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Resumen

El presente estudio evalud la digestién anaerobia en condiciones termofilicas de un
efluente de biorrefineria lignocelulésica (EBL). Se estudié la aclimatacién y la
actividad del indculo, el efecto de la carga organica y el tiempo de residencia en el
desempefio del reactor, asi como los cambios en la comunidad microbiana. Se
obtuvo un lodo termofilico aclimatado al efluente a los 60 dias. Se obtuvieron una
produccion maxima de metano de 0.4 NL CHa /L dia y un rendimiento de 167.1 NL
CHa/ kg DQO removida @ una C.O. de 8.5 kg DQO/ m? d. Los resultados obtenidos
demostraron una baja actividad metanogénica con respecto a otros lodos
anaerobios termofilicos, esto se debe posiblemente a la presencia de compuestos
fendlicos en el efluente que presentaron un efecto inhibitorio. Los resultados de
secuenciacion del gen 16s indicaron un cambio en la comunidad microbiana
derivado de la presencia del EBL. Los 6rdenes de arqueas predominantes fueron
Methanobacteriales y Methanosarcinales. Se obtuvo evidencia sobre el rol clave del

orden MSBL9 para la digestién anaerobia termofilica del EBL.

10
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Abstract

The present study evaluates thermophilic anaerobic digestion (TAD) of
Lignocellulosic Biorefinery Wastewater (LBWW). The acclimation and activity of the
inoculum, the effect of the organic loading rates and residence time on the reactor
performance and changes on the microbial community were studied. An acclimated
thermophilic inoculum adapted to the effluent was obtained at 60 days. Maximum
methane production rate of 0.4 NL CHa4/ L day, and a yield of 167.1 NL CH4/ kg COD
removed were obtained at OLR of 8.5 kg COD/ m® d. Results obtained demonstrated
a low methanogenic activity respect other thermophilic sludges, this suggest an
inhibitory effect due to the presence of phenolic compounds on LBWW. 16s RNA
sequencing indicated a shift in the microbial community due the presence of the
LBWW. The predominant archaea orders were Methanobacteriales and
Methanosarcinales. Results obtained support a key role of MSBL9 order on TAD of
LBWW.

11
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1. Introduccién

Mientras la demanda de energia global aumenta, se espera que la cantidad de
combustibles consumidos mundialmente se incremente junto con el uso de energia
de fuentes fosiles, la cual ocasiona un impacto dafino en el ambiente (Rodionova
etal.,, 2017). Debido a esto, se han buscado diversas alternativas para generar
combustibles, siendo la biomasa la Unica fuente rica en carbono disponible ademas
de las fosiles (Ghatak, 2011).

La biomasa lignocelulésica es el recurso mas abundante de la tierra,
teniendo el potencial de una fuente de energia renovable, sin embargo, su
conversién en biocombustibles y productos de valor agregado representa un gran
reto debido a su complejidad estructural (Patel y Shah, 2021). Ademas, su
transformacién a través de una biorrefineria genera aguas residuales que

representan un potencial riesgo ambiental.

El disefio de sistemas de tratamiento de aguas residuales, especificamente
para las biorrefinerias lignocelulésicas es un area de estudio emergente. El
tratamiento de este tipo de aguas juega un papel fundamental en el desarrollo
comercial de las biorrefinerias lignocelulosicas. Mas importante, se ha demostrado
gue su tratamiento y la recuperacion de recursos, representa una forma integral ya
gue puede reducir el consumo de materias primas, como el gas y el agua (Tobin
et al., 2020).

El presente trabajo tiene como objetivo principal el evaluar la produccién de
metano en condiciones termofilicas (55°C), a partir del efluente generado en las
diferentes plataformas de produccién de bioetanol bajo el concepto de biorrefineria
lignoceluldsica. En la primera parte del trabajo, se realiza un analisis del arranque
de un reactor anaerobio y su aclimatacion al efluente. En la siguiente etapa del
proyecto, se estudia la produccion de metano durante la operacién en continuo del
reactor. Finalmente, se hace un analisis de la comunidad microbiana durante toda

la operacion del reactor anaerobio termofilico.

12



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM'

2. Marco teorico

2.1. Los biocombustibles

Los biocombustibles se obtienen a partir de la biomasa (que es la materia
constitutiva de los seres vivos, sus excretas y sus restos no vivos) con mayor o
menor grado de procesamiento (Alberto etal.,, 2016). Los biocombustibles se
dividen en dos grupos: biocombustibles de primera generacion, los cuales son
producidos a partir de biomasa que es alimenticia (por ejemplo, el maiz). Por otro
lado, se encuentran los biocombustibles avanzados (también conocidos como de
segunda y tercera generacién) que utilizan como materia prima biomasa no
alimenticia (Figura. 2-1), tales como materiales lignocelulésicos (como el bagazo de
cafa, el rastrojo, y residuos agroindustriales) y biomasa de cultivos dedicados

(como pastos vegetales o algas) (Fiorese et al., 2013).

Tecnologias de

Materia prima Intermediarios . Combustibles
conversion
. »  Bio-alcoholes
Fermentacion
—  Azucares — ™
Lignocelulosa Syngas/ bio-crudo — » Biocombustibles
sintéticos
Mejoramiento
) catalitico
Biomasa algal —»  Crudo ——
> Biodiesel

Figura. 2-1. Rutas de conversién de la lignocelulosa (Oh et al., 2018).

Los biocombustibles tradicionales cuentan con una gran cantidad de
desventajas que estan relacionadas con el tipo de materia prima. Esto se ve
reflejado a nivel econdémico, donde los costos de produccién de biodiesel y etanol a
partir de cereales o raices son mas altos que el costo de la gasolina o el Diesel

(Hamelinck y Faaij, 2006). El precio del etanol de primera generacion hasta 2020 ha

13
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estado entre 47-54 EUR/MWh, mientras el precio del crudo ha sido de 19-30
EUR/MWh. Sin embargo, los procesos basados en residuos tienen el potencial de
ser competitivos en costos con los precios de los combustibles fosiles,
principalmente por la reduccion de costos de la materia prima (Saddler et al., 2020).
Por esta razén, los biocombustibles avanzados son considerados como una
solucion prometedora al problema del incremento de la demanda de los

biocombustibles a nivel global (Oh et al., 2018).

2.1.1. Biocombustibles liquidos avanzados

Los biocombustibles avanzados son aquellos obtenidos a partir de materiales
lignocelulésicos y otros residuos agroindustriales. Estos materiales estan
compuestos principalmente de celulosa y hemicelulosas, unidas a un polimero
aromatico (lignina) lo que hace a la estructura robusta y compleja. Otros
componentes que se encuentran en menor cantidad pueden ser proteinas, lipidos y
cenizas (Ballesteros et al., 2018). De los residuos lignocelul6ésicos se pueden
obtener un amplio rango de productos, tales como azucares, compuestos fendlicos,
entre otros (Bilal et al., 2017).

La tecnologia para la produccion de biocombustibles avanzados esta basada
en procesos enzimaticos y de microorganismos que producen azucares a partir de
biomasa y que pueden ser convertidos a alcohol y otros compuestos quimicos de
interés (Figura 2-1). Valdez-Vazquez y Sanchez (2018) propusieron una linea de
produccion de biocombustibles liquidos y gaseosos a partir de biomasa

lignocelulésica como se muestra en el siguiente esquema:

14
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Biomasa lignocelulsica

Sélidos | ‘ xilano ‘ ‘ Lignina ‘ celulosa

I I
1) Hidratacion | |

A4
- ll) Fermentaci -
Azicares 5Cy 6C [Imaaesey ) Fermentacion Azicares 6C
obscura

e Acetona

butirato
Butanol

Etanol

l IV) Digestion

V) Separacién

v v
VI) Cogeneracion

Figura 2-1. Procesos en una biorrefineria para la produccion de biocombustibles
liquidos de segunda generacién (Valdez-Vazquez y Sanchez, 2018).

2.1.2. Biorrefinerias lignoceluldsicas

Las biorrefinerias se pueden describir como una ruta de conversion, a través de
procesos o “plataformas”, de materias primas de biomasa a productos. El concepto
de biorrefineria se ha ido popularizando para la elaboracion de un amplio espectro
de bioproductos con menores repercusiones socioeconomicas y ambientales en

comparacion con las refinerias basadas en petréleo (Parajuli et al., 2015).

Bajo este concepto de biorrefineria, es posible obtener diversos productos
quimicos y energia, a través del refinamiento de materiales lignocelulésicos (Liguori
y Faraco, 2016). Las biorrefinerias lignoceluldsicas utilizan la biomasa
lignocelulésica como base. En una biorrefineria lignocelulésica, los carbohidratos
de la biomasa son convertidos a azucares, llamadas azucares celuldsicas, ademas
de la valorizacion de la lignina. (Chandel et al., 2018). Existen dos principales
tecnologias de conversion que son utilizadas para la valorizacion de lignocelulosa 'y
qgue pueden ser clasificadas como bioquimica y termoquimica (Figura 2-2). La
primera involucra la hidrdlisis de carbohidratos a azucares solubles, seguida de una
fermentacion microbiana, mientras que la ruta termoquimica involucra combustion,

pirolisis, gasificacion o torrefaccion (Hassan et al., 2019).

15
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Recuperacién de producto

termoquimica

Figura 2-2. Diagrama simplificado de los procesos de biorrefineria (Azapagic, 2014).

Las biorrefinerias lignocelulésicas tienen el potencial de convertirse en
fuentes sustentables de productos, sin embargo, la naturaleza recalcitrante
inherente de la lignocelulosa agrega cierta complejidad y costos para lograr una
escala comercial completa (Usmani et al., 2021). Entre estos desafios, se encuentra
el adecuado tratamiento de las aguas residuales generadas durante la conversion

de la biomasa lignocelulésica.

2.1.3. Aguas residuales de biorrefinerias lignoceluldsicas

Como cualquier proceso industrial, la produccién de biocombustibles genera aguas
residuales que pueden ser dificiles degradar (Clark y Deswarte, 2015). Las aguas
residuales de biorrefinerias pueden contener carbohidratos residuales y otros tipos
de materia orgéanica que ofrecen una potencial fuente de energia (Ragauskas et al.,
2006). Entre los residuos de una biorrefineria lignoceluldsica, se encuentran:
residuos del proceso de pretratamiento; residuos del proceso de fermentacion; ricos
en acidos grasos volatiles (acetato y butirato) asi como un decantado (Figura 2-3),
al cual se le conoce como agua residual de destilacion, mosto o vinaza (Buitron,
Hernandez-Juérez, et al., 2019; Sanchez et al., 2017; Wilkie et al., 2000).

16



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM

Azlicares C5 + (= Productos
de valor
agregado

Agua | Enzimas

Biomasa . . . Pre-tratamiento oy e - . L Procesos de valoracion
- . . Acondicionamiento . P Hidrolisis enzimatica s .
lignocelulésica hidrotérmico y refinamiento

A

Aguas

Aguas residuales

residuales

—

Solidos
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SOid 0§ . —
calor y energia
\
[

Figura 2-3. Diagrama de bloques de las salidas de residuos y aguas residuales dentro
del concepto de biorrefineria lignocelulésica (Ruiz et al., 2020).
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Estos residuos se caracterizan por tener altos niveles de materia organica en
forma de &cidos organicos, sin embargo, su contenido de nitrégeno y fésforo es bajo
(Tabla 2-1) (Christofoletti et al., 2013). Los residuos de biorrefinerias pueden
contener compuestos fitotoxicos, antibacteriales y recalcitrantes. Estos compuestos
pueden ser compuestos fendlicos y furfurales, los cuales pueden afectar

negativamente el crecimiento de microorganismos (Parsaee et al., 2019).

