
compuestos toxicos como el HMF, furfural y una moderada cantidad de azUcares; en ese estudio se
observé que uno de los indicios de la remocién de los &cidos es el incremento en el pH, y mediante
su método de destoxificacion usando carbon activado con concentraciones de 5 (p/v) se alcanzaron
remociones de HMF y furfural mayores al 95%, remociones de acido formico y acido acético del
72% y 32%, respectivamente, aunado a la disminucion del 15% de azlcares. Miyafuji et al. (2003)
obtuvieron remociones del 70% de furanos y 90% de fenoles con una concentracion de 0.07 g de
hidrolizado acido /g de carbdn activado realizando la destoxificacion a temperatura ambiente.

En el presente estudio se analizaron los efectos de la temperatura, concentracion de carbon activado
y tiempos de contacto en la remocion de inhibidores y carbohidratos en los hidrolizados acidos de
bagazo de agave. Con la disminucion en la concentracion de los inhibidores por medio de este
tratamiento, se busca que los carbohidratos presentes en el hidrolizado sean aprovechados por
microorganismos con la capacidad de consumirlos sin ser afectados negativamente por los inhibidores
y producir una mayor cantidad de Ha.
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Tabla 3.3 Condiciones para la destoxificacion de los hidrolizados acidos con carbén activado y porcentajes de remocion.

Condiciones Remocion
Hidrolizados acidos ~ Temperatura Ca_rbon Tiempo de Furfural HMF Fenoles Referencia
activado pp  contacto
(O %(p/v) (h) (%) () (%)

Canfa de azucar 60 3 ND 1 81 100 97 Vallejos et al. (2016)
Madera 50 1 5.8 1 66 64 ND Lee etal. (2011)
Madera 50 2.5 5.8 1 93 97 ND Lee et al. (2011)
Madera 50 5 5.8 1 98 100 ND Lee et al. (2011)
Madera 50 10 5.8 1 100 100 ND Lee etal. (2011)
Residuo de poda de olivo 30 2 2 0.5 98 ND 81 Mateo et al. (2013)
Eucalipto 30 5 55 0.5 100 100 ND Villareal et al. (2006)
Eucalipto 30 5 18 1 100 100 ND Villareal et al. (2006)
Maiz 30 5 1 0.5 15* 10 Gupta et al. (2017)
Lantana camara 25 15 10 0.5 65 29 85 Kuhad et al. (2010)
Picea (pino) 25 2 5 0.08 94* 88 Guo et al. (2013)
Tronco de Sagus 25 25 55 1 58* 78 Kamal et al. (2011)
Maiz 25 1.25 1 0.5 93 ND 64 Soleimani et al. (2015)
Maiz 25 2.5 1 0.5 95 ND 87  Soleimani et al. (2015)
Maiz 25 5 1 0.5 98 ND 95 Soleimani et al. (2015)
Bagazo de agave 25 1 0.6 0.3 ND 21 Valdez- Guzman et al. (2019)
Bagazo de agave 25 5 0.6 0.3 ND 21 Valdez- Guzmén et al. (2019)
Bagazo de agave 25 10 0.6 0.3 ND 10 Valdez- Guzman et al. (2019)

*Remocion de compuestos furanicos. ND no detectado



3.8 FERMENTACION OSCURA

El hidrégeno es considerado el combustible del futuro, actualmente ha tenido muchos avances ya que
es una fuente de energia benéfica y versatil (Buitron et al., 2014; Elbeshbishy, et al., 2017). Ademas
la densidad energética que presenta (143MJ/kg) es mucho mayor a la del metano, el gas natural y la
gasolina, otra ventaja sobre los combustibles fosiles es su alto nivel de octanaje, es decir, tiene una
mayor capacidad antidetonante en un motor de combustion (Mazloomi et al., 2012). Para su
produccién se han usado una variedad de sustratos derivados de la industria tequilera.

El hidrégeno puede ser biol6gicamente producido mediante la fermentacidn oscura de los azlcares
contenidos en el bagazo de agave, ya que a partir de estos se genera una mayor productividad en
comparacion a sustratos complejos (Contreras- Davila et al., 2017; Wang et al., 2009). Este
metabolismo se desarrolla en condiciones anaerobias con la presencia de algunas bacterias como lo
son Enterobacter (anaerobias facultativas) y Clostridium (anaerobia) (Elbeshbishy et al., 2017;
Ghimire et al., 2015).

Existen dos rutas principales para la produccion de hidrogeno bajo condiciones de fermentacion
oscura, la via del acetato y la via del butirato, la primera con un rendimiento maximo de 4 mol H, por
mol glucosa y la segunda con un rendimiento de 2 mol de H, por mol de glucosa, como se observa
en la ecuacion 1y 2 (Fang et al., 2002b; Hawkes et al., 2002; Hu et al., 2007; Sivagurunathan et al.,
2017). También se puede generar hidrogeno a partir de xilosa, siguiendo las mismas rutas metabdélicas
se pueden generar 3.33 mol de H, por mol de xilosa, mediante la ruta acetato (Ec. 3) y 1.66 mol de
H2 por mol de xilosa, con la ruta butirato (Ec. 4) (Kongjan et al., 2009)

CeH1206+ 2H,O —» 4H, + 2CH3COOH + 2CO, Ecuacion 1

Ce¢H120s —» 2H, + CH3CH,COOH + CO; Ecuacion 2

CeH1206+ 1.66 HLO —» 3.33 H,+ 1.66 CH3COOH + 1.66 CO, Ecuacidén 3

CsH100s + 1.66 H,O — 1.66 H2+ 0.83 CH3CH.COOH + 0.83 CO; Ecuacion 4

Las ventajas de la fermentacidn oscura son que su produccion no se ve afectada por periodos de luz
y oscuridad, pueden usarse maltiples sustratos considerados residuos lo que minimiza los costos. Los
metabolitos de este proceso como el &cido butirico, lactico y acético son productos de gran interés,
por estas razones la produccion de hidrégeno a partir de biomasa es considerada una fuente de energia
alternativa del futuro (Kotay et al., 2008; Kumar et al., 2015).
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3.9 TIPOS DE REACTORES

El rendimiento en la produccidn de hidrégeno y la capacidad de producir biogas a partir de un sustrato
dependen del tipo de reactor y las condiciones de operacion (Arimi et al., 2015).

El reactor de tanque agitado continuo (CSTR) se utilizé durante mucho tiempo para la produccién de
hidrégeno; sin embargo, este sistema presenta diversas complicaciones, como propiciar el lavado de
la biomasa debido a lo cortos tiempos de retencion de sélidos, baja sedimentacion y es sensible a
cambios pH, TRH y carga orgénica (Arimi et al., 2015).

El problema de lavado de biomasa se evita utilizando reactores en los que se desacoplan los tiempos
de retencién hidraulica (TRH) de ios tiempos de retencién de sélidos (TRS), como es el caso de los
reactores de flujo ascendente con manto de lodo (UASB). Este tipo de reactor es uno de los mas
populares entre las tecnologias anaerobias; consta de una columna cilindrica seccionada en fase
solida, liquida y gaseosa, en la parte inferior se encuentran sedimentados los lodos granulares
anaerobios, el biogas producido se encuentra en la parte superior del reactor y tiene su respectiva
salida para su medicion, la fase liquida o sustrato se mantiene en recirculacion para que este en
constante movimiento. En este sistema, el sustrato liquido se introduce por el fondo del reactor y este
asciende teniendo contacto con la biomasa en forma de granulos gque se encuentra en el fondo del
reactor (Figura 3.2). El gas producido causa la circulacion interna ayudando asi al mantenimiento de
los granulos en suspension, al ascender, las particulas de gas son liberadas y recolectadas mientras
que el lodo regresa a la base del sistema debido a su alta velocidad de sedimentacion para continuar
con la degradacion del sustrato y la generacion de hidrogeno a través de compuestos organicos. Entre
las principales ventajas de este reactor encontramos, que es de simple construccion, es tolerante a
altas concentraciones de materia organica y promueve la formacion de granulos (Lettinga et al., 1980;
Schmidt et al., 1996).

1

Biogas
T y | NAoH
Efluente AT Aud
P PV

Recirculacién Alimentacion

Figura 3.2 Esquema de un reactor UASB.

13



3.10 FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE HIDROGENO

Ciertos factores como el pH, la temperatura, tiempo de retencion hidraulica (TRH) y la carga
orgéanica, deben ser controlados, puesto que el cambio de algin pardmetro dentro del sistema afecta
de manera significativa a los microorganismos productores de Ho.

3.10.1 pH

El pH es un factor a regular en la digestion anaerobia, pues afecta a la estructura de la comunidad
microbiana, la actividad de la enzima hidrogenasa y vias metabdlicas. Un pH éacido es vital para la
generacién de H y para la seleccion de microorganismos en el reactor ya que inhiben la presencia de
microorganismos metanogénicos, los cuales son competidores del sustrato y consumidores de Hz (Hu
et al., 2007). A pH menores de 5.5 se inhibe la actividad de las bacterias sulfato-reductoras y como
consecuencia se elimina el color negro de los granulos (Hernandez-Mendoza y Buitron, 2014), un pH
menor a 4.5 inhibe la actividad hidrogenasa por la formacion de metabolitos acidos y alcoholes
(propionato, etanol) (Hwang et al., 2004), los cuales pueden penetrar la membrana celular e interferir
con las actividades metabdlicas. En el rango de 4.5- 6.0 se favorece la produccion de acetato y butirato
(Guo et al., 2010; Sivagurunathan et al., 2017).

3.10.2 Tiempo de retencion hidraulica

La produccion de H, depende de tiempo de retencion hidraulica (TRH). Este es el tiempo que el
sustrato permanece en un reactor (Ec. 5).

Vi
TRH = 6
Ecuacion 5
Vi= Volumen total (L).
Q= Caudal (L/h)

El TRH es un parametro importante para la produccion de H,, ya que existe una relacion entre ellos
(Lukajtis et al., 2018), la productividad aumenta a cierto rango de TRH (2- 8h), si se excede este
rango la productividad disminuye debido al lavado del reactor o por el efecto de inhibicion de los
acidos grasos volatiles sobre el in6culo. Los TRH 6ptimos, suelen variar entre 2, 4 y en algunos casos
hasta 12 h. Para establecer este rango es necesario tomar en cuenta el tipo de sustrato y su
degradabilidad (Kim et al., 2013; Lukajtis et al., 2018).

