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1. Introduccion

La digestion anaerobia es un proceso biotecnoldgico sustentable, que nos permite
la produccién de biogas, a partir de residuos que contienen materia organica, como
las aguas residuales industriales, desechos alimenticios, estiércol de animal, lodos
de depuracion, la fraccion organica de los residuos solidos municipales, entre otros.

Este proceso es una alternativa para la produccién de energia proveniente de
fuentes renovables, contribuyendo a la disminucion del uso de energia derivada de
fuentes no-renovables, debido a la limitacién del recurso, a la reduccion de los gases
de efecto invernadero y afectaciones al medio ambiente. Otra contribucién
importante del proceso de digestidn anaerobia es sumar bioenergia al aumento en
la demanda energética relacionada directamente con el incremento de la riqueza y
la poblacion a nivel mundial.

La digestion anaerobia se basa en la descomposicién del material biodegradable
mediante un consorcio de microorganismos; principalmente de bacterias y arqueas,
gue en ausencia de oxigeno y produciendo biogas, puede ser utilizado después de
su purificacién para la generacion combinada de calor y electricidad, combustible
de transporte 0 como suministro a una red de gas natural.

Este proceso puede llevarse a cabo en distintas configuraciones (una o dos etapas).
Se ha encontrado que en el proceso existe un mayor control y estabilidad del
proceso ayudando a una mayor produccion de metano debido a que la relacion que
existe entre la produccion y el consumo de acidos grasos volatiles. Ademas de las
configuraciones, un parametro que se puede variar es la temperatura del proceso,
mesofilia (35-47 °C), termofilia (48-57 °C) e hipertermofilia (65-90 °C), esta variacién
nos permite aumentar la velocidad de reaccion y la disminucion del tiempo de
retencion hidraulico.

Hoy en dia, los procesos de unay dos etapas a distintas condiciones de temperatura
han sido estudiadas para realizar la digestion anaerobia. Sin embargo, el aumento
de temperatura nos permitird una mayor solubilidad y degradaciéon de los
componentes sélidos presentes en los residuos a tratar a deméas de haber pocos
estudios realizados a temperaturas extremas. La intencion de este trabajo es
realizar un estudio del proceso de digestion anaerobia en dos etapas en condiciones
extremas de temperatura, hipertermofilia (70 °C) en la etapa acidogénica y termofilia
(55°C) para la etapa metanogénica a partir de residuos generados del proceso de
produccion de bioetanol con residuos lignoceluldsicos.

Los subprocesos se realizaron en dos biorreactores distintos, permitiéendonos
separar y acondicionar los distintos consorcios de microorganismos involucrados en
los subprocesos, y asi determinar los tiempos de retencion hidraulicas, y verificar el
aumento en la velocidad de conversion de la materia organica a metano.
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2. Antecedentes.

2.1. Enerygia.

Actualmente, los combustibles fosiles son la principal fuente de energia a nivel
mundial. La fuerte dependencia global de este recurso tiene efectos adversos en el
ambiente y en los seres humanos, y disminuye la seguridad energética: genera altas
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y otras emisiones contaminantes
por la combustién de gas natural, carbon y derivados del petréleo, ademéas de
accidentes y derrames de petréleo durante su extraccion, transporte o refinacion,
entre otros problemas.

El problema del cambio climatico ha llegado a tal magnitud que los gobiernos han
propuesto como estrategia global la eliminacion del uso de los combustibles fésiles
a finales del siglo XXI. Esto implica una transicion energética radical, donde una
parte crucial corresponde a las fuentes renovables de energia, y dentro de ellas, a
la bioenergia (Garcia-Bustamante y Masera-Cerutti, 2016).

A pesar de la rapida expansion en la produccion y capacidad de energia renovable,
particularmente en energia solar fotovoltaica y energia edlica, los combustibles
fésiles continuan conformado el principal energético primario a nivel mundial.

A partir de 2016, las energias renovables modernas representan aproximadamente
el 10.4 %, la mayor propocion de las energias renovables modernas es la
produccion de electricidad con 5.4 %, de esta produccion la mayoria es generada
mediante energia hidroeléctrica con el 3.7 % seguido por la energia térmica con un
estimado del 4.1 % y finalmente los biocombustibles de transporte con 0.9 %. El uso
tradicional de la biomasa, es principalmente para la coccion y calentamiento en
paises en desarrollo, proporcionando un 7.8 % adicional (REN21, 2018).
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Figura 2.1.1 Estimacion de produccion de energia a nivel global en 2018.

En México, la produccién de energia primaria tiene como principal energético
primario el petréleo con un 62.6 %, seguido por el gas natural 23.1 %, las fuentes
renovables 8.4%, el carbon 3.3 % y finalmente la nuclear y los condensados con 1.4

%y 1.1 %.

Gas MNatural
23,1% condensados
1,1%
| Carbén —
L 33% Biomasa y
" Biogas

MNuclear
1,4%

4,7%

Renovables
8,4%
Petraleo .
62,6% i
a Hidroeléctrica 1
1,4% | Geotérmica,
solar y eolica
2,3%

Figura 2.1.2 Produccion de energia primaria en México 2016.

Dentro de las fuentes renovables los bioenergéticos; la produccion de biogas y la
biomasa, que esta integrada por bagazo de cafia y lefia, mostraron un incremento
de 2.4 % y 0.51 % respecto al afio 2015. La biomasa tiene como principal uso
generacion de calor y electricidad en el caso de bagazo de cafia de azucar, dentro
de los propios ingenios azucareros, mientras que la lefia se utiliza de forma directa
en el sector residencial para la coccion de alimentos y calefaccion.
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El biogas producido de la digestiébn anaerobia proviene del gas de relleno sanitario,
de lodos de alcantarillado y estiércol de animal (SENER, 2016).

Para lograr transitar a un sistema energetico que no dependa de los combustibles
fosiles se requieren distintas acciones coordinadas que incluyen cambiar los
patrones de los usos finales de la anergia, aumentar la eficiencia energeética,
cambiar los habitos de consumo, y utilizar fuentes de energia renovable como la
solar, edlica, geotérmica, mareomotriz y la bioenergia (Chu & Majumdar, 2012)

2.2.Bioenergia.

Biomasa -material biologico vivo y desechos de animales- han sido utilizados desde
la historia temprana para cocinar y calentar espacios donde los seres humanos
viven y trabajan. Hoy en dia, la biomasa tiene un rol mas amplio en el consumo de
energia global. La bioenergia -energia producida a partir de la biomasa- es una
solucion prometedora para los desafios ambientales y un impulsor del desarrollo
econdémico desde los niveles locales hasta los globales (Coleman y Stanfurt, 2006;
Kleinschmidt, 2007).

La bioenergia es una forma de energia renovable porgue la energia contenida en la
biomasa es energia del sol capturada a través de un proceso natural como la
fotosintesis. Siempre la cantidad de biomasa utilizada requiere ser igual o menor a
la cantidad que puede volver a crecer. Las formas de bioenergia incluyen energia
de biomasa, calor y combustibles sélidos, liquidos y gaseosos. De estas formas de
bioenergia sus posibles usos son aplicaciones industriales, residenciales y
comerciales.

La energia de biomasa puede ser empleada para la generacion de electricidad a
partir de su combustién, ya sea sola 0 en combinacion con carbén, gas natural u
otro combustible. La mayora de las plantas de energia de biomasa son sistemas de
combustién directa donde las materias primas de biomasa se gqueman en una
caldera para producir vapor a alta presion que sirven para operar turbinas
conectadas a generadores eléctricos.

El calentamiento y la refrigeracion, (energia térmica) también pueden ser originadas
mediante el uso final de la energia de biomasa y de los procesos de conversion del
biocombustible en forma de calor y energia. La combinacion de calor y energia,
también conocida como cogeneracion, es la produccion simultanea de electricidad
y calor a partir de una Unica fuente de combustible.

10
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Los biocombustibles, en el caso de los solidos se usan generalmente para calentar
espacios a través de la combustion. Los combustibles liquidos y gaseosos se
producen por fermentacion, gasificacion, pirdlisis y torrefaccion (Williams, et. al.,
2015).

El bioetanol y el biodiesel son los combustibles liquidos de mayor interés dentro de
los biocombustibles liquidos. Los biocombustibles producidos a partir de aceites,
azucares y almidones provenientes de cultivos alimenticios se conocen como
biocombustibles de primera generacion. Los biocombustibles producidos a partir de
cultivos no alimenticios, como hierbas perennes, material lefioso, residuos agricola
y forestal se denominan biocombustibles de segunda generacién. Los
biocombustibles provenientes de las algas son llamadas biocombustibles de tercera
generacion (Goh y Lee, 2010; Lee y Lavoie, 2013).

El biogads y el biohidrégeno son los biocombustibles gaseosos de principal
importancia, el biogas es producido a partir de residuos liquidos, solidos y biomasa,
mediante la digestion anaerobia y puede ser utilizado para la produccién de energia
eléctrica y calor, después de su purificacibn como combustible automotriz y sustituto
del gas natural (Weiland, 2010). La composicion del biogas depende del tipo de
material que se lleve al proceso de digestion anaerobia y del método de conduccion
del proceso, por lo general es como sigue: Metano (50-75 %), diéxido de carbono
(25-45 %), sulfuro de hidrégeno (0-1 %), hidrogeno (0-1 %), monoxido de carbono
(0-2 %) y agua (2-7 %) (Graaf y Fendler, 2010). Por otro lado, la tecnologia para la
produccion de biohidrégeno a partir de los mismos sustratos se encuentra ain en
etapa de desarrollo.

2.3.Generacion de residuos en el proceso de produccién de bioetanol
lignoceluldsico.

Si bien el almidén del maiz y el azlcar de cafa son las principales materias primas
para la produccion de bioetanol, el uso de estos cultivos para la produccion de
biocombustibles se ve limitado por la disponibilidad de tierras agricolas, recursos
hidricos y seguridad alimentaria (Takara,et. al., 2012).

El uso de material lignoceluldsico para la produccion de etanol incluye biomasa
herbacea (césped, hierba) y lefiosa (madera de conifera o madera de arboles),
como también desechos agroindustriales (bagazos, vainas, y/o cascara de arroz,
paja de trigo), los biocombustibles lignocelulésicos presentan un mejor rendimiento
energético que los biocombustibles producidos a partir de cultivos basados en
alimentos (Taylor, 2008). Ademas de haber una mayor disponibilidad de biomasa
lignocelulésica lo que permite la produccién a gran escala de etanol, teniendo el
potencial de remplazar en mayor cantidad la importacion de combustibles fosiles.

11
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Ademas, cuando las eficiencias de produccién son altas y la produccion y uso de
etanol como combustible provienen de biomasa nos permiten la reduccion de gases
de efecto invernadero (Wilkie, et. al., 2000).

