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1. Marco Teorico

1.1 Panorama energético actual

Desde 1970, debido al elevado crecimiento demografico y la urbanizacion presentada a lo largo de todos
los continentes, se ha experimentado un elevado incremento en la demanda energética global, la cual ha
sido satisfecha principalmente mediante el uso de combustibles fosiles como se observa Figura 1.1. A
pesar de que actualmente se estima una especie de ralentizacion en el incremento de las necesidades
energéticas mundiales, gracias a la aparicion de tecnologias mas eficientes en el uso de la energia, se
estima que la demanda per cépita para el afio 2030 podria alcanzar cifras cercanas a 1.09 toneladas
equivalente de petroleo (tep) anuales, valor que a pesar de haber sido estipulado con base en un probable
lento incremento en la demanda energética no deja de ser holgado, al contrario, representa un reto para
la generacion de recursos energéticos globalmente (WECI, 2011, 2016a).

10000
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4000

2000 +

0
1971 1975 1980 1985 1990 199% 2000 2005 2010 2015

[ Carbén [ ] Petréleo I Gas natural

[ Biocombustubles y residuos I Electricidad [ Otros

Figura 1.1. Consumo mundial de energia en Mtep por tipo combustible desde 1971 a 2015.
Adaptado de IEA, (2017).

En adicion a este incremento en la demanda energética mundial, la disminuciéon de los recursos
energéticos no renovables, y la necesidad de reducir las emisiones contaminantes generadas por el uso
de combustibles fosiles se han materializado. Realidades que a pesar de ser de distinta indole, confluyen
en la necesidad de buscar nuevos recursos energéticos que permitan reducir el uso de combustibles como
el carbon y el petréleo y del mismo modo favorezcan la disminucion de las emisiones generadas por la
combustion de estos materiales contribuyendo directamente a la busqueda de la sostenibilidad energética
(WEC, 2011, 2016a).

En consecuencia, en la actualidad el sector energético mundial se encuentra atravesando una de las etapas
mas criticas de la historia. En las proximas décadas enfrentara desafios sin precedentes dictados por la
demografia y la urbanizacion, sumados a la disminucion paulatina de los recursos energéticos no
renovables y a la inminente necesidad de reducir las emisiones de contaminantes derivadas de la
produccioén y el consumo de energia, las cuales afectan directamente a la poblacion mundial, ocasionando
serios problemas de salud publica y ambiental al rededor del mundo (WEC, 2011, 2016a, 2016c¢).
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La busqueda de soluciones a esta problematica a nivel mundial ha llevado a la toma de un gran nimero
de medidas al rededor del mundo, las cuales pueden englobarse en tres grandes grupos. La
reestructuracion de planes y politicas energéticas, la provision de recursos para la formulacion y
ejecucion de estos planes y politicas y el desarrollo de investigacion basica y aplicada enfocada en la
blisqueda de nuevos recursos energéticos renovables capaces de suplir las necesidades energéticas
globalmente sin repercutir en el deterioro del medio ambiente y la salud (IEA, 2017; WEC, 2016a).

Dentro del marco de las energias renovables, algunas tecnologias que emplean la energia solar, edlica y
la bioenergia actualmente se han establecido como importantes actores energéticos a lo largo de todo el
mundo. Los combustibles producidos a partir de biomasa (bioenergia) se destacan por ofrecer, en teoria,
un ciclo del carbono (C) completo, ya que el didxido de carbono (CO») producido durante sus procesos
de obtencion puede ser empleado por organismos fotosintéticos como plantas y algas, las cuales
generarian mas biomasa que podria emplearse para la producciéon de mas energia (Gonzales, 2016;
REN21, 2016; WEC, 2016c¢).

Asociado al grupo de combustibles generados a partir de biomasa se encuentra el hidrogeno (H.), al cual
se le ha atribuido el potencial de convertirse en el vector energético del futuro dentro del concepto de
“Economia del Hidrogeno”, donde se emplea el gas en un ciclo de abastecimiento energético, el cual
ademas de ser el combustible con mayor contenido energético por unidad de peso (122-142 kJ/g), tiene
las ventajas de ser sustentable y no repercutir negativamente sobre el medio ambiente, razones por lo
cual es considerado dentro de la actual Estrategia Nacional de Energia Mexicana como uno de los pilares
de la transicion energética, junto con otros recursos renovables como energia solar, eodlica, geotérmica y
oceanica entre otras (Gonzales, 2016; SENER, 2014).

1.2. Residuos susceptibles a valorizacion mediante fermentacion oscura

El crecimiento demografico, junto a el consumismo, la progresion y diversificacion actual de los sectores
productivos, han impulsado la velocidad de generacion de residuos solidos y liquidos globalmente a
niveles que superan la capacidad que tiene el medio para asimilar los mismos (Avendafio, 2015; M.-S.
S. Kim et al., 2012; Morantes, 2016).

Segun estimacion realizada por el Banco Mundial, se prevé que en el 2025 la produccion de residuos
solidos urbanos (RSU) a nivel mundial estara proxima a 2.2 billones de toneladas por afio, cifra cercana
al doble de la estimacion realizada para el afio 2012 (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012). A pesar de que
en la mayoria de paises se cuenta con politicas y programas de gestion integral de RSU enfocados en
minimizar la generacion de desechos y maximizar su valoracion, el desarrollo e implementacion de estos
programas no han sido suficientes para disminuir la generacion de desechos o aumentar el valor de los
mismos (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; SEMARNAT, 2016).

Del mismo modo que la generacion de RSU a nivel mundial ha aumentado, en México los niveles de
generacion de RSU han incrementado desproporcionadamente en los tlltimos afios, aumentando el 61%
entre el afio 2003 y 2015, llevando su produccion de 10.24 a 53.1 millones de toneladas anuales
(SEMARNAT, 2016). La composicion de los residuos varia de region en region y esta influenciada por
distintos factores asociados al pais, como la cultura, el desarrollo econémico, el clima y las fuentes de
energia. Los paises de bajos y medianos ingresos presentan mayor proporcion de desechos organicos en
sus RSU, en contraste con los paises de altos ingresos, los cuales producen papel, plésticos y otros
materiales inorganicos en mayor proporcion (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012).

En la Figura 1.2., se puede observar la composicion de los RSU en México. La fraccion organica de
residuos solidos urbanos (FORSU), es el componente de mayor importancia en sus desechos, representa
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al rededor del 52% de la totalidad de RSU, seguido del papel, plastico y otros tipos de residuo
(SEMARNAT, 2016).
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Figura 1.2. Composicion de los RSU en México por tipo de residuo en 2012. Adaptado de
SEMARNAT, (2016).

Al igual que la generacion, la disposicion final de RSU se encuentra intimamente relacionada con el
producto interno bruto (PBI) del pais. La gran mayoria de paises de medianos y bajos ingresos disponen
sus desechos en sitios no controlados, los cuales generan serios problemas medioambientales y de salud
publica (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012).

En México la disposicion final RSU se realiza basicamente de cuatro maneras. En rellenos sanitarios,
rellenos de tierra controlados, sitios no controlados y reciclaje. En el afio 2013, México logré disponer
al rededor del 75% de los residuos en rellenos sanitarios y rellenos de tierra controlados, los cuales, a
pesar que estan disefiados para impedir la diseminacion de los residuos y evitar los potenciales riesgos
que estos pueden ocasionar a los ecosistemas y la salud ambiental, no tienen la capacidad de valorizar ni
reutilizar sus componentes prescindiendo de la oportunidad de recuperar su poder calorifico o su
reincorporacion en procesos productivos (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; SEMARNAT, 2016).

La FORSU, ademas de ser el principal componente de los RSU de muchos paises, se encuentra dentro
del grupo de residuos susceptibles a valorizarse gracias a su capacidad de transformarse en combustibles
gaseosos como H, o metano (CH4) mediante procesos biologicos como digestion anaerobia.

La utilizacion de la FORSU como sustrato para la produccion de H, como fuente de energia, ademas de
solucionar la problematica asociada a su disposicion, contribuir a la disminucion del uso de recursos
energéticos no renovables y reducir las emisiones contaminantes atmosféricas derivadas del uso de
combustibles fosiles, es considerada una de las opciones mas viables para produccion de H», debido a
sus bajos requerimientos de energia e importantes tasas de produccion, en comparacion con otros
procesos biologicos como la fotofermentacion y la biofotolisis del agua, los cuales dependen de la luz y
no han demostrado tasas de produccion con potencial para aplicaciones practicas (Balachandar et al,
2013).
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Teniendo esto en consideracion, la sinergia de los atributos propios de la produccion de H» a partir de
residuos solidos organicos (RSO) puede contribuir a mejorar la salud publica y ambiental de las
poblaciones, al mismo tiempo que tiene la capacidad de aportar capital econdmico para subvencionar las
economias de los paises que implementen estos procesos de valorizacion de recursos (Hoornweg &
Bhada-Tata, 2012; INECC; SEMARNAT, 2012; M.-S. S. Kim et al., 2012; SEMARNAT, 2016; WEC,
2016b).

Por otro lado, la mayoria de las actividades humanas que involucran agua en sus procesos generan aguas
residuales, por lo cual a medida que aumenta la demanda de agua, el volumen de generacion de aguas
residuales y su carga contaminante incrementa desmesuradamente. Se estima que globalmente entre 85 y
95% del agua residual se descarga directamente a rios, lagos y océanos sin recibir tratamiento previo (UN,
2017; SEMARNAT, 2016).

La capacidad de tratamiento de las aguas residuales urbanas e industriales, al igual que sucede con los
RSU, depende del producto interno bruto (PIB) de cada pais. Los paises con altos ingresos, tratan
aproximadamente el 70% de sus aguas residuales, los paises de mediano-alto ingreso alrededor del 38%,
los paises con rentas medio-bajas tratan el 28% y en los paises pobres solo el 8% de las aguas residuales
generadas recibe algun tipo de tratamiento (UN, 2017).

En 2014, las cifras de generacion de aguas residuales en México estuvieron alrededor de 7,200 hm*/afio,
el equivalente a 228.7 m*/s, de los cuales s6lo se trataron 3,510 hm* (111.3 m?/s), cifra que no llega al
50% del flujo generado a nivel nacional (SEMARNAT, 2016).

En la actualidad, ademas de depurar los contaminantes presentes en las aguas residuales tanto de origen
municipal como industrial, el objetivo es valorizarlas con el fin de subvencionar los costos de su gestion
y mejorar la sustentabilidad economica de los sistemas. Las estrategias de valorizacion se basan en la
recuperacion de energia y nutrientes. Dentro de las estrategias de recuperacion de energia, se destacan la
produccion de combustibles gaseosos como H, o CHs4 mediante procesos biologicos, calefaccion o
refrigeracion y generacion de electricidad (UN, 2017).

1.3. Produccion biologica de H, mediante fermentacion oscura

Dentro del proceso de digestion anaerobia (DA), se diferencian cuatro etapas; hidrolisis, acidogénesis,
acetogénesis y metanogénesis, en las cuales estan involucradas reacciones bioquimicas y fisicoquimicas
desde que la biomasa bacteriana entra en contacto con la materia organica susceptible a biodegradarse
anaerobiamente dentro del reactor, hasta que se produce el biogas. Dentro del proceso de DA, el H, se
produce dentro de las etapas de acidogénesis y acetogénesis, a lo cual se le conoce como fermentacion
oscura (FO), debido a que es un proceso que no requiere luz para ser realizado (Berrocal, 2017; Cabrol
et al., 2017; Etchebehere et al., 2016)

1.3.1. Bioquimica y microbiologia de la producciéon de H;

Segun el Modelo de Digestion Anaerobia N° 1 (ADMI por sus siglas en inglés), previo al proceso de
hidrolisis, se lleva a cabo una etapa de desintegracion no bioldgica del material organico, donde ocurren
procesos como lisis, decadencia no enzimatica, separacion de fases y degradacion fisica como
cizallamiento. Durante el proceso de hidrolisis, bacterias con actividad hidrolitica convierten el material
organico no soluble como polisacaridos, proteinas y lipidos complejos mediante la secrecion de enzimas
extracelulares en componentes organicos solubles como monosacaridos, aminoacidos y algunos acidos
grasos de cadena larga.
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En la acidogénesis o fermentacion, se inicia la produccion de H» cuando dos grupos de fermentadores
distintos catabolizan los monosacaridos y aminoacidos en acidos grasos volatiles (AGVs) como acético,
butirico, propionico, valérico y lactico principalmente, alcoholes como etanol y butanol y gases como
H, y diéxido de carbono (CO,). En la acetogénesis la produccion de H, contintia, mediante el
metabolismo del butirato, valerato y propionato producidos en la fase acidogénica y los acidos grasos de
cadena larga del metabolismo de lipidico a acido acético, H> y CO; por bacterias acetogénicas, como se
presenta en la Figura 1.3. Debido a que el proceso acidogénico es termodinamicamente mas favorable
que la reaccion acetogénica, los microorganismos acidogénicos son mucho mas activos durante un
proceso de produccion de hidrogeno fermentativo (Batstone et al., 2002; Berrocal B., 2017; Etchebehere
etal, 2016; M.-S. S. Kim et al., 2012).

1.3.1.1. Vias metabdlicas descritas en la produccion de H,

En todos los procesos de FO, el H> no se produce tnicamente como compuesto reducido, se genera en
conjunto con AGVs, alcoholes y CO,, como se presenta en la Figura 1.3. La produccion de H, como tal,
no representa ninguna ventaja a los grupos bacterianos involucrados en el proceso de FO; no obstante,
la eliminacion de equivalentes reductores generados en el proceso de fermentacion (electrones en exceso)
es imperativamente necesaria para algunos miembros de la comunidad microbiana, situaciéon que
promueve la produccion de H, mediante el uso de hidrogenasas (Berrocal B., 2017; M.-S. S. Kim et al.,
2012).

( Residuos complejos organicos + Biomasa inactiva J

( Polisacaridos j ( Proteinas j ( LlpldO_S j
complejos

[Monosacéridos] [ Aminoacidos ] ( Acidos grasos j
de cadena larga
v vy v

(AGVSJ (Alcoholes j [ C;2 j *
|

Figura 1.3. Rutas metabdlicas del proceso de produccion de H, consideradas en el ADM1
(Adaptado de Batstone et al., 2002).

La producciéon de hidrogeno molecular generalmente se realiza mediante dos vias, en las cuales mediante
la degradacion anaerobia del piruvato se produce hidrégeno. La ruta piruvato formato liasa (PFL)
asociada a anaerobios facultativos y la ruta piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), la cual es
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comun en bacterias anaerobias estrictas, la Figura 1.4. presenta las dos vias de produccion de H, (Cabrol
et al., 2017; Etchebehere et al., 2016; Oh et al., 2003; Ramirez-Morales et al., 2015).
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Figura 1.4. Rutas bioquimicas PFOR y PFL implicadas en la produccién de H, mediante
fermentacion oscura (Adapatado de Hallenbeck, 2013)

—

En la ruta PFOR, la degradacion del piruvato proveniente de la glucolisis es catalizada por la enzima
PFOR, la cual genera una molécula de ferredoxina reducida (Fd.q). La generacion de hidrogeno ocurre
cuando la proteina reducida transfiere los electrones a la hidrogenasa dependiente de la ferredoxina (Fd-
[FeFe)), la cual convierte cationes hidrogeno (H") en hidrogeno molecular (H,). Anaerobios estrictos
como Clostridium, junto a esta manera de producir H», tienen la capacidad de emplear moléculas de
NADH producidas durante la glucolisis, mediante dos hidrogenasas alternas, una dependiente de NADH
(NADH-[FeFe]) y otra dependiente de NADH y Ferredoxina reducida (NADH-Fd..q)-[FeFe]). Por lo
cual, gracias a esta capacidad de reoxidar las moléculas de NADH, la produccion mediante esta ruta
podria tedricamente generar 4 moléculas de H; a partir de la fermentacion de una molécula de glucosa.
Figura 1.4. (Cabrol et al., 2017; Oh, Park, Seol, Lee, & Park, 2003; Ramirez-Morales et al., 2015).

En la ruta piruvato formato liasa, anaerobios facultativos metabolizan parcial o totalmente el piruvato
producido en la glucolisis a formato, en un proceso redox neutral. El formato posteriormente puede
acumularse o utilizarse para generar H, y CO; mediante el complejo enzimatico piruvato formato liasa,
el cual consiste en una formato deshidrogenasa, una hidrogenasa y transportadores de transferencia de
electrones responsables de la oxidacion del acido formico a CO, y H,. Dependiendo de la especie
microbiana involucrada, la hidrogenasa puede presentar iones de niquel y hierro ([NiFe] - hidrogenasa),
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como en el caso de Escherchia coli, conocida también como Ech hidrogenasa o ser una hidrogenasa
dependiente de formato ([FeFe]-hidrogenasa). Los microorganismos que no tienen la capacidad de
reoxidar las moléculas de NADH, como lo hacen algunas cepas de Clostridium, teéricamente estan
limitados a producir 2 moles de hidrégeno por molécula de glucosa. Figura 1.4. (Cabrol et al., 2017; Oh
et al., 2003; Ramirez-Morales et al., 2015)

1.3.1.2. Grupos microbianos productores de hidrégeno

Las bacterias productoras de hidrogeno (HPB, por sus siglas en inglés), se clasifican en tres grandes
grupos, microorganismos anaerobios obligados formadores de endodsporas, anaerobios obligados no
formadores de enddsporas y anaerobios facultativos con metabolismo fermentativo. (Cabrol ef al., 2017;
Oh et al., 2003).

Anaerobios obligados formadores de endosporas (principales productores de H)

Las especies de Clostridium sp. al ser el grupo de HPB mas eficiente y abundante en reactores
productores de hidrogeno son considerados los principales productores de H». A pesar de que exhiben
patrones metabolicos diferentes de especie a especie, como los casos de C. acetobutylicum (productor
de solventes) y C. butyricum (productor de acetato y butirato); y las abundancias relativas de clostridiales
varian dependiendo del tipo de sustrato, las condiciones de operacion y configuracion del proceso, las
poblaciones de Clostridium spp. usualmente predominan en los periodos de mayor produccion de Ho,
alcanzando rendimientos de 1.5 a 3 mol Ha/mol glucosa (Cabrol et al., 2017; White, Drummond, y
Fuqua, 2012). En la Tabla 1.1., se pueden ver algunos ejemplos de clostridiales productores de Ho.

Tabla 1.1. Bacterias productoras de H, anaerobias formadoras de enddsporas.

Especie Referencia

Clostridium butyricum (Masset et al., 2012; Sivagurunathan et al., 2014)
Clostridium pasteurianum  (Cheng et al., 2011; Li et al., 2010)
Clostridium beijerinckii (Chang et al., 2008; Noparat ef al.,2011)

(Argun et al., 2009; Baghchehsaraee et al., 2008; Lutke-Eversloh y Bahl,

Clostridium acetobutylicum 2011)

Clostridium histolyticum (Song et al., 2011)
Clostridium perfringens (Huang et al., 2010; M.-S. S. Kim ef al., 2012; Sivagurunathan et al.,2014)
Clostridium tyrobutyricum  (Jo et al., 2007; Sivagurunathan et al., 2014)

Clostridium celerecrescens  (Li et al., 2010; Liang ef al., 2010)

Anaerobios obligados no formadores de endosporas (productores auxiliares de H)

Algunas poblaciones de anaerobios estrictos no formadores de enddsporas pueden persistir e incluso
dominar en sistemas de produccion de Hz con cultivos mixtos a pesar de los radicales pretratamientos
térmicos cuando las condiciones del sistema son favorables en términos de origen del in6culo, seleccion
del sustrato y parametros operativos (Cabrol ef al., 2017).
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Bajo condiciones de operacion especificas las especies de Clostridium spp. podrian no ser las HPB mas
adecuadas para la produccion de H,. No obstante, algunos anaerobios estrictos no formadores de
endosporas pertenecientes a los filos Firmicutes y Bacteroidetes con patrones metabodlicos especificos
permiten mantener la produccion de H, en intervalos aceptables cuando las especies de Clostridium sp.
se encuentran inactivas (Cabrol ef al., 2017). En la Tabla 1.2., se pueden ver los principales anaerobios
no formadores de endosporas productores de Ho.