Este parametro también afecta en la comunidad microbiana, ya que al reducir el TRH se suprime la
actividad de los microorganismos metanogénicos (Hu et al., 2007) y se inhibe la homoacetogénesis
(Sietal., 2015)

3.10.3 Carga organica

Se han realizado diversos estudios para encontrar la carga organica en la que se pueda obtener el
mayor rendimiento de hidrdgeno. La carga orgénica (CO) es la concentracion del sustrato introducida
al reactor por unidad de tiempo (Mariakakis et al., 2011).

S

- Ecuacion 6
TRH

CcO0
CO = Carga organica (g/ L-h).
S= Concentracion del sustrato (g/L).
TRH = Tiempo de retencion hidraulica (h)
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La carga organica éptima de un bioreactor depende de varios factores como tipo de reactor, tipo de
sustrato, la concentracion y el TRH (Mariakakis et al., 2011).

Diversos autores han investigado el efecto de la carga organica sobre la produccion de H, variando la
concentracion y el TRH.

Si et al. (2015) realizaron experimentos con el TRH en un reactor UASB y un UPBR. Observaron
que al operar con TRH largos tenian productividades y rendimientos bajos en ambos reactores (1.24
L H./L-d y 1.2 mol Hi/mol carbohidrato y 1.29 L Hi/L-d y 1.3 mol Hx/mol carbohidrato,
respectivamente) debido a que con tiempos de residencia largos, los acidos grasos volatiles (AGVS)
se acumularon en el sistema y pueden causar la inhibicion, disminuir la productividad y la actividad
microbiana (Gorgec et al., 2019). Al operar con TRH de 8 h con cargas organica de 24 g glucosa/L-
d en el reactor UASB obtuvieron productividades de 4.4 L Hy/L-d y rendimientos de 1.46 mol Hz/mol
carbohidrato, en el caso de reactor UPBR con un TRH de 4 h y una carga organica de 48 g glucosa/L-
d se produjeron 9.6 L H./L-d y 1.62 mol H./mol carbohidratos y al disminuir el TRH (incrementar la
carga organica a 48 y 96) la productividad y el rendimiento disminuyd. Chang et al. (2004) tuvieron
productividades de 6 L Hx/L-d con TRH de 8- 20h y cargas orgéanicas de 20-60 g sacarosa/L-d,
Sivagurunathan et al. (2016) obtuvieron productividades de 57 L Hx/L-d con TRH de 2 h y cargas
organicas de 180 g galactosa/L-d en reactores UASB utilizando sustratos modelo.

Kirli et al. (2018) operaron un reactor alimentandolo con hidrolizado de paja de trigo con cargas
organicas de 60- 9.2 g carbohidratos/L-d, TRH de 2- 13 h y, obtuvieron los mejores rendimientos (1.6
mol Hz/mol carbohidrato) y productividad (1.75 L Hz/L-d) con un carga organica de 60 g/L-d y TRH
de 2 h. Gorgec et al. (2019) utilizaron como sustrato hidrolizado de trigo residual probando cargas
organicas de 360 a 45 g carbohidratos/L-d con TRH de 1- 8 h y concluyeron que con una carga
organica de 120 g carbohidratos/L-d y TRH de 3 h obtenian la mayor productividad de 2.51 y 5 mol
Hz/mol azlcar, Liu et al. (2014) produjeron 16.3 L Hy/L y rendimientos de 1 mol H./mol de
carbohidrato a partir de hidrolizados de paja de arroz.

Tanto en los reactores con sustratos reales como con sustratos sintéticos, la productividades y
rendimientos 6ptimos se observan al operar con TRH que oscilan entre 8- 2 h y cargas organicas de
20- 120 g carbohidratos/L-d, ya que con TRH menores las productividades y rendimientos
disminuyen debido al lavado de los microorganismos (Gorgec et al., 2019; Liu et al., 2014) como lo
muestra la tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Productividad y rendimientos a diferentes cargas organicas.

carga organica Productividad Rendimiento. .
Sustrato (g carbohidrato/L-d) TRH (L Ha/L-d) (mol Ho/mol  Referencia
carbohidratos)
8 24 1.24 1.25
16 12 2.9 1.46
24 8 4.38 1.47
Glucosa 48 4 4.22 0.71 Si et al. (2015)
8 24 1.29 1.30
24 8 4.63 1.55
48 4 9.68 1.62
96 2 10.66 0.89
60 8 6.07 0.015
Sacarosa 80 6 3.64 0.09 Chang et al. (2004)
120 4 3.04 0.04
240 1.5 48 1.44
180 2 57 2.25 Sivagurunathan et
Galactosa 120 3 24.7 1.47 al. (2016)
60 6 12 15
60 2 1.75 1.6
Hidrolizado 30 4 1.46 15
de paja de 20 6 1.26 15 Kirli et al. (2018)
trigo 12 10 1.28 1.4
9.2 13 0.77 0.6
360 1 0.65 0.93
o 180 2 1.4 1.61
H'gg'r'i;%do 120 3 251 5.19 Gorgec et al,
residual 80 4.5 1.63 3.70 (2019)
60 6 0.67 0.76
45 8 0.71 0.16
Hidrolizado 60 8 5.52 0.72 .
. Liu et al.
de paja de 120 4 16.32 1.02 (2014)
arroz 240 2 0 0




3.10.4 Lodos granulares anaerobios

Las caracteristicas fisicas de los lodos granulares como la densidad, la estabilidad y su capacidad de
sedimentacion se deben al contenido de los exopolimeros (EPS) los cuales son una mezcla compleja
de polisacéridos, proteinas y lipidos que acttan como un biopegamento para la agrupacion y
formacion de granulos (Banu et al., 2018). Un alto contenido de EPS provee mayor estabilidad en
estructura de los granulos (capacidad de los granulos a resistir la hidrodinamica y al corte mecénico),
pero también disminuye la transferencia de sustrato en el granulo ya que obstruye los poros del
granulo (Como lo cita Banu et al., 2018 de McSwain et al., 2005)

Verawaty et al. (2013) y Ning et al. (2013) observaron el ciclo de formacion de lodos granulares.
Ning et al. (2013) dividieron este proceso en 3 etapas: la proliferacion que consta de la formacion de
pequefios granulos debido a la interaccién entre células y a los EPS (exopolisacaridos), seguido por
el incremento del didmetro, en esta etapa la velocidad de crecimiento es mas lenta e indica que los
granulos estan llegando a su madurez y se consideran estables. Hu et al. (2007) y Ning et al., (2013)
reportaron que los granulos fueron estables cuando alcanzaron el didmetro de 1.6 £0.2 mmy 1.2 mm.

Cuando los granulos llegan a su crecimiento maximo, llegan a una etapa critica, en la que son
susceptibles a impactos, colisiones y, desgastes, provocando la fractura y/o abrasion de los granulos,
que se ve reflejado en la disminucidn del diametro (Verawaty et al., 2013) como lo muestra la figura
3.3. Este comportamiento ha sido observado por Herndndez-Mendoza et al. (2014) quienes
reportaron una disminucion de 2.0 +0.2 a 1.4+0.5 mm en el didmetro después de 50 dias de operacion
de un reactor productor de H, usando como sustrato glucosa.

Aglomeracion Crecimiento de la
de pequenas colonia a particulas

Muerte celular y consumo de EPS

Granulo en =
produciendo estructura debilitada

tamaiio critico

particulas mas grandes
Siembra con
lodos =L —> R — —>
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Figura 3.3 Ciclo de particulas en la formacion de granulos (Verawaty et al., 2013).

Las principales dificultades de los lodos granulares para mantener la biomasa granular estable a largo
plazo son: el crecimiento de microorganismos filamentosos y la presencia de compuestos toxicos, los
cuales conllevan a la perdida de la funcionalidad de los microorganismos y cambios en composicion
de sustancias EPS (Moura et al., 2018).

Los microorganismos filamentosos aparecen debido a largos tiempos de retencion celular, deficiencia
de nutrientes, altas cargas organicas y descontrol de tiempos de retencion celulares (Figueroa et al.,
2015; Moura et al., 2018), cuando estos microorganismos filamentosos proliferan, la estructura
compacta de los granulos se modifica a granulos sustancialmente esponjosos y grandes (Moura et al.,
2018) y las propiedades de sedimentacion de los granulos se ven deterioradas (Wilén y Balmér, 1999)

La presencia de los compuestos toxicos puede provocar la disminucién de las bacterias asociadas con
la produccion de los EPS, afectando a la morfologia mediante la disminucion del tamafio del granulo
a una estructura mas compacta, la cual se considera como una estrategia defensiva contra los efectos
inhibidores de los compuestos toxicos (Franca et al., 2018; Huang et al., 2014; Tay et al., 2005).
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4, METODOLOGIA

La estrategia experimental para este proyecto se dividio en 3 etapas (Figura 4.1). La primera consistio
en generar hidrolizados &cidos de bagazo de agave, caracterizarlo y destoxificar con carbon activado,
a continuacion se evalud la produccion de hidrégeno a partir de los hidrolizados &cidos de bagazo de
agave sin y con tratamiento de destoxificacion. Se utilizo glucosa como control por ser el compuesto
que se encontrd en mayor proporcion. En la tercera etapa se oper6 un reactor UASB en continuo a
distintas cargas organicas de hidrolizados de bagazo de agave destoxificado y finalmente se
caracteriz6 la comunidad microbiana del reactor durante cada uno de los incrementos en las cargas.

Figura 4.1 Metodologia experimental
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41ETAPA1

4.1.1 Obtencion y caracterizacion del hidrolizado acido

Para la obtencion de los hidrolizados acidos de bagazo de agave, el bagazo se someti6 a 1.9% de HCI
a una temperatura 130 °C durante 3.2 h (técnica PNT-10). El hidrolizado acido de bagazo de agave
fue caracterizado con los métodos mostrados en la tabla 4.1 para conocer las concentraciones a las
que se encuentran los inhibidores (furfural, hidroximetilfurfural, fenoles y &cidos organicos). Lo
anterior con la finalidad de determinar: A) Si las concentraciones superan a las reportadas como
inhibitorias, B) los azucares disponibles en el hidrolizado para conocer las cargas con las que se
trabajara, C) la demanda quimica de oxigeno (DQO) y D) la concentracion de los minerales para
determinar si es necesaria la adicion de solucion de nutrientes

Tabla 4.1. Métodos para caracterizar el bagazo de agave.

Parametro Método Referencia

pH Potenciometro. APHA et al., 1992

DQO HACH

AzUcares totales Fenol- acido sulfurico Dubois et al., 1956

Fenoles Método 4 amino antipirina American Public Health Association et
al., 1992; Buitron et al., 2005

Furfural Cromatografia de liquidos NREL/TP-510-42623. 2008.