Se ha reportado en la literatura, que la etapa de pretratamiento juega un
papel fundamental para un adecuado aprovechamiento de la biomasa
lignocelulésica, sin embargo, una de las principales desventajas relacionadas a esta
es la generacion de compuestos, derivados de la degradacion de azucares o de la
lignina, que puede inhibir la actividad enzimatica de otros procesos de la
biorrefineria (Liguori y Faraco, 2016). Entre los compuestos inhibitorios generados
en esta etapa se encuentran: Compuestos fendlicos como la vainillina, 4-
hidroxibenzaldehidom 4&cido 4-hidroxibenzoico, coniferil aldehido, alcohol

dihidroconifenilico, asi como diversos acidos fendlicos (Patel y Shah, 2021).

17
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Tabla 2-1. Caracteristicas fisicoquimicas de diferentes tipos de vinazas residuales.
Residuo DQO total  Sdlidos N total P total pH Referencia
(mglL) suspendidos (mg/L) (mg/L)
totales (SST)
(mg/L)
Vinaza de Moraes et al.,
produccion de 2015
bioetanol 421 600 606 100 300 100.5 5.6

Vinaza cruda de
bioetanol de cafia 45 000 41 300 470 170 45 Barros et al., 2016

Vinaza de cafia de

azlcar 163 375 54 250 2000 75 4.11 Parsaee et al.,
2019

Vinaza de residuos

lignocelulésicos 61 300 ND 2787 28 5.35 Wilkie et al., 2000

Vinaza de melazas 27 800 30 800 244 9.2 4.2 Cabrera-Diaz

de cafia etal., 2017

Existe también evidencia de la ocurrencia de un tipo de reaccién de Maillard
en procesos de pretratamiento hidrotérmico de biomasa. Esta reaccion ocurre a
temperaturas superiores a los 120°C y presiones mayores a 2 atm y es causada por
la reaccidn de grupos amino presentes en las proteinas, las cuales reaccionan con
el grupo carbonilo presente en carbohidratos Figura 2-4. Los productos de esta
reaccion son los responsables del caracteristico color marrén en diversos
productos(Peterson et al., 2010).
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Figura 2-4. Ruta general de las reacciones de Maillard (Peterson et al., 2010).

2.2. Procesos anaerobios termofilicos para la produccion de metano
a partir de aguas residuales

El tratamiento anaerobio de aguas residuales es una de las tecnologias mas
robustas en el mundo, siendo una opcién sustentable debido a su bajo consumo
energético, la posibilidad de producir energia, asi como disminuir las emisiones de
efecto invernadero. Estos elementos van de la mano con el concepto de una

produccion integral en el marco de las biorrefinerias (Moraes et al., 2015).

El propésito general de los procesos anaerobios es transformar material
organico complejo en metano (CH4) a través de la conversion biolégica en un
ambiente libre de oxigeno (Parkin y Owen, 1986). En los procesos anaerobios los
aceptores de electrones son diéxido de carbono, compuestos organicos y sulfatos
y sus principales productos son diéxido de carbono (CO2), metano (CH4) y gases
traza tales como sulfuro de hidrogeno (H2S), hidrogeno (H2) y otro subproducto

liquido o semi liquido conocido como digestato (Akunna, 2018).
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Compuestos organicos + nutrientes — Acidos volatiles + alcoholes + H, + CO, + H,S + NH; + células

Acidos volétiles + alcoholes + H, + CO, + nutrientes — CH, + CO, + células

Conceptualmente, el proceso anaerobio de degradacion de la materia
organica, también conocido como digestion anaerobia (DA) puede ser descrita en
cuatro pasos: Hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (Figura 2-5).
La hidrdlisis involucra la ruptura de compuestos poliméricos organicos complejos
tales como carbohidratos, proteinas y lipidos en compuestos monoméricos tales
como aminoacidos, azucares simples y acidos grasos. En la acidogénesis,
diferentes tipos de microorganismos son capaces de degradar estos monémeros en
acidos dicarboxilicos, &cidos grasos de cadena corta, dioxido de carbono, hidrogeno
y otros compuestos organicos. En la acetogénesis los acidos grasos y otras
moléculas son metabolizadas a acetato, dioxido de carbono e hidrogeno por
microorganismos acetogénicos durante el proceso de acidogénesis. Finalmente, la
metanogénesis da paso a la formacion de metano. (Akunna, 2018; Uckun Kiran
et al., 2016).

Polimeros complejos

A cadena larga

el |

Hidrolisis Carbohidratos

Acetogénesis e ]'

Metanogénesis

Figura 2-5 Etapas de la digestién anaerobia (Uckun Kiran et al., 2016) .
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En la metanogénesis, el 70% del metano producido proviene del acido
acético o acetato para producir dioxido de carbono y metano en el proceso conocido

como metanogénesis acetoclastica:
CH;COOH — CH, + CO,

El restante 30% proviene de la reduccién enzimatica del diéxido de carbono

a metano conocida como metanogénesis hidrogenotrofica:

CO, + 4H, — CH, + 2H,0

2.2.1. Procesos anaerobios termofilicos

La temperatura es uno de los parametros clave que afectan los procesos anaerobios
ya que influye en el crecimiento microbiano, la actividad enzimatica, las
caracteristicas del sustrato y, consecuentemente la produccion de metano (Uckun
Kiran et al., 2016). Los sistemas anaerobios para el tratamiento de aguas pueden
ser operados en condiciones psicrofilicas (<20°C), mesofilicas (25°C- 40°C) o
termofilicas (45°C-60°C). Lettinga (1980) y van Lier et al. (1996), comenzaron a
explorar el tratamiento de residuos y aguas residuales en condiciones termofilicas.
De estas y posteriores investigaciones se han observado dos rangos éptimos de
temperatura, con una maxima actividad biologica a los 35°C y a los 55°C como se

observa en la Figura 2-6.
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Psicrofilico Mesofilico Termofilico

Velocidad de biodegradacion

Temperatura (°C)

Figura 2-6. Rangos de temperatura para los procesos de tratamiento anaerobio
(Vandevivere et al., 2003).

La temperatura tiene mucha influencia en las reacciones anaerobias, desde
el punto de vista cinético y termodinamico (Vandevivere et al., 2003). Lin et al.
(1987), realizaron una investigacion en la que determinaron que, en condiciones
termofilicas, la cinética de la reaccién de la metanogénesis se ve favorecida, esto
debido al incremento en la tasa de crecimiento especifica maxima (Umax.), asi como
una disminucion en la constante media de velocidad de degradacion (Ks) (Figura
2-7). Figueroa-Gonzalez et al. (2018) obtuvieron un incremento en la tasa de
produccion de metano, asi como un mayor volumen de metano producido, al
estudiar el efecto de la temperatura sobre la produccién de metano. Las condiciones
termofilicas también incrementan la actividad enzimatica en los procesos
anaerobios. R. Liu et al. (2021) observaron un incremento en la concentracién de
coenzimas, asi como una mayor actividad enzimatica relacionadas con la formacién

de acetato y metano en condiciones termofilicas.
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Figura 2-7. Relacion de las constantes cinéticas de crecimiento bacteriano con la
temperatura (Lin et al., 1987).

Termodindmicamente, las reacciones quimicas y bioquimicas en digestion
anaerobia se llevan a cabo a velocidades mayores a temperaturas altas Tabla 2-2.
Efecto de la temperatura en la energia libre de Gibbs de las diferentes
reacciones involucradas en la metanogénesis En la Tabla 2-2 se puede

observar como la temperatura afecta la energia necesaria para llevar a cabo las
reacciones en la metanogénesis:

Tabla 2-2. Efecto de la temperatura en la energia libre de Gibbs de las diferentes reacciones
involucradas en la metanogénesis (van Lier, 1995)

Reaccién AG, 25°C  AG,55°C

(KJ/ mol)  (KJ/ mol)
Acetato + H2O ——» HCOs + CHa -31.0 -34.7
Butirato + 2H20 —» 2 Acetato + H* + 2H> +48.1 +37.9
Propionato + 3H.0— Acetato + HCO3z™ + H* + 3H2 +76.1 +62.3
Glucosa + 3H20—» 2 HCOs + 2 Acetato + 2 Propionato + 6H* + 2H2 -610.5 -641.2
4H2+ HCOs + H* —» CHs+ 3 H20 -135.6 -122.5

La mayoria de las reacciones de degradacién de materia organica en

termofilia requieren menor energia para llevarse a cabo, lo que resulta en una
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digestion anaerobia mas rapida (van Lier, 1995). De igual manera, el incremento en
la temperatura aumenta los coeficientes de difusion de hidrogeno, lo cual es un paso
importante durante la transferencia de electrones entre especies formadoras y
consumidoras de estos compuestos, y que determinan la tasa de conversion de

estos a metano (Stams, 1994).

2.2.2. Microbiologia de los procesos anaerobios termofilicos

La digestion anaerobia es un proceso bioquimico complejo que consiste en una
serie de reacciones consecutivas e interactivas llevadas a cabo por una gran
cantidad de microorganismos, los cuales tienen distintas tasas de crecimiento y que
son sensibles a las distintas condiciones ambientales a las que se encuentran
(Uckun Kiran etal.,, 2016). Este proceso es el resultado de la interaccién de
microorganismos altamente especializados, entre organismos degradadores de
macromoléculas y organismos productores de metano como se observa en la Figura
2-8.

En la digestiébn anaerobia para la produccion de metano los organismos
hidroliticos producen enzimas extracelulares que convierten los biopolimeros en
monomeros para degradarlos a hidrégeno, CO:2 y acidos grasos volatiles (AGV).
Estos AGV son utilizados por bacterias reductoras, las cuales forman acetato,
hidrogeno y diéxido de carbono. Finalmente, los metandgenos ocupan la posicion
terminal de la cadena, cuyo sustrato de este Ultimo grupo esté limitado a tres: Hz,
compuestos metilados (metanol, mono metilaminas y otros compuestos de un solo
carbono) y acetato. Cada organismo en la cadena tiene requerimientos especificos
de sustrato y no pueden crecer sin las bacterias de las fases previas. (Kotsyurbenko,
2010).
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Figura 2-8. Esquema de las interacciones tréficas de las comunidades microbianas
anaerobias para la degradacién de materia organica (Kotsyurbenko, 2010).

Los organismos involucrados en los procesos anaerobios actian de manera
sintrofica, en donde existe una interaccion en la cual dos tipos de organismos con
diferentes metabolismos estan vinculados por la necesidad de mantener un
intercambio de metabolitos entre ambas partes para hacer la reaccion factible
(Figura 2-9). En los procesos anaerobios esta cooperacion se basa en la
transferencia de hidrogeno y acetato de las bacterias fermentativas a las arqueas
metanogénicas para hacer la degradacion de sustratos termodinAmicamente
favorable (Sieber et al., 2010).

Los primeros reportes de organismos metanogénicos a altas temperaturas
fueron realizados por Zeikus y Wolfe (1972). En reactores anaerobios termofilicos,
van Lier et al. (1993) y Schmidt y Ahring (1995) realizaron los primeros reportes
acerca de los organismos metanogénicos termofilicos, asi como el efecto de la
temperatura sobre los granulos anaerobios. Desde entonces, se han encontrado
géneros y especies de 5 oOrdenes distintos capaces de utilizar los diferentes

sustratos para la produccién de metano en condiciones termofilicas (Tabla 2-3).
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Figura 2-9. Descripcién de la ruta metabdlica de la metanogénesis, los rayos azules
representan bacterias, los soles verdes representan arqueas. (Jia et al., 2017).