Tabla 1.2. Bacterias productoras de H; anaerobias no formadoras de enddsporas.

Ejemplo de género o

Orden o filo . Referencia
especie
Ethanoligenens harbinense (Chen y Dong, 2004; Xing 2008; Xing ef al., 2006)
Clostridial .
ostridiates Acetanaerobacterium (Chen y Dong, 2004; Ren et al., 2007; Xing et al.,
elongatum 2006; Xing et al., 2008)
Hydrogenoanaerobacterium
saccharovorans (Song y Dong, 2009)
Marounek et al.,1989; Ohnishi et al.,2010, 2012;
M. haera elsdenii Xing et al.,2008
egasphaera eisaentt (Chen y Dong, 2004; Ren et al., 2007; Xing et al.,
Firmicutes 2006; Xing et al.,2008)
Selenomonas (Luo et al., 2008)
Acidaminococcus sp. (Chang et al., 2008)
Bacteroidetes Prevotella sp. (Castello et al., 2009; Cheng et al., 2011; Hung et

al., 2011; C Li, Zhang, y Fang, 2006)

Anaerobios facultativos fermentadores (productores de H, “desafiantes”)

Los anaerobios facultativos son considerados productores “desafiantes” en el proceso de produccion de
H,, debido a que en la practica, algunos de ellos tienen la capacidad de alcanzar o superar la productividad
de H; reportada para cultivos de Clostridium (Cabrol et al., 2017). Como lo es el caso de Enterobacter
aerogenes el cual ha alcanzado rendimientos superiores a 2 mol Ho/mol glucosa (Jayasinghearachchi et
al., 2009).

A pesar de que sus rendimientos son tedricamente mas bajos, comparadas con otras HPB, las bacterias
anaerobias facultativas son particularmente atractivas para la produccion de H, debido a su poca
sensibilidad al oxigeno en comparacion con HPB anaerobias estrictas. No obstante su presencia en
procesos de FO se encuentra limitada debido a los drésticos pretratamientos realizados al inoculo y
sustrato (Cabrol et al., 2017).

Los principales grupos de HPB anaerobias facultativas son principalmente miembros de la familia de
Enterobacteriaceae o especies pertenecientes al orden de los Bacillales, donde se destacan
principalmente géneros como Enterobacter sp. y Bacillus sp. (Cabrol et al., 2017). En la Tabla 1.3. se
presentan microorganismos anaerobios facultativos asociados a la produccion de hidrogeno.
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Tabla 1.3. Bacterias productoras de H; anaerobias facultativas.

Grupo Género o especie Referencia
Citrobacter sp. (Ren et al., 2007)
Klebsiella sp. (Li et al., 2006; Niu et al., 2010; Pattra et al., 2011)
Enterobacter aerogenes (Jayasinghearachchi et al., 2009; Seol et al., 2008)
Enterobacteriaceae
Escherichia sp. (Varrone et al., 2013)
Shigella sp. (Varrone et al., 2013)
Pantoea agglomerans (Zhu,et al., 2008)
. (Kotay y Das, 2007; Liu et al., 2015; Patel et al., 2012;
Bacillus sp. P Vet al. 2008
Bacillales orwal et al., 2008)
Paenibacillus polymyxa (Huang et al., 2010; Lal et al., 2012)
Shewanella oneidensis (Meshulam-Simon et al.,2007)
Otros PBH Pseudomonas stutzeri (Penislus Shiyan & Krishnaveni, 2013)

Vibrio spp.

(Oh et al., 2003)

Sinergismo entre HPB

En la practica del proceso de FO se deben considerar ciertas relaciones entre HPB. Se han reportado
casos de coexistencia natural entre diversas HPB, en los cuales estas relaciones son usualmente
beneficiosas para la produccion de H, (Cabrol ef al., 2017). En la Tabla 1.4. se presentan algunas de
estas interacciones reportadas entre HPB.

Tabla 1.4. Asociaciones entre bacterias productoras de H; en biorreactores

HPB involucrados Sustrato Operacion del reactor Referencia
Enterobacteriaceae + Clostridium Glucosa CTSR (Song et al., 2011)
Clostridium spp. + Klebsiella y Sacarosa CSTR (Li et al.2006)
Prevotella

Selenomgnas * Enterobacter + Glucosa Continuo (Luo et al., 2008)
Clostridium spp

Paenibacillus polymyxa Lodo cloacal .

+ Eubacterium multiforme pretratado Lote (Caiet al,, 2004)
Clostridium tyrobutyricum + Sacarosa Lote (Mariakakis et al., 2011)

Ethanoligenens harbinense

1.3.1.3. Enzimas hidrogenasas
La hidrogenasa es la enzima que cataliza la interconversion de H> en protones y electrones (Ecuacion

1.1.), la cual se encuentra en bacterias, arqueas y eucariotas. Los microorganismos la emplean para
generar energia, dispersar equivalentes reductores producidos durante la fermentacion y generar
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cofactores enzimaticos reducidos implicados en varias reacciones del metabolismo celular (Constant y
Hallenbeck, 2013).

2H* +2¢” &=——>H, (Ecuacién 1.1.)

Hidrogenasa

Las hidrogenasas se clasifican en tres clases distintas en funcion del contenido metalico de su sitio activo.
En este sentido, las hidrogenasas conocidas son [NiFe]-hidrogenasa, [FeFe]-hidrogenasa y [Fe]-
hidrogenasa.

Las [NiFe]-hidrogenasas solo se encuentran en arqueas y bacterias, catalizan la oxidacion o la produccion
de H, in vivo. Las [FeFe]-hidrogenasas se han detectado en bacterias y eucariotas donde se ha
determinado que catalizan exclusivamente la produccion de H». Por otro lado, las [Fe]-hidrogenasas se
distribuyen de forma indistinta en arqueas metanogenas hidrogenotroficas y utilizan el H, para
proporcionar equivalentes reductores para los pasos intermedios de reduccion de CO a metano (Cabrol
et al., 2017; Constant y Hallenbeck, 2013)

1.3.2. Factores involucrados en la produccion de H; a partir de RSO

1.3.2.1. In6culo

En sistemas en lote y continuos operados por cortos periodos de tiempo el in6culo es un factor que puede
afectar la productividad de los sistemas productores de H; significativamente. Se ha reportado el uso de
diversas matrices como in6culo, desde microorganismos provenientes de lodos de plantas depuradoras
de aguas y digestatos de procesos de produccion de biogas, hasta estudios donde no se ha empleado
ninguna fuente de indculo y el proceso es llevado a cabo por la microbiota autoctona fermentativa del
sustrato (Kim 2009; Kim et al., 2013; Pakarinen ef al., 2008)

La presencia de ciertos grupos microbianos como metanogénicos, homoacetogenos, productores de
propionato y sulfatoreductores, entre otros, puede afectar el sistema y disminuir trascendentalmente la
eficiencia del mismo. Por tal razon, para potenciar la productividad de los sistemas, se realizan
pretratamientos a los indculos, los cuales se basan principalmente en el sometimiento a condiciones de
estrés térmico y quimico a los microorganismos y buscan la seleccion de poblaciones HPB anaerobias
formadoras de endosporas en el indculo e inhibir las demas poblaciones presentes (Berrocal, 2017;
Castillo, 2015; Kim et al., 2012; Kim et al., 2013; Venkata Mohan ef al., 2008)

Pretratamiento térmico

Es el pretratamiento usualmente mas empleado, por su eficiencia y simplicidad. Se basa en someter al
inoculo a temperaturas que van desde 100 hasta 125 °C por intervalos de tiempo prolongados, los cuales
pueden ir desde 15 minutos a 24 horas (Bujanos, 2013; Castillo, 2015).

Pretratamiento quimico

Es el sometimiento del indculo a condiciones de pH extremas o por medio de la exposicion a compuestos
toxicos inhibitorios. El pretratamiento en condiciones 4cidas, se puede realizar mediante adicion de
acidos concentrados como el acido ortofosforico hasta llegar a condiciones de pH inferiores a 3 por
intervalos de tiempo de un dia (Kim et al., 2013). En cuanto a los tratamientos con compuestos toxicos,
se ha reportado el uso de lumazina, cloroformo y acido sinfénico 2-bromoetano (BEA), todas en un
amplio nimero de concentraciones e intervalos de tiempo que pueden ir de horas a dias (Bujanos, 2013;
Castillo, 2015; Kim ef al., 2013; Venkata Mohan et al., 2008).
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1.3.2.2.pH

El pH es uno de los parametros de mayor transcendencia para la produccion de hidrégeno mediante FO,
debido a que puede afectar la actividad enzimatica de las hidrogenasas, las rutas metabolicas de los
microorganismos y las poblaciones bacterianas dominantes durante el proceso. Para garantizar la
estabilidad y productividad del sistema, el pH debe mantenerse en un rango Optimo, lo cual se puede
lograr mediante la implementacion un sistema de control de pH y/o garantizando cierto grado de
alcalinidad en el sistema mediante la adicion de soluciones buffer (Kim et al,, 2013)

El intervalo de pH del proceso ademas de controlar las poblaciones presentes en el sistema, influye en la
tasa de hidrolisis del sustrato, los tipos y cantidad de metabolitos acidogénicos y la velocidad y cantidad
de hidrogeno producido (Kim et al.,, 2013). El pH 6ptimo de produccion H» depende de varios factores
asociados a la biodiversidad microbiana presente en el biorreactor, como el origen, tipo y composicion
microbiana del inoculo, ademas, el tipo de pretratamiento aplicado al mismo y la temperatura a la que se
opere el proceso. Se ha demostrado que rangos de pH de 5.5 £1 favorecen las rutas de produccion de
hidrogeno y afectan las reacciones no hidrogénicas et al.,, 2016). En la Tabla 1.5. se pueden observar
algunos valores de pH de operacion optimos en sistemas de produccion de H, empleando RSO.

Tabla 1.5. Valores de pH de operacién éptimos en sistemas de produccion de H, empleando RSO.

Sustrato pH Yn Referencias
Residuos de cerveceria 5.5 2.2 mol-Hzmol-glucosa (Fan et al., 2006)
Residuos de maiz 5.5 176 mL-H2/g-ST (Fan et al., 2008)

Residuos de comida + lodos de

. 5.5 194 mL-H2/g-SV (Li et al., 2008)
aguas residuales

FORSU 5 180 mL-Ha/g-STV (Lay et al., 1999)

*: Pretratamiento térmico al sustrato a 102 °C por 30 min; **: Pretratamiento enzimatico al sustrato

1.3.2.3. Temperatura

La temperatura, junto con el pH es uno de los parametros operacionales mas importantes en la produccion
de biohidrogeno. La temperatura dptima para la produccion de H, a partir de RSO, varia con el sustrato,
debido a la complejidad de las comunidades microbianas a emplear en el sistema y la composicion de
los materiales constituyentes de la materia prima (Kim et al., 2013).

Los procesos de digestion anaerobia se llevan a cabo usualmente en condiciones mesoéfilas (30 a 40 °C)
o termofilas (50 a 60 °C). Se ha reportado que el rendimiento de produccion de H, en condiciones de
termofilia es aproximadamente 90% mayor con respecto a los procesos mesofilos gracias a la
disminucion directa de poblaciones consumidoras H, y mejores eficiencias en los procesos hidroliticos.
No obstante, econémicamente, se prefiere la operacion en condiciones mesoéfilas puesto que el gasto
energético para llevar a cabo los procesos termofilicos es sustancialmente mayor (Castillo, 2015; Kim
etal, 2013).

Yokoyama et al., 2007 estudiaron la influencia de la temperatura en un proceso de produccion de
hidrogeno empleando estiércol de vacas lecheras como sustrato, encontrando dos picos maximos de
produccion de H» a 60 y 55 °C, con producciones de 392 y 348 mL H,/L suspension respectivamente,
en la Figura 1.5., se presentan los resultados determinados en el estudio.
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Figura 1.5. Influencia de la temperatura en sistemas de produccion de H, empleando residuos
organicos de vacas lecheras. (Adaptado Yokoyama et al., 2007).

1.3.2.4. Presion parcial de hidréogeno (PpH>)

Las rutas metabolicas PFOR y PFL involucradas en la produccion de H, mediante FO son muy sensibles
a la PpH,, debido a que esta afecta directamente el equilibrio quimico del sistema y por lo tanto la
velocidad de formacion de H,. Una elevada PpH, en la fase liquida puede inhibir el proceso y disminuir
la produccion de Ha, debido a que en esas condiciones la energia de Gibbs de la reaccion descrita en la
Ecuacion 1. pasa de tener valores de AG® < 0 a valores AG® > 0, lo que hace termodinamicamente
desfavorable los procesos de reduccion de protones H* llevados a cabo por las hidrogenasas NADH-
[FeFe] y NADH-Fdred - [FeFe] mediante los cuales se produce la gran mayoria H, en procesos FO y
ademas se promueve la reduccion de la Fdo, lo que favorece la oxidacion de H, a protones, disminuyendo
directamente la productividad del sistema (Bundhoo y Mohee, 2016).

Algunos autores han reportado que una alta PpH, puede inhibir el metabolismo acidos grasos de cadena
larga a acetato e hidrogeno de la etapa acetogénica en el sistema y ademas direccionar el metabolismo
microbiano hacia la produccion de otros metabolitos como propionato, lactato, etanol, acetona y butanol,
a expensas del H, presente en el sistema (Berrocal, 2017; Bundhoo y Mohee, 2016). Considerando la
influencia de la PpH, en FO, la eliminacion del exceso de H, es de transcendental importancia para
mantener 6ptima la produccion de hidrégeno en el sistema. Se han desarrollado diferentes estrategias
para eliminar o separar el H> como el burbujeo de nitrogeno gaseoso (N) evitando el efecto negativo de
la acumulacion de H; en las fases gaseosa y liquida del proceso (Balachandar et al., 2013; Bundhoo y
Mohee, 2016)

24



1.3.2.5. Tiempo de residencia hidraulico y tiempo de retencion de solidos

El Tiempo de residencia hidraulico (TRH) indica el tiempo medio tedrico que permanecen las particulas
de fluido alimentadas en el interior del reactor y puede definirse seglin lo descrito en la Ecuacion 1.2.

V
TRH = = (Ecuacién 1.2.)

Donde, TRH: tiempo de residencia hidraulica; V: volumen del reactor y F: flujo del influente o
alimentacion de entrada.

El TRH junto con el pH y la temperatura del sistema es uno de los factores operacionales del sistema
mas importantes en la produccion de hidrogeno, debido a que estd intimamente relacionado con la
cantidad de sustrato a manejar en el sistema y porque puede determinar las poblaciones microbianas
presentes en el biorreactor mediante la seleccion de comunidades microbianas con velocidades
especificas de crecimiento (u) capaces soportar la tasa de dilucion (D) causada por el continuo flujo
volumétrico de la alimentacion (Balachandar ef al., 2013; Berrocal, 2017; M. S. Kim et al., 2013;
Redondas, 2013)

El uso de TRH cortos junto con la manutencion constante de la concentracion de sustrato es una estrategia
de control biocinético eficiente que permite eliminar bacterias no productoras de H, y favorece el
desarrollo de una comunidad microbiana estable de HPB en sistemas continuos tradicionales
(Sivagurunathan et al., 2016). Las HPB mas eficientes como Clostridium sp. tienden a producir acidos
acético y butirico junto con H, en la fase de crecimiento exponencial, no obstante, en la fase de
crecimiento estacionario producen alcohol, por tal razon el establecimiento de un TRH capaz de retener
solo los microorganismos utiles en la fase exponencial es ampliamente ventajoso para el proceso
(Sivagurunathan et al., 2016).

El TRH tiene un impacto directo en la viabilidad econémica de un bioproceso puesto que precisa la
cantidad de sustrato que puede manejarse por unidad de tiempo en el sistema y por lo tanto define tanto
el tamano del biorreactor, como desembolso de capital a emplear en la construccion del mismo (Kim et
al., 2013). Cuando se emplean sustratos complejos como residuos de comida en procesos de produccion
de hidroégeno, son necesarios TRH amplios para garantizar un 6ptimo proceso hidrolitico, en este
contexto, TRH bajos pueden reducir tanto el uso eficiente de sustrato, como la retencion de la biomasa
activa, y por ende disminuir eficiencia global del proceso. Sin embargo, TRH altos (del orden de dias)
pueden propiciar un aumento de microorganismos que pueden afectar el proceso como consumidores de
hidrogeno y competidores o inhibidores de HPB (Balachandar et al., 2013; Kim et al., 2013; Redondas,
2013).

Algunos estudios que han empleado RSO como sustrato han determinado TRH 6ptimos para el proceso
optimos entre 6 y 8 horas, no obstante, esto puede variar de acuerdo con el tipo de sustrato a emplear, la
temperatura de funcionamiento, la etapa del proceso y el tipo de reactor a emplear (Balachandar et al.,
2013; M. S. Kim et al., 2013; Redondas, 2013).

Por otro lado, el tiempo de retencion de solidos (TRS) es otro parametro de disefio importante sobre todo
en sistemas tratando residuos sélidos y semisolidos para la produccion de H», del mismo modo que el
TRH, determina la eficiencia de consumo de sustrato, la poblacién microbiana y las vias metabolicas a
desarrollarse en el sistema. En biorreactores de mezcla completa, asumiendo que no existe acumulacion
alguna de so6lidos, el TRH coincide con el TRS y es definido como el tiempo medio de permanencia de
los microorganismos en el sistema (Berrocal, 2017; Redondas, 2013)
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Se conoce que TRS altos pueden permitir una adecuada degradacion de los componentes del sustrato y
garantizar la retencion de biomasa activa de HPB, no obstante, TRS muy elevados pueden favorecer el
crecimiento de microorganismos que afectan el proceso, como consumidores de H,, competidores e
inhibidores de HPB, lo que se traduce en una disminucion de la eficacia del proceso (Berrocal, 2017;
Redondas, 2013). En contraste, el empleo de TRS bajos puede limitar crecimiento de poblaciones
nocivas para el sistema, sin embargo, cuando los TRS son muy bajos, la eficiencia de degradacion del
sustrato y la retencion de biomasa de HPB en el sistema pueden verse afectadas, situacion que afecta
directamente la productividad global del sistema.

Por tal razon, el TRS es un parametro que al igual que el TRH, se debe considerar de manera
transcendente durante todo el proceso, para asi poder permitir una optima tasa de consumo de sustrato,
garantizar el crecimiento adecuado de poblaciones que trabajan en funcion del sistema y al mismo tiempo
impedir el crecimiento de poblaciones nocivas para el proceso (Berrocal B., 2017; Redondas, 2013).

1.3.2.6. Acumulacion de metabolitos solubles

En la etapa de acidogénesis, la acumulacion de metabolitos solubles como los acidos acético, butirico,
propionico y el etanol causan inconvenientes que disminuyen la produccion de H, a medida que
incrementa su concentracion en el medio (Bundhoo y Mohee, 2016). La presencia de los compuestos en
el sistema ya sea en su forma disociada o no, tiene efectos de inhibicion en la produccion de H,. Las
especies disociadas de 4acidos en el sistema tienen la capacidad de incrementar la fuerza idnica del medio,
lo que puede promover la lisis celular en HPB, las cuales para disminuir la fuerza ioénica del medio,
modifican su metabolismo, mediante el cambio de acidogénesis a solventogénesis reduciendo
directamente la produccion de H, (Berrocal B., 2017; Bundhoo y Mohee, 2016).

Se ha reportado que, en sistemas con elevadas concentraciones de 4cidos, los protones del medio pueden
ingresar a la matriz intracelular bacteriana de HPB y alterar el equilibrio fisiologico celular. Para
restaurar la homeostasis, las células tienen la necesidad de emplear energia del mantenimiento celular,
lo cual compromete tanto el crecimiento bacteriano como la produccion de hidrégeno significativamente
(Balachandar et al., 2013; Bundhoo y Mohee, 2016).

1.3.2.7. Nutrientes

Los sustratos contienen una amplia variedad de constituyentes que varian de acuerdo con las fuentes de
generacion, método de recoleccion y clima del sitio de generacion de los residuos, entre otros factores.
No obstante, en ocasiones los requerimientos de carbono (C), nitrogeno (N) y fosfatos (PO4>) entre otros
elementos necesarios para los microorganismos, no se encuentran en las proporciones adecuadas para
suplir las necesidades microbianas y por lo tanto su adicion en el sistema se hace imprescindible para la
optimizacion del proceso (Kim et al., 2013).

Se conoce que el suplemento de nitrogeno, fosfatos y otros minerales a procesos de produccion de
hidrogeno es esencial para maximizar el Yu, cuando se emplean carbohidratos como sustrato en el
sistema (Balachandar et al., 2013).

El nitrégeno es un componente esencial de los aminoacidos, proteinas y otros componentes celulares
esenciales, por lo cual es un nutriente necesario para el crecimiento 6ptimo de los microorganismos
involucrados dentro del sistema. Entre los factores asociados a la presencia de N en el medio, se ha
demostrado que tanto el control de una adecuada relacion C/N, como el uso de fuentes organicas de N
pueden potenciar la produccion de hidrégeno, en contraste a cuando la relacion C/N no es la adecuada
o el elemento es suplementado con fuentes inorganicas en el sistema (Balachandar et al., 2013; Lin,
2004; Yokoi et al., 2002).
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El PO,* es un nutriente inorganico determinante para la optimizacién de la producciéon de H,. Se ha
demostrado que concentraciones optimas de PO,* pueden mejorar el rendimiento general del proceso,
no obstante, su presencia en exceso puede direccionar el sistema a la produccion de AGVs y por ende
desviar las especies reductoras involucradas en la produccion de hidrogeno y afectar el proceso
(Balachandar et al., 2013; Kim ef al., 2013).

1.3.2.8. Iones metalicos

El suplemento de iones metalicos adecuados al medio es esencial para el desarrollo 6ptimo de cualquier
proceso fermentativo. Ciertos metales juegan un importante papel en el metabolismo, crecimiento y
funcionamiento celular microbiano, no obstante, cuando las concentraciones de metales sobrepasan
cierto umbral en el medio, la presencia de estos iones puede estar involucrada en distintos procesos de
inhibicion celular y afectar la produccion de hidrogeno (Balachandar et al., 2013; Berrocal, 2017).

En sistemas de produccion de H» se ha estudiado la influencia de algunos iones metalicos como el hierro

(Fe), magnesio (Mg), sodio (Na), calcio (Ca) y niquel (Ni). En la Tabla 1.6. se describe el papel que
pueden tener de estos iones en procesos de FO.

Tabla 1.6. Influencia de metales en sistemas de producciéon de Ho.

Metal Influencia Referencias

Hierro Presencia en enzimas hidrogenasas (Y.J. Leeetal, 2013)

Cofactor de 10 enzimas involucradas en la glucolisis, como

Magnesio hexoquinasa, fosfofructocinasa y fosfoglicerato quinasa (Balachandar et al., 2013)
Sodio ;/éej :)ra la reduccion de Fdox por NADH, aumentando la proporcion de (Bundhoo y Mohee, 2016)
Calcio Prorr}ufzve el crecimiento bacteriano y favorece la resistencia (Berrocal B., 2017)
mecanica del lodo granular
(Bundhoo y Mohee, 2016;
Niquel Presente en la [Ni-Fe] hidrogenasa de la via PFL Constant y Hallenbeck,

2013)

1.3.2.9. Presencia de amoniaco (NH3) y compuestos fenolicos

Se ha determinado que el amoniaco y los compuestos fenodlicos pueden inhibir la produccion de
biohidrogeno mediante FO. Estos compuestos pueden presentarse en el sistema, por la reduccion de
nitratos y el metabolismo de aminoacidos en el caso del NH; o gracias a procesos de pretratamiento e
hidroélisis de sustratos como en el caso de los compuestos fenélicos (Bundhoo y Mohee, 2016).

El N amoniacal puede presentarse en dos formas en el sistema, como amoniaco libre (NH3) o iones
amonio (NH4"). Aunque €l N en forma de NH3 o NH4" representa una fuente importante de nutrientes
para el crecimiento bacteriano, altas concentraciones de estas especies pueden tener efectos toxicos o
inhibidores en los procesos de digestion anaerobia (Bundhoo y Mohee, 2016).

El NHj3 se considera el principal supresor del proceso, debido a que puede difundirse con facilidad a

través de las membranas bacterianas, reaccionar con protones H™ y formar NH4™, creando un
desequilibrio en el pH intracelular e inhibiendo las actividades celular (Bundhoo y Mohee, 2016). Wang
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et al., 2009 determinaron que concentraciones de amoniaco superiores a 0.1 g/L. de N pueden reducir el
rendimiento maximo de produccion de Ho.

Para reducir la inhibicion por amoniaco se han empleado estrategias como sistemas de control de pH y
métodos de aclimatacion del indculo con elevadas concentraciones de amoniaco. Salerno ef al, 2006
evaluaron ambas estrategias; determinaron que en condiciones de pH inferiores a 5,2 el umbral de
inhibicion del amoniaco es mayor en comparacion con el presentado a pH de 6,2. También observaron
produccion de hidrégeno a una concentracion de amoniaco de 0.8 g/L. de N después de un proceso de
aclimatacion al indculo, demostrando que tanto el mantenimiento del pH en el sistema, como la
aclimatacion previa del inoculo pueden ser estrategias empleadas para reprimir la inhibicion por
amoniaco en sistemas de produccion de H, mediante FO.

Los compuestos fenolicos se generan a partir de la degradacion de la lignina presente en el sustrato
durante su pretratamiento o hidrolisis, incluyen la vainillina y el siringaldehido. Estos compuestos
pueden afectar las membranas celulares, mediante el aumento de su permeabilidad o el deterioro directo
de las membranas, lo cual permite el ingreso de compuestos toxicos y la salida de componentes celulares,
desencadenando finalmente efectos adversos como supresion de actividades microbianas, reduccion
directa de la tasa de crecimiento y cambios en las vias metabolicas, afectando globalmente la
productividad del sistema (Bundhoo y Mohee, 2016).

Con el fin de prevenir la presencia de concentraciones elevadas de compuestos fendlicos en el sustrato,
se han planteado estrategias para prevenir su aparicion en los procesos de pretratamiento como la
modificacion de las condiciones de pH y temperatura del pretratamiento o el empleo de otros métodos
de pretratamiento como los biologicos (Bundhoo y Mohee, 2016).

1.3.2.11. Tipos de reactores y operacion en sistemas de produccion de H,.

Para el estudio de la produccion de H, mediante FO, se han realizado trabajos empleando biorreactores
operados en modo discontinuo, semicontinuo y continuo. Entre los reactores mas empleados para la
produccion de H,, se encuentran el reactor continuo de tanque agitado (CSTR por sus siglas en inglés),
el reactor anaerobio de flujo ascendente (UASB por sus siglas en inglés), el reactor discontinuo
secuencial anaerobio (ASBR por sus siglas en inglés), el biorreactor de membrana (MBR por sus siglas
en inglés), el biorreactor de lecho fluidizado (FBR por sus siglas en inglés) y el reactor de lecho de lodo
granular inducido (CIGSB por sus siglas en inglés) (Balachandar et al., 2013). A continuacion, se
mencionan algunas consideraciones de cada uno de ellos.

* Reactor continuo de tanque agitado

EL CSTR se usa comiinmente para la produccion continua de hidrogeno debido a que ofrece un patron
de mezcla constante que favorece la transferencia de masa en el sistema y el contacto de la biomasa con
el sustrato. Su elevado grado de mezcla, no permite su operacion a elevadas tasas de dilucion puesto que
se corre el riesgo de eliminar la biomasa del reactor. En comparacion con sistemas que emplean lodos
granulares o estrategias de inmovilizacion de biomasa, el CSTR presenta tasas de produccion menores,
debido a su disefio e incapacidad de mantener altos niveles de biomasa productora de hidrogeno. En este
contexto, aunque la produccion de H, en modo continuo mediante sistemas inmovilizacion de biomasa
se ha vuelto mas popular que los sistemas de biomasa suspendida, gracias a sus elevadas tasas de
produccion incluso con TRH bajos, se ha demostrado que la produccion de H» a partir de RSO alcanza
una tasa maxima de produccion de hidrogeno en tiempos de retencion hidraulica mas bajos por lo que el
uso de CSTR puede ser una opcion a considerar cuando se pretende trabajar con este tipo de matrices
(Balachandar et al., 2013).
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*  Reactor Anaerobio de flujo ascendente

El UASB se ha empleado ampliamente en estudios a nivel laboratorio y escala piloto para la produccion
de H» a partir de diversas matrices de desecho mediante fermentacion oscura. En este biorreactor el
sustrato asciende a través del lecho de lodo anaerobio y entra en contacto con la biomasa microbiana, la
cual puede asociarse en forma de granulos de 0.2 a 2 mm de diametro. Esta agrupacion favorece la
velocidad de sedimentacion y permite la conservacion de biomasa inclusive cuando se emplean cargas
hidraulicas elevadas. El movimiento del biogas generado desde los granulos hacia la parte superior del
reactor genera un patron de turbulencia hidraulica que mezcla las fases del sistema. La separacion del
biogas se realiza mediante un dispositivo separador de gas / lodo / liquido trifasico interno (Balachandar
et al., 2013).

*  Reactor discontinuo secuencial anaerobio

El proceso consiste en la ejecucion repetitiva de un ciclo de cuatro etapas: alimentacion, reaccion,
sedimentacion y vaciado. E1 ASBR es una tecnologia recientemente desarrollada, la cual se ha convertido
en una opcion atractiva para producir hidrogeno mediante FO gracias a su alta capacidad para remover
materia organica, sus considerables tasas de produccion de H» y su simple manipulacion y control; no
obstante, si durante los ciclos de operacion el biorreactor es sobrecargado, el rendimiento del reactor
puede verse reducido en gran medida (Balachandar et al., 2013).

*  Biorreactor de membrana

El MBR es una tecnologia de combinacién de procesos muy prometedora de las técnicas de filtracion
por membrana y tratamiento de lodos activados con el fin de aumentar la retencion de biomasa. Ofrece
la opcion de independizar el TRH del TRS, lo que brinda mayor autonomia al controlar los parametros
operacionales (Balachandar et al., 2013). Algunos autores han reportado aumentos en la produccion de
H, empleando MBR en comparaciéon con reactores sin membrana, no obstante, el aumento de sus
producciones no ha estado muy distante de los obtenidos con algunos CSTR. Entre las desventajas del
MBR se encuentran la saturacion constante de las membranas y los elevados costos de operacion
(Balachandar et al., 2013; Li y Fang, 2007).

*  Biorreactor de lecho fluidizado

EL FBR es una combinacion de los reactores de lecho empacado y tanque agitado mas comunes, el cual
tiene excelentes caracteristicas de transferencia de calor y masa. El FBR ofrece atractivas tasas de
degradacion de materia organica debido a que la biomasa forma agregados en forma de biopelicula o
granulos, los cuales se mantienen suspendidos y en contacto con el sustrato gracias a las fuerzas de
arrastre del flujo ascendente de la alimentacion. En comparacion con el UASB, el FBR se considera un
reactor mas eficaz puesto que presenta una mejor retencion de las particulas, sin embargo, tiene la
desventaja de que requiere mas energia para lograr la fluidizacion en el biorreactor y por ende sus costos
de operacion son mayores (Balachandar et al., 2013).

1.3.2.10. Sustrato

La diversidad de matrices estudiadas como sustratos en procesos de produccion de hidrogeno mediante
FO ha sido particularmente elevada, aguas residuales municipales e industriales, RSO como desechos de
comida, residuos agricolas y de actividades de ganaderia, entre otros, pueden potencialmente ser usados
como fuentes econdémicas y de facil acceso para la produccion de H, (Kim ef al., 2013) . El anexo B,
presenta en promedio las caracteristicas de la FORSU de 14 ciudades en ocho paises, con base en reportes
realizados por diferentes autores. Debido a la gran variedad en la composicion del sustrato, este es el
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principal factor que determinara el potencial de produccion de hidrogeno. Entre los factores asociados al
sustrato que pueden afectar la productividad de los sistemas, se encuentran la composicion de
biomoléculas presentes en el sustrato, el tamafio de las particulas y la carga organica con la que se
alimenta el reactor.

El tamafio de la particula del sustrato que entra al reactor es un factor en procesos de produccion de Hs.
Empleando residuos de comida como sustrato, se ha demostrado que tamafios de particula menores de
0.5mm, ofrecen mejores tasas de produccion de H» que particulas con tamafos superiores a 0.5mm
considerando cargas organicas de alrededor de 15 gST/L. Estas diferencias en las tasas produccion, se
asocian a que los tamafios de particula mas pequefios aumentan la tasa de solubilidad del sustrato y por
ende aumentan el grado de accesibilidad de la materia organica para los microorganismos dentro del
reactor (Castillo, 2015; Moreno-Andrade y Buitron, 2015).

Por otra parte, la carga orgénica (CO) establece la cantidad de materia orgénica alimentada al biorreactor
por unidad de tiempo y por unidad de volumen; también puede considerarse como el flujo volumétrico
de la materia organica por unidad de volumen o la concentracion del sustrato entre el tiempo de retencion
hidraulica (TRH) (Castillo, 2015) y puede expresarse como esta descrita en la Ecuacion 1.3.

_SQ _F _ S

¢o V ~V TRH

(Ecuacion 1.3.)

Donde, CO: carga organica; S,: concentracion del sustrato de entrada; Q: flujo de la alimentacion; V:
volumen del reactor; F.: flujo del sustrato en la alimentacion; TRH: tiempo de retencion hidraulica.

Algunos trabajos han demostrado que el aumento en la CO alimentada a los biorreactores, incrementa la
produccion de H», no obstante, la eficiencia de remocion de la materia organica y el rendimiento de la
produccion puede verse afectada si el aumento de la CO es muy elevado (Berrocal B., 2017; Castillo H,
2015; Koutrouli et al., 2009). En la Tabla 1.7. se presentan las productividades de H» a partir del uso de
distintos sustratos en sistemas en lote y en continuo, distintas condiciones de operacion.

Tabla 1.7. Produccion de H; a partir de distintos sustratos en sistemas en continuo y discontinuo
de fermentacion oscura.

Sistemas continuos

Temperatura Carga organica Rumax (L Hy/ .
Sustrato “C) Reactor (g-0s/ L/dia) TRH Ym: L/dia) Referencias
Residuos 332 mL-Ho/g (Elbeshbishy y
de comida 30 SBHR 459 2h SSv 4.8 Nakhla, 2011)
: 86 mL-Hx/g-

Residuos 55 I-CSTR 100 13h SV 3.4 (Lietal, 2011)
de cocina
Residuos 2.4 mol-H,/ .

e 1.2 5.4 (Ueno, Fukui, y
liquidos + 55 MBR 97 dias mol-glucosa Goto, 2007)
papel
Residuos .o ofilico  CSTR 39 1.9 1.82mol-th/ (Lee y Chung,
de cocina dias  mol-glucosa 2010)
Residuos . 1.45 mol-Hy/ (Kim et al,
de tofu Termofilico MBR ) i mol-glucosa 199 2011)
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Sistemas discontinuos

Sustrato Pretratamiento pH Temlz%; tura Yu2 Referencias
Residuos de cafeteria Calentamiento 7 35 154 mL-H2/g-SV  (D.-H. Kim et al., 2009)
Residuos de maiz Acido 7 36 150 mL-H2/g-x (Zhang et al., 2007)
Residuos de cafeteria Ninguno 6.5 35 120 ml- H/g-SV (Zhu et al., 2008)
Residuos de maiz Biologico 55 36 176 mL-Hz/g-ST (Fan et al., 2008)
R§351duos depajade  Acido + . - 36 141 mL-H/g-SV (Nasirian, 2012)
trigo calentamiento
FORSU Ninguno 5 37 180 mL-H2/g-STV  (Lay et al., 1999)
Residuos de comida 194 mL-H2/g-SV :

+ lodo PTAR 5 36 (M. Li et al., 2008)

Composicion de biomoléculas del sustrato

Las principales biomoléculas (carbohidratos, proteinas y lipidos) consideradas como sustrato directo
para la produccion de hidrogeno en el contexto del proceso de FO, han demostrado tener influencia en
los sistemas de produccion de H» a partir de RSO. Las productividades de H» mas elevadas se han
asociado al uso de sustratos ricos en carbohidratos, a su vez, sustratos con proporciones elevadas de
lipidos y proteinas se han asociado a producciones bajas o nulas de H> (Alibardi y Cossu, 2016). En la
siguiente seccion se describen los procesos de produccion de H» a partir de carbohidratos, lipidos y
proteinas.

e Carbohidratos

El H» en sistemas de FO usualmente se deriva de la descomposicion anaerobia de azicares mediante
glucolisis, donde la mayor proporcion de hidrégeno es impulsada por el metabolismo anaerobio del
piruvato (Figura 1.4.). Los procesos fermentativos para la produccion de H, donde se generan acetato y
butirato a partir carbohidratos son termodinamicamente favorables como se presenta en las ecuaciones
1.3.y 1.4. (Dong et al., 2009).

En teoria, la acetogénesis tiene la capacidad de generar 4 mol Ha/mol glucosa (Ecuacion 1.3.) cuando se
emplean las 2 moléculas de NADH y las 2 moléculas de Fd..q generadas durante la ruta PFOR (Figura
1.4.), lo cual se conoce como el "limite de Thauer” (Cabrol et al., 2017; Dong et al., 2009).

Produccion de H> via fermentacion acética
CcH,,0, + 2H,0 2CH;COOH + 2C0, + 4H . s
61206 + 21,0 = 2L, +atl; 2 (Ecuacion 1.4.)

AG® = —206.3 kj/mol

El rendimiento en la produccion de H» derivado de la fermentacion de butirica es de 2 mol Ha/mol glucosa
(Ecuacion 1.5.), debido a que la produccion unicamente se lleva a cabo por el uso de las 2 moléculas de
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Fd.ea y las dos moléculas de NADH no son destinadas a la produccion de H,. (Dong et al., 2009;
Rosenberg et al., 2013)

Produccion de H> via fermentacion butirica

C4Hy,0, — CH,CH,CH,COOH + 2C0, + 2H,
(Ecuacion 1.5.)
AG® = —254.8 kj/mol

En la practica, los rendimientos de produccion y las rutas metabodlicas por las cuales se lleva a cabo la
produccion de H; a partir de carbohidratos, es variable. Muchos estudios indican que los rendimientos
reales son mucho menores a los del limite de Thauer, oscilando usualmente entre 0.5 y 2.5 mol Ha/mol
glucosa. Asi mismo, el proceso fermentativo tiende a ser acido-mixto como se describe en la Ecuacion
1.6., generando una mezcla de acetato y butirato como metabolitos secundarios (Dong et al., 2009).

Produccion de H> via fermentacion dcido-mixta

4C4H,,0, — 2CH,COOH + CH;CH,CH,COOH + 8CO, + 8H,

(Ecuacion 1.6.)
AG® = —279.1 kj/mol

* Lipidos

Los lipidos no son considerados buenos sustratos para la produccion de H» por medio de FO, debido a
que la produccion de H; a partir de acidos grasos de cadena larga (LCFA por sus siglas en inglés) por
medio de B-oxidacion es termodindmicamente desfavorable, a menos que la PpH, se mantenga en niveles
extremadamente bajos, lo cual no es una situacion habitual en procesos de FO donde el hidrogeno se
genera constantemente para disminuir los equivalentes reductores generados durante el proceso
fermentativo (Ecuacion 1.7.) (Dong et al., 2009)

Produccion de H> via de f-oxidacion LCFA

n—LCFA — (n—2) — LCFA+ 2CH;COOH »
(Ecuacion 1.7.)

AG® = +48 mj/mol
Aunado a su incapacidad como sustratos para producir H», los LCFA son inhibidores de bacterias
anaerobias debido a que pueden adherirse a la pared bacteriana y limitar el transporte transmembrana
(Dong et al., 2009). El estudio de su potencial de inhibicion en sistemas de FO no ha sido estudiado con
detalle hasta la fecha en que se realiz6 la presente revision bibliografica.
* Proteinas

Las proteinas son hidrolizadas a aminoacidos por medio de complejos enzimaticos extracelulares. El
metabolismo anaerobio de aminoacidos se lleva a cabo por medio de tres procesos, la reaccion de
Stickland (Ecuacion 1.8.), la desanimacion oxidativa de un s6lo aminoacido (Ecuacion 1.9.) y la
desanimacion reductiva de un s6lo aminoacido (Ecuacion 1.10).

Reaccion de Stickland

CH,NH;COOH + 2CCH,;NH,COOH — 3CH5COOH + 3NH, + CO, (Ecuacién 1.8.)
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Desaminacion oxidativa

2CH,(CH)3NHy;COOH — 2CH,CH,CHNH,COOH + HCO; + NH, + 2H,
(Ecuacion 1.9.)
AG® = +4.2 kj/mol
Desaminacion reductiva

2CCH,NH,COOH + H, — 3CH,COOH + 3NH; + NH,

(Ecuacion 1.10.)
AG® = =77 kj/mol

Todas las rutas de degradacion de aminoéacidos implican la generacion de AGVs y amoniaco como
metabolitos secundarios. La produccion de H, a partir de sustratos ricos en proteinas, no ha tenido
resultados alentadores experimentalmente, puesto que aproximadamente el 90% de la degradacion
anaerobia de aminoacidos se lleva a cabo mediante la reaccion de Stickland la cual no produce H, la
desaminacion oxidativa no es termodinamicamente favorable a menos que PpH, sea muy baja y la
desaminacion reductiva consume H, (Dong et al., 2009). Aunado a esto, la generacion de amoniaco
producida por la degradacion de los aminoacidos puede afectar la productividad del sistema como se
describe en la seccion 1.3.2.9.

Independientemente, de su papel como sustrato directo para la produccion de H», algunos trabajos han
evaluado el efecto de ciertos aminoacidos en la produccion de H,. Sharma y Melkania, 2018
determinaron que algunos aminoacidos como metionina, alanina, histidina, citosina y lisina pueden
mejorar las productividades de H> en procesos de FO, debido a que su biodisponibilidad puede mejorar
el crecimiento y las actividades bioldgicas de bacterias fermentativas como HPB.

Considerando la potencial influencia de los carbohidratos, proteinas y lipidos en la productividad de los
sistemas de FO y debido a que son aspectos que no han sido estudiados a profundidad, la influencia de
estas tres biomoléculas en la productividad, velocidad y rendimiento de la produccion de H» sera objetivo
de estudio del presente trabajo de investigacion.
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2. Objetivos y alcances

2.1. Objetivo General

Determinar la influencia de la composicion del sustrato sobre la produccion de hidrégeno en un sistema
discontinuo de fermentacion oscura.

2.2. Objetivos especificos

* Evaluar el efecto la composicion de carbohidratos, proteinas y lipidos del sustrato sobre la
productividad de hidrogeno en sistemas discontinuos de fermentacion oscura.

* Optimizar la productividad de hidréogeno en sistemas de fermentacion oscura discontinuos
modificando la composicion inicial del sustrato.

 Evaluar la remocion de materia organica y la produccion de metabolitos secundarios bajo diferentes
composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos en el sustrato.

2.3. Alcances

* Se propondra un modelo matematico que estime los tres objetivos de optimizacion: produccion
maxima, tasa maxima especifica y rendimiento de produccion de hidrogeno.

¢ Se seleccionara una de las formas canodnicas de Scheffe’ como modelo de estimacion de los tres
objetivos de optimizacion.

* Se determinaran las composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos bajo las cuales se logra
maximizar la produccion de hidroégeno.

34



3. Metodologia

El trabajo de investigacion se realizo en dos etapas. La primera se enfocé en la evaluacion de la influencia
de las composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos del sustrato sobre la productividad de
biohidrogeno en ensayos en modo discontinuo empleando sustratos sintéticos y la segunda, en la
maximizacion de tres objetivos de optimizacion: la produccion maxima de Hs (Hmax), la tasa maxima de
produccion de Hy (Rmax) y rendimiento de produccion de H, (Yw). En la Figura 3.1. se presenta el
esquema metodologico implementado en el presente estudio y sus diferentes etapas.

|
R
o

Figura 3.1. Esquema metodologico.

3.1. Etapa 1. Evaluacion de la influencia de la composicion del sustrato

3.1.1. Diseiios experimentales.

Se determind la influencia de las composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos empleando un
sustrato sintético denominado sustrato modelo (descrito en la seccion 3.1.2.3.) en Hmax, Rmax ¥ Y2
mediante dos disefios de experimentos tipo factorial ampliados a disefio central compuesto (DCC)
denominados DCC1 y DCC2.

Diserio Central Compuesto 1. Obedece al disefio con el cual se realizo el analisis y el ajuste de los
modelos de superficie de respuesta descritos en la seccion 3.2.1. Este disefio de experimentos considero
dos variables de entrada u optimizacion, las cuales fueron relacion carbohidratos:proteinas (C:P), y
relacion carbohidratos:lipidos (C:L) codificadas en la Tabla 3.1. como variables A y B, respectivamente.

Diserio Central Compuesto 2. Obedece al disefio con el cual se realizo el analisis estadistico y ajustes a

los modelos de datos composicionales o de mezcla descritos en la seccion 3.2.2. Este disefio de
experimentos consideré tres variables de entrada u optimizacion, las cuales fueron concentracion de
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carbohidratos (g/L), concentracion de proteinas (g/L) y concentracion de lipidos (g/L), codificadas en la
Tabla 3.2. como variables A, B y C respectivamente.

Tabla 3.1. Variables y niveles del disefio experimental DCC1

Variable Codificacion Nivel alto (+1) Nivel bajo (-1) Punto central (0)
Relacion carbohidratos:proteinas A 1.5 0.5 1.0
Relacion carbohidratos:lipidos B 1.5 0.5 1.0

Tabla 3.2. Variables y niveles del disefio experimental DCC2

Variable Codificacion Nivel alto (+1) Nivel bajo (-1)  Punto central (0)
Concentracion de carbohidratos A 15 10 -
Concentracion de proteinas B 20 10 25
Concentracion de lipidos C 20 10 15

3.1.2. Indculo y sustrato.

3.1.2.1. Seleccién y almacenamiento del in6culo

Como indculo se empled lodo granular anaerobio de un reactor UASB de una planta de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) de una cervecera localizada en el estado de Jalisco, México. El cual se almacen6
a una temperatura de 4 °C hasta el proceso de pretratamiento y respectivo uso.

3.1.2.2. Pretratamiento y caracterizacion del inéculo

Se realiz6 un pretratamiento térmico a 105 £ 5 °C por un periodo de 24 h, con el propésito de seleccionar
las poblaciones de HPB anaerobias estrictas formadoras de enddsporas e impedir la presencia de
poblaciones que puedan interferir en el proceso de produccion de H, (Bujanos, 2013; Castillo, 2015).
Posterior al pretratamiento térmico, el indculo se triturd y tamizé con un tamiz N° 65 (210 pm) con el
fin de homogeneizar el indculo y permitir una adecuada caracterizacion en términos de ST, SV, SF y
humedad. Los métodos empleados en la caracterizacion del indculo estan definidos en la seccion 3.4.

3.1.2.3. Sustrato

Con el fin de valorar la reproducibilidad de la influencia de las biomoléculas en la produccion de
hidrogeno, los disefios experimentales se ejecutaron empleando un sustrato sintético denominado
sustrato modelo. En el cual se ajustaron en cada uno de los ensayos las concentraciones de carbohidratos,
proteinas y lipidos definidas por los niveles de los disefios experimentales DCC1 y DCC2, empleando
D-(+)-glucosa (SIGMA ALDRICH, >99.5%), peptona de caseina (BD BIOXON, > 90% ) y aceite de
oliva extravirgen comercial (Carbonell seleccion especial, 100%) como matrices de cada una de las
biomoléculas, de acuerdo con lo estipulado en la Tabla 3.3., como matrices de cada uno de los
componentes, de acuerdo con lo estipulado en la Tabla 3.3., para la disposicion del aceite de oliva en los
ensayos, se realizd una conversion de peso a volumen asumiendo una densidad del aceite del 0.9172
g/mL, reportada a 20 °C por Mariotti, 2014. como se presenta en el Anexo C. El sustrato modelo se
preparé momentos antes de iniciar el ensayo con el fin de prevenir la degradacion o descomposicion de
los componentes del mismo.
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Tabla 3.3. Composiciones y relaciones C:P y C:L en ensayos de composicion de carbohidratos,
proteinas y lipidos en el sustrato.

Ensayo N° Inéculo (gSV/L) C(g/L) P(g/l) L (g/L) Relacion C:P Relacion C:L

1-2 10 15 10 15 1.5 1
3-4 10 15 10 10 1.5 1.5
5-6 10 10 10 20 1 0.5

7-8-9 10 15 15 15 1 1
10-11 10 15 15 10 1 1.5
12-13 10 10 20 20 0.5 0.5

14-15 10 10 20 10 0.5 1
C*. endogeno 10 0 0 0 N/A N/A
C*.proteinas (10g/L) 10 0 10 0 N/A N/A
C*.proteinas (15g/L) 10 0 15 0 N/A N/A
C*. lipidos (10g/L) 10 0 0 10 N/A N/A
C*. lipidos (15g/L) 10 0 0 15 N/A N/A
C*. glucosa (10g/L) 10 10 0 0 N/A N/A
C*. glucosa (15g/L) 10 15 0 0 N/A N/A

C*: Control; C: carbohidratos; P: proteinas; L: lipidos. N/A: no aplica

3.1.3. Configuracion y operacion de biorreactores

3.1.3.1. Configuracion de biorreactores

Los ensayos se realizaron en el Sistema Automatico de Potencial de Metano II (AMPTS II por sus siglas
en inglés) de la empresa Bioprocess Control (Suecia), el cual estd compuesto por tres unidades, unidad
de incubacion de muestras, unidad de absorcion de CO, y dispositivo de medicion de volumen de gas.
En la Figura 3.2. se presentan todas las unidades que conforman el sistema AMPTS II.

La unidad de incubacion de muestras estd compuesta por 15 reactores de vidrio con un volumen total de
500 mL, con dimensiones de 59 x 34 x 28 cm, cada uno de ellos presenta un sistema de control de
temperatura con una precision de 0.2°C hasta 95°C, la unidad provee un sistema de agitaciéon mecéanica
(intervalo ajustable, velocidad y direcciones de rotacion), con una velocidad maxima de 200 rpm.

La unidad de absorcion de CO, esta compuesta por 15 botellas trampa de CO, de 100 mL, con
dimensiones de 44 x 30 x 6 cm, las cuales son cargadas con 80 mL de solucion de NaOH 3 M e indicador
de pH (liquido de absorcion). La unidad de absorcion de CO, tiene una eficiencia de adsorcion de CO»
superior al 98%, por lo cual se garantiza que la mayoria del CO, producido durante los ensayos es
retenido.

El dispositivo de medicion de volumen de gas tiene como principio de funcionamiento el desplazamiento
de liquido y flotabilidad, presenta 15 celdas de medicion de volumen en paralelo. Dimensiones de 1 x
44 x 18 cm y estd hecho de pléstico. Presenta un sensor incorporado de presion y temperatura, resolucion
estandar de 9 mL con posibilidad 2 mL (opcional), capacidad de deteccion acumulada de 12 L por canal
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para cada prueba en lote con celda de flujo de 9 mL o hasta 2.5 L por canal para cada prueba en lote con
celda de flujo de 2 mL. El rango de medicion para la tasa de flujo de gas instantaneo del dispositivo es
de 9 a 110 mL/min para celda de flujo de 9 mL y de 2 a 24 mL/min para celda de flujo de 2 mL. Presenta
un sistema de adquisicion de datos integrado con una capacidad méxima de 2 x 104 aperturas de celda
de flujo y una precision con un coeficiente de variacion (CV) menor al 1%.

biopr.: cess

a b c

Figura 3.2. Equipo AMPTS II con sus respectivas unidades. a) unidad de incubacion de
muestras; b) unidad de absorcion de CO;; ¢) dispositivo de medicion de volumen de gas.

3.1.3.2. Operacion de biorreactores

Los biorreactores se operaron en lote con un volumen de trabajo de 450 mL por un periodo de 30 horas,
a excepcion de los controles de lipidos, en los cuales las cinéticas tuvieron un tiempo de 30 dias.
Mediante la adicion de la solucion A, se garantizo la proporcion necesaria de nutrientes y minerales para
un optimo metabolismo microbiano, del mismo modo, mediante la adicion de compuestos como fosfato
disodico (Na;HPO,), fosfato de amonio (NH4H,PO4) y fosfato dipotasico (K:HPO4) se previno la
acidificacion de los biorreactores por la produccion de AGVs (ver anexo A). Se emple6 el inoculo el
descrito en la seccion 3.1.1.2., el pH al inicio de todos los ensayos se ajusto a 7.5 mediante la adicion de
NaOH 5 Ny HCI 5 N. (Nowak et al., 2011). La temperatura de operacion fue de 37 °C, se tuvo un patron
de agitacion de 120 rpm, programado en un minuto de agitacion constante por cada tres minutos de
descanso del motor.

Con el objetivo de valorar la influencia de las composiciones y relaciones C:P y C:L del sustrato en Huax,
Rmax ¥ Y, se evaluaron los niveles definidos en el disefio experimental descrito en la seccion 3.1.1.
empleando el sustrato modelo de acuerdo con las composiciones y relaciones descritas en la Tabla 3.3.
En la tabla se pueden observar el nimero de réplicas de cada uno de los ensayos y las concentraciones
en g/L de cada una de las biomoléculas.

3.1.4. Evaluacion de biorreactores
La productividad de los biorreactores se evalud con base en Hmax, Rmaxy Y. Aunado a esto, se evalud

la produccion metabolitos secundarios (acetona, etanol, butanol, acetato, propionato, isobutirato,
butirato, valerato, isovalerato y caproato) y se determinaron las remociones de carbohidratos, proteinas,
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lipidos y demanda quimica de oxigeno (DQO). Los métodos empleados en la evaluacion estan definidos
en la seccion 3.4. A continuacion, se describen los mecanismos empleados para determinar los
indicadores de Hmax, Rmax y Yro.

Productividad maxima de H> (Hyax)

La productividad maxima se determind a las 30 horas de la cinética de produccion de hidrogeno
empleando los resultados de produccion de biogas suministrados por el equipo AMPTS Il y realizando
la normalizacion por volumen de reactor en operacion empleando la Ecuacion 3.1.

Hidrbégeno producido (NL)

H = V4
max — Volumen de operacién (L) (Ecuacién 3.1.)

Tasa maxima especifica de produccion de H> (Hmax)

La tasa maxima especifica de produccion de H se definié como el maximo valor de flujo de produccion
de biogas generado por hora, en las primeras 30 horas de las cinéticas de produccion de H,. Considerando
la precision ofrecida por el sistema de adquisicion de datos del equipo AMPTS II (CV < 1%), se decidio
emplear el dato directo arrojado por el equipo.

Rendimiento de produccion de H; (Yi)

El rendimiento de la produccién de H; se definiéo como el cociente del nimero moles de H, generados a
las 30 horas entre la cantidad de moles de carbohidrato (glucosa) consumidos. En la Ecuacion 3.3. se
presenta la formula empleada para el calculo de Y.

Vo = Hidrbégeno producido (mol)
"2 Carbohidratos consumidos (mol) (Ecuacién 3.3.)

3.2. Etapa 2. Optimizacion de la composicion del sustrato

El proceso de optimizacion del presente trabajo se realiz6 con un enfoque multiobjetivo, pues se procurd
la maximizacion de tres respuestas que reflejan la productividad de sistemas de fermentacion oscura FO;
como lo son Huax, que ofrece una medida de la cantidad de hidrégeno generado por volumen de trabajo
dentro del reactor, Rmax, que es una estimacion de la velocidad maxima alcanzada por el sistema para
producir hidrogeno y Yw2, que indica la capacidad de transformacion o generacion de hidrogeno por
carbohidrato consumido dentro del sistema.

Considerando la disponibilidad de dos disefios experimentales, la etapa de optimizacion se realizod
empleando dos metodologias de analisis distintas. La de superficie de respuesta, considerando las
relaciones C:P y C:L como variables de optimizacion con la restriccion de que ambas variables dependen
de la concentracion de carbohidratos; y el analisis de datos composicionales, considerando tres variables
composicionales independientes de optimizacion.

3.2.1. Analisis de superficie de respuesta.

Los resultados obtenidos de Hmax, Rmax ¥ Yu2 @ las 30 horas bajo la ejecucion del disefio experimental
DCCI1 de la primera etapa, se ajustaron a los modelos lineales de superficie de respuesta de primer grado
para ambas variables (Ecuacion 3.4.) y de segundo grado para ambas variables (Ecuacion 3.5.),
considerando las relaciones C:P y C:L como variables de entrada u optimizacién y empleando los
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estadisticos R? y R%q; (Anexo D) como indicadores de la bondad del ajuste de los datos a los modelos
evaluados.

f(x,y) = P + P10x 4 POty (Ecuacién 3.4.)

f(x,y) = P% 4 P10y 4 POy + p20x2 4 pllixy + p02y2 (Ecuacién 3.5.)

Donde, x: Relacién carbohidratos:proteinas; y: Relacion carbohidratos:lipidos; P”, P'’, P”: coeficientes
lineales; P?’, P”: coeficientes cuadraticos y P'’: coeficientes de interaccion.

Se procur6 encontrar una aproximacion de la relacion de las variables C:P y C:L con las variables de
respuesta u objetivos de optimizacion Hmax, Rmax Y Y2, con el fin de emplear estas relaciones como
elementos de decision en la etapa de optimizacion. Para el desarrollo de la metodologia de superficie de
respuesta se utilizo el software MATLAB ® empleando la aplicacion curve fitting.

3.2.2. Analisis composicional

Los resultados de Himax, Rmax Y YH2 obtenidos a las 30 horas bajo la ejecucion del disefio experimental
DCC2, se ajustaron a las formas candnicas de Scheffe’ de los modelos de mezcla para datos
composicionales empleando los estadisticos R* y R%q (Anexo D) como indicadores de la bondad del
ajuste de los datos a las formas canonicas de Scheffe’.

Para el adecuado analisis de las composiciones del sustrato se ejecutd el operador o transformacion
Clausura C, el cual permite la ubicacion de los elementos de las composiciones en el espacio muestral

Simplex, el operador Clausura C, estd definido en la Ecuacion 3.6.

Operados Clausura

Clx) = X1 X X3 E i6n 3.6
7 )\ )\ (Ecuacion 3.6.)

Donde, C: composicion del sustrato; x;: subcomposicion de carbohidratos; x.: subcomposicion de
proteinas y x3: subcomposicion lipidos.

Las transformaciones obtenidas de las composiciones (concentracion de carbohidratos, proteinas y
lipidos) se ajustaron a las formas candnicas lineal, cuadratica y cubica especial de Scheffe’, que obedecen
a las ecuaciones 3.6., 3.7. y 3.8. respectivamente, para cada una de las respuestas Hmax, Rmax ¥ Y.

Forma lineal de Scheffe’
q
E(x) = Z B x, (Ecuacion 3.7.)
i=1

Forma cuadratica de Scheffe’

q q

E(x) = Z Bx, + Z Z B x; % (Ecuacion 3.8.)
i=1 i<j=2
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Forma cubica especial de Scheffe’

E(x) = zq:ﬁxl + Z Zq: Bxij x; szz Zq: Baxji. XX (Ecuacion 3.9.)

i=1 i<j=2 i<j<k=2

Donde, E: es cada una de las respuestas Hmax [NML Ha/Lrcacior], Rmax [NML Ho/Licactortdia], ¥ Yr2 [mol
H»/mol glucosa] x;: subcomposicion de carbohidratos [%]; x;: subcomposicion de proteinas [%] y x&:
subcomposicion lipidos [%], Bi, Bj ¥ Bx: son coeficientes lineales; Bij, Bix, Bix ¥ Bij: son coeficientes de
interaccion.

Posteriormente, empleando la forma canonica de Scheffe’ que mejor se ajustd a los datos de las
composiciones y los tres objetivos de optimizacion (Hmax, Rmax ¥ Ym2), se procurd encontrar una
aproximacion de la relacion de las variables composicionales con las variables de respuesta, con el fin
de emplear estas relaciones como elementos de decision en la etapa de optimizacion, al igual que lo
realizado en la metodologia de superficie de respuesta. Para el desarrollo de la metodologia de analisis
de composicional de datos, se emplearon los software MATLAB ® y CoDaPack.

3.2.3. Configuracion de ensayos de optimizacion

Las etapas de optimizacion se realizaron de forma paralela para Hmax, Rmaxy Y2 empleando el modelo
de superficie de respuesta y la forma candnica de Scheffe’ que ofrecieron mejores ajustes como
herramientas de decision para la configuracion de los ensayos en cada una de las etapas de optimizacion.

Superficie de respuesta.

Considerando la relacion entre las variables C:P, C:L y los objetivos de optimizacion estimada por el
modelo de superficie de respuesta y sus parametros de ajuste, se procedid a agregar al disefo
experimental DCC1 nuevos niveles para cada una de las variables con el fin de acercarse a las potenciales
condiciones de optimizacion para los tres objetivos.

Este procedimiento se realizo reiteradamente hasta determinar las condiciones para las variables C:P y
C:L que maximizaron las respuestas Hmax, Rmax ¥ Ym2 simultaneamente bajo las condiciones de
experimentacion evaluadas.

Analisis composicional.

Considerando la relacion entre las composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos del sustrato con
los objetivos de optimizacion estimada por la forma candnica de Scheffe’ seleccionada y sus parametros
de ajuste, se procedio a agregar al disefio experimental DCC2 nuevos niveles para cada una de las
composiciones con el fin de acercarse a las potenciales condiciones de optimizacion para los tres
objetivos.

Este procedimiento se realizo reiteradamente hasta determinar las composiciones que maximizaron las
respuestas Hmax, Rmax y Y2 simultaneamente bajo las condiciones de experimentacion evaluadas.

El ajuste de los sustratos en los ensayos de optimizacion se realizo de la manera descrita en la seccion
3.1.2.3. La configuracion y operacion de los biorreactores en las etapas de optimizacion siguid los
pardmetros definidos en la seccion 3.1.3. La productividad de los biorreactores se evalu6 con base en los
parametros definidos en la seccion 3.1.4. La configuracion y operacion de los biorreactores fueron
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definidos con base los parametros definidos en la seccion 3.1.3. Finalmente, La productividad de los
biorreactores se evalud con base en los mismos parametros definidos en la seccion 3.1.4.

3.4. Métodos analiticos

En la Tabla 3.4, se presentan las técnicas que se emplearon en la caracterizacion y determinacion de los
diferentes parametros evaluados durante toda la experimentacion, las cuales permitieron conocer las
caracteristicas del indculo y dar seguimiento a todos los ensayos que se realizaron en la experimentacion

del proyecto.
Tabla 3.4. Métodos analiticos

Determinacion Método
Humedad Gravimetria, se obtiene por diferencia entre la masa inicial y los solidos totales

determinados (APHA, 2540 B)
Solidos totales (ST) Gravimetria. Sélidos secados a una temperatura de 103 a 105°C (APHA, 2540- B)
Soélidos volatiles (SV)y  Gravimetria. Solidos previamente secados a 103-105°C e incinerados a 550°C (APHA,
solidos fijos (SF) 2540-E)
Demanda quimica de Fotometria. Digestion por reflujo cerrado a 150°C con reactivos preparados HACH,
oxigeno (DQO) lectura a 600 nm (APHA, 5220-D)

Carbohidratos totales

Grasas y aceites
Proteinas totales

pH

Acidos Grasos Volatiles

(AGVs)

Composicion del biogés

Fotometria. Fenol y acido sulthidrico 490 nm por el método colorimetro de Dubois
(Dubois et al., 1956)

Gravimetria. Extraccion con mezcla cloroformo-metanol y posterior evaporacion
(Método Soxhlet modificado de APHA, 5520-D)

Fotometria. Método modificado de Lowry, 1951 (Lowry., 1951)

Medido con potenciometro Fisher Scientific™ accumet™ AE150 pH

Cromatografo de gases (CG) (7890B, Agilent Technologies, USA) equipado con un
detector de ionizacion de llama (FID) y una columna DB-FFAP de 15 m de longitud
(530 um x 1 um). Las temperaturas del inyector y detector fueron mantenidas a 190 y
210 °C, respectivamente. Se empleara nitrogeno como gas acarreador, con un flujo de
25 mL/min.

Cromatografo de gases (SRI 8610c) equipado con detector de conductividad térmica,
columna de acero inoxidable empacada con silica gel (8600-PK1A), helio como gas
de arrastre con flujo de 27 mL/min. Inyeccion de 0.5 ml de biogés a las siguientes
condiciones: 1 min a 50 °C, incremento 50 °C/min hasta 100 °C y se mantiene por 1
min. La temperatura del detector es de 150 °C.
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4. Resultados
4.1. Etapa 1. Evaluacion de influencia de biomoléculas

4.1.1. Caracterizacion del inoculo
En la Tabla 4.1. se presentan las caracteristicas del lodo granular anaerobio pretratado en términos ST,

SV, SF, % de humedad y tamafio de particula. En la Figura 4.1., se presenta el inoculo antes y después
del proceso de pretratamiento térmico.

Tabla 4.1. Caracterizaciéon del inoculo pretratado

Parametro Promedio + s Miéximo Minimo
ST (g/g indculo) 0.973+ 0.001 0.97 0.971
SV (g/g indculo) 0.783 £ 0.028 0.804 0.750
SF (g/g inoculo) 0.190 + 0.027 0.222 0.170
Humedad (%) 2.708 +£0.130 2.853 2.60
Tamaiio de particula <210 pm - -

a b

Figura 4.1. Indculo. a) lodo granular anaerobio; b) lodo granular anaerobio después del
pretratamiento (b).

4.1.2. Evaluacién de influencia de biomoléculas en la produccion de Ha.

En la Tabla 4.2. se presentan los resultados de las respuestas de productividad (Hmax), tasa maxima
especifica (Rmax) y rendimiento de produccion de H» (Yuz) a las 30 horas realizados bajo los disefios
experimentales DCC1 y DCC2 descritos en la seccion 3.1.1. junto a los respectivos controles de
carbohidratos, lipidos, proteinas y endogeno.

Considerando que la productividad de hidroégeno a partir del control de glucosa de 15 g/L fue de 2206 +
17 NmL Ha/Lreactor, ¥ la productividad a partir del control de glucosa de 10 g/L fue de 1444 = 28 NmL
Ha/Lreactor, €8 posible deducir con base en los resultados, que hay cierto grado de correlacion en la
productividad méaxima de hidrogeno y la concentracion de glucosa, conjetura que esté de acuerdo con lo
descrito por Dong et al., 2009 los cuales definen que la concentracion de carbohidratos dicta el grado de
productividad del proceso en términos de Humax.
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Tabla 4.2. Resultados de Hmax, Rmax Y YH2, bajo distintas configuraciones de sustrato.

Eosayo N CQL) PEL L@Y iy D iy gheoss)
1-2 15 10 15 839 + 57 3.4+0.7 0.51 +0.04
3-4 15 10 10 1639 £ 60 7.8+0.5 1£0.03

5-6 10 10 20 337+75 1.2+0.2 0.31 +0.07

7-8-9 15 15 15 1362 + 138 6.5+0.3 0.84 +0.09

10-11 15 15 10 1137 + 51 49+1.8 0.71 +£0.03

12-13 10 20 20 744 £ 180 32+09 0.69 +0.19

14-15 10 20 10 583 +95 23+0.6 0.55 +0.09
C*. endogeno 0 0 0 0+0 0+£0 0+0
C*.proteinas (10g/L) 0 10 0 32+7 1+0.1 0+0
C*.proteinas (15g/L) 0 15 0 53+15 1.3+£0.1 0+0
C*. lipidos (10g/L) 0 0 10 0+0 0+0 0+0
C*. lipidos (15g/L) 0 0 15 0+0 0+0 0+0

C*. glucosa (10g/L) 10 0 0 1444 £ 28 44+0.2 1.32+0.01

C*. glucosa (15g/L) 15 0 0 2206 + 17 41+0.0 1.29 £0.02

C*: Control; C: carbohidratos; P: proteinas; L: lipidos. N/A: no aplica

Por otra parte, los resultados demuestran que no hay una correlacion definida entre la concentracion de
glucosa y los indicadores tasa maxima especifica y rendimiento de produccion. En primer lugar, porque
las respuestas alcanzadas por ambos controles no distan en gran medida, a pesar de haber diferencias
significativas en el caso de Rumax; y €n segundo, porque tanto la tasa maxima (4.4 £ 0.2 NL Ha/L reactor/dia)
como el rendimiento mas alto de produccion (1.32 + 0.01molHz/mol glucosa) lograda con ambos
controles, se alcanzaron con la concentracion de 10g/L de glucosa, y los mas bajos (4.1 + 0.0 NL H»/L
Rreactor/dia y 1.29 = 0.02molH»/mol glucosa) se lograron con el ensayo de 15g/L.

La produccion de hidrogeno a partir de lipidos como unico sustrato (aceite de oliva) no fue efectiva, pues
tras de 30 dias de proceso fermentativo no hubo produccion alguna de hidrégeno, lo cual se justifica en
el hecho de que a pesar de que los microorganismos pueden metabolizar de forma anaerobia los lipidos,
la produccion de H,, mediante la ruta de B-oxidacion no es termodinamicamente favorable (Ecuacion
1.7.).(Dong et al., 2009)

Del mismo modo, en el caso de las proteinas (peptona de caseina), la produccion de H. no supero los 53
+ 15 NmL con una concentracion de 15 g/L. Esta baja produccion se debe a que las rutas de catabolismo
anaerobio de aminoacidos como la reaccion de Stickland (Ecuacion 1.8.) y las rutas de desaminacion
oxidativa (Ecuacion 1.9.) y desaminacion reductiva (Ecuacion 1.10.) termodinamicamente no tienen la
capacidad de producir hidrogeno en los sistemas. La poca produccion de hidrogeno demostrada por los
controles de proteinas se puede atribuir a procesos anaboélicos de gluconeogénesis a partir del esqueleto
de acido carboxilico presente en aminoacidos, donde la glucosa generada posteriormente derivé el poco
hidrogeno producido en el sistema (Dong et al., 2009; Munoz-Elias y McKinney, 2006).
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4.2. Etapa 2. Optimizacion de biomoléculas en sustrato

4.2.1. Analisis de superficie de respuesta
Ajuste de modelos a Hyax

Considerando que el estadistico R* para el modelo de primer grado fue de 0.546 y para el modelo de
segundo grado fue de 0.9623 (Figura 4.2.), el ajuste de las variables C:P y C:L a la respuesta de Hmax,
presentd significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado para ambas variables
(Ecuacion 3.5.)

a f(x,y) = P + P10y + pOly

Bondad de ajuste:
R?: 0.546
1400 RZ%;: 0.4703

Parametros (intervalos
1000 con 95% de confianza):

P%= 28.04 (-572.7,628.8)
800 P'9= 202.3 (-370.5,775.1)
PO'= 7459 (173, 1319)

1500 -

Relacién C:L 05 05 Relacién C:P

b f(x,y) = PO + P10y + pOly 4 p20x2 4 pllyy 4 p02y2
Bondad de ajuste:
R2:0.9623
J Himax (NmL Hz/L) 1800 Rzadjﬁ 0.9414

1600 - .
Parametros (intervalos

y 1 H1400 con 95% de confianza):
1500 - 200 P%= -318.8 (-1075, 437)
= 3‘3“-‘3‘\‘}%‘&3\* P'9= 1145 (-13.49, 2303)
1000 PO= 1501 (342.8,2659)
P2= 2943 (-3777,-2109)
P''= 4971 (3834, 6107)
600 P%= 2816 (-3650, -1982)

£
T 1000

500

15

1
Relacién C:L 05 05 Relacion C:P

Figura 4.2. Graficas de superficie de respuesta. Hmax (NmL Ha/Lgeactor). V8. C:P y C:L. a) ajuste a
modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado.

Puesto que el coeficiente de determinacion R* presenta la limitacién de aumentar con el numero de
parametros del modelo, se descart6 la presencia de este sesgo estadistico empleando el R%g;, el cual
ajusta el coeficiente de determinacion al nimero de parametros del modelo, y por lo tanto, permite la
comparacion entre modelos con diferentes niimero de predictores. El R%;, al igual que el R?, presentd
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significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado, con un R%g; de 0.9414, a diferencia
del R?; de 0.4703 alcanzado por el modelo de primer grado para ambas variables. Teniendo en
consideracion la superioridad para representar la respuesta Hmax demostrada por el modelo lineal de
segundo grado en comparacion con el modelo de primer grado, se determiné como herramienta de
optimizacion el modelo lineal de segundo grado para las variables C:P y C:L.

Ajuste de modelos a Ry

Considerando que el estadistico R? para el modelo de primer grado fue de 0.4724 y para el modelo de
segundo grado fue de 0.927 (Figura 4.3.), el ajuste de las variables C:P y C:L a la respuesta de Ruax,
presentd significativamente mejor ajuste al modelo lineal de segundo grado para ambas variables

(Ecuacion 3.5.)

a f(x,y) = P% + p1ox 4+ pOly

e e s
S e
S SIS SIS SS

=

SOSSSS SoSSoSSosS BSOS SOSSOS SO
S S I S I I S S S S S

S S S Sa SO SIS S SIS SIS
S SIS SSSSSS SIS SIS SIS
S o
SO SIS IS
SIS

— SIS
SIS IsSes ==
SOSSSSSSS IS oSss SIS
S S S S e S e S S S S S s
e e TS oS oo
S SIS oIS OSSOSSOSSS S
S5
SIS .

Rmax

Relacion C:L 0.5 0:5

S
SSOSSoSe
S
SIS
SSSS

SSSSSSSS

Ruax NL Ho/L*d

Bondad de ajuste:
R?:0.4724
Rzadji 0.3844

Parametros (intervalos con
95% de confianza):

P%= -0.3191 (-3.72, 3.081)
P!%= 1.061 (-2.181, 4.304)
PY= 3.592 (0.3498, 6.834)

Relacioén C:P
b flx,y) = PO + P10y 4+ pOly 4 p20x2 4 pllyy 4 p02y2
Bondad de ajuste:
R% 0.9271
o Rmax NL Ho/L*d

SN
SSSSNNNNNR
S ST S SR
<S> S
SRR

Relacién C:L 05 0.5

1

Relacion C:P

R,q;: 0.8866

Parametros (intervalos con
95% de confianza):

P®= _2.131 (-7.03, 2.769)
P!%= 5.829 (-1.678, 13.34)
POl= 6.728 (-0.7789, 14.23)
P2°= _14.49 (-19.89, -9.08)
P!!'= 242 (16.84,31.57)

P%= -13.67 (-19.07, -8.264)

Figura 4.3. Graficas de superficie de respuesta. Ryax (NL Ha/Lreactor*dia). vs. C:P y C:L. a) ajuste
a modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado.
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A pesar de tener seis parametros predictores, en comparacion con los tres que presenta el modelo de
primer grado, el coeficiente de determinacion R%,q; del modelo lineal de segundo grado fue superior, con
un valorde 0.8866, a diferencia del R%,qjalcanzado por el modelo de primer grado que fue sélo de 0.3844.

Valorando la eficacia demostrada por el modelo lineal de segundo grado para representar Rmax con base
en los coeficientes de determinacién R? y RZ%g;, se selecciond este modelo como herramienta de
optimizacion en la metodologia de superficie para maximizar el objetivo Rumax.

Ajuste de modelos a Yi

El ajuste de la respuesta Ymo, al igual que Hmax y Rmax fue mejor representada por el modelo lineal de
segundo grado para las variables C:P y C:L (Figura 4.4.); considerando estadisticos R?y R?,; de 0.9009
y 0.8458 respectivamente, a diferencia de los coeficientes de determinacion R* de 0.3462 y R, de
0.2372 alcanzados por el modelo lineal de primer grado.

a f(x,y) = PO + p10yx 4 pOly

Yio Bondad de ajuste:
(mol Hy/mol glucosa)  [10-9 R2: 0.3462

10.8 Rzadji 0.2372

Parametros (intervalos con
06 95% de confianza):
05 P%=0.3475 (-0.02054, 0.7155

> 08 P!%=-0.04956 (-0.4005,0.3013)
04 o4 P%= 0.3737 (0.02283, 0.7246)
. 0.3
15 02
1 — 0.1
~_ 1
cL 05 0.5 cP 0
b f(x,y) = PO + p10x 4 pOly 4 p20x2 4 pllyy 4 pOZy2
Yin Bondad de ajuste:
: (mol Hz/mol glucosa) 1 R2:0.9009
10.9 Rzadj: 0.8458
1 0.8
Parametros (intervalos con
0.8 ®7 95%, de confianza):
g 06 P%= (.5432 (-0.01227, 1.099)
> 06 o5 P1%= -0.1532 (-1.004, 0.698)

oo PUV= 0.4255(-0.4256, 1.277)
P2= _1.248 (-1.861, -0.635)
Pll= 2.599 (1.764, 3.435)
00 PP=-1326(-1.939,-0.7127)

0.4

Figura 4.4. Graficas de superficie de respuesta. Yuz. (mol Hx/mol glucosa). vs. C:P y C:L. a)
ajuste a modelo de primer grado; b) ajuste a modelo de segundo grado.
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4.2.2. Analisis composicional de datos

Para proceder con el analisis composicional de datos, se realiz6 la transformacion de las variables y los
controles de concentracion de carbohidratos, proteinas y lipidos descritas en el disefio experimental
DCCI1, empleando el operador clausura (Ecuacion 3.6.) y el software CoDaPack - Version 2.02.21, como
se presenta en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Transformacion de variables composicionales

Ensayo N° Carbohidratos (g/L) Proteinas (g/L) Lipidos (g/L) % C % P % L
1-2 15 10 15 37.50  25.00 37.50
3-4 15 10 10 4290 28.60  28.60
5-6 10 10 20 25.00 25.00  50.00
7-8-9 15 15 15 3330 3330  33.30
10-11 15 15 10 37.50 3750  25.00
12-13 10 20 20 20.00  40.00  40.00
14-15 10 20 10 25.00  50.00  25.00
C. enddgeno 0 0 0 0.00 0.00 0.00
C. proteinas (15g/L) 0 15 0 0.00  100.00  0.00
C. lipidos (15g/L) 0 0 15 0.00 0.00 100.00
C. carbohidratos (15g/L) 15 0 0 100.00  0.00 0.00
C: control

Ajuste de modelos a Hyax

El ajuste a la respuesta Hmax fue significativamente mejor para la forma cubica especial de Scheffe’, con
coeficientes de determinacion R*y R%g de 0.9294 y 0.9045 respectivamente. Las formas lineal y
cuadratica de Scheffe’ presentaron coeficientes de determinacion R?y R?,qjinferiores como se presenta
en la Figura 4.5., por lo cual se seleccion6 a la forma candnica cubica especial de Scheffe’ como
herramienta de optimizacion de este objetivo.

Ajuste de modelos a Ruax

Considerando los estadisticos R* (0.8169) y R%q; (0.7523) alcanzados por el modelo ciibico especial de
Scheffe’, para representar el objetivo de optimizacion Rmax (Figura 4.6.), en comparacion con los
estadisticos R? (0.6980) y R (0.6915) alcanzados por el modelo cuadratico de Scheffe’ y los R?
(0.2577) y R (-0.0042) logrados por el modelo lineal de Scheffe’, se determiné al modelo cubico
especial de Scheffe’ como herramienta de optimizacion para la respuesta Rinax.

Ajuste de modelos a Yu>
Al igual que los objetivos Hmax ¥ Rmax, €l ajuste a la respuesta Y fue estadisticamente mejor a la forma
candnica cubica especial de Scheffe’, con coeficientes de determinacion R?y R, de 0.9041 y 0.8702

respectivamente como se presenta en la Figura 4.7. Considerando esa situacion, se selecciond la forma
candnica cubica especial de Scheffe’ como herramienta de optimizacion de este objetivo.
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E(x) = Zq:ﬁ%

Bondad de ajuste:
R2: 0.546
RZ%q: 0.7358

2000

= Parametros:

E« Bi1= 2466.74
o g B2=245.57

Z Bs=104.50
1000 ?Ei

=

500

02 03 04 05 06
Proteinas

E(x) = Zq:ﬁx1+z Zq: Bxij x; x;

i=1 i<j=2

Bondad de ajuste:
R2: 0.8723
2500 RZaqj: 0.8273

2000 Parametros:
Bi= 2220.71
B2=29.59
Bs=-19.19
B12=4681.36
B13=49.64

500 B23=-2011.67

1500

1000

Himax (NmL HZ/L)

02 03 04 05 06
Proteinas

E(x) = iﬁ’ﬁ +Z Zq: ﬁxijxiszz Zq: Bxiji X% Xy

i<j=2 i<j<k=2

Bondad de ajuste:
2000 R%: 0.9294
R2%q: 0.9045
1500
Parametros:
Bi= 2221.13
B2=41.96
Bs=-6.81
Bi2=-18281.25
B13=-22912.97
0 B23=—17205.73
Bi23=192235.41

1000

Humax (NmL Ha/L)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Proteinas

Figura 4.5. Diagramas ternarios. Huax. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b)
ajuste a modelo cuadratico de Scheffe’; ¢) ajuste a modelo ctibico especial de Scheffe’.
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Bondad de ajuste:
R2:0.2577
6 R24q: -0.0042

Parametros:
Bi= 6.83
B2=2.16
Bs=1.65

Rumax NL HZ/L*d

04 05 06 07 08 09 1

Proteinas
q q
E(x) = Zﬁ’ﬁ +Z Z Bxij x; x;
=1

i<j=2

Bondad de ajuste:
R2: 0.6980
R2,4:0.5915

Parametros:
Bi= 4.18
B2=-0.04
Bs=-0.11
B12=34.28
Bi=12.36
B2=-16.33

Rumax NL HZ/L*d

03 04 05 06 07 08 09 1
Proteinas

E(x) = iﬁ’ﬁ +Z Zq: ﬁxijxiszz Zq: Bxiji X% Xy

i<j=2 i<j<k=2

Bondad de ajuste:
R2: 0.8169
5 R%q: 0.7523

6

Parametros:
Bi= 4.18
B2=10.03
Bs=-0.04
B12=-91.76
Bi=-113.67
0 B23=-99.73
Bi23=1055.18

Rumax NL Ha/L*d

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Proteinas

Figura 4.6. Diagramas ternarios. Rmax. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b)
ajuste a modelo cuadratico de Scheffe’; c) ajuste a modelo cubico especial de Scheffe’.
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a EC) = ) fx

i=1

Bondad de ajuste:
R2: 0.7440
R2%q: 0.6536

2000

Yu2
(mol H2/mol glucosa)

1500 Parametros:
Bi= 1.48

1000 B2= 0.26
Bs=0.15

500

! 03 04 05 06 07 08 0
Proteinas
q q
b E(x)=2ﬁx1+zz Bxij x; x;

i=1 i<j=2

Bondad de ajuste:
200 R2: 0.8680
R2%.q: 0.8214
200¢
Parametros:
B:i= 1.30
B2=-0.01
Bs=-0.01
B12=2.53
500 Biz=-1.31
B2s=1.24

150C

100C

Yn
(mol Hz/mol glucosa)

04 05 06
Proteinas

c E(x) = iﬁ’ﬁ +Z Zq: ﬁxijxiszz Zq: Bxiji XXXy

i<j=2 i<j<k=2

1 Bondad de ajuste:
12 R2: 0.9041
RZq: 0.8702

Parametros:
B:i= 1.30
B2=-0.01
Bs=-0.01
B12=-8.15
Bi=-11.9

0 B23=-5.82
B123=89.44

Yh
(mol Ha/mol glucosa)

02 03 04 05 06 07 08
Proteinas

Figura 4.7. Diagramas ternarios. Yuz. vs. C, P y L. a) ajuste a modelo lineal de Scheffe’; b) ajuste
a modelo cuadratico de Scheffe’; ¢) ajuste a modelo ciibico especial de Scheffe’.
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4.2.3. Configuracion de ensayos de optimizacion

4.2.3.1. Optimizacion de Hmax, Rmax Y Yn2 empleando las relaciones C:P y C:L como variables de
optimizacion

El analisis de superficie de respuesta realizado en la seccion 4.2.1., indicod que las variables C:P y C:L
presentaron influencias similares en los tres objetivos de optimizacion. No solo porque las variables se
ajustaron mejor al mismo modelo de superficie de respuesta (modelo lineal de segundo grado), como se
presenta en la Tabla 4.4., sino porque Hmax, Rmaxy Y2 presentaron mejores respuestas al aumento de las
relaciones C:P y C:L del sustrato como se evidencia en las Figuras 4.2.b., 4.3.b. y 4.4.b.

Tabla 4.4. Bondad de ajustes de los modelos de superficie de respuesta a los objetivos Hmax, Rmax
y Yho.

Modelo flx,y) = PO+ Px + POy f(x,y) = P + P10x + pOly 4 p20x2 4 pllyy 4 p02y2

Respuesta R? R2y R? R2y
Himax 0.5466 0.471 0.9623 0.9414
Rumax 0.4724 0.3844 0.9271 0.8866
Y 0.3462 0.2372 0.9009 0.8458

Maximizacion simultanea de Hyax, Rnaxy Yu2 empleando las relaciones C:Py C:L

Con el fin de aumentar la productividad, velocidad y rendimiento de la produccion de H, forma paralela,
se decidio emplear la capacidad del modelo lineal de segundo grado (Ecuacion 3.5.) para describir las
respuestas Hmax, Rmax Y Yz junto a la similitud de la influencia de las variables C:P y C:L en las tres
respuestas como herramientas de decision en la configuracion de los ensayos de optimizacion.

Para facilitar la visualizacion de la influencia de las variables C:P y C:L en las respuestas Hmax, Rmax ¥
Yy poder considerar un acercamiento a las relaciones C:P y C:L adecuadas u 6ptimas para maximizar
la productividad, velocidad y rendimiento de la produccion, se construyeron las graficas de contorno

presentadas en las Figuras 4.8., 4.9. y 4.10., empleando los ajustes al modelo de superficie de respuesta
realizados en la etapa 4.2.1.

¢ Hmaxvs. C:P, C:L

1500

1000

-
o

Relacion C:L

0.9

500

Humax (NmL Ha/L)

o o 9o
o N @

ot
o

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5
Relacion C:P

Figura 4.8. Grafica de contorno. Hpmax (mL Ha/Lreactor). vs. C:Py C:L.
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¢ Rmaxvs. C:P, CiL
T

Relacion C:L
o =
© = o
IS
Rumax NL Hao/L*d

o
©

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2 13 1.4 15
Relacion C:L

Figura 4.9. Grafica de contorno. Ruax (NL Ha/Lgeactor/dia = s) vs. C:P y C:L.

4 Y vs.CP,CL

Relacion C:L
Yn2
(mol H2/mol glucosa)

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5
Relacion C:P

Figura 4.10. Grafica de contorno. Yu: (mol Hx/mol glucosa) vs. C:P y C:L.

Las lineas de contorno sugieren que los valores optimos de las variables C:P y C:L en el proceso se
encuentran inmersos en valores superiores a 1.5 para ambas variables, donde la productividad del proceso
puede superar los valores de 1639 £ 60 NmL H» /Lrcacior para Hmax, 7.8 = 0.5 NL Ha/Lreacior/dia para Rmax
y 1 £0.03 mol Ho/mol glucosapara Y, alcanzados con las relaciones 1.5 de C:P y C:L.

Por tal razon, con base en estos resultados y la solucion analitica del modelo lineal de segundo grado
empleando los estimadores determinados para cada una de las respuestas (Figuras 4.2.b., 4.3.b. y 4.4.b),
se decidié agregar paulatinamente nuevos niveles mas al disefio experimental DCC1, manteniendo la
misma concentracion de carbohidratos como se presenta en la Tabla 4.5.

Con los datos de las respuestas Hmax, Rmax ¥ Y2 obtenidos a partir de la modificacion del disefio
experimental DCC1, se realizaron nuevos ajustes al modelo descrito por la Ecuacion 3.5.

El andlisis estadistico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo Hmax, al igual que el primer
analisis realizado describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de determinacion R?
y R%g de 0.9588 y 0.9467 respectivamente, por lo que el grado de precisién del modelo obtenido,
continda siendo relativamente bueno y podria emplearse potencialmente para estimar la produccion
maxima de hidrogeno después atravesar una etapa de validacion del mismo.
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Tabla 4.5. Modificacion del DCC1.

Componentes del sustrato Relaciones
Carbohidratos (g/L) Proteinas (g/L) Lipidos (g/L) C:P C:L
10 20 20 0.5 0.5
10 10 20 1 0.5
10 20 10 0.5 1
15 15 15 1 1
15 10 15 1.5 1
15 15 10 1 1.5
15 10 10 1.5 1.5
15 7.5 10 2 1.5
15 7.5 7.5 2 2
15 6 6 2.5 2.5
15 1.9 2.13 7.9 7.0

Los parametros de ajuste del modelo lineal de segundo grado a la respuesta Hmax bajo el disefio DCC1
modificado con un 95% de confianza son: P” = 81.35 (-162.1, 324.8); P!’=2323 (-315.4, 780); P =
1115 (410.9, 1820); P*’=-1999 (-2553, -1444); P =4060 (2842, 5277); P” = -2216 (-2984, -14483).

El segundo ajuste realizado al modelo de superficie de respuesta para el objetivo Hmax, sustenta el
comportamiento de las variables evidenciado en el primer analisis. Se puede observar que el aumento de
las relaciones C:P y C:L en el sustrato, aument6 la productividad maxima del sistema significativamente,
pasando de 1639 + 60 NmL Hy/Lreactor con relaciones C:P y C:L de 1.5 a 2605 £+ 54 NmL Ha/Lreactor cOn
relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura 4.11.

13000

~—_ ¢ Hmaxvs. C:P, C:L

7 T~ 1 2500
3000 - —

2500 -
12000
2000 -

% 1500 - 1500

1000 -

Himax (NmL HZ/L)

500 - T 1000

Relacién C:L

Relacion C:P

Figura 4.11. Superficie de respuesta. Huyax (mL H3/Lreactor). vs. C:Py C:L.

El anélisis estadistico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo Rmax, al igual que el primer
analisis realizado para esta respuesta, describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de
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determinacion R? y R%,q; de 0.9226 y 0.8998 respectivamente, por lo que el grado de precision del modelo
obtenido, continia siendo relativamente bueno y al igual que sucede con la respuesta Hmax, podria
emplearse potencialmente para estimar la tasa maxima especifica de produccion de hidrogeno después
atravesar una etapa de validacion del mismo.

Los parametros de ajuste del modelo a la respuesta Rumax bajo el disefio DCC1 modificado con un 95%
de confianza son: Py =-1.124 (-3.249, 1.001); P =2.811 (-1.969, 7.591); P" = 5.426 (-0.7242, 11.58);
PP =-1227 (-17.11, -7.434); P"'=24.1 (13.47, 34.73); P" =-12.69 (-19.39, -5.987).

Al haber incrementado las relaciones C:P y C:L mediante la adicion de nuevos puntos al disefio
experimental DCCI1, la tasa maxima especifica de produccion de H, del sistema aumentd
significativamente, pasando de 7.8 + 0.5 NL Ha/L reactor/dia con relaciones C:Py C:Lde 1.5a14.8 + 1.4
NL H/L reactor/dia con relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura 4.12.

¢ Rmax vs. C:P, C:L 18

15

B
Rumax NL HZ/L*d

Relacion C:L Relacién C:P

Figura 4.12. Superficie de respuesta. Rmax (NL Hz/Lreactor/dia). vs. C:P y C:L.

El analisis estadistico del modelo de superficie de respuesta para el objetivo Y, al igual que el primer
analisis realizado para esta respuesta, describe un buen ajuste de los datos al modelo, con coeficientes de
determinacion R? y R%,q; de 0.8989 y 0.8692 respectivamente, por lo que el grado de precision del modelo
obtenido, contintia siendo relativamente bueno y al igual que sucede con las respuestas Humax ¥ Ruma, €l
modelo podria emplearse potencialmente para estimar el rendimiento de produccion de hidrégeno
después atravesar una etapa de validacion del mismo bajo las condiciones de experimentacion evaluadas.

Los parametros de ajuste del modelo a la respuesta Y2 bajo el diseiio DCC1 modificado con con un 95%
de confianza son: P” =0.3031 (0.1036, 0.5027); P’ =-0.08623 (-0.5351, 0.3626); P” =0.7406 (0.1631,
1.318); P’ =-1.203 (-1.658, -0.7489); P'! =2.564 (1.566, 3.562); P” = --1.447 (-2.077,-0.8178).

Al haber incrementado las relaciones C:P y C:L mediante la adicion de nuevos puntos al disefio
experimental DCCI, el rendimiento de produccion de Ha, al igual que sucedioé con los objetivos Hmax ¥
Rmax aumento significativamente, pasando de 1 + 0.03 mol H»/mol glucosa con relaciones C:P y C:L de
1.5 a 1.48 £ 0.24 mol Hz/mol glucosa con relaciones 2.5 de C:P y C:L, como se presenta en la Figura
4.13.
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Figura 4.13. Superficie de respuesta. Yu: (mol H,/mol glucosa). vs. C:P y C:L.

La busqueda de la maximizacion de las respuestas del proceso empleando las variables C:P y C:L fue
satisfactoria, pues se lograron un aumentos definitivos en los tres objetivos de optimizacion de forma
paralela empleando la misma concentracion de carbohidratos (15g/L).

La metodologia de superficie de respuesta demostrd que las relaciones C:P y C:L ademas de tener
influencia en la productividad, velocidad y rendimiento de produccion de Hs, tienen un gran potencial
como herramienta optimizacion de procesos de FO para la produccion de hidrégeno, pues se comprobd
su capacidad para mejorar Hmax, Rmax, ¥ Y2 de forma simultanea.

4.2.3.2. Optimizacion de Hmax, Rmax Y Y2 empleando las composiciones de carbohidratos,
proteinas y lipidos del sustrato como variables de optimizacion

El analisis de datos composicionales indico que las variables composicionales carbohidratos, proteinas
y lipidos presentaron influencias similares en los tres objetivos de optimizacion. No sélo porque las
variables se ajustaron mejor al mismo modelo de datos composicionales (modelo ctbico especial de
Scheffe’), como se presenta en la Tabla 4.6., sino porque se evidencié que las respuestas Hmax, Rmax ¥
Y tuvieron disminuciones significativas en el proceso cuando las composiciones de proteinas y lipidos
aumentaron en el sustrato (Figuras 4.5.c., 4.6.c. y 4.7.c).

Tabla 4.6. Bondad de ajustes de los modelos de datos composicionales a las respuestas Hmax, Rmax

y YH2.
q a a q q a
Modelo E(x) = Zﬁxl E(x) = Zﬁxl +z z Bxijx;x; E(x) = Zﬁh"'z Z ﬁxijxiszz Z Bxiji xixjxy
i=1 i=1 i<j=2 i=1 i<j=2 i<j<k=2
Respuesta R? R%y R? R2,4i R? R%,
Hiax 0.8047 0.7358 0.8723 0.8273 0.9294 0.9045
Ruax 0.2577 -0.004 0.6980 0.5915 0.8169 0.7523
Yu: 0.7440 0.6536 0.8680 0.8214 0.9041 0.8702
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Maximizacion simultanea de Hyax, Rmaxy Y2 empleando las composiciones de carbohidratos, proteinas
y lipidos

Con el fin de alcanzar el objetivo principal del presente proyecto, maximizar la productividad, velocidad
y rendimiento de la produccion de H, de forma paralela, se decidid emplear la capacidad del modelo
cubico especial de Scheffe’ para describir las respuestas Hmax, Rmax y Y2 junto a la similitud de la
influencia de las variables composicionales carbohidratos, proteinas y lipidos en las tres respuestas como
herramientas de decision en la configuracion de los ensayos de optimizacion.

Empleando los ajustes del modelo cubico especial de Scheffe’ para cada una de las respuestas, se
procedio a realizar los diagramas ternarios que se presentan las Figuras 4.14., 4.15. y 4.16., para Hmax,
Rmaxy Y respectivamente. Esto con el fin de comprender con un poco més de profundidad la influencia
de cada una de las composiciones de biomoléculas en los tres objetivos de optimizacion.

Bondad de ajuste: 2000

R%: 0.7464
Rzadj: 0.6569 1500
Parametros:
Bi=4.21
B2=-0.05
Bs=-0.21
Bi=11.13
B13=-0.05
B2=-81.37
Bi23=351.78

1000

Humax (NmL Ha/L)

500

03 04 05 06 07 08 09 1
Proteinas

Figura 4.14. Diagrama Ternario. Hmax (mL Ha/Lreactor). vS. C, Py L.

Bondad de ajuste:
R2: 0.6699
R2.4j: 0.5534

Parametros:
Bi=4.21
B2=-0.05
Bs=-0.21
Bi=11.13
B13=-0.05
B2=-81.37
Bi23=351.78

Rumax NL HZ/L*d

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Proteinas

Figura 4.15. Diagrama Ternario. Rmax (NL Hz/LReactor/dia) . vs. C, Py L.
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Bondad de ajuste:
R%: 0.7120
RZaq: 0.6103

]
Parametros: o g
=120 0.6 sz
B2= 0.00 = §
Bs=-0.02 04 =
Bi2=-0.86 E
Bi=-1.53 02
B23=-3.78
B123=30.40 o

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Proteinas

Figura 4.16. Diagrama Ternario. Yu2 (mol Hz/mol glucosa). vs. C, Py L.

Las lineas de contorno estimadas por el modelo cibico especial de Scheffe’ sobre los diagramas
ternarios, sugieren que los valores optimos de las composiciones en el proceso para maximizar Hmax,
Rmax ¥ Y2 se encuentran entre 49% a 79% en términos de composicion de carbohidratos, y entre 10 y
28% en términos de composicion de lipidos y proteinas, situacion que va de la mano, con lo descrito en
estudios previos, donde se destaca que los carbohidratos son mejores sustratos que las proteinas y los
lipidos para la produccion de hidrogeno (Alibardi & Cossu, 2016; Dong et al., 2009).

Con base en estos resultados y la solucion analitica del modelo ctibico especial de Scheffe empleando
los estimadores determinados para cada una de las respuestas (Figuras 4.14., 4.15. y 4.16.) se decidio
agregar paulatinamente nuevos niveles mas al disefio experimental DCC2, manteniendo la concentracion
de carbohidratos en 15 g/L como se presenta en la Tabla 4.7.

Con los datos de las respuestas Hmax, Rmax ¥ Y2 obtenidos a partir de la modificacion del disefio
experimental DCC2, se realizaron nuevos ajustes al modelo descrito por la Ecuacion 3.9. El analisis
estadistico del modelo de datos composicionales para el objetivo Hmax, ajustd en menor medida en
comparacion con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinacion R? y R de 0.7464 y
0.6569 respectivamente. Este ajuste del modelo soporta el primer analisis realizado, donde se estima que
los valores 6ptimos de las composiciones en el proceso para maximizar las respuestas se encuentran entre
49% a 79% en términos de composicion de carbohidratos, y entre 10 y 28% en términos de composicion
de lipidos y proteinas.

Se puede observar que la modificacion de las composiciones del sustrato, aument6 la productividad
maxima del sistema significativamente, pasando de productividades de 839 + 57 NmL Ha/Lieactor cOn
composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteinas y 37.5% de lipidos a 2605 + 54 NmL
Hy/Lreacior con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteinas y 22 % de lipidos como se
presenta en la Figura 4.17.

Los resultados demuestran que el uso de la metodologia de analisis composicional para maximizar este
objetivo en el sistema fue exitoso, pues aunque no se logré determinar las composiciones Optimas para
maximizar la respuesta Hmax, €l empleo del modelo ctbico especial de Scheffe’ como herramienta de
optimizacion para la respuesta Hmax, permitié un aumento neto de la produccion de H, de 1543 NmL
Ha/Licactor empleando la misma concentracion de carbohidratos, lo que se traduce aproximadamente en
210 % mas productividad por volumen de reactor en el sistema.
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Tabla 4.7. Modificaciéon y transformaciones del DCC2.

Carbohidratos (g/L) Proteinas (g/L) Lipidos (g/LL) % Carbohidrates % Proteinas % Lipidos

15 10 15 37.50 25.00 37.50
15 10 10 42.90 28.60 28.60
10 10 20 25.00 25.00 50.00
15 15 15 33.30 33.30 33.30
15 15 10 37.50 37.50 25.00
10 20 20 20.00 40.00 40.00
10 20 10 25.00 50.00 25.00
0 0 0 0.00 0.00 0.00
0 15 0 0.00 100.00 0.00
0 0 15 0.00 0.00 100.00
15 0 0 100.00 0.00 0.00
15 7.5 10 0.46 0.23 0.31
15 7.5 7.5 0.50 0.25 0.25
15 6 6 0.56 0.22 0.22
15 1 10 0.58 0.04 0.38
15 10 1 0.58 0.38 0.04
1 Modelo Experimental
0 Hmax - -
(NmL Ha/Lreactor) 12000 12500
- 1800
Bondad de ajuste: - 1600
R%: 0.7120 | o 12000
RZ%aq: 0.6103
< 1200
Parametros: 1500
Bi=1.20 1000
B2=0.00 800
B3: -0.02 1000
B12=-0.86 600
Bi=-1.53 400
Bxs=-3.78 08/ h 02
B123=30.40 1500 200 500
0

02 03 04 05 06

Proteinas

07 08

Figura 4.17. Diagrama Ternario. Huax. vs. C, Py L.
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El analisis estadistico del modelo de datos composicionales para el objetivo Rumax, ajustdé en menor medida
en comparacion con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinaciéon R? y R%; de 0.6699 y
0.5534 respectivamente.

El ajuste del objetivo Rmax bajo la modificacion del disefio DCC2 soporta el primer analisis realizado,
donde se estima que los valores Optimos de las composiciones en el proceso para maximizar las
respuestas se encuentran entre 49% a 79% en términos de composicion de carbohidratos, y entre 10 y
28% en términos de composicion de lipidos y proteinas.

Se puede observar que la modificacion de las composiciones en el sustrato, aumento la tasa especifica
maxima de produccion de H» significativamente, pasando de velocidades de 3.4 + 0.7 NL Ho/Lreactor/dia
con composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteinas y 37.5% de lipidos a 14.8 + 1.4 NL
Ha/Lreactor/dia con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteinas y 22 % de lipidos como
se presenta en la Figura 4.18.

1 Modelo Experimental

Rumax ] — 16
(NL HZ/LReacmr/ diﬁ) 19
Bondad de ajuste: 48 114
R2: 0.6699 |,
2 . -12
R adje 05534 03 0.7
Q .
S 6
Parametros: é’e’ 0.6 (r " 10
Bi=4.21 §~ O,S\O’é 5
B2=-0.05 % A 8
=_ 04
Bs=-0.21 3 )
Bi=11.13
B13=-0.05 2 4
B23=-81.37 |
Bi23=351.78 2
0
0 0

02 03 04 05 06

Proteinas

07 08

Figura 4.18. Diagrama Ternario. Rmax. vs. C, Py L.

Al igual que ocurri6 con el objetivo Hmax, aunque no se logré determinar las composiciones optimas para
maximizar la respuesta Rmax bajo las condiciones de experimentacion empleadas, los resultados
demuestran que el uso de la metodologia de analisis composicional para maximizar este objetivo en el
proceso fue exitoso, pues al emplear el modelo cibico especial de Scheffe’ como herramienta de
optimizacion para la respuesta Rumax, hubo un aumento neto de la tasa maxima especifica de produccion
de H> de 11.4 NL Hy/Lreactor/dia empleando la misma concentracion de carbohidratos, lo que se traduce
en al rededor 335 % mas velocidad de produccion de H» en el sistema.

El analisis estadistico del modelo de datos composicionales para el objetivo Yo, ajusté en menor medida

en comparacion con el primer ajuste realizado, con coeficientes de determinacion R? y R%q; de 0.7120 y
0.6103 respectivamente.
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La modificacion del disefio DCC2 soporta el primer analisis realizado, donde se estima que los valores
optimos de las composiciones en el proceso para maximizar Humax, Rmax ¥ Y2 s€ encuentran entre 49% a
79% en términos de composicion de carbohidratos, y entre 10 y 28% en términos de composicion de
lipidos y proteinas.

Se puede observar que la modificacion de las composiciones en el sustrato, aument6 el rendimiento de
produccion de H» significativamente, pasando de rendimientos de 0.51 + 0.04 mol H,/mol glucosa con
composiciones de 37.5 % de carbohidratos, 25 % de proteinas y 37.5% de lipidos a 1.48 + 0.24 mol
H,/mol glucosa con composiciones de 56 % de carbohidratos, 22 % de proteinas y 22 % de lipidos como
se presenta en la Figura 4.19.

Modelo Experimental

1 Yn2
(mol Hz/mol glucosa) 2 e
Bondad de ajuste: 114
R%: 0.7120 1!
RZ%aq: 0.6103 112
S
. Y 40.8
Parametros: rad 06 € 1,
- QO 04 %
pi=1.20 < %,
B2=0.00 0.5 / 0 % 10.6 08
Bs=-0.02
Bi2=-0.86 s H°°
B13=-1.53 04
B23=-3.78 .
B123=30.40 02
I ° M, 0

03 04 05

Proteinas

06 07 08

Figura 4.19. Diagrama Ternario. Yuz. vs. C, P y L.

Del mismo modo que ocurrid con los objetivos Hmax ¥ Rmax, aunque no se logré determinar las
composiciones Optimas para maximizar la respuesta Yu2 bajo las condiciones de experimentacion
empleadas, los resultados demuestran que el uso de la metodologia de analisis composicional para
maximizar este objetivo en el proceso fue exitoso, pues al emplear el modelo ctibico especial de Scheffe’
como herramienta de optimizacion para la respuesta Yz, hubo un aumento neto en el rendimiento de la
produccion de H, de 0.97 de mol Ha/mol glucosa empleando la misma concentracion de carbohidratos,
lo que se traduce en al rededor 190 % mas rendimiento de produccion de H, en el sistema.

Al comparar el rendimiento de produccion alcanzado (1.48 + 0.24) con el limite de Thauer (4 de mol
Ha/mol glucosa), es evidente que el valor dista en gran medida del maximo tedrico (Cabrol et al., 2017;
Dong et al., 2009).

Esta situacion puede justificarse debido a que algunos parametros operativos como el pH y la agitacion
no estuvieron optimizados durante la operacion del sistema; pues ademas de no haberse implementado
un sistema de control de pH y contar con un sistema de agitacion poco robusto en el equipo AMPTS II,
el pH al inicio del proceso fue de 7.5, valor equidistante del 5.5 6ptimo determinado por muchos autores
(K. S. Fan et al., 2006; Y. Fan et al., 2008; M. Li et al., 2008).
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4.2.4. Influencia de los componentes del sustrato en los objetivos de optimizacion Hmax, Rmaxy Y2

Los analisis de superficie de respuesta y de datos composicionales, demostraron que las proteinas y los
lipidos, al igual que los carbohidratos, tienen influencia en la productividad méaxima del proceso,
independientemente de su papel como sustrato directo en la produccion de H», del mismo modo, se
demostr6 su influencia en la velocidad y rendimiento de la produccion de hidrogeno, como se presenta
en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Resultados de Hmax, Rmax Y Yn2 en la totalidad de los ensayos realizados.

(;L) (;L) (g/LL) %C %P %L CGPCL HEER(I:ImiL s) Hz/LI:mt(/l:Ilf; +5) Y ;(;llr:;log)/ mel
15 10 15 375 250 375 15 1 839 + 57 3.4+0.7 0.51+0.04
15 10 10 429 286 286 15 15 1639 + 60 78405 140.03
10 10 20 250 250 500 1 05 337475 12402 031+0.07
15 15 15 333 333 333 1 1 1362 + 138 6.5+0.3 0.84 +0.09
15 15 10 375 375 250 1 15 1137 £ 51 49 £1.8 0.71+0.03
10 20 20 200 400 400 05 0.5 744 + 180 32409 0.69+0.19
10 20 10 250 500 250 05 1 583495 23+0.6 0.55+0.09
15 75 10 462 231 308 2 15  1518+269 8.1+£32 0.96+0.18
15 75 75 500 250 250 2 2 1980 + 113 11.8 £ 0.6 1.2340.07
15 6 6 556 222 222 25 25  2605+54 148+1.4 1.48+0.24
15 19 213 788 100 112 79 7.0 986 + 26 49+0.6 0.60 = 0.01
15 1 10 577 38 385 15 15  1019+127 40+09 0.62+0.07
15 10 1 577 385 38 15 15 1050 + 27 6.1+£02 0.65 = 0.05
00 00 00 00 00 00 NA NA 0+0 0+0 0+0
00 10+ 00 00 1000 00 NA NA 3247 1£0.1 0+0
00 15 00 00 1000 00 NA NA 53415 1340.1 0+0
00 00 10* 00 00 1000 NA NA 0+0 0+0 0+0
00 00 15 00 00 1000 NA NA 0+0 0+0 0+0
10 00 00 1000 00 00 NA NA 1444 +28 44+02 1.3240.01
15 00 00 1000 00 00 NA NA  2206+17 4.1+0.0 1.29 +0.02

C: carbohidratos; P: proteinas; L: lipidos. N/A: no aplica; *: Control.

Los ensayos donde las concentraciones de proteinas y lipidos superaron el 37.4 % en el sustrato
ofrecieron menores productividades en términos de Hmax, Rmax Y Ym2. Las bajas productividades en el
sistema cuando las concentraciones de proteinas predominaron en el sustrato pueden tener varios
justificantes. En primer lugar, el hecho de que la produccion H; a partir de estas moléculas no es viable
como se discutio en la seccion 4.1.2.; en segundo, la existencia de procesos catabolicos que consumen
H,, como la desaminacion reductiva (Ecuacion 1.8); y en tercero, aunque no se midié experimentalmente,
la acumulacion de amoniaco producida por la degradacion de las elevadas concentraciones de
aminoacidos en los ensayos pudo desbalancear el pH intracelular y haber interferido en la productividad
del proceso como se ha determinado en investigaciones previas (Bundhoo y Mohee, 2016; Dong et al.,
2009; Wang et al., 2009).
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En cuanto a los lipidos, aunado a la limitante termodindmica que no los hace un buen sustrato para la
produccion de Ho, los lipidos presentan caracteristicas que podrian afectar los sistemas de produccion de
H, de manera biologica y quimica cuando se presentan en el proceso en concentraciones elevadas. La
inhibicion bioldgica tiene lugar mediante la restriccion del transporte transmembrana cuando los LCFA
se adhieren a la pared bacteriana e impiden la adecuada nutricion de los microorganismos (Dong et al.,
2009), por otra parte, se observo que al encontrarse en concentraciones por encima de 15g/L se forma
una capa superficial que impide la adecuada liberacion de los gases formados durante el proceso
fermentativo como se presenta en la Figura 4.20., la cual potencialmente puede aumentar la PpH, dentro
del sistema, lo que hace termodinamicamente desfavorable los procesos de reduccion de protones H*
llevados a cabo por las hidrogenasas NADH- [FeFe] y NADH-Fdred - [FeFe] mediante los cuales se
produce la gran mayoria H» en procesos FO (Bundhoo y Mohee, 2016).

p . 5 -0-___._‘""‘

Figura 4.20. Biogas atrapado pT)r capa superficial he lipidos en biorreactor del equipo AMPTS 11

De manera similar, la productividad de los sistemas puede verse comprometida cuando hay presentes
LCFA instaurados, como en el caso del sustrato empleado (aceite de oliva), puesto que el hidrogeno
generado por el sistema podria potencialmente emplearse en reacciones de hidrogenacion en presencia
de metales como Ni, Pd, Pt, Cu, Ag, Au/Rh, tal cual ocurre en los procesos de hidrogenacion
convencional (Ajzenberg, 2002; Johnstone, 1985).

Las metodologias de superficie de respuesta y de analisis composicional de datos determinaron que
relaciones C:P y C:L de 2.5 para el analisis de superficie de respuesta y composiciones de 55.6 % de
carbohidratos, 22.2 % de proteinas y 22.2% de lipidos para analisis composicional de datos, ofrecieron
productividades en términos de Hmax, Rmax ¥ Y2 determinante superiores a todos los ensayos evaluados,
incluyendo los controles para cada una de las biomoléculas.

Este hecho puede deberse a que, aunque no juegan un papel directo en la produccion de hidrogeno en el
sistema, tanto las proteinas como los lipidos cumplen papeles elementales en el metabolismo y la
fisiologia bacteriana. Situacion a la cual, en el presente trabajo de investigacion se le atribuyen los
marcados aumentos en la productividad, velocidad y rendimiento de produccion alcanzados, a pesar de
emplear las mismas concentraciones de carbohidratos en el sustrato (15g/L).

Recientes investigaciones han demostrado que la presencia de ciertos aminoacidos en procesos de FO

puede mejorar las productividades de H,. Sharma y Melkania, 2018 demostraron que la suplementacion
de metionina, alanina, histidina, citosina y lisina pueden mejorar las productividades de H, en procesos
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de FO, debido a que su biodisponibilidad puede mejorar el crecimiento y el desempefio fisiologico de
HPB.

Por otra parte, aunque no existen antecedentes de que los lipidos puedan mejorar la productividad de
sistemas de FO, los resultados de la presente investigacion demuestran que cuando las composiciones de
lipidos en el sustrato son extremadamente bajas (3.8 %), manteniendo las concentraciones de
carbohidratos, en valores cercanos al optimo determinado (57.7 %), la productividad del sistema al
disminuye alrededor de 40% en términos de productividad maxima de H», 41% en términos de tasa
especifica maxima de produccion y 43% en términos de rendimiento de produccion de Ha.

4.2.3.5. Influencia de composicion del sustrato en la remocion de materia organica

En la Tabla 4.9. se presenta la capacidad de los sistemas para remover materia organica en términos de
proporcion de remocion de carbohidratos, proteinas, lipidos y DQO en los ensayos realizados.

Tabla 4.9. Remocion de carbohidratos, proteinas, lipidos y DQO en ensayos.

C P L %C %P %L Remocion de C Remocion de P Remocion de L Remocion de
(g/L) (g/L) (g/L) (% £5) (% £5) (% %) DQO (% £ )
15 10 15 38 25 38 98.7+0.7 37£6.0 20.6 4.5 66 £2.7
15 10 10 43 29 29 98.7+0.0 35+8.8 382+5.7 57.6 6.1
10 10 20 25 25 50 98.5+1.9 42 +1.8 34114 78.3+0.1
15 15 15 33 33 33 98 £0.8 43.5 +8.7 353+£32 602+34
15 15 10 38 38 25 97.5+0.5 60.3+4.0 32.1+5.0 57.5+24
10 20 20 20 40 40 97.1+£25 57.3+4.8 33.8+6.8 67.5+0.8
10 20 10 25 50 25 97.1+1.1 47.6 £2.8 54.6+4.9 52.1+0.5
15 75 10 46 23 31 96.1+£1.2 42.3+6.1 154+0.6 59.1+43
15 75 75 50 25 25 97.3+£0.2 32.7+0.0 24.8+1.6 57.4+04
15 6 6 56 22 22 96.4+1.5 31.7+1.2 25.8+6.8 533+64
15 19 213 79 10 11 97.0+0.7 49.6 £4.1 359+28 629+1.8
15 1 10 58 4 39 97.5+0.5 36.6 £ 1.1 242 +3.2 573+19
15 10 1 58 39 4 99.3+£0.2 53.7+£2.6 40.6 34 52.0+2.8
15 0 0 100 0 O 91.5+23 - - 97.0+£2.5
10 0 0 100 0 O 954+25 - - 935+25
0 15 0 0 100 O - 399+24 - 46.6 +1.9
0 10 0 0 100 O - 46.2+2.3 - 413=+2.1
0 0 15 0 0 100 - - 493+1.2 70.2+0.0
0 0 10 0 0 100 - - 552+42 58.7+3.5

C: carbohidratos; P: proteinas; L: lipidos; *: Control

La remocion de carbohidratos en todos los ensayos super6 el 95% como se presenta en la Tabla 4.9.
Estos resultados, ademas demostrar que el sistema tuvo una elevada capacidad de remocion de esta
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biomolécula, lo cual se puede justificar debido a la elevada biodegradabilidad y afinidad de los
microorganismos a la glucosa, evidencian que las composiciones de las biomoléculas no influyen en el
grado de consumo de los carbohidratos en el sistema, pero si en el grado de transformacion de los
carbohidratos a Hz, como se demostro en las secciones anteriores.

El rango de remocion de proteinas en los ensayos fue bastante amplio, se obtuvieron remociones entre
el 30 y 60%, sin asociaciones marcadas entre las composiciones del sustrato y la capacidad de remocion
de proteinas en el sistema como se presenta en la Tabla 4.9.

La remocion de lipidos en los ensayos, al igual que en el caso de las proteinas, presentd un rango bastante
amplio, se obtuvieron remociones entre el 15y 55%, sin asociaciones marcadas entre la composicion de
del sustrato y la capacidad de remocion de lipidos en el sistema como se presenta en la Tabla 4.9.

La remocion de materia organica en forma de DQO en todos los ensayos super6 el 50% como se presenta

en la Tabla 4.9., con rangos entre el 52 y 78%. Estas elevadas capacidades de remocion demostradas
pueden asociarse al elevado consumo de carbohidratos alcanzado en todos los ensayos, debido a la
afinidad de los microorganismos a la glucosa como se describi6 en apartados anteriores.

4.2.3.6. Productos de fermentacion

La produccion de AGVs en los ensayos de fermentacion fue bastante variada, con rangos que estuvieron
desde concentraciones 12.9 £ 2.3 gO»/Lreacior alcanzados con el ensayo (50% de carbohidratos y 25% de
proteinas y lipidos) a concentraciones de 20.1 = 1.6 g0/Lreactor alcanzados con el ensayo de 20% de
carbohidratos y 40% de proteinas y lipidos.

A pesar de que si existen diferencias significativas entre la produccion de AGVs de los ensayos con
distintas concentraciones de materia organica en el sustrato como se presenta en la Figura 4.21., se
prescindio de esta asociacion mediante un andlisis de regresion lineal, el cual permitié descartar la
existencia de una asociacion entre la concentracion de DQO inicial (gO2/L) en el sustrato y la generacion
de productos de fermentacion en forma de AGVs (g0»/L) con coeficientes de determinacion R* y R
de 0.4571 y 0.4406 respectivamente.

AGVs vs. DQO;
e Mo del0

22 B

Produccion de AGVs (gO2/L)

4 I I I I I I I I 3
10 20 30 40 50 60 70 80 90
DQO inicial (gO2/L)
Figura 4.21. Regresion lineal entre concentracion de materia organica del sustrato y produccion
de AGVs.
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La composicion de AGVs en los ensayos evidencia la presencia de procesos metabolicos de fermentacion
acido-mixta, con un perfil de etanol, acetato, propionato, isobutirato, butirato e isovalerato bastante
diverso, como se presenta en la Tabla 4.10. y la Figura 4.22.

Tabla 4.10. Composicion de AGVs5 en los distintos ensayos fermentativos

Composicion
de Composicion de productos de fermentacion (% =)
biomoléculas
% % % . . .
C P L Acetona Etanol  Butanol  Acetato Propionato  Isobutirato  Butirato  Valerato  Isovalerato Caproato
38 25 38 03+04 112+£47 03+£02 287+0.7 239+124 33+0.3 288+75 05+03 29+0.2 0.1+0.1
43 29 29 00+£00 47+05 09+£0.1 370+19 9.6+£2.0 3.1+0.1 414403 0.0+£0.0 34+0.6 0.0+0.0
25 25 50 00+00 42+20 03+£00 32.1+7.1 27.9+0.5 3.8+0.0 273£79 0.1+0.1 42+0.7 0.0+0.0
33 33 33 05+00 63+£05 03+£0.1 39.7+0.1 17.3£2.0 3.8+0.1 27.6+£22 0.1+0.1 4.4+0.0 0.1+£0.1
38 38 25 05+0.1 49+£09 05+£0.1 472+138 71+1.6 38+03 314+12.0 0.0£0.0 4.6+0.9 0.0+0.0
20 40 40 04+00 42+07 04+£00 574+44 82+1.0 5.1+0.1 185+32 0.0+£0.0 58+0.6 0.0+0.0
25 50 25 06+£0.1 8.0+04 05+0.1 31.6+35 13.4+£2.5 6.5+0.0 325+14 0.0+£0.0 6.9+ 0.0 0.0+ 0.0
46 23 31 00+£00 9.6+1.0 0700 488+5.1 8.1+2.8 33+0.2 255+£06 03+0.1 3.6+0.3 0.0+0.0
50 25 25 0.0+0.0 63+£06 08+£03 528+1.2 53+0.0 32+03 27.7+12  02+0.1 34+0.1 0.0+ 0.0
56 22 22 0.0+0.0 57+£07 07+£00 488+2.1 4.8+0.6 3.0+0.2 324+£02 0.6+0.2 3.5+0.0 0.1+0.1
79 10 11 0.0+0.0 85+00 08+0.1 352+09 17.5+0.9 6.2+0.4 28.1+£0.0 0.8+0.1 27+04 02+0.0
58 4 39 00+00 8701 03+£01 369+0.6 159+0.1 3.1+£0.2 26.8+04 04+£0.1 7.5+0.1 0.2+0.1
58 39 4 00+00 74+£04 05+00 40.0+04 14.0+0.1 4.0+0.1 26.7+04 0.6+0.0 6.5+0.3 0.0+0.1
100 O 0 00+00 171+0.6 08+0.1 403+0.6 3.1+£0.2 1.6 £0.1 394+1.0 03+£0.0 1.6 £ 0.1 0.2+0.1
0 100 0 00+£00 1.8+03 04+£00 564+13 16.7+£0.3 9.8+ 1.7 233+£12 0.7+£0.0 11.8+0.5 0.6 +0.0
0 0 100 06+09 00+£0.0 04+02 48.6+1.1 14.1+0.1 46+1.7 20.8+1.3 1.4+0.3 8.6+0.1 1.0£0.2
I Acetona [ Etanol Butanol Acetato [ Propionato Isobutirato Butirato [ Valerato Isovalerato Caproato
C:10 P:10 L:20 | \
C:10 P:20 L:10 ]
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=
2 C:15 P:15 L:15 I
;g C:15 P:7.5 L:10 I
£ caspio Lo I
=
g C:15 P:7.5 L:7.5 |
S C:15 P:6 L:6 ||
Control C:15 |
Control P:15 I
Control L:15 ] | |

=

25

50

Composicion de AGVs (%)

75

Figura 4.22. Composicion de AGVS (%) en los distintos ensayos fermentativos.
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Asociacion entre Hya v la generacion de acetato y butirato como productos de fermentacion

Se determind una relacion de tipo exponencial entre la productividad maxima de hidroégeno en los
ensayos y la sumatoria de las proporciones de acetato y butirato en los productos de fermentacion como
se presenta en la Figura 4.23

%Y % Ac + But vs. Hmax
Modelo

2500

2000

1500

Humax (NL HZ/chactor)

1000

500 - * B

| | | | | | | | | |
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82

Sumatoria de la proporciones de acido acético y butirico en los productos de fermentacion (%)

Figura 4.23. Regresion no lineal entre Hmax y proporcion de acetato y butirato en los productos
de fermentacion

Se realiz6 un analisis de regresion no lineal, donde se demuestra por medio de la funcion descrita en la
Ecuacion 4.1., y coeficientes de determinacion R? y R%g de 0.7971 y 0.787 respectivamente, que el
aumento de la proporcion de acido acético y butirico en los productos de fermentacion se asocid a
incrementos en la productividad maxima del sistema.

f(x) = axe®™ (Ecuacion 4.1.)

Los parametros de ajuste a la Ecuacion 4.1. con un 95% de confianza son: a= 1169 (1022, 1317) y b=
0.4231 (0.3177, 0.5285). Esta situacion puede justificarse gracias a que las rutas metabodlicas de
fermentacion acética y butirica en procesos de FO son las que derivan la produccion de hidrogeno en los
sistemas, como lo describen las ecuaciones 1.2., 1.3. y 1.4. definidas en el marco tedrico del presente
trabajo de investigacion (Dong et al., 2009)

Asociacion entre Huax y la generacion de propionato como producto de fermentacion

Del mismo modo que se correlacion6é la proporcion de acetato y butirato en los productos de
fermentacion con la productividad maxima del sistema. Se determin6 una relacion de tipo exponencial
entre la productividad maxima de hidrogeno y la concentraciéon de propionato en términos de DQO
equivalente (mg O»/L) los ensayos como se presenta en la Figura 4.24.

Se realiz6 un analisis de regresion no lineal, donde se demuestra por medio de la funcion descrita en la

ecuacion 4.1,y coeficientes de determinacion R* y R%gde 0.8176 y 0.8089 respectivamente, que cuando
la generacion de acido propidnico aumenta en los productos de fermentacion, la productividad maxima
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del sistema se ve afectada. Los parametros de ajuste a la ecuacion exponencial Ecuacion 4.2.3.6.1. con
un 95% de confianza son: a= 1141 (1006, 1276) y b=-0.4762 (-0.589, -0.3634).

% Hmax vs. HPr

= Modelo

2500

2000

1500

Himax (NL HZ/Lreactor)

1000

500

500

|
1000

1500

|
2000

|
2500

Produccion de acido propiénico (mg O2/L)

Figura 4.24. Regresion no lineal entre Hmax y generacion de propionato en los productos de

fermentacion

La correlacion identificada por el analisis de regresion no lineal esta de acuerdo con lo determinado por
un amplio numero de investigaciones previas, donde se ha definido de manera general que la produccion
de acido propionico es un problema grave en sistemas continuos y discontinuos de FO para la produccion
de hidrogeno, como en el presente trabajo de investigacion. Esta asociacion se justifica debido al
consumo de equivalentes reductores por microorganismos productores de propionato que impiden su uso
por para la sintesis de H, por las rutas PFOR y PFL (Bundhoo y Mohee, 2016; Cabrol et al., 2017,
Sivagurunathan et al, 2014). A continuacion, en la Tabla 4.11. se presentan algunas estrategias
implementadas para impedir la acumulacion de propionato en sistemas de FO, las cuales van desde

operaciones en condiciones de termofilia hasta cambios en los regimenes de operacion.

Tabla 4.11. Estrategias implementadas para reducir la inhibicion por propionato en sistemas de

FO.
Concentracion de Inhibicién de Yu2
Sustrato propionato (g/L)  (mol Hz/mol glucosa) Estrategia Referencias
I* N.I* I* N.I*
Almidon trigo Disminucion TRH y (Hussy et al.,
y otros 0.77 0.15 0.5 1.87 gasificacion con N2 2003)
Cambio de operacion Kim ‘.Zt al., 2008
Sucrosa 3.47 1.05 0.06 0.08 . (Kim et al.,
de lote a continuo
2008)
Agua residual Variacion de (Sivagurunathan
industria de 2.36 0.73 1.04 1.68 temperatura de 37 a gl 2014
bebidas 45°C et al, 2014)
Sustrato Adecuaci(')n de .
o 2.2 0.4 0.3 1.48 biomoléculas del Este trabajo
sintetico

sustrato

* I: inhibicidn; N.I: no inhibicién
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La adecuacion de los componentes del sustrato en términos de carbohidratos, proteinas y lipidos,
permitio reducir efectivamente la acumulacion de propionato en los ensayos, pasando de 2.2 g/l a 0.4g/L.
como se presenta en la Tabla 4.11. Esta estrategia permitié mejoras sustanciosas en el rendimiento de
produccioén de hidrogeno en el sistema pasando de 0.3 a 1.48 mol Hx/mol glucosa, lo que se traduce en
mejoras alrededor de 393%. Situacion comparable con estrategias como la termofilia a 60 °C, cambios
en TRH y gasificacion con N, y cambios de operacion de lote a continuo, entre otros, como se presenta
en la Tabla 4.11.
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5. Conclusiones

Se determind la influencia de la composicion del sustrato sobre la produccion de hidrégeno en un sistema
discontinuo de fermentacion oscura encontrando que existe una influencia significativa de los
componentes del sustrato en forma de carbohidratos, proteinas y lipidos sobre la productividad maxima,
tasa especifica maxima y rendimiento de la produccion de hidrogeno.

La concentracion de carbohidratos influyé en la productividad maxima de los procesos, no obstante, no
se evidencid una influencia significativa de la concentracion de esta biomolécula en la tasa maxima
especifica y rendimiento de la produccion de hidrogeno.

El uso de las metodologias de optimizacion empleadas para maximizar la productividad de hidrogeno en
los sistemas permiti6 la definicion de composiciones iniciales de carbohidratos, proteinas y lipidos que
pueden aumentar la productividad maxima en 210%, la velocidad en 335% y el rendimiento de
produccion en 190%.

Se determind que los procesos de remociéon de materia orgénica y la generacion de metabolitos
secundarios no estan asociados a la concentracion de materia orgénica en el sustrato debido a que
componentes organicos como las proteinas y los lipidos no son metabolizados totalmente.

La composicion de carbohidratos, proteinas y lipidos en el sustrato, ademas de estar relacionada con la

productividad de hidrogeno de los sistemas de FO, esta relacionada exponencialmente con la produccion
de metabolitos secundarios como acetato, butirato y propionato.
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6. Recomendaciones
Implementar la estrategia de optimizacion ejecutada en la presente investigacion empleando sustratos
reales mediante estrategias de codigestion.

Determinar el efecto de los carbohidratos, las proteinas y los lipidos en la productividad y estabilidad de
reactores acidogénicos operados en régimen continuo.

Identificar si las diferencias de productividad estan asociadas a procesos fisico-quimicos del sistema o a
cambios poblaciones y/o fisioldgicos microbianos.

Determinar el efecto de las composiciones de carbohidratos, proteinas y lipidos en procesos de inhibicion
como la acumulacion de amoniaco e incrementos de la PpH, dentro de los sistemas.

Emplear los efluentes del proceso en celdas de electrdlisis microbiana o reactores metanogénicos con el
fin de incrementar el poder calorifico de los residuos.
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8. Anexos
Anexo A Medio mineral

Solucion A (Medio mineral)

En la Tabla A.1. se presenta la concentracion de los distintos compuestos empleados como fuente de
nutrientes y capacidad buffer durante las tres etapas experimentales .(Davila-Vazquez ef al., 2009).

Tabla A.1. Concentracion de sales y nutrientes en los ensayos de produccion de biohidrogeno.

Compuesto Concentracion final en ensayos (mg/L)
NaxHPO4 11900
NH4H2PO4 4500
K>HPO4 125
MgCl2 100
ZnClz 75
FeSO4+6H20 25
MnSOs+ 7TH20 15
NaxMoOs «2H,0 12.5
CuSOs4 + 5H20 5
CoCl, = 8H20 3
Agua destilada 1L

Adaptado de Davila-Vazquez et al., (2009)
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Anexo B Caracteristicas de la FORSU

Caracteristicas de la FORSU

En la Tabla A.2 se presentan promedio y desviaciones estandar de las caracteristicas de muestras FORSU
de 14 ciudades en ocho paises, con base en reportes realizados por diferentes autores (Campuzano-

Angeles, 2015).

Tabla A.2. Promedios de las caracteristicas de la FORSU en distintos paises

Composicion elemental Azucares Fibras
H* ST SV (%) ** Lipidos Proteinas totales Lignina crudas DQO
p (%)*  (%)* H N S (%SV) (%SV) (%SV) (%SV) (%SV) (g02kg)*
4.5 46.6 2.8 6.7 0.18
L BIEOBAE L L i 152242 172240 O2IIE102E 00y 36862
0.99 6.9 6.0 47 037 0.68 0.04 134 >8 14111

*: Valores reportados en base humeda

**: Valores reportados en base seca

-Promedios calculados con base en datos de distintos paises
-Adaptado de (Campuzano, 2015)
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Anexo C Conversion de masa a volumen
Ecuacion de conversion de masa a volumen

Ecuacion empleada para la conversion de masa (g) de aceite de oliva extra virgen a volumen (mL),
considerando una densidad de 0.9172 a 20°C (Mariotti, 2014)

Peso de aceite (g) = = mlL de aceite

0.9172 (%)
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Anexo D Indicadores de ajuste a modelos
Estadisticos empleados en el ajuste de los datos a los modelos

Estadisticos empleados en el ajuste a los modelos de superficie de respuesta y de las formas canonicas
de Scheffe’.

Coeficiente de determinacion R’

_SSe_ . _SSe (Ecuacién A.1.)

R2="F—
SS; SSr

Donde, R’: coeficiente de determinacion R%; SSz:suma de cuadrados debidos a la regresion; SS7: suma
corregida total de cuadrados ; SSt: suma de cuadrados debida al error.

Coeficiente de determinacion R’q

n— 1) SSg (Ecuacion A.2.)

R? -=1—(
Adj n—p/SSy

Donde, Rzadj: coeficiente de determinacion R? ajustado; SSr: suma de cuadrados debida al error; SSr:
suma corregida total de cuadrados; p: es el numero de coeficientes de regresion (incluyendo
intervencion); n es el nimero de observaciones.
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