Liberar Generacion de Produccidn Separacion Purificacidn
celulosa, monosacaridos © de etanol de etanol del etanol
hemicelulosa
y lignina Q G G G
o . [
= G Obtencién .5 Residuo de Origina un 2 Residuos de
T Generacion ., de S levadura y & destilado 2 condensado
o w COmpuestos T compuestos 2 llamado 5 (etanol residual)
© an‘;%r&'e;a S furdnicosy £ no = vinaza =
i H] o0 Al =
2 = fendlicos O fermentables 2 A

Figura 2.3.1 Proceso y Residuos generados de la produccidon de etanol 2G

El etanol puede ser utilizado como elevador de octanaje y combustible liquido. Estas
aplicaciones han recibido gran atencion como resultado de recientes
investigaciones del éter metil ter-butirico (MTBE) como contaminante en
abastecimientos de agua potable, como el MBTE es un aditivo de las gasolinas este
puede ser completamente sustituido por etanol (Torry-Smith, et. al.,2003), pero la
produccion de etanol lleva consigo la generacion de residuos provenientes de los
distintos procesos utilizados (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)
los cuales pueden ser considerados como contaminantes potenciales (Callander,
et. al., 1986; Sheehan y Greenfield, 1980). Uno de los contaminantes de mayor
volumen es la vinaza ya que arriba de 20 L de este residuo puede ser generado por
cada litro de etanol producido (van Haadel y Catunda, 1994), por lo tanto, para poder
calificar la produccion de etanol como un proceso de energia limpia debe
considerarse la utilizacion y tratamiento de los residuos producidos.

La biomasa lignocelulésica tiene una estructura y compuestos quimicos complejos,
haciéndola dificil de romper a azucares fermentables de cinco y seis carbonos. El
pretratamiento puede incluir un proceso mecéanico (molienda o trituracién) seguido
de un proceso como explosion de vapor (Bouchard, et. al., 1990; Heitz, et. al., 1991),
explosion de vapor en presencia de acido (Clark y Mackie, 1987; Clark, et. al., 1989),
explosion supercritica mediante didxido de carbono (Zheng, et. al., 1988), explosién
de amonio congelado (AFEX), deslignificacion por solventes como etanol butanol o
acido acético, y procesos térmico-mecanicos (Wyman y Goodman, 1993; von Sivers
y Zacchi, 1996). El proceso de pretratamiento es requerido para liberar celulosa y
hemicelulosa ademas de incrementar la vulnerabilidad de la biomasa pretratada a
una hidrdlisis enzimatica.
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La hidrdlisis del material lignocelulésico es alcanzada mediante reacciones de
hidrolisis enzimatica, con acido concentrado (Goldstein y Easter, 1992), con acido
diluido, o combinacién de estas (Grethlein y Dill, 1993). En la hidrdlisis enzimatica,
se extrae las enzimas celulasas obtenidas de organismos celuloliticos y son
afadidas a la materia prima. En la hidrdlisis acida, el material lignocelulésico es
expuesto a acidos concentrados o diluido (normalmente acido sulfurico) a elevadas
temperaturas y presiones por un periodo de tiempo especifico para liberar la
celulosa y la lignina e hidrolizar la celulosa a glucosa (Mackie, et. al., 1983). Las
consecuencias del uso de enzimas es el costo comparado con los acidos, pero tiene
como ventaja evitar las reacciones laterales y por lo tanto ausencia de
monosacaridos no fermentables, al contrario de la hidrdlisis acida debido a una
pérdida de glucosa a compuestos furanicos como hidroximetil furfural y xilosa a
furfural (Wyman y Goodman, 1993).

La fraccion de lignina de la biomasa no se ve afectada durante la mayoria de los
pretratamientos bioquimicos, excepto en los tratamientos alcalinos y oxidantes, ya
que, en los pretratamientos alcalinos, la mayoria de la lignina se solubiliza y se
remueve antes de la fermentacion. En algunos casos, los pretratamientos a altas
temperaturas, la lignina es degradada a compuestos fendlicos libres afectando su
incorporacion a las otras operaciones unitarias (Takara etal.,, 2012) y puede
recuperarse después de la separacion de liquidos seguida de la fermentacion.

En un proceso de fermentacion en lote convencional, un inéculo, como un cultivo de
levadura a menudo cerca de 10 % del volumen del fermentador se le agrega los
carbohidratos de la hidrélisis y se deja fermentar hasta completarse la produccion
de etanol, generalmente en menos dos dias (ASTM, 1997). El volumen de vinaza
obtenido es inversamente proporcional a la concentracién final de etanol en la
fermentacién, uno de los obstaculos significativos en el proceso de fermentacion es
el efecto inhibitorio de los compuestos derivados de la lignina y carbohidratos
formados durante el pretratamiento del material lignocelulésico. Los inhibidores
formados a partir de la destruccién de la lignina constituyen una amplia variedad de
compuestos aromaticos y poli-aromaticos con una amplia gama de sustituyentes.
Los otros compuestos tipicos encontrados en los hidrolizados lignocelulésicos son
los furfurales a partir de la degradacion de azlcares.

Después de la fermentacién, el efluente contiene etanol que es bombeado a un
proceso de destilacion continuo donde el vapor es utilizado para calentar el efluente
a su punto de ebullicién en la columna de stripper (ASTM, 1997). El vapor de etanol
enriquecido pasa a traves de la columna de rectificacion condensando y removiendo
de la cima del rectificador alrededor del 95% de etanol. El destilado conocido como
vinaza cae al fondo de columna stripper y es bombeado a un tanque de
almacenamiento, con una destilacidn eficiente, la vinaza contiene menos de 0.1-0.2
% de etanol.
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Para poder mezclar el alcohol con gasolina, el contenido de agua debe ser reducido
a menor del 1 % volumen debido a que mayores cantidades de agua mezcladas con
la gasolina, pueden causar un mal funcionamiento en la ignicion cuando el tanque
de combustible se vacia, para lograr este objetivo la remocion del agua a menos del
5 % se utiliza un proceso llamado deshidratacién o secado, desafortunadamente, la
separacion del etanol en el agua por destilacion es limitado a una pureza alrededor
del 96 % debido a las propiedades azeotrdpicas de la mezcla.

Juntando todos los residuos obtenidos de cada proceso un efluente tipico de una
biorrefineria es caracterizado por altas concentraciones de demanda quimica de
oxigeno (DQO) entre 80-100 g/L, una demanda bioquimica de oxigeno (DBO) en
concentraciones de 40-50 g/L, ademas de valores bajos de pH 3.5-5, olor fuerte y
color café obscuro, el alto contenido de material organico, el agua residual del
proceso de destilacion también contiene nutrientes en forma de nitrdgeno en
concentraciones entre 1.66-4.2 g/L, fésforo en concentraciones entre 0.225-3.04 g/L
y potasio entre 9.6-17.475 g/L lo que puede conducir a la eutrofizacion de cuerpos
de agua (Espafia-Gamboa et al., 2011).

2.4.Digestion anaerobia.

El proceso biotecnolégico para la produccion de biogas normalmente se refiere a la
digestion de una variedad de residuos organicos, alimentos, aguas residuales, lodo
de agua residual, excremento de animales o fraccibn organica de residuos
municipales.

La digestion anaerobia es un bioproceso implementado para la conversién de
materia organica a biogas en ausencia de oxigeno. Un consorcio de varios grupos
de microorganismos principalmente bacterias hidroliticas, acidogénicas,
acetogénicas y arqueas metanogénicas que cooperan o compiten por llevar a cabo
las reacciones bioquimicas en el cual pueden dividirse en cinco sucesivos y
distintivos pasos (Figura 2.4.1), esto va acompafiado que un proceso de
mineralizacion parcial o completa y humificacién de sustancias organicas (Lyberatos
y Skiadas, 1999).

El metano y el dioxido de carbono son los principales productos gaseosos
generados de este bioproceso, el cual denominamos biogas, pero existen otros
compuestos dentro de la mezcla que varian dependiendo del material a digerirse en
la siguiente composicion: metano (46-65 %), didéxido de carbono (30-40 %), sulfuro
de hidrégeno (0.3-3 %), amoniaco (0-1 %), humedad (0-10 %), nitrégeno (0-5 %),
oxigeno (0-2 %) e hidrogeno (0-1 %) (Gould, 2015).
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Figura 2.4.1 Etapas de la digestion anaerobia

» Desintegracion: Involucra el rompimiento celular, el no decaimiento
enzimatico, separacién de fases, quebrado fisico por el esfuerzo cortante.

» Hidrolisis: Durante esta etapa, las macromoléculas de compuestos
organicos insolubles, es decir, carbohidratos, proteinas y grasas son
fraccionadas a mondmeros solubles y dimeros, esto es, monosacaridos,
aminodacidos y acidos grasos. Esta etapa de la digestiébn anaerobia ocurre a
través de un grupo de enzimas hidroliticas, (amilasas, proteasas y lipasas)
producidas por cepas apropiadas de bacterias hidroliticas. La hidrélisis de
polimeros dificilmente fraccionables como son celulosa y fibras de algodén,
pueden ser consideradas la etapa limitante de la digestion anaerobia.
Durante la digestion de residuos solo el 50 % de los compuestos organicos
son polimeros biodegradables a sus mondmeros por enzimas extracelulares,
la parte restante de los compuestos, permanecen en la primera etapa
mientras siguen siendo las enzimas las que participen en la biodegradacion
(Conrad, 1999; Parawira, et. al., 2008).

La rapidez de la etapa de hidrélisis depende de muchos pardmetros: tamafio
de particula, pH, produccién de enzimas, difusion y adsorcién de enzimas en
las particulas de los desechos sujetos a los procesos de degradaciéon. La
hidrélisis se lleva a cabo por un grupo de bacterias facultativas
(Streptoccoccus enterobacterium) (Bryant, 1979; Smith, 1966).
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» Acidogénesis: Durante esta etapa, las bacterias acidificantes convierten las
sustancias quimicas solubles, incluyendo los productos de la hidrélisis a
acidos organicos de cadena corta (formico, acético, propionico, butirico,
pentanadico), alcoholes (metanol, etanol), aldehidos, didéxido de carbono e
hidrégeno. A partir de la descomposicion de proteinas, surgen aminoacidos
y péptidos, que pueden ser una fuente de energia para los microorganismos
anaerobios.

La acidogénesis puede ser dividida en dos tipos:

e Hidrogenacién. La ruta basica de transformacion ocurre a través de
acido acético, diéxido de carbono e hidrogeno, mientras que otros
productos acidogénicos juegan un papel poco significativo. Como
resultado de estas transformaciones, metandégenos pueden consumir
directamente los nuevos productos como sustrato y fuente de energia.

e Deshidrogenacion. Una acumulacion de electrones por compuestos
como acido lactico, etanol, acido propiénico, acido butirico y acidos
grasos volatiles mas largos es la respuesta de las bacterias a un
incremento de la concentracién de hidrégeno en la solucion. Los
nuevos productos no pueden ser consumidos directamente por las
bacterias metanogénicas y deben ser convertidas por bacterias
obligadas a producir hidrogeno en el proceso de acetogénesis.

Las bacterias en la fase acida pertenecen a anaerobias facultativas usado el
oxigeno introducido accidentalmente dentro del proceso, creando las
condiciones favorables para el desarrollo de anaerobias estrictas de los
siguientes géneros: Pseudomonas, Bacillus, Clostridium, Mirococcus o
Flavobacterium (Zieminski & Frac, 2012).