La mayor parte de las especies de arqueas termofilicas reportadas en la
literatura son organismos quimio autétrofos que utilizan exclusivamente el Hz y fijan
el COz, con algunas especies que pueden utilizar el formato y otras especializadas
en convertir el metanol y las aminas metiladas. De entre este rango de
metabolismos solo existe una Unica arquea metanogénica acetoclastica termdfila
(Methanosaeta thermophila) mientras Methanosarcina thermophila puede utilizar
acetato, metanol y aminas metiladas junto con el hidrogeno. (Ollivier y Cayol, 2010).
Algunos de los principales géneros reportados en la literatura durante la operacion
de reactores en termofilia han sido Methanoculleus, Methanothermobacter y
Methanosarcina (Tabla 2-3) (Buitrén, Martinez-Valdez, et al., 2019; Ghasimi et al.,
2016; Shi et al., 2018; Wu et al., 2020).

Diversos estudios han demostrado que temperaturas elevadas durante la
operacion de reactores anaerobios tienen un impacto en la abundancia y diversidad
bacteriana. Se ha reportado que el incremento de la temperatura lleva a una
reduccion en la diversidad de especies bacterianas (Buitron et al., 2019; Feng et al.,

2019). Este fendbmeno es atribuido al estrés y falta de adaptacién de ciertos grupos
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de bacterias a esas condiciones de temperatura, lo que lleva a una selectividad
especifica. Ghasimi et al. (2016) observaron una menor diversidad, pero mayor

estabilidad en la comunidad de arqueas metandgenas en condiciones termofilicas.

Tabla 2-3. Géneros y especies encontrados en condiciones termofilicas (Adaptado de Y. Liu, 2010).

Orden Géneros y especies
Methanobacterium Formicicum, ivanovii,
Methanobrevibacter millerae, género
Methanobacteriales Methanothermobacter, género Methanothermus

géneros Methanocaldococcus y, Methanotorris,

Methanococcales Methanothermococcus thermolithotrophicus y
okinawensis

Methanomicrobiales Methanoculleus thermophilicus, Methanolinea tarda.

Methanopyrales M. kandleri

Methanosarcina thermophila, Methanomethylovorans

Methanosarcinales thermophila, Methanosaeta thermophila,
Methermicoccus  shengliensis,  Methanohalobium
evestigatum.

Estos resultados demuestran que la comunidad anaerobia termofilica es
menos diversa en comparacion con su contraparte mesofilica, sin embargo, los
rendimientos en todos los casos han sido mayores lo que sugiere que los

organismos termofilicos son menos diversos pero mas activos.

2.3. Operacion de reactores anaerobios termofilicos

Un biorreactor eficiente tiene como principal objetivo la maxima produccion de
metano, con una maxima carga organica y un minimo tiempo de retencion hidraulica

y que permite una alta eficiencia de remocién compuestos organicos con bajos
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costos de operacion (Fig. 2-10). En los procesos de digestion anaerobia, el disefio
y operacion de los reactores es importante para mejorar la eficiencia y la produccion
de biogas. La eleccion y aplicacion de cada uno de estos sistemas debera basarse
en la caracteristica del efluente. Una correcta seleccion puede mejorar
considerablemente la eficiencia de conversion y tratamiento del efluente (Murphy y
Thamsiriroj, 2013).

Temperatura Alimentacion

(Lote/
semicontinuo/
continuo)

Psicrofilico/
mesofilico/
termofilico

Alta carga
organica

Alta
eficiencia
de ~
remocion Diseno

optimo de

bioreactor

Contenido de
1)

Separacion de
etapas

(Liquidol/

Una o d
Slido) (Una o dos

etapas)

Alto Alta
contenido produccién
de metano de metano

Figura 2-10. Objetivos de un biorreactor eficiente y los factores que influyen en esta
eficiencia (Herrmann y otros., 2018).

Numerosos tipos de biorreactores anaerobios han sido desarrollados para el
tratamiento de aguas residuales los cuales se pueden clasificar de acuerdo con el
tipo de operacion, asi como a la forma la biomasa se encuentra dentro del reactor
(Fig. 2-11).
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Figura 2-11. Tipos de biorreactores para la digestién anaerobia basados en sus
caracteristicas de biomasa(Herrmann et al., 2018).

De entre los distintos tipos de biorreactores el Reactor Anaerobio de Flujo
Ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) es el mas popular para el tratamiento
de distintos tipos de aguas residuales industriales, debido a su alta capacidad de
tratamiento, comparado con otros sistemas (Espafia-Gamboa et al., 2012). Este tipo
de reactor consiste en un tanque en el cual el agua residual es alimentada por el
fondo del mismo, atravesando una capa de biomasa, la cual transforma la materia

orgénica en biogas (Lettinga et al., 1980).

La operacion de biorreactores en condiciones termofilicas ha sido utilizada
debido a sus altas velocidades de reacciéon y los bajos tiempos de retencién
requeridos para llevar a cabo el proceso (Gebreeyessus y Jenicek, 2016), sin
embargo, la operacion en condiciones termofilicas requiere de un minucioso
monitoreo y control debido al riesgo de una irreversible acidificacion debido a la
acumulacion de AGV, asi como a una menor capacidad de amortiguamiento del
sistema (Ryue et al., 2020).
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2.3.1. Tiempo de retencién hidraulica

El tiempo de retencién hidraulica (TRH) se define como el tiempo promedio que el
liquido se mantiene en el reactor antes de ser descargado. Este se puede calcular

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

TRH = %
Q

Donde,
TRH = Tiempo de retencion hidraulica (dia);
V= Volumen del reactor, m3;

Q= Flujo volumétrico del agua residual (m3/dia)

El TRH es directamente proporcional al tamafio del reactor. A mayores
concentraciones de materia organica en el agua residual, es necesario mayor
tiempo del tratamiento. En general las aguas residuales con altos niveles de materia
organica requieren mayores tiempos de retencion debido a la hidrélisis de esta
(Akunna, 2018). Si el TRH es menor que la velocidad de crecimiento, los
microorganismos de lento crecimiento seran lavados del reactor. Al manipular este
valor se puede hacer una seleccion de los organismos que estaran presentes dentro
del reactor lo que puede llevar al enriquecimiento, de igual manera, este parametro
de operacion puede ayudar a promover una sintrofia eficiente entre organismos (O-
Thong et al., 2018).

2.3.2. Carga organica

La carga organica (C.O.) se refiere a la cantidad de materia organica que es
alimentada al reactor por unidad de volumen de trabajo del biorreactor y esta

definida por la siguiente ecuacion:

_Q¢
o=~
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Donde,
CO = Carga organica (kg/ m2 d);
V= volumen del reactor, m3;
Q= Flujo volumétrico del agua residual (m3/d);

C= concentracion de soélidos volatiles (kgsv/m?, kgpgo/m?)

La produccion de biogas por unidad de tiempo incrementa con el incremento
de la carga organica, sin embargo, una sobrealimentacion de carga organica puede
llevar a la excesiva formacién de AGV, lo que a su vez lleva a alteraciones en el
proceso de generacion de biogas al acidificar el medio y finalmente, a una falla
irreversible del mismo. La carga organica es un parametro relevante que depende
de la concentracion de sélidos o materia organica, el volumen del reactor y el flujo

de agua en el reactor (Herrmann et al., 2018).

2.3.3. Acidos grasos volatiles

Los acidos grasos son moléculas organicas que consisten en un carbono unido a
un grupo metilo al final de la cadena y un acido carboxilico en el carbono nimero 1.
(Lépez-Lara y Geiger, 2010). Estos acidos son producidos en la etapa acidogénica
del proceso anaerobio por via fermentativa a través de una serie de reacciones
quimicas catalizadas por distintas enzimas (Figura 2-12) y cuyos productos finales
son sustancias organicas como el acido propionico, acido acético, acido butirico,

etanol y acetona, entre otros (Corrales et al., 2015)

En general, cambios abruptos en las condiciones ambientales en el digestor,
como la composicion del sustrato o la variacion de la temperatura pueden resultar
en una inhibiciébn de la poblacién microbiana metanogénica, lo que lleva a un
incremento en la concentracion de AGV y su posterior acumulacién (Tabatabaei
et al., 2018). Esta acumulacion se genera cuando los metandégenos no pueden
continuar con la degradacion de estos acidos, causando una caida en el pH y la

alcalinidad que a su vez inhibe a estos organismos.(Robles et al., 2018).
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Algunos estudios realizados han encontrado discrepancias en el efecto de la
temperatura sobre la producciéon de AGV. Hao y Wang (2015) obtuvieron un
incremento de hasta 10 veces la concentracion de AGV en reactores termofilicos
debido al incremento de la actividad enzimatica. Contrariamente, Fernandez-
Dominguez et al. (2020) obtuvieron una produccion mayor de estos &cidos en
condiciones mesofilicas debido al incremento en la concentracion de otros
compuestos inhibitorios en termofilia. En termofilia, se ha reportado un efecto
negativo a concentraciones de 8 g/ L de &cidos butirico y propidnico (Mamimin et al.,
2017). Debido a su rapida generacion en condiciones termofilicas, el monitoreo y

control de AGV debe ser un parametro clave.
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Figura 2-12. Ruta metabdlica acidogénica de conversion de moléculas a acidos
grasos volatiles (Zhou et al., 2018).

2.3.4. Alcalinidad

El parametro que controla el pH en la anaerobiosis es la alcalinidad. La alcalinidad
en forma de carbonatos (CO3?) y bicarbonatos (HCOz) neutralizara la acidez el

medio.
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CO, + H,0 & H,CO; & H* + HCO;

H2603 + OH_ = HCO:; + H20

De acuerdo con la ley de Henry, a menor temperatura habra una mayor
cantidad de CO:2 disuelto, lo que propiciard una mayor formacion de carbonato que
le conferira una mayor capacidad de amortiguamiento al sistema (Murphy y
Thamsiriroj, 2013). Es por este motivo que, en condiciones termofilicas, la
capacidad de amortiguamiento del sistema puede llegar a ser menor, lo que lleva a
una mayor sensibilidad a cambios en el pH, afectando negativamente la produccion
de metano. La disminucién en la capacidad de amortiguamiento ha sido relacionada

con la inestabilidad en reactores anaerobios.

La termofilia tiene el potencial de proveer ciertas ventajas en la operacion de
reactores anaerobios. Abd Nasir etal. (2019) observaron un aumento en la
productividad de metano con la reduccion del TRH en reactores SBR termofilicos.
de La Rubia et al. (2006) reportaron un incremento en la capacidad de reactores
UASB a soportar mayores cargas organicas en termofilia. Mismo fendémeno
reportaron Castrillon et al. (2002)en reactores CSTR. Ramos y Silva (2020)
observaron un incremento en la capacidad de carga organica de 12 a 21.6 kgDQO
m-=3dia! en un sistema de dos etapas operado en condiciones termofilicas. Wu et al.
(2020) encontraron un mejor desempefio en la produccion de metano, con un
incremento del 18% con respecto a condiciones mesofilicas. Cavinato et al.(2013)
obtuvieron mejor desempefio en reactores termofilicos para tratar lodos residuales
y demostraron que, a pesar de requerir mayor gasto energético, ésta se ve

compensada con el incremento en la produccién de biogas.