Hidroximetilfurfural ~ Cromatografia de liquidos NREL/TP-510-42623. 2008.

Acidos organicos Cromatografia de liquidos NREL/TP-510-42623. 2008.

4.1.2 Destoxificacion de los hidrolizados acidos de bagazo de agave

Para llevar a cabo la destoxificacion se realizaron pruebas tomando como referencias las
metodologias de Gupta et al. (2017), Lee et al. (2011) y Miyafuji et al. (2003) en donde se determinan
las mejores condiciones de temperatura, tiempo de contacto y la cantidad de carbdn activado con
respecto al volumen de hidrolizados, para eliminar la mayor parte de los inhibidores que se encuentran
en el hidrolizado. Por lo tanto se procedié a probar con las condiciones que reportaban los autores
anteriormente mencionados con porcentajes de adsorcién de furfurales de 100%.

Primero se probaron distintas temperaturas (Tabla 4.2) ya que en la literatura se encontr6 que la
aplicacion de calor incrementaba la capacidad de adsorcion del carbén activado. Sin embargo se busca
invertir la menor cantidad de energia en el proceso, por lo tanto se realizaron mas experimentos de
destoxificacion de los hidrolizados &cidos a 25 °C.
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Tabla 4.2 Estrategia experimental para la evaluacion del efecto de la temperatura en la
destoxificacion de hidrolizados acidos.

Tiempo de
Muestra Temperatura Carbon activado contacto
(mL) W9) (9) (h)
100 50 0.5 0.5
100 30 0.5 0.5
100 25 0.5 0.5

Después de analizar las remociones de cada una de las muestras, se procedio a realizar mas ensayos
de la destoxificacion a 25 °C, el siguiente paso fue probar con diferentes concentraciones de carbon

activado y ampliar el tiempo de contacto a 1 h (Tabla 4.3).

Tabla 4.3 Variaciones en el tiempo de contacto y en la cantidad de carb6n activado para la
destoxificacion de los hidrolizados acidos.

Tiempo de
Muestra Temperatura  Carbon activado  contacto
(mL) (°C) (9) (h)
100 25 0.5 0.5
100 25 1.0 0.5
100 25 2.5 0.5
100 25 5 0.5
100 25 0.5 1.0
100 25 1.0 1.0
100 25 2.5 1.0
100 25 5 1.0
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42ETAPA?2

4.2.1 Evaluacion de la producciéon de hidrogeno a partir de hidrolizados acidos sin y con
destoxificacion a distintas concentraciones

En esta etapa se evalud la produccién en lote de hidrégeno a partir de los hidrolizados acidos con y
sin tratamiento de destoxificacion a diferentes concentraciones de carbohidratos solubles utilizando
equipo AMPTS Il (Automatic Methane Potential Test System) para cuantificar la produccion de H.
en linea (Figura 4.2).

)
ARV TOe

Figura 4.2 Equipo AMPTS 1I

En el experimento se evaluaron concentraciones de 4.2, 6 y 9 g/L de azlcares solubles, cada una por
duplicado (tabla 4.4). Como indculo se utiliz6 lodo granular anaerobio con un pretratamiento térmico
(105 °C, 24 h) y un contenido de 0.6 g SV/g. Se establecié una relacion sustrato- indculo de 1.12 g/g
SV y se oper6 37 °C, 150 rpm y pH 6.9. La composicion del medio mineral por litro fue la siguiente:
41.6 g NH4ClI, 4 g de K:HPO4, 2 g MgCl,-6H.0, 1.6 g FeSOs 7H.0, 40 mg CoCl,-6H,0, 40 mg
MnCI2-4H20, 40 mg K|, 8 mg NiC'z'GHzO, 8 mg ZnClz.

Como control se utilizd glucosa ya que este carbohidrato es uno de los azlicares que se encuentran en
mayor proporcién en los hidrolizados acidos.

Tabla 4.4 Experimento con distintas concentraciones de hidrolizado acido de bagazo de agave.

Tratamiento Concentracion (g/L)
Hidrolizado 35% 4.2
Hidrolizado 50% 6.0
Hidrolizado 75% 9.0
Control (Glucosa) 5.0

En el efluente se determind la concentracion de inhibidores (fenoles, hidroximetilfurfural y furfural),
los carbohidratos y la produccion de hidrégeno mediante las técnicas analiticas que se mencionan en
la seccion 5.2.

Las productividades de cada una de las concentraciones que se obtuvieron en el equipo AMPTS Il se
ajustaron a la curva de Gompertz para analizar la cinética de la produccién de Ha.
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43 ETAPA3

4.3.1 Operacion de un reactor UASB en continuo con incrementos en las cargas organicas de
hidrolizados &cidos de bagazo de agave destoxificados

Una vez establecidas las concentraciones en las que se genera una mayor cantidad de hidrogeno a
partir del hidrolizado destoxificado, se procedio con la operacion del reactor UASB. Este reactor
conto con un volumen de trabajo de 2.2 L. El reactor se operd a una velocidad ascensional de 5 m/h
lo que asegura la agitacion homogénea. EI pH (BCN de marca Sensorex) fue controlado a 4.5 con un
controlador de pH (140 series marca EUTECH Instruments), conectado a una bomba Master Flex
que provee de NaOH 1 N al reactor. Ademas cont6 con puertos de entrada y salida del efluente, y
salida de biogas. Las bombas de alimentacion y salida del efluente pertenecen a la marca Master Flex
(Figura 4.3).

El reactor UASB se inocul6 con lodo granular anaerobio conservando la relacion-sustrato indculo de
1.12 g/g SV, con un TRH de 11 h y 35 °C, como sustrato se utilizaron hidrolizados &cidos
destoxificados (50 °C, 5 %(p/v), 0.5 h), los cuales contenian 12 g/L de carbohidratos, 1.1 g/L de acido
acético, 153 mg/L de furfural, 74 mg/L de furfural.

Se operd con una carga organica inicial de 9.5 g de carbohidratos/L-d, después se incrementd a 13 g
de carbohidratos/L-d y finalmente a 20 g de carbohidratos/L-d.

Controlador
o de pH

Lodo granular anaerobio Fluxémetro v
Biogis
Hidrolizados acidos =
destoxificados
D Sensor de pH

@' Bomba

p<q Valvula de compuerta.

Figura 4.3 Reactor UASB. A) Esquema del funcionamiento del reactor. B) Fotografia.
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5. METODOS ANALITICOS

5.1 HIDROLISIS ACIDA DEL BAGAZO DE AGAVE

Se hidrolizaron lotes de 25 g de bagazo de agave molido. El bagazo se colocé en botellas Corning
de 1 L y se introdujeron 500 ml de la solucién de HCI (1.9 %, v/v). Se incubaron a 130 °C durante
192 min. Una vez fria, la solucion se filtrd con una malla de tela. La solucidn acida se conservé a
temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad (Universidad de Guadalajara, 2017).

5.2 CARACTERIZACION DE LOS HIDROLIZADOS ACIDOS DEL BAGAZO DE AGAVE

Los carbohidratos totales y solubles se determinaron siguiendo el método fenol-acido sulflrico
descrito por Dubois et al. (1956) quienes utilizaron glucosa como estandar.

La Demanda quimica de oxigeno (DQO) Se midi6 empleando un método colorimétrico a reflujo
cerrado utilizando tubos Hach con una solucién estandar (dicromato de potasio, &cido sulfurico,
sulfato de mercurio y sulfato de plata) para determinar la DQO en un rango de 20- 1500 mg DQOIL,
la determinacion del valor de la DQO se realiz6 en un espectofotémetro portétil (Hach DR/2010) de
acuerdo a lo indicado en los métodos estandar (APHA et al., 1999)

Los Sdlidos suspendidos totales, volatiles y fijos se determinaron por gravimetria de acuerdo al
procedimiento descrito en los métodos estandar (APHA et al., 1992)

Los compuestos fendlicos reaccionan con 4-aminoantipirina a pH 8 en presencia de ferrocianuro de
potasio para formar una solucion de antipirina de color, que se detecté a 500 nm en el
espectrofotometro (APHA et al., 2012).

La presencia del fosfato en forma organica e inorganica condensada (meta-, piro- u otros polifisfatos)
debe convertirse a ortofosfato reactivo antes del analisis. El pretratamiento de la muestra con acido y
calor proporcionan las condiciones de hidrdlisis de las formas inorganicas condensadas. Los fosfatos
organicos se convierten en ortofosfatos calentandolos con &cido y persulfato. El ortofosfato reacciona
con molibdato en un medio acido para producir un compuesto fosfomolibdato. El acido ascérbico
luego reduce el compuesto, produciendo un color azul intenso de molibdeno (Hach, 2002).

Nitrogeno se midié en forma de amonio por el método salcilato. Los compuestos de amoniaco se
combinan con el cloro para formar monocloramina. La monocloramina reacciona con el salicilato
para formar 5- aminosalicilato. EI 5-aminosalicilato se oxida en presencia de un catalizador de
nitroprusiato de sodio para formar un compuesto de color azul.

5.2.1 Concentracién de azucares, furfurales y acidos organicos

Los azucares contenidos en el hidrolizado (glucosa, xilosa, galactosa), los furfurales
(hidroximetilfurfural y furfural) y &cidos organicos (acido férmico, &cido acético) fueron
determinados mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés)
modelo AGILENT 1260 (Agilent Technologies, CA, EE.UU.) equipado con un detector de matriz de
diodos (DAD), con un detector de indice de refaccion (RID), y Aminex HPX-87H. Como eluyente se
utilizé una solucién de H,SO, 5 mM en una columna acoplada con un caudal de 0.6 mL/min a una
temperatura de 50 °C. Los furfurales se detectaron mediante el detector DAD: a los 32 min para el
HMF, 40.9 min para el furfural.

23



5.3 DESTOXIFICACION DEL HIDROLIZADO

Para la destoxificacion del hidrolizado se utiliz6 como referencia el método propuesto por Lee et al.
(2011) el cual consiste en realizar pruebas colocando desde 0.5 a 5 g de carbén activado (Carbon
activado granular Sigma-Aldrich) en un matraz de 250 mL y agregar 100 mL con una agitacion de
180 rpma 50, 30y 25 °C durante 30 miny 1 hora, después los sélidos fueron removidos por filtracion.

Para calcular la adsorcion del carbon activado se utilizo la siguiente ecuacion:

(C;—Cp)xV
Ce=—
Ecuacion 5

Donde C. es la cantidad de materia adsorbida por el carbén activado (mg/g), Ci es la concentracion
inicial de soluto (g/L) y Cs es la concentracion final del soluto (g/L), V es el volumen tratado y m es
la carga de carbon activado (g).

