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RESUMEN
El término bioaumentacion se refiere a la adicion de microorganismos con metabolismos

especificos y complementarios a bioprocesos con la pre-existencia de cultivos mixtos. En
este trabajo, se evalud el efecto de la bioaumentacion con Clostridium cellulovorans y
Clostridium acetobutylicum sobre reactores productores de hidrogeno alimentados con
residuos agricolas. Primero, se caracterizaron las capacidades fermentativas e hidroliticas de
C. cellulovorans y C. acetobutylicum en ensayos en monocultivo en glucosa y
carboximetilcelulosa como sustratos. Se encontr6 que C. acetobutylicum tiene mayores
capacidades fermentativas (velocidad de crecimiento en glucosa 1.8 veces mayor) que C.
cellulovorans, pero no capacidad de hidrolisis. Después, se comprobd que, bajo condiciones
estériles, los cocultivos integrados por estas dos especies de Clostridium, producen hasta dos
veces mas hidrégeno a partir de un sustrato lignoceluldsico, que cuando se crecen por
separado (monocultivos). Sin embargo, la bioaumentacion sélo tuvo un efecto significativo
sobre la produccion de hidrogeno cuando la bioaumentacion se realizo con los monocultivos.
Asimismo, la bioaumentacion con C. cellulovorans incremento la produccion de hidrogeno
solo en paja de trigo (3 veces) y rastrojo de maiz (1.5 veces) respecto de los tratamientos sin
bioaumentacion. La bioaumentacion en bagazos de agave y cafia no presenté aumento sobre
la produccion de hidrogeno. Este trabajo prueba que el efecto de la bioaumentacion en
bioprocesos consolidados es positivo en algunos sustratos incrementando la produccion de

hidrogeno.
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1. INTRODUCCION

Los combustibles fosiles abastecen mas del 80% de la energia requerida por los principales
sectores de consumo energético: transporte e industria. Sin embargo, la combustion de
combustibles fosiles contribuye a las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI). La
sobreexplotacion de los combustibles fosiles, aunada a la tasa de crecimiento de la demanda
energética, permite estimar que el pico maximo de consumo de petrdleo y sus derivados sera
en 2025. Después de ese afio, disminuira debido al agotamiento del recurso (Mohr et al.,

2015).

El uso de biocombustibles para reemplazar a los derivados del petrdleo se ha planteado como
una realidad, para reducir las emisiones de GEI. Situaciones de tipo econdémico y social,
como el alza en los precios del petroleo y el escenario politico de los paises duefios de las
principales reservas de hidrocarburos motivan el desarrollo de energias alternativas. Por su
abundancia en la naturaleza, la biomasa y sus derivados son una alternativa promisoria como

fuente de energia (Quintero et al., 2011).

Los polimeros de cadena larga que componen la biomasa lignoceluldsica (BL) son complejos
y requieren varios procesos para solubilizarlos y convertirlos en mondmeros. Una vez
obtenidos, estos mondmeros podran fermentarse en compuestos de alto contenido energético
como etanol, butanol, metano o hidrégeno (Saxena et al., 2009). El proceso de obtencion de
hidrégeno a partir de biomasa lignoceluldsica involucra: pretratamiento, hidrolisis y

fermentacion (Argun et al., 2009; Rezania et al., 2017).

El pretratamiento bioldgico con microorganismos nativos del sustrato ha probado ser
eficiente para degradar la hemicelulosa y dejar disponible para hidrolizar la celulosa. El
pretratamiento bioldgico no es agresivo con el medio ambiente, es econdmico y no genera
efluentes toxicos que requieren tratamiento para su disposicion final (Sindhu et al., 2016;

Brémond et al., 2018).

El bioproceso consolidado plantea realizar de manera simultanea la hidrélisis y fermentacion
para la conversion de biomasa lignoceluldsica en biocombustibles en una sola etapa. En esta
estrategia se hace uso de microorganismos con metabolismos hidroliticos y fermentativos
(Parisutham et al., 2014; Talluri et al., 2013). La hidro6lisis es el paso limitante en el proceso

de conversion y a través de la bioaumentacion puede mejorarse este proceso (Cater et al.,



2015). La bioaumentacion es una estrategia para enriquecer la comunidad microbiana de un

reactor y acelerar la degradacion de los compuestos lignoceluldsicos (Nzila, 2017).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la bioaumentacion de reactores productores de
hidrégeno con un cocultivo compuesto por una especie hidrolitica y una fermentativa. Los
reactores productores de hidrogeno estuvieron alimentados con residuos agricolas de trigo,
maiz, agave y cafia de azlicar sin pretratamiento. Los sustratos fueron sometidos a
fermentacion con los microorganismos nativos (MN) presentes de manera natural en cada
tipo de residuo agricola. Las bacterias utilizadas para la bioaumentacion pertenecen al género
Clostridium, se trata de Clostridium cellulovorans y Clostridium acetobutylicum. Este modo
de operacion reduciria en una unidad de proceso las etapas de pretratamiento, hidrélisis y

fermentacion de celulosa y aumentaria la produccion de hidrogeno.
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2. MARCO TEORICO

2.1 IMPACTOS AMBIENTALES DE LOS COMBUSTIBLES FOSILES

La energia representa un papel fundamental en el desarrollo de las sociedades para mejorar
la calidad de vida. Debido al crecimiento exponencial de la poblacion, la demanda de energia
es cada vez mayor. Se estima que el 85% del consumo mundial energético es abastecido de

fuentes no renovables: derivados del petroleo, carbon mineral y gas natural (Abdalla et al.,

2018).

Los combustibles derivados del petrdleo tienen la caracteristica de no ser renovables, y su
uso esta limitado a la capacidad de las reservas naturales (Mohr et al., 2015). Los problemas
ambientales por el uso de energia fosil son en su mayoria las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI) que se generan. En las tltimas dos décadas las emisiones mundiales de
COz por combustion de combustibles fosiles aumentaron en un 58%, en 2016, estas emisiones

fueron 32.3 Gt (IEA, 2016).

El incremento en la concentracion de GEI en la atmdsfera, altera el efecto invernadero que
permite regular la temperatura del planeta y mantener condiciones Optimas para la vida. En
promedio la temperatura superficial del planeta es de 24.8 °C. Wuebbles y Jain (2001)
reportan que con la tasa actual de emisiones, la temperatura podria verse afectada,
incrementando entre 1 y 5 °C durante el siglo XXI. El cambio climdtico altera fendmenos
naturales, y provoca la incidencia de fuertes huracanes, sequias y periodos largos de

precipitaciones intensas.

Otras complicaciones ambientales se generan por las deficientes practicas de disposicion de
residuos de la industria petrolera. Las descargas accidentales o intencionales de
hidrocarburos al medio ambiente, representan una importante fuente de contaminacion en
suelos y aguas (Zamora et al., 2012). Los contaminantes liberados son sustancias
hidrofobicas y resistentes a la biodegradacion, que perturban los procesos biogeoquimicos

de las especies que habitan las areas afectadas (Vasudevan & Rajaram, 2001).

La preocupacion mundial por disminuir las emisiones de GEI ha motivado la firma de
acuerdos internacionales que fomentan el desarrollo de energias alternativas. Las naciones
pertenecientes a organizaciones como la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el

Desarrollo Economicos) han comenzado a plantear dentro de sus agendas politicas, un plan
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de desarrollo en sectores estratégicos que incentive la produccion y el uso de biocombustibles

a partir de biomasa (Razo et al., 2007).

2.2 BIOENERGIA A PARTIR DE RESIDUOS AGRICOLAS

La bioenergia es la energia obtenida a partir del tratamiento, directo o indirecto de materia
organica llamada biomasa. A partir de este tratamiento se pueden obtener biocombustibles
de tipo liquidos (biodiesel y bioalcoholes), gaseosos (biogas, hidrogeno y metano) y s6lidos
(pellets, carbon vegetal y briquetas). Por su naturaleza renovable los biocombustibles son

considerados una buena opcidn para sustituir a los combustibles fosiles (Liew et al., 2014).

Derivado de los compromisos internacionales, se han creado fondos y legislaciones que
impulsan la investigacion y desarrollo de tecnologias bioenergéticas. En México la Ley de
promocion y desarrollo de bioenergéticos publicada en 2008 tiene por objetivo coadyuvar a
la diversificacion energética a través de apoyos al campo para promover la produccion de
bioenergia a partir de actividades agropecuarias, forestales y procesos biotecnoldgicos que
no comprometan la seguridad alimentaria. Con ello se busca un desarrollo integral que genere
empleos, reactive el sector rural y mejore la calidad de vida, procurando reducir la emision

de contaminantes y GEI (Ley de Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos, 2008).

México cuenta con una posicion geografica ideal que le permite albergar diversos climas y
ecosistemas en su territorio. Esta diversidad tiene como resultado el desarrollo de una
agricultura basta en variedad y cantidad en las diferentes zonas agricolas del pais. Los
principales productos agricolas cultivados en México son: cafia de azucar (57.4 Mton), maiz
en grano (27.8 Mton), trigo en grano (3.5 Mton) y agave tequilero (1.7 Mton) (Sistema de
Informacioén Agroalimentaria y Pesquera SIAP, SAGARPA, 2017). Con base en el indice de
residuos de grano determinado por Valdez-Vazquez et al. en 2010 se estima el potencial de

residuos agricolas para los cultivos de mayor produccion en México (ver Tabla 2-1).
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Tabla 2- 1 Residuos agricolas en 2017 para los principales cultivos en México

. Indice de residuos (kg materia  Produccién Anual Residuos
Cultivo . . generados 2017
seca/kg cultivo producido) 2017 (Mton) (Mton)
Cana de azucar 0.15 57.4 8.6
Maiz 1.5 27.8 41.7
Trigo 1.5 3.5 53
Agave 0.12 1.7 0.2

Los residuos agricolas generados en 2017 ascienden a 55.8 Mton. Por el tonelaje de
produccion, disponibilidad y bajo costo, los este tipo de residuos representan una ventaja
econémica para el proceso de produccién de biocombustibles (O’Connor, 2013). Las
practicas agricolas actuales utilizan parte de estos residuos como forraje, fertilizante,
compostaje o combustible (Razo et al., 2007). El uso de residuos agricolas para producir
energia, resuelve el problema de manejo de residuos y abastecimiento energético. La

valorizacion de estos residuos promueve la economia en zonas rurales.

2.3 BIOMASA LIGNOCELULOSICA

Entre los principales productos del proceso de fotosintesis se encuentra la glucosa. Este
monosacarido puede transformarse en compuestos de mayor contenido energético, como los
lipidos. También puede convertirse en polimeros como celulosa, hemicelulosa y lignina para
formar parte de la estructura de las plantas. Fundamentalmente la biomasa se compone de:
1) carbohidratos (azucares, celulosa y hemicelulosa), 2) lignina, 3) proteinas y 4) lipidos

(aceites y acidos grasos) (O’Connor, 2013).

La biomasa compuesta principalmente por carbohidratos y lignina es conocida como biomasa
lignocelulosica (BL), de manera general, puede clasificarse en: 1) residuos agricolas, 2)
madera dura, 3) madera blanda, 4) residuos de celulosa, 5) biomasa herbacea y 6) residuos

s6lidos municipales (Quintero et al., 2011).

La composicion quimica de los residuos agricolas es variable. Depende de la variedad de
cada especie de cultivo y de las caracteristicas edafologicas y climaticas del lugar de siembra.
En la Tabla 2-2 se muestran las composiciones de celulosa, hemicelulosa y lignina reportadas

en literatura.
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Tabla 2- 2 Composicion quimica de residuos agricolas.

Celulosa Hemicelulosa  Lignina

Residuo Referencia
(%) (%) (%)
Bagazo de Sanchez, 2009; Liu et al.,
32-44 26- 32 19-24
cafa 2018.

Valdez-Vazquez et al., 2015;

Paja de trigo 34-49 19-28 8-17 Bellido et al 2014; Qureshi et
al., 2009.

Rastrojo de Zhang et al., 2007; Ou et al.,
31-39 21-32 13-22

maiz 2017

Bagazo de Arreola-Vargas et al., 2015;
43-47 19-23 11-17 _

Agave Rigal et al., 2017.