Dentro de los inconvenientes en la operacion de reactores en termofilia se ha
encontrado la necesidad de ajustes continuos en el pH (Bayr y Rintala, 2012) asi
como incrementos en las concentraciones de acidos grasos volatiles (Moset et al.,
2014) los cuales pueden tener efectos inhibitorios en reactores anaerobios.
También se ha observado una reduccion en la eficiencia de remocion de materia

organica (Castrillén et al., 2002).
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2.4. Produccion termofilica de metano a partir de vinazas y efluentes
de biorrefinerias.

Como se menciond anteriormente, el estudio de efluentes de biorrefinerias
lignocelulésicas para la produccion de biocombustibles liquidos ain se encuentra
en etapas de desarrollo. Sin embargo, existe una gran variedad de estudios
realizados sobre el tratamiento de efluentes en termofilia de la produccion de alcohol
en destilerias, asi como algunos estudios sobre efluentes de biorrefinerias de
primera generacion, los cuales comparten ciertas caracteristicas con los efluentes

lignoceluldsicos.

Durante los afios 80 y 90, se realizaron los primeros estudios en termofilia a
partir de efluentes de destilerias. Wiegant et al. (1985), Souza et al. (1992) y Harada
et al. (1996) fueron los primeros en evaluar la produccion de metano en reactores
UASB a 55°C. Estos se caracterizaron por tener altas capacidades de carga
organica, como se observa en lo reportado por Souza et al. (1992) con cargas
organicas de hasta 25 kg DQO/ m2 d. Por lo que quedd demostrada la factibilidad
para utilizar la digestion anaerobia termofilica como tratamiento de vinazas. Los
estudios mas recientes sobre el tratamiento de vinazas se han centrado en aquellos
efluentes de biorrefinerias de primera generacién (Tabla 2-4); principalmente

productoras de bioetanol a partir de cultivos como la cafia, el maiz, entre otros.

Intanoo et al. (2014) realizaron un estudio sobre la produccion en termofilia
de metano, a partir del efluente de la produccion de bioetanol con yuca, obteniendo
una maxima produccion de metano de 164 NmL CH4/ g DQO. Djalma Nunes Ferraz
Janior et al. (2016) demostraron la factibilidad de un proceso anaerobio termofilico
para la produccion de metano a partir del efluente de una biorrefineria de cafia;
Albuquerque et al. (2019) realizaron un estudio en termofilia a partir de este tipo de
efluentes, en un reactor SBR, con producciones cercanas a los 350 mL de CHa4/
gDQO vy eficiencias de remociéon cercanas al 90% de los carbohidratos presentes

en el efluente.
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Tabla 2-4. Estudios realizados con vinazas en condiciones termofilicas
Alimentacién Configuraciéon ~ Temperatura  Carga TRH Produccion Productividad Eficiencia  Referencia
de reactor organica maxima de de metano de
(d) metano remocion
(kg DQO (m*CHsm3d) (%)
m? d) (NMLCHa
gDQO)
Vinaza a
partir de UASB 55°C 17 2 155 0.63 76 Kaparaju et al.,
rastrojo de 2010
trigo
Vinaza a UASB-UASB 55°C 25 ND 165 0.56 86 Intanoo et al.,
partir de 2014
yuca
Vinaza partir UASB 55°C 25 ND 253 2.2 63 Djalma Nunes
de bagazo Ferraz Janior et
de cafia al., 2016
Vinaza de UASB-STBR 55°C 30 2 329 2.28 84 Fuessy etal.,
cafa de 2017
azlcar
Vinaza de aSSBR 55°C 26 ND 407 7 82 Albuquerque et
produccién al., 2019
de bioetanol
Vinaza de aFBR-aFBR 55°C 21.6 ND 260 5.57 70 Ramos y Silva,
cafa de 2020

azlcar

Existen en la literatura algunos trabajos centrados en efluentes de biorrefinerias
lignoceluldsicas. Kaparaju et al. (2010) investigaron la digestion anaerobia termofilia
de vinazas a partir de rastrojo de trigo, encontrando que la concentracion del
sustrato y la carga organica influyen en el desempefio del reactor. Buitron,
Hernandez-Juarez, etal. (2019) demostraron que es factible la produccion de
metano a partir de los residuos provenientes de la produccién de bioetanol a partir
de diferentes biomasas lignoceluldsicas, sin embargo, también observaron un bajo

porcentaje de biodegradabilidad debido a un efecto inhibitorio.

Existe en la literatura una falta de informacion sobre el tratamiento de los
efluentes de biorrefinerias lignoceluldsicas, asi como su efecto en los lodos
anaerobios termofilicos y la comunidad microbiana de estos. Debido a esto, es
necesario continuar explorando esta areay cerrar la brecha de conocimiento de este
tipo de efluentes, toda vez que la produccién de biocombustibles a partir de este

tipo de biomasa muestra ser el futuro en este campo.
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3. Hipotesis

La aplicacién de un proceso termofilico propiciara una alta produccién de metano,
asi como de remocion de materia organica de un efluente de biorrefineria

lignocelulGsica, debido a una alta actividad metanogénica del lodo anaerobio.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la produccibn de metano a partir de un efluente de biorrefineria
lignocelulésica productora de biocombustibles liquidos por medio de un reactor
anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente operado en condiciones

termofilicas.

4.2. Objetivos particulares

1. Determinar la carga organica y TRH, que maximicen la produccién de
metano, asi como el desempefio de la degradacion de materia organica del
efluente.

2. Evaluar el efecto del efluente lignocelulésico sobre la actividad metanogénica
especifica de un lodo anaerobio termofilico.

3. Evaluar el efecto del efluente lignoceluldsico, sobre la composicion vy
diversidad de la comunidad microbiana en un reactor anaerobio termofilico.
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Para cumplir con los objetivos establecidos en este trabajo se plantea llevar a cabo

una estrategia experimental como se muestra en el siguiente esquema:

/

\

oDemanda quimica de
oxigeno.

opH

oSélidos totales y
volatiles.

oCarbohidratos

oAcidos grasos volatiles

oContenido de
Nitrégeno.

oOtros compuestos de

interés
aracterizacion del
fluente de
jorrefineria

rranque del

eactor

oAclimatacién de
lodo a condiciones
termofilicas

oSucesién ecolégica
de microorganismos
termofilicos

oAdaptacion de
microorganismos al
sustrato

Figura 5-1. Etapas experimentales.

/

olncremento de la
carga organica al
reactor

oCaracterizacién de la
comunidad
microbiana en el
reactor.

oEvaluacion de la
actividad
metanogénica

igestion

naerobia en

\

ermofilia

Inicialmente, se llevo a cabo la caracterizacion del agua residual a utilizar, en

este caso procedente de un efluente del proceso de produccion experimental de

bioetanol a partir de residuos lignocelulésicos. En la siguiente etapa se llevo a cabo

la puesta en marcha del reactor anaerobio: Se llevo a cabo el arranque de un reactor

anaerobio de flujo ascendente en condiciones termofilicas (55°C). Al obtener una

biomasa aclimatada a las condiciones de temperatura y al sustrato a evaluar, se

llevé a cabo la parte experimental con la evaluacion de las distintas condiciones de

operacion (carga organica y TRH) en el reactor. Finalmente, se llevo a cabo la

evaluacion de la comunidad microbiana y su actividad metanogénica.
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5.1. Caracterizacion del efluente

El efluente por tratar es generado en un proceso experimental de biorrefinacion de
residuos lignoceluldsicos agroindustriales (pajas de maiz, trigo, cafia 'y agave) en el
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados (CINVESTAV) Guadalajara. Estos
residuos son secados, molidos y pretratados con explosién de vapor saturado a
150°C. Durante este proceso se realiza la separacion de la celulosa, quedando un
residuo solido rico en hemicelulosa y otros compuestos (Aguilar y colaboradores,
2018) . La fraccién liquida obtenida de esta etapa es utilizada en el proceso de

fabricacion de etanol. Parte del hidrolizado no es utilizado y queda como residuo.

Tabla 5-1. Analisis de laboratorio realizados para la caracterizazcion del efluente

Parametro Método

DQO Colorimétrico HACH, rango alto
Determinacion de sélidos Gravimeétrico estandar (APHA, 2017)
Carbohidratos totales Colorimétrico (Dubois et al., 1956)
AGV Cromatografia de gases

Fenoles totales Colorimétrico (Folin- Ciocalteu)

Hidorximetilfurfural (HMF) y Cromatografia de Liquidos de Alta Eficacia
Furfural (HPLC)

Nitrégeno total Colorimétrico HACH

Este residuo fue utilizado en el estudio. El residuo, de color caramelo, es una
mezcla, de material sélido (paja muy fina), azucares, lignina y otros compuestos de
la reaccion de la hidrdlisis térmica. Se obtuvo un lixiviado después de aplicar una

extraccion con agua al residuo de la hidrolisis con el fin de extraer los compuestos
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organicos y separar la paja residual. Para este estudio se utiliz6 una mezcla del
lixiviado de los cuatro tipos de residuos y asi obtener un solo efluente de acuerdo
con lo propuesto por Hernandez-Juarez (2019). Para la caracterizacion de este

efluente se realizaron los analisis de laboratorio reportados en la Tabla 5-1.

5.2. Meétodos analiticos

La demanda quimica de oxigeno total y soluble se determiné por método
colorimétrico (Hatch 435, con un rango de 0 a 15,000 mg DQO/ L). Este proceso se
basa en el pretratamiento de una muestra con &cido sulfarico (H2SOa4) y la oxidacién
de la materia organica mediante un agente oxidante, en este caso dicromato de
potasio (Cr207 2) el cual es reducido al ion cromo 3, (Cr*3) el cual presenta una
coloracién verdosa. Este cambio de coloracion es proporcional a la cantidad de
materia oxidable en la muestra y se cuantifica mediante espectrofotometria en el

rango visible a 620 nm.

La cantidad de soélidos suspendidos totales (SST) y sélidos suspendidos
volatiles (SSV) fue determinada por método gravimétrico estandar (APHA, 2005).
Este método se basa en la retencion de las particulas sélidas en un filtro de fibra de
vidrio con poro de 1,5 um a través del cual se hace pasar una muestra homogénea,;
el residuo que queda retenido se seca a 103-105°C. El incremento en el peso del
filtro representa la cantidad de solidos suspendidos totales en el filtro. La muestra

lleva a 550°C, con lo cual los soélidos volatiles se evaporan.

La cuantificacion de nitrogeno total se determind por método colorimétrico
(Hatch 10072, con un rango 2- 150 mg N/ L) La determinacion de furfurales (Furfural
y Hidroximetilfurfural) se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficacia

(Agilent Technologies, modelo. Infinity II).

La determinacion de carbohidratos totales se determind mediante el método
colorimétrico propuesto por Dubois y colaboradores (1956). Este método se basa
en la reacciéon de azucares simples, oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados,
los cuales son tratados con una solucién de fenol al 5% vy llevados a digestion con
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acido sulfarico concentrado, con lo cual la muestra adquiere una coloracion amarillo-
naranja, la cual puede ser cuantificada posteriormente por espectrofotometria a 480

nm.

La determinacién de fenoles totales se realiz6 aplicando la técnica propuesta
por Marina et al., (2008), basada en el reactivo Folin- Ciocalteu. El método de Folin-
Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico, que
reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotingstico. Estos complejos son convertidos en Oxidos cromégenos de color
azul intenso, de tungsteno (WsOz2) y molibdeno (MosOz2), siendo proporcional este
color al nUmero de grupos hidroxilo de la molécula. Se prepard una disolucion patrén
de acido gélico de 0,1 g/L. Se hicieron diluciones para obtener concentraciones de
0 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L y 5 mg/L para la preparacion de la curva de
calibracion. Se prepar6 una disolucion de carbonato de sodio al 20 %. Se prepar6
una disolucion 1N del reactivo de Folin-Ciocalteu. El contenido de fenoles totales se
determin6 tomando 2 mg muestra, se colocaron en un matraz erlenmeyer y se les
agrego 50 mL de agua destilada y se agit6. Enseguida se tomaron 0,5 mL de cada
una de estas disoluciones y se mezclaron con 0,75 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu dejando en reposo a temperatura ambiente por 5 min después de lo cual
se agregaron 0,75 mL de carbonato de sodio al 20 %. Se agitaron fuertemente para
luego, dejar reposar durante 90 min a temperatura ambiente. Después de este
tiempo se midi6 la absorbancia a 760 nm. Los resultados se reportan como mg

equivalentes a acido galico (mg eq. Ac gal/ L)

La concentracion de éacidos grasos volatiles fue determinada mediante
cromatografia de gases (Agilent Technologies, mod. 7890). El equipo cuenta con un
detector de ionizacién de llama y una columna DB-FFAP de 15 m de longitud (530
Mm x 1 um). La temperatura del inyector y detector se mantienen a 190°C y 210°C,
respectivamente. Se utiliza como gas de acarreo nitrégeno a un flujo de 25 mL/ min.

Las muestras fueron procesadas para obtener una concentracion de acuerdo con la
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curva de calibracién del equipo, la cual mide valores por debajo de los 2000 mg/L.
La muestra diluida se filtra utilizando membranas de nitrocelulosa a 0.45 pm.

La composicion del biogas se determiné mediante cromatografia de gases
(SRI Instruments, mod. 8610C). El equipo cuenta con un detector de conductividad
térmica. El instrumento esta equipado con dos columnas, la primera es una columna
empacada con gel de silice, mientras la otra columna es un tamiz molecular. La
temperatura inicial es de 40°C, que se mantiene asi durante 4 minutos. Después la
temperatura se incrementa hasta 110°C y se mantiene asi por 3 minutos. El gas de

acarreo es nitrogeno a un flujo de 20 mL/min.

5.3. Arranque del reactor anaerobio termofilico

Se utilizdé un reactor anaerobio de lecho de lodos de flujo ascendente (UASB, por
sus siglas en inglés) con capacidad de 2L, operado a 55°C. Para mantener la
temperatura del reactor en condiciones termofilicas se utilizé un intercambiador de
calor en forma de serpentin alrededor de la columna del reactor (Julabo, mod. Corid
CD-BT27). El reactor fue aislado térmicamente con una pelicula de fibra de vidrio y

burbuja de aire, con la finalidad de minimizar la pérdida de calor del sistema.

El reactor fue equipado con un termémetro para monitorear la temperatura
del liquido dentro del reactor, asi como un potenciometro (Vernier) para el monitoreo
en tiempo real del pH. El reactor contaba con un sistema de alimentacion por
bombeo (Cole Palmer, mod. Masterflex L/S Digital Miniflex) y un sistema de
recirculacion por bombeo (Cole Palmer, mod. Easy Load IlI). El volumen de
operacion fue de 1.8 Litros. El reactor fue equipado con un flujbmetro de gas
(Bioprocess Control, mod. pFlow) para la cuantificacion del biogés. El flujometro
estaba conectado a una trampa de silica gel y viruta de hierro con la finalidad de la
humedad, asi como el acido sulfhidrico, que pudieran haberse generado en el
reactor. La velocidad ascensional del reactor fue de 2.5 m/h. Se utilizaron perlas de

silica para separar el vapor de agua del biogas (Figura 5-1)
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El reactor fue inoculado con lodo granular anaerobio mesofilico a una
concentracion de 12.5 g SV/L, proveniente de una planta de tratamiento anaerobia
de la industria harinera. El proceso de aclimatacion a termofilia se llevé a cabo en
un paso de 37°C a 55°C ya que se ha demostrado que este procedimiento es
efectivo para generar un lodo anaerobio termofilico (Figueroa-Gonzélez, y otros,
2018). El reactor fue operado por ciclos durante 30 dias con medio sintético (Etapa
| @), de acuerdo con lo propuesto por Lettinga (1983). EI TRH en cada ciclo fue de
7 dias. La C.O. en este ciclo fue de 0.07 kg DQO/ m® dia. Posteriormente, se
procedio a la aclimatacion de la biomasa al efluente de biorrefineria lignocelulésica
(Etapa | b). EI TRH de cada ciclo fue de 14 dias, lo cual equivalié a una C.O. DE
0.15 kg DQO/ m? dia. Al final de cada ciclo se dejaba sedimentar la biomasa y se

cambiaba el 50% del volumen de operacién.

La duracion de los ciclos en esta etapa se redujo con la finalidad de
incrementar gradualmente la carga organica en el reactor. Una vez obtenida una
produccion estable de metano y una remocion constante de la DQO se considero
que el reactor se encontraba aclimatado a las condiciones de operacion. En la Tabla
5-2 se presenta un resumen de las condiciones de operacion utilizadas para la etapa

de aclimatacion.

Tabla 5-2. Resumen de las condiciones de operacion del reactor UASB durante la etapa de
aclimatacion.

Etapa | a (Generacion de lodo Etapa | b (Aclimatacion al
termofilico) efluente)
Sustrato Medio sintético Medio sintético Efluente de biorrefineria (5
(AGV) (AGV+ Glu) gDQO/ L)
C.0. 0.07 0.57 0.15 0.35
(kg DQO/ m3d)
TRH 7 14 7
(d)
Tiempo de operacion (d) 30 42 21
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El medio sintético utilizado al inicio estaba compuesto con los siguientes
reactivos: CH,N,O (170 mg/L), NazHPOa4 (37 mg/L), KCI (25 mg/L), MgClz* 6H20 (8
mg/L), CaClze 2H20 (9 mg/L) y una solucion de vitaminas (Biotina 2 mg/L, Piridoxina
10 mg/L, tiamina 5 mg/L, riboflavina 5 mg/L, cianocobalamina 0.1 mg/L, acido
aminobenzoico 5 mg/L, acido pantoténico 5 mg/L). Como fuente de carbono, se
adicion6 una mezcla de acidos grasos volatiles (acetato, propionato y butirato) en
proporcioén 1:1:1 a una concentracion de 700 mg DQOJL y glucosa (5000 mg/L).
Durante la alimentacion con el efluente de biorrefineria, se suspendio la adicion de
AGV y glucosa. Se utilizé como fuente de nitrégeno urea en una relacion C/N de 30,
la cual ha sido reportada en literatura como la éptima. Ademas, se continué
adicionando el resto de los reactivos como fuente de nutrientes. Durante la
aclimatacion se llevé a cabo el monitoreo de la produccién y composicion del biogas,

asi como el consumo de DQO, carbohidratos y AGV.

Durante la operacién del reactor se monitoreo el pH y se ajusté a 7.0 con
solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 5 N y bicarbonato de sodio (NaHCO3) para
proporcionar la suficiente capacidad de amortiguamiento al reactor. La alcalinidad
fue determinada mediante el indice alfa. Este pardmetro se midié por titulacion
utilizando 20 mL de muestra tomada del reactor. Se procedio a un ajuste de pH con
HCI 0.2 N. hasta alcanzar un pH 5.75, lo cual corresponde a la alcalinidad debida a
la presencia de AGV. Posterior a esto se continua la titulacion hasta alcanzar un pH
de 4.3, el cual representa la alcalinidad total del medio. Se cuantificaron los
volumenes utilizados para el ajuste a cada pH y se determiné el indice alfa de
acuerdo a la siguiente ecuacion (Vital-Jacome & Buitron, 2021):

VpH4.3 - VpH5.75

Vohas

Donde,
a = Indice alfa;

|4

»ua3= Volumen de acido gastado para alcanzar un pH 4.3;

|7

»is.7s= volumen de acido gastado para alcanzar un pH 5.75
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5.4. Producciéon de metano a partir del efluente de biorrefineria

Una vez estable la operacion del reactor, se procedid a la operacién en continuo.
Uno de los objetivos de este proyecto fue el de evaluar la produccion de metano al
variar las condiciones de operacion del proceso. Las cargas organicas a evaluar
fueron de 5y 8.5 kg DQO/ m? dia, en alimentacién continua con recirculacion. Los
TRH de operacion fueron de 48, 24 y 18 horas (Tabla 5-3). El tiempo de operacién
con cada una de las condiciones de operacion fue de 30 dias. Durante la operacion
del reactor se cuantific6 la produccion de AGV, asi como el consumo de
carbohidratos y de la DQO en el influente. Se monitoreo el pH y la alcalinidad como

parametro de control de la estabilidad del sistema.

Tabla 5-3. Resumen de las condiciones de operacién en la etapa experimental.

Etapa Il Etapa lll Etapa IV
C.0. 5 8.5 5
(kg DQO/ m3d)
TRH 1 0.75 2
(d)
Tiempo de 30 30 30
operacion (d)

Se cuantificd la produccion de biogas en el reactor a partir del volumen
registrado y de la composicion de biogas cuantificada en el reactor. Se realizo el

calculo de la produccion volumétrica de metano de acuerdo a la siguiente ecuacion:

PVM = 12
Vreactor

Donde,

PVM = Produccién volumétrica de metano (N L CHa (L reactor d)™2);

V,= volumen de biogas normalizado, registrado al final de una medicién (N L);
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Vo= volumen de biogas normalizado, registrado al inicio de una medicién (N L);
%CH,= Porcentaje de metano en el biogas, expresado en escala 0 a 1;

t,= Tiempo registrado al final de una medicion (d);

to= Tiempo registrado al inicio de una medicién (d);

Vyeactor= VOlumen del reactor (L)

5.5. Evaluacion de la Actividad Metanogénica Especifica (AME)

La actividad metanogénica especifica se determiné mediante ensayos en viales de
500 mL de capacidad por triplicado. La actividad se midié durante los primeros ciclos
de la aclimatacion, a fin de evaluar la condicion inicial del lodo y poder compararla
con la actividad al finalizar la experimentacion. Se prepar6 una solucion de acetato
de sodio a una concentracion de 2g DQO/ L. Se utiliz6 el lodo termofilico del reactor
después de 216 dias de operacion a una concentracion de 1 gSV/ L. Se utilizé un
medio de vitaminas y otros nutrientes de acuerdo con Angelidaki y Sanders (2004),
el cual es recomendado para ensayos de biodegradabilidad anaerobia y que les
brinda a los microorganismos los nutrientes necesarios para su actividad. Se utilizé
un equipo automatizado AMPTS, marca Bioprocess Control para la obtencién de las
curvas de metanizacion. A partir de este ensayo se obtuvieron diferentes curvas del
valor de produccion de metano acumulado durante un periodo de tiempo. Para el
calculo de la actividad se utilizé la pendiente de la curva (QCHa4/ h) dividido entre los
gramos de solidos voléatiles utilizados en el ensayo. La actividad metanogénica
especifica se expresd6 como gCH4-DQO/ gSV d.

5.6. Evaluacion de la comunidad microbiana

Se tomaron tres muestras de lodo del reactor con la finalidad de evaluar los cambios
en la comunidad microbiana durante las distintas etapas del proceso. Las muestras
por evaluar fueron; 1) al fin del periodo de la aclimatacion a termofilia con medio

sintético; 2) al terminar el periodo de aclimatacion al efluente de biorrefineria y, 3) al
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concluir la operacién del reactor. Cada muestra de lodo se almacendé en
congelamiento para su posterior procesamiento y analisis. La extraccién de ADN
se llevé a cabo mediante el kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN), de acuerdo con el
protocolo sefialado por el fabricante. La lisis celular se produce por métodos
mecanicos y quimicos. El ADN se captura en una membrana de silice. Se adiciona
suficiente muestra y se homogeniza. Se utilizan una serie de soluciones con la

finalidad de eliminar inhibidores de PCR

La composicién se determind por secuenciacion mediante amplicones del
gen 16S de ARNr, mediante la plataforma MiSeq llumina. La concentracién y pureza
de los extractos se cuantificaron con un espectrofotometro Nanodrop (2000C,
Thermoscientific, USA), usando la relacion de absorbancias de las longitudes de
onda de 260 nm y 280 nm. El ADN extraido se mantuvo a -20°C hasta su
secuenciacion. Se utilizé un cebador universal para el gen 16s para procariontes
de la region variable V4-V5 515F5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3' y 926R 5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3". La muestra fue enviada a procesamiento al

Integrated Microbiome Resource (IMR, Universidad de Dalhousie, Canadd)

Se determiné la composicion taxonémica y la abundancia relativa utilizando
software especializado en el ambiente informatico R paquete DADA2. Se utilizé el
indice de Shannon para determinar si existe una mayor o menor diversidad entre
los géneros presentes en cada una de las etapas mencionadas anteriormente Se
determiné el indice Chao-1 para cuantificar la abundancia de géneros en cada una

de las muestras.

5.7. Analisis estadistico

Los andlisis de laboratorio se llevaron a cabo por triplicado y se calcul6 el promedio
de los valores, asi como su desviacion estandar. Se llevo a cabo un analisis de
varianza (ANOVA) para determinar si existio diferencia entre cada una de las cargas
organicas a las que se opero el reactor, asi como una prueba de post hoc de Tukey

(a<0.05) para determinar el nivel de significancia entre cada una de ellas.
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6. . Resultados y discusion

6.1. Caracterizacion del efluente de biorrefineria

En la siguiente tabla se presentan los resultados de la caracterizacion del efluente

proveniente de la biorrefinacion de residuos lignocelulésicos:

Tabla 6-1. Caracterizacion del efluente de biorrefineria.

Componente Concentracidon (mg /L)
Solidos suspendidos totales (SST) 34,030 £ 1351
Solidos suspendidos volatiles (SSV) 29,120 £ 1170
% de solidos volatiles 86
pH 2.24
DQO total 64,200 = 3253
DQO soluble 12,095 + 636
Carbohidratos solubles 6,530 = 0.504
Etanol 53
Acido acético 124
HMF ND
Furfural ND
Fenoles totales 456 = 23
Nitrogeno total <0.001

Los valores de solidos totales y volatiles, asi como el valor de DQO total y la
concentracion de carbohidratos en el efluente se encuentran dentro de los valores
reportados previamente para este tipo de efluentes (Barros etal.,, 2016; de
Albuquerque et al., 2019). Estos efluentes se caracterizan por tener alto contenido

de material organico, principalmente carbohidratos residuales que quedan
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presentes después de las etapas de termohidrdlisis y en los procesos de destilaciéon
asi como &cidos grasos remanentes del proceso de fermentacién (Sanchez et al.,
2017). El valor de pH en el efluente de biorrefineria fue mas bajo con relacién a los
valores tipicos para este tipo de efluentes (entre 3.5 y 5.5.). La concentracion de
AGV fue menor de los valores reportados para este tipo de efluente. Buitron,
Hernandez-Juéarez, et al. (2019) encontraron concentraciones de acetato de 2,000
mg DQO/ L, ademas de la presencia de etanol y otros compuestos como el furfural
y el HMF, asi como solventes como acetona y butanol, en la fraccion liquida de
residuos de termohidrolisis de produccion de bioetanol, los cuales no se encontraron
en este trabajo. Este cambio en la composicion del efluente posiblemente se debid
a las condiciones en las que se encontraba almacenado. Al estar a un pH en el que
estos compuestos se encuentran en su forma no disociada y considerando las

condiciones de temperatura ambiente, es probable su volatilizacion.

De acuerdo al balance de masas, el 54% de la DQO soluble esta
represantada por los carbohidratos (6,530 mg DQO/L). El restante 46% se pueden
explicar con la presencia de los compuestos fenodlicos encontrados en la
caracterizacion. Estos compuestos son comunes en estos tratamientos,
principalmente de la explosion de vapor y, generalmente, provienen de compuestos
de degradacion de la lignina (de Bhowmick et al., 2018; Jing et al., 2009; Kim et al.,
2011). Un estudio realizado por Rasmussen etal. (2017) encontr6 hasta 26
compuestos fenadlicos provenientes de la biomasa lignocelulosica pretratada. Existe
ademas, evidencia de la ocurrencia de un tipo(Monlau et al., 2014) de reaccion de
Malliard durante el procesamiento hidrotérmico de biomasa, la cual genera diversos
compuestos poliméricos como melanoidinas, oligosacaridos y polisacaridos
(Peterson et al., 2010). La concentracion de compuestos fendélicos encontrados en
este trabajo son menores a las reportadas como inhibitorias para la digestion
anaerobia en condiciones mesofilicas, arriba de 1 g/L (Monlau et al., 2014) , sin
embargo, se ha demostrado que estos compuestos tienen un mayor impacto en
procesos anaerobicos termofilicos (Levén et al., 2012).
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6.2. Arranque del reactor anaerobio termofilico

Durante los dos primeros ciclos se aliment6 el reactor con una mezcla de AGV a
una concentracion de 1,000 mg DQO/ L. Se obtuvo una eficiencia de remocién de
entre el 20 y 30%. Durante el ciclo 3 y 4 se afiadid glucosa, con la finalidad de
promover el crecimiento de las bacterias hidroliticas y fermentativas, por lo que se
paso a una DQO de 8 000 mg DQO/ L. El consumo de la DQO durante el ciclo 3
paso a un 40%, sin embargo, para el ciclo 4 se observdé una disminucion del
consumo de DQO (Figura 6-1). Esta reduccion se debid a una posible
sobrealimentacion del reactor. Esta sobrealimentacion se pudo revertir reduciendo
la concentracién de la DQO en los siguientes ciclos. La composicion de biogas
durante los primeros ciclos pasé de un 25% a un 50% de metano. La produccion de

biogas en el reactor se mantuvo constante en aproximadamente 170 mL CH4/ gDQO

Efluente biorrefineria

Medio sintético
10000 -

8000 mm Influente

m Efluente

—O— Remocion
(%)

—0O— Composicion
(%CH4)

Demanda quimica de oxigeno (mg DQO/ L)
Contenido de metano (%)

Ciclo

Figura 6-1. Evolucién del reactor UASB durante la fase de aclimatacion a las
condiciones de operacion.

A partir del ciclo 5 se alimento el reactor con efluente de biorrefineria en una
dilucion 1:2 con agua desmineralizada, para tener una concentracion de

aproximadamente 6,000 mg DQO/ L. A partir del ciclo 7, al no observar un cambio
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significativo en la eficiencia de remocién y produccién de metano, se redujo el TRH
de 14 a 7 dias. Se alcanz6 una remocion del 50% al ciclo 8. La eficiencia de
remocion de carbohidratos durante la fase de aclimatacion al efluente de
biorrefineria fue del 90% durante los ciclos 5 al 9. Resultados de consumo de
carbohidratos similares se obtuvieron en otros estudios con vinazas en termofilia
(Albuguerque et al., 2019; Djalma Nunes Ferraz Junior et al., 2016). La composicion
de biogas durante la fase de aclimatacion al efluente de biorrefineria lignoceluldsica

fue de entre el 50% y el 60% de metano.

La eficiencia de remocion de DQO, asi como la composicion de metano en
el biogas obtenidos en este trabajo es menor a las reportadas en la literatura para
las fases de arranque de reactores anaerobios termofilicos alimentados con
efluentes de biorrefinerias de primera generacion, donde se alcanzaron eficiencias
de remocion por encima del 70% y composicion de metano cercanas al 70% (de
Albuquerque et al., 2019; Djalma Nunes Ferraz Juanior et al., 2016; Harada et al.,
1996). Al no observarse un incremento significativo en la eficiencia de remocion de
la DQO y composicion de biogas se consideré que el proceso de aclimatacién habia

concluido.

Los resultados obtenidos demostraron que la fraccion biodegradable
corresponde a los carbohidratos presentes en el efluente, los cuales fueron
consumidos casi en su totalidad. Este resultado demuestra que la estimulacion del
crecimiento las arqueas metanogénicas fue el paso limitante para el arranque de un
reactor termofilico alimentado con agua residual de biorrefineria lignocelulésica.
Esto se debe a que el tiempo de duplicacion de las bacterias productoras de acidos
es de solo 10 a 30 minutos, lo cuales es mucho mas rapido que los tiempos de las
arqueas metanogénicas (Feng et al., 2019). De igual manera, se ha demostrado
que la biomasa termofilica es mas sensible a compuestos generados a partir del
tratamiento de materiales lignocelulésicos con relacion a la biomasa mesofilica
(Ghasimi et al., 2016).
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6.3. pH, alcalinidad y acidos grasos volatiles

Durante el inicio de la aclimatacién del lodo a condiciones termofilicas (Etapa | a),
se observo una variacion de pH entre 7.1 y 5.5, asi como valores de indice alfa de
entre 0.5y 0.7 (Figura 6-2). La adicién de glucosa a partir del dia 15 llevé a una
caida a valores por debajo de pH 6, ocasionada por el aumento de AGV en el reactor
por lo que fue necesaria la adicion de NaOH. De igual manera, el aumento de AGV
en el medio llevo a un incremento del valor del indice alfa a valores por arriba de
0.4 (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), que es el valor 6ptimo
para digestores anaerobios (Vital-Jacome y Buitron, 2021). Para solucionar el
problema de la alcalinidad se adicioné a la alimentacién bicarbonato de sodio
(NaHCOs), en proporcion de 1.5 g NaHCOs / gDQO. Esta concentracion fue
suficiente para mejorar la alcalinidad en el reactor. El indice alfa se mantuvo en
valores entre 0.2 y 0.4 a partir del dia 54. Este resultado indica que el reactor tenia
suficiente capacidad de amortiguamiento y que era capaz de prevenir la
acumulacion de AGV (Albuquerque et al., 2019). Durante el periodo vacacional se

suspendio el monitoreo del pH.