5.4 PRETRATAMIENTO TERMICO AL LODO

Los lodos granulares que se emplearon para las pruebas en el equipo AMPTS Il se trataron a 105 + 1
°C durante 24 h para inhibir la actividad de los consumidores hidrégeno y para seleccionar a los
microorganismos anaerobios capaces de esporular y producir hidrogeno (Ginkel et al.,
2001). Después del tratamiento térmico, se disminuy6 el tamafio de particula en un mortero y se
procedi6 a tamizarlo con una malla (850um) (Buitron y Carbajal., 2010).

5.5 MEDICION DE LA COMPOSICION DE BIOGAS

Para el analisis de la composicion del biogas (metano, hidrégeno y CO,) se utilizdé un cromatografo
de gases (8610C, SRI Instruments, Torrance, CA, USA) equipado con un detector de conductividad
térmica (TCD) y dos columnas de acero (una columna empacada con silice gel de 6'x 1/8"" y otra
columna empacada con tamiz molecular 13x). Las temperaturas del inyector y detector son 90 y 150
°C, respectivamente. La temperatura inicial en la columna es de 40°C, la cual se mantiene por 4 min
y después incrementa gradualmente hasta 110 °C a razén de 20°C min. La temperatura final en la
columna se mantiene por 3 min. Gas nitrégeno es empleado como gas acarreador a un flujo de 20 mL
min. El equipo fue calibrado con gas estandar con una composicion de hidrogeno (50%), didxido de
carbono (30%) y metano (20%) (Cardefia et al., 2017).

5.6 SECUENCIACION DEL ADN TOTAL DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

Al finalizar la operacién de cada carga organica se tomé una muestra del indculo para caracterizar
la comunidad microbiana, esta se centrifugd a 13 000 rpm para obtener la biomasa y la extraccion de
ADN se realizd siguiendo el protocolo establecido en el PowerSoil DNA extraction kit. La
concentracion del ADN se determin6 con NanoDrop (Thermo Scientific).

El ADN total que se obtuvo de las comunidades se secuenci6 con base en el gen 16S rDNA mediante
la plataforma de secuenciacion masiva lllumina MiSeq (Shu et al., 2016) utilizando los cebadores
28F (5"-GAGTTTGATCNTGGCTCAG-3 y 388R (5-TGCT GCCTCCCGTAGGAGT-3". La
secuenciacion se llevd a cabo en los servicios gendmicos de RTL genomics (Lubbock, TX, EUA) por
duplicado.
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También se midié el tamafio de los granulos mediante el equipo Esteroscopio Stemi 305 de Carl
Zeiss.

5.7 MODELO DE GOMPERTZ

Los parametros cinéticos como la tasa de produccién de hidrégeno (H) y la fase de retardo (%) se
obtuvieron mediante diversas condiciones de pruebas utilizando la ecuacién de Gompertz, a partir de
la cual se puede modelar la produccién de biogés y ha sido usada por autores como Davila- Vazquez
et al. (2008) y Butron y Carbajal et al. (2010) (Ec. 6).

H(t) = H.exp {—exp (R”” —-A-t)+ 1)} Ecuacion 6

Hmax
Donde:
H (t) = Volumen acumulado de H; en las pruebas (mL).
Hmax = Potencial maximo de produccion de Hz (mL).
Rm =Velocidad méaxima de produccién de H, (mL/h).
% = es el tiempo en el que se comienza a producir Ha (h).

t = Duracion de las pruebas (h).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 OBTENCION DE LOS HIDROLIZADOS ACIDOS DE BAGAZO DE AGAVE

La concentracién de DQO vy carbohidratos totales en los hidrolizados acidos de bagazo de agave de
este estudio se encuentran dentro del promedio reportado por otros autores. En cuanto a la
concentracién de monosacéridos, la xilosa es el que se encuentra en mayor proporcion y la glucosa
en menor proporcion como también lo reportan Valdez- Guzman et al. (2019). Esto se debe a que la
hemicelulosa de la cual se produce la xilosa es mas facil de degradar que la celulosa (precursora de
la glucosa), ya que necesita temperaturas y presiones mas altas (<160 °C, 10 atm) para lograr su
hidrolisis (Como lo cita Kumar et al., 2009 de Broder et al., 1995; Iranmahboob et al., 2002; Lee et
al., 1997). La concentracion de acido acético producido es menor a lo reportado por otros autores,
pero aun se encuentra por encima de lo reportado como inhibitorio (2 g/L) (Chandel et al., 2007).

Tabla 6.1 Comparacion de la composicion de hidrolizados acidos de bagazo de agave obtenidos a
distintas condiciones.

Concentraciéon

Compuesto

1.4% HCI*  1.9% HCI? 2.7% HCE  1.9% HCI*
DQO Totar (9/L) 18.9+0.3 23.1 30.2+35 224+ 1.2
DQO soubie (9/L) ND. ND. ND. 18.7+£0.2
Carbohidratos Totaes (9/L) 18.7+£0.3 13.7+0.01 173x21 13.3+£0.2
Carbohidratos soiubles (9/L) ND. ND. ND. 124+2.2
Xilosa (g/L) 119 £ 0.2 4 ND. 6.9+12
Glucosa (g/L) 0.46 £0.01 ND. 0.15+0.05
Celobiosa (g/L) ND. ND. ND. 0.61+0.31
Acido acético (g/L) 6.6 4.4+0.2 77126 3.9+32
Furfural (mg/L) 37 ND. 33.1+£9.1 232+ 2.4
Hidroximetilfurfural (mg/L) 27 ND. 95.8+21.9 97.4+0.2
Fenoles totales (mg/L) 10.3+0.2 190+ 2 gfé'f?i 35+0.1
Nitrogeno (mg/L) ND. ND. ND. 3.3+0.3
Fésforo (mg/L) ND. ND. ND. 4535 +7.7

LAlvarado-Michi et al., 2017 (2.1 h, 125 °C); 2 Valdez- Guzman et al., 2019 (2.2 h, 130 °C); *Arreola-
Vargas et al., 2016 (1.3h, 124 °C); “Este estudio (3.2 h, 130 °C). ND. No disponible.

La concentracion de los fenoles es el resultado de la hidrdlisis de la lignina, la cual es altamente
resistente a la degradacion quimica (Fengel y Wegener, 2011), autores como Matsushita y Yasuda,
(2005) reportaron que la hidrolisis de la lignina se logré con &cido sulfurico al 72%, a una temperatura
de 60- 80 °C, por lo tanto utilizar &cido clorhidrico diluido hidroliza una pequefia fraccion de lignina.
Al utilizar la técnica optimizada PNT-10 con una concentracion de HCI al 1.9% en este trabajo, se
generd un 70% y 99.2% menos de fenoles comparado con los generados por Alvarado-Michi et al.
(2017) y Valdez-Guzman et al. (2019), esto se debe a que se utilizaron diferentes lotes de bagazo de
agave y los procedimientos de la hidr6lisis se llevaron a cabo a distintas condiciones. En el caso de
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Arreola- Vargas et al. (2016) pudieron generar una mayor cantidad fenoles debido a que realiz6 la
hidrolisis con una concentracién mayor de HCI.

Los furfurales generados por Alvarado- Michi et al. (2017) fueron menores a los reportados por otros
autores y por este trabajo, sin embargo Valdez- Guzman et al. (2019) no detectaron la presencia de
furfurales debido que utilizaron una técnica de hidrolisis mejorada especificamente para el bagazo de
agave que utilizaron.

Al analizar el contenido de nutrientes en los hidrolizados &cidos de este estudio se observo que la
relacién de N: P es de 5: 0.035, mucho menor a lo reportado como necesario para que se lleve a cabo
la fermentacion oscura (5:1) (Jung et al., 2013), por lo tanto es necesario agregar nutrientes al sistema
para su correcto funcionamiento.

6.2 DESTOXIFICACION DE LOS HIDROLIZADOS ACIDOS CON CARBON ACTIVADO

Para los ensayos de destoxificacion, primero se realizaron experimentos variando el parametro de
temperatura a una concentracién carb6n activado/hidrolizado (p/v) de 0.5% y un tiempo de contacto
de 0.5 h (Tabla 6.2).

La menor temperatura de destoxificacion logré la mayor remocion de furfural, mientras que no se
observaron diferencias en la remocién de HMF a las diferentes temperaturas. Contrario a esto, la
mayor temperatura de 50 °C logré la mayor remocion de acido acético. Muy importante resaltar, la
menor temperatura también redujo la concentracion de carbohidratos, lo cual es un resultado no
deseable.

La temperatura fue uno de los primeros parametros en analizar, ya que al realizar la destoxificacion
a temperaturas de mayores de 25 °C hay un incremento en el consumo de energia. La adsorcion con
carbon activado es un proceso que no requiere calor (Guo et al., 2013; Kamal et al., 2011; Kuhad et
al., 2010; Soleimani et al., 2015), sin embargo, se contrapone a la teoria de que la temperatura
incrementa la difusién del adsorbato hacia el adsorbente. Este estudio comprobé que la adsorcion es
un proceso que no requiere el incremento de la temperatura de 25 °C (Cuevas et al., 2014, Gupta et
al., 2017). En la figura 6.1 se reportan remociones del 83% de furfural y 21% de HMF a 25 °C, en
cambio a 50 °C hubo un mayor rendimiento en cuanto a la adsorcién de inhibidores (5.4 mg/g de
furfural y 15.6 mg/g de HMF) (Tabla 6.2). Pero sélo removié el 33% y 23% de furfural e
hidroximetilfurfural, respectivamente, esto sugiere que la superficie de adsorcién se vio saturada y
no fue posible adsorber mas (Mussatto et al., 2004) (Figura 6.1).

Tabla 6.2 Remocidn de inhibidores a diferentes temperaturas de destoxificacion con una
concentracién de 0.5 % (p/v) y un tiempo de contacto de 0.5 h.

Condiciones Furfural HMF
T. (°C) Ce (mg/g) Ce (mg/g)

50 5.4 15.6
30 4.2 8.7
25 4.1 37.9

Ce: mg de inhibidor adsorbido por gramo de carb6n activado.
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m %(p/v): 0.5, Tiempo (h): 1
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Figura 6.1 Remocion de compuestos durante la destoxificacidn a distintas condiciones de la tabla
6.2.

m: Concentracion g de carbén activado por L de hidrolizado %(p/v).

En cuanto al &cido acético, algunos autores relacionan su adsorcion con la temperatura (Soleimani et
al., 2015, Mateo et al., 2013). En este experimento la temperatura fue un parametro determinante, ya
que al incrementar la temperatura a 50 °C se removi0 el 71% del acido acético lo cual pudo deberse
a su volatilizacion (Villareal et al., 2006).