Los componentes de la biomasa (celulosa, hemicelulosa y lignina) son biopolimeros que
estan fuertemente unidos entre si con enlaces covalentes. La celulosa (C¢H1005) esta formada
por cadenas lineales de la molécula B-D-glucosa mediante enlaces -1,4-O-glucosidico. La
hemicelulosa es una mezcla de polisacaridos tales como glucosa, manosa, xilosa, galactosa
y arabinosa, asi como acidos glucurdnicos, galacturdnico y metilglucorénico. Ambas estan
asociadas en la pared de las células vegetales, de manera que la hemicelulosa se encuentra
recubriendo las fibras de celulosa (Hendriks & Zeeman, 2009; Sanchez, 2009; Arantes &
Saddler, 2010)

La lignina se construye de acidos y alcoholes fenil propilicos, estos compuestos de alto peso
molecular estan formados por carbonos ligados a anillos bencénicos con grupos metoxilos e
hidréxilo. La lignina se encuentra en las paredes celulares que forman la corteza, gracias a
las complejas uniones de su estructura las plantas vasculares presentan resistencia y rigidez

(Saxena et al., 2009).
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2.4 PRODUCCION BIOLOGICA DE HIDROGENO

El hidrogeno es considerado como el combustible “mas limpio” debido a que su combustioén
genera vapor de agua y no emite GEI (Zhang et al., 2006). El potencial energético del
hidrégeno es 122 MJ/kg y es superior al de otros combustibles como el metano (50.7 MJ/kg),
el etanol (29.7 MJ/kg) o las gasolinas convencionales (43.7 MJ/kg). Ademas, la eficiencia en

la conversion de hidrogeno a electricidad es superior al 80% (Auria et al., 2016).

El hidrogeno también es ampliamente usado en la industria quimica para la sintesis de
diferentes productos de valor, como amoniaco, metanol y algunos polimeros. El 96% de la
demanda de hidrogeno en el mundo se abastece de fuentes fosiles: 48% de gas natural, 18%
de carbon mineral y 30% de otras fuentes. El hidrégeno procedente de fuentes fosiles se
obtiene a través del reformado con vapor de hidrocarburos. Otras tecnologias de produccioén

de hidrogeno incluyen la electrélisis y termolisis (Voloshin et al., 2016; Abdalla et al., 2018).

El uso de biomasa para la produccion de hidrogeno es una opcién atractiva, debido a la
disponibilidad del sustrato y las caracteristicas ambientales del hidrégeno como fuente de
energia. Las tecnologias de conversion de biomasa lignocelulosica en hidrogeno divididas de

acuerdo con Kalinci et al., (2009) se clasifican en dos corrientes mostradas en la Figura 2-1.

1cion
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|

S
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)

|

Figura 2- 1 Tecnologias de produccion de hidrogeno a partir de biomasa lignoceluldsica
(Kalinci et al., 2009).
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Las rutas de conversion se dividen en termoquimicas y bioquimicas. Las termoquimicas
incluyen pir6lisis, gasificacion y gasificacion de agua supercritica (SCWG, por sus siglas en
inglés). Estas técnicas requieren suministrar altas temperaturas a la biomasa y uso de agua en

el caso de la SCWG (Kalinci et al., 2009).

La fermentacion para produccion de hidrogeno puede subdividirse en fermentacion obscura
y fotofermentacion. La fermentacion obscura se lleva a cabo por bacterias acidogénicas,
destacan las del género Clostridium. La fotofermentacion es otra alternativa de conversion y
es un proceso caracteristico de las bacterias fotoheterotroficas del género Rhodobacter
(Rezania et al., 2017). Otros procesos novedosos como BWGS (Biological Water Gas Shift
Reaction) requieren bacterias anaerobias como Rubrivivax gelatinosus; a partir de monoxido
de carbono y en presencia de agua, estos microorganismos, producen hidrégeno y diéxido de

carbono (Kalinci et al., 2009).

El proceso para la transformacion de biomasa lignoceluldsica a biocombustibles requiere de
varias etapas que transformen los polimeros de la estructura lignoceluldsica a mondmeros
fermentables. El proceso inicia con la etapa de 1) Pretratamiento, para fraccionar la
hemicelulosa y lignina con el fin de acceder a la celulosa. Posteriormente en la 2) Hidrolisis,
la celulosa expuesta debe sintetizarse para obtener azlicares fermentables como la glucosa.
Los aztcares recuperados se someten a 3) Fermentacion oscura, cuyos productos finales son
acido acético, acido butirico, hidrogeno y dioxido de carbono. El efluente de fermentacion
con 4cidos grasos volatiles puede ser tratado en etapas de fotofermentacion para produccion

de hidroégeno (Nigam & Singh, 2011; Kalinci et al., 2009).

2.4.1PRETRATAMIENTO
Los procesos de pretratamiento son necesarios para fragmentar la hemicelulosa y lignina y
dejar expuesta la celulosa para su posterior hidrdlisis (Figura 2-2). Los pretratamientos
pueden ser mecanicos, térmicos, quimicos, bioldgicos o una combinacion de ellos (Quintero

etal., 2011).
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Figura 2- 2 Estructura de la biomasa lignocelulosica y el efecto del pretratamiento (Mosier
etal., 2005).

1) Pretratamiento mecanico; es la reduccion del tamafo de particula y tiene como objetivo
aumentar el area superficial para posteriores reacciones bioquimicas. La molienda del
material lignoceluldsico, reduce entre 25 y 59% el tiempo de fermentacion, ya que la
disminucion del tamafio esta relacionada con el incremento en el grado de hidrélisis (Chang

& Holtzapple, 2000).

2) Pretratamiento térmico, consiste en someter la BL a temperaturas entre 150°C y 230°C,

de manera directa o con agua caliente o vapor (Garrote et al., 1999).

3) Pretratamiento quimico, es la adicion de acidos, bases o compuestos oxidantes para
solubilizar la hemicelulosa y lignina. La adicion de acidos fuertes promueve la hidrolisis de

la hemicelulosa, sobre todo el xilano como glucomanano (Pereira Ramos, 2003).

El tratamiento alcalino promueve reacciones de solvatacion y saponificacion que hinchan la
biomasa dejando la celulosa libre (Gossett et al., 1982). El tratamiento oxidativo consiste en
la adicion de compuestos como perdxido de hidrogeno o acido paracético, que llevan a cabo
reacciones de sustitucion electrofilica, desplazamiento de cadenas laterales, escision de
enlaces alquilaril-éter o la escision oxidativa de aromaticos nucleicos (Hendriks & Zeeman,

2009b).

4) Pretratamiento biologico, se hace uso de microorganismos capaces de producir enzimas
que pueden degradar la pared celular de la biomasa lignoceluldsica. Los hongos blancos
cuentan con caracteristicas metabdlicas que les permiten producir enzimas que actuan sobre

la lignina y la hemicelulosa, a diferencia de los hongos cafés que suelen degradar la celulosa.
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Cuando existe un déficit de carbon y nitrogeno los hongos blancos como: Phanerochaete

chrysosporium, Phanerochaete sordida 37, Pycnoporus cinnabarinus 115, Pleurotus

ostreatus, Pleurotus ostreatus, Ceriporiopsis subvermispora y Cyathus stercoreus presentan

produccion de enzimas como: lignina peroxidasas, manganeso-peroxidasas dependientes,

polifenol oxidasas, lacasas y enzimas reductoras de quinonas que degradan la hemicelulosa.

A diferencia de otros pre-tratamientos, el bioldgico cuenta con menores requerimientos de

energia y no representa un riesgo ambiental (Sun & Cheng, 2002).

Los pretratamientos tienen ciertas desventajas (Tabla 2-3) ya que suelen ser costosos por la

energia que requieren, y tienden a formar sustancias inhibitorias para los procesos posteriores

de hidrdlisis y fermentacion (Pereira Ramos, 2003; Quintero et al., 2011).

Tabla 2- 3 Desventajas de los Pretratamientos en la produccion de biocombustibles 2G.

Pretrlelzglflfento Desventajas
Costo de la energia empleada por la maquinaria de molienda (Lara-
Mecdnico 4 ez etal., 2014)
Formacion de productos no deseables, la lignina a temperaturas mayores
a 160°C, tiende a formar compuestos fendlicos toxicos (Gossett et al.,
Térmico 1982).
Gasto energético para elevar la temperatura del proceso.
Acido: Parte de la hemicelulosa que se solubiliza es susceptible a
hidrolizarse produciendo monomeros, furfural, y otros productos
voléatiles (Pereira Ramos, 2003).
Alcalino: Pérdida de polisacaridos y carbon mediante la formacion de
Quimico CO,, ademés la biomasa consume una cierta alcalinidad, y Ia

concentracion que resulta es el residuo que la materia no absorbe
(Gossett et al., 1982).
Oxidativo: Formacion de inhibidores, como la descomposicion de

lignina en compuestos aromaticos (Quintero et al., 2011).
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2.4.2 HIDROLISIS
La etapa de hidrolisis tiene el propoésito de fraccionar la celulosa en azicares para que puedan
ser asimilados por microorganismos fermentativos. La hidrolisis puede realizarse afiadiendo
agentes acidos o alcalinos, asi como empleando enzimas especificas que actuan sobre la
celulosa y tienen como producto aztcares reductores. Las desventajas de la hidrolisis quimica
son los compuestos inhibitorios que se forman, los riesgos de seguridad al trabajar con
sustancias corrosivas y el costo de las condiciones de operacion. La hidrdlisis alcalina llega

a ser menos eficiente que la 4cida (Sun & Cheng, 2002).

La hidrdlisis enzimatica es un area de oportunidad para reducir los costos de produccion de
biocombustibles. A diferencia de otro tipo de hidrdlisis, la enzimatica opera a temperaturas
mas bajas (45-50°C, pH 4.8) y se evitan problemas de corrosion en equipos. Sin embargo,
las mezclas de enzimas que comercialmente estan disponibles afiaden un costo significativo
en el proceso. Para resolver este gasto varias investigaciones estan dirigidas al uso y

optimizaciéon de microorganismos productores de enzimas celuloliticas (Sun & Cheng,

2002).

Las enzimas que se encargan de degradar la celulosa se dividen en tres tipos: 1)
Endogluconasa, encargada de romper las cadenas internas de la molécula de celulosa y
producir oligosacaridos. 2) Exogluconasa, ataca los extremos desplegados por las
endogluconasas dando origen a algunas moléculas de glucosa y principalmente celobiosa; y
3) B-glucosidasa, rompe los Ultimos enlaces que forman la celobiosa, para descomponerla

finalmente en glucosa disponible (Figura 2.3)(Quintero et al., 2011).
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Figura 2- 3 Estructura del polimero de celulosa. La celulosa cristalina (rojo) es separada de
la celulosa amorfa (negro) por accion enzimatica (Juturu et. al 2014).

Existen bacterias que presentan metabolismos celuloliticos capaces de hidrolizar celulosa y
hemicelulosa por accidon enzimatica. Se caracterizan por desarrollar un celulosoma, que es
un complejo multi-enzimatico extracelular. En organismos anaerobios este complejo esta
unido a la pared celular evitando perdidas por difusion del sustrato hidrolizado (Lopez-
Contreras et al., 2003). Otros microorganismos que intervienen en la degradacion de la
biomasa lignocelulosica son los hongos. Por ejemplo, hongos de podredumbre blanca son
capaces de convertir lignina en CO2; los hongos de podredumbre café producen enzimas que
cortan las cadenas de polimeros que forman la celulosa. Los hongos son importantes en el

ciclo del carbon como principales degradadores de material lignoceluldsico (Sanchez, 2009).

2.4.3 FERMENTACION OSCURA
La fermentacion obscura la realizan bacterias anaerobias que aprovechan una amplia
variedad de sustratos para convertirlos a hidrogeno, didxido de carbono y acidos grasos
volatiles (Argun et al., 2009). En la Figura 2-4 se muestra la ruta bioquimica que siguen los
microrganismos durante la fermentacién obscura utilizando glucosa como sustrato (Li &

Fang, 2007).
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Figura 2- 4 Ruta metabolica de

El proceso fermentativo comienza con la descomposicion de glucosa a piruvato por la via
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) generando adenosin trifosfato (ATP) y nicotin adenin
dinucledtido (NADH). El piruvato es catalizado por piruvato ferredoxina oxidorreductasa e
hidrogenasa para formar acetil-CoA, éste compuesto seguird tres vias de conversion
dependiendo de cada microrganismo. El NADH generado previamente interviene en la

formacion de butirato y etanol. En la sintesis de acetato y butirato se genera ATP. Los

principales productos de fermentacion so

la fermentacion obscura (Li et. al;2007).

n hidrogeno, didxido de carbono, acido acético y

acido butirico, de acuerdo a las ecuaciones 2.1 y 2.2 (Hassan & Morsy, 2015).