Periodo
o Etapal a Etapal b vacacional Etapa Il Etapa lll | Etapa IV 1
8 ® - - 0.9
7 49 v‘*ﬁiruﬂb et e % o 08
5 | o".‘ ° o0 o ¢ - 0.7 8
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5 - 04 £
] - 0.3
2 {|®pPH | 00
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Figura 6-2. pH e indice alfa en el reactor.
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Se observé un incremento en la concentracion de AGV en el medio (Fig. 6-
3), lo que llevé a un aumento del indice alfa al pasar a la alimentacién en continuo
(dia 135). Este incremento se debid al aumento de la carga organica en el reactor,
qgue derivo en una acumulacién de AGV durante los primeros dias de alimentacion
en continuo. En cada una de las etapas de alimentacidén en continuo se observaron
picos en el indice alfa por arriba de 0.5 (Fig. 6-2). Estos picos fueron sefales de
acidificacion debido al incremento de la carga organica. Para evitar una acumulacion
de AGV, se adicion6 NaHCOs cuando se observaron estas disminuciones en la

alcalinidad.

La composicion de acidos grasos volatiles en el efluente, durante la etapa de
aclimatacion fue principalmente de acetato (835 + 150 mgDQO /L), ademas de
propionato (215.83 + 44 mg DQO /L) y butirato, asi como otros acidos superiores,
como caproato y valerato, aunque en concentraciones menores a los 150 mg
DQOIJL. (Figura 6-3). Esta concentracion de acetato es mayor a lo reportado en
otros trabajos con vinazas en termofilia durante el periodo de aclimatacién (Ramos
y Silva, 2020; Albuquerque, et al, 2019). Sin embargo, alun se encuentra por debajo
de las concentraciones inhibitorias reportadas en la literatura. A partir del cambio de
medio sintético a efluente de biorrefineria se observé un cambio en el patron de la
composicién de AGV, donde se observé una mayor diversidad de estos. Este
cambio probablemente se deba a la alimentacion semicontinua, asi como a la
complejidad del efluente utilizado para alimentar el reactor (Nathia-Neves et al.,
2018). Se observo una disminucion en la concentracion de AGV durante el periodo
de aclimatacién al efluente, esto es un indicativo de la adaptacién de las arqueas
termofilicas a las condiciones ambientales a las que se encontraban. A los 105 dias
se obtuvo la concentracion mas baja durante la etapa de aclimatacion. Esta baja
concentracion, junto con los valores de pH e indice alfa se tomaron en cuenta para
determinar que el reactor se encontraba totalmente aclimatado a las condiciones de

efluente y temperatura.
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Figura 6-3. Perfil de Acidos Grasos Volatiles durante la experimentacion.

Se observo un incremento en la concentracion de AGV en el efluente al
cambiar el régimen de alimentacion continua (dia 137). Esto debido al incremento
en la carga organica en el reactor, sin embargo, después de 25 dias de operacion
la concentracién de AGV a la salida era practicamente nula. Al incrementar la carga
organica en el dia 167 se observo un incremento en la concentracién de estos
acidos en el reactor y, a diferencia de la etapa anterior, la concentracién de AGV al
final de esta etapa fue mayor que al inicio. Yamada et al.(2006) reportaron una
disminucion en el porcentaje de remocion al incrementar la carga organica debido
a la acumulacion de AGV Debido a estos indicios de acumulacion de AGV, se opt6
por no continuar incrementando la carga organica ya que el reactor comenzaba a

ser sobrepasado en capacidad.

Durante las etapas finales de operacion (167-210), se observo un incremento
en la concentracién de acido propiénico en efluente del reactor. Este acido es el
primero en presentar acumulacion al incrementar la carga orgénica (Lettinga, 1983),
ademas, la proporcion propionato /acetato puede ser utilizada como un indicador de
desbalance en el reactor si este excede un valor de 1.4 (Barros et al., 2017). En este
trabajo la proporcién propionato /acetato pasé de 0.076 en el dia 166, a 0.652 en el

dia 210. La conversion propionato a acetato se considera el paso limitante en
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reactores anaerobios ya que es la primera ruta metabdlica sujeta a interferencia

cuando no existen las condiciones adecuadas en el reactor (Fuess et al., 2017).

6.4. Desempefio del proceso de digestion anaerobia

El reactor termofilico metanogénico fue operado durante 216 dias. Durante la fase
I, se realiz6 el arranque del reactor en condiciones termofilicas con glucosa (I a), asi
como la aclimatacion con efluente de biorrefineria lignocelulésica (I b). Una vez
obtenida la biomasa aclimatada, se procedi6 a la operacién en continuo a partir del
dia 126. Se evaluaron tres tiempos de retencion (1, 0.75 y 2 dias) resultando en
cargas organicas de 5y 8.5 kg DQO/ m?® d. Durante la fase de aclimatacién al
efluente (Etapa | b) se mantuvo una carga organica de 0.737 kg DQO/ m3 d, lo que
corresponde a un TRH de 14 dias. Con esta estrategia se consiguié pasar de una
eficiencia de remocion de DQO de 30% a 50% durante los primeros ciclos de

operacion (Figura 6-4.B).

Cabe mencionar que, al finalizar la etapa Ill de operacion, al no observarse
un incremento proporcional entre la carga organica y la productividad de biogas, se
aumento6 el TRH a 2 dias para tratar de mejorar la productividad del reactor. En la
iError! No se encuentra el origen de lareferencia. se presenta el resumen de las
distintas etapas del proceso y los principales parametros evaluados durante la
operacion. Al pasar a una operacion en continuo (dia 126) la eficiencia de remocién
se mantuvo en un valor de 50% y, no se observd una diferencia significativa al

realizar las variaciones del pardmetro TRH durante el resto de la experimentacion.

La eficiencia de remocién obtenida en esta investigacién es menor a lo obtenido
en otros estudios de digestion anaerobia de vinazas en reactores UASB operados
en termofilia (Tabla 6-3). Esto se debe a la generacion de compuestos recalcitrantes
durante el pretratamiento hidrotérmico de la biomasa. Ortega-Martinez et al., (2021)
demostraron la generacion de material recalcitrante al realizar un tratamiento
hidrotérmico a un sustrato, lo que llevé a una reduccién del 30% de la degradacion

de la DQO durante un proceso anaerobio en termofilia.

55



INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM'

Tabla 6-2. Resultados obtenidos durante la evaluacion del desempefio del reactor UASB.

Parametro Etapalb Etapa Il Etapa lll Etapa IV

Tiempo (d) 36-96 126-166 166-192 192-216

Carga organica 0.714 5 8.5 5

(kg DQO/ m? d)

TRH (d) 14 1 0.75 2

DQO efluente (mg /L) 2575 + 338 2459.75 + 2391 +216.9 5730+ 1000
135.9

Eficiencia de remocién de 49 + 3.2 48 + 2 50+2.3 39+12

DQO (%)

Produccién volumétrica de 0.096 + 0.363 £0.017 0.418 +£0.040 0.419 +

metano 0.069 0.049

(N L CH4/ L reactor d)

Produccion maxima de 38.58 145.40 167.12 167.52

metano

(N L CHa/ kg DQO removido)

La productividad de metano en el reactor pas6 de 0.096 N L CHa / L reactor d

durante la fase de aclimatacion, a 0.363 N L CHa / L reactor d al cambiar a una

operacion en continuo y una carga organica de 5 kg DQO/ m? d (Figura 6-4A).

Contrario a lo esperado, no se observdé una diferencia significativa en la

productividad al reducir el TRH e incrementar la carga organica. Kaparaju et al.

(2010) obtuvieron rendimientos similares al tratar el efluente de una biorrefineria de

segunda generacion y observaron un decremento en la produccion de biogas al

incrementar la carga organica.
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Figura 6-4. A) Productividad de metano en el reactor UASB B) Concentracién de DQO
en el Influente y Efluente del reactor y C) Concentracién de carbohidratos en el
Influente y Efluente del reactor.
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Existen en la literatura algunos estudios sobre termofilia en reactores UASB, en los
cuales se han obtenido eficiencias de remocién de DQO por arriba de lo obtenido
en este trabajo. Ademas, estos estudios tuvieron productividades superiores a los 2
N L CHa /L reactor d (Tabla 6-3).

Tabla 6-3. Operacion de reactores UASB para el tratamiento de efluentes de biorrefinerias en
condiciones termofilicas.

Alimentacion Carga organica TRH Produccién maxima Productividad de Eficiencia de Referencia
(kg DQO m?®d) (d) de metano metano remocion (%)
(LCHa4/ kgDQO) (N L CHa4/Ld)
Biorrefineria de 28 24 240 3.3 70 Barros et al., 2017

cafia de azUcar

Biorrefineria de 20 1.6 234.2 2.1 60 Djalma Nunes Ferraz
cafia de azlcar Janior et al., 2016
Biorrefineria 17.1 2 154.8 ND 76 Kaparaju et al., 2010

lignocelulésica

Biorrefineria 8.5 0.7 167.1 0.4 50 Este trabajo
lignocelulésica

Las altas productividades y eficiencias de remocién en estos trabajos con
respecto a lo obtenido en este trabajo se deben al hecho de que fueron realizados
con vinazas obtenidas de procesos que no involucran ningun tipo de pre tratamiento
a altas temperaturas o presiones. Este tipo de pretratamientos presentan como
desventaja la generacion de compuestos inhibitorios, derivados de la degradacion
de la lignocelulosa (Ximenes et al., 2017). Estudios previos a este trabajo han
demostrado que estos compuestos, como los fenoles, y otros compuestos derivados
de la degradacién de la hemicelulosa, asi como de aquellos generados durante las
reacciones de Maillard, pueden llegar a tener un efecto inhibitorio en la produccién
de biogas (Barakat et al., 2014; Ghasimi et al., 2016; Ortega-Martinez et al., 2021).
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6.5. Actividad metanogénica especifica (AME)

Durante la aclimatacién con medio sintético, se observéd un incremento gradual de
la AME acetoclastica en cada ciclo hasta alcanzar una maxima actividad de 0.044
g CH4- DQO/ gSV dia a los 30 dias de operacion. Estos resultados son similares a
los obtenidos por Kalogo et al. (2001) durante el arranque de un reactor UASB
mesofilico auto inoculado. En este estudio, la baja actividad se debe a la utilizacion
de un lodo mesofilico, el cual debe hacer el cambio de la comunidad microbiana a
las bacterias y arqueas termofilicas. El incremento de la actividad metanogénica
durante las primeras semanas de operacion demuestra una gradual adaptacion del

lodo a condiciones termofilicas.

Se evalud la AME acetoclastica y otros parametros cinéticos al terminar la
etapa experimental a fin de conocer el efecto que tuvo el efluente sobre la capacidad
del lodo a producir metano. La AME acetoclastica al final de la etapa experimental
presento un incremento, al pasar de los 0.044 a 0.3710 g CH4-DQO/ gSV dia. Los
resultados de la cinética se presentan en la Tabla 6-4. Este resultado es menor a
los reportados en la literatura, que se encuentran entre 1.51 y 2.89, para AME con
acetato (Ahn et al., 2000; Ahring et al., 2001). Por otro lado, Yamada et al. (2006)
reportaron una actividad metanogénica acetoclastica de 1.95 g CH4- DQO/ gSV dia
al finalizar la operacion de un reactor UASB que trataba una vinaza de destilaciéon
de alcohol en termofilia. Estos valores son hasta 6 veces mas altos que el resultado
obtenido en este trabajo. Esta demostrado que la actividad metanogénica depende
de las caracteristicas del efluente e un cambio en ésta se debe a la presencia de
compuestos inhibitorios, asi como la acumulacién de compuestos de lenta o nula
biodegradabilidad (Hussain et al., 2015). Una posible explicacién es la presencia de
los compuestos fendlicos encontrados en el efluente. En este sentido, se ha
demostrado que los compuestos fendlicos pueden llegar a reducir hasta en un 50%
la AME, sin llegar a la completa inhibicion debido a la adaptacion de ciertos

organismos (Chapleur et al., 2016).

Es interesante observar como la presencia de la materia recalcitrante tuvo un

efecto negativo en los distintos pardmetros cinéticos del lodo. (Li et al., 2020)
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obtuvieron una fase de adaptacién menor a las 48 h., en la degradacion termofilica
de acetato. Se han demostrado largos tiempo de aclimatacién en procesos
termofilicos en presencia de compuestos fendlicos (Levén et al., 2012). En esta
investigacion se obtuvo un periodo de adaptacion de mas del doble para la
degradacion de acetato. La tasa de produccién de metano (R max) en este trabajo
fue 3 veces menor a lo reportado por (Figueroa-Gonzalez et al., 2018) para un lodo
anaerobio termofilico, la cual fue de 27.52 mL/ gDQO h al utilizar una vinaza

vitivinicola como sustrato.

Tabla 6-4. Resultados de los parametros cinéticos de la produccidon de metano después del tratamiento
de un efluente de biorrefineria lignocelulésica.

AME H méax R max A (h) R
(CH4- DQO/ gSV dia) (mL/ gDQO) (mL/ gDQO h)
0.37 1145 8.3 100.4 0.997

Aunque se ha demostrado que las altas temperaturas generan condiciones
cinéticas favorables para la actividad de los organismos anaerobios (Ahn et al.,
2000), los resultados aqui obtenidos demuestran que la presencia de los
compuestos inhibitorios en los efluentes lignocelulésicos tiene un efecto negativo

sobre la actividad metanogénica del lodo.

6.6. Cambios en la estructura de la comunidad microbiana

Se pudo observar un incremento en la diversidad, tanto de arqueas como de
bacterias, al finalizar la etapa de aclimatacion ( Figura 6-5 A, C). Esto posiblemente
se deba a que el lodo termofilico ain continuaba en periodo de aclimatacién a las
condiciones de temperatura empleadas. Con respecto a la abundancia de
organismos, se puede observar que ésta disminuy6 en el caso de las bacterias al
terminar la aclimatacion al efluente. (Figura 6-5 B, D). Al finalizar la etapa de
aclimatacién se obtuvo un lodo mas diverso, pero con una menor cantidad de
organismos (Tabla 6-5). Un lodo con mayor diversidad permite una mejor sinergia

entre organismos y permite la utilizacion de diferentes metabolitos para su
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conversién a metano. Sin embargo, al pasar a un régimen de alimentacién continua
y elevar la carga orgénica en el reactor, se pudo observar un descenso drastico en

los indices de abundancia y diversidad, tanto en bacterias como en arqueas.
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Figura 6-5. Evolucién de la diversidad alfa durante la operacion del reactor anaerobio
A) indice de diversidad Simpson, B) indice de abundancia Chao-1 para arqueas; C)
indice de diversidad Simpson y D) indice de abundancia Chao-1 de bacterias, a
distintas etapas de operacion.

Este resultado demuestra que la exposicion a altas cargas organicas de un
efluente de biorrefineria lignocelulésica ejerci6 una presion selectiva en la
comunidad del lodo termofilico debido a la presencia de compuestos toxicos
derivados del pretratamiento hidrotérmico. La baja diversidad en procesos
termofilicos en presencia de compuestos fendlicos puede causar una disminucion
en la capacidad de degradacion de los procesos anaerobios (Levén et al., 2012).,

ademas de un bajo rendimiento en la produccion de metano ((Merlino et al., 2013).
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Tabla 6-5. indices de diversidad alfa obtenidos a distintas etapas de operacion.

Etapa indices de diversidad alfa

Arqueas Simpson Chao-1
Etapal a 0.6188 7
Etapal b 0.6969 7
Etapa IV 0.4957 2
Bacterias

Etapal a 0.7464 60
Etapalb 0.8798 47
Etapa IV 0.7824 30

6.6.1. Evolucion taxondmica de arqueas

Los principales filos encontrados en el lodo durante la operacion del reactor
pertenecieron a Euryarchaeota (56%), Halobacterota (41%). A nivel orden, la
taxonomia del lodo al terminar la fase de aclimatacion a termofilia consistio
principalmente de orden Methanobacteriales (55%), seguido del orden
Methanosarciniales (24%). Al terminar la fase de aclimatacion, se observo un
incremento en la diversidad de las arqueas termofilicas (Figura 6-6). Finalmente, la
presion selectiva que ejercid el efluente termind reducir esta distribucion y
Unicamente se observd la presencia de Methanobacteriales (55%) vy
Methanosarciniales (45%) al finalizar la fase experimental. Los géneros dominantes
fueron Methanosarcina y Methanothermobacter (45% y 55%, respectivamente).
Buitron, et al., (2019) reportaron la dominancia de Methanothermobacter al finalizar
la operacion de un reactor en termofilia alimentado con vinazas vitivinicolas. Barros
et al., (2017) obtuvieron una abundancia del 80% de Methanothermobacter al tratar
vinazas de la produccion de etanol. En este trabajo, la presencia de este género fue
solo del 55%, esto demuestra la influencia del sustrato en la composicion de las

arqueas en un lodo.
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Figura 6-6. Cambios en la estructura de la comunidad microbiana en A) Orden y B) Género, de las
muestras tomadas durante diferentes periodos de tiempo.

La presencia de Methanosarcina indica que este género es el responsable la

conversion de acetato a metano, al ser la Unica arquea termdfila acetoclastica

(Ollivier y Cayol, 2010) La presencia de Methanothermobacter en una proporcién

casi idéntica a la de Methanosarcina, demuestra la importancia de la ruta

hidrogenotrofica en el tratamiento de este tipo de efluentes por lo que es necesario
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mas investigacion en el futuro, a fin de comprender mejor esta ruta metabdlica, asi

como las posibles sinergias con las bacterias termofilicas presentes en el lodo.

6.6.2. Evoluciéon taxondmica de bacterias

El filo principal observado en el lodo termofilico fue Coprothermobacterota (28%).
Este filo constituye una de las principales lineas de descendencia en el dominio
bacteria, son organismos fermentadores quimiorganotrofos que producen &cido
aceético, hidrogeno y CO2 (Pavan et al., 2019). Sin embargo, al finalizar la fase
experimental fueron los filos Planctonmycetota (15%) y Firmicutes (12%) los que se
encontraron en mayor abundancia. Estudios previos han encontrado a Firmicutes,
como el filo dominante en reactores UASB alimentado con vinazas (Barros et al.,
2017; Callejas et al., 2022; Martinez et al., 2014).

A nivel orden, la taxonomia del lodo al terminar la fase de aclimatacién
consistié principalmente de orden Coprothermobacterales (47%), seguido de una
gran diversidad de ordenes, los cuales se encontraron distribuidos de manera
equitativa, entre 1 y 5%. Al finalizar la fase de aclimatacion se observd un

enriquecimiento del lodo (Figura 6-7).

Es interesante observar el efecto que el efluente tuvo sobre los
Coprothermobacterales, los cuales claramente no resistieron las condiciones
ambientales del reactor, lo que generd una reduccién en su abundancia a solamente
el 8%. Caso contrario lo sucedido con los Thermotogales y el orden MSBL9, los
cuales pasaron de una abundancia menor al 2%, a ser los dominantes con un 19%
y 40%, respectivamente al finalizar la fase experimental. Estudios previos han
demostrado la capacidad del orden MSBL9, como fermentadores especializados,
los cuales tienen la capacidad de metabolizar carbohidratos a etanol, acetato y
lactato (Suominen et al.,, 2021). El orden Thermotogales se caracteriza por ser
organotrofos, capaces de fermentar carbohidratos simples y complejos, con la
formacién de lactato, acetato e hidrogeno como productos finales de su

metabolismo (Bonch-Osmolovskaya, 2008).
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Figura 6-7. Abundancia de bacterias termofilicas a nivel A) Orden y B) Género, en distintas etapas del

proceso.

El género dominante al iniciar la fase experimental en termofilia fue

Coprothermobacter, con un 48% de abundancia en el lodo termofilico. El género

Fervidobacterium fue uno de los que se vio favorecido por el cambio de sustrato a

biorrefineria. Este género se caracteriza por la conversién de carbohidratos a

diferentes AGV, asi como la produccion de CO:z e Hz. (Huber y Stetter, 2015). Niz
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etal.,, (2021) reportaron una gran abundancia de Fervidobacterium vy
Coprothermobacter en un reactor anaerobio en termofilia alimentado con vinazas
de primera generacion. C. Caldatribacterium, tuvo un ligero incremento en su
abundancia en la etapa final del proceso. Este género esta asociado con la
produccion de hidrégeno y acidos grasos (Ao et al., 2019). La presencia del efluente
de biorrefineria lignocelulésica a altas cargas organicas llevé a un cambio en la
distribucion de especies en la comunidad microbiana hacia una dominancia de
géneros no asignados (49%). Debido a la caracteristica experimental del efluente,
es necesario continuar con el estudio de comunidades microbianas a fin de entender
mejor estos géneros desconocidos y su rol en el tratamiento anaerobio de vinazas

lignoceluldsicas.

Los datos obtenidos en este trabajo soportan el rol del orden Thermotogales
y, principalmente el orden MSBL9 como los principales degradadores de los
carbohidratos complejos presentes en el efluente de una biorrefineria de segunda
generacion. Estos resultados sugieren un papel clave del orden MSBL9 en la ruta
de degradacion de vinazas lignocelulésicas, asi como una resistencia a los
compuestos toxicos presentes en éstas. Debido a esto, es necesario realizar mas
estudios con herramientas de biologia molecular, a fin de poder tener mejor

entendimiento de este orden en la degradacion de efluentes lignoceluldsicos.
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7. Conclusiones

El presente trabajo demuestra que es posible la digestidon anaerobia en condiciones
termofilicas de un efluente de biorrefineria lignocelulésica, sin embargo, la
produccion de metano y la eficiencia de remocién fueron bajas con respecto a otros
procesos termofilicos con efluentes de biorrefinerias. Los mejores resultados del
tratamiento de este efluente se obtuvieron con un TRH de 18 horas (0.75 dias) y
una carga organica de 8.5 kg DQO/ m? d. La maxima productividad de metano
obtenida fue de 0.43 N L CHa / L reactor d Y fue lograda a los 160 dias de operacion
del reactor. El maximo rendimiento de metano alcanzado fue de 167 N L CHa4/ kg
DQO removido. Se logré la completa remocién de la fraccion biodegradable
correspondiente a los carbohidratos presentes en el efluente, con una maxima

eficiencia de remociéon de DQO del 50%.

La concentracion de compuestos inhibitorios en el efluente generé una
disminucién de la actividad metanogénica especifica termofilica del lodo utilizado,
asi como en otros parametros cinéticos, lo que llevdé a una baja produccion de
metano. La exposicion a altas concentraciones de efluente de biorrefineria
lignoceluldsica llevo a una presion selectiva en el lodo, lo que redujo la diversidad
de la comunidad microbiana, tanto de bacterias como de arqueas. Los filos mas
abundantes correspondientes a las bacterias en el lodo termofilico al final del
proceso fueron Planctonmycetoa y Firmicutes. A nivel orden, las arqueas
Methanobacteriales y Methanosarcinales fueron los que se encontraron en mayor
proporcion. El orden de bacterias MSBL9 desempefia un papel clave en la
degradacion de la fraccidn biodegradable de un efluente de biorrefineria

lignocelulGsica.
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