La pérdida de carbohidratos durante la destoxificacion ya ha sido reportada por otros autores, desde
un 27 a un 30% (Miyafuji et al., 2003; Carvalho et al., 2006; Lee et al., 2011; Mateo et al., 2013;
Valdez- Guzmén et al., 2019). Los autores relacionan la disminucion de los carbohidratos con el
incremento de la concentracion de carbon activado que incrementa en los sitios activos atrapandolos
fisicamente.

Gupta et al. (2017) y Soleimani et al. (2015) realizaron experimentos de destoxificacion en los cuales
concluyeron que la adsorcion éptima de los compuestos furanicos puede lograrse a bajas temperaturas
y bajos pH. Concordando con los resultados de este ensayo en el que se obtuvieron porcentajes de
remocién de los compuestos furanicos a 25 °C. Por lo tanto, se optd por continuar con los
experimentos a diferentes concentraciones de carbon activado y tiempos de contacto a esta
temperatura, de las cuales se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 6.3.

Tabla 6.35. Remociones de furfural e HMF con distintas concentraciones de carbén activado y
tiempos de contacto a 25 °C.

Condiciones Furfural HMF
m %(p/v) Tle(zrr?)po Ce (mg/g) Ce (mg/g)

0.5 0.5 4.1 37.9

1 0.5 3.2 10.6
2.5 0.5 2.1 6.5

5 0.5 1.9 3.7
0.5 1 3 125

1 1 3.9 12.6
2.5 1 9.3 2.4

5 1 1.9 4.6
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Ce: mg de inhibidor adsorbido por gramo de carbon activado, m: g de carbén activado por volumen
de hidrolizado.

El incremento de la concentracion de carbdn activado de 1 a 2.5% (p/v) disminuyé el rendimiento de
adsorcion del hidroximetilfurfural por gramo de carbon activado de 12.6 a 2.4 mg/g (Tabla 6.3). En
el caso del furfural, al incrementar la concentracion de carbon activado de 2.5 a 5% (p/v) los
rendimientos disminuyeron de 9.3 a 1.9 mg/g. Lee et al. (2011) y Soleimani et al. (2015) también
aplicaron carbon activado para la remocion de inhibidores y observaron que hubo una mayor
remocidn de inhibidores con la concentracion mayor de carbén activado.

Con la concentracién de 5% (p/v) de carbon activado, un tiempo de contacto de 1 ha 25 °C se removid
el 100% de los furfurales (Figura 6.2).

Tiempo de contacto

0.5h 1lh
100 [ A 1 [ . ]
| Furfural

= OHMF
> 75 1 @ Carbohidratos
c BA. Acético
Ne)
o
5
¥ 25 A H

) I I

0.5 1 2.5 5 0.5 1 2.5 5
m (p/v) %

Figura 6.2 Remocion de los inhibidores y carbohidratos durante la destoxificacion a 25 °C bajo las
condiciones de la tabla 6.3.

En la tabla 6.4 se observa que al realizar la destoxificacion con carbon activado a temperaturas
menores a las reportadas por otros autores fue posible remover el 100% de los furfurales. Esto se debe
a que el carbon activado tiene la capacidad de adsorber los inhibidores sin la necesidad de incrementar
la temperatura y ademas el bajo pH de los hidrolizados de bagazo de agave ayudo en el proceso.

Tabla 6.4 Comparacion entre remociones de los inhibidores con carbén activado.

Hidrolizados Concentracién Condiciones Remocion _
4cidos Furfural HMF T. CA. oH TC. Furfural HMF Referencia
(9/L)  (g/L) (CC) %(piv) h @) (%)
Madera 0.78 0.13 50 5 58 1 98 100 Leeetal. (2011)
Madera 0.78 0.13 50 10 58 1 100 100 Leeetal. (2011)
Eucalipto 0.03 0.27 30 5 55 05 100 100 Villareal et al. (2006)
Eucalipto 0.03 0.27 30 5 18 1 100 100 Villareal et al. (2006)

B. De agave 0.2 0.09 25 5 07 1 100 100 Este estudio
T. Temperatura, CA. Carbdn activado, TR. Tiempo de contacto.
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6.3 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE HIDROGENO EN LOTE A PARTIR DE
HIDROLIZADOS ACIDOS SIN Y CON DESTOXIFICACION A DISTINTAS
CONCENTRACIONES

En este experimento se evalud la produccion de hidrogeno con diferentes concentraciones de los
hidrolizados acidos. Las graficas de la cinética de produccion de H, fueron ajustadas a la ecuacién de
Gompertz donde obtuvieron valores de R?> mayores al 0.92. A partir de este ajuste se obtuvieron datos
como el tiempo de retardo, la velocidad de produccién méxima, el volumen acumulado y los
rendimientos de cada concentracion.

El rendimiento de hidroégeno a partir del sustrato modelo fue de 0.68 mol Hz/mol de glucosa con una
velocidad de 360 mL/d (Figura 6.3). Este rendimiento se encuentra por debajo de los valores tedricos
(4 o 2 dependiendo si ruta metabdlica se genera acetato o butirato) (Kongjan et al, 2009). Autores
como Alvarado-Michi et al. (2017) han reportado rendimientos de 1.8 mol de Hz/mol de xilosa. La
diferencia de rendimientos puede deberse a la afinidad del indculo a degradar hexosas o pentosas
(Arriaga et al., 2013)

Al realizar el andlisis de la produccion de H; a distintas concentraciones de hidrolizados &cidos sin
tratamiento, se observo que la remocion del sustrato incrementd del 68 al 90% Estos valores de
remocién no se ven reflejados en la produccion de hidrégeno ya que los rendimientos disminuyeron
de 0.7 a 0.2 mol de Hz/ mol de glucosa. Esto pudo deberse a que los azucares fueron utilizados para
la formacién de metabolitos que no contribuyen a la generacién de H, como propionato, etanol y
lactato (Zhang et al., 2006) (Figura 6.3).

Los rendimientos de este estudio fueron menores a los reportados por Arreola- Vargas et al. (2016) y
Valdez- Guzmén et al. (2019) quienes también trabajaron con hidrolizados &cidos de bagazo de agave
y reportan valores de 1.7 y 1.2 mol Hz/mol carbohidrato, respectivamente. En cuanto a la velocidad
de produccion de H; de este estudio se fueron de 5.5- 2.5 mL Ha/h, 3.6 y 7.2 veces menor a lo
reportado por Arreola-Vargas et al. (2016) y Valdez- Guzman et al. (2019) quienes produjeron 40 mL
de Hx/h'y 20 mL Hy/h. Los altos rendimientos y velocidades que reportan estos autores se deben a las
relaciones sustrato-indculo (So/Xo) que tienen estos trabajos, ya que van desde 0.34- 1.7 y 0.05-0.5 g
sustrato/g in6culo, respectivamente.
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concentracion Concentracion
Figura 6.3 Resultados de la produccion de hidrogeno con diferentes concentraciones hidrolizados
acidos de bagazo de agave. A) Rendimientos, B) Velocidad de produccion de H..

La produccién de H, puede verse reflejada en los metabolitos generados en el proceso.
En la figura 6.4 se muestran los metabolitos que se generaron a partir de la glucosa, en su mayoria
fueron acetato y etanol, en menor proporcién se produjo propionato y butirato y no se detect6 lactato.
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En las concentraciones de 4.2, 6 g/L de hidrolizados acidos se puede observar principalmente la
produccién de acetato, butirato y etanol y en la concentracion de 9 g/L predomino la generacion de
lactato (Figura 6.4).

Conforme se incrementa la concentracién del hidrolizado acido de bagazo de agave de 4.2- 9 g/L, la
concentracion del acetato se mantiene entre el 21y 13%, la concentracién del butirato disminuye de
35 a 3%y el propionato de 10- 3%, en el caso del etanol la concentracion incrementa de 21 a 33% y
finalmente decae a 19%. No se detect6 lactato en las concentraciones de 4.2 y 6 g/L, pero al
incrementar la concentracion del hidrolizado &cido a 9 g/L, este metabolito representd el 52% de la
DQO.

En este estudio a pesar de haber realizado un tratamiento térmico para seleccionar a los
microorganismos productores de Ha, los inhibidores que se encuentran en el hidrolizado pudieron
intervenir en las rutas metabdlicas generadoras de H, y desviarlas hacia otras en las que se genera
etanol, acetona, lactato y propionato a partir de los carbohidratos disponibles(Ec. 7), justificando asi
los bajos rendimientos (Antonopoulou et al., 2010; Contreras-Davila et al., 2017; Ezeji et al., 2007,
Lukajtis et al., 2018)

CesH1206 + 2H;—» 2CH3CHCOOH + 2H;0 Ecuacion 7

100%

75% A

50% A

Metabolitos (% DQO/L)
x
S

0%

Tratamiento

= Acetato  Butirato = Isobutiraro =Propionato  Lactato = Etanol mHMF & Furfural ®H2

Figura 6.4 Metabolitos generados por el control (glucosa) y el hidrolizado acido a distintas
concentraciones.

Después de observar la tendencia de la disminucion los rendimientos y la velocidad de produccion al
incrementar las concentraciones de los hidrolizados &cidos sin tratamiento, se procedié a evaluar la
produccion de H; de los hidrolizados acidos con el tratamiento de destoxificacion.

Las condiciones para la destoxificacion se seleccionaron de acuerdo a los resultados de la etapa
experimental 6.2. Eligiendo 25 °C, 5% (p/v), 1h (D) en la que se eliminaron los furfurales y en la
condicion de destoxificacion a 50 °C, 0.5% (p/v), 0.5 h (DT) en la que se removi6 un mayor porcentaje
de &cido acético.
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El andlisis de los resultados se realizé6 mediante una prueba de ANOVA y Tukey (Anexo 1) mostrd
que la destoxificacion DT y la dilucidn a 4.2 y 6 g/L mejoran significativamente (3 y 2.6 veces mas)
los rendimientos con respecto al hidrolizado sin tratamiento (p>0.05). En cuanto la Rmax (Velocidad
de produccion) los hidrolizados sin tratamiento a una concentracion de 4.2 g/L tuvieron diferencia
significativa (2.8 veces mas) con respecto a los hidrolizados con tratamientos (p>0.05).