Ec. 2.1 CoHy,06 + 2H,0 — 2CHs,

Ec. 2.2

COOH + 4H, + 2C0,

CoHy,05 — CH3CH,CH,COOH + 2H, + 2CO,
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2.4.4 Clostridium
Las bacterias Clostridium son ¢l género dominante en los cultivos mixtos utilizados como
inoculo para la produccion de hidrogeno (Fan et al., 2006; Hassan & Morsy, 2015; Wu et al.,
2017). El género Clostridium se conforma por mas de cien especies, y se caracterizan por ser
anaerobias estrictas, contar con una pared celular Gram positiva, formar endoesporas
resistentes al calor y ser incapaces de reducir compuestos con sulfato (Sauer et al., 2016). Su
desarrollo es 6ptimo en rangos de temperatura de 30°C a 37 °C, en medios con pH de 6.0 a

7.5 (Janssen et al., 2014; Rezania et al., 2017; Argun et al., 2009).

Algunas especies dentro de este género cuentan con celulosoma y las enzimas necesarias para
degradar biomasa lignocelilosica. Clostridium cellulovorans (Wen et al., 2014) y
Clostridium thermocellum (Sun & Cheng, 2002) son algunos ejemplos. Se ha observado que
Clostridium acetobutylicum secreta las enzimas endogluconasas y B-glucosidasa pero no

produce exo-gluconasa necesaria para hidrolizar celulosa (Lopez-Contreras et al., 2003).

No todas las especies de Clostridium tienen caracteristicas hidroliticas, por lo tanto, no
pueden crecer en celulosa cristalina. Sin embargo, la mayoria de las especies no hidroliticas
presentan produccion de solventes cuando tienen glucosa como sustrato. Este tipo de
fermentacion se denomina fermentacion ABE (Ponthein & Cheirsilp, 2011; Ni & Sun, 2009).
Entre las especies fermentativas se encuentran: Clostridium pasteurianum, (Kolek et al.,
2016), Clostridium saccharoperbutylacetonicum, Clostridium saccharobutylicum, (Janssen
et al., 2014), Clostridium acetobutylicum(Wen et al., 2014).

La fermentacion ABE (Acetona-Butanol-Etanol), es un proceso de dos etapas: acidogénica
y solventogénica (Qureshi et al., 2008; Jang et al., 2012). La produccion de acetona, butanol
y etanol, guarda una proporcion de 3:6:1 respectivamente, donde el butanol es el producto
principal (Anitescu & Bruno, 2012). En la etapa acidogénica, C. acetobutylicum presenta una
relacion Ho/CO, de 1.25, la producciéon de hidrogeno disminuye durante la etapa

solventogénica y esta relacion se modifica (Jones & Woods, 1986).

La conversion tedrica de glucosa a hidrégeno por parte de estas bacterias es 4 mol Ha/mol
glucosa (Rezania et al., 2017). En la tabla 2-4 se muestran los rendimientos para la

produccion de hidrégeno por parte de algunas especies del género Clostridium. Las especies
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fermentativas como C. acetobutylicum y C. acetobutylicum presentan mayor produccion de

hidrégeno respecto de las especies hidroliticas como C. cellulovorans.

Tabla 2- 4 Produccion de hidrogeno por especies Clostridium.

Rendimiento de
Microorganismo Sustrato hidrégeno Referencia
(mol Hz/mol sustrato)

Clostridium

acetobutylicum RZ Glucosa 1.97 Zhao et al., 2011
F-1108

Clostridium Mohanraj et al.,
acetobutylicum Glucosa 1.73-1.69 2016

C. acetobutylicum Hassan and
ATCC824 Glucosa 2.93 Morsy, 2015
Clostridium

cellulovorans 743B Celobiosa 1.5 Sleat et al., 1984
ATCC 35296

2.5 NUEVAS TECNOLOGIAS EN LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES

2.5.1 FERMENTACION EN FASE SOLIDA (FFS)
La fermentacion en fase solida (FFS) asemeja las condiciones naturales en las que los
microorganismos crecen y degradan sustratos solidos como la biomasa lignocelulosica. Este
proceso se lleva a cabo con un contenido de sélidos superior al 20% (Patinvoh et al., 2016).

La humedad presente debe ser la suficiente para asegurar que el inoculo crezca.

Los aspectos basicos de la fermentacion sélida son el tipo de sustrato, tipo de microorganismo
y las opciones de purificacion del producto obtenido. Con base en estas consideraciones se
pueden establecer parametros de operacion como temperatura, pH, tamafio de particula,
humedad y presion parcial de vapor. Tedricamente se relaciona la presion parcial de vapor
con la eficiencia del microorganismo en una FFS. Las levaduras y los hongos tienen una
presion parcial de vapor entre 0.5-6 a,,, que es menor a la de las bacterias (0.8-9 a,,.). El
tipo de indculo depende del sustrato utilizado y de los productos que se desean obtener

(Thomas et al., 2013).

La FFS ha tenido crecientes aplicaciones en los ultimos afios para la produccion de enzimas

celuloliticas y su aplicacion en el proceso de produccion de biocombustibles. En 2010 la
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produccion de enzimas técnicas a nivel mundial se valud en un billén de délares (Thomas et

al., 2013).

Para producir enzimas celuloliticas se utilizan principalmente algunas especies de hongos
como Aspergillus niger y Trichoderma reesei. Sin embargo, el costo que afiaden las enzimas
comerciales al proceso es una desventaja econdémica, por esta razon se busca acoplar
microorganismos productores de enzimas en procesos de hidrolisis de biomasa

lignocelulosica.

2.5.2 SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEA (SFS)
La sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS) llevan a cabo ambas operaciones en la
misma unidad de operacion o reactor. La SFS incrementa el rendimiento de glucosa. Esto
debido a que la hidrolisis es inhibida a ciertas concentraciones de glucosa y celobiosa.
Cuando ambos procesos (hidrélisis y fermentacion) son simultaneos, los microorganismos

fermentativos consumen glucosa y evitan la inhibicion de las enzimas (Gauss et al., 1976).

Con esta estrategia de configuracion se reduce el tamano de la planta y los costos de inversion
hasta en un 20% (Olofsson et al.,2008). Sin embargo, existen desventajas principalmente por
la diferencia de las temperaturas 6ptimas para ambos procesos. La temperatura 6ptima para
la hidrdlisis (45-60°C) es mayor que la temperatura de fermentacion para la mayoria de los
microorganismos. También se debe considerar la dificultad de reutilizar las células en ciclos

posteriores, y que el indculo debe ser renovado.

En la Figura 2-5 se muestra la configuracion del proceso de SFS, la produccion de enzimas
puede acoplarse al proceso aprovechando los residuos de otras etapas, sin embargo, en la

mayoria de los casos es mas comun adquirir enzimas comerciales.
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Producidas

externamente
Hidrolizado de Produccion
hemicelulosa ] Enzimas
de enzimas
i Celulosa
Biomasa . . .
i 4 Pretratamiento Lignina SFS Biocombustibles
Lignoceluldsica '
(hemicelulosa)
Hidrolizado de Produccién Levadura
| hemicelulosa | de levadura
Prodiicidas

Figura 2- 5 Configuracion de un proceso de sacarificacion y fermentacion en fase solida
para produccion de biocombustibles (Olofsson et al., 2008).

Una variante de la SFS es la sacarificacion simultdnea y co-fermentacion (SSCF), en esta
configuracion se pretende la degradacion simultinea de hexosas y pentosas. Se utilizan
diferentes tipos de microorganismos que metabolicen ambos mondmeros. Con esta estrategia

de operacion se pretende aprovechar por completo el sustrato (Parisutham et al., 2014).

2.5.3 BIOPROCESO CONSOLIDADO
El concepto bioproceso consolidado (BPC) abarca la produccion de enzimas, la hidrélisis de
celulosa y fermentacion de azlicares en una misma unidad de operacion (Kumagai et al.,
2014). El ahorro en inversiones de capital y costos de operacion mejora la competitividad en
el mercado de los biocombustibles frente a los combustibles convencionales (Roberto &
Gongalves, 2017). De acuerdo con Qureshi et al. (2013) las enzimas utilizadas en el proceso
de produccion de biocombustibles para hidrolizar la celulosa representan el 23% del costo

operacional.

Andlisis econdmicos comparativos entre la SFS y el BPC muestran que en la SFS los costos
aumentan si se requieren reducir los tiempos de proceso, debido a la cantidad de enzimas

requeridas. A pesar de que el costo del reactor disminuye al disminuir el tiempo, el costo de
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produccion de enzimas sobrepasa el ahorro en el reactor. Como se muestra en la Figura 2-6

el BPC integra en una sola etapa, cuatro segmentos del proceso convencional.

Sacarificacidny

tacién fermentacién simultanea Sacarificacion simultanea Bioproceso consolidado
SES y co-fermentacién SSCF BPC
0 Pre-tratamiento Pre-tratamiento Pre-tratamiento
Produccién Produccién Produccién -
. X . Produccién de
de enzimas de enzimas de enzimas i
enzimas
Hidrélisis Hidrélisis
enzimatica enzimatica v
: Hidrolisis
enzimatica
v v i
Fermentacion io '
Fermentacion Fermentacion
de Hexosas de Hexosas

de Hexosas
Fermentacion
Fermentacién de pentosas

de pentosas

Fermentacion
de pentosas

Separacion Separacién
Separacién

Figura 2- 6 Configuraciones de bioprocesos para la conversion de biomasa lignoceluldsica
en biocombustibles. (Parisutham et al. 2014).

Para eliminar la dependencia de las enzimas, el bioproceso consolidado hace uso de
microorganismos que presentan actividad hidrolitica y se complementan con otros que
fermentan los productos de hidrolisis (azucares). Los cultivos mixtos (CM) estan formados
por aquellos microorganismos que se encuentran naturalmente en los sustratos
lignoceluldsicos y promueven la degradacion natural. Los cultivos mixtos también pueden
ser combinados de manera sintética, es decir, tomar dos especies de las que se conozcan sus
caracteristicas metabolicas y estudiar su comportamiento en conjunto en un sustrato

lignoceluldsico (Minty et al., 2013).

2.6 USO DE CULTIVOS MIXTOS PARA LA PRODUCCION DE HIDROGENO

Los cultivos mixtos son comunidades de microorganismos de diferentes especies que forman
relaciones ecologicas unos con otros, beneficiandose de los productos y rutas metabolicas de
las especies con las que conviven. Estas asociaciones estan presentes en diversos ambientes
naturales. El uso de estos cultivos tiene por objetivo realizar diferentes tareas dentro de un

sistema de manera que las funciones de unos elementos complementen las de otros. El perfil
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de los microorganismos utilizados debe contar con caracteristicas hidroliticas y/o con

capacidades fermentativas (Kalyani et al., 2013)

Los CM pueden estar formados por microorganismos tomados de cepas puras y combinarse
para un fin, o aislarse de un sistema natural donde la comunidad microbiana se encuentre

realizando varias tareas de degradacion (Wen et al., 2014).

La produccion de hidrogeno por CM ha sido ampliamente estudiada y aplicada a diferentes
sustratos, entre ellos biomasa lignoceluldsica. Los CM estudiados se han formado a partir de
cepas puras con metabolismos definidos que pueden ser hidroliticos o fermentativos
(Ponthein et al., 2011; Wen et al., 2014). En la naturaleza también se encuentran CM que de
manera natural degradan sustratos complejos; los fluidos ruminales, estiércol y muestras de
suelo son algunos ejemplos. Los CM encontrados en estas muestras cuentan con
microorganismos que en conjunto pueden producir hidrégeno a partir de sustratos complejos

(Kalyani et al., 2013; Pérez-Rangel et al., 2015; Saripana et al., 2015).

Los microorganismos que intervienen en esta produccion tipicamente son el género
Clostridium gracias a la resistencia que presentan a los tratamientos térmicos. Este género
cuenta tanto con especies hidroliticas como productoras de hidrogeno. Otros
microorganismos importantes en estos CM son los Enterobacter debido a que mantienen las

condiciones anaerobias necesarias para que los otros proliferen (Navarro-Diaz et al., 2016)

La bioaumentacion es una técnica para formar un CM. Esto ocurre cuando se adicionan
nuevas especies a un sistema donde previamente se ha establecido una CM (Nzila, 2017).
Esta adicion habréa de provocar el establecimiento de nuevas relaciones simbioticas entre la

CM previa y los microorganismos nuevos (Minty et al., 2013).