» Acetogénesis: En esta etapa, las bacterias acetogénicas que incluyen el
género Syntrophomonas y Syntrophobacter convierten los productos de la
fase acida en acido acético e hidrogeno, los cuales pueden ser utilizados por
las  bacterias metanogénicas  (Schink, 1997). Las bacterias
Methanobacterium Suboxydans puede descomponer &acido pentandico a
acido propionico, donde Methanobacterium Propionicum puede
descomponer el &cido propiénico a acido acético. Como resultado de la
acetogénesis, liberando hidrogeno, el cual puede presentar efecto tdéxico en
los microorganismos presentes en el proceso. Por ello es necesaria una
simbiosis entre bacterias acetogénicas con bacterias metanoautotréficas
usando hidrégeno como sustrato (Schink, 1997; De Bok, et. al., 2005).

» Metanogénesis: Esta etapa consiste en la produccion de metano por
bacterias y arqueas metanogénicas. El metano en esta etapa de proceso es
producido a partir de sustratos de las etapas previas, como acido acético,
hidrogeno, diéxido de carbono, acido formico, metanol, metilamina o dimetil
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sulfuro. La mayoria de metano proviene del acido acético y solamente el 30%
proviene de la reduccion del didxido de carbono y la oxidacién del hidrégeno
(Zieminski & Frac, 2012).

2.4.1. Configuraciones de la digestion anaerobia

Debido a que el proceso de digestion anaerobia nos permite la reduccion de
residuos y la produccion de energia renovable, se ha logrado la digestion a partir de
desechos organicos provenientes de distintos origenes, como fracciones de
desechos municipales (De Gioannis, et. al., 2013) celulosa (Ratti, et. al., 2013), agua
residual doméstica (Van Ginkel, et. al., 2005), lipidos extraidos de microalga (Yang,
et. al.,, 2011) y agua residual de lacteas (Jo, et. al., 2008). La variedad en
composicién y las caracteristicas del material en desechos organicos y aguas
residuales son un reto en la investigacion por que una variedad de sustratos pueden
ser utilizados por diferentes especies de microorganismos (Whang, et. al., 2006;
Rafrafi, et. al., 2013), de acuerdo con los datos de la literatura, la configuracién en
dos etapas de la digestion anaerobia parece ser mas efectiva para desechos de la
industria alimentaria (Malina y Pohland, 1992; McDougall, et. al., 1993), y una de las
desventajas del tratamiento de aguas residuales mediante el proceso de digestion
anaerobia en un etapa es el requerimiento de un gran tamafio de biorreactor debido
a las bajas tasas de produccién, por lo tanto, una opcion técnica interesante para
mejorar la produccioén de bigas a partir de agua residual es el uso de un proceso en
dos etapas (Intanoo, et. al., 2014).
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La separacion en etapas permite la seleccion de condiciones éptimas incluyendo la
seleccidn y enriguecimiento de los distintos microorganismos (Zhangy Noike, 1991),
para ambos procesos hidrolisis/acidogénesis y acetogénesis/metanogénesis
(Figura 2.4.1.1). Ya que medida, que la fermentacion hidrolitica/acidogénica avanza
a una velocidad mucho mayor que la acetogénesis/metanogénesis, aumentando la
eficiencia global de degradacién que en un fermentador de un sola etapa (Kubler y
Schertler, 1994) y ya que la primera etapa se lleva a cabo en condiciones acidas en
un reactor separado, nos beneficia en la reduccion de los efectos de cambio de pH
(Anderson, et. al., 1994). Sin embargo, la produccion en exceso de acidos grasos
volatiles, especialmente de acido acético, puede causar disturbios en la operacion
normal del reactor y los iones hidronio producidos por la biomasa deben ser unidos
a los iones carbonato, liberando agua y biéxido de carbono CO: (Blonskaja, et. al.,
2003).

Una de las ventajas de la separacion de etapa es que los microorganismos
metanogénicos son mas activos que los sistemas con configuracion de una sola
etapa (Cohen, et. al., 1980; Lettinga, et. al., 1993), otra ventaja del proceso en dos
etapas es una mayor tasa Yy rendimiento en la produccién de metano debido a un
mejor balance entre las rapidez de consumo y produccién de &cidos grasos volatiles
comparados con las de una sola etapa (Intanoo et al., 2014).

Sin embargo, el principal punto de interés esta en la optimizacion de los reactores
de hidrégeno y metano individualmente (Antonopoulou, et. al., 2008; Venetsaneas,
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et. al., 2009), por lo que se requiere optimizar el sistema completo para una mayor
produccion energética, ademas de investigar los mecanismos involucrados en el
proceso en dos etapas y las estructuras de las comunidades microbianas (Luo, et.
al., 2011).

2.4.2. Inhibicidn en la digestion anaerobia

La produccion de biocombustibles a partir de la conversibn de sustratos
lignoceluldsicos ha tomado alta consideracion debido a su alta composicion en
carbohidratos, su abundancia y su regeneracion, ademas de no entrar en
competencia con los alimentos. Entre los biocombustibles renovables, la produccién
de biohidrogeno y metano a partir de la fermentacién obscura y digestion anaerobia
cuando son operadas con cultivos mixtos, representan rutas prometedoras para la
valoracion de la biomasa lignocelulésica (Monlau, et al., 2014).

Uno de los retos en el uso de biomasa lignoceluldsica es su estructura natural
recalcitrante debido a barreras fisicoquimicas las cuales inherentemente proveen
resistencia y proteccion contra pesticidas y patdgenos, pero también confiere
resistencia a la hidrélisis para una mayor conversion mediante bacterias
fermentativas anaerobias (Molau, et. al., 2012; Vancov, et. al., 2012)

La composicion de lignina y su contenido, asi como el grado de polimerizacion y
cristalinidad de la celulosa, la estructura de la hemicelulosa, el contenido de pectina,
la accesibilidad del area superficial y volumen del poro han sido identificados como
los principales parametros que influyen en la biodegradabilidad (Molau, et. al., 2012;
Molau, et. al., 2013; Taherzadeh y Karimi, 2008).

Los compuestos fendlicos y furanicos fueron reportados como inhibidores de la
hidrolisis enzimatica de varias bacterias fermentativas en bioprocesos de cultivos
puros operados para la produccién de etanol, biohidrégeno, xilitol, butanol y lipidos
(Cao, et. al., 2009; Delgenes, et. al., 1996; Ezeji, et. al., 2007; Ho, et. al., 2010; Kelly,
et. al., 2008; Ximenes, et. al., 2010). El efecto de los acidos débiles principalmente
el &cido acético derivado del grupo acetilo de la hemicelulosa, al ser un metabolito
intermediario en la digestion anaerobia altas concentraciones de este acido
generado en los hidrolizados lignocelulésicos pueden ser facilmente consumidas
por el consorcio anaerobio.

Los compuestos furanicos son conocidos por tener un efecto perjudicial sobre los
microorganismos mediante la inhibicion del comportamiento celular, induciendo un
dafio en el ADN e inhibir varias enzimas de la glucdlisis. Distintos microorganismos
tienen la habilidad de adaptar y crecer en presencia de compuestos toxicos y
pueden usar diferentes mecanismos de adaptacion para evitar o reparar dafios
causados por los compuestos toxicos.
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La degradacion del furfural se produce a través del acido 2-furdico, que se
metaboliza al intermediario 2-oxoglutarato. Bajo condiciones anaerobias, algunas
bacterias pueden convertir el furfural y el 5-hidroximetil furfural a compuestos menos
inhibitorios como furfuril alcohol y alcoholes. Los compuestos furanicos y fenélicos
pueden afectar selectivamente el crecimiento de especies individuales dentro del
consorcio microbiano. Como consecuencia, pueden influir en las rutas metabdlicas
y en la dinamica poblacional de las bacterias.

Tabla 2.4.2.1 Impacto del furfural sobre la digestion anaerobia

In6culo Operacién Sustrato Concentracion Resultados Referencia
del de furfural v
Sistema e
SHEIERGEN Lote, 37 Celulosa 0g/L 352 (Badshah,
HEIEIQIEION °C, 25 d, 6 mL/gSV 2012)
1g/L
de Aguas [eEsAV/IE 345
Residuales 2g/L mL/gSV
4 g/L 384
mL/gSV
338
mL/gSV
Lodo Lote, 37°C, - 2 g/lL 430 (Barakat,
Granular 42d, 59 mL/gSV et. al.,
svid A=4d 2012)
Lodo Lote, 37 Xilosa 0g/L 300
Granular Cs’\f/?_d’ 5 1g/L mL/gSV
. 300
mL/gSV
A=1d
HEWERNGEE Lote, 37 Hidrolizado de 1.31g/L 233mL/gSV (Badshah,
qeEieinicpiies °C, 18 d, 6 Bagazo de Cafia et. al.,
de excreta gssyYIR de Azucar (29 2012)
de porcino H2S04/100gST,
y residuos 121°C, 15min)

de comida
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2.5.Digestion anaerobia en termofilia e hipertermofilia

La poblacién metanogénica degradadora de glucosa fue investigada a condiciones
de hipertermofilia (65-80 °C) (Tang, et. al., 2008). EI metano fue producido a
temperaturas arriba de 77.5 °C, mientras que la concentracién de microorganismos
y la produccién de biogés decrecié con el aumento escalado de la temperatura. A
las temperaturas de 70 °C y superiores, la produccion de metano a través de la ruta
acetoclastica se detuvo, predomind la produccion de acido acético, por lo tanto, una
fermentacidon en dos etapas conteniendo acidogénesis y metanogénesis por
separado a distintas temperaturas es sugerido como una condicién Optima para
tratamiento anaerobio de aguas residuales termofilas (Evans, et, al., 2011). Otros
estudios reportan, los beneficios de usar la hipertermofilia en digestion anaerobia
para incrementar la produccién de hidrogeno, incrementar la degradacion de
polilactidos con residuos organicos y mejora la estabilizacion de la co-digestion de
residuos de comida y lodo (Assawamongkholsiri, et. al., 2013; Cappelletti, et. al.,
2012; Lee, et. al, 2009; Wang, et. al., 2014). Sin embargo, uno de los
inconvenientes del sistema en dos etapas es su complejidad de operacion y el
aumento de los costos de inversion cuando se trata de sustratos facilmente
biodegradables.

La digestion anaerobia de aguas residuales de destilado de distintas materias
primas como jugo de cafia de azucar, melazas de la cafia de azlcar, melazas de
azucares de betabel, vino 0 maiz se han llevado a cabo en sistemas de una sola
etapa. Sin embargo, también se han empleado procesos en dos etapas separando
la hidrdlisis y la acidogénesis de la acetogénesis y metanogénesis, ademas de las
ventajas del proceso en dos etapas, el aumento de la temperatura por arriba de las
condiciones mesdfilas, nos sirve para una mejor desactivacion de los patbgenos en
los procesos en dos etapas, sobre todo, cuando se combina, con una etapa
hidrolitica de bajo tiempo de retencion bajo temperaturas termdfilas o hipertermofilas
y la metanogénesis bajo condiciones terméfilas o mesofilas.