Los rendimientos obtenidos del hidrolizado sin destoxificar (SD) tiene rendimientos de 0.7-0.2 mol
Ha/mol glucosa, con la destoxificacion a 25 °C (D) va de 0.6 a 0.4 mol Hz/mol glucosa y con la
destoxificacion a 50 °C tiene rendimientos de 0.8 a 0.4 mol Hz/mol de glucosa. Esto pudo deberse a
gue en los hidrolizados destoxificados DT se removid un mayor porcentaje de acido acético, y la baja
concentracion de este inhibidor tuvo un mayor efecto en la produccion de H, que la ausencia de los
furfurales (Figura 6.5). Al encontrarse en estas concentraciones especificas los compuestos
bioestimularon a los microorganismos productores de H, y asi incrementaron los rendimientos (Duran
etal., 2018).
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Figura 6.5 Comparacion entre los tratamientos de destoxificacion. A) Rendimientos, B) Velocidad
de produccién.

Para analizar los resultados de la produccion de H. en lote con los hidrolizados sin y con tratamiento
se realizaron pruebas estadisticas como ANOVA y Tuckey ( Anexo 1.2) en la cuales se observa que
entre los hidrolizados sin y con tratamiento a una concentracion de 4.2 g/L durante la produccién de
Hz, en cuanto al rendimiento, velocidad de produccion y produccion maxima no hubo diferencia
significativa (p>0.05), en cambio con una concentracion de 6 g/L se observaron diferencias
significativas en cuanto al rendimiento y produccion maxima, el tratamiento con destoxificacion a

32



50°C (DT) fue el que tuvo 1.34 veces mas produccion que el hidrolizado sin tratamiento y con
tratamiento D. En el caso de la concentracion a 9 g/L hubo diferencia significativa en la velocidad de
produccion, el hidrolizado con tratamiento D fue 2.4 veces mayor al hidrolizado sin tratamiento (SD)
y DT fue 1.5 veces mayor al hidrolizado SD y no hay diferencia significativa en cuanto a los
rendimientos y produccién méaxima entre los hidrolizados sin tratamiento y con tratamiento D y DT.

En la figura 6.6 se muestran la disminucion o eliminacion de la concentracién de los inhibidores que
se encontraban en el efluente. Alvarado-Michi et al. (2018) y Parajo et al. (1997) le atribuyen la
disminucién en la concentracion del furfural e hidroximetilfurfural a una destoxificacion bioldgica
realizada por especies como Clostridium, bacterias entéricas, lacticas y enzimas como la alcohol
deshidrogenasa que transforman el furfural e hidroximetilfurfural en compuestos menos toxicos
(Akobi et al., 2016; Chandel et al., 2011) que pueden ser utilizados como fuente de carbono como el
furfuril alcohol e hidroximetilfurfuril alcohol (Sambusiti et al., 2016; Zhang et al., 2013).

Al igual que en los metabolitos generados por los hidrolizados &cidos sin tratamiento, el acetato y el
etanol fueron los que méas se generaron en las concentraciones de 4.2 y 6 g/L de los hidrolizados
destoxificados. El lactato que se encontré en la concentracion de 9 g/L con la destoxificacion Dy DT
pudo ser generado por dos distintas rutas, la homofermentativa (Ec. 8) o heterofermentativa (Ec 9).
El lactato es generado por bacterias productoras del &cido lactico, las cuales inhiben la actividad de
los microorganismos productores de H (Elbeshbishy et al., 2017). Noike et al. (2002) explicaron que
las bacterias lacticas tienen dos tipos de relaciones: relacion de competicién en la que consumen
carbohidratos para generar acido lactico (Ec. 9) (Antonopoulou et al., 2010) y de inhibicién sobre las
bacterias productoras de H,, ya que estos microorganismos son conocidos por sus actividades
antimicrobianas ya que excretan bacteriocinas.

CeH1,06 —» 2CH;CHOHCOOH Ecuacion 8
CeH1206 —» CH3CHOHCOOH + CH3CH,0OH + CO; Ecuacion 9
4.2 g/L 6g/L
A

I\
[
100% T — W .

75% A

zz,/x/

50% A

25% ~

Metabolitos (% DQO/L)

0%

Glucosa D

Tratamiento
% Acetato = Butirato = Isobutiraro = Propionato  Lactato = Etanol mHMF & Furfural mH2

Figura 6.6 Metabolitos generados durante la fermentacion oscura en lote de los hidrolizados acidos
de bagazo de agave destoxificados a distintas concentraciones.

En cuanto a los rendimientos de la produccidn de biohidrégeno, en la tabla 6.5 se puede observar que
los hidrolizados acidos sin destoxificacion y destoxificados a 50 y 25 °C son menores a los reportados
por otros autores, esto se debe a que los otros autores inocularon con base en la concentracion de g
SSV/L (10, 5.24, 4.5) o con cepas puras en el caso de Pattra et al. (2008).
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Por lo tanto estos autores trabajaron con relaciones sustrato- indculo menores (0.05-1.7), es decir, con
un contenido mayor de microorganismos y con biomasa lignoceluldsica diferente.

Tabla 6.5 Comparacion entre los rendimientos de hidrdgeno a partir de materiales lignocelulésicos.

Material Tratamiento mL H2/g bagazo Referencia
Cafia de azucar H.SO, 0.5% 156 Pattra et al. (2008)
Agave HCI 2.7% 137 Arreola-Vargas et al. (2016)
Agave HCI 2.7% 34 Arreola-Vargas et al. (2016)
Agave HCI 1.9% D1 92 Valdez- Guzman et al. (2019)
Agave HCI 1.9% 68 Valdez- Guzman et al. (2019)
Paja de avena HCI 2% 42 Arreola-Vargas et al. (2015)
Trigo H>S0O4 1% 35 Fangkum et al. (2011)
Agave HCI 1.9%(4.2 g/L) 40 Este estudio
Agave HCI 1.9%(6 g/L) 32 Este estudio
Agave HCI 1.9%(9 g/L) 15 Este estudio
Agave HCI 1.9% D(4.2 g/L) 35 Este estudio
Agave HCI 1.9% D(6 g/L) 27 Este estudio
Agave HCI 1.9% D(9 g/L) 24 Este estudio
Agave HCI 1.9% DT(4.2 g/L) 31 Este estudio
Agave HCI 1.9% DT(6 g/L) 41 Este estudio
Agave HCI 1.9% DT(9 g/L) 22 Este estudio

*D. Destoxificacion a 25 °C, 5% (p/v), 1 h
*D1. Destoxificacion a 25°C, 1% (p/v).

*DT. Destoxificacion a 50 °C, 0.5% (p/v), 0.5 h
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6.4 REACTOR UASB A DISTINTAS CARGAS ORGANICAS

Después de determinar el procedimiento de destoxificacion que genera mas Ha, se prosiguio a operar
el reactor UASB utilizando hidrolizado &cido destoxificado DT.

El reactor UASB se oper6 a 35 °C, pH de 4.5, TRH de 11 h y velocidad ascensional de 5 m/h durante
3 semanas. La figura 6.7 muestra la productividad, remocion de carbohidratos y los porcentajes de
H: durante la operacion con cargas organicas de 9.5, 13 y 20 g carbohidratos/L-d.

Con una carga organica de 9.5 g carbohidratos/L-d (dia 1-8) se produjeron 277 £ 185 mL giogss/L-d Yy
con porcentajes de hidrogeno del 14.6 + 6%. En esta etapa se produjo un promedio de 0.04 L Ha/L-d
y rendimientos de 0.03 mol Hz/mol de carbohidrato. Al incrementar la carga organica a 13 g
carbohidratos/L-d (dia 9- 14), la produccion de biogés increment6 a 612 + 15 mL giogss/L-d, CON un
porcentaje de 11.5% de Hyy después disminuyo a 395 + 40.5 mL gjogss/L-d con una composicion de
11.7% de Hy, obteniendo productividades de 0.071 L Hy/L-d y rendimientos de 0.04 mol Hz/mol de
carbohidratos y con una carga organica de 20 g carbohidratos/L-d (dia 14.5-18.5) se observé una
disminucion sustanciosa en la produccion de biogas, ya que solo se produjeron 10 mL giogss/L-d y no
se detectd la produccion de H; (Figura 6.7).

En la tabla 6.6 se puede observar gue las productividades de este trabajo son menores a las reportadas
por Arriaga et al. (2011) (1.9 L H./ L-d) quienes trabajaron con hidrolizados acidos de paja de avena
en reactores de lecho empacado y con TRH menor. Kirli et al. (2018) y Gorgec et al. (2019) usaron
hidrolizados 4acidos de trigo para la produccion de Hj en ese estudio atribuyen las bajas
productividades a los largos TRH, al producir 0.77 L H2/L-d a un TRH de 13 h y este incrementaba
a 1.75 L Ho/L-d al reducir el TRH a 2 h, esto se asoci6 principalmente a una mejor transferencia de
masa al existir un mayor contacto de los microorganismos con el sustrato al operar reactores de
biopelicula, con la ventaja del volumen vacio ya que proporciona mejor liberacion de la fase liquida
al espacio de cabeza (Como lo cita Gorgec et al., 2019 de Lee et al., 2003). Aunado a esto, los bajos
TRH (2-8 h) pueden mejorar la liberacién de hidrdgeno y evitar la conversion adicional de H; a
metano o hacia rutas homoactogénicas (Kirli et al., 2018), ya que limita el tiempo de los
microorganismos para usar el sustrato de manera mas eficiente. (Gorgec et al., 2019).

Por lo tanto el TRH tiene un efecto en la produccién de H, dependiendo del tipo de biomasa
inmovilizada (Como lo cita Gorgec et al., 2019 de Lee et al., 2003).

Durante la operacion del reactor también se midieron el consumo de los carbohidratos y los
metabolitos que se generaron.

Con la carga organica de 9.5 g carbohidratos/L-d, el consumo de carbohidratos oscilé entre el 78 y
100%, con una carga organica de 13 g carbohidratos/L-d la remocion de los carbohidratos se mantuvo
entre el 82y 89% y con 20 g carbohidratos/L-d el consumo de carbohidratos disminuy6 drésticamente
al 29% por 2 dias y después incremento paulatinamente al 69% (Figura 6.7).

Las bajas productividades de H: y los altos porcentajes de remocion sugieren que la mayoria de los
azucares consumidos se utilizaron para produccion de biomasa y en la generacion de metabolitos que
no estéan relacionados con la produccién de H (Arriaga et al., 2011).