El uso de técnicas para incrementar la produccion de hidrégeno dentro del proceso de una
biorefineria 2G incrementa la eficiencia energética y reduce los costos de produccion. De
esta forma el proceso productivo de una biorrefineria se vuelve mas rentable (Olofsson et al.,

2008; Roberto & Gongalves, 2017).
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3. PROPUESTA DE INVESTIGACION

3.1 HIPOTESIS

La eficiencia de la fermentacion de residuos agricolas para producir hidrogeno utilizando

consorcios microbianos aumenta cuando la proporcion de microorganismos hidroliticos es

mayor respecto a la proporcion de microorganismos fermentativos.

3.2 OBJETIVO

Evaluar el efecto de la bioaumentacion con especies de Clostridium sobre la produccion de

hidrogeno a partir de residuos agricolas.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Caracterizar las capacidades hidroliticas y fermentativas de las especies Clostridium
cellulovorans y Clostridium acetobutylicum en glucosa y carboximetilcelulosa.
II.  Determinar la relacion del indculo hidrolitico / indculo fermentativo que incremente
la produccion de hidrogeno a partir de residuos agricolas en ensayos en lote.
III.  Bioaumentar con especies de Clostridium reactores productores de hidroégeno
alimentados con residuos agricolas en condiciones sin esterilidad.
3.4 ALCANCES

El presente trabajo se enfocd en evaluar la produccion de hidrogeno a partir de
residuos agricolas como modelo de biomasa lignoceluldsica en ensayos en lote a nivel
laboratorio.

El sustrato estudiado consistié de residuos agricolas: paja de trigo, rastrojos de maiz,
y bagazos de cafia y agave.

La bioaumentacion se llevd a cabo en biorreactores productores de hidrégeno donde
la comunidad nativa del sustrato estuvo presente.

Se estudi6 el efecto de la bioaumentacion con dos cepas distintas de Clostridium

obtenidas de colecciones microbianas.
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4. METODOLOGIA

Este trabajo experimental se dividid en tres fases: 1) caracterizacion de monocultivos de
Clostridium cellulovorans y Clostridium acetobutylicum en sustratos solubles; 2) efecto de
la relacion entre las proporciones de indculo hidrolitico e indculo fermentativo (IH:IF) sobre
la produccion de hidrogeno; y 3) efecto de la bioaumentacion sobre la produccion de

hidrogeno a partir de residuos agricolas (ver Figura 4-1).

Figura 4- 1 Fases del proyecto de investigacion

4.1 CEPAS DE TRABAJO

Las cepas de trabajo consistieron en dos especies de Clostridium. Clostridium cellulovorans
ATCC® 35296™ la cual se adquirié de la Coleccion Americana de Microorganismos ATCC
y fue seleccionada por su capacidad de hidroélisis de celulosa (Giallo et al.,1983; Sleat et al.,
1984). Clostridium acetobutylicum CDBB-B-1496 se adquirio de la Coleccion de
Microorganismos del CINVESTAV vy fue seleccionada por su capacidad fermentativa

(Bellido et al., 2014; Wen et al., 2014).



Ambas cepas se recibieron como células liofilizadas, las cuales fueron reactivadas en un
medio PYG modificado (Peptone-Yeast-Glucose, por sus siglas en inglés). La composicion
del medio de cultivo PYG (en g/L) fue: peptona 5, extracto de levadura 10, triptona 5,
KH>PO4 4.4, KoHPO4 1, MgClz-6H20 0.1, NaCl 2, CaCl» 0.5, KC1 0.1, FeSO4-7H20 0.0011,
L-cisteina 1.0 y rezarsurina 0.01. Se utiliz6 dextrosa anhidra (Golden Bell, 27745) a 10 g/L
como unica fuente de carbono. El procedimiento se llevd a cabo bajo condiciones anaerobias
dentro de una cabina LABCONCO 5220100 (Kansas, USA). Para los diferentes ensayos, las
cepas se crecieron en caldos de cultivo minimo a 37 °C hasta lograr una densidad dptica entre

1.8 a 2.0. Las condiciones se detallan en cada ensayo (Valdez-Vazquez et al., 2015).

4.2 CARACTERIZACION DE MONOCULTIVOS EN SUSTRATOS SOLUBLES
4.2.1 INOCULO

Para este ensayo, los inoculos de C. cellulovorans y C. acetobutylicum se prepararon por
separado en botellas seroldgicas de 150 mL con un volumen efectivo de 120 mL de caldo
PYG esterilizado por calor himedo a 121 °C y 15 Ib/in® por 15 min con dextrosa anhidra
(Golden Bell, 27745) a 10 g/L como fuente de carbono. Antes de esterilizar, se cambio el
espacio de cabeza de las botellas con una atmodsfera de N, para asegurar condiciones
anaerobias. Las botellas se inocularon y se incubaron a 37 °C + 1 por 48 horas sin agitacion

hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.O. 600 nm) en el rango de 0.8 a 1.0.

4.2.2 PROCEDIMIENTO

Se realizaron cinéticas de crecimiento por separado para C. cellulovorans y C.
acetobutylicum en dos sustratos solubles: glucosa y carboximetilcelulosa. Los ensayos se
realizaron en botellas serologicas de 150 mL con un volumen de trabajo de 130 mL. En el
caldo de cultivo se sustituyeron todas las fuentes de nitrégeno por 0.5 g/L de urea. La
concentracion de la fuente de carbono fue de 5 g/L para cada sustrato. Para el ensayo, se
utilizé dextrosa anhidra (Golden Bell, 27745) y carboximetilcelulosa sodica (SIGMA-
ALDRICH, 419273). Previo a la esterilizacion, se cambid el espacio de cabeza de las botellas

con una atmosfera de N> para asegurar condiciones anaerobias.
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Los ensayos se realizaron por triplicado, ademas se incluyeron controles enddgenos
utilizando caldo de cultivo PYG sin la fuente de carbono. Se tomé muestra cada 24 h para

analizar consumo de sustrato, pH, biogas acumulado y densidad optica.

4.3 EFECTO DE LA RELACION INOCULO HIQROLiTICO (IH): INOCULO
FERMENTATIVO (IF) SOBRE LA PRODUCCION DE HIDROGENO

4.3.1 INOCULO

Se utilizo C. cellulovorans como especie hidrolitica y C. acetobutylicum como especie
fermentativa. Los indculos se prepararon por separado siguiendo la metodologia descrita en

4.2.1. Ambas especies fueron cultivadas hasta alcanzar una D.O.600 nm cercana a 2.0.

4.3.2 SUSTRATO

Para este ensayo se utiliz6 como sustrato paja de trigo pretratada biolégicamente por una
comunidad nativa (Pérez-Rangel et al., 2015: Valdez-Vazquez et al., 2015). La composicion
del sustrato fue determinada de acuerdo con el protocolo de Van Soest (1963). El contenido
de solidos totales fue de 0.20 g-ST/g, s6lidos volatiles 0.87 g/g-ST, celulosa 0.47 g/g-ST,
hemicelulosa 0.31g /g-STy lignina 0.05 g /g-ST.

4.3.3 PROCEDIMIENTO

El ensayo se realiz6 en botellas serologicas de 150 mL con un volumen de trabajo de 130
mL. Las botellas se cargaron con 32.5 g de sélidos totales del sustrato (que corresponde al 5
% p/v de sdlidos totales) y 104 mL de medio. La composicion del medio fue (en g/L): urea
0.5, KH2PO4 4.4, Ko2HPO4 1, MgCl2-6H20 0.1, NaCl 2, CaCl; 0.5, KC1 0.1, FeSO4-7H20
0.0011, L-cisteina 1.0 y rezarsurina 0.01. El pH inicial se ajust6 a 5.5 y se realizdé un
intercambio de atmosfera con nitrégeno durante 1 min. Después, las botellas se esterilizaron

por calor himedo a 121 °C y 15 1b/in por 15 min.

Las botellas se inocularon con un volumen total de 16 mL de los indculos previamente
preparados a una densidad Optica similar (que corresponden al 12% (v/v) del volumen de
trabajo). Se tuvieron cinco tratamientos que corresponden a cinco cocultivos con diferentes
proporciones de indculo hidrolitico y de indculo fermentativo (ver Tabla 4-1). Los controles

fueron un tratamiento con el monocultivo del in6culo fermentativo (C. acetobutylicum), y
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otro tratamiento con el monocultivo del inoculo hidrolitico (C. cellulovorans). Cada
condicién se realizd por triplicado. Las botellas se incubaron a 37 °C + 1 por 16 dias sin
agitacion. Durante el ensayo se tomaron muestras para analizar pH, biogas acumulado, acidos

grasos volatiles (AGV's) y solventes producidos.

Tabla 4- 1 Disefio experimental, proporciones inoculo hidrolitico-
indculo fermentativo (IH:IF)

Experimento Proporcion IH:IF
l.- 5:1
2.- 5:3
3.- 1:1
4.- 1:5
5.- 3:5
6.- C. acetobutylicum
7.- C. cellulovorans

4.4 BIOAUMENTACION DE REACTORES PRODUCTORES DE HIDROGENO

Esta parte experimental se llevo a cabo en dos etapas: 1) etapa de fermentacion natural,
utilizando los microorganismos nativos de los sustratos lignoceluldsicos. Al finalizar la

primera etapa se continu6 con la 2) etapa de bioaumentacion.

4.4.1 ETAPA DE FERMENTACION NATURAL

Para la etapa de fermentacion natural, los reactores consistieron en botellas serologicas de
250 mL con 125 mL de volumen de trabajo. Se cargaron con 8.1 g de paja de trigo como
sustrato y 29.7 g de un digestato de reactor anaerobio alimentado con paja de trigo (16% de

solidos totales con 0.99 g-SV/g-ST). La relacion sustrato/indculo (So/Xo) fue de 1.5.

El contenido de s6lidos totales en las botellas se ajusté a 10% (p/v) con un medio de cultivo
minimo de composicion (g/L): urea 0.28 y buffer de fosfatos 0.08 (Pérez-Rangel et al., 2018).

El pH inicial fue ajustado a 6.5. Los reactores se incubaron a 37 °C + 1 por 4 dias sin
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agitacion, tomando muestras cada dia para analizar volumen y composicion de biogas, pH,

produccion de solventes y AGV'’s.

4.4.2 ETAPA DE BIOAUMENTACION

Los reactores se operaron durante un ciclo de 4 dias para la produccion de hidrégeno derivada
de la actividad de los microorganismos nativos. Después de este ciclo se procediod a realizar
un cambio de sustrato (alimentacién de los reactores). Se extrajo el contenido del reactor
(s6lido y liquido). De la parte liquida se cargaron al reactor 50 mL y de la parte sélida (17%
ST) se anadieron 30 g. Se pesaron 8 g de paja de trigo sin tratamiento que fue hidratada por
4 horas con 60 mL de agua destilada. La paja de trigo sin tratamiento hidratada fue afiadida
al reactor con 15 mL de una solucion de urea (0.28 g/L). Un dia después de la alimentacion,
se realizo la bioaumentacion de los reactores adicionando 35 mL de diferentes cocultivos de
especies de Clostridium. El disefio experimental y las proporciones de cada cocultivo se
muestran en la Tabla 4-2. Los tratamientos control consistieron de: tratamiento con la
bioaumentacion con el monocultivo de C. cellulovorans, tratamiento con la bioaumentacion
con el monocultivo de C. acetobutylicum, y sin bioaumentacion (adicion de 35 mL del medio

mineral estéril).

Tabla 4- 2 Diseno experimental para la bioaumentacion de reactores
productores de hidrogeno, indculo hidrolitico- in6culo fermentativo

(IH:IF).
Experimento Proporcion IH:IF
1 4:1
2 I:1
3 1:4
4 C. acetobutylicum
5 C. cellulovorans
6 Microorganismos nativos
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Los reactores se incubaron a las mismas condiciones del ciclo anterior (37 °C £ 1 por 4 dias
sin agitacion), tomando muestras diarias para analizar volumen de biogas, composicion de

biogas, pH y produccion de solventes y AGV's.

4.4.3 ENSAYO CONFIRMATIVO

Se realizé un ensayo de bioaumentacién confirmativo utilizando cuatro residuos agricolas
como sustrato: paja de trigo, rastrojos de maiz, bagazo de cafia y bagazo de agave. La

composicion de los sustratos sin pretratamiento se muestra en la Tabla 4-3.

Tabla 4- 3 Composicion de sustratos lignoceluldsicos sin pretratamiento y después de
pretratamiento biologico.

Solidos Solidos Contenido lignocelulésico (g/g-ST)
Sustrato Totales Volatiles
celulosa hemicelulosa lignina
(g-ST/g)  (g-SV/g-ST)
Sin
. tratamiento 0.92 0.99 0.41 0.22 0.07
Paja de
trigo Digestato
0.11 0.99 0.50 0.20 0.10
Sin
. tratamiento 0.93 0.93 0.41 0.30 0.08
Rastrojo
de maiz Digestato
0.13 0.99 0.50 0.30 0.10
Sin
tratamiento 0.94 0.97 0.40 0.26 0.07
Bagazo
de agave Digestato
0.09 0.95 0.40 0.30 0.10
Sin
tratamiento 0.92 0.95 0.40 0.29 0.08
Bagazo
de caia Digestato
0.09 0.96 0.50 0.20 0.10
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Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en 4.4.1 y 4.4.2, una etapa de fermentacion
natural seguida de la etapa de bioaumentacion. Como diferencias se tuvieron: 1) la
bioaumentacion se realizo sélo con el tratamiento (cocultivo) que mejor resultado produjo en
términos de produccion de hidrogeno, y 2) el pH inicial después de la fermentacion se ajustd
a 6.5. Los reactores se incubaron a 37 °C £ 1 sin agitacion, tomando muestras
correspondientes para analizar volumen de biogas, composicion de biogas, pH y produccioén

de solventes y AGV's.

35



4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 DETERMINACION DE AZUCARES ESTRUCTURALES
Se determind el contenido de celulosa y hemicelulosa en los sustratos antes y después de los
ensayos. El andlisis se realiz6 segin la metodologia de Van Soest et al. (1963). Se pesaron
0.5 g de muestra en bolsas filtro y posteriormente se trataron con solucion detergente neutra
ANKOM Technology (120 g/L), sulfito de sodio (10 g/L) y alfa-amilasa ANKOM
Technology (10 mL) a pH 7 y 100 °C durante 1 hora en el equipo ANKOM (New York,
EE.UU.). Una vez terminado el ciclo de tratamiento de fibras detergentes neutras, las bolsas
filtro fueron secadas a 105 °C en estufa para después enfriarse en desecador durante 20

minutos. El peso constante de cada bolsa al final de este proceso fue registrado.

Los s6lidos obtenidos se someten a tratamiento con solucion acida detergente compuesta de
acido sulfurico (0.5 M) y cetil-trimetil amonio (20 g/L) a 100 °C durante 1 hora en el equipo
ANKOM (New York, EE.UU). Las muestras se secaron nuevamente siguiendo el
procedimiento del ciclo anterior. Los pesos constantes del ciclo de fibras detergentes acidas

también fueron registrados.

Las bolsas fueron sometidas a un proceso de hidrolisis acida con acido sulfurico 72% a
temperatura ambiente por 3 horas. Al final de las tres horas las muestras se enjuagaron con
agua destilada hasta obtener un pH neutro en el efluente. Finalmente, las muestras secadas y
pesadas fueron calcinadas en crisoles a peso constante durante 1.5 horas a 580 °C. Se registro

el peso de las cenizas después de enfriarse. El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina
La férmula utilizada para determinar el porcentaje de fibra en cada etapa de analisis fue:
Ec. 4.1

100 x [W5; — (W; X Cy)]

% Analito = W
2

Donde: W; — Peso de la bolsa, W> — Peso de la muestra, W5 peso de la muestra seca después
del proceso de extraccion y C; Correccion del peso de la muestra, promedio del peso de las

bolsas blanco después del proceso de extraccion.
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4.5.2 CRECIMIENTO MICROBIANO
Para los ensayos de cinéticas de crecimiento de los monocultivos en sustratos solubles se
tomaron muestras de 2 mL alos dias 0, 1, 3, 5, 7y 9. Se determind la densidad optica de cada
muestra en un espectrofotometro HACH DR 2900 a una longitud de onda de 600 pm. El

blanco de referencia utilizado fue el medio usado en los ensayos, sin inocular.

4.5.3 pH
Las muestras fueron centrifugadas a 1.1g durante 10 minutos en una centrifuga Spectrafuge
24D para eliminar la biomasa suspendida. Del sobrenadante se tomaron lecturas de pH con

un potenciémetro Orion 720A+, previamente calibrado.

4.5.4 CONTENIDO DE AZUCARES (GLUCOSA Y XILOSA)
El sobrenadante obtenido después de centrifugar la muestra tomada para medir pH (apartado
4.5.3) se analiz6 en un detector enzimatico YSI 2900D (Ohio, EE.UU.) que cuenta con un
rango de deteccion de glucosa de 0.05 — 25 g/L y para xilosa de 0.5 — 30 g/L. Antes de

introducir la muestra al equipo se filtr6 con una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm.

4.5.5 ACIDOS ORGANICOS Y SOLVENTES
El método de analisis para acidos grasos volatiles y solventes se llevd a cabo mediante
cromatografia de gases, con un cromatografo de gases modelo Varian 3300 el cual esta
equipado con un detector de ionizacion de flama y una columna Zebron ZB-FFAP 15 X 0.53
X 1. La temperatura del inyector y del detector es 190 °C y 210 °C, respectivamente. La
columna comenz6 a operar a una temperatura de 60 °C y aument6 en dos etapas, primero 15
°C /min hasta alcanzar 90 °C y después a razon de 25 °C/min hasta alcanzar una temperatura
de 170 °C donde se mantuvo durante 4.5 min. El gas utilizado como fase movil fue nitrogeno

con un flujo de 9.5 mL/min.

La cantidad de muestra inyectada al equipo fue de 2 pL. La muestra fue tomada de los
digestatos de los reactores, la cual fue centrifugada a 1.1 g por 10 minutos. El sobrenadante
recuperado se diluyo 1:5 con agua destilada y previo a inyectarse se paso a través de un filtro

de nitrocelulosa de 0.45 pm.
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4.5.6 VOLUMEN Y COMPOSICION DE BIOGAS
El volumen de biogas se cuantific6 mediante el desplazamiento de una columna de liquido
saturado con NaCl a pH < 2.5 en probeta invertida. La composicion de biogés se midio en un
cromatografo de gases 8610C (SRI Instruments, Torrance, CA, USA) equipado con un
detector de conductividad térmica (TCD). El método utilizé una columna Elite-GC GS
Molesieve empacada con silica gel (1.83 m X 0.32 y columna de tamiz molecular 13 X de
1.82 m X 3.175 mm) y nitrogeno (20 mL/min) como fase moévil. Las temperaturas de
operacion del inyector, detector y columna fueron 71 °C, 155 °C y 40 °C, respectivamente.
El equipo fue calibrado con gas estandar con una composicioén de hidrégeno (50%), diéxido

de carbono (30%) y metano (20%), con un CV del 1% (Cardena et al., 2017).

4.5.7 SOLIDOS TOTALES, SOLIDOS VOLATILES Y CENIZAS
Para determinar solidos totales, volatiles y cenizas se siguio la metodologia de Sluiter et al.,
(2008) del NREL (National Renewable Energy Laboratory, por sus siglas en inglés). Se tomo
1 g de muestra y se pesé en crisoles puestos previamente a peso constante (variacion < 0.1
mg). Las muestras se colocaron en la estufa a 105 °C + 3 durante cuatro horas, después de
enfriaron en un desecador y se registro el peso. Para determinar solidos volatiles y cenizas,
las muestras se calcinaron en una mufla a 580 °C durante dos horas, trascurrido el tiempo se
pasaron a la estufa durante 30 min. Finalmente se enfriaron en un desecador por 20 min. Se

registraron los pesos de la muestra después del tratamiento en estufa y mufla.

4.6 DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS
4.6.1 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
Para el calculo de la velocidad de crecimiento se utilizd la ecuacion 4.2 de acuerdo a la

densidad optica (D.O.) medida (Minty et al., 2013).

Ec. 4.2 InC = LnCy + ut
Ln C — Logaritmo natural de la D.O, LnC, — Logaritmo natural de la D.O. inicial, u — Velocidad

especifica de crecimiento (R 1) y t — tiempo (h).
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4.6.2 PARAMETROS CINETICOS PARA LA PRODUCCION DE
HIDROGENO

Se utilizo6 el ajuste segun Gompertz para determinar los parametros cinéticos de la produccion
de hidrogeno (Argun et al., 2009; Arreola-Vargas et al., 2014). De acuerdo con la ecuacion

4.2 los parametros calculados son:

Ec. 4.3 P(t) = Bpgy * €Xp [—exp (2'71828*Rm“x(/1_t) + 1)]

Pmax

P — Produccion de Hy (mLH, /Lyegctor), Prnax - Produccion maxima de Hy (mLH, /Lyegctor),
Rpax — Velocidad de produccion de Ha (mLH,/h) y A — Tiempo de la fase de latencia antes

de la produccion de Ha (h).

4.7ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en la produccion de hidrogeno para todos los ensayos se sometieron
a un analisis de varianza (ANOVA) de un factor tomando un nivel de confianza del 95%.
Para determinar diferencias significativas entre cada factor se realizé una prueba Tuckey (p

>0.05).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACION DE MONOCULTIVOS EN SUSTRATOS SOLUBLES

Se realizaron cinéticas de crecimiento de los monocultivos de C. cellulovorans y C.
acetobutylicum en glucosa y carboximetilcelulosa para caracterizar su actividad hidrolitica y
fermentativa. C. cellulovorans presenté mayor crecimiento, medido como densidad optica
(600 nm), en carboximetilcelulosa que en glucosa (Figura 5-1). Las velocidades de
crecimiento especifico en cada sustrato fueron de 0.019 h™! en carboximetilcelulosa y de
0.009 h™! en glucosa. Otras cepas de C. cellulovorans han presentado comportamientos
similares en el crecimiento con diferentes sustratos. Sleat et al. (1984) encontraron que el
maximo crecimiento de C. cellulovorans en celulosa se presenta antes de las 48 h, mientras
que en celobiosa se alcanza después de las 48 h. El crecimiento de C. cellulovorans en
carboximetilcelulosa gener6 una caida en el pH teniendo un ApH de 0.2 unidades, mientras
que en glucosa el ApH fue de 1.8 unidades. La disminucién del pH es una medida indirecta
de la acumulacion de acidos organicos, por lo que se infiere que C. cellulovorans produjo
mas acidos orgéanicos en glucosa que en carboximetilcelulosa, lo que coincide con un mayor

consumo de sustrato.
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Figura 5- 1 Cinéticas de crecimiento en monocultivo de C. cellulovorans en (A) glucosa y
(B) carboximetilcelulosa.
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Por su parte, C. acetobutylicum presentd un mayor crecimiento en glucosa que en
carboximetilcelulosa (Figura 5-2). Asi, la velocidad de crecimiento especifico fue mayor en
glucosa con 0.016 h! comparado con carboximetilcelulosa con 0.006 h™'. El crecimiento de
C. acetobutylicum en carboximetilcelulosa no alcanzo la fase estacionaria sino hasta las 200
h de fermentacién. Se tienen reportes de actividad hidrolitica de esta cepa en
carboximetilcelulosa. No obstante, en sustratos como celulosa amorfa o cristalina no presenta
actividad hidrolitica (Nolling et al., 2001). El consumo de glucosa fue del 49% y de
carboximetilcelulosa tan s6lo del 18%. A lo largo de la fermentacion, se observo una
disminucion del pH generando un ApH de 1.6 unidades en glucosa, y de 0.3 unidades en
carboximetilcelulosa. El pH como medida indirecta de la produccién de acidos organicos,

muestra que la glucosa fue el sustrato en el cual la cepa tiene mejor actividad fermentativa.
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Figura 5- 2 Cinéticas de crecimiento en monocultivo de C. acetobutylicum en (A) glucosa
y (B) carboximetilcelulosa.
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Se encontrd diferencia significativa entre el crecimiento de C. acetobutylicum y C.
cellulovorans en glucosa (p<0.05), siendo que C. acetobutylicum presentd un mejor
crecimiento y mayor aprovechamiento de los azucares respecto a C. cellulovorans. No se
encontro diferencia significativa en el crecimiento de ambas cepas en carboximetilcelulosa
(p<0.05). Sin embargo, si existe mayor consumo de carboximetilcelulosa por parte de C.

cellulovorans.