La condicién termdfila en aguas de destilado es una opcion ya que la destilacién se
lleva acabo a 60-70 °C para separar el alcohol de la mezcla de fermentacion, por lo
tanto la vinaza sera producida a esas temperaturas, y tomar ventaja del calor
disponible del residuo nos permite operar el digestor anaerobio en termofilia (Tian,
2011).
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3. Justificacién, Hipotesis y Objetivos

3.1.Justificacion

El proceso de produccion de etanol a partir de material lignocelulésico comprende
de varias etapas e inicia con la reduccion de tamafo del material, un pretratamiento,
hidrolisis, sacarificacion y desintoxicacion, fermentacion, destilacion y finalmente un
secado. Cada una de estas operaciones generan un residuo que deben ser tratados,
existen distintos tratamientos que pueden ser utilizados, pero con la intencién de
hacer un proceso sustentable y reducir el costo del proceso se pretende estudiar un
tratamiento que nos permita la generacion de un producto de valor afiadido (biogas).

En este trabajo se propone el tratamiento asociado a la produccién del
biocombustible gaseoso (metano), mediante el proceso de digestiébn anaerobia en
un sistema de dos etapas en condiciones extremas de temperatura: acidogénesis
en hipertermofilia (70 °C) y metanogénesis en termofilia (55 °C) de los residuos
generados en la etapa de reduccion de tamafio y pretratamiento del material
lignoceluldsico, la seleccidon de las temperaturas y la separacion en dos etapas nos
va a permitir una mayor solubilidad de los componentes sélidos presentes y un
aumento en la velocidad de reaccion en las distintas etapas, asi como un mayor
control del proceso evitando los problemas de acidificacion y permitiéndonos
también tener una mayor cantidad de materia organica a tratar.

La novedad de este trabajo es determinar si a las elevadas temperaturas es posible
llevar a cabo el proceso acidogénico predominando la produccion de &cido acético,
empleando microbiota endégena de un efluente vitivinicola blanco, asi como en la
etapa metanogénica determinar el potenciales bioquimicos de metano de los
residuo lignocelulésico (bagazo de cafia) en mesofilia y termofilia para poder
determinar el tiempo de operacion y la velocidad de produccion de metano en cada
caso, asi como saber si el compuesto inhibitorio furfural a las concentraciones
presentes en los residuos presenta un efecto en el proceso de digestiébn anaerobia
en mesofilia.

3.2.Hipotesis

El empleo de un proceso de digestion anaerobia en dos etapas una acidogénica
hiperterméfila (70 °C) van a tener una distribucion de acidos grasos volatiles en la
que predomine el &cido acético en un menor tiempo de retencion hidraulica que en
las condiciones termdfilas.
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Mientras que en la etapa metanogénica a condiciones mesofilicas (35°C) el proceso
va a ser afectado en un porcentaje de inhibicidn o estimulacion en la produccion de
metano, en la etapa metanogénica en condiciones de termofila (55 °C) con el
residuo de biorrefineria va a tener un aumento en la velocidad de produccion de
metano y una disminucion del tiempo de operacion del reactor comparado con
mesofilia.

3.3.0bjetivos

3.3.1. General

Determinar las condiciones de operacion de un proceso de digestion anaerobia en
un sistema a dos etapas acidogénica (hipertermofila) y metanogénica (termdfila) a
partir de los residuos generados de una biorrefineria productora de bioetanol 2G.

3.3.2. Particular

e Adaptar un consorcio microbiano nativo en un reactor tanque agitado
completamente a condiciones hiperterméfilas.

e Determinar los potenciales bioquimicos de metano empleando lodo granular
mesofilo y termofilo con residuos de la biorrefineria.

e Evaluar la influencia del furfural sobre el proceso de digestion anaerobia.

e Poner en Marcha el proceso de digestién anaerobia en dos etapas a nivel
planta piloto.

4. Metodologia

4.1. Estrategia Experimental

La estrategia experimental que se siguié para llevar a cabo esta investigacion inicié
con la caracterizacién de los residuos lignoceluldsicos a estudiar paja de trigo,
rastrojo de maiz, bagazo de cafia y bagazo de agave proveniente de un proceso
hidrotérmico y un molino para la disminucion del tamafio, para realizar la
caracterizacion se inicio con un proceso de extraccion liquido-sélido, obteniendo las
tres fracciones a estudiar el residuo sdlido, el sdélido lavado y el lixiviado.

Una vez obtenida la caracterizacién y sabiendo la cantidad de materia organicay la
concentracion de furfural presente se llevaron a cabo las pruebas de potencial
bioquimico de metano evaluando el efecto inhibitorio o estimulante, asi como el
consumo del compuesto inhibitorio furfural empleando un rango de concentraciones
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y finalmente el estudio metanogénico en los residuos lignoceluldsicos en las tres
fracciones obtenidas después del proceso de extraccion.

Posteriormente se inici6 una aclimatacion de microbiota enddgena de efluente
vitivinicola blanco a condiciones hiperterméfilas mediante un proceso de pasos
iniciando de 45 °C seguido de 55 °C y finalmente a 70 °C, por ultimo se realizé un
estudio preliminar sobre el tiempo de retencion hidraulica en botellas seroldgicas a
la temperatura de 70°C identificando el tiempo en el que se produce la mayor
cantidad de &cido acético y finalmente con el tiempo de retencion hidraulica obtenida
se procedid a una prueba con los lixiviados de los residuos lignoceluldsicos
mencionados anteriormente.

Finalmente se llevé a cabo el arranque de una planta piloto empleando como inéculo
en el reactor acidogénico la microbiota nativa durante un mes de operacion
identificando la distribucion de los &cidos grasos y el escalamiento del sistema,
mientras que para el caso del reactor metanogénico fue inoculado con lodo granular
anaerobio y se procedido con distintas concentraciones de materia organica,
analizando el parametro a, la produccion de biogas y composicion de metano
presente, ambos reactores en condiciones de mesofilia 35 °C, se procedio a la
temperatura de mesofilia debido a que para que un indculo sea considerado
aclimatado debe de estar en esas condiciones al menos un afo.

4.2.Residuos Lignocelulésicos

La fuente de los materiales lignocelulésicos, paja de trigo, rastrojo de maiz, bagazo
de cafia y bagazo de agave provienen de un proceso que consiste en tres pasos:
1) Molienda con molino de cuchilla y martillos (Azteca® ET-MC1)
2) Cribado con una criba de %2 ” de diametro,
3) Pretratamiento hidrotérmico en un reactor tubular continuo con una presion
a 150 psi y 180 °C, usando diferentes tiempos de residencia de 16, 34 y 54
min.
Estas operaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Futuros en Bioenergia del
CIVESTAYV, Guadalajara (Sanchez, y otros, 2018). El residuo procesado
hidrotérmicamente (Figura 3.2.1) se caracterizé y fue empleado para el tratamiento
mediante digestion anaerobia en condiciones de temperatura hipertermofila en
hidrolisis-acidogénesis y produccion de metano en mesofilia y termofilia,

Para los experimentos realizados en este trabajo, se inicio con la caracterizacion de
los residuos de biorrefineria. Para separar la paja, rastrojo y bagazo de los azlcares
y compuestos solubles en agua se realizd un proceso de extraccion sdlido-liquido.
Se pesaron 5 kg de cada material lignocelulésico (bagazo de agave, bagazo de
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cafia, rastrojo de maiz y paja de trigo) y se sumergio en 10 L agua por 24 hr en una
malla posteriormente se exprimio el residuo para extraer el liquido.

Paja de Trige
P1

Restrojo de Maiz

/ Q‘ ¢ RM : o Pﬂjll e Trigo

1 ! PT
Od(’( ania - N A |
H BC |

Figura 3.2.1 Material Lignocelul6sico de Estudio

Los residuos se caracterizaron midiendo carbohidratos (Deubois, et. al., 1956),
acidos grasos volatiles mediante cromatografia de gases (Agilent Technologies
7890B acoplado a un muestreador automatico de liquidos 7693A) que nos permite
la identificacion y la cuantificacion de los acidos grasos de cadena de 2 a 6
carbonos, ademas de los solventes etanol, butanol y acetona. La cuantificacion de
inhibidores como furfural y 5-hidroximetil furfural se midi6 mediante Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (Agilent Technologies 1260 Infinity), la glucosa y xilosa
fue medida con un Analizador Bioquimico YSI 2900. La demanda quimica de
oxigeno se determind mediante metodologia HACH con el uso de un
espectrofotometro DR2010 y sélidos volétiles y totales utilizando la metodologia
APHA (APHA, 2005).
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4.3. Fase acidogénica

La investigacion para el estudio de la etapa
acidogénica se realiz6 en un reactor CSTR
Figura en el cual se adapt6 el consorcio nativo a
condiciones hipertermofilia, empleando como
sustrato e inoculo efluente vitivinicola blanco, los
parametros de estudio que fueron controlados
son el pH mediante soluciones de HCL 3 M y
NaOH 5 M a un valor de 5.5, la velocidad de
agitacibn a 250 RPM vy el calentamiento
mediante una chaqueta y un termopar
accesorios incluidos en el reactor.

Para mantener la alcalinidad una vez al mes se
agregé 3 g¢g/L de bicarbonato de sodio para
amortiguar el medio y tener constante el valor de
pH a 5.5, se agreg6 también los nutrientes en la
alimentacion en un medio mineral anaerobio
sugerido por (Angelidaki etal., 2009), la cual
consisti6 en cuatro soluciones con la
composicion mostrada en la Tabla distintas
mezcladas en 975 mL de agua desionizada.

Tabla 4.3.2 Condiciones de fase acidogénica
Temperatura (°C) 45 50 70

5.5 5.5 5.5
0

Agitacion (RPM 250 250 100
Efluente Vitivinicola Blanco

_ - DQOalimentada 4 35 N/A
Figura 4.3.1 Reactor CSTR InforsHT 13L  FGBY el el aar |

utilizado para la aclimatacion de Reactor CSTR Botellas
microorganismos nativos del elfuente
vitivinicola blanco a condiciones
hipertermofilas (70°C)
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Tabla 4.3.2 Descripcion del medio anaerébio utilizado
Solucion Composicion (g/L Cantidad (mL
Acido lipoico 5

e, :
s ]

E*

. DL-cido pantoténico

NaCl 10
*Componentes en concentracion de mg/L

MgCl2 6H20 10

CaCl2 2H20 5

K2HPO4 3H20 200 2
FeCl2 4H20 2 1
H3BO3 0.05

ZnCl2 0.05

CuCl2 2H20 0.0038

MnClz 4H20 0.05
(NH4)sM07024 4H20 0.05
AICI3 0.05

CoCl2 6H20 0.05

NiCl> 6H20 0.092
Etilendiaminetetraacetato
0.05

HCI concentrado 1mL

Na2SeOs 5H20 0.1

Biotina 2 1
Acido folico 2

Acido pirodoxina 10
Ridoflavina 5

Hidrocloruro de tiamina 5
Cianocobalamina 0.1

Acido nicotinico 5

Acido p-aminobenzéico 5

La inoculacion del reactor se realizé con la microbiota nativa de un efluente de vino
blanco. La operacion inicié a una de temperatura de 45 °C, se alimenté el reactor
una vez por semana con el fluente vitivinicola intercambiando semanalmente 100
mL del mismo efluente, al alcanzar el estado estacionario respecto a la produccién
de los &cidos grasos volatiles, se cambio la temperatura a 55 °C mediante el mismo
procedimiento de alimentacion.
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4.4.Determinacion del tiempo de operacion

Se realizé un estudio preliminar para determinar la influencia del tiempo de retencién
hidraulico, se analizaron tres distintos tiempos 1, 3y 5 dias a la temperatura de 55°C
bajo las mismas condiciones que en el estudio de la fase acidogénica, empleando
botellas seroldgicas de 200 mL. Se utiliz6 como alimentacion efluente vitivinicola,
se utilizé 25 mL de inéculo y 150 mL de efluente vitivinicola. Una vez encontrado el
tiempo de retencion que produjo la mayor cantidad de acidos grasos volatiles se
elevo la temperatura a 70 °C y se realizo la prueba de fermentacion en el reactor
acidogénico a escala laboratorio y finalmente se realizé un estudio de la produccién
de acidos grasos volatiles a los distintos sustratos lignocelulésicos.