Los metabolitos que se produjeron con una carga 9.5 g carbohidratos/L-d fueron en su mayoria acetato
(1.5 g DQOI/L) y butirato (1.1 g DQO/L), también se encontraron pequefias trazas de etanol (0.07 g
DQO /L), furfural (0.05 g/L) e hidroximetilfurfural (0.05 g/L). Al incrementa la carga orgénica a 13
g carbohidratos/L-d predomind el butirato (4 g DQO/L) y el acetato (1.7 g DQO/L). Con la carga
organica de 20 g carbohidratos/L-d, la produccion de metabolitos disminuyé de entre 1- 3 g DQO/L
durante 2 dias. El lactato fue metabolito que se encontraba en mayor proporcion en este periodo (0.77
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g DQO/L) y la produccion de acetato y butirato disminuyé a 0.5 y 0.2 g DQO/L, respectivamente.
Dos dias y medio después la produccién de AGVs incrementd (5 g DQO/L), sin embargo el lactato
formaba la mayor parte de los metabolitos (77%) (Figura 6.8).

La produccion de acetato pudo no estar ligada a la produccion de H, debido a las bajas
productividades (Saady et al., 2013), sin embargo, la produccion de butirato puede estar directamente
relacionada a la produccién de H (Reginatto et al., 2015).

El lactato, propionato y etanol son metabolitos que no estan directamente relacionados con la
produccién de hidrégeno. Gorgec et al. (2019) y Si et al. (2015) atribuye su generacion a los largos
TRH (6-8 h), ya que la exposicion de los microorganismos durante largos periodos de tiempo a los
AGVs puede redirigir las rutas metabolicas hacia otras que no generan H; o lo consumen (Como lo
cita Kirli et al., 2018 de Basile et al., 2010, Junior et al., 2014, Jo et al., 2008 y Alvarado- Michi et
al., 2017) y Saady et al. (2013) adjudica la presencia de lactato y alcoholes a que los microorganismos
que los producen son mas resistentes a los inhibidores que se encuentran en el hidrolizado acido.

El tipo de inmovilizacion de la materia organica, sustrato y el tiempo de retencion hidraulica tienen
un efecto sobre la productividad de H, (Kirli et al., 2018).
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Figura 6.7. Operacion del reactor UASB a distintas cargas orgénicas de hidrolizados acidos destoxificados.
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Tabla 6.6 Operacion de reactores en continuo usando como sustrato hidrolizados de material lignocelulésico.

carga organica Productividad Rendimiento. .
Sustrato Reactor (g carbohidrato/L-d) (L H2/L-d) (mol Ha/mol carbohidratos) Referencia
60 1.75 1.6
- . Reactor de 30 1.46 15
H'dro"zat‘:% ge paja de lecho 20 126 15 Kirli et al. (2018)
empacado 12 1.28 1.4
9.2 0.77 0.6
360 0.65 0.93
180 1.4 1.61
Hidrolizado de trigo 120 251 5.19
residual UPBR 80 163 370 Gorgec et al. (2019)
60 0.67 0.76
45 0.71 0.16
- . 60 5.52 0.72
H'drO“ch:(r)oge paja de CECBR 120 16.32 1.02 Liu etal. (2014)
240 0 0
48 1.95 0.2
Paja de avena BF 24 1.95 0.2 Arriaga et al. (2011)
0.41 0.6 2.9
- 5.7 0.05 0.03 _
Hidrolizado de bagazo de ASBER 45 0.2 017 Alvarado- Michi et al.
agave ' ' ' (2017)
3.15 0.2 0.24
Hidrolizados &cidos 20 0 0
destoxificados de bagazo UASB 13 0.07 0.04 Este estudio
de agave 9.5 0.04 0.03
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6.4.1 Integridad de los granulos

El lodo granular que se utiliz6 para la operacion del reactor UASB con hidrolizados éacidos
destoxificados fue previamente utilizado para la produccién de H; a partir de hidrolizados &cidos.

Autores como Fang et al. (2002a), Hernandez-Mendoza et al. (2014) y Hu et al. (2007) han reportado
un cambio en la coloracion de negro a café durante la operacidn de reactores productores de H, dado
gue se opera a pH bajos (>6) como se muestra en la Figura 6.9.

Figura 6.9 Granulos durante la operacién del reactor UASB: A) 9.5 g carbohidratos/L-d. B) 13 g
carbohidratos/L-d. C) 20 g carbohidratos/L-d.

Ademas del cambio de color, los granulos experimentan modificaciones en su estructura al adaptarse
para producir H, (Hernandez-Mendoza et al., 2014).

En este estudio se observaron variaciones en el tamafio de los granulos conforme se incrementaban
las cargas organicas. Cabe mencionar que las muestras se almacenaron y congelaron para ser medidas
al final de la operacién del reactor. Con las cargas de 6.5, 13 y 20 g carbohidratos/L-d se obtuvieron
didmetros de 0.7 £0.4 mm, 2.1 £0.7 mm y 1.52 + 0.8 mm, respectivamente.

El aumento y disminucion del tamafio de los granulos puede deberse al ciclo de formacion de los
granulos, ya que al llegar a una etapa critica de crecimiento (donde se tiene el mayor diametro) estos
tienden a fragmentarse y por consiguiente disminuir su tamafio (Ning et al., 2013, Verawaty et al.,
2013). Sin embargo, este incremento del diametro también puede estar relacionado a los altos
porcentajes de remocién y la baja productividad de H, asumiendo que los azlcares contenidos en el
hidrolizado &cido se dirigieron en su mayoria para el crecimiento de la biomasa.
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Con la ultima carga orgénica (20 g carbohidratos/L-d) se observan granulos de gran tamafio, sin
embargo su apariencia no es compacta como en las fotos de los granulos anteriores, estos se ven
esponjosos y amorfos. Esto puede deberse a la aparicién y proliferacién de microorganismos
filamentosos ya que al operar el reactor por largos periodos de tiempo se llega a descontrolar el
tiempo de retencidn celular. Este descontrol es ocasionado por la biomasa que muere, ya que se
desprende del granulo y sale en el efluente (Moura et al., 2018).

Schmidt et al. (1995) indicaron que el didmetro de los granulos varia dependiendo del sustrato, las
condiciones de operacion y el método analitico.

Jung et al. (2013) produjeron H- a partir de glucosa y el didmetro de los granulos oscilaban entre 0.1-
3.9 mm con un promedio de 1.86 mm, Fang et al. (2001) utilizaron sacarosa como sustrato y el tamafio
de los granulos productores de H; varié de 0.9 — 2.5 mm con un 80% en el rango de 1.3-1.9 mmy
reportaron que un tipico granulo maduro tenia un didmetro de 1.6 mm. Ning et al. (2013) también
usaron sacarosa como sustrato e indico que un granulo es maduro y estable con un didmetro promedio
de 1.2 mm.

Autores como Fang et al. (2002a), Herndndez-Mendoza y Buitron (2014), Ning et al. (2013) y Chang
et al. (2004) realizaron mediciones de sus granulos, y sus didmetros son menores de un 71-84% a los
registrados en este trabajo, esto puede deberse a que ellos trabajaron utilizando sustratos modelo como
glucosa y sacarosa los cuales fueron mas féciles de asimilar por los microorganismos y al no contener
inhibidores tuvieron mayores productividades y rendimientos y por lo tanto una menor cantidad de
sustrato se dirigid al crecimiento de los granulos.

Cabe mencionar que Ning et al. (2013) y Fang et al. (2002%) trabajaron con diferentes cargas
organicas, Chang et al. (2004) y Hernandez- Mendoza y Buitrén, (2014) operaron a una carga
organica fija y también observaron cambios en el diametro de los granulos (Tabla 6.7).

Tabla 6.7 Comparacion del tamafio de granulos productores de H..

Tamafio (mm)

Color Etapal FEtapa? Etapa 3 Autor

Café 0.7 +0.4 2.1+0.7 152 +0.8 Este estudio

Café 1.2 Ning et al. (2013)

Café 1.6 £0.2 Fang et al. (2002%)

Café 2.00.2 1.4+0.5 Hernandez- Mendoza y Buitron (2014)
0.2 0.6 0.23 Chang et al. (2004)

*Etapa 1: Proliferacion, Etapa 2: Tamafio critico, Etapa 3: Fractura y/o abrasion.

6.4.2 Comunidad microbiana

Los microorganismos que abundaron en el lodo granular anaerobio antes de comenzar la operacion
con el hidrolizado &cido destoxificado fueron Lactobacillus 75.5% (Lactobacillus buchneri (25%),
Lactobacillus rhamnosus (20%), Lactobacillus farragins (23%) entre otros), Bacillus 4.6% y
Clostridium 3.8% (Figura 6.10).

Al operar el reactor con una carga organica de 9.5 g carbohidratos/L-d, Lactobacillus se encontraba
en un 39%, Bacillus sp. increment6 a 15.8% y Clostridium en 4.5%. Cuando el reactor se oper6 a 13
g carbohidrato/L-d, Lactobacillus incremento al 68%, Bacillus sp. al 37% y Clostridium a 1.2%. Esto
se debe a que las concentraciones de los inhibidores pudieron estimular el crecimiento de estos
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microorganismos (Durén et al., 2018).Con una carga orgédnica de 20 g carbohidratos/L-d,
Lactobacillus disminuy6 al 57%, Bacillus sp. al 27% y Clostridium al 6%.

Lactobacillus buchneri es una bacteria del acido lactico con forma de varilla, es organismo
heterofermentativo obligado vy tiene la capacidad de convertir 4cido lactico a acido acético tanto en
condiciones aerobias como anaerobias (Anzengruber et al., 2004; Elferink et al., 2001; Heinl et al.,
2011), esta especie es utilizada en los ensilajes ya que el &cido acético que produce a partir de acido
lactico funciona como antifungicida (Danner et al., 2003), ademas produce propionato (Driehuis et
al., 1999). Lactobacillus rhamnosus es productora de lactato (Reungsang et al., 2013) y esta
parcialmente ligada con la generacion de exopolisacéridos (adhesivos para fijarse en superficies o
entre ellos) (Drews et al., 2007; Pham et al., 2000).

Bacillus sp. se ha encontrado que este microorganismo puede ser productor de hidrégeno (Nandi et
al., 1998, Patel et al., 2014) o contribuir para mejorar los rendimientos de H,, al estar en contacto con
bacterias como E. cloacae (Nandi et al., 1998; Patel et al., 2014) y Clostridium es una bacteria por
excelencia productora de Ha.

100%
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus farraginis
75% Lactobacillus rhamnosus

Bacillus sp

m Clostridium sp
50%

Clostridium luticellarii

= Lactobacillus rapi

Abundancia relativa

250 I

i Ethanoligenens sp

7

—————— Ethanoligenens harbinense
[Ty

P

\

Otros

1\\\\\\\\\\\\\‘{“

” oy
e Inicial 95 13 20 & Unclassified

Carga organica (g carbohidratos/L-d) = No Hit

Figura 6.10 Comunidad microbiana durante la operacion del reactor UASB.