Sélo el crecimiento de C. cellulovorans en carboximetilcelulosa presentd la acumulacion de
1 g/L de glucosa. Esto se debe a que la actividad enzimatica de C. cellulovorans le permitio
degradar la celulosa a una velocidad mayor que la velocidad a la cual consumi6 la glucosa
liberada. Debido a que el consumo de monosacaridos es lento en esta especie, se observa la
acumulacion de azucares durante la cinética en material lignoceluldsico (Giallo et al., 1983).
Wen et al. (2014) observaron la acumulacion de 11.7 g/L. de azlcares (suma de glucosa,
celobiosa, xilosa, xilobiosa y arabinosa) cuando C. cellulovorans crecié utilizando rastrojo

de maiz pretratado como fuente de carbono.

Giallo et al. (1983) reportan que las especies hidroliticas como C. cellulovorans presentan
una represion en el catabolismo de carbohidratos por la acumulacion de los productos de
fermentacion. Esta represion es mayor cuando se trata de aztcares solubles. Esto explica
porque C. cellulovorans alcanzé menores densidades oOpticas en glucosa. Debido a sus
caracteristicas hidroliticas, C. cellulovorans es capaz de metabolizar sustratos complejos
como la celulosa, mientras que C. acetobutylicum aprovecha a mayor velocidad los aztcares
resultantes. La actividad hidrolitica por parte de C. acetobutylicum podria incrementar la

degradacion de celulosa al crecerlas en cocultivo.
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Los productos finales de fermentacion obtenidos con los monocultivos se muestran en la
Tabla 5-1. Para C. cellulovorans, los productos de fermentacion que se obtuvieron en mayor
concentracion fueron el acido butirico y el acido acético durante su crecimiento en
carboximetilcelulosa. Las especies de C. cellulovorans que no han sido manipuladas
genéticamente generalmente no presentan altas concentraciones de produccion de solventes
(Yang et al., 2015). Los principales productos de fermentacion reportados fueron el acido
butirico con alrededor de 3 g/L y 4cido acético con concentraciones cercanas a 1 g/L (Yang

etal., 2015).

Tabla 5- 1 Productos de fermentacion obtenidos en los monocultivos de C. cellulovorans y
C. acetobutylicum.

Acido Acido Butanol Etanol

Especie Sustrato acético  butirico
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
C. cellulovorans Glucosa 0.5 0.7 0.1 0.2
Carboximetilcelulosa 0.7 0.9 0.1 0.0
C. acetobutylicum Glucosa 0.7 0.9 0.1 1.1
Carboximetilcelulosa 0.6 0.8 0.1 0.1

C. acetobutylicum present6 una acumulacion de 1.1 g/L de etanol ademas de butanol. En la
cinética se tiene la ruta metabolica de fermentacidon acetona-butanol-etanol (ABE); la etapa
solventogénica de la fermentacion ABE se caracteriza por la disminucion de la produccion
de hidrégeno. En la etapa acidogénica se presenta la mayor produccion de hidrogeno con una

proporcion de 60% Ha - 40% CO» (Janssen et al., 2014).

Las concentraciones de acidos organicos y solventes que alcanzo C. acetobutylicum en este
ensayo son menores a las reportadas en literatura (Tabla 5-2). Esto se debi6 a que la
concentracion de sustrato utilizada en este ensayo fue menor respecto de las que tipicamente

se recomiendan para la produccion de solventes, entre 15 y 20 g/L (Maiti et al., 2016)

En suma, si comparamos entre ambas especies, C. acetobutylicum tuvo un mayor crecimiento
especifico en glucosa que C. cellulovorans. Mientras que ésta ultima presentd un mayor
crecimiento especifico en carboximetilcelulosa que C. acetobutylicum evidenciando una

mayor actividad hidrolitica del polisacarido.
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Tabla 5- 2 Comparacion de productos de fermentacion por C. acetobutylicum en glucosa.

Acetato Butirato Acetona  Butanol Etanol

Especie Referencia
P (g/L) (g/L) (g/L) @L) __ (gL)
C. acetobutylicum 3.6 2.8 0.5 5.5 0.8 Lehmann
ATCC 824 adc et al_’ 2012
C. acetobutylicum 8.4 33 1.9 10.5 0.7 Green and
C. acetobutylicum 2.0 1.1 5.7 11.6 1.6 Kuit et al.,
WUR ack 2012
C. acetobutylicum 0.7 0.9 0.0 0.1 1.1 Este
trabajo

Al tratarse de especies de Clostridium, ambas especies presentaron produccion de hidrogeno
durante su crecimiento en glucosa y carboximetilcelulosa (Figura 5-3). Por tipo de sustrato,
la mayor produccion de hidrogeno se registr6 en glucosa (p<0.05). Mientras que, por especie,

C. acetobutylicum tuvo la mayor produccion de hidrogeno con 533 NmL/L (p<0.05).

La diferencia en la produccion de hidrogeno fue mayor en glucosa, mientras que en
carboximetilcelulosa ambas especies presentaron una produccion de hidrogeno similar. Esto
se debe a las diferencias en sus metabolismos, donde C. acetobutylicum crece mas rapido y
aprovecha mejor los azucares simples. Mientras que C. cellulovorans posee caracteristicas
hidroliticas que le permiten metabolizar mejor sustratos complejos como

carboximetilcelulosa, pero tiene capacidades fermentativas inferiores (Wen et al., 2014).
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Figura 5- 3 Produccion de hidrogeno en los monocultivos de C. cellulovorans y C.
acetobutylicum en (A) glucosa y (B) carboximetilcelulosa.

Los parametros cinéticos calculados con el ajuste de Gompertz se muestran en la Tabla 5-3.
Las mayores velocidades de produccion de hidrégeno para ambas especies corresponden a
las cinéticas en glucosa, siendo mayor la velocidad de produccion para C. acetobutylicum
que para C. cellulovorans en glucosa. C. cellulovorans no cuenta con caracteristicas

fermentativas importantes, a pesar del crecimiento que presenta en carboximetilcelulosa.

(Wen et al., 2014).

Tabla 5- 3 Parametros cinéticos de produccion de hidrogeno para C. acetobutylicum y C.
cellulovorans en sustratos solubles

C. acetobutylicum C. cellulovorans
Pardmetro Glucosa Carboximetilcelulosa Glucosa Carboximetilcelulosa
P max (NmL Ho/L) 533 87 187 73
R max (mLHZ/ h) 14 2 9 2
A (h) 33 31 7 94
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Los rendimientos de produccion de hidrogeno por mol de aztcar adicionado se presentan en
la Tabla 5-4. El rendimiento de hidrogeno encontrado para C. acetobutylicum esta dentro del
rango reportado en literatura. Para C. cellulovorans, se encontraron pocos estudios sobre su
capacidad de producir hidrégeno, pero los rendimientos esperados no son mayores a los
reportados para especies fermentativas, como lo muestran los resultados de este estudio.

Tabla 5- 4 Rendimiento de hidrogeno para especies Clostridium a partir de sustratos
solubles.

Rendimiento de
Especie Sustrato hidrégeno Referencia
(mol Hz/mol sustrato)

Clostridium Zhao et al
acetobutylicum R Glucosa 1.97 2011 ”
ZF-1108

Clostridium Mohanraj et
acetobutylicum Glucosa 1.73-1.69 al., 2016
C. acetobutylicum Hassan and
ATCC824 Glucosa 2.93 Morsy, 2015
Clostridium

cellulovorans ) Sleat et al.,
7438 ATCC Celobiosa 1.50 1984
35296

Clostridium Glucosa 1.88

acetobutylicum Carboximetilcelulosa 1.05 Este trabaio
Clostridium Glucosa 0.89 Ste Habajo.
cellulovorans Carboximetilcelulosa 0.56

Los resultados de las cinéticas de crecimiento de los monocultivos en sustratos solubles,
permitieron caracterizar el tipo de metabolismo de cada cepa y realizar el siguiente disefo
experimental para estudiar el desempefio del cocultivo de ambas especies utilizado paja de

trigo como sustrato.
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5.2 EFECTO DE LA PROPORCION ENTRE EL INOCULO HIDROLITICO (IH) Y
EL INOCULO FERMENTATIVO (IF) SOBRE LA PRODUCCION DE
HIDROGENO

El uso de cocultivos microbianos aprovecha las caracteristicas de cada microorganismo con
metabolismos diferentes para complementar sus funciones. En la literatura, se ha reportado
el uso de diferentes proporciones de especies de Clostridium de caracteristicas hidroliticas y
fermentativas para producir biocombustibles a partir de sustratos lignoceluldsicos (Wen et

al., 2014; Valdez-Vazquez et al., 2015; Ponthein & Cheirsilp 2011).

El disefio experimental de esta etapa consistid6 en probar diferentes proporciones de C.
acetobutylicum (Ca) y C. cellulovorans (Cc) en cocultivo para determinar su efecto sobre la
produccion de hidrogeno bajo condiciones estériles. Como sustrato se utilizéd el digestato
proveniente de un reactor anaerobio alimentado con paja de trigo. Las caracteristicas de este
sustrato fueron 20% ST y una relacion solidos volatiles/solidos totales de 0.97. La
composicion lignocelulodsica fue de: celulosa 0.5 g/g-ST, hemicelulosa 0.2 g/g-ST y lignina

0.1 g/g-ST (ver Tabla 4-3).
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Se llevaron a cabo cinéticas de produccion de hidrégeno en paja de trigo de las cepas por
separado como controles (monocultivos). La diferencia entre las medias para la produccion
de hidrégeno no presentd diferencia significativa (p<0.05) (Figura 5.4-A c¢). C.
acetobutylicum alcanz6 una produccion maxima de hidrogeno de 54 NmL/L, mientras que el

monocultivo de C. cellulovorans produjo un maximo de 45 NmL/L.

En la Figura 5.4-B se muestra las cinéticas de produccion de hidrogeno con los cinco
cocultivos probados. La maxima produccion de hidrégeno se encontré con el cocultivo cuya
proporcion fue 5:3 con 116 NmL/L. En este cocultivo, la cepa C. cellulovorans estuvo en

mayor proporcion
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Figura 5- 4 (A) Produccion de hidrogeno de monocultivos de C. cellulovorans (Cc) y C.
acetobutylicum (Ca) usando paja de trigo como sustrato. (B) Produccion de hidrogeno con el cocultivo
Cc-Ca en diferentes proporciones.

Los parametros cinéticos de la produccion de hidrogeno se muestran en la Tabla 5-5. De
acuerdo a la prueba estadistica realizada, las combinaciones 5:3 y 3:5 (Figura 5.4-A a) son
significativamente diferentes (p<0.05) del resto de las combinaciones (Figura 5.4-A b y ¢).
Estas proporciones presentan las mayores producciones de hidrogeno y las mayores
velocidades. En las proporciones 5:1 y 1:5 se observa la misma tendencia, donde tanto la
velocidad como la produccion maxima de hidrégeno se presentan en el cocultivo con

predominio de C. cellulovorans.
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En monocultivos, la velocidad de produccion de hidrogeno es mayor para C. cellulovorans
respecto de C. acetobutylicum . Sin embargo, ambos tratamientos llegan a un potencial de
producciéon de hidrégeno similar. Cabe destacar que cuando las cepas se encuentran
combinadas la produccion de hidrogeno mejora con respecto a la de los monocultivos.

Tabla 5- 5 Parametros cinéticos con ajuste de Gompertz de la produccion de hidrogeno con
cocultivos de C. cellulovorans (Cc) y C. acetobutylicum (Ca) en diferentes proporciones.

Proporcion IH:IF Pmax (NmL H»/L) Rmax (mLH2/h) A (h)
5:1 75 1.08 10.5
5:3 116 0.96 0.0
1:1 85 0.78 3.2
1:5 59 0.62 2.6
3:5 101 1.06 2.9
C. acetobutylicum 54 0.80 10.4
C. cellulovorans 45 1.26 5.5

La hidrolisis del sustrato que se infiere lleva a cabo C. cellulovorans cuando se encuentra en
mayor proporcion, incrementa la velocidad de produccion de hidrégeno. El monocultivo de

C. cellulovorans presenta la mayor velocidad de produccion de hidrogeno (1.26 NmL Ha/h).

En la Figura 5-5 se muestran los perfiles de pH de las cinéticas en monocultivo y cocultivos
en diferentes proporciones, la proporcion 1.0:1.0 tuvo el menor pH final. Los ensayos con
mayor proporcion de C. cellulovorans 5:1 y 5:3 presentaron ApH similares, como medida
indirecta de los acidos organicos generados indicaria que cuando la proporcion de C.
acetobutylicum es menor no difiere la produccion de acidos organicos. En estas dos
condiciones es donde se observd la mayor acumulacion de acetato y butirato. En las
condiciones donde C. acetobutylicum se encontraba en mayor proporcion, 1:5y 3:5, los ApH
fueron diferentes (p<0.05), siendo mayor la proporcion 1:5. En la proporcion 3:5 el ApH fue
menor al resto de todas las combinaciones. Esta combinacion no presenta acumulacion de

acidos, asi como la combinacion 1:5 donde C. acetobutylicum predomina.
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Figura 5- 5 (A) Perfiles de pH en las cinéticas de monocultivo en paja de trigo tratada
bioldgicamente. (B) Perfiles de pH en las cinéticas para diferentes combinaciones de C.
cellulovorans: C. acetobutylicum.

En la Tabla 5-6 se muestra la acumulacion de productos de fermentacion, que fueron
principalmente 4cido acético y butirico. Respecto de los monocultivos usados como
controles, se tiene que en monocultivo la produccion de acidos organicos es menor. En ambos

casos existe acumulacion, de 4cidos acético y butirico.

Tabla 5- 6 Acumulacion de productos de fermentacion obtenidos en los mono y cocultivos
de C. cellulovorans y C. acetobutylicum.

Proporcion IH:IF  Ac. acético (mg/L)  Ac. butirico (mg/L)

5:1 818 217
5:3 207 296
1:1 0 0
1:5 0 26
3:5 0 0
C. acetobutylicum 329 229
C. cellulovorans 209 192
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En los tratamientos donde C. cellulovorans estuvo en mayor proporcion, se presentd una
acumulacion de acidos organicos, lo que es congruente con la produccion de hidrégeno. En
el tratamiento 1.0:1.0 y en los tratamientos donde C. acetobutylicum predomina no se

presenta acumulacion de acidos organicos.

Petitdemange et al. (1983) observaron unicamente la etapa acidogenica en el cocultivo entre
C. acetobutylicum y una especie Clostridium no determinada que presentd actividad
celulolitica. Los metabolitos al final de este trabajo fueron 7.9 g/L de 4cido butirico, 1.5 g/L

de 4cido acético y 1 g/L de etanol.

Después de realizar las pruebas con el cocultivo en condiciones estériles, se cuenta con
parametros para comparar el comportamiento de los monocultivos y el cocultivo al
adicionarse directamente a los reactores donde se lleva a cabo el pretratamiento bioldgico de

la paja de trigo.

La velocidad de produccion de hidrogeno fue mayor en el monocutlivo de C. cellulovorans
sin embargo el potencial de hidrogeno se compara con el monocultivo de C. acetobutylicum.
El cocultivo 5:3 resultd mas eficiente para producir hidrégeno, en comparacion con los mono

y cocultivos.
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5.3 BIOAUMENTACIONES DE REACTORES PRODUCTORES DE HIDROGENO

El término bioaumentacion se refiere a la adicion de microorganismos con metabolismos
especificos a bioprocesos con la presencia de cultivos mixtos. Durante la bioaumentacion se
pretende colonizar el reactor con nuevas especies que habran de convivir con las que ya son
parte del bioproceso (Yang et al., 2016; Tsapekos et al., 2017). Esta estrategia se ha
propuesto para procesar sustratos con baja biodegradabilidad como los sustratos
lignocelulosicos, con el fin de promover las etapas de hidrolisis y fermentacion (Azman et

al., 2015).

Los biorreactores productores de hidrogeno alimentados con paja de trigo, fueron
bioaumentados con un cocultivo de C. cellulovorans y C. acetobutylicum. Se tuvieron
diferentes proporciones de cada especie, y el propdsito fue determinar el efecto de la
bioaumentacion sobre la produccidon de hidrogeno en presencia de la comunidad nativa de
microorganismos del sustrato. Para ello, se tuvo un primer ciclo de fermentacion natural
donde los microorganismos nativos tuvieron actividad. Cuando la produccion de biogés ceso,
se adiciond sustrato nuevo junto con los nuevos microorganismos para llevar a cabo la
bioaumentacion. Las proporciones de los indculos se siguieron de acuerdo al disefio

experimental expuesto en la Tabla 4-2.

En la Figura 5-6 se observa que, en el ciclo de fermentacion natural, la produccién de
hidrégeno con microorganismos nativos alcanzo6 una produccion maxima de 120 NmL Ha/L.
En el ciclo de bioaumentacion, todos los tratamientos con bioaumentacion, monocultivos y
cocultivos, presentaron mayor produccion de hidréogeno en comparacion con el control sin
bioaumentacion. Los monocultivos presentaron la mayor produccion de hidrogeno, de 111
NmL H2/L a 119 NmL Hy/L, sin diferencia significativa (p>0.05). Después de los
monocultivos, la mayor produccion de hidrogeno fue con la proporcion 1:4 alcanzando 76

NmL Hy/L.
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Figura 5- 6 Produccion de hidrogeno en: ciclo de fermentacion natural (rosa) con MN de la paja de trigo y
ciclo de bioaumentacion (verde) con mono y cocultivos de C. cellulovorans y C. acetobutylicum.

La produccion de hidrogeno de las proporciones 4:1 y 1:1 no fueron significativamente
diferentes (p > 0.05) a la produccion de los microorganismos nativos en el segundo ciclo. El
control consistio en afadir medio estéril con el volumen equivalente de los in6culos afiadidos
en los tratamientos, por lo que se descarta que el efecto positivo de la bioaumentacion haya

sido por adicion de nutrientes.

Este ensayo muestra que los microorganismos nativos tienen un ciclo de produccion de
hidrégeno de 4 dias, y después de este tiempo se hacen presentes otros microorganismos no
productores de hidrogeno. En el ciclo de bioaumentacion, el control presentd escasa

produccion de hidrégeno.

En la Tabla 5-7 se muestran los parametros cinéticos del ciclo de fermentacion natural, los
mono y cocultivos, asi como el control sin bioaumentacion. En el ciclo de bioaumentacion,
la produccidn por parte de los microorganismos nativos decae 83% (Figura 5-6 a y c¢). En

comparacion con el control los monocultivos presentan mayor velocidad y producciéon de
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hidrogeno. La combinacién 1:4 tuvo la mayor producciéon y la mayor velocidad de

produccion de hidrogeno respecto a las otras combinaciones.

Tabla 5- 7 Parametros cinéticos para el ciclo de fermentacién con bioaumentacion a
reactores de produccion de hidrégeno alimentados con paja de trigo.

Proporcién TH:IF (NmPL“‘R L (mﬁg‘;‘/h) A (h)
4:1 29 0.8 8.8
1:1 44 1.4 13.5
1:4 76 33 16.6
C. cellulovorans 111 3.7 12.6
C. acetobutylicum 119 5.0 19.2
MN Ciclo fermentacion natural 120 5.0 4.7
Ciclo Bioaumentacion 21 0.6 12.6

Estos resultados coinciden con la caracterizacion realizada de las cepas previamente. La
velocidad de produccion de hidrogeno de C. acetobutylicum es 1.4 veces mayor que la de C.
cellulovorans. Sin embargo, la acumulacion final de hidrogeno producido no presenta
diferencia significativa (p > 0.05) entre ambas cepas cuando se crecen en un sustrato

lignocelulosico (ver Figura 5-4).
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Los ensayos se llevaron a cabo sin control de pH. El ciclo de bioaumentacion inicié a un pH
promedio de 4.5 y finalizd en 5.0 sin variacion significativa entre los tratamientos. En algunos
estudios la produccion de hidrogeno esta asociada a pH menores a 5.5 (Andersch, et al.,
1983). La actividad hidrogenasa de la célula disminuye a pH menores a 5.2 siendo 6.3 el pH
optimo para la produccion de hidrégeno (Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo, 2009). Los
microorganismos que se bioaumentaron mostraron produccién de hidrégeno a pesar de que
el pH estaba por debajo del dptimo. Por el contrario, los microorganismos nativos se vieron

afectados por el descenso del pH y no igualaron la produccion de hidrogeno del ciclo anterior.

En comparacién con el control que tuvo una produccion de metabolitos de 602 mg/L, la
bioaumentacion con el monocultivo de C. cellulovorans tuvo la mayor acumulacion de acidos
grasos volatiles con 1,428 mg/L. La bioaumentacion con el monocultivo de C.
acetobutylicum produjo menos metabolitos (463 mg/L), lo que no coindice con la produccion
de hidrégeno observada. En todos los tratamientos y el control, el &cido acético fue el
metabolito que se encontrd en mayor proporcion en todos los tratamientos (Tabla 5-8).

Tabla 5- 8 Produccion de &cidos grasos volatiles para el ciclo de fermentacion con
bioaumentacion a reactores de produccion de hidrogeno alimentados con paja de trigo.

Concentracion (mg/L)

Proporcién IH:IF Acido Acido Acido Acido Acido Total
ota
Acético Butirico Propionico Isovalérico Capréico
4:1 577 127 142 44 36 926
1:1 388 92 74 47 31 632
1:4 291 100 34 29 20 474
C. cellulovorans 828 192 199 115 94 1428
C. acetobutylicum 230 58 52 70 53 463
MN en ciclo de
' ' 367 62 79 56 38 602
bioaumentacion
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Los dacidos producidos por cada cocultivo estan relacionados con la cantidad de C.
cellulovorans presente. El cocultivo con mayor presencia de la cepa hidrolitica presento
mayor produccion de acidos grasos volatiles (p > 0.05). De manera similar, el cocultivo con
menor cantidad de C. cellulovorans presenté una acumulacion de metabolitos comparable
con el control sin bioaumentar. El género Clostridium tiene un rendimiento tedrico de
hidrogeno de 4 mol de Hz por 1 mol de glucosa cuando se produce acido acético. Para cumplir

esta eficiencia la cepa debe seguir la siguiente sintesis:
CeH1,06 + 2H,0 - 2CH3CO0H + 4H, + 2C0,

La ruta metabdlica de produccion de &cido butirico sigue la siguiente reaccion:
C¢H1,04 » CH3CH,CH,COOH + 2H, + 2CO0,

De acuerdo con la estequiometria de la reaccion se producen 2 mol de H> por cada mol de
glucosa (Hassan & Morsy 2015). Sin embargo, considerando la cantidad de hidrégeno
producida en el ensayo, la suma de 4cidos acético y butirico generada es superior a la tedrica
esperada. Principalmente se observa una mayor acumulacién de acido acético asociada a
procesos acetogénicos a partir de hidrogeno y didxido de carbono (Valdez-Vazquez & Poggi-

Varaldo 2009).

La disminuciéon en la produccion de hidrogeno estd asociada a microorganismos
metanogénicos hidrogenotroficos y acetogénicos autotroficos. La aparicion de
microorganismos metandgenos estd implicita en el uso de sustratos en condiciones no
estériles. Para inhibir la aparicion de los mismos se hace uso de diferentes estrategias como
el tratamiento térmico del indculo, pH bajos, altas tasas de dilucion, adicion de compuestos

inhibidores, por mencionar los principales (Valdez-Vazquez & Poggi-Varaldo 2009).

En las cinéticas realizadas, el digestato usado como indculo no se sometio a tratamiento
térmico y ni tampoco se realizé control de pH. Después del cuarto dia, la producciéon de
hidrégeno con microorganismos nativos ceso y se observod la aparicion de metano (4% del
biogéas producido). En los reactores bioaumentados se observa la misma tendencia en la

produccion de metano después del 4 dia de operacion con hasta del 8.7% del biogas obtenido.
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En la Tabla 5-9 se muestran los porcentajes de consumo de sustratos en este ensayo. Los
mayores consumos de celulosa se muestran en los tratamientos con monocultivo de C.
cellulovorans y el cocultivo 0.4:1.6 en los cuales se obtuvieron las mayores producciones de
hidrégeno. Sin embargo, en el tratamiento con bioaumentacion el monocultivo de C.
acetobutylicum no presenta consumo de celulosa, ni hemicelulosa. La produccion de
hidrégeno en este ensayo puede estar relacionada con la concentracion residual de glucosa
proveniente con el indculo.

Tabla 5- 9 Porcentaje de consumo de sustrato para el ciclo de fermentacion con
bioaumentacion a reactores de produccion de hidrégeno alimentados con paja de trigo.

Proporcion IH:IF Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
4:1 11 20 29
1:1 14 20 27
1:4 17 24 31
C. cellulovorans 17 19 31
C. acetobutylicum 0 6 24

MN en ciclo de

6 15 18
bioaumentacidon
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5.4 ENSAYO DE BIOAUMENTACION CONFIRMATORIO

El ensayo de bioaumentacion confirmatorio consistid en probar el monocultivo de C.
cellulovorans bajo las mismas condiciones con tres sustratos lignoceluldsicos: rastrojo de
maiz, bagazo de agave y de cafia de azlcar. El objetivo fue caracterizar el efecto de la
bioaumentacion en los reactores productores de hidrogeno utilizando diferentes sustratos

lignocelulosicos. El pH inicial en el ciclo de bioaumentacion se ajusté a 6.5.

En la Figura 5.7 se muestran los perfiles de produccion de hidrogeno en el ciclo de
fermentacion natural con microorganismos nativos, y en el ciclo de bioaumentacién con el

monocultivo de C. cellulovorans para cuatro sustratos.
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Figura 5- 7 Perfiles de produccion de hidrogeno en el ciclo de fermentacion natural (A) y
el ciclo de bioaumentacion (B) con el monocultivo de C. cellulovorans.

58



En la Tabla 5-10 se muestran los parametros cinéticos de produccion de hidrogeno obtenidos

para cada sustrato con microorganismos nativos en el ciclo de fermentacion natural, el ciclo

de la bioaumentacion con C. cellulovorans, y los respectivos controles sin bioaumentacion.

Tabla 5- 10 Parametros cinéticos obtenidos con el ajuste de Gompertz para el ciclo de
fermentacion natural y el ciclo de bioaumentacion con C. cellulovorans.

. P max R max
Sustrato Ciclo (NmL HyL)  (NmL Hy/h) A (h)
) Fermentacion Microorganismos nativos 141 1.4 9.5
Paja de natural
trigo Bioaumentacion C. Cellulovorans 284 4.1 9.5
U Microorganismos nativos 101 2.2 10.3
) Fermentacion Microorganismos nativos 169 5.6 27.7
Rastrojo natural
de maiz Bioaumentacion C. Cellulovorans 377 9.8 53
Microorganismos nativos 259 7.9 3.6
Fermentacion Microorganismos nativos 36 1.0 31.8
Bagazo natural
de caiia Bioaumentacion C. Cellulovorans 3 1.0 2.0
Microorganismos nativos 6 3.6 7.5
Fermentacion Microorganismos nativos 60 1.5 40.5
Bagazo natural
de agave Bioaumentacion C. Cellulovorans 180 3.8 7.8
Microorganismos nativos 41 7.9 4.8

Del ciclo de fermentacion natural con microorganismos nativos tenemos que las

producciones de hidrogeno con paja de trigo y rastrojo de maiz no son significativamente

diferentes (p > 0.05). La produccion de hidrogeno en los sustratos mencionados es superior a

la produccion a partir de los bagazos de cafia y agave (p > 0.05).

Durante el ciclo de bioaumentacion se observo que los resultados en paja de trigo fueron

similares a los obtenidos en el ensayo anterior. Los reactores con bioaumentacion presentaron

una produccidn de hidrogeno 2.8 veces mayor respecto al control sin bioaumentacién (p >

0.05). El rastrojo de maiz con bioaumentacion present6 la mayor produccion de hidrogeno de

todos los sustratos (p > 0.05). La bioaumentacion en este sustrato mejoro 1.5 veces la

produccion de hidrogeno con respecto al control sin bioaumentar.
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Para el bagazo de agave, la bioaumentacién no mostrd tener efecto significativo sobre la

produccion de hidrogeno (p > 0.05). Se observo el mismo efecto en el bagazo de cafia, donde

la produccion de hidrégeno no fue mayor con la bioaumentacion (p > 0.05).

En la Tabla 5-11 se compara el rendimiento de hidrogeno con otros trabajos. Todos los

trabajos listados hacen uso de diferentes sustratos lignocelulésicos sin pretratamiento. La

estrategia de bioaumentacion es comparable con el uso de cultivos mixtos en otros sistemas.

El tipo de sustrato utilizado también influye en el rendimiento de produccion de hidrogeno.

Para residuos agricolas de maiz, los méximos rendimientos de hidrégeno se alcanzan en

sistemas estériles haciendo uso de cepas puras (Li & Fang, 2007; Ivanova et al., 2009).

Tabla 5- 11 Comparacion en la produccion de hidrogeno a partir de diferentes residuos
agricolas sin pretratamiento.

Temperatura

Produccion de

Sustrato Inoculo ©C) hidrégeno Referencia
(mL H»/g SV)
PaJ.a de Estlerf: ol de. vaca 36 1 Fan et al., 2006
trigo (cultivo mixto)
Paja de Digestato de reactores 36 6.4 Nasirian et al.,
trigo productores de H» ) 2012
RastrOJ,o Clostrldlgm butyricum 35 9 Li & Fang, 2007
de maiz (cultivo puro)
Hojas de Closmdlu.m Ivanova et al.,
; saccharolyticus 70 18
maiz . 2009
(cultivo puro)
Ta110§ de Cultivo mixto anaerobio 36 3 Zhang etal.,
maiz 2007
Microorganismos nativos
Paja de bioaumentados con C. 4
trigo cellulovorans
M%croorgamsmos nat%vos 37 1 Este trabajo
Microorganismos nativos
Rastrojo bioaumentados con C. 7
de maiz cellulovorans
Microorganismos nativos 5
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Los rendimientos determinados experimentalmente en este trabajo son semejantes a los
resultados obtenidos por Li y Fang en 2007. La diferencia entre ambos ensayos, ademas de
la especie utilizada para bioaumentar, es que en este estudio se operd sin esterilidad.
Considerando los costos que anade al proceso trabajar bajo condiciones asépticas, seria
pertinente realizar un andlisis correspondiente para determinar la rentabilidad de la

produccion de hidrégeno.

La produccion de hidrogeno en la fase de bioaumentacion esté relacionada con la produccion
que presenta el sustrato y su comunidad nativa en el ciclo de fermentacion natural. En la
Tabla 5-12 se muestran los resultados de la bioaumentacion en diferentes sistemas de
produccion de hidrogeno. Comunmente los inoculos utilizados para la produccion de
hidrogeno son digestatos obtenidos de reactores de fermentacion obscura. Este indculo es
sometido a un tratamiento térmico para inhibir el crecimiento de microorganismos

metanogénicos (Kumar et al., 2015; Sharma & Melkania, 2018; Z. Yang et al., 2016).
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Tabla 5- 12 Comparacion del efecto de la de la bioaumentacion en la produccion de
hidrégeno en reactores alimentados con sustratos organicos e indculos fermentativos

Produccion de hidrégeno

Especies
Sustrato Indculo Referencia
bioaumentadas
Incremento en la
Inéculo Bioaumentacion
produccion (%)
Escherichia coli 23.4 mLHy/gCarbo  39.2 mLH»/gCarbo 168%
. - Sh &
Bacilus subtilis 28.6 mLHy/gCarbo  43.7 mLH,/gCarbo 153% (Sharma
FORSU Lodo Melkania
anaerobio
2018)
Enterobater 25.7 mLHy/gCarbo  37.1 mLH/gCarbo 147%
aerogenes ’
i i i 0,
Agua Escherichia coli 259.6 mL H,/gDQO 118%
) (Kumar et
residual Lodo 221 mL H,/gDQO
) ) anaerobio al., 2015)
industrial E. coli/Enterobacter 248.5 mL H,/gDQO 113%
cloacae
Papas Lodo granular Hydrogenispora (Z. Yang et
) . 43.4 mL H,/gSV 54.3 mL H»/gSV 125%
procesadas anaerobio ethanolica LX-B al., 2016)
Ensilado de Excretas de ~ Piromyces 44 5 , (Nkemka et
i cerdo rhinziflata YM600 4 mL Ho/gSV 52.7 mL H,/gSV 119% al. 2015)
Paja de trigo 1 mL Ho/gSV 4 mL Hy/gSV 400%
Microorganis
mos nativos C. cellulovorans Este trabajo.
Rastrojo de del sustrato
5 mL Hy/gSV 7 mL Hy/gSV 140%

maiz
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Los principales acidos grasos volatiles producidos tanto en paja de trigo como en rastrojo de
maiz fueron acido acético, butirico, propiodnico, isovalérico y caproico. En paja de trigo la
concentracion final de dcidos en la bioaumentacion fue de 2.9 g/L. El 49% de los acidos
acumulados fue 4cido acético, seguido por propiodnico y butirico con 22% y 19%
respectivamente. Sin embargo, no hay diferencia entre los acidos producidos bajo

condiciones de bioaumentacion respecto de los no bioaumentados.

En el rastrojo de maiz, el comportamiento de ambos tratamientos fue similar a la de paja de
trigo. La composicion de los AGV's principales fue de 4cido acético 42%, propionico 18%

y butirico 16% (ver Tabla 5-13).

Tabla 5- 13 Produccion de acidos grasos volatiles al final de los ciclos de fermentacion
natural y de bioaumentacion con C. cellulovorans.

Concentracion (mg/L)

Sustrato Tratamiento Acido Acido Acido Acido Acido Total
ota
Acético Butirico Propionico Isovalérico Caproico
C. cellulovorans 1449 555 640 178 110 2932
Paja de
. Microorganismos
trigo ) 1478 525 689 178 102 2972
nativos
C. cellulovorans 1326 520 584 520 207 3157
Rastrojo
, Microorganismos
de maiz 1399 447 607 447 195 3095
nativos

El consumo de sustrato en los reactores que mas produccion de hidrogeno presentaron se
muestra en la tabla 5-14. La paja de trigo s6lo presenté consumo de celulosa en condiciones
de bioaumentacion. Con un 33% y consumo de hemicelulosa 44%. El ciclo control para la
paja de trigo sdlo present6 consumo de hemicelulosa con 12%. En el rastrojo de maiz el
consumo de celulosa y hemicelulosa se presento6 tanto en bioaumentacion como en el control.

Sin embargo, el porcentaje de degradacion es mayor en la bioaumentacion.
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Tabla 5- 14 Consumo de materia lignoceluldsica después del ciclo de bioaumentacion

Sustrato Tratamiento Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
C. cellulovorans 32.9 43.9 45.0
Paja de trigo Microorganismos
‘ 0.0 11.9 11.3
nativos
. C. cellulovorans 36.1 309 59.5
Rastrojo de . .
Microorganismos
maiz ) 22.4 15.1 51.1
nativos
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6. CONCLUSIONES

De las cinéticas de los monocultivos en sustratos solubles se determiné que C.
acetobutylicum presentd mayores caracteristicas fermentativas medidas como produccion de
hidrégeno y acidos organicos que C. cellulovorans. Al contrario, C. cellulovorans no
presento caracteristicas fermentativas importantes, pero si capacidades hidroliticas (medido

como consumo de carboximetilcelulosa).

En el ensayo bajo condiciones estériles con diferentes proporciones de indculo hidrolitico (C.

cellulovorans) e indculo fermentativo (C. acetobutylicum) se tiene que:

e Los cocultivos presentaron mayor velocidad y produccion de hidrogeno en
comparacion con los monocultivos.

e Cuando el inoculo hidrolitico (C. cellulovorans) estuvo en mayor proporcion en
el cocultivo se incremento la velocidad de produccion, pero no la produccion total
de hidrogeno.

Del ensayo de bioaumentacion con C. cellulovorans utilizando los cuatros sustratos

lignocelulodsicos se tiene que:

e La bioaumentacion con C. cellulovorans increment6 la produccion de hidrogeno
solo en paja de trigo y rastrojo de maiz como sustratos. La bioaumentacion no
tuvo efecto sobre la produccion de hidrogeno utilizando bagazo de agave ni

bagazo de cafia como sustratos.
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