4.5.Evaluacion de inhibicién por furfural

Para el estudio de inhibicion por furfural y la etapa metanogénica se empled un
sistema automatico de pruebas de potencial bioquimico de metano (AMPTS II) por
sus siglas en inglés (Figura ), con el fin de determinar la efectividad del proceso de
digestién anaerobia y la biodegradabilidad del sustrato.

Figura 4.5.1 Sistema automéatico de pruebas de potencial bioquimico de
metano (AMPTS Il) Bioprocess Control.

Los ensayos de prueba de potencial bioquimico de metano de los residuos del
pretratamiento se realizaron a condiciones optimas del consorcio microbiano
(Angelidaki et al., 2009) (Owen, et. al., 1979) se realizaron por triplicado, empleado
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botellas de 500mL con un volumen de trabajo de 365mL. Se utilizé lodo granular
anaerobio proveniente de una planta de tratamiento de aguas de cervecera. Las
pruebas se llevaron a cabo condiciones de mesofilia 37 °C y el mismo lodo granular
fue aclimatado a condiciones termdéfilas durante un afio a 55 °C, para los
experimentos realizados a esas condiciones.

El experimento cont6 con un control positivo para el caso de inhibicion, una solucion
de carboximetilcelulosa 5 g DQOJ/L y en el caso del estudio de la metanogénesis
una solucion de glucosa 5 g DQO/L. Ambos estudios con un control enddégeno, que
consiste en cada frasco la concentracién de lodo de 10 g ST para el estudio
metanogénico y para el estudio de inhibicion. Todos los experimentos se realizaron
con una relacion Xo/So=2, para lo cual Xotuvo un valor de 10 g ST en cada botella y
So=5 g DQO o ST, también se empled la solucion de nutrientes que fue preparada
de acuerdo a (Angelidaki et al., 2009).

Para el estudio del efecto inhibitorio se utilizaron tres concentraciones del
compuesto furfural 100 mg/L, 500 mg/L y 1 g/L y se cuantifico el rendimiento de
metano, restando el metano producido por el control endégeno, Se evalud el
porcentaje de inhibicion o estimulacion mediante la Ecuacion 4.5.1y Ecuacion 4.5.2.

Para el estudio de la etapa metanogénica se realiz6 empleando tres fracciones de
los distintos residuos utilizados en condiciones de mesofilia mientras que en
condiciones de termofilia se evaluo el residuo de bagazo de cafia, la fraccion soélida,
el solido lavado y la fase liquida, para el cual la fraccion sélida y el sélido lavado se
pesaron la cantidad de 5gST vy la fase liquida una concentracion de 5gDQO/L para
lo cual se cuantificd el rendimiento de metano para las condiciones mesofilicas,
mientras que para la termdfila se determind la velocidad méxima de produccion de
metano mediante la metodologia desarrollada por nuestro grupo de investigacion
(Martinez-Valdez, Ojeda, & Buitrén, 2018).

Ecuacion 4.5.1 Rendimiento de metano
mlL de CH4producidos —mlL de CH4end()geno

Y, =
CHy Solido Volatil jimentado

Ecuacién 4.5.2 Determinacion de porcentaje de inhibicion o estimulacién
o Yeu, con inhibidor
% de Inhibicion =

ST X
Ycn, sininhibidor
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4.6.Arranque planta piloto

La planta piloto que se utilizé para realizar los experimentos se configuro con un
reactor CSRT para la etapa acidogénica y un reactor UASB para la etapa
metanogénica ademas de contar con un tanque de igualacion, con un sistema de
control l6gico programable para los sensores de nivel, temperatura y control pH
como se muestra en la Figura 4.5., en el reactor metanogénico se le adicion6 un
accesorio de trampa de biogéas para evitar el sulfuro de hidrégeno y la humedad.

Trampa de
Biogas

N

|
Tanque de \/
Reactor lgualacion | -

Acidogénico 3 >

|
= _ _': _ :
! | Reactor
_@_@ —({) Metanogénico
Base l Acido l

Figura 4.5.1 Diagrama de flujo e instrumentacion de planta piloto

Se procedié el arranque de la planta de piloto (Figura ) iniciando con la etapa
acidogénica la cual consiste de un reactor tipo CSTR de acero inoxidable con un
diametro de tanque de 30cm y una altura del liquido de 50cm, cuenta con un
agitador SM Hyponic %2 HP con dos propelas tipo rushtone separadas 25cm sobre
el eje a una velocidad de 100RPM, este reactor tiene un volumen de 35L, cuenta
con sensores de pH y ORP (Sensorex) y sensor de nivel ultrasénico (Flowline),
puerto de salida de gas con un medidor de volumen pFlow (Bioprocess Control),
dos bombas de diafragma (Roytronic Excel) de 0.79L/h para alimentacion de acido
clorhidrico 3 M e hidroxido de sodio 5M, puertos de entrada para acido clorhidrico 3
M e hidroxido de sodio 5 M, cuenta con dos puertos de muestreo para la
cuantificacion de acidos grasos volatiles. Este reactor fue puesto en marcha con se
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realizé el estudio de la etapa hidrolitica-acidogénica, por lo que para iniciar el
experimento emplearon 3 L de in6culo acidogénico (efluente vitivinicola blanco) y
27 L de efluente vitivinicola tinto como sustrato (=). El volumen de operacion fue de
30 L contando con el espacio de cabeza de 5 L para la liberacion del gas. La razon
para el empleo de efluente vitivinicola tinto fue que en el momento solo se disponia
de este sustrato.

Figura 4.5.2 Planta piloto: reactor acidogénico CSTR, tanque de igualacion y
reactor metanogénico UASB.

El reactor metanogénico consistié de un reactor tipo UASB con un diametro interno
de 27cm, y una altura de liquido de 55cm, este reactor cuenta con un agitador SM
Hyponic de 1/2HP con una propela perforada de 13cm a una velocidad de 80RPM,
contando con un volumen de 35L, también cuenta con un sensor de ORP y pH
(Sensorex) y sensor de nivel ultrasénico (Flowline), puertos de entrada para acido
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clorhidrico 3M e hidroxido de sodio 5M utilizando las mismas bombas que en el
reactor CSTR, una salida de gas, ademas de 3 puertos de muestreo.

Como inoculo se utilizaron 3L de lodo granular anaerobio mesdfilo, y efluente
vitivinicola tinto a cuatro diferentes concentraciones 19, 17, 12 y 10g DQO/L
operado en lote para la evaluacion del tiempo de retencion hidraulica se empleo
esquema de tiempos fijos de operacion de 5y 10 dias, Este procedimiento consistié
en la cuantificacion del volumen de biogas producido previo a su medicion, el
biogaas se condujo a través de una trampa de 6xido de hierro y gel de silice para
disminuir la concentracion de sulfuro de hidrégeno y humedad del biogas que se
produce. Posteriormente el biogas se cuantificaba mediante un medidor de flujo TG
05 Modelo 5 (Ritter), del biogas producido se tomé una muestra para analizar el
contenido de metano mediante cromatografia de gases (Analizador Multiple de
Gases #5 RSI Instruments), Se cuantificd el parametro a por medio de valoracién
mediante la Ecuacion , esperando obtener el valor deseable de 0.5 y la demanda
guimica de oxigeno inicial y final mediante las técnicas HACH (Perez & Torres,
2008).
Ecuacion 4.5.1 Determinacion de parametro alfa

Vi
T+,
Vi, = Volumen valorado correspondiente a un pH de 5.75
V, = Volumen valorado correspondiente a un pH de 4.3

a

5. Andlisis y discusion de resultados.

5.1.Caracterizacion

Las caracteristicas que se determinaron de los residuos que se trataron se enlistan
en la Tabla , en la cual incluyen los parametros solidos totales y volatiles,
carbohidratos, DQO total y soluble, DQO de fibras, glucosa, xilosa, inhibidores como
furfural e hidroximetil furfural y finalmente solventes y acidos grasos volatiles. El
bagazo de cafia tiene la mas alta cantidad de sélidos totales y volatiles, la mayor
concentracion de carbohidratos, DQO, inhibidores y acido acético.
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Tabla 5.1.1 Caracterizacién de los cuatro materiales lignoceluldsicos

empleados
Parametro
Maiz

4.0

Solidos Totales 89.48+1.12
Soélidos Volatiles 24.18+0.83

Carbohidratos 18.17+0.26
Totales [g/L]
Carbohidratos 16.21+0.78
Solubles [g/L]
DQO total [g/L] 28.9+0.42
DQO soluble [g/L] 24.4+0.71

DQO fibras 491.47+7.1
[g/L]

Glucosa [mg/L] 437+41
Xilosa [mg/L] 842163

Hidroximetil furfural 140+6
(HMF) [mg/L]

Residuo

24010
1814361
676
186
31.9

Ac. Isobutirico

Rastrojo de

Bagazo de
Agave

4.3
78.91+1.12
254 0.1
5.445+0.28

4.165+0.1

10.55+0.5
7.55%0.5
194.92+7.1

40+7
77+3
45+2

48+3
789126
81.2
18
56.6
20.2

10.6
151.9

Paja de
Trigo

4.1
45.15+0.39
12.17+0.13
16.85+0.24

14.26+1.7

26.8+1.3
26.05+0.21
520.0+28.3

604+11
1855+21
103+6

158+7
1270+42
71.5
13.2

16.6

Bagazo de
Cafa

3.5
140.1+0.33
30.96+0.1
24.54+0.1

23.81+0.65

43.8+0.71
41.85+0.21
495.0+35.3

97416
327+33
1075

41017
243280
136.9
13.2

21

Para el arranque de la planta piloto los efluentes vitivinicolas que se utilizaron
fueron caracterizados por nuestro grupo de trabajo se enlista en seguida:
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Tabla 5.1.2 Caracterizacion de efluentes vitivinicolas

Parametro Residuo Efluente Vitivinicola Efluente Vitivinicola
Blanco Tinto

3.57 3.5
Soélidos Totales 132.19+0.24 153.94+2.01
Solidos Volatiles 27.72+0.19 24.31+0.67

Carbohidratos Totales 57.67+1.44 49.69+3.62
/L
DQO total [g/L 374.5+1.41 220.63+0.18

Fenoles [mg/L 20.16+1.31 83+0.7

Como se puede observar en la Tabla el efluente vitivinicola blanco presenta una
mayor concentracion de carbohidratos, DQO total, y Sélidos Volétiles. La cantidad
de solidos volatiles pueden ser un indicador del contenido de material organico de
los residuos crudos y también proporcionan una medida de la poblacion microbiana
activa en los procesos biolégicos (Henry & Heinke, 1999). Por este motivo se
procedio a la seleccién de este efluente como indculo acidogénico, y en cuanto al
efluente vitivinicola tinto se emple6 como sustrato modelo para el arranque de la
planta piloto debido a similitudes en cuanto al pH, solidos totales y volatiles con el
bagazo de cafia y similitud en el proceso estrujado en la produccion de vino.

5.2. Toxicidad de furfural en el proceso de digestion anaerobia

La caracterizacion de la fase liquida obtenida de la extraccién liquido-sélido
presentd una concentracion de furfural en el rango de 50-420 mg/L. Se ha
demostrado que este compuesto inhibe en el crecimiento bacteriano. Se realizaron
los experimentos de inhibicién por furfural en el rango de 100-1000 mg/L midiendo
la produccion de metano mediante un cultivo mixto metanogénico. Como se observa
en la Figura el perfil de produccién de metano normalizado nos indica una
biotransformacion de los compuestos carboximetil celulosa y furfural a metano y con
la concentracion inicial y final mostrados en la Tabla podemos confirmar el consumo
del compuesto mediante el consorcio mixto metanogénico en el reactor en lote a un
tiempo de operacion de 6 dias metabolizando mas del 97% del compuesto furfural.
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450 —F100 ——F50 ——F1000 CMC
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Figura 5.2.1 Prueba de Inhibicién con Furfural en lodo granular mesofilo

Tabla 5.2.1 Resultados de estudio de inhibicion de furfural

Y %Inhibicion
NmLCH4/gDQOconsum (0]
estimulacion

Ci Furfural Cs Furfural
[mg/L] [mg/L]

F100 143.92 5.06 99+9 62
F500 470.19 7.05 183+15 29
F1000 991.72 3.10 411+8 159

- - 259+3 -

La degradacion del compuesto furfural no presenta un periodo de latencia en
ninguna de las concentraciones probadas aunque la degradacién del furfural es
poco conocida existen distintos microorganismos capaces de convertir el furfural por
ejemplo las levaduras que transforman al anillo furano en alcohol furfurilico
(Morimoto, et. al., 1968), las varias bacterias como Pseudomonas, Clostridum y
Bacillus utilizan una ruta metabdlica en la cual convierten al anillo a 2-acido furdico
(Holcenberg & Stadtman, 1969) y finalmente a metano por cultivos anaerobios
metanogénicos (Rivard, et. al., 1986; McCarty, et. al., 1977), implicando que el
inhibidor puede ser utilizado como sustrato para un consorcio mixto metanogénico.
También ha habido estudios sobre distintas poblaciones microbianas como sulfato-
reductoras (Brune, et. al., 1983) capaces de biotransformar el anillo a acetato y
mediante una arquea metanogénica convertir el acetato a metano y biéxido de
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carbono, las bacterias nitrato reductoras y metanogénicas (Knight, et. al., 1990)
también fueron capaces de degradar el furfural siendo a niveles bajos de
concentracion lo que estos estudios nos permiten saber que existen una variedad
de ambientes anaerobios capaces de realizar esta conversion.

Se observé que con la concentracion de 1 g/L de furfural se presenta un efecto
positivo en la conversién del compuesto furfural a metano. Un estudio similar indico
que la biotransformacién de furfural en un cultivo metanogénico favorecié el
crecimiento de los microorganismos Methanococcus sp. cepa B (Boopathy, 2009).

La ruta de biotransformacion fue a través de la formacion del alcohol furfurilico
haciendo uso de este alcohol como un aceptor de electrones para los
microorganismos(Boopathy, 2009). De igual forma se observo que en un cultivo
mixto el namero relativo de metandégenos aumento con la adicion de furfural y
alcohol furfurilico sobre los resultados del digestor control. Este aumento en los
metandgenos fue en las dos rutas metabdlicas acetoclasticas e hidrogenoclastica
(Rivard & Grohmann, 1991).

5.3.Pruebas de potencial bioguimico de metano de los distintos
residuos lignocelulésicos

La influencia de los cuatro materiales lignocelulésicos y sus fracciones solidas y
liquidas fueron estudiados en términos de la produccion de metano, considerando
el rendimiento de metano, calculado con la Ecuacién 4.5.1 en términos de gas de
metano normalizado entre gramo de solido volatil.

La Figura presenta las curvas de produccion de metano acumuladas trabajando
con las dos fracciones solidas, el residuo y el sélido lavado, y la fraccién liquida, el
lixiviado de cada material lignocelulésico, bagazo de agave, bagazo de cafia, paja
de trigo y rastrojo de maiz; los resultados se muestran juntos para poder hacer una
comparacion.

Para realizar una comparacién de los valores obtenidos en las pruebas de potencial
bioquimico de metano se considerd un rendimiento teérico de 449 mL CHa4/g SV
para la paja de trigo sin pretratamiento considerando un 48% de solidos volatiles
transformados a metano. Este resultado es semejante al que se obtuvo con el
estudio de la paja de trigo con un 51% obtenido (Ferreira, et. al., 2013) mientras que
el de bagazo de cafia sin pretratamiento el valor teérico es de 420 mL CH4/ gSV
considerando la conversion estequiométrica de la materia organica (Badshah, et.
al., 2012).
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Los mayores rendimientos de metano para los sustratos utilizados fue la fraccion
liquida. EI comportamiento de los sustratos presenta una forma comparable durante
el proceso de digestion anaerobia.

Hay estudos en los cuales tratan los residuos lignocelulésicos después de haber
sido pretratados con un tratamiento térmico en los cuales estos experimentos
realizados con un pretratamiento térmico incrementaron la produccion de metano
alcanzado una buena biodegradabilidad anaerobia 58% (Bolado-Rodriguez, et. al.,
2016), al igual al efecto hidrotérmico presentando el mejor potencial bioquimico de
metano de 197 mL CHa4/ gsustrato (Costa, et. al., 2014).

El uso de la digestion anaerobia para la degradacion de los compuestos inhibitorios
y residuales presentes en los sustratos fue beneficioso al inéculo usado, debido al
aumento en la biodegradabilidad de la biomasa y al consumo de los compuestos lo
que conduce a una mejora en la produccién de metano, como vimos en el capitulo
anterior el compuesto furfural no presento un efecto inhibitorio sino un estimulador
del crecimiento microbiano metanogénico. Como se puede observar en la grafica
5.3.1 en la forma de la curva B y D es tipica para la degradacion de dos sustratos
diferentes, los compuesos inhibitorios y los carbohidratos residuales, sin un periodo
de latencia, en cualquier caso.

En el caso de la fraccion liquida el lixiviado de los residuos lignoceluldsicos de
bagazo de cafia y rastrojo de maiz presentan un comportamiento de degradacion
de dos sustratos distintos en este caso compuestos inhibitorios y residuales del
pretratamiento (los azucares presentes en el liquido). Existe una variacion en el
tiempo de retardo respectivo de cada material lignoceluldsico, alcanzando un
potencial bioquimico de metano de 150+5 y 80+7 N-mL CH4/gSV para bagazo de
cafia y rastrojo de maiz antes del reinicio del proceso de digestion anaerobia
alcanzando valores 377 y 205 N-mL CH4/gSV, pudiendo ser a la estimulacion de los
compuestos inhibitorios como sucedio en el estudio de inhibicion realizado en este
trabajo y otros estudios realizados como el de (Costa, et. al., 2014) en el cual obtuvo
bajas concentraciones de compuestos inhibitorios alcanzando un potencial
bioguimico de metano de 122.2 L CHa/kgsustrato Y €l caso de (Badshah, et. al., 2012)
obteniendo un rendimiento de 173 L CHa4/kg SV lo cual muestra un incremento en el
potencial bioquimico de metano comparado con la cafia de azucar sin
pretratamiento, probablemente debido a la baja concentracion de furfural liberada
en estos experimentos.
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El objetivo de utilizar los residuos sélidos completos de los materiales pretratados
es aprovechar el liquido residual del pretratamiento evitando un proceso de
separacion, aunque al realizar la separacion se obtuvo un mejor rendimiento de
metano para la fraccion liquida que la sélida, por lo tanto el uso de la fraccion liquida
fue benéfico para el proceso de digestion anaerobia de los cuatro sustratos
probados, debido al aumento de la biodegradabilidad de la biomasa y la bajas
concentraciones de compuestos inhibitorios iniciales, lo que lleva un aumento en la
produccion de metano.

En el caso de las fracciones sdlidas, existen autores que informan que no hay
diferencia en la produccién de metano entre la muestra pretratada y sin tratar, este
experimento consistio de un tratamiento hidrotérmico (100°C, 0.5h) con paja de trigo
(Sambusiti, et. al., 2013), como se observa en las fracciones de este estudio con el
comportamiento de la curva es de una tipica de digestién de un solo sustrato, pero
con periodo de latencia largo quiza al proceso de hidrélisis que deben realizar los
microorganismos y siendo el residuo solido con mayor potencial bioquimico de
metano que el sélido lavado debido a que el residuo sélido presenta una efecto de
dilucion y solubilizacion de la fase liquida presente. Este efecto de dilucion de los
compuestos inhibitorios y compuestos residuales en las fracciones sélidas permite
la aclimatacion del microorganismo después de un periodo de latencia de 100hrs
aproximadamente en todos los residuos, mientras que en el sélido lavado al ya
haberse extraido la fraccion liquida, lo recalcitrante de la fraccidon Unica sélida esta
presente.

El tiempo de duracién del proceso de digestiébn anaerobia para todos los sustratos
finaliza en un tiempo similar los 15 dias.
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Figura 5.3.1 Resultados experimentales de los cuatro materiales
lignocelulésicos (A) bagazo de Agave, (B) bagazo de cafa, (C) paja de trigo y
(D) rastrojo de maiz en distintas sus distintas fracciones dos sélidas (sélido y
sélido lavado) y liquida (lixiviado) en condiciones mesofilas

Como se puede observar en la Tabla 5.3.1 los rendimientos de las distintas
fracciones y materiales lignoceluldsicos, la fraccidén liquida presenta el mayor
potencial bioquimico de metano en todos los residuos lignocelulésicos.

Como se menciond en el parrafo 5 la fraccion liquida de cada residuo lignocelulésico
presenta un aumento en el rendimiento de metano en comparacion con su fraccion
sélida del material sin la extraccion, en el caso del bagazo de agave 6.3 veces
mayor, seguido del bagazo de cafia con 4.32 veces y rastrojo de maiz 1.98.

Mientras que el solido lavado presenta una disminucion en el rendimiento a
comparacion de la fraccién soélida del residuo lignocelulésico, con una relacion de
0.8 veces el residuo de Bagazo de Agave, posteriormente el Rastrojo de Maiz con
0.87 y finalmente el Bagazo de Cafia 0.65 esto debido a que el solido lavado es
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Unicamente la fraccion soélida con la extraccion de liquido y de los azlcares,
mientras que la excepcion de la paja de trigo en el residuo solido presenta mayor
potencial bioquimico de metano que el solido lavado siendo menor 0.58 veces y el
lixiviado 0.72 veces,

Tabla 5.3.1 Rendimientos experimentales de los cuatro materiales
lignoceluldsicos en sus fracciones sélidas y liguida

Residuo Fraccion Y NmLCH4/gSV
Solida Residuo 79.6+12
Bagazo de Agave Solida-Lavado 62.1+7
Liquida-Lixiviado 259.6+22
Solida Residuo 134.3+10
Bagazo de Cafa Solida-Lavado 75.1+25
Liquida-Lixiviado 377+19
Solida-Residuo 110.3+£22
Paja de Trigo Solida-Lavado 91.3+17
Liquida-Lixiviado 212.1+8
Solida-Residuo 98.716
Rastrojo de Maiz Solida-Lavado 111.7+11
Liguida-Lixiviado 205.8+15

5.3.1. Pruebas de potencial bioquimico de metano en mesofiliay
termofilia

Con el fin de realizar un estudio del efecto de la temperatura en el tratamiento de
los residuos del material ligncelulésico de bagazo de cafia se realizaron las pruebas
de potencial bioquimico de metano en condiciones de termofilia a 55°C y mesofilia
37°C, se evaluaron dos parametros el rendimiento de metano como volumen de
metano normalizado entre gramos de DQO consumida, asi como la velocidad
maéaxima de produccion de metano.

Como se muestra en la Figura 5 las curvas de produccién de metano acumulado el
material lignocelulésico bagazo de cafia en condiciones mesdfilas y termofilas son
comparadas. Como se puede observar en las condiciones mesofilicas el
comportamiento de la degradacién de la fraccion liquida presenta un forma de curva
normal a una degradacién de varios sustratos, mientras que en el de termofilia
presenta un comportamiento de un solo sustrato, ese mismo comportamiento se
observa en el control positivo lo que indica que los cultivos mixtos termofilos son
capaces de degradar los compuestos inhibitorios y los residuales sin requerir de un
periodo de retardo.
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En el caso de las fracciones sélidas se puede ver que la fraccidn sélida del bagazo
de cafa presenta un comportamiento tipico de degradacion de dos sustratos quiza
debido a la fraccion liquida siendo la concentracion de inhibidores y compuestos
residuales del proceso de pretratamiento y ademas de a fraccion sodlida
lignoceulolitica presente en la condicion mesofilica pero mas remarcado en la
condicion termofila.

En el caso del sdélido lavado un comportamiento similar ocurre en las condiciones
mesofilicas y termofilicas.

Tabla 5.3.1.1 Rendimiento de produccion de metano en mesofilia y termofilia
Y NmLCHa/gSV Y NmLCH4/gSV
Mesofilia Termofilia

134.3+10 13147
75.1+25 82+8
377+19 374452
15d 5d

La tasa de produccién de metano para las condiciones de mesofilia y termofilia
fueron determinadas de acuerdo con, la metodologia de nuestro grupo de trabajo
(Martinez-Valdez, et. al., 2018) con los datos generados por el sistema automatico
de pruebas de potencial bioquimico de metano (AMPTS II).

Tabla 5.3.1.2 Velocidad de flujo maxima de produccion de metano en bagazo
de cafia en mesofiliay termofilia

Tasa de Produccion Tasa de Produccion
(Nm L CHa/L reactor h) (Nm L CHa/L reactor h)
mesofilia termofilia

3.71 2.67
1.93 3.31
8.83 11.76
12.82 36.48
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Figura 3.3.1.1 Resultados experimentales de pruebas de potencial bioquimico
de metano en mesofilia (A) y termofilia (B) para bagazo de cafia

Como se observa en la Tabla un aumento en tasa de produccién de metano al
aumento de la temperatura, utilizando un lodo granular aclimatado por un afo para
el caso del soélido lavado 71.5%, residuo liquido 33.2% y glucosa 184% mientras
gue un decremento en la tasa en el residuo solido del 28%

42




INSTITUTO
DE INGENIERIA

UNAM

/ Ingenieria

5.4.Estudio de la Etapa Acidogénica escala laboratorio

Estudios recientes han probado que el proceso anaerobio puede ser disefiado para
producir acidos grasos volatiles, biohidrogeno y/o biometano por separado o
simultaneo. Los acidos grasos volatiles estan ahora siendo probados como
precursores de productos de valor como biocombustibles, alcoholes, aldehidos o
cetonas. Los acidos grasos volatiles son producidos en la hidrolisis de la digestion
anaerobia, un numero de &cidos orgénicos son incluidos en los &cidos grasos
volatiles pero el orden de mayor produccién es acido acético, acido propioénico, acido
butirico y acido valérico (Khan, et. al., 2016).

Como ha sido sugerido el modo de operacién para una la tasa de degradacion de
la biomasa favorable es utilizar un sistema en lote o semi-continuo (Lee, et. al.,
2014). A demas del modo de operacion, los valores 6ptimos de temperatura, pH,
tiempo de retencidn y carga organica para la operacion del proceso anaerobio varia
de acuerdo con el tipo de sustrato y el tipo del reactor.

Se evalud el efecto de la temperatura sobre un in6culo endémico proveniente del
efluente vitivinicola blanco, empleando como alimentacion efluente vitivinicola
blanco con fin de adaptar el inéculo a condiciones hiperterméfilas de 70°C, ya que
la temperatura tiene un efecto significativo en la produccion acidos grasos volatiles,
ya que su incremento puede explicar un aumento en la solubilidad de carbohidratos
y proteinas, ademas de la tasa hidrolitica (Liu, et. al., 2012a; Liu, et. al., 2012b).

Varios estudios realizados han encontrado que el rango de pH extremadamente
acido con un valor de 3 o extremadamente alcalino mayor a 12 son referidos como
condiciones inhibitorias (Liu, et. al., 2012a; Liu, et. al., 2012b). Aunque el valor de
pH 6ptimo ha sido citado con un valor alto como 10 para la hidrolisis de lodos, el
valor puede cambiar entre 5.25 y 11 dependiendo del tipo de residuo (Lee,et. al.,
2014). Por ejemplo la digestion anaerobia de residuos de cocina requiere un valor
optimo de pH igual a 7 (Wang, et. al., 2016) mientras que el valor 6ptimo de pH para
la condicion del tratamiento de aguas residuales se encuentra en el rango de 5.25
y 6 (Bengtsson, et. al., 2008).

Para la produccion de acidos grasos volatiles, la relacién de acidos grasos volatiles
y Demanda Quimica de Oxigeno soluble se refiere a la cantidad de sustancias
solubles convertidas a &cidos grasos volatiles (Jiang, et. al., 2013). Experimentos
muestran que el rango de pH de 5-6 producen el valor mas alto de la relacion de
acidos grasos volatiles/demanda quimica de oxigeno soluble (75%),
independientemente del tipo de inoculo utilizado para la produccion de éacidos
grasos volatiles (Wang, et. al., 2014).
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Por lo mencionado en el parrafo anterior se selecciono la condicion de pH de 5.5
para el tratamiento de aguas residuales provenientes del proceso de una
biorrefineria ademas que este pH favorece la produccion de acido acético, lo que
nos permitird una mejora en la produccion de metano en la etapa siguiente.

El contenido organico que es hidrolizado es el primer factor, responsable
directamente de la cantidad de los acidos grasos volatiles producidos. Entre la
composicién del sustrato y demas parametros, el pH juega un rol importante en el
incremento y rendimiento de los acidos grasos volatiles.

Un incremento en la temperatura del rango mesofilico a termofilico e hipertermofilico
puede mejorar la produccién de &cidos grasos volatiles, se ha reportado que el
rango termofilico (60°C) permite una aclimatacion biolégica mas rapida y activa en
la etapa acidogénica comprado con la mesofilica (35°C), logrando un mayor
rendimiento de acidos grasos volatiles (Cai, et. al., 2009). Mientras que la
produccion de acidos grasos volatiles a temperaturas extremas 70-80°C supera a
las condiciones termdfilas (Lu y Ahring, 2005).

La fermentacién acidogénica de los diferentes sustratos se pueden realizar a través
de una serie de reacciones bioquimicas catalizadas por distintas enzimas.
Numerosas rutas coexisten dentro del digestor de la fermentacion anaerobia y
toman un papel crucial en el rendimiento del sistema y la recuperacion de los
productos. Las proporciones de piruvato dirigidas a cada via dependen del sustrato
utilizado, las condiciones ambientales y las propiedades de los cultivos de
microorganismos. Por lo general, las distribuciones de los principales productos
solubles reflejan las rutas metabdlicas prevalecientes. De acuerdo con la
distribucion de los productos liquidos importantes, las vias metabdlicas
acidogénicas se clasifican como se muestra en la Figura , como su nombre lo indica,
cada via tiene como principal producto el tipo de fermentacion (Zhou, et. al., 2018).
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Figura 5.4.1 Esquema de rutas metabdlicas acidogénicas

5.4.1. Condicién termofila

Como se observa en la Figura la produccion de acidos grasos volatiles se llevo a
cabo mediante una fermentacion mezcla acida en donde los microorganismos
acidogénicos transformaron a monémeros organicos una mezcla de acido acético,
propianato, butirato y valerato en similar cantidad junto con la formacion de biogas
en este caso Unicamente didxido de carbono (Zhou et al., 2018). La abundancia de
los componentes individual en la mezcla acida se ve afectada por varios factores
como la concentracion y caracteristicas del sustrato en este caso efluente
vitivinicola blanco, el pH bajo (<4.5) permite la produccién de acido acético, butirato
y etanol como principales productos mientras que a valores de pH >6.5 se puede
inducir el incremento en la produccion de etanol y decrecer la formacién de acido
(Zhu, y otros, 2009), a una condicién de pH de 5.5, una agitacion de 200 RPM y a
unatemperatura de 45°C alcanza una produccion maxima de acidos grasos volatiles
al tiempo de 5 dias y posteriormente disminuye y se estabiliza después de los 10
dias después, el acido acético es el principal acido con una concentracion maxima
de 5g/L con una gran distribucién de &cidos grasos volatiles a concentraciones en
el rango de 2-3 g/L.
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Figura 5.4.1.1 Produccion de &cidos grasos volétiles en condiciones de 45°C

Una vez que se aumenta la temperatura a 55°C un cambio en la distribucion de
acidos grasos volatiles se observa en el cual el acido acético sigue siendo el de
mayor concentracion y seguido por la del acido butirico y finalmente al del &cido
valérico, la ruta metabdlica que explica este tipo de distribucion es la tipo butirico en
la cual el mayor metabolito acidogénico es el butirico y acético, los factores criticos
comunes para este tipo de via es el pH y la temperatura, la reduccién del equivalente
(NADH?2) es también un factor crucial que determina la eficiencia de la produccién
de butirato. Se ha encontrado que la produccién de butirato aumenta al incrementar
la concentracion de acetato en el sistema (He, et. al.,, 2012), debido a la alta
concentracion de acético no solo tiene una retroalimentacién inversa a la generacién
de acetato, sino también a un superavit en los equivalentes NADH2. Comparando el
proceso de produccién de acetato, se consumen dos NADH:2 para reducir los
intermediarios para la formacion de butirato, lo que significa que mas equivalentes
de reduccién como NADH: en el digestor podrian facilitar la produccion de butirato.
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Figura 5.4.1.2 Produccion de acidos grasos volatiles en condiciones de 55°C

5.4.2. Estudio de la Etapa Acidogénica en hipertermofilia

En el proceso de digestion anaerobia de residuos el tiempo de retencién de los
residuos y el cultivo de bacterias dentro del reactor son parametros del proceso
importantes, el tiempo de retencién incluye el tiempo de retencion hidraulico y el
tiempo de retencion de sélidos que hacen referencia al volumen del reactor y al
tiempo asignado para los microorganismos predominantes, respectivamente. Los
resultados de la experimentacion a la temperatura de 70°C a 1, 3 y 5 dias fueron
evaluados midiendo la concentracion inicial y final de solventes y acidos grasos
volétiles empleando como sustrato efluente vitivinicola tinto y efluente vitivinicola
blanco como in6culo.
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Figura 5.4.2.1 Produccion de solventes a distintos tiempos de operacion

Como se observa en la Figura los tres tempos de retencion muestran un aumento
en la concentracion de etanol y en la Figura incremento en la concentracion de
acido acético siendo estos los principales metabolitos producidos durante la
fermentacion, siguiendo ruta metabdlica del tipo Acetato-Etanol, en la cual el acetato
no solo puede ser producido a partir del piruvato mediante la via de acetil-CoA, sino
también de la oxidacion sintréfica del acetato (Shin y Youn, 2005). Durante la
produccion de etanol y acido acético, la acetona y el butanol pueden ser producidos
a partir de glucosa por algunas especies del género Clostridium como Clostridium
acetobutilicum (Yen, et. al., 2011) y Clostridium beijerinckii lo cual nos permite la
fermentacién ABE (acetana-butanol-etanol).

El in6culo de origen anaerobio normalmente conduce a la acumulacion tipica de
acido acético durante el arranque de un proceso anaerobio (Charles, et. al., 2009).
El pH es un factor crucial que afecta el cambio de la ruta metabdlica acidogénica,
se ha reportado que incrementar el pH de 4 a 7 puede incrementar la produccion de
acido acético, pero decrece la produccién de acido butirico mientras que la
produccion de acido acético y butirico se mantienen similares en el rango de pH de
6.5-7. La distribucién de los acidos grasos volatiles como se muestra en la Figura
en el caso tiempos de retencidén de tres y cinco dias presentan una ruta de tipo
butirato en la cual se observa un consumo del acido acético y un aumento en
concentracion del acido butirico.
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Figura 5.4.2.3 Produccion de acidos grasos volatiles a distintos tiempos de
operacion

Resultados experimentales han probado que la produccion de acidos grasos
volatiles tiene una correlacién con el tiempo de retencion hidraulico y con la
temperatura de operacion del reactor (Kim, et. al., 2013). Se ha observado que el
tiempo de retencion hidraulico se puede utilizar para controlar la produccion relativa
de acido propidnico y butiricos a partir de efluentes de la industria papelera y suero
(Bengtsson et al., 2008), por lo que del mismo modo el tiempo de retencion
hidraulico se puede utilizar para controlar la produccion relativa de acido acético.

Una vez encontrado que el tiempo de retencion hidraulico de 1d presenta la
produccion de acido acético se procedié a evaluar cinco residuos distintos el
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efluente vitivinicola tinto, los cuatro efluentes de biorrefineria (rastrojo de maiz, paja
de trigo, bagazo de cafia, bagazo de agave) a una prueba de fermentacion
acidogénica a 70°C y empleando el mismo in6culo efluente vitivinicola blanco.

Diferencias en la composicion de los sustratos nos permite analizar el tipo de
distribucion y concentracion de los acidos grasos volatiles producidos, como se
puede observar en la Figura 4 siguen el mismo tipo de ruta metabdlica tipo acetona-
butanol-etanol, como se puede observar en el caso de bagazo de cafia y bagazo de
agave se observa la produccién de acetona mientras que la concentracion de los
alcoholes aumenta también pero en menor proporcion.
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Figura 4 Produccion de solventes empleando distintos sustratos a 1d de
tiempo de operacion
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Figura 6 Produccion de acidos grasos volatiles empleando distintos
sustratos a 1d de tiempo de operacion

Durante la fermentacion acidogénica de los distintos materiales lignocelulésicos y
efluente vitivinicola presentan una variada distribucion de &cidos grasos
predominando la concentracion de acido acético, y siendo concentraciones mayores
a 0.8g/L, teniendo como sustrato rastrojo de maiz una mayor produccion de este
acido, en cuanto a la distribucion de los acidos grasos de mayor tamafio tiene una
distribucion similar en la concentracion acidos grasos volatiles siguiendo una ruta
metabodlica de acidos mixtos, predominando el &cido butirico, isovalérico y
propionico.
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En el caso de los bagazos de cafia y agave presentan una menor distribucion de
acidos grasos volatiles propionico, butirico e isovalérico.

Dado que el tiempo de retencion hidraulico tiene el impacto mas significativo en la
distribucion de los acidos grasos volétiles, un requerimiento de equilibrar el tiempo
de retencion y la concentracion total de acidos grasos volatiles, los valores benéficos
de tiempo de retencidn hidraulicos son para un cierto valor de produccion de acidos
grasos volatiles, mientras que un valor prolongado es responsable de la
acumulacion de acidos grasos volétiles (Lee et al., 2014).

Un tiempo de retencién hidraulico proveera de un tiempo suficiente para que la
bacteria acidogénica reduzca los residuos a sustancias derivadas Yy
consecuentemente favorecera el rendimiento de acidos grasos volatiles (Bengtsson
et al., 2008)

5.5.Puesta en Marcha de la Planta Piloto

Se puso en marcha la planta piloto con un periodo de operacion de la etapa
acidogénica de 30 dias en condiciones mesofilas 35°C con una agitacion de
117RPM, un pH de 5.5 empleando como in6culo efluente de vinazas vitivinicolas
blanco, como se puede observar en la Figura 7 la distribucién de los acidos grasos
volétiles es la misma que en la escala laboratorio, lo que nos indica que el
escalamiento esta realizandose correctamente y la concentracion del acido acético
sigue siendo de mayor produccién, seguido por la del butirato.
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Figura 7 Generacion de acidos grasos volatiles en reactor piloto CSTR.

o

Posteriormente a la evaluacion del reactor acidogénico con el inéculo a las
condiciones mesofilas, resultdé en conseguir la mayor concentracion de &cido
acético, se procedié al arranque del reactor metanogénico empleando los dos
tiempos de residencia de 5 y 10 dias, como se puede observar en la Figura 8 el
comportamiento a los 5 dias se ve una mejora de una produccion de 50L a 75L un
aumento de 25L probablemente a la aclimatacidon de los microorganismos al
sustrato aunque el tiempo no alcanza la etapa de estacionaria, En el caso de 10
dias una alteracion del sistema ocurri6 debido a la estimulacion en los
microorganismos teniendo una fase exponencial muy pronunciada en la produccion
de biogas aunque se llega al estado estacionario, en la segunda prueba ya presenta
un comportamiento normal y con una produccion de biogas de 75L, como se puede
observar en la Figura 9 la degradacién de la materia organica en el periodo 1y 2 la
degradacion fue de 4 y 6 gDQO por lo que una mejora en el consumo de materia
organica se observa mientras que el caso del periodo 3y 4 se observa un consumo
de 8gDQO mientras que en el otro periodo una disminucion a 6gDQO.
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Tabla 5.5.1 Resultados de mediciones operacionales del reactor piloto
metanogénico UASB

Periodo Porcentaje de Volumende Parametro a Rendimiento (L CH4/
Metano (%) Metano (L) (L CHJ/g | I—/
DQOaIimentado)
— 65 32 0.42 85.3 0.285
— 68 49 0.51 149.9 0.417
— 60 129 0.75 - 0.554
- 63 52 0.68 289.12 0.241

En el caso de las mediciones de composicion del biogas corresponden al porcentaje
promedio metano producido 60-65%, otro parametro importante de influencia es el
parametro a ya que nos permite tener un control de la acidificacion del reactor al
tener un valor de 0.75 el pardmetro se observd una estimulacion de los
microorganismos y una liberacion mayor de bidxido de carbono.

6. Conclusiones

Se encontré que el furfural tiene un efecto estimulacion en los microorganismos
metanogeénicos, pures este tiene un aporte de materia organica y no presenta efecto
de inhibicion en la fase metanogénica, lograndose degradar hasta 1g/L de
concentracion de furfural.

El mayor potencial bioquimico de metano se obtuvo de la fraccion liquida (lixiviado)
de los residuos lignoceludsicos provenientes del pretratamiento hidrotérmico. Para
todos los residuos evaluados se determind que 15 dias son necesarios para
alcanzar la maxima produccién de metano.

Se determiné que las condiciones terméfilas permiten reducir el tiempo de reaccién
hasta en una tercera parte comparado con las condiciones mesdfilas pues aumenta
la velocidad de produccién de metano, en cuanto al rendimiento de metano, se
observé que hubo un aumento en las fracciones sdlidas lo que podemos inferir que
se obtiene mayor capacidad hidrolitica y degradacion de compuestos bajo las
condiciones termofilas.

El aumento de la temperatura en la fermentacion acidogénica a diferentes (reactor
CSTR escala laboratorio) tuvo un efecto de distribucion de acidos grasos volatiles.
Se observé una mayor variedad de acidos grasos volatiles en 45°C que a 55°C o
70°C.El acido aceético fue el principal producto obtenido para las temperaturas mas
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elevada con un rango de hasta 2g/L para cada condicién pero con reduccion de
tiempo de operacion del reactor. El aumento de temperatura permitié reducir el
tiempo de operacion hasta de un dia y en cuanto a los residuos lignocelulésicos en
la condicion hipertermdfila el rastrojo de maiz con una produccion de 600mg/L.

Se llevo a cabo el arranque satisfactorio de la planta piloto en dos etapas. En la fase
acidogénica se produjo principalmente &cido acético. En el reactor metanogénico
operado a 10 dias de tiempo de operacion alcanzo un rendimiento de 289 mLCH4
/gDQO, lo que indica indica que el valor obtenido procede a una reduccién de la
materia organica del 82% con respecto al rendimiento tedrico.
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