Se observa que cuando hubo una mayor produccion de H, (71 mL H/L-d), hubo un incremento en la
abundancia de los microorganismos productores de Hy, el incremento se debe a la evolucion selectiva
del inbculo, ya que favorecen sus condiciones de crecimiento (Alvarado- Michi et al., 2017). Sin
embargo el largo tiempo TRH fue un elemento inportante para la proliferacion de microorganismos
productores de lactato (Si et al., 2015)

Liu et al. (2014) trabajaron con hidrolizados de paja de arroz sin inhibidores incrementando
progresivamente la carga organica y alcanzaron productividades de 16 L Ha/L-d y rendimientos de
1.02 mol Hz/mol de carbohidrato. Alvarado- Michi et al. (2017) utilizaron como sustrato hidrolizados
acidos de bagazo de agave con una carga organica de 5.7 g carbohidratos/L-d, obtuvieron
productividades y rendimientos similares a los de este estudio, ademéas observaron que especies como
Lactobacillus formaron una parte importante de la comunidad microbiana y la escasez de especies
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productoras de H (Clostridium en un 5%). Ambos lodos que se utilizaron para la inoculacién y para
la formacién de la biopelicula en el caso de Liu et al. (2013) tuvieron un pretratamiento térmico para
asegurar la eliminacion de los microorganismos que no esporulan, y preservar a los que producen Ha.
Sin embargo la presencia de los inhibidores pudo afectar drésticamente a la comunidad microbiana y
disminuir la abundancia de las especies Clostridium (Tabla 6.8).

Tabla 66.8 Produccion de hidrogeno a partir de hidrolizados acidos de materiales lignocelulésicos.

Carga

organica
Sustrato (9

carbohidrato/L-

Comunidad microbiana

Referencia

d)
Glucosa 48 C|OS'[I’.Id.Iae 95.2% Si etal. (2015)
96 Clostridiae 76%
o 60 Clostridium, Pseudomonas.
H|d_roI|zado de 120 Clostridium, Pseudomonas. Liu etal. (2014)
paja de arroz o
240 Clostridium.
Hidrolizados 3.15 Clostridium 14% L
acidos de bagazo 4.5 Clostridium 14% Algtag?dgol\l/l;)chl
de agave 5.7 Clostridium 5% '
95 Lactobacillus 39%, Bacillus 15.8%,
Hidrolizados ' Clostridium 4.5%
acidos de bagazo 13 Lactob_apillus 68%, Bacillus 37.5%, Este estudio
de agave Clostridium 10.2%
destoxificados 20 Lactobacillus 57%, Bacillus 27%,

Clostridium 6%
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7. Conclusiones

En este estudio se evaluo la produccion de H; en lote y en continuo a partir de hidrolizados acidos de
bagazo de agave destoxificados con carbdn activado.

En la destoxificacién de los hidrolizados acidos, la temperatura tuvo un efecto sobre la selectividad
en la remocion del furfural y el &cido acético pero no sobre el HMF. La menor temperatura de 25 °C
removié mas furfural y con la mayor temperatura de 50 °C se removi6 mas acido acético.

La remocién de los furfurales tuvo una correlacion lineal con la concentracion de carbén activado y
el tiempo de contacto. Por lo tanto, la mayor concentracion de carbon activado 5% (p/v) y tiempo de
contacto de 1 h logré remover el 100%.

A continuacion, se evalué la produccion de hidrégeno a partir de hidrolizados acidos con diferente
contenido de inhibidores (acido acético, furfural), se encontré que el acido acético tuvo un mayor
efecto inhibitorio sobre la produccién de hidrégeno que los furfurales.

Finalmente se evalu6 la produccién de H» en un reactor UASB usando como sustrato hidrolizados
acidos destoxificados a tres cargas organicas (9.5, 13.0 y 20.0 g carbohidratos/L-d). Se obtuvo una
produccion de H, en forma de campana, siendo la carga organica media con la que se generd una
mayor productividad (71 mL H./L-d) y en la carga orgénica alta la produccion de H, se disipo.
Este comportamiento estuvo relacionado con la comunidad microbiana, la mayor produccién de
hidrégeno estuvo relacionada con la presencia de Bacillus y Clostridium, mientras que a la carga
organica més alta hubo una mayor abundancia de Lactobacillus.
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7.1 ANEXO 1. Analisis estadisticos

Tabla 7.1 Pruebas estadistica ANOVA para evaluar el efecto de la dilucion y destoxificacion sobre
los rendimientos (p>0.05).

Analisis de varianza

Fuente GLD SC MC Prueba- F | Prueba-P
Concentracion 8| 0.4615 0.057688 12.39 0.001
Error 9 0.0419 0.004656

Total 17| 0.5034

Tabla 7.2 Prueba estadistica de Tukey para evaluar el efecto de la dilucion y destoxificacion sobre
los rendimientos (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N |Medias| Agrupacion
4.2 DT 2 | 0785 |A
6 DT 2 | 0695 |A|B
4.2 SD 2 | 0665 |A|B|C
4.2 D 2 059 |A|B|C|D
6 SD 2 | 0555 |A|B|C|D
6 D 2 0.47 B|C|D|E
9 D 2 | 0.405 C|D|E
9 DT 2 | 0.375 D|E
9 SD 2 0.26 E

Tabla 7.3 Prueba estadistica ANOVA para evaluar los efectos de dilucién y destoxificacion sobre

la produccién maxima (p>0.05).

Analisis de varianza

Fuente GDL SC MS Prueba -F | Prueba- P
Concentracion 8 82335 10292 8.92 0.002
Error 9 10389

Total 17 92724
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Tabla 77.4 Prueba estadistica de Tukey para evaluar el efecto de la dilucién y destoxificacién sobre
la produccién maxima (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento |N | Medias | Agrupacion
9 DT 2 | 5075 |A
6 DT 2 474 |A |B
9 D 2 458 |A |B
6 SD 2 | 4255 |[A |[B |C
4.2 SD 2 | 3595 B |C
6 D 2 | 3535 B |[C
4.2 DT 2 | 3475 B |C
9 SD 2 322 C
4.2 D 2 | 3125 C

Tabla 78.5 Prueba estadistica ANOVA para evaluar los efectos de dilucion y destoxificacion sobre
la velocidad de produccion (p>0.05).

Analisis de varianza
Fuente GDL SC MC Prueba- F | Prueba- P
Concentracion 8 325294 40662 2.84 0.07
Error 9 128782 14309
Total 17 454076

Tabla 7.6 Prueba estadistica Tukey para evaluar los efectos de dilucion y destoxificacion sobre la
velocidad de produccién (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento | N | Medias | Agrupacion

4.2 SD 2 | 7395 |A

9 D 2 645 |A B
4.2 DT 2 642 |A B

6 SD 2 594 |A B

6 D 2 586 |A B

6 DT 2 532 |A B
4.2 D 2 | 4645 |A B

9 DT 2 | 4175 |A B

9 SD 2 265 B

47



7.2 ANEXO 1.2

Tabla 7.7 Prueba ANOVA para evaluar los rendimiento entre los hidrolizados sin tratamiento, con
tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50 °C a una
concentracion de 4.2 g/L (p>0.05).

Anadlisis de varianza
Fuente GDL SC MC Prueba F | Prueba-P
Concentracion 2 0.03870 0.01935 1.83 0.302
Error 3 0.03170 0.01057
Total 5 0.07040

Tabla 7.8 Prueba TUCKEY para evaluar los rendimiento entre los hidrolizados sin tratamiento,
con tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50 °C a una
concentracion de 4.2 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias | Agrupacion
4.2 DT 2 0.785 A
4.2 SD 2 0.6650 |A
4.2 DT 2 0.5900 |A

Tabla 7.9 Prueba ANOVA para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 4.2 g/L (p>0.05).

Analisis de varianza
Fuente GDL SC MC Prueba- F | Prueba- P
Concentracion 2 77758 38879 1.51 0.352
Error 3 17227 25742
Total 5 154985

Tabla 7.10 Prueba TUCKEY para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 4.2 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias | Agrupacion
4.2 SD 2 739.5 A
4.2 DT 2 642.0 A
4.2 DT 2 464.5 A
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Tabla 7.11 Prueba ANOVA para evaluar el efecto del rendimiento entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 6 g/L (p>0.05).

Analisis de varianza
Fuente GDL SC MC Prueba- F | Prueba- F

Concentracion 2 0.051633 0.025817 18.01 0.021
Error 3 0.004300 0.001433
Total 5 0.055933

Tabla 7.12 Prueba TUCKEY para evaluar el efecto del rendimiento entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 6 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias Agrupacion
6 DT 2 0.6950 |A
6 SD 2 0.55500 |A B
6 DT 2 0.4700 B

Tabla 7.13 Prueba ANOVA para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacién a 50
°C a una concentracion de 6 g/L (p>0.05).

Andlisis de varianza
Fuente DF SC MC Prueba- F | Prueba- P
Concentracion 2 4674 2337 0.14 0.877
Error 3 51109 17036
Total 5 55783

Tabla 7.14 Prueba TUCKEY para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 6 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias Agrupacién
6 SD 2 594.5 A
6 D 2 586 A
6 DT 2 532 A
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Tabla 7.15 Prueba ANOVA para evaluar el efecto del rendimiento entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 9 g/L (p>0.05).

Analisis de varianza

Fuente GDL SC MC Prueba -F | Prueba- P
Concentracion 2 0.023433 0.011717 5.96 0.09
Error 3 0.0059 0.001967

Total 5 0.029333

Tabla 7.16 Prueba TUCKEY para evaluar el efecto del rendimiento entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacion a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 9 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias Agrupacion
9 D 2 0.405 A
9 DT 2 0.375 A
9 SD 2 0.26 A

Tabla 7.17 Prueba ANOVA para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacién a 50
°C a una concentracion de 9 g/L (p>0.05).

Andlisis de varianza
Fuente GDL SC MC Prueba- F | Prueba- P
Concentracion 2 146275 73137.5 491.41 0.000
Error 3 446 148.8
Total 5 146721

Tabla 7.18 Prueba TUCKEY para evaluar el efecto de la velocidad entre los hidrolizados sin
tratamiento, con tratamiento de destoxificacién a 25 °C y con el tratamiento de destoxificacion a 50
°C a una concentracion de 9 g/L (p>0.05).

Concentracion | Tratamiento N Medias Agrupacién
9 D 2 645 A
9 DT 2 417 B
9 SD 2 265